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Ζ έγθξηζε ηεο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο από ην Ηαηξηθό Σµήµα ηεο ρνιήο 
Δπηζηεµώλ Τγείαο ηνπ Παλεπηζηεµίνπ Κξήηεο δε ζεµαίλεη θαη απνδνρή ησλ 
απόςεσλ ηνπ ζπγγξαθέα. 

(Ν. 5343/1932, άξζξν 202) 
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Δπραξηζηίεο 
 

Ζ νινθιήξσζε ηεο δηδαθηνξηθήο κνπ δηαηξηβήο κνπ δίλεη ηελ ηδηαίηεξε ηηκή 
λα επραξηζηήζσ όινπο απηνύο πνπ ζπλέβαιαλ ζηελ νινθιήξσζή ηεο.  
 
 Αξρηθά ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνλ Δπίθνπξν Καζεγεηή 
Φαξκαθνινγίαο θαη επηβιέπνληα κνπ Ληαπάθε Γεώξγην, γηα ηελ ακέξηζηε εζηθή, 
πλεπκαηηθή θαη νηθνλνκηθή βνήζεηα πνπ κνπ πξνζέθεξε ζε όιε ηε δηάξθεηα ηεο 
πνξείαο κνπ. Ζ ζπκβνιή ηνπ ήηαλ ππέξ ηνπ δένληνο θαζνξηζηηθή θαη ε παξνπζία 
ηνπ θαηαιπηηθή. 
  
 Δπίζεο είλαη κεγάιε κνπ ηηκή λα έρσ ζηελ επηακειή κνπ επηηξνπή ηνλ 
Καζεγεηή Γξαβάλε Αρηιιέα, ηνλ Αλαπιεξσηή Καζεγεηή Καξδάζε Γεκήηξε, ηελ 
Καζεγήηξηα Θεξκνύ Κπξηαθή, ηνλ Καζεγεηή Μαξγησξή, ηνλ Δπίθνπξν Καζεγεηή 
Σζαηζάλε Υξήζην θαη ηνλ Δπίθνπξν Καζεγεηή Σζέιην Θεόδσξν. 
 
 Σέινο ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ όινπο όζνπο βξέζεθαλ ζην δξόκν κνπ 
όια απηά ηα ρξόληα θαη θπζηθά ηνπο αλζξώπνπο πνπ κε έθεξαλ ζηελ Κξήηε, ηνλ 
αλεςηό κνπ Γθνύξβα Βίθησξα θαη ην Γέξδα ηαύξν 
 
Βελπράθε Μαξία, Κνθνινγηαλλάθε Γηώξγν, Κνιηζάθε Ησάλλα, Γαιδνγηάλλε 
Φαλή, Κηαγηαδάθε Φσηεηλή, Μαζηξνδήκνπ Νίθε, Φεθνγεώξγνπ Κάζζε, 
Καξαγηάλλε Έθε, Λαδαξίδε Ηάθσβν, Μελά Βαζίιε, Υαξαιακπόπνπιν Ησάλλε, 
Παπαδνπνύινπ Ναηαιία, Κσλζηαληηλίδε Γηώξγν, Παπαδεκεηξίνπ Έιζα, 
Μειηαξά νθία, Μπνξνκπόθα Νηθόια, Βνπγηνπθαιάθε Μαξία, Καλέιε Γεκήηξε, 
Αιθαξά-Μειαίλε Κσλζηαληίλν, Ξαλζάθε Άλλα, Αληώλνπ Μαξηάλλα, Γεσξηαλλάθε 
Απνζηόιε, ηαγνπξάθε Αξγύξε, Κόγηα Υξηζηίλα, Κακειέξε Δηξήλε, Γάιπα 
Πέπε, Νενθύηνπ Δηξήλε, Λέλα Λαηζνύδε, Βνινπδάθε Γηώξγν, Ννδαξάθε Γηάλλε, 
Βαιαρή Αληώλε, Κακπνπξάθε Μάλν, παλέα Πέηξν, Μπνπθνπβαιέα Γηάλλε, 
Γθνύξβα Γξεγόξε, Φηιηππάθε Υάξε, Παπάδνγινπ Γξεγόξε, Θενδώξνπ Δηξήλε, 
Βατιάθε Ηζκήλε, Απάδνγινπ Κάιιηα, Καλαβνύξα Κσζηή, Αδακνύδε Λάδαξν, 
Κνιηόπνπιν Αιέμαλδξν, Καξαλάζηνπ Βέηα, Βεξπθνύθε Κσλζηαληίλν, Λίδα 
Ενύπε, αββάθε Μαξία, Ησάλλνπ Μαξηάλλα, Βηδάθε Μαξίλα, Καξαβειάθε 
Μηράιε, νπιηηδή Νίθν, Κπξηαδή Οδπζζέα, Ννκηθό Παλαγηώηε, Γάιπα 
Παλαγηώηε, Βαιζακίδε Κσλζηαληίλν, Κακβίζηνπ Μαηίλα, Παπαραηδάθε Μαξία-
Μάξζα, Σζόθα Παπιίλα, Νηθιή Φνίβε, Βάζσ Πειεθάλνπ, Αθξνδίηε Σνύξθα, 
Αιεμάθε Ηζκήλε, Κακπά Μαξηιέλα, Βάζζνπ Γέζπνηλα, θνπιά Ρέλα, Μπαιή 
Βαζίιε, Βξνύδν ηέιην, Εαγαλά Γηάλλε, Μπηκπηζίδε Εήζε, Βατιάθε Γηάλλε, 
Βξνύδν σηήξε, Γθνπληέιηα Γξεγόξε, ηακνύιε Μάθε, Κνπτθόγινπ Αζελά, 
Σδηκνπξάθα Αιέμαλδξν, Αλησληάδε Γηάλλε, Αλδξνπιηδάθε Αξηάδλε, Σδέκν 
Αρηιιέα, Καξνύιε Κώζηα, Κνύθνπιε Βαγγέιε, Κνύθνπιε Δβειίλα, Καξαδήκν 
Γηάλλε, Αξηαλόγινπ Γηνβάλλα, Πιηόηα Πελειόπε, Βατιάθε Γηώξγν, Μπεξηζηά 
Γηώξγν, Βιαράθε Ρέλα, Διίλα Βαινύξδνπ, Σδσξηδάην Ζιία, Παπαπαλαγηώηνπ 
νθία, Παπαδάθε Θέθια, Βατιάθε Ησάλλα, Γεκηξηδόγινπ Κπξηάθν, Βαξδνύιε 
Λίλα, Γειηδάθε Μαξία, Παπαδάθε Μάξην, Ραζνύιε Όιγα, Βακβαθίδνπ νθία, 
Βαξβάξα Βέξγνπ, Μεηξνύια Υξήζην, Εαξαγνύιηα Αλδξέα, Φινπξή νθία, 
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Γεξκηηδάθε Μαξηέηηα, Μνπληάθε Μαξία, Σδσξάθε-Υαηδάθε Αηθαηεξίλε, Κνληδάθε 
Γηώξγν, Βιαράθε Ρέλα, Γειηδάθε Ησάλλε, Παλαγηώηε Δπζπκίνπ, ππξηδάθε 
Γέζπνηλα, Σζαγθαξάθε Μαξία, Δθεληάθε Νίθε, Παπαδάθε Υαξνύια, Γθνπληέιηα 
Ησάλλε, εξθειή Μαξία, Γθνπληέιηα Μεξόπε  
  
Καη έλα κεγάιν επραξηζηώ γηα ηελ θα. Παπαδνθσζηάθε Μαίξε 
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ΤΝΣΜΖΔΗ 
 

ACTH Adrenocorticotropin Hormone (Αδξελνθνξηηθνηξόπνο νξκόλε) 
Akt/PKB Protein kinase Β (Πξσηετληθή θηλάζε Β) 

ΑΜΡ Adenosine monophosphate (Μνλνθσζθνξηθή αδελνζίλε) 

ANOVA Analysis of variance (Αλάιπζε δηαζπνξάο)  
BSA  Bovine serum albumin (Αιβνπκίλε νξνύ βνόο)  

BCS Bovine Calf Serum) (Οξόο εκβξύνπ βνόο)  

cAMP  
Cyclic adenosine monophosphate (Κπθιηθή κνλνθσζθνξηθή 
αδελνζίλε) 

CCP Complement Control Protein 

cDNA  copy DNA (Αληίγξαθν DNA)  

CRH/CRF  
Corticotropin Releasing Hormone/Corticotropin Releasing Factor 
(Δθιπηηθή νξκόλε ηεο θνξηηθνηξνπίλεο)  

CRH-R  
Corticotropin Releasing Hormone Receptor (Τπνδνρέαο ηεο 
εθιπηηθήο νξκόλεο ηεο θνξηηθνηξνπίλεο)  

cpm  Counts per minute (Κξνύζεηο αλά ιεπηό)  
DAG Diacylglycerol (Γηαθπιγιπθεξόιε) 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium (Θξεπηηθό Τιηθό)  
DMSO  Deimethyl sulfoxide (Γηκεζπιζνπιθνμύδην)  

DNA Deoxyribonucleic acid (Γε(ζ)νμπξηβν(δν)λνπθιετ(λη)θό νμύ) 

dNTP  Deoxyribonucleoside triphosphate (Γενμπλνπθιενηίδηα) 
EC

50
 Efficiency Concentration (πγθέληξσζε δξαζηηθόηεηαο ηνπ 50%)  

EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid (Αηζπιελνδηακηλνηεηξανμηθό νμύ)  

EGTA  
Ethylene glycol-bis(beta-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic 
acid (Αηζπιελν γιπθνι- δηο (β ακηλναηζπιαηζέξαο)-Ν,Ν, N',N' 
ηεηξανμηθό νμύ)  

ΔΝΤ Eγθεθαινλσηηαίν πγξό 

ERK 
Extracellular signal regulated kinase (Πξσηετληθή θηλάζε πνπ 
ειέγρεηαη από εμσθπηηάξην ζήκα) 

EtBr Ethidium bromide (Βξσκηνύρν αηζίδην) 

FITC Fluorescein isothiocyanate (Iζνζεηνθπαληθή θζνξηζεΐλε) 

GABA  Gamma-amino-bνutyric-acid (γ-ακηλνβνπηπξηθό νμύ)  
GDP Guanosine diphosphate (Γηθσζθνξηθή γνπαλνζίλε) 

GΖRF 
Growth hormone-releasing factor (Eθιπηηθή νξκόλε ηεο απμεηηθήο 
νξκόλεο) 

GLP1 Glycagon like peptide 1 (Γιπθαγνλνεηδέο πεπηίδην 1) 

GPCRs 
G – protein coupled receptors (Τπνδνρείο πνπ ζπδεύγλπληαη κε ηηο 
G-πξσηεΐλεο) 

GΣP  Guanosine-5'-triphosphate (Σξηθσζθνξηθή γνπαλνζίλε)  

GTPγS 
guanosine 5'-O-[gamma-thio]triphosphate (Τπνκνλάδα γ ηεο 
δηεγεξηηθήο ηξηθσζθνξηθήο γνπαλνζίλεο) 

ΖΔΚ293 Human Embryonic Kidney 293 cells  

HEPES  
4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid (N-2-
πδξνμπεζπιπηπεξαδίλε Ν-2 αηζαλνζνπιθνληθό νμύ)  



   
 

VIII 

HPA 
Hypothalamic-pituitary-adrenal axis (Τπνζαιακν-ππνθπζν-
επηλεθξηδηαθόο άμνλαο)  

IC
50

 Inhibitory Concentration (Μέζε θαηαζηαιηηθή ζπγθέληξσζε)  

IgG  Immunoglobulin G (Αλνζνζθαηξίλε G)  
IP3 Inositol 1,4,5-trisphosphate (1, 4, 5 – ηξηθνζθσξηθή ηλνζηηόιε) 

K
D
 Dissociation constant (ηαζεξά δηάζηαζεο)  

kDa Kilodalton  

KΝ  Κεληξηθό Νεπξηθό ύζηεκα  

LASER 
Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation (Δλίζρπζε 
θσηόο κε εμαλαγθαζκέλε εθπνκπή αθηηλνβνιίαο) 

M  Molar (Μνξηαθόηεηα)  

MAPK 
Mitogen-activated protein kinase (Πξσηετληθή θηλάζε πνπ 
ελεξγνπνηείηαη από κηηνγόλα ζήκαηα) 

MTS Methanethiosulfonate (Μεζαλνζηνζεητθό) 

MTSEA 
2-aminoethyl methanethiosulfonate hydrobromide 
(Μέζαλνζηνζεητθό-αηζπι-ακκώλην) 

MTSET 
2-(trimethylammonium)ethyl methanethiosulfonate 
(Μέζαλνζηνζεητθό-αίζπι-ηξηκέζπι-ακκώλην) 

MTSES 
2-sulfonatoethyl methanethiosulfonate (Μέζαλνζηνζεητθό-αίζπι-
ζνπιθνληθό) 

NMR Nuclear magnetic resonance (ππξεληθόο καγλεηηθόο ζπληνληζκόο) 

NPT ΗΗ 
Neomycin phosphotransferase II (Φσζθνηξαλζθεξάζε ηεο 
λενκπθίλεο) 

O.D.  Optical Density (Οπηηθή ππθλόηεηα)  

ΟptiMEM Οpti-Modified Eagle Medium (Θξεπηηθό Τιηθό) 

PBS  Phosphate Buffer Saline (Ρπζκηζηηθό δηάιπκα θσζθνξηθώλ)  
PCR  Polymerase Chain Reaction (Αιπζηδσηή Αληίδξαζε πνιπκεξάζεο)  

PEI  Polyethylenimine (Πνιπαηζπιεληκίλε)  
pfu Pyrococcus furiosus 

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (θσζθαηηδπιηλνζηηόιε) 

PKA  Protein kinase A (Πξσηετληθή θηλάζε Α)  
PKC  Protein kinase C (Πξσηετληθή θηλάζε C)  

PLC Phospholipase C (Φσζθνιηπάζε C) 
POMC  Propiomelanocortin (Πξν-νπην-κειαλνθνξηίλε)  

POPOP  2,2΄-p-θαηλπιελ-bis-(5-θαηλπιν-νμαδόιην) 
PPO  2,5-δηθαηλπιν-νμαδόιην 

PTH Parathyroid hormone (Παξαζπξνεηδήο νξκόλε) 

RNA  Ribonucleic Acid (Ρηβνλνπθιετθό νμύ)  
RPM  Rounds per min (ηξνθέο αλά ιεπηό)  

SCR Short consensus repeat   

SCAM 
Substituted-cysteine accessibility method (Μέζνδνο ηεο 
δηαζεζηκόηεηαο ησλ θπζηετλώλ-ππνθαηαζηαηώλ) 

SPSS 
Statistical Package for the Social Sciences (ηαηηζηηθό Παθέην γηα 
ηηο Κνηλσληθέο Δπηζηήκεο) 



   
 

IX 

Tris  
Tris (hydroxymethyl) aminomethan (Σξηο-πδξνμπ κεζπι 
ακηλνκεζάλην)  

Triton  
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (t-Οθηπι θαηλνμπ πνιπαηζνμπ 
αηζαλόιε)  

Ucn Urocortin (νπξνθνξηίλε) 

UEK Urocortin-EK (νπξνθνξηίλε-ΔΚ) 
UV  Ultraviolet (Yπεξηώδεο)  

VIP Vasoactive intestinal peptide (Αγγεηαδξαζηηθό εληεξηθό πεπηίδην) 
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ABSTRACT 
 

The subfamily B of G-protein-coupled receptors (GPCRs) consists of 
receptors that bind peptides, such as secretin, vasoactive intestinal peptide, 
glucagon, corticotropin-releasing hormone (CRF), which play a fundamental role 
in body function. These receptors, like all GPCRs, are plasma membrane 
proteins sharing a common structural motif of seven membrane-spanning 
domains (TMs), which have been shown to bind small molecules, such as 
antalarmin, a non-peptide antagonist of the type 1 receptor for CRF (CRF1). This 
leads to the hypothesis that similar to family A, rhodopsin-like, GPCRs, the TMs 
of subfamily B GPCRs form a water-accessible crevice, the binding-site crevice, 
which extends from the extracellular surface of the receptor into the plane of the 
membrane. The surface of this crevice is formed not only by residues that can 
contact small molecules but also by residues that may play a structural role and 
affect binding indirectly. However, the lack of considerable structural information 
for the family B GPCRs precludes the support of this hypothesis.  

To test this hypothesis we started obtaining structural information about 
subfamily B GPCRs, using as prototype the CRF1 and determining its ability to 
react with the charged, hydrophilic, lipophobic, sulfhydryl-specific 
methanethiosulfonate (MTS) derivative, MTSethylammonium (MTSEA). The 
reaction of MTSEA with CRF1 was tested by its ability to irreversibly inhibit [125I]-
sauvagine binding to receptor. Reaction of MTSEA with CRF1 inhibited [125I]-
sauvagine binding to CRF1. These results, in conjunction with that the antagonist 
antalarmin protected against irreversible inhibition by the MTSEA, suggest that 
MTSEA reacted with the sulfhydryl of one or more cysteines of CRF1. To identify 
the susceptible cysteine(s), we mutated to serine, one at a time, the four 
endogenous cysteine residues, Cys128, Cys211, Cys233 and Cys364, which are 
located in the first (TM1), third (TM3), fourth (TM4) and seventh (TM7) 
membrane spanning segment of CRF1. In contrast to Cys128 mutation, 
substitution of Cys211, Cys233 and Cys364 by serine decreased the 
susceptibility of sauvagine binding to irreversible inhibition by MTSEA. These 
results suggest that Cys211, Cys233 and Cys364 are exposed in the binding-site 
crevice of CRF1, and their reaction with MTSEA decreased sauvagine binding to 
receptor.  

Subsequently we mutated, one at a time, 18 residues (engineered Cys) of 
the third membrane spanning segment (TM3) of CRF1 to cysteine, and tested the 
accessibilities of the engineered Cys for reaction with the MTSEA. Six of the 
mutant receptors reacted with MTSEA, suggesting that the side chains of these 
residues are exposed in the binding-site crevice, of CRF1. The pattern of 
accessibility was consistent with an alpha-helical conformation.  

In contrast to membrane spanning segments of CRF1 which have been 
proposed to bind the small non-peptide antagonists, the extracellular amino-
terminal regions and the three extracellular loops of CRF1 interact with the larger 
peptides belonging to CRF family, such as CRF and sauvagine. In specific 
previous studies have been shown that upon binding of sauvagine to CRF1, the 
amino-terminal portion of the peptide lies near Lys257 in the receptor‟s second 
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extracellular loop (EL2). To test the hypothesis that EL2 residues play a role in 
the binding of sauvagine to CRF1 we carried out an alanine-scanning 
mutagenesis study to determine the functional role of EL2 residues (Leu251 to 
Val266). Only the W259A, F260A, and W259A/F260A mutations reduced the 
binding affinity and potency of sauvagine. In contrast, these mutations did not 
seem to significantly alter the overall receptor conformation, in that they left 
unchanged the affinities of the ligands astressin and antalarmin that have been 
suggested to bind to different regions of CRF1. The W259A, F260A, and W259A/ 
F260A mutations also decreased the affinity of the endogenous ligand, CRF, 
implying that these residues may play a common important role in the binding of 
different peptides belonging to CRF family. Parallel amino acid deletions of the 
two peptides produced ligands with various affinities for wild-type CRF1 
compared with the W259A, F260A, and W259A/F260A mutants, supporting the 
interaction between the amino-terminal residues 8 to 10 of sauvagine and the 
corresponding region in CRF with EL2 of CRF1. This is the first time that a 
specific region of CRF1 has been implicated in detailed interactions between the 
receptor and the amino-terminal portion of peptides belonging to the CRF family. 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 
 

Ζ ππννηθνγέλεηα Β ησλ ππνδνρέσλ πνπ ζπδεύγλπληαη κε ηηο G-πξσηεΐλεο 
(GPCRs) πεξηιακβάλεη ππνδνρείο πνπ δεζκεύνπλ πεπηίδηα όπσο ε ζεθξεηίλε, ην 
εληεξηθό αγγεηνδξαζηηθό πεπηίδην, ην γιπθαγόλν, ηνλ εθιπηηθό παξάγνληα ηεο 
θνξηηθνηξνπίλεο (CRF), ηα νπνία παίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηε ιεηηνπξγία ηνπ 
νξγαληζκνύ. Οη ππνδνρείο απηνί, όπσο όινη νη ππνδνρείο GPCRs, είλαη 
πξσηεΐλεο ηεο πιαζκαηηθήο κεβξάλεο ησλ θπηηάξσλ θαη έρνπλ θνηλή δνκή, ε 
νπνία πεξηιακβάλεη επηά δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο (ΣΜs), νη νπνίεο έρεη δεηρζεί 
όηη δεζκεύνπλ κηθξά κόξηα όπσο ε αληαιαξκίλε, έλαο κε πεπηηδηθόο 
αληαγσληζηήο ηνπ ηύπνπ 1 ππνδνρέα ηνπ CRF (CRF1). Απηό νδεγεί ζηελ 
ππόζεζε όηη παξόκνηα κε ηελ ππννηθνγέλεηα Α ησλ GPCRs, ζηελ νπνία αλήθνπλ  
νη ππνδνρείο ηεο ξνδνςίλεο, νη δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηεο ππννηθνγέλεηαο Β 
ησλ GPCRs ζρεκαηίδνπλ κηα θνηιόηεηα, ηελ θνηιόηεηα ζέζεσλ δέζκεπζεο, πνπ 
εθηείλεηαη από ηελ εμσθπηηάξηα επηθάλεηα ηνπ ππνδνρέα, κέρξη ην ηκήκα πνπ 
βξίζθεηαη κέζα ζηε θσζθνιηπηδηθή δηπινζηηβάδα ηεο πιαζκαηηθήο κεκβξάλεο 
ηνπ θπηηάξνπ. Ζ επηθάλεηα ηεο θνηιόηεηαο απηήο ζρεκαηίδεηαη από ακηλνμέα πνπ 
αιιειεπηδξνύλ κε κηθξά κόξηα, θαζώο θαη από άιια πνπ παίδνπλ δνκηθό ξόιν, 
επεξεάδνληαο ηε δέζκεπζε έκκεζα. Χζηόζν ε έιιεηςε πιεξνθνξηώλ γηα ηε δνκή 
ησλ ππνδνρέσλ ηεο ππννηθνγέλεηαο Β ησλ GPCRs θαζηζηά αδύλαηε ηελ 
επηβεβαίσζε ηεο ππόζεζεο απηήο. 
 Γηα λα ειέγμνπκε ηελ παξαπάλσ ππόζεζε, αξρίζακε λα ιακβάλνπκε 
πιεξνθνξίεο γηα ηε δνκή ησλ ππνδνρέσλ ηεο ππννηθνγέλεηαο Β ησλ GPCRs, 
ρξεζηκνπνηώληαο σο πξόηππν ηνλ CRF1 ππνδνρέα θαη εμεηάζακε ηελ αληίδξαζή 
ηνπ κε ην θνξηηζκέλν, πδξόθηιν, ιηπόθνβν, κεζαλνζεηνζνπιθνληθό (MTS) 
αληηδξαζηήξην κεζαλνζηνζεητθό-αηζπι-ακκώλην (MTSEA). Ζ αληίδξαζε ηνπ 
MTSΔΑ κε ηνλ CRF1 βαζίζηεθε ζηελ ηθαλόηεηά ηνπ λα αλαζηέιιεη κε 
αληηζηξεπηά ηε δέζκεπζε ηεο [125I]-ζνβαγίλεο ζηνλ ππνδνρέα. Ζ αληίδξαζε ηνπ 
MTSEA κε ηνλ CRF1 κείσζε ηε δέζκεπζε ηεο [125I]-ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1. Σα 
απνηειέζκαηα απηά, ζε ζπλδπαζκό κε ην γεγνλόο όηη ν αληαγσληζηήο 
αληαιαξκίλε πξνζηάηεςε ηελ πξνθαινύκελε από ην MTSΔΑ κείσζε ηεο 
δέζκεπζεο, νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα όηη ην αληηδξαζηήξην απηό αληέδξαζε κε ηε 
ζνπιθπδξπιηθή νκάδα κηαο ή πεξηζζόηεξσλ από ηηο ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ 
CRF1. Γηα λα εμαθξηβώζνπκε ηελ ππεύζπλε θπζηεΐλε (-εο), κεηαιιάμακε ζε 
ζεξίλεο, κηα ηελ θάζε θνξά, ηηο ηέζζεξηο ελδνγελείο θπζηεΐλεο, Cys128, Cys211, 
Cys233 θαη Cys364, πνπ βξίζθνληαη ζηελ πξώηε (TM1), ηξίηε (ΣΜ3), ηέηαξηε 
(ΣΜ4) θαη έβδνκε (ΣΜ7) δηακεκβξαληθή πεξηνρή ηνπ CRF1. ε αληίζεζε κε ηε 
κεηάιιαμε ηεο Cys128, ε κεηάιιαμε ησλ Cys211, Cys233 θαη Cys364 ζε ζεξίλε, 
κείσζε ζεκαληηθά ηελ επαηζζεζία ηνπ ππνδνρέα ζην MTSΔΑ. Σα απνηειέζκαηα 
απηά νδεγνύλ ζην ζπκπέξαζκα όηη νη Cys211, Cys233 θαη Cys364 ηνπ CRF1, 
είλαη πξνζαλαηνιηζκέλεο πξνο ηελ θνηιόηεηα ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα 
θαη ε αληίδξαζή ηνπο κε ην MTSΔΑ κείσζε ηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο. 
 ηε ζπλέρεηα κεηαιιάμακε έλα ηελ θάζε θνξά, 18 ακηλνμέα ηεο ηξίηεο 
δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ3) ηνπ CRF1 ζε θπζηεΐλε (ηερλεηέο θπζηεΐλεο) θαη 
πξνζδηνξίζακε ηε δηαζεζηκόηεηα ησλ ηερλεηώλ θπζηετλώλ, λα αληηδξάζνπλ κε ην 
MTSEA. Έμη από ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο αληέδξαζαλ κε ην MTSEA, 
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ππνδεηθλύνληαο έηζη όηη νη πιεπξηθέο αιπζίδεο ησλ ακηλνμέσλ απηώλ είλαη 
πξνζαλαηνιηζκέλεο πξνο ηελ θνηιόηεηα ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ CRF1. Σν 
πξόηππν απηό ηεο δηαζεζηκόηεηαο ήηαλ ζύκθσλν κε απηό ηεο δνκήο άιθα 
έιηθαο. 
 ε αληίζεζε κε ηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ CRF1 νη νπνίεο έρεη 
πξνηαζεί όηη δεζκεύνπλ κηθξνύο κε πεπηηδηθνύο αληαγσληζηέο, ε εμσθπηηάξηα 
ακηλνηειηθή πεξηνρή θαη νη ηξεηο εμσθπηηάξηνη βξόγρνη ηνπ ππνδνρέα 
αιιειεπηδξνύλ κε ηα πεπηίδηα ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF, όπσο ν CRF θαη ε 
ζνβαγίλε. ε πξνεγνύκελεο κειέηεο έρεη βξεζεί όηη ε δεζκεπκέλε ζηνλ CRF1 
ζνβαγίλε, βξίζθεηαη ζε θνληηλή απόζηαζε από ηε ιπζίλε257 ηνπ δεύηεξνπ 
εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ ηνπ ππνδνρέα (EL2). Γηα λα ειέγμνπκε ηελ ππόζεζε όηη 
ηα ακηλνμέα ηνπ EL2 ηνπ CRF1 παίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηε δέζκεπζε ηεο 
ζνβαγίλεο, κεηαιιάμακε απηά, έλα ηελ θάζε θνξά, ζε αιαλίλε θαη πξνζδηνξίζακε 
ηε ζπγγέλεηα κε ηελ νπνία νη κεηαιιαγκέλνη ππνδνρείο δεζκεύαλ ηε ζνβαγίλε. 
Μόλν νη κεηαιιάμεηο ησλ Trp259 (W259A) θαη Phe260 (F260A) ζε αιαλίλε, 
θαζώο θαη ν ζπλδπαζκόο ηνπο (W259A/F260A), κείσζαλ ηόζν ηε ζπγγέλεηα 
δέζκεπζεο ζνβαγίλεο όζν θαη ηελ ηζρύ ηνπ πεπηηδίνπ απηνύ λα δηεγείξεη ηελ 
παξαγσγή θπθιηθνύ AMP ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνλ CRF1. ε αληίζεζε, νη 
κεηαιιάμεηο απηέο δε θάλεθε λα επεξεάδνπλ ζεκαληηθά ηε ζηεξενδηακόξθσζε 
ηνπ CRF1, αθνύ δε κείσζαλ ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο αζηξεζίλεο θαη ηεο 
αληαιαξκίλεο, νη νπνίεο έρεη βξεζεί όηη δεζκεύνληαη ζε δηαθνξεηηθέο πεξηνρέο 
ηνπ CRF1. Οη κεηαιιάμεηο W259A, F260A θαη W259A/F260A κείσζαλ επίζεο θαη 
ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ CRF, ππνδειώλνληαο όηη ηα ακηλνμέα Trp259 θαη 
Phe260 πηζαλόλ παίδνπλ έλαλ θνηλό ζεκαληηθό ξόιν ζηε δέζκεπζε 
δηαθνξεηηθώλ πεπηηδίσλ πνπ αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα ηνπ CRF. Απαινηθή 
ακηλνμέσλ από ηνλ CRF θαη ηε ζνβαγίλε επεξέαζε ηηο ζπγγέλεηεο δέζκεπζήο 
ηνπο γηαη ηνλ άγξην ηύπν CRF1 θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, W259A, 
F260A θαη W259A/F260A, κε ηέηνην ηξόπν πνπ νδήγεζε ζην ζπκπέξαζκα όηη ηα 
ακηλνηειηθά ακηλνμέα ησλ πεπηηδίσλ ζηηο ζέζεηο 8-10 ηεο ζνβαγίλεο θαη ησλ 
αληίζηνηρσλ ηνπ CRF, αιιειεπηδξνύλ κε ηα Trp259 θαη Phe260 ηνπ EL2 ηνπ 
CRF1. Απηή είλαη ε πξώηε θνξά πνπ κηα ζπγθεθξηκέλε πεξηνρή ηνπ CRF1 
εκπιέθεηαη ζε ιεπηνκεξείο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ηνπ ππνδνρέα θαη ηεο 
ακηλνηειηθήο πεξηνρήο ησλ πεπηηδίσλ πνπ αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα ηνπ CRF. 
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1. Ζ εθιπηηθή νξµόλε ηεο θνξηηθνηξνπίλεο (CRH) 

 

Οη πξώηεο ππνζέζεηο γηα ηε ξύζκηζε ηεο ιεηηνπξγίαο ηεο πξόζζηαο 

ππόθπζεο από ππνζαιακηθνύο παξάγνληεο είραλ γίλεη από ηνλ Harris ην 1948 

γηα ηνπο νπνίνπο βξέζεθε ιίγα ρξόληα αξγόηεξα όηη επάγνπλ ηελ έθθξηζε 

θνξηηθνηξνπίλεο από ηελ ππόθπζε [1-3].  

Από ηνπο ππνζαιακηθνύο παξάγνληεο εθείλνο πνπ επάγεη ηελ έθθξηζε 

ACTH, νλνκάζηεθε εθιπηηθόο παξάγνληαο ηεο θνξηηθνηξνπίλεο (corticotropin 

releasing factor, CRF, or corticotropin [4]releasing hormone, CRH) θαη 

απνκνλώζεθε γηα πξώηε θνξά από ηνλ Vale ην 1981 [5-9]. Σν πεπηίδην απηό είρε 

κνξηαθό βάξνο 4671 Da θαη δνκή 41 ακηλνμέσλ. 

ηνλ ππνζάιακν ν CRF βξίζθεηαη ζηνπο παξαθνηιηαθνύο, ππεξνπηηθό θαη 

ηνμνεηδή ππξήλεο. εκαληηθέο πνζόηεηεο CRF βξέζεθαλ επίζεο θαη ζην 

ππόινηπν θεληξηθό λεπξηθό ζύζηεκα (ΚΝ), όπσο ζην θινηό ηνπ εγθεθάινπ, 

ζηνλ ππξήλα κέζεο πξνεμνρήο, ζηελ ακπγδαιή, ζηα βαζηθά γάγγιηα, ζηελ 

παξεγθεθαιίδα, ζην λσηηαίν κπειό, θαη ζηνλ ηππόθακπν ([10-13]. 

Δθηόο από ην ΚΝ ν CRF αληρλεύεηαη επίζεο ζε πιεζώξα θπηηάξσλ ζηελ 

πεξηθέξεηα, όπσο ζε κπειό ησλ επηλεθξηδίσλ, πλεύκνλα, θαξδηά, ζπιήλα 

ζπθώηη, ζηνκάρη, δσδεθαδάθηπιν, παρύ έληεξν θαη πάγθξεαο [14-20]. Δπίζεο 

βξέζεθε ζε θύηηαξα Leydig όξρεσλ, ζε αξθεηέο πεξηνρέο ηνπ ελδνκεηξίνπ, ζηνλ 

αλζξώπηλν πιαθνύληα, ζε θύηηαξα ηνπ επηζειίνπ ηεο κήηξαο, θαζώο θαη ζην 

ακληαθό πγξό [21-23]. Ο CRF έρεη επίζεο αληρλεπηεί ζε θύηηαξα ηνπ 

αλνζνινγηθνύ ζπζηήκαηνο, όπσο Σ θαη Β ιεκθνθύηηαξα θαη ζε νπδεηεξόθηια [24, 

25]. Δθηόο ησλ θπζηνινγηθώλ θπηηάξσλ βξέζεθε επίζεο ζε πιεζώξα θαξθηληθώλ 

όπσο εθείλα από καζηό, πλεύκνλα θαη ζύκν αδέλα [19, 26, 27]. 

 

1.1 πγγελή πεπηίδηα ηνπ CRF 

 

Δθηόο από ηνλ CRF (εηθόλα 1) αλαθαιύθζεθαλ θαη άιια ζπγγελή κε απηόλ 

πεπηίδηα (CRF-ζπγγελή πεπηίδηα) ηόζν ζηα ζειαζηηθά όζν θαη ζε άιια είδε 

όπσο ςάξηα θαη ακθίβηα, ηα νπνία έρνπλ παξόκνηεο ηδηόηεηεο κε εθείλεο ηνπ 
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CRF. πγθεθξηκέλα, απνκνλώζεθαλ  από ηα ςάξηα (ηνπ είδνπο Catostomus 

commersoni) θαη ην βάηξαρν (ηνπ είδνπο Phyllomedusa sauvegei)  ηα πεπηίδηα  

νπξνηελζίλε Η θαη ζνβαγίλε, αληίζηνηρα ([28, 29]) (εηθόλα 1). Δπίζεο ην 1995, 

βξέζεθε ζηα ζειαζηηθά έλα λέν CRF – ζπγγελέο πεπηίδην, ε νπξνθνξηίλε (Ucn) 

κε παξόκνηεο θπζηνινγηθέο δξάζεηο κε εθείλεο ηνπ CRF θαη ηεο νπνίαο ε 

αιιεινπρία ησλ ακηλνμέσλ είλαη θαηά 43%,  63% θαη 35% ηαπηόζεκε κε εθείλε 

ηνπ CRF, ηεο νπξνηελζίλεο θαη ηεο ζνβαγίλεο αληίζηνηρα [30-32] (εηθόλα 1)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 1. Αιιεινπρίεο ησλ ακηλνμέσλ ηνπ CRF θαη ησλ ζπγγελώλ ηνπ πεπηηδίσλ. 

Από Dautzenberg et al. [32]. 

 

Ζ νπξνθνξηίλε εληνπίδεηαη ζε δηάθνξεο πεξηνρέο ηνπ θεληξηθνύ λεπξηθνύ 

ζπζηήκαηνο (εηθόλα 2), όπσο  ζηνπο  ππξήλεο Edinger-Westphal θαη ηεο πιάγηαο 

ειαίαο [33, 34].  Αληρλεύεηαη επίζεο ζηνλ ηππόθακπν, ζηα βαζηθά γάγγιηα, ζηνλ 

παξαθνηιηαθό ππξήλα ηνπ ππνζαιάκνπ θαη ζηνλ πιάγην ππνζάιακν [31, 34]. Ζ 

αλαηνκηθή αιιεινεπηθάιπςε ζηελ θαηαλνκή ηεο νπξνθνξηίλεο θαη ηνπ CRF ζηνλ 

εγθέθαιν είλαη πνιύ κηθξή, ζπκβαδίδνληαο κε ηηο δηαθνξεηηθέο δξάζεηο ηνπο ζηνλ 

ηζηό απηό [35]. Σν πεπηίδην απηό εθθξάδεηαη επίζεο, όπσο θαη ν  CRF, ζε 

αξθεηνύο ηζηνύο ζηελ πεξηθέξεηα, όπσο ζε θαξδηά, πιαθνύληα, έληεξν, ζπιήλα, 

πξνζηάηε, δέξκα, ζύκν αδέλα, θαζώο θαη ζε όξγαλα ηνπ αλνζνπνηεηηθνύ 

 

Πεπηίδην                          Αιιεινπρία                Μήθνο   Οκνινγία 

                                                                                                                           (%) 

h/rCRF           SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII     41             100 

oCRF           SQEPPISLDLTFHLLREVLEMTKADQLABQAHSNRKLLDIA     41              83 

hUCN             DNPSLSIDLTFHLLRTLLELARTQSQRERAEQNRIIFDSV       40              43 

Sauv               ZGPPISIDLSLELLRKMIEIEKQEKEKQQAANNRLLLDTI       40               48 

mUCNII                  VILSLDVPIGLLRILLEQARYKAARNQAATNAQILAHV      38              34 

mUCNIII                 FTLSLDVPTNIMNILFNIDKAKNLRAKAAANAQLMAQI     38               26 

 

h/rCRF : human/rat CRF          oCRF:  ovine CRF            hUcn:  human Urocortin                                             

Sauv: frog Sauvagine               mUcnII:  mouse Urocortin  II         mUcnIII:  mouse Urocortin  III      

                                 

                                              

 

                                                 

 

 

 

 
 

 h/rCRF : CRF ανθπώπος/αποςπαίος                                       oCRF:  

πποβάηος CRF 

 SVG: Σοβαγίνη βαηπάσος                                       URO : 

Οςηοηενζίνη-1 

 hUCN:  Οςποκοπηίνη ανθπώπος                                         mUCN ΙΙ:  

Οςποκοπηίνη ΙΙ πονηικού 

 mUCN ΙIΙ:  Οςποκοπηίνη ΙIΙ πονηικού 
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ζπζηήκαηνο  [35]. Δθηόο ησλ θπζηνινγηθώλ θπηηάξσλ βξέζεθε επίζεο ζε πνιιέο 

λενπιαζίεο όπσο ζε αδελώκαηα ηεο ππόθπζεο, ζε θαξθηλώκαηα ηνπ 

ελδνκεηξίνπ θαη ζηνλ θαξθίλν ηνπ πξνζηάηε [36-39].  

 

Δικόνα 2.  Καηαλνκή ησλ νπξνθνξηηλώλ ζηνλ εγθέθαιν αξνπξαίνπ. Με θίηξηλν, 

κσβ θαη πξάζηλν απεηθνλίδνληαη νη θαηαλνκέο ηεο UcnΗ, ηεο UcnΗΗ θαη ηεο UcnΗΗΗ, 

αληίζηνηρα. Από Reul and Holsboer [33]. 

 

Πξόζθαηα δηαπηζηώζεθε ε ύπαξμε δύν επηπιένλ CRF-ζπγγελώλ 

πεπηηδίσλ, ηεο νπξνθνξηίλεο ΗΗ (UcnII) θαη ηεο νπξνθνξηίλεο ΗΗΗ (UcnIIΗ) (εηθόλα 1) 

[40-42]. Σα δύν απηά πεπηίδηα εληνπίδνληαη ζην ΚΝ, όπσο ζε νξηζκέλεο 

ππνθινηώδεηο  πεξηνρέο ηνπ εγθεθάινπ (εηθόλα 2) [33, 43-46]. Δπηπξόζζεηα ηνπ 

ΚΝ ηα πεπηίδηα απηά εληνπίδνληαη ηε πεξηθέξεηα. πγθεθξηκέλα, ε UcnII 

εληνπίδεηαη ζε θαξδηά, πλεύκνλεο, ζηνκάρη, θύηηαξα ηνπ αίκαηνο, δέξκα θαη 

πιαθνύληα [43, 47]. ηελ πεξηθέξεηα, ε UcnIIΗ αληρλεύεηαη ζε θαξδηά, δέξκα, 

ζπξενεηδή αδέλα, επηλεθξίδηα, πάγθξεαο, ζπιήλα, σνζήθεο θαη λεθξνύο [40, 48]. 

Δπηπξόζζεηα ησλ θπζηνινγηθώλ πεπηηδίσλ, πξόζθαηα ζπληέζεθαλ 

δηάθνξα αλάινγα ηνπ CRF, όπσο ε θνξηαγίλε, θαζώο θαη ηα πεπηίδηα, α – 

ειηθνεηδήο CRF (9 – 41), αζηξεζίλε (astressin: cyclo (30 – 33) [DPhe12, Nle21, 

Glu30, Lys33, Nle38] hCRF (12 – 41), ην αλάινγν ηεο αζηξεζίλεο, αζηξεζίλε 
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(2)Β θαη επίζεο δηάθνξα αλάινγα ηεο ζνβαγίλεο, όπσο ε αληηζνβαγίλε – 30 [49-

53].  Παξάιιεια ζπληέζεθαλ θαη κε πεπηηδηθά κηθξνκνξηαθά αλάινγα όπσο ε 

αληαιαξκίλε (εηθόλα 3) θαη ην ΝΒΗ 27914 [54, 55].  

 

N 

N 

N 
NH 

Antalarmin  

Δικόνα 3. Υεκηθή δνκή ηεο αληαιαξκίλεο. Από Webster et al. [55]. 

 

1.2 Γξάζεηο ηνπ CRF θαη ησλ ζπγγελώλ ηνπ πεπηηδίσλ 

 

Ο CRF παίδεη ζεκαληηθό ξόιν ζηε ξύζκηζε ηεο δξαζηεξηόηεηαο ηνπ 

ππνζαιακν – ππνθπζν – επηλεθξηδηαθνύ άμνλα (HPA) (Δηθόλα 4) [56-58]. 

πγθεθξηκέλα, ν CRF απειεπζεξώλεηαη  από ηνπο παξαθνηιηαθνύο ππξήλεο ηνπ 

ππνζαιάκνπ θαη εηζεξρόκελνο ζηελ ππιαία θπθινθνξία θαηαιήγεη ζηα 

θνξηηθνηξόθα θύηηαξα ηεο ππόθπζεο. Δθεί δηεγείξεη ηε ζύλζεζε θαη παξαγσγή 

ηεο πξννπηνµειαλνθνξηίλεο (POMC), ην πξόδξνκν κόξην ηεο θνξηηθνηξνπίλεο 

(ACTH) θαη θαηά ζπλέπεηα δηεγείξεη ηελ παξαγσγή θαη έθθξηζε ηεο ACTH.  Ζ 

ACTH µε ηε ζεηξά ηεο δηεγείξεη ηελ απειεπζέξσζε ησλ γιπθνθνξηηθνεηδώλ 

(θπξίσο θνξηηδόιεο) από ην θινηό ησλ επηλεθξηδίσλ, ηα νπνία παίδoπλ ζεκαληηθό 

ξόιν ζε πνιιέο ζεκαληηθέο θπζηνινγηθέο ιεηηνπξγίεο ηνπ νξγαληζκνύ [59]. 
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Δικόνα 4 Γξαθηθή απεηθόληζε ηνπ ππνζάιακν – ππόθπζν – επηλεθξηδηαθνύ 

άμνλα (ΖΡΑ). Ο CRF (ή CRΖ) απειεπζεξώλεηαη  από ηνλ ππνζάιακν θαη 

εηζεξρόκελνο ζηελ ππιαία θπθινθνξία θαηαιήγεη ζηελ ππόθπζε όπνπ δηεγείξεη 

ηελ έθθξηζε θνξηηθνηξνπίλεο (ACTH). Ζ ACTH ζηε ζπλέρεηα δηεγείξεη ηελ έθθξηζε 

γιπθνθνξηηθνεηδώλ (CORT) από ηα επηλεθξίδηα.  

 

Δθηόο από ηε ξύζκηζε ηεο δξαζηεξηόηεηαο ηνπ ππνζαιακν – ππνθπζν –

επηλεθξηδηαθνύ άμνλα, ν CRF δξα ζην ΚΝ παίδνληαο ξόιν λεπξνδηαβηβαζηή / 

λεπξνηξνπνπνηεηή [32, 60]. Ο CRF έρεη βξεζεί όηη ζπληνλίδεη ηηο ζπκπεξηθνξηθέο 

θαη ελδνθξηληθέο απνθξίζεηο ηνπ νξγαληζκνύ ζην ζηξεο θαη εκπιέθεηαη ζηελ 

παζνθπζηνινγία δηαθόξσλ λεπξνςπρηαηξηθώλ λόζσλ όπσο ην άγρνο θαη ε 

θαηάζιηςε, ε νπνία ζπγθαηαιέγεηαη ζηηο δέθα ζεκαληηθόηεξεο αζζέλεηεο 

παγθνζκίσο, πνπ θαζηζηνύλ ηνλ άλζξσπν αλίθαλν λα αληαπεμέιζεη θαη λα 

δηεθπεξαηώζεη ηηο θαζεκεξηλέο δξαζηεξηόηεηεο ηνπ. [60]. πγθεθξηκέλα, κειέηεο 

έρνπλ δείμεη όηη ε απνξύζκηζε ηνπ HPA θαζώο θαη ηξνπνπνηεκέλα επίπεδα CRF 

ζε δηάθνξεο πεξηνρέο ηνπ ΚΝ ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνθπζηνινγία λόζσλ, όπσο 

είλαη ε θαηάζιηςε θαη ην άγρνο. Γηα παξάδεηγκα ζπλαηζζεκαηηθέο δηαηαξαρέο, 

όπσο είλαη ε κειαγρνιηθή θαηάζιηςε, ραξαθηεξίδνληαη από απμεκέλεο ηηκέο CRF 
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ζην εγθεθαινλσηηαίν πγξό (ΔΝΤ) [61]. Παξόκνηα, παζνινγηθά  πςειά επίπεδα 

ηνπ  CRF έρνπλ βξεζεί ζην ΔΝΤ αζζελώλ κε δηαηαξαρέο άγρνπο [62].  

Δπηπξόζζεηα ηεο δξάζεο ηνπ ζην ΚΝ, ν CRF δηαδξακαηίδεη έλαλ πνιύ 

ζεκαληηθό ξόιν ζην αλνζνπνηεηηθό ζύζηεκα ξπζκίδνληαο ηηο αλνζνινγηθέο 

απνθξίζεηο κέζσ δπν δξάζεσλ ηνπ. Μηαο έκκεζεο αληηθιεγκνλώδνπο δξάζεο 

πνπ νθείιεηαη ζηε δηέγεξζε ηνπ ππνζαιακν – ππνθπζν – επηλεθξηδηαθνύ άμνλα 

από ηνλ ππνζαιακηθό CRF θαη επαθόινπζε έθθξηζε γιπθνθνξηηθνεηδώλ θαη κηαο 

άκεζεο, πξνθιεγκνλώδνπο δξάζεο, πνπ νθείιεηαη ζηε δηέγεξζε θπηηάξσλ ηνπ 

αλνζνπνηεηηθνύ ζπζηήκαηνο από ηνπηθά εθθξηλόκελν CRF [58, 63, 64]. 

Δπίζεο, ν CRF παίδεη ξόιν ζηε ιεηηνπξγία πνιιώλ ζπζηεκάησλ ζηελ 

πεξηθέξεηα όπσο ηνπ θαξδηαγγεηαθνύ, ηνπ γαζηξεληεξηθνύ θαη ηνπ 

αλαπαξαγσγηθνύ ζπζηήκαηνο [65-71]. Τςειέο ζπγθεληξώζεηο CRF πξνθαινύλ 

αγγεηνδηαζηνιή, πηώζε ηεο αξηεξηαθήο πίεζεο θαη αύμεζε ηνπ θαξδηαθνύ 

ξπζκνύ, ελώ ζην γαζηξεληεξηθό ζύζηεκα ν CRF ηξνπνπνηεί ηε γαζηξηθή θέλσζε 

θαη ηελ εληεξηθή θηλεηηθόηεηα [72-78]. Δπίζεο ζην αλαπαξαγσγηθό ζύζηεκα ν 

CRF ξπζκίδεη ηελ παξαγσγή ηεζηνζηεξόλεο από ηα θύηηαξα Leydig ησλ όξρεσλ, 

επεξεάδεη ηε ζπζηαιηηθόηεηα ηνπ κπνκεηξίνπ θαη ηελ απειεπζέξσζε ησλ 

πξνζηαγιαδηλώλ θαη παίδεη ξόιν ζην ηνθεηό [67, 79-89]. 

Παξόκνηα κε ηνλ CRF, ε νπξνθνξηίλε (ή νπξνθνξηίλε Η) θαη νη 

νπξνθνξηίλεο ΗΗ θαη ΗΗΗ, παίδνπλ ξόιν ζηε  ιεηηνπξγία ηνπ ΚΝ, θαζώο θαη ηνπ 

θαξδηαγγεηαθνύ, γαζηξεληεξηθνύ, αλνζνπνηεηηθνύ θαη αλαπαξαγσγηθνύ [45, 90, 

91]. Οη νπξνθνξηίλεο ΗΗ θαη ΗΗΗ ζπκβάιινπλ ζηελ παζνθπζηνινγία ηνπ ζηξεο, 

άγρνπο θαη ηεο θαηάζιηςεο [33, 46, 92]. ην γαζηξεληεξηθό ζύζηεκα νη 

νπξνθνξηίλεο επεξεάδνπλ ηε γαζηξηθή θέλσζε θαη ηε θηλεηηθόηεηα ηνπ εληέξνπ, 

ελώ ζην θαξδηαγγεηαθό, ηξνπνπνηνύλ ηε ζπζηαιηηθόηεηα ηεο θαξδηάο, ηνλ 

θαξδηαθό ξπζκό, ηελ ανξηηθή ξνή ηνπ αίκαηνο θαη ηελ αξηεξηαθή πίεζε θαη 

πξνζηαηεύνπλ ηα θύηηαξα ηνπ κπνθαξδίνπ ζε επεηζόδηα ππνμίαο [93-99]. 

Δπηπξόζζεηα, νη νπξνθνξηίλεο δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηε ιεηηνπξγία 

ηνπ αλνζνπνηεηηθνύ ζπζηήκαηνο, έρνληαο αληηθιεγκνλώδεηο δξάζεηο [100, 101].  
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1.3 Μειέηεο δνκήο - ιεηηνπξγίαο ηνπ CRF θαη ησλ ζπγγελώλ ηνπ πεπηηδίσλ 

 

Ο CRF θαη ηα ζπγγελή ηνπ πεπηίδηα, είλαη πεπηίδηα 40 – 41 ακηλνμέσλ  

(εηθόλα 1) πνπ απνηεινύληαη από έλα θαξβνμπηειηθό άθξν, έλα ακηλνηειηθό άθξν 

θαη κία ελδηάκεζε πεξηνρή. Έρεη βξεζεί όηη ε ελδηάκεζε πεξηνρή θαη ηκήκαηα ησλ 

θαξβνμπηειηθώλ θαη ακηλνηειηθώλ άθξσλ κπνξεί λα ζρεκαηίζεη δνκή άιθα – 

έιηθαο, πνπ ζεσξείηαη ε βηνινγηθά δξαζηηθή δηακόξθσζε ηνπ πεπηηδίνπ. 

πγθεθξηκέλα, ν CRF ζε πδαηηθό δηάιπκα βξέζεθε όηη έρεη αθαζόξηζηε δνκή, ελώ 

όηαλ βξεζεί ζε πδξόθνβν δηάιπκα ηξηθζνξναηζαλόιεο ηα ακηλνμέα ηνπ 8 έσο 32 

ηείλνπλ λα απνθηήζνπλ δνκή άιθα – έιηθαο [102, 103]. Παξόκνηα δνκή θαη 

ηδηόηεηεο κε ηνλ CRF έρνπλ θαη ηα ζπγγελή ηνπ πεπηίδηα νπξνηελζίλε θαη 

ζνβαγίλε κε ηα ακηλνμέα 8 -31 θαη 7 -31 αληίζηνηρα λα απνθηνύλ δνκή άιθα – 

έιηθαο όηαλ βξίζθνληαη ζε πδξόθνβν πεξηβάιινλ (εηθόλα 5) [102]. Σα παξαπάλσ 

νδήγεζαλ ζηελ ππόζεζε όηη ε αιιειεπίδξαζε ηνπ CRF θαη ησλ ζπγγελώλ ηνπ 

πεπηηδίσλ κε ηηο ζέζεηο δέζκεπζεο ηνπο, πνπ βξίζθνληαη ζην ιηπηδηθό 

πεξηβάιινλ ηεο πιαζκαηηθήο κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ επλνεί ην ζρεκαηηζκό 

άιθα  – έιηθαο ζε απηά. Ζ ππόζεζε απηή εληζρύζεθε από ην γεγνλόο όηη 

αληηθαηαζηάζεηο ακηλνμέσλ ηνπ CRF κε άιια πνπ ζηαζεξνπνίεζαλ ηε δνκή 

άιθα – έιηθαο, αύμεζαλ ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ πεπηηδίνπ [104]. Δπίζεο, 

βξέζεθε όηη ε άιθα – ειηθνεηδήο δνκή ηεο ελδηάκεζεο πεξηνρήο ησλ πεπηηδίσλ 

πξνζαλαηνιίδεη ηα θαξβνμπηειηθά θαη ακηλνηειηθά άθξα ηνπο κε ηέηνην ηξόπν πνπ 

είλαη απαξαίηεηνο γηα ηελ εκθάληζε ησλ βηνινγηθώλ δξάζεσλ ηνπο. 

πγθεθξηκέλα, εηζαγσγή ζηελ ελδηάκεζε πεξηνρή ηεο νπξνθνξηίλεο ζεηηθά θαη 

αξλεηηθά θνξηηζκέλσλ ακηλνμέσλ κε ηέηνην ηξόπν ώζηε, ζρεκαηίδνληαο 

ειεθηξνζηαηηθνύο δεζκνύο κεηαμύ ηνπο, λα δεκηνπξγνύλ πιήξεηο άιθα – έιηθεο, 

είρε ζαλ απνηέιεζκα ηε δηαηήξεζε ησλ ιεηηνπξγηθώλ ηδηνηήησλ ηνπ πεπηηδίνπ  

[103]. Αληίζεηα, εηζαγσγή θνξηηζκέλσλ ακηλνμέσλ κε ηέηνην ηξόπν ώζηε από ηηο 

άιθα – έιηθεο πνπ δεκηνπξγήζεθαλ ε παξαθείκελε ζην θαξβνμπηειηθό άθξν ηεο 

νπξνθνξηίλεο λα κελ είλαη νινθιεξσκέλε, είρε ζαλ απνηέιεζκα ηε ζεκαληηθή 

κείσζε ηεο βηνινγηθήο δξάζεο ηνπ πεπηηδίνπ [103] 
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Δθηόο ηνπ ξόινπ ηεο άιθα – ειηθνεηδνύο δνκήο ζηε ιεηηνπξγία ησλ 

πεπηηδίσλ ζεκαζία επίζεο παίδνπλ ηα θαξβνμπηειηθά θαη ακηλνηειηθά ακηλνμέα 

ηνπο. πγθεθξηκέλα, ηξνπνπνίεζε ηνπ θαξβνμπηειηθνύ άθξνπ ηνπ CRF ή 

απαινηθή ησλ δύν ηειεπηαίσλ θαξβνμπηειηθώλ ακηλνμέσλ ηνπ, είρε ζαλ 

απνηέιεζκα ηελ θαηάξγεζε ηεο βηνινγηθήο δξαζηηθόηεηαο ηνπ πεπηηδίνπ [103, 

105]. Παξόκνηα, απαινηθή ησλ  πξώησλ νθηώ ακηλνηειηθώλ ακηλνμέσλ ηνπ 

oCRF ζρεδόλ θαηήξγεζε  ηε βηνινγηθή ηνπ δξαζηηθόηεηα [104]. Δπηπξόζζεηα, 

αληηθαηάζηαζε κε αιαλίλε ησλ δεθαηξηώλ  από ηα πξώηα δεθαελληά ακηλνηειηθά 

ακηλνμέα νδήγεζε ζε κείσζε ή θαηάξγεζε ηεο βηνινγηθήο δξαζηηθόηεηαο ηνπ 

CRF [105]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 5. Γνκή ζπλζεηηθνύ αλαιόγνπ ηεο νπξνθνξηίλεο (UEK) ζε δηάιπκα, 

πξνζδηνξηδόκελε κε θαζκαηνζθνπία NMR θαη κνξηαθή κνληεινπνίεζε. Από 

Beyermann et al. [103]. 

 

1.4 Θέζεηο δέζκεπζεο 

 

Οη πνιιαπιέο δξάζεηο ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF επηηεινύληαη 

κέζσ αιιειεπίδξαζήο ηεο κε εηδηθέο ζέζεηο δέζκεπζεο. Δηδηθέο ζέζεηο 

δέζκεπζεο  γηα ηνλ CRF ηαπηνπνηήζεθαλ πξώηε θνξά ζε µεµβξαληθά 

παξαζθεπάζκαηα ππόθπζεο επίµπνο θαη αθνινύζσο βξέζεθαλ ηόζν ζε 
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δηάθνξεο πεξηνρέο ηνπ ΚΝ, όζν θαη ζηελ πεξηθέξεηα, όπσο ζην αλνζνπνηεηηθό 

θαη αλαπαξαγσγηθό ζύζηεκα  [106-117] 

  Τπόθπζε  

Υαξαθηεξηζηηθά Δγθέθαινο Πξόζζηνο ινβόο Γηάκεζνο ινβόο πιήλα 

πγγέλεηα (KD, pM) 200-400 200-400 200-400 200-400 
Γέζκεπζε παξνπζία 
δηζζελώλ θαηηόλησλ (πρ. 
Μg

2+
) 

Αύμεζε Αύμεζε Αύμεζε Αύμεζε 

Γέζκεπζε παξνπζία 
λνπθιενηηδίσλ γνπαλνζίλεο 
(πρ. GTP) 

Μείσζε Μείσζε Μείσζε Μείσζε 

Γεύηεξνη αγγειηνθόξνη 
(δηέγεξζε ηεο αδελπιηθήο 
θπθιάζεο) 

Ναη Ναη Ναη Ναη 

Φαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ζε 
ζύγθξηζε κε ηελ in vitro 
έθιπζε ACTH από ηνλ CRF 

Ναη Ναη Ναη Ναη 

Μνξηαθό βάξνο (Da) 58000 75000 75000 75000 
ύζηαζε δνκήο Γιπθνπξσηεΐλε Γιπθνπξσηεΐλε Γιπθνπξσηεΐλε Γιπθνπξσηεΐλε 

 

Δικόνα 6.   Υαξαθηεξηζκόο ησλ ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ CRF ζε δηαθνξεηηθνύο 

ηζηνύο. Από De Souza  et al. [60]. 

 

Οη ζέζεηο δέζκεπζεο ηνπ CRF, είλαη γιπθνπξσηεΐλεο ηεο πιαζκαηηθήο 

κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ (Δηθόλα 6), ησλ νπνίσλ ην κνξηαθό βάξνο βξέζεθε όηη 

θπκαίλεηαη από 58.000 Da έσο 75.000 Da, (Δηθόλα 6). Ζ δηαθνξνπνίεζε απηή 

πηζαλόλ νθείιεηαη ζηε δηαθνξεηηθήο έθηαζεο γιπθνδπιίσζή ηνπο ζε 

δηαθνξεηηθνύο ηζηνύο [118, 119]. Μεηά από απνγιπθνδπιίσζή ηνπο, νη ζέζεηο 

δέζκεπζεο ηνπ CRF ζε δηάθνξνπο ηζηνύο, βξέζεθε όηη είραλ παξόκνην κνξηαθό 

βάξνο ηεο ηάμεο ησλ 40kDa – 45 kDa [60].  

Δπίζεο βξέζεθε όηη νη ζέζεηο δέζκεπζεο ηνπ CRF αιιειεπηδξνύλ κε ηηο G-

πξσηεΐλεο αθνύ ε πςειή ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ αγσληζηή CRF κεηώζεθε 

παξνπζία GTP-γS, ελώ απμήζεθε παξνπζία καγλεζίνπ (Δηθόλα 6). Σν καγλήζην 

έρεη βξεζεί όηη παίδεη ξόιν ζηελ αιιειεπίδξαζε ησλ ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ CRF 

κε ηηο G–πξσηεΐλεο ε νπνία απαηηείηαη γηα ηελ πςειήο ζπγγέλεηαο δέζκεπζε ησλ 

αγσληζηώλ ζηνλ ππνδνρέα [60, 120]. Αληίζεηα, ην GTP–γS (ζηελ εηθόλα 6 

αλαθέξεηαη ζαλ GTP) είλαη έλα κε πδξνιπόκελν παξάγσγν ηνπ GTP, ην νπνίν 

δεζκεπκέλν κε αληηζηξεπηά κε ηηο G–πξσηεΐλεο  πξνθαιεί ηελ απνκάθξπλζή 
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ηνπο από ηηο ζέζεηο δέζκεπζεο ηνπ CRF κε απνηέιεζκα νη ηειεπηαίεο λα 

δεζκεύνπλ κε ρακειή ζπγγέλεηα ηνλ CRF [60, 120].  

 

1.5 Μνξηαθόο ραξαθηεξηζκόο ζέζεσλ δέζκεπζεο 

 

O κνξηαθόο ραξαθηεξηζκόο ησλ ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ CRF επηηεύρζεθε 

κε ηελ θισλνπνίεζε ηεο πξσηεΐλεο πνπ δεζκεύεη ηνλ CRF (ππνδνρέαο ηνπ 

CRF). πγθεθξηκέλα, αλαθαιύθζεθε όηη  ππάξρνπλ δύν θύξηνη ηύπνη ππνδνρέα 

κέζσ ησλ νπνίσλ ν CRF θαη ηα ζπγγελή ηνπ πεπηίδηα αζθνύλ ηηο πνιιαπιέο 

ηνπο δξάζεηο, ν ηύπνο 1 (CRF1) θαη ν ηύπνο 2 (CRF2) [121-123]. Οη δπν απηνί 

ππνδνρείο, θσδηθνπνηνύληαη από γνλίδηα ηα νπνία εληνπίδνληαη ζηα 

ρξσκνζώκαηα 17 θαη 7 αληίζηνηρα ζην αλζξώπηλν γνληδίσκα  [124]. Οη δπν 

ηύπνη ηνπ CRF ππνδνρέα, CRF1 θαη CRF2, έρνπλ 70% νκνινγία ζηελ ακηλνμηθή 

ηνπο αιιεινπρία, κε ηηο θπξηόηεξεο δηαθνξέο λα εληνπίδνληαη ζην ακηλνηειηθό 

άθξν θαη ζηνπο εμσθπηηάξηνπο βξόγρνπο [125]. 

Οη ππνδνρείο ηνπ CRF αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα Β ησλ ππνδνρέσλ πνπ 

ζπδεύγλπληαη κε ηηο G πξσηεΐλεο (G – protein coupled receptors ή GPCRs) 

(Δηθόλα 7), ε νπνία πεξηιακβάλεη ππνδνρείο πνιιώλ θπζηνινγηθά ζεκαληηθώλ 

νξκνλώλ, πεπηηδίσλ θαη λεπξνπεπηηδίσλ, όπσο ην αγγεηαδξαζηηθό εληεξηθό 

πεπηίδην (VIP), ε θαιζηηνλίλε (calcitonin), ε παξαζνξκόλε (PTH), ε γιπθαγόλε 

(glucagon) ηελ εθιπηηθή νξκόλε ηεο απμεηηθήο νξκόλεο (GΖRF), ε 

παξαζπξνεηδήο νξκόλε (PTH) ε ζεθξεηίλε (secretin) θαη άιιεο [126, 127]. 
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Δικόνα 7. Οηθνγέλεηεο ππνδνρέσλ ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ησλ GPCRs. Οη 

ππνδνρείο ηνπ CRF αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα Β ησλ GPCRs. Από Harmar et al. 

[126] 
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Οη ππνδνρείο ηνπ CRF όπσο θαη νη άιινη GPCRs κε βάζε ηελ αλάιπζε 

ηεο πδξνθνβηθόηεηαο ησλ ακηλνμέσλ ηνπ (εηθόλα 8) απνηεινύληαη από 7 

δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο.  

 

 

Δικόνα 8. Κyte-Doolittle αλάιπζε ηεο πδξνθνβηθόηεηαο ηεο αιιεινπρίαο ησλ 

ακηλνμέσλ ηνπ CRF1, όπνπ δηαθξίλνληαη 8 πδξόθνβεο πεξηνρέο ~20 ακηλνμέσλ, 

πνπ αληηζηνηρνύλ ζε κία πεξηνρή εθ ησλ νπνίσλ νη 7 αληηζηνηρνύλ ζηηο 

δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ελώ ε 8ε βξίζθεηαη ζηελ αξρή ηεο εμσθπηηάξηαο 

ακηλνηειηθήο πεξηνρήο ηνπ ππνδνρέα. Από Chen et al. [121] 

 

 

Οη δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ησλ ππνδνρέσλ ηνπ CRF (όπσο θαη νη άιινη 

GPCRs) ζπλδένληαη κεηαμύ ηνπο κε ηξεηο ελδνθπηηάξηνπο θαη ηξεηο εμσθπηηάξηνπο 

βξόγρνπο (εηθόλα 8). Δπίζεο πεξηέρνπλ κία εμσθπηηάξηα ακηλνηειηθή πεξηνρή θαη 

έλα ελδνθπηηάξην θαξβνμπηειηθό άθξν  (εηθόλα 8). Κύξην ραξαθηεξηζηηθό ηεο 

νηθνγέλεηαο Β ησλ GPCRs είλαη ην κεγάιν κήθνο ηεο εμσθπηηάξηαο ακηλνηειηθήο 

πεξηνρήο (πεξίπνπ 100 ακηλνμέα), πνπ ζρεκαηίδεη 3 δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο 

κεηαμύ ηνπο [127-130].  
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Δικόνα 8. Γπαθική αναπαπάζηαζη ηων ςποδοσέων ηηρ οικογένειαρ Β. Οη 

ππνδνρείο απηνί ραξαθηεξίδνληαη από έλα ακηλνηειηθό άθξν κεγάινπ κήθνπο, ην 

νπνίν πεξηέρεη θπζηεΐλεο πνπ ζρεκαηίδνπλ  δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο. Οη 

δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο παξηζηάλνληαη κε θπιίλδξνπο πνπ κεηαμύ ηνπο 

ελώλνληαη εμσθπηηάξηα κε ηξεηο εμσθπηηάξηνπο βξόγρνπο (παξηζηάλνληαη κε 

ηαηλίεο) θαη ζην θπηηαξόπιαζκα κε ηξεηο ελδνθπηηάξηνπο  βξόγρνπο 

(παξηζηάλνληαη κε ηαηλίεο). Ζ εμσθπηηάξηνο ακηλνηειηθή πεξηνρή ησλ ππνδνρέσλ 

απηώλ πεξηέρεη 6 θπζηεΐλεο (θύθινη κε ην γξάκκα C) πνπ ελώλνληαη κεηαμύ ηνπο 

κε δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο (γξακκέο πνπ ελώλνπλ ηηο θπζηεΐλεο). Από Gether et 

al [127]. 



  ΔΗΑΓΩΓΖ 
 

   
  ΔΗΑΓΩΓΖ 
 

15 

Πξόζθαηα βξέζεθε όηη νη CRF1 θαη CRF2  απνηεινύληαη από δηαθνξεηηθέο 

ηζνκνξθέο πνπ έρνπλ πξνθύςεη από ελαιιαθηηθό θόςηκν θαη κάηηζκα ησλ εμνλίσλ 

ηνπο [35, 125]. πγθεθξηκέλα ν CRF1 έρεη νθηώ ηζνκνξθέο ηηο CRH-R1α, CRH-

R1β, CRH-R1c, CRH-R1d, CRH-R1e, CRH-R1f, CRH-R1g, CRH-R1h θαη ν CRF2 

ηξεηο, πνπ είλαη νη CRH-R2α, CRH-R2β θαη CRH-R2γ. 

 Οη δηαθνξεηηθέο ηζνκνξθέο ηνπ CRF1  δηαθέξνπλ δνκηθά κεηαμύ ηνπο 

(εηθόλεο 9 θαη 10). Έηζη ν CRH-R1β δηαζέηεη 29 επηπξόζζεηα ακηλνμέα ζηνλ πξώην 

ελδνθπηηάξην βξόγρν, ζε ζύγθξηζε κε ηνλ CRH-R1α [35, 125]. Ο CRH-R1c δηαζέηεη 

40 ιηγόηεξα ακηλνμέα ζην ακηλνηειηθό άθξν από ηνλ CRH-R1α, ελώ ν CRH-R1d 14 

ακηλνμέα ιηγόηεξα ζηελ έβδνκε δηακεκβξαληθή πεξηνρή από ηνλ CRH-R1α. [35, 

125] 

 

Ηζνκνξθέο Γνκηθά ραξαθηεξηζηηθά 

CRH-R1α (415 
ακηλνμέα) 

Πεξηέρεη 13 εμόληα 

CRH-R1β (444 
ακηλνμέα) 

Δηζαγσγή εμνλίνπ κεηά ην εμόλην 5 = CRF1 κε επηπιένλ 29 ακηλνμέα ζηνλ 
πξώην εμσθπηηάξην βξόγρν 

CRH-R1c (375 
ακηλνμέα) 

Γηαγξαθή εμνλίνπ 3 = CRF1 κε 40 ακηλνμέα λα ιείπνπλ από ην 
ακηλνηειηθό άθξν 

CRH-R1d (401 
ακηλνμέα) 

Γηαγξαθή εμνλίνπ 12 = CRF1 κε 14 ακηλνμέα λα ιείπνπλ από ηελ έβδνκε 
δηακεκβξαληθή πεξηνρή 

CRH-R1e (194 θαη 
240 ακηλνμέα) 

Γηαγξαθή εμνλίσλ 3 θαη 4 = ρεκαηηζκόο δηαιπηήο πξσηεΐλεο κε ηα 
πξώηα 40 ακηλνμέα ηνπ ακηλνηειηθνύ άθξνπ ηνπ CRF1θαη 154 
δηαθνξεηηθά ακηλνμέα θαη κηαο άιιεο πνπ ηελ ηξίηε δηακεκβξαληθή 
πεξηνρή ησλ CRF2 κέρξη ην θαξβνμπηειηθό άθξν ηνπ. 

CRH-R1f (370 
ακηλνμέα) 

Γηαγξαθή εμoλίνπ 11 = Πξσηεΐλε ε νπνία πεξηέρεη ην ακηλνηειηθό άθξν 
θαη ηηο πξώηεο 5 δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ησλ R1α, ελώ ηα ππόινηπα 60 
ακηλνμέα είλαη δηαθνξεηηθά 

CRH-R1g (341 
ακηλνμέα) 

Γηαγξαθή ηνπ εμνλίνπ 10, 27 βάζεηο ηνπ εμνλίνπ 9 θαη 28 βάζεηο ηνπ 
εμνλίνπ 11 = CRF1 κε 74 ακηλνμέα λα ιείπνπ ζπλνιηθά από ηελ πέκπηε 
δηακεκβξαληθή πεξηνρή, ηνλ ηξίην εμσθπηηάξην βξόγρν, ηελ έθηε 
δηακεκβξαληθή πεξηνρή θαη ηνλ ηξίην εμσθπηηάξην βξόγρν 

CRH-R1h (145 
ακηλνμέα) 

Δηζαγσγή εμνλίνπ κεηά ην εμνλην 4, δηαθνπή κεηάθξαζεο 

 

Δικόνα 9. Ηζνκνξθέο ηνπ CRF1. 
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Δικόνα 10. Γπαθική αναπαπάζηαζη ηων ιζομοπθών ηος CRF1.  Οη δηάθνξεο 

ηζνκνξθέο ηνπ CRF1 δεκηνπξγνύληαη κε δηαθνξεηηθό ηξόπν θνπήο θαη καηίζκαηνο 

ηεο ηζνκνξθήο CRH-R1α. ηηο ηζνκνξθέο απηέο δηαθξίλνληαη απαινηθέο ή 

εηζαγσγέο ακηλνμέσλ ζηηο ζέζεηο πνπ ζεκεηώλνληαη κε δηαθεθνκκέλεο γξακκέο. 

Από Grammatopoulos θαη Chrousos [123]. 

 

Παξόκνηα κε ηνλ CRF1 έηζη θαη νη ηζνκνξθέο ηνπ CRF2 δηαθέξνπλ δνκηθά 

κεηαμύ ηνπο αιιά κόλν ζην ακηλνηειηθό ηνπο άθξν, όπνπ ν CRH-R2α δηαζέηεη 34 

ακηλνμέα, ν CRH-R2β 61 ακηλνμέα θαη ν CRH-R2γ 20 ακηλνμέα (εηθόλεο 11 θαη 

12) [35]. 

 

Τπόηππνη CRF2 Γνκηθά ραξαθηεξηζηηθά 

CRH-R2α (411 
ακηλνμέα) 

Πεξηέρεη 12 εμόληα, ην εμόλην 1 θσδηθνπνηεί 34 
ακηλνμέα ζην ακηλνηειηθό άθξν 

CRH-R2β (438 
ακηλνμέα) 

Δλαιιαθηηθό εμόλην ζηε ζέζε 1, θσδηθνπνηεί 61 
ακηλνμέα ζην ακηλνηειηθό άθξν 

CRH-R2γ (397 
ακηλνμέα) 

Δλαιιαθηηθό εμόλην ζηε ζέζε 1, θσδηθνπνηεί 20 
ακηλνμέα ζην ακηλνηειηθό άθξν 

 

Δικόνα 11.  Ηζνκνξθέο ηνπ CRF2.  
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Δικόνα 12. Γπαθική αναπαπάζηαζη ηων ιζομοπθών ηος CRF2. Οη δύν 

ηζνκνξθέο ηνπ CRF2 ,CRH-R2β θαη CRH-R2γ δηαθέξνπλ από ηελ ηζνκνξθή 

CRH-R2α ζην ακηλνηειηθό ηνπο άθξν. πγθεθξηκέλα, ε ηζνκνξθή CRH-R2α έρεη 

34 ακηλνμέα ζηελ ακηλνηειηθή πεξηνρή ηεο ηα νπνία όηαλ αληηθαζίζηαληαη από 64 ή 

20 ακηλνμέα ζρεκαηίδνπλ ηηο ηζνκνξθέο CRH-R2β θαη CRH-R2γ, αληίζηνηρα Από 

Grammatopoulos θαη Chrousos [123].  

 

Δπηπξόζζεηα ησλ CRF1 θαη CRF2 βξέζεθε ζην γαηόςαξν έλαο ηξίηνο 

ηύπνο ηνπ CRF ππνδνρέα, CRF3 [131]. Ο ηύπνο απηόο εληνπίζηεθε θπξίσο ζηελ 

νπξόθπζε ηνπ γαηόςαξνπ [125] 
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1.6 Φαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ππνδνρέσλ CRF 

 

Φαξκαθνινγηθέο κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη ηα ζπγγελή κε ηνλ CRF πεπηίδηα,  

νπξνθνξηίλε (Ucn) θαη ζνβαγίλε (Sauvagine) δεζκεύνληαη κε παξόκνηεο 

ζπγγέλεηεο ζηνπο δύν ηύπνπο ππνδνρέα ηνπ CRF (CRF1 θαη CRF2) (εηθόλα 13) 

[132]. Αληίζεηα, ν CRF ηνπ αλζξώπνπ / αξνπξαίνπ (rat/human CRF, ή h/rCRF) 

θαη ν CRF ηνπ πξνβάηνπ (sheep CRF ή oCRF) δεζκεύνληαη κε κεγαιύηεξε 

ζπγγέλεηα ζηνλ CRF1 από όηη ζηνλ CRF2 [132]. Από ηνπο  h/rCRF θαη νCRF ν 

δεύηεξνο έρεη ην κεγαιύηεξν  βαζκό CRF1-εθιεθηηθόηεηαο γηαηί ε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηνπ γηα ηνλ CRF1 είλαη πεξίπνπ ~200 θνξέο κεγαιύηεξε από εθείλε 

γηα ηνλ CRF2, ελώ ν ε αληίζηνηρε δηαθνξά ζηηο ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο ηνπ h/rCRF 

γηα ηνπο δύν ηύπνπο ππνδνρέσλ είλαη κόλν 14 θνξέο πεξίπνπ  (εηθόλα 13) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 13. πγγέλεηεο  δέζκεπζεο  δηαθόξσλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF 

κε ηνπο CRF1 θαη CRF2.Από Reul and Holsboer [33] 
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Δπηπξόζζεηα, ή αλζξώπηλε νπξνθνξηίλε παξνπζηάδεη ζε ζρέζε µε ηνλ 

h/rCRF πεξίπνπ 10 θνξέο κεγαιύηεξε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο γηα ηνλ CRF1 θαη 

πεξίπνπ 50 θνξέο κεγαιύηεξε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο γηα ηνλ CRF2 (εηθόλα 13). 

Λακβάλνληαο ππόςε όηη ε νπξνθνξηίλε εθθξάδεηαη ζε πεξηνρέο ηνπ εγθεθάινπ 

ζηηο νπνίεο εθθξάδεηαη θαη ν CRF2, νη Vaughan et al. ππέζεζαλ  όηη ε 

νπξνθνξηίλε είλαη ν „θπζηνινγηθόο‟  ελδνγελήο CRF2 αγσληζηήο, ελώ ν CRF είλαη 

ν „θπζηνινγηθόο‟ ελδνγελήο CRF1 αγσληζηήο [31]. ε αληίζεζε κε ηνπο CRF1-

εθιεθηηθνύο νCRF θαη CRF, νη νπξνθνξηίλεο ΗΗ θαη ΗΗΗ είλαη CRF2-εθιεθηηθέο, γηαηί 

δεζκεύνληαη ζηνλ CRF2 κε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο πάλσ από 100 θνξέο 

κεγαιύηεξε εθείλεο κε ηελ νπνία δεζκεύνληαη ζηνλ CRF1 [41, 42]. 

Δθηόο από ηα θπζηνινγηθά πεπηίδηα, έρνπλ ζπληεζεί δηάθνξα αλάινγα ηνπ 

CRF, όπσο ε θνξηαγίλε πνπ έρεη ηδηόηεηεο αγσληζηή. Ζ θνξηαγίλε παξόκνηα κε 

ηνπο  νCRF θαη CRF είλαη CRF1-εθιεθηηθή, αθνύ δεζκεύεηαη κε πνιύ κεγαιύηεξε 

ζπγγέλεηα ζηνλ CRF1 από όηη ζηνλ CRF2 [53] Έηζη ινηπόλ κέζσ αιιειεπίδξαζεο 

ηεο κε ηνλ CRF1 ε θνξηαγίλε (όπσο θαη ν νCRF) εγρπόκελε ζηηο θνηιίεο ηνπ 

εγθεθάινπ πξνθαιεί εθδειώζεηο άγρνπο [53].  

Αληίζεηα κε ηελ θνξηαγίλε, ηα ζπλζεηηθά πεπηίδηα άιθα ειηθνεηδή CRF(9 – 

41) θαη αζηξεζίλε [astressin: cyclo(30 – 33)], [DPhe12,Nle21, Glu30, Lys33, Nle38] 

hCRF(12 – 41), ηα νπνία ζπλδένληαη κε εθιεθηηθά θαη ζηνπο δπν ηύπνπο ηνπ CRF 

ππνδνρέα δξνπλ σο αληαγσληζηέο [49, 104, 132]. Πξόζθαηα επηηεύρζεθε ε 

ζύλζεζε αληαγσληζηώλ όπσο ην αλάινγν ηεο αζηξεζίλεο, αζηξεζίλε – 2Β, 

θαζώο θαη ην αλάινγν ηεο ζνβαγίλεο, αληηζνβαγίλε – 30, ηα νπνία δεζκεύνληαη 

κε πνιύ κεγαιύηεξε ζπγγέλεηα ζηνλ CRF2 από όηη ζηνλ CRF1. [50, 51].  

Παξάιιεια κε ηε ζύλζεζε ησλ παξαπάλσ πεπηηδηθώλ αλαιόγσλ ηνπ 

CRF θαη ηεο ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε ε ζύλζεζε δηαθόξσλ κε πεπηηδηθώλ 

κηθξνκνξηαθώλ αλαιόγσλ εθιεθηηθώλ γηα ηνλ CRF1, όπσο, ηεο αληαιαξκίλεο, ηνπ 

R121919, ηνπ NBI 35965 θαη ηνπ ΝΒΗ 27914 ηα νπνία έρνπλ δξάζε αληαγσληζηή 

[54, 55, 128]. Οη CRF1– εθιεθηηθνί απηνί κηθξνκνξηαθνί αληαγσληζηέο 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηνπ ξόινπ ηνπ CRF1 ζε δηάθνξεο 

θπζηνινγηθέο θαη παζνθπζηνινγηθέο θαηαζηάζεηο, όπσο άγρνπο θαη θαηάζιηςεο, 

θαζώο θαη γηα ηελ αληηκεηώπηζε ησλ ηειεπηαίσλ  [128].  
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Τπνδνρείο ηνπ CRF θαη θπηηαξηθή ζεκαηνδόηεζε 

 

Ζ δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF ζηνπο ππνδνρείο ηνπο 

έρεη ζαλ απνηέιεζκα ηε δηέγεξζε ηνπο, θαη ηε κεηέπεηηα ελεξγνπνίεζή ησλ Gs 

πξσηετλώλ πνπ ζπδεύγλπληαη κε ηνπο ππνδνρείο απηνύο [35]. ηε ζπλέρεηα νη 

ελεξγνπνηεκέλεο Gs πξσηείλεο, δηεγείξνπλ ην έλδπκν ηεο αδελπιηθήο θπθιάζεο, 

κε απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή 3‟, 5‟ – θπθιηθήο κνλνθσζθνξηθήο αδελνζίλεο 

(θπθιηθνύ ΑΜΡ) [35]. Πην ζπγθεθξηκέλα, ε ελεξγνπνίεζε ησλ Gs πξσηεΐλώλ (πνπ 

είλαη έλα ηξηκεξέο ζύκπινθν απνηεινύκελν από ηηο ππνκνλάδεο Gα, Gβ θαη Gγ 

θαη ην νπνίν αιιειεπηδξά κε ηνλ ππνδνρέα) έρεη ζαλ απνηέιεζκα ην GDP πνπ 

είλαη δεζκεπκέλν ζηε Gα – ππνκνλάδα, λα εθηνπηζηεί από GTP θαη έηζη νη Gβ θαη 

Gγ λα απνρσξηζηoύλ (ζαλ δηκεξέο) από ηε Gα – GTP ππνκνλάδα [133]. Οη 

ελεξγνπνηεκέλεο Gs ππνκνλάδεο ζηε ζπλέρεηα ηξνπνπνηνύλ ηε δξαζηεξηόηεηα 

δηαθόξσλ θπηηαξηθώλ ζεκαηνδνηηθώλ κνλνπαηηώλ ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη 

εθείλνπ ηνπ ελδύκνπ ηεο αδελπινθπθιάζεο ε νπνία δηεγείξεηαη από ηε Gα – GTP 

ππνκνλάδα [133]. ηε ζπλέρεηα ε ελεξγνπνηεκέλε αδελπινθπθιάζε κεηαηξέπεη 

ην ATP ζε θπθιηθό ΑΜP ην νπνίν κε ηε ζεηξά ηνπ ελεξγνπνηεί ηελ πξσηετληθή 

θηλάζε Α, πξνθαιώληαο έηζη έλαλ θαηαξξάθηε θσζθνξπιηώζεσλ πνπ νδεγεί ζε 

ζπγθεθξηκέλν βηνινγηθό απνηέιεζκα [133] 

Δθηόο από ηηο Gs πξσηείλεο νη ππνδνρείο ηνπ CRF κπνξνύλ λα 

αιιειεπηδξάζνπλ κε θαη λα δηεγείξνπλ άιιεο G – πξσηεΐλεο, όπσο ηηο Gi, Go, Gz 

θαη Gq/11, κε απνηέιεζκα ηελ ηξνπνπνίεζε ηεο ιεηηνπξγίαο δηαθνξεηηθώλ 

θπηηαξηθώλ ζεκαηνδνηηθώλ νδώλ (εηθόλα 14) [35, 134]. Οη Gi αλαζηέιινπλ ηε 

ιεηηνπξγία ηεο αδελπινθπθιάζεο, ελώ νη Gq ελεξγνπνηνύλ ηε θσζθνιηπάζε C 

(PLC), ε νπνία ζηε ζπλέρεηα πδξνιύεη ηε θσζθαηηδπιηλνζηηόιε (PIP2) ζε 

δηαθπιγιπθεξόιε (DAG) θαη 1, 4, 5 – ηξηθνζθσξηθή ηλνζηηόιε (IP3). Ζ 

δηαθπιγιπθεξόιε ζηε ζπλέρεηα ελεξγνπνηεί ηελ πξσηετληθή θηλάζε C (PKC), 

πξνθαιώληαο έηζη αύμεζε ηεο πξσηετληθήο θσζθνξπιίσζεο, ελώ ε 1,4,5-

ηξηθσζθνξηθή ηλνζηηόιε ζπκβάιεη ζηελ απειεπζέξσζε Ca+2
 από ελδνθπηηάξηεο 

απνζήθεο αζβεζηίνπ, ην νπνίν παίδεη επίζεο ξόιν ζηε θπηηαξηθή ζεκαηνδόηεζε 

[133].  
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Έηζη ινηπόλ. νη ππνδνρείο ηνπ CRF, αιιειεπηδξώληαο κε δηαθνξεηηθέο G-

πξσηεΐλεο, κπνξνύλ λα ελεξγνπνηήζνπλ πιήζνο δηαθνξεηηθώλ θπηηαξηθώλ 

ζεκαηνδνηηθώλ κνλνπαηηώλ, όπσο ηα εθείλα ησλ PKC θαη cAMP/PKA, όπσο 

αλαθέξακε παξαπάλσ θαζώο θαη άιια ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ PKB/Akt, 

ERK, p38 MAPK [65, 135-143].  

 

 

 

 

Δικόνα 14. Ηθαλόηεηα ηνπ 

CRF1 λα ζπδεύγλπηαη κε 

δηαθνξεηηθέο G – πξσηεΐλεο 

κεηά από ελεξγνπνίεζε ηνπ 

από ηνλ CRF θαη ζπγγελή ηνπ 

πεπηίδηα Από Dautzenberg  

et al. [32].  

 

 

 

 

 

Τπάξρνπλ ελδείμεηο όηη ζε δηαθνξεηηθνύο ηζηνύο ν ίδηνο ππνδνρέαο 

ζπλδέεηαη κε δηαθνξεηηθέο G–πξσηεΐλεο θαη έηζη ελεξγνπνηεί δηαθνξεηηθέο νδνύο 

θπηηαξηθήο ζεµαηνδόηεζεο [35]. Απηό ζεκαίλεη όηη o CRF θαη ηα ζπγγελή ηνπ 

πεπηίδηα κπνξνύλ λα πξνθαιέζνπλ κέζσ ηνπ ίδηνπ ηύπνπ ππνδνρέα 

δηαθνξεηηθέο βηνινγηθέο απνθξίζεηο ζε δηαθνξεηηθνύο ηζηνύο ζηόρνπο [144-148]. 

Σν γεγνλόο απηό, ζε ζπλδπαζκό κε ηελ ύπαξμε δηαθνξεηηθώλ ηύπσλ ππνδνρέα 

ηνπ CRF (θαη ηζνκνξθώλ ηνπο), θαζώο θαη ην δηαθνξεηηθό ηξόπν έθθξαζήο ηνπο 

ζε δηάθνξνπο ηζηνύο, ζα κπνξνύζε λα εμεγήζεη ηελ εκθάληζε ησλ πνιιαπιώλ 

δξάζεσλ ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF. 
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Οη CRF ππνδνρείο, όπσο όινη νη GPCRs, κεηά από ελεξγνπνίεζή ηνπο 

από αγσληζηέο, ππόθεηληαη ζε κία ζεηξά ηξνπνπνηήζεσλ ώζηε λα απνθεπρζεί ε 

ζπλερήο θπηηαξηθή ζεκαηνδόηεζε. Απηό επηηπγράλεηαη αξρηθά κε θσζθνξπιίσζή 

ηνπο, δηαθνπή ηεο αιιειεπίδξαζεο ηνπο κε ηηο G-πξσηεΐλεο θαη ελδνθπηηάξσζε 

ηνπο. [149-152] 

 

1.7 Δληνπηζκόο ππνδνρέσλ CRF 

 

Ζ έθθξαζε ησλ ππνδνρέσλ ηνπ CRF ηόζν ζηε πεξηθέξεηα όζν θαη ζην ΚΝ 

είλαη ηέηνηα ώζηε λα δηθαηνινγεί ηηο δξάζεηο ησλ δηαθόξσλ πεπηηδίσλ ηεο 

νηθνγέλεηαο ηνπ CRF εηθόλα 15) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 15. Βηνινγηθέο δξάζεηο ηνπ CRF θαη ησλ ζπγγελώλ ηνπ πεπηηδίσλ κεηά 

από αιιειεπίδξαζή ηνπο κε ηνπο δύν ηύπνπο ηνπ CRF ππνδνρέα. Από 

Dautzenberg et al. [32]. 

 

Γηα παξάδεηγκα ν CRF1 εθθξάδεηαη ζηνλ πξόζζην ινβό ηεο ππόθπζεο κέζσ 

ηνπ νπνίνπ ην CRF1-εθιεθηηθό πεπηίδην, CRF (πνπ εληνπίδεηαη ζηνλ ππνζάιακν 
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θαη από ηνλ νπνίν εθιπόκελν θηάλεη ζηελ ππόθπζε) δηεγείξεη ηελ έθθξηζε ηεο 

ACTH [33].  Ο CRF1 εληνπίδεηαη επίζεο ζε αξθεηέο πεξηνρέο ηνπ ΚΝ όπσο ζε 

θινηό, παξεγθεθαιίδα, ακπγδαιή, ηππόθακπν θαη νζθξεηηθνύο βνιβνύο (εηθόλα 

16) [33, 60, 108]. ηελ πεξηθέξεηα, ν CRF1 εληνπίδεηαη ζε σνζήθεο, όξρεηο, 

ελδνκήηξην, κπνκήηξην, πιαθνύληα, επηλεθξίδηα, ιηπώδε ηζηό, δέξκα, ζπιήλα, 

θύηηαξα ηνπ αλνζνπνηεηηθνύ ζπζηήκαηνο θαη έληεξν [35, 99, 153, 154].  

 

Δικόνα 16  Καηαλνκή ησλ CRF1 θαη CRF2 ζε εγθέθαιν αξνπξαίνπ. Από Reul and 

Holsboer [33]. 

 

Όπσο ν CRF1 έηζη θαη ν CRF2 εθθξάδεηαη ηόζν ζε δηάθνξεο πεξηνρέο ηνπ 

ΚΝ, όπσο επηθιηλή ππξήλα δηαθξάγκαηνο, ππνζάιακν, ηππόθακπν, ακπγδαιή, 

βαζηθό ππξήλα ηεο ηειηθήο ηαηλίαο, νζθξεηηθνύο βνιβνύο θαη ππξήλεο ηεο ξαθήο 

(εηθόλα 16),  όζν θαη ζε ηζηνύο ηεο πεξηθέξεηαο, όπσο θαξδηά, πλεύκνλεο, 
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σνζήθεο, ζθειεηηθνύο κύεο θαζώο θαη ζην γαζηξεληεξηθό ζύζηεκα [32 , 33, 35 , 

99 , 154, 155 , 156].  

Όζν αθνξά ηελ έθθξαζε ησλ ηζνκνξθώλ ηνπ CRF1 νη CRH-R1α, CRH-R1β, 

CRH-R1c, CRH-R1d, CRH-R1e, CRH-R1f, CRH-R1g θαη CRH-R1h εληνπίδνληαη 

ζε ππνζάιακν θαη πιαθνύληα, [82 , 121 , 123 , 125, 157 , 158 ]. Δπηπξόζζεηα, ν 

CRH-R1β βξέζεθε ζηελ ππόθπζε, θαζώο θαη ζε κπνκήηξην, θύηηαξα καζηνύ θαη 

ελδνκήηξην [121, 159-161] . Οη ηζνκνξθέο ηνπ CRF2, CRH-R2α θαη CRH-R2β 

αληρλεύνληαη ζηνλ εγθέθαιν κε ηνλ CRH-R2α λα βξίζθεηαη επίζεο ζηελ 

πεξηθέξεηα όπσο θαξδηά, ζθειεηηθνί κύεο θαη κπνκήηξην [35, 125].  

 

1.8  Γνκή ησλ CRF ππνδνρέσλ  

 

Από ηηο πεξηνρέο ησλ CRF1 θαη CRF2 εθείλεο ησλ νπνίσλ ε δνκή έρεη 

πξνζδηνξηζηεί είλαη ε ακηλνηειηθή εμσθπηηάξηνο πεξηνρή ηνπο (Ν-πεξηνρή).  

πγθεθξηκέλα, κε ηε ρξήζε θαζκαηνζθνπίαο NMR βξέζεθε όηη ε Ν-πεξηνρή ηνπ 

CRF2 απνηειείηαη από δύν αληηπαξάιιειεο δνκέο β-θύιισλ, πνπ 

πεξηιακβάλνπλ ηα ακηλνμέα 63 – 64 (β1 ηκήκα), 70 – 71 (β2 ηκήκα), 79 – 82 (β3 

ηκήκα) θαη 99 – 102 (β4 ηκήκα) [162, 163] (εηθόλα 17). Ζ παξαπάλσ δνκή 

ζηαζεξνπνηείηαη κέζσ ηξηώλ δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ κεηαμύ ησλ θπζηετλώλ, 

Cys45-Cys70, Cys60-Cys103 θαη Cys84-Cys118,  θαζώο επίζεο θαη κε ην 

ζρεκαηηζκό ελόο θεληξηθνύ ζπκπιέγκαηνο ακηλνμέσλ πνπ ζρεκαηίδνπλ κία 

εζσηεξηθή γέθπξα άιαηνο κεηαμύ ησλ ακηλνμέσλ αζπαξηηθνύ νμένο ζηε ζέζε 65 

θαη αξγηλίλεο ζηε ζέζε 101 ε νπνία βξίζθεηαη αλάκεζα ζηνπο αξσκαηηθνύο 

δαθηπιίνπο δύν ακηλνμέσλ ηξππηνθάλεο ζηηο ζέζεηο 71 θαη 109. Σν ζύκπινθν 

απηό ησλ ακηλνμέσλ πεξηβάιιεηαη από κία ζηνηβάδα, ακηλνμέσλ ηα νπνία 

δηαηεξνύληαη ζε κεγάιν βαζκό, αλάκεζα ζηνπο ππνδνρείο ηνπ CRF.  

Ζ δνκή ηεο Ν-πεξηνρήο ηνπ CRF2 αλαγλσξίζηεθε όηη έρεη ηε 

ραξαθηεξηζηηθή δνκή ηεο Sushi πεξηνρήο/ short consensus repeat  (SCR) πνπ 

νξηζκέλεο θνξέο νλνκάδεηαη Complement Control Protein CCP θαη ε νπνία 

βξίζθεηαη ζε πνιιέο δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο παίδνληαο ζεκαζία ζηηο 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ηνπο [129, 164-166].  
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Δικόνα 17.  Γνκή ηνπ ακηλνηειηθνύ άθξνπ ηνπ CRF2. Από Grace et al. [162] 

 

Πξόζθαηα, ε Ν-πεξηνρή ηνπ CRF1 θξπζηαιιώζεθε θαη ε δνκή ηεο 

κειεηήζεθε [167]. Από ηηο κειέηεο απηέο θαίλεηαη όηη ζε γεληθέο γξακκέο (εθηόο 

από νξηζκέλεο δηαθνξέο) ε δνκή ηεο πεξηνρήο απηή ηνπ CRF1 είλαη όκνηα κε ηελ 

αληίζηνηρε ηνπ  CRF2. Γειαδή ζηε Ν-πεξηνρή ηνπ CRF1, όπσο θαη ζηελ 

αληίζηνηρε ηνπ CRF2  παξαηεξνύληαη νη δύν αληηπαξάιιειεο δνκέο β – θύιισλ 

(εηθόλα 18) πνπ ελώλνληαη κεηαμύ ηνπο κε ηξεηο δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο πνπ 

δηαηεξνύληαη ζηελ νηθνγέλεηα Β ησλ GPCRs ππνδνρέσλ. Δπίζεο όπσο ζηνλ 

CRF2, έηζη θαη  ε δνκή ηεο Ν-πεξηνρήο ηνπ CRF1 αλαγλσξίζηεθε όηη έρεη ηε 

ραξαθηεξηζηηθή δνκή ηεο Sushi πεξηνρήο/ short consensus repeat  (SCR). 
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Δικόνα 18.  Γνκή ηνπ ακηλνηειηθνύ άθξνπ ηνπ CRF1. Από Pioszak et al. [168]. 

 

Δπηπξόζζεηα ησλ έμη θπζηετλώλ ζην ακηλνηειηθό άθξν ηνπ CRF1 (θαη ηνπ 

CRF2), ππάξρνπλ άιιεο δύν, νη νπνίεο βξίζθνληαη ζηνλ πξώην (ζέζε 188) θαη 

ζην δεύηεξν εμσθπηηάξην βξόγρν (ζέζε 258) ηνπ ππνδνρέα, θαη ελώλνληαη 

κεηαμύ ηνπο κε δηζνπιθηδηθό δεζκό ν νπνίνο πξνηάζεθε όηη παίδεη ζεκαληηθό 

ξόιν ζηε δηαηήξεζε ηεο ιεηηνπξγηθήο δνκήο ηνπ ππνδνρέα [169].  ππνδνρέσλ. Ζ 

ζεκαζία ησλ δύν απηώλ θπζηεηλώλ ζηε ιεηηνπξγία ησλ CRF ππνδνρέσλ θαίλεηαη 

θαη από ην γεγνλόο όηη απηέο δηαηεξνύληαη ζρεδόλ ζε όινπο ηνπο GPCRs 

ππνδνρείο ζηνπο νπνίνπο ζρεκαηίδνληαο δηζνπιθηδηθό δεζκό κεηαμύ ηνπο θαη 

παίδνπλ θαζνξηζηηθό ξόιν ζηε δηαηήξεζε ηεο ιεηηνπξγηθήο δνκήο ηνπο [170-175]. 

Δπηπξόζζεηα ησλ θπζηεηλώλ ησλ εμσθπηηάξησλ πεξηνρώλ ηνπ CRF1, ν 

ππνδνρέαο απηόο έρεη άιιεο 5 θπζηεΐλεο ζηηο ζέζεηο 128, 211, 233, 364 θαη 150 

πνπ βξίζθνληαη ζηελ πξώηε, ηξίηε, ηέηαξηε, έθηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή θαη ζην 

πξώην ελδνθπηηάξην βξόγρν αληίζηνηρα θαη ησλ νπνίσλ ε ζεκαζία ηνπο ζηε 

ιεηηνπξγία ηνπ ππνδνρέα είλαη αθόκα άγλσζηε.(εηθόλα 17) 

Παξά ηελ πιεζώξα ησλ πιεξνθνξηώλ γηα ηε δνκή ηνπ ακηλνηειηθνύ 

άθξνπ ησλ ππνδνρέσλ ηνπ CRF, ε δνκή ησλ δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ ηνπ δελ 
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είλαη αθόκε γλσζηή ζε αληίζεζε κε ηε δνκή ησλ αληίζηνηρσλ πεξηνρώλ ησλ 

GPCRs ηεο νηθνγέλεηαο Α όπσο ηεο ξνδνςίλεο, ηνπ β1 θαη β2 αδξελεξγηθνύ θαη 

ηνπ D2 ππνδνρέα ηεο ληνπακίλεο. Ζ δνκή ησλ πεξηνρώλ απηώλ πξνζδηνξίζηεθε 

ηόζν ζε θξπζηαιινγξαθηθέο κειέηεο ζηνπο αδξελεξγηθνύο ππνδνρείο θαη ζηνλ 

ππνδνρέα ηεο ξνδνςίλεο όζν θαη ζε κειέηεο ζηνλ D2 ππνδνρέα ηεο ληνπακίλεο 

ζηηο νπνίεο ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο ηεο δηαζεζηκόηεηαο ησλ θπζηετλώλ-

ππνθαηαζηαηώλ (substituted-cysteine accessibility method, SCAM) [176-185]. 

Όιεο νη κειέηεο απηέο έδεημαλ όηη νη δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ησλ ππνδνρέσλ ηεο 

νηθνγέλεηαο Α ησλ GPCRs ηνπνζεηνύληαη ζην ρώξν κε ηέηνην ηξόπν ώζηε 

ζρεκαηίδνπλ κηα θνηιόηεηα ζέζεο δέζκεπζεο (εηθόλα 19) πνπ εθηείλεηαη από ηελ 

εμσθπηηάξηα επηθάλεηα ηνπ ππνδνρέα σο ην ηκήκα ηνπ πνπ βξίζθεηαη κέζα ζηε 

θσζθνιηπηδηθή δηπινζηηβάδα ηεο πιαζκαηηθήο κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ. Ζ  

επηθάλεηα ηεο θνηιόηεηαο απηήο βξίζθεηαη ζε επαθή κε ην πδαηηθό εμσθπηηάξην 

πγξό θαη πεξηέρεη ακηλνμέα πνπ αιιειεπηδξνύλ κε ηα κηθξνκνξηαθά αλάινγα ησλ 

ππνδνρέσλ, όπσο εθείλσλ ηεο ληνπακίλεο θαη ησλ θαηερνιακηλώλ [186, 187].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 19. Γξαθηθή αλαπαξάζηαζε ηεο θνηιόηεηαο ζέζεσλ δέζκεπζεο ησλ 

GPCRs πνπ ζρεκαηίδεηαη από ηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπο. Από Gether et 

al. [127] 
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1.9  Ρόινο  ησλ εμσθπηηάξησλ θαη δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ ησλ CRF 

ππνδνρέσλ ζηε δέζκεπζε ηνπ CRF θαη ησλ αλαιόγσλ ηνπ 

 

Πξνεγνύκελεο κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη γηα ηε δέζκεπζε ηνπ CRF θαη ηεο 

ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1 ζεκαληηθό ξόιν παίδεη ην ηκήκα πνπ βξίζθεηαη κεηαμύ ησλ 

ακηλνμέσλ ζηηο ζέζεηο 68 θαη 109 ηεο εμσθπηηάξηαο ακηλνηειηθήο πεξηνρήο (Ν-

πεξηνρήο) ηνπ ππνδνρέα. [188, 189]. Αληίζεηα ηα πξώηα 31 ακηλνμέα ηεο 

ακηλνηειηθή πεξηνρήο ηνπ CRF1 δελ είλαη θαζνξηζηηθά γηα ηε δέζκεπζε ηνπ CRF 

θαη ηεο ζνβαγίλεο, θαζώο αληηθαηάζηαζή ηνπο από ηα αληίζηνηρα ηνπ νκόινγνπ 

ππνδνρέα ηεο παξαζπξενεηδνύο νξκόλεο δελ άιιαμαλ ηα ραξαθηεξηζηηθά ηνπ, 

ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ [188] 
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Δικόνα 20. Γξαθηθή απεηθόληζε ηεο αιιειεπίδξαζεο ησλ πεπηηδίσλ ηεο 

νηθνγέλεηαο ηνπ CRF κε ηνλ CRF1. Ζ ακηλνηειηθή εμσθπηηάξηα πεξηνρή ηνπ CRF1 

αιιειεπηδξά κε ην θαξβνμπηειηθό ηκήκα ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF 

(θόθθηλν oξζνγώλην), ελώ ην ακηλνηειηθό ηκήκα ησλ πεπηηδίσλ (κπιε νξζνγώλην) 

αιιειεπηδξά κε ηνπο εμσθπηηάξηνπο βξόγρνπο θαη ηα εμσθπηηάξηα άθξα ησλ 

δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ ηνπ ππνδνρέα. 
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Σν ηκήκα ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF πνπ δεζκεύεηαη ζηελ 

εμσθπηηάξηα Ν-πεξηνρή ηνπ CRF1 βξέζεθε όηη είλαη εθείλν πνπ αληηζηνηρεί ζηα 

θαξβνμπηειηθά ακηλνμέα ηνπο [190, 191]. Πξόζθαηεο κειέηεο θξπζηαιινγξαθίαο 

θαη NMR, πξνζδηόξηζαλ ηνλ ηξόπν αιιειεπίδξαζεο ηεο εμσθπηηάξηαο Ν-

πεξηνρήο ησλ CRF1 θαη CRF2, κε ηα θαξβνμπηειηθά ακηλνμέα ησλ CRF θαη 

αζηξεζίλεο αληίζηνηρα [162, 163, 168]. Από ηηο παξαπάλσ κειέηεο πξνηάζεθε 

όηη ηα πεπηίδηα ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF δεζκεύνληαη ζηνπο ππνδνρείο ηνπο κε 

δύν νκάδεο αιιειεπηδξάζεσλ, από ηηο νπνίεο ε κηα αθνξά ηε δέζκεπζε ησλ 

θαξβνμπηειηθώλ ακηλνμέσλ ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF, κε ηελ Ν-

πεξηνρή ηνπ CRF1, θαη ε άιιε ηε δέζκεπζε ησλ ακηλνηειηθώλ πεπηηδίσλ κε ηε J-

πεξηνρή πνπ απαξηίδεηαη από ηνπο εμσθπηηάξηνπο βξόγρνπο θαη ηηο 

δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ησλ ππνδνρέσλ  (εηθόλα 20) [192]. Ο ηξόπνο απηόο 

δέζκεπζεο ησλ πεπηηδίσλ κε ηνπο CRF ππνδνρείο βξίζθεηαη ζε ζπκθσλία κε 

κειέηεο κεηαιιαμηγέλεζεο ζηηο νπνίεο βξέζεθε όηη ηόζν ν πξώηνο εμσθπηηάξηνο 

βξόγρνο όζν θαη ν δεύηεξνο θαη ηξίηνο θαζώο θαη ηα άλσ ηκήκαηα ησλ 

δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ ηνπ CRF1, παίδνπλ ξόιν ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 

θαη ηνπ CRF [191, 193-195]. Όκσο ζηηο κειέηεο απηέο νη αθξηβείο 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ ακηλνμέσλ ησλ πεξηνρώλ απηώλ θαη ησλ πεπηηδίσλ 

δελ πξνζδηνξίζηεθαλ.  

ε κηα κειέηε πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε πξόζθαηα γηα  λα δηεξεπλεζεί ν 

ηξόπνο δέζκεπζεο ησλ πεπηηδίσλ κε ηε J–πεξηνρή ηνπ CRF1, βξέζεθε όηη όηαλ ε 

ζνβαγίλε είλαη δεζκεπκέλε ζηνλ ππνδνρέα ηόηε ε ιπζίλε ηεο ζέζε 257 ηνπ 

δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ ηνπ CRF1 βξίζθεηαη πνιύ θνληά ζην πεπηίδην 

θαη κόιηο ζε απόζηαζε 11.4Å από απηό [196]. Δπηπξόζζεηα, ζε κηα άιιε κειέηε 

βξέζεθε όηη ην ίδην πεπηίδην όηαλ είλαη δεζκεπκέλν ζηνλ CRF1 βξίζθεηαη πνιύ 

θνληά ζηελ ηζηηδίλε ηεο πξώηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ ππνδνρέα θαη 

κόιηο ζε απόζηαζε 9Å από απηή [197]. Παξόκνηα κε ηε ζνβαγίλε, όηαλ ε 

νπξνθνξηίλε είλαη δεζκεπκέλε ζηνλ CRF1, ηόηε έλα ηκήκα ηεο βξίζθεηαη πνιύ 

θνληά ζην δεύηεξν εμσθπηηάξην βξόγρν, ελώ έλα άιιν βξίζθεηαη θνληά ζην 

πξώην εμσθπηηάξην βξόγρν ηνπ ππνδνρέα [198]. ε όιεο ηηο κειέηεο απηέο ηα 

ακηλνμέα ησλ πεπηηδίσλ πνπ βξέζεθαλ λα είλαη θνληά ζηνπο εμσθπηηάξηνπο 
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βξόγρνπο ηνπ CRF1 ήηαλ ακηλνηειηθά. Σα απνηειέζκαηα απηά βξίζθνληαη ζε 

ζπκθσλία κε ηε ζεσξία πνπ δηαηππώζεθε παξαπάλσ, δειαδή όηη ε J-πεξηνρή 

θαη άξα νη εμσθπηηάξηνη βξόγρνη ησλ ππνδνρέσλ ηνπ CRF δεζκεύνπλ ηα 

ακηλνηειηθά ακηλνμέα ησλ πεπηηδίσλ. Όκσο όιεο νη παξαπάλσ κειέηεο δελ 

πξνζδηόξηζαλ ηηο αθξηβείο αιιειεπηδξάζεηο ηνπ CRF (θαη ησλ ζπγγελώλ 

πεπηηδίσλ ηνπ) κε ηνπο ππνδνρείο ηνπ.  

ε αληίζεζε κε ηα πεπηίδηα πνπ δεζκεύνληαη ζηελ ακηλνηειηθή 

εμσθπηηάξηα πεξηνρή, ζηνπο εμσθπηηάξηνπο βξόγρνπο θαη ηα άλσ ηκήκαηα ησλ 

δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ ηνπ CRF1, ηα κηθξνκνξηαθά κε πεπηηδηθά αλάινγα ηνπ 

CRF όπσο ην ΝΒΗ 27914 θαη ε αληαιαξκίλε βξέζεθε όηη είλαη πηζαλόλ λα 

δεζκεύνληαη ζηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ ππνδνρέα. [192, 195]. Όκσο 

απνπζία άιισλ κειεηώλ κεηαιιαμηγέλεζεο θαη ζε ζπλδπαζκό κε ηελ έιιεηςε 

νπνηαδήπνηε πιεξνθνξίαο γηα ηε δνκή ησλ δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ ηόζν ηνπ 

CRF1 όζν θαη ησλ άιισλ ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο Β (πνπ αλήθεη ν CRF1), δελ 

επηηξέπεη ην πξνζδηνξηζκό ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ κηθξνκνξηαθώλ αλαιόγσλ 

ηνπ CRF κε ηα ακηλνμέα ησλ πεξηνρώλ απηώλ.  
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Πξνεγνύκελεο κειέηεο έδεημαλ όηη ην ακηλνμύ His199 ηεο ηξίηεο 

δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ3) ηνπ CRF1 παίδεη έκκεζν ξόιν ζηε δέζκεπζε ησλ 

κηθξνκνξηαθώλ κε πεπηηδηθώλ αληαγσληζηώλ ηνπ CRF. Σν γεγνλόο απηό 

νδήγεζε ζηελ ππόζεζε όηη  ακηλνμέα γεηηνληθά ηεο ΣΜ3 αιιειεπηδξνύλ κε ηνπο 

κηθξνκνξηαθνύο αληαγσληζηέο ηνπ CRF. Όκσο ε έιιεηςε πιεξνθνξηώλ γηα ηε 

δνκή θαη ιεηηνπξγία ησλ πεξηνρώλ απηώλ ηνπ CRF1 απνηεινύζε κέρξη ζήκεξα 

εκπόδην γηα ηελ επαιήζεπζε ηεο ππόζεζεο απηήο.  

Δπηπξόζζεηα ηεο ΣΜ3 πξνεγνύκελεο κειέηεο έδεημαλ όηη ην άλσ ηκήκα 

ηεο πέκπηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ5) παίδεη ξόιν ζηε δέζκεπζε ησλ 

πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF, νδεγώληαο ζηελ ππόζεζε όηη ηα ακηλνμέα 

ηεο πεξηνρήο απηήο ηνπ ππνδνρέα αιιειεπηδξνύλ κε ηα πεπηίδηα. Όκσο ε  

έιιεηςε πιεξνθνξηώλ γηα ηνλ αθξηβή ξόιν ηνπ θάζε ακηλνμένο ηεο πεξηνρήο 

απηήο ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ απνηεινύζε κέρξη ζήκεξα εκπόδην γηα ηελ 

επαιήζεπζε ηεο ππόζεζεο απηήο. 

Παξάιιεια κε ηηο ΣΜ3 θαη ΣΜ5 ε ηέηαξηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή (ΣΜ4) 

θαη ζπγθεθξηκέλα ε ζεηηθά θνξηηζκέλε Lys250 πνπ βξίζθεηαη ζηα όξηα κεηαμύ ηεο 

ΣΜ4 θαη ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ βξόρνπ ηνπ CRF1 πξέπεη λα παίδεη 

ζεκαληηθό ξόιν ζηε ιεηηνπξγία ηνπ ππνδνρέα. Ζ ππόζεζε απηή βαζίζηεθε ζην 

γεγνλόο όηη ην ζεηηθό θνξηίν ζηε ζέζε 250 ηνπ CRF1 δηαηεξείηαη ζηελ αληίζηνηρε 

ζέζε όισλ ζρεδόλ ησλ ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο ζηελ νπνία αλήθεη ν CRF1. 

Όκσο ε  έιιεηςε πιεξνθνξηώλ γηα ην ξόιν ηεο Lys250 ζηε ιεηηνπξγία ηνπ CRF1 

απνηεινύζε κέρξη ζήκεξα εκπόδην γηα ηελ επαιήζεπζε ηεο ππόζεζεο απηήο. 

εκαληηθό ξόιν ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF 

πξέπεη επίζεο λα παίδνπλ ηα ακηλνμέα ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ 

(EL2) ηνπ CRF1. Ζ ππόζεζε απηή βαζίζηεθε ζηα απνηειέζκαηα πξνεγνύκελεο 

κειέηεο ε νπνία έδεημε όηη ε Lys257 ηνπ EL2 ηνπ CRF1 βξίζθεηαη πνιύ θνληά ζηε 

ζνβαγίλε όηαλ απηή είλαη δεζκεπκέλε ζηνλ ππνδνρέα. Όκσο ζηε κειέηε απηή δελ 

πξνζδηνξίζηεθαλ νη αιιειεπηδξάζεηο ηεο ζνβαγίλεο θαη ησλ άιισλ πεπηηδίσλ 

ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF ηόζν κε ηε Lys257 ή / θαη κε ηα άιια ακηλνμέα ηνπ EL2 

ηνπ CRF1. Δπηπξόζζεηα, από ηε πξνεγνύκελε απηή κειέηε κέρξη ηε παξνύζα 

εξεπλεηηθή εξγαζία δελ είρε πξνζδηνξηζηεί θακκία αιιειεπίδξαζε κεηαμύ ησλ 
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πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF θαη ησλ ακηλνμέσλ ηνπ EL2 ηνπ CRF1 

απνηειώληαο έηζη εκπόδην γηα ηελ επαιήζεπζε ηεο παξαπάλσ ππόζεζεο.  

 

Ο ζθνπόο ηεο παξνύζαο εξεπλεηηθήο εξγαζίαο ήηαλ λα επαιεζεύζεη ηηο 

παξαπάλσ ππνζέζεηο θαη λα :  

 

1. πξνζδηνξίζεη ηε δνκή θαη ιεηηνπξγία ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο 

πεξηνρήο ηνπ CRF1 

 

2. πξνζδηνξίζεη ην ξόιν ησλ ακηλνμέσλ ηνπ άλσ ηκήκαηνο ηεο 

πέκπηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ CRF1 ζηε δέζκεπζε ησλ 

πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF 

 

3. πξνζδηνξίζεη ην ξόιν ηεο Lys250 ηνπ CRF1 ζηε δέζκεπζε ησλ 

πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF 

 

4. πξνζδηνξίζεη ην ξόιν ησλ ακηλνμέσλ ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ 

βξόγρνπ ηνπ CRF1 ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο 

ηνπ CRF 

 

Απηό επηηεύρζεθε κε κηα ζεηξά θαηάιιεισλ πεηξακαηηθώλ πξνζεγγίζεσλ πνπ 

πεξηγξάθνληαη ακέζσο παξαθάησ καδί κε κηα ιεπηνκεξή αλάιπζε θαη εμήγεζε 

ησλ απνηειεζκάησλ ηνπο. 
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1. ΒΗΟΛΟΓΗΚΑ ΤΛΗΚΑ 

 

 Γηα ηελ εθπόλεζε ηεο παξνύζαο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο, 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε θπηηαξηθή ζεηξά ΖΔΚ293 (επγεληθή πξνζθνξά ηνπ Γξ. 

Jonathan Javitch, Columbia University, USA)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 1. Φσηνγξαθία HEK293 θπηηάξσλ 

  

 Σα ΖΔΚ293 θύηηαξα (Human Embryonic Kidney 293 cells) πξνέξρνληαη 

από αλζξώπηλα εκβξπτθά θύηηαξα λεθξνύ ηα νπνία επηκνιύλζεθαλ κε DNA ηνπ 

αλζξώπηλνπ αδελντνύ ηύπνπ 5 (Ad)5, από ηνλ Frank Graham ζηα ηέιε ηεο 

δεθαεηίαο ηνπ 70 [199]. Δίλαη επηδεηθηηθά ζηελ επηκόιπλζε θαη ρξεζηκνπνηνύληαη 

επξέσο ζε ηερληθέο θπηηαξηθήο βηνινγίαο εδώ θαη πνιιά ρξόληα. 

 

2. ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

2.1 Καιιηέξγεηα θπηηάξσλ ΖΔΚ293 

 

Τλικά - ςζκεςέρ 

 

Θξεπηηθό πιηθό, DMEM/F12 (1:1) Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium (GIBCO-

BRL, Life Technologies, UK). 

Οξόο βνόο, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 
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Σξπςίλε, Trypsin/EDTA (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK).  

Υξσζηηθή Trypan Blue (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

DMSO (Sigma, USA). 

Φπγόθεληξνο (Jouan CR422, France). 

Μηθξνζθόπην νξαηνύ θσηόο Olympus, Japan. 

Πιάθα αηµαηνθπηηαξνµεηξεηή Neubauer. 

Σξπβιία θαιιηεξγεηώλ (SARSTEDT, Germany). 

Δπσαζηηθόο θιίβαλνο Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

Τπεξθαηαςύθηεο (Bio-Freezer 8425, Forma Scientific, Inc USA) 

 

Μέθοδορ 

 

 Σα θύηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ ζε ζξεπηηθό πιηθό DMEM/F12 (1:1) πνπ 

πεξηείρε 2,5 mM L-γινπηακίλε, 15 mM HEPES, 1,125 g/L NaHCO3 

εκπινπηηζκέλν κε 10% νξό βνόο, ζε επσαζηηθό θιίβαλν ξπζκηζκέλν ζε 

ζεξκνθξαζία 37νC, αηκόζθαηξα 5% CO2/95% αέξα θαη πγξαζία 100%. Σα 

πεηξάκαηα έγηλαλ ζε παξόκνηα ζηάδηα αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ. Σν ζξεπηηθό 

πιηθό αλαλεσλόηαλ θάζε 72 ώξεο θαη ηα θύηηαξα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα 

πείξακα είραλ θηάζεη ζε ππθλόηεηα 90% πεξίπνπ. Σα θύηηαξα επηζηξώζεθαλ ζε 

ηξπβιία ζε αξρηθή ζπγθέληξσζε 105 θύηηαξα/ml θαη αλαθαιιηεξγήζεθαλ δύν 

θνξέο ηελ εβδνκάδα. Ζ απνθόιιεζε ησλ θπηηάξσλ έγηλε κε ηξπςίλε - EDTA θαη 

ε απελεξγνπνίεζή ηεο έγηλε κε πξνζζήθε ζξεπηηθνύ πιηθνύ. Σν θπηηαξηθό 

ελαηώξεκα ζπιιέρζεθε θαη θπγνθεληξήζεθε ζηα 250 g γηα 5 ιεπηά. Ο 

πξνζδηνξηζκόο ηνπ αξηζκνύ ησλ θπηηάξσλ γηα επίζηξσζε, έγηλε κε ηε κέζνδν 

θπηηαξνκεηξίαο (ιήςε 10 κl από ην θπηηαξηθό ελαηώξεκα ζε 90 κl Trypan Blue, 

ηνπνζέηεζε ζε πιάθα Neubauer θαη θαηακέηξεζε ησλ θπηηάξσλ κε ηε βνήζεηα 

κηθξνζθνπίνπ νξαηνύ θσηόο, ζε κεγέλζπζε 40x). Μέξνο ησλ θπηηάξσλ ζε 

θαηάιιειε ζπγθέληξσζε ηνπνζεηήζεθε ζε λέα ηξπβιία γηα αλαθαιιηέξγεηα ή 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ εθηέιεζε πεηξακάησλ. 

 Σα θύηηαξα θαηαςύρνληαλ ζε ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα ζηνπο - 80νC (θαη 

έπεηηα από ιίγεο κέξεο ζε πγξό άδσην), έηζη ώζηε λα δηαηεξνύληαλ ζε ρακειό 
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αξηζκό γελεώλ θαη ηα πεηξάκαηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηελ ίδηα θάζε ηεο 

ινγαξηζκηθήο αύμεζεο ησλ θπηηάξσλ θαη πεξίπνπ ζηνλ ίδην αξηζκό γεληάο. 

πγθεθξηκέλα, θπηηαξηθό ελαηώξεκα ζπγθεληξώζεσο 5 x 106 θπηηάξσλ ζε πιηθό 

θαηάςπμεο (BCS κε 10% DMSO) ηνπνζεηήζεθε ζε ζσιελάξην βαζηάο θαηάςπμεο 

ππό ζπλερή αλάδεπζε. Δλώ ε θαηάςπμε ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζηαδηαθά ώζηε λα εμαζθαιηζηεί ε αθεξαηόηεηά ηνπο, ε απόςπμή ηνπο ήηαλ 

γξήγνξε θαη άκεζε. Σα θαηεςπγκέλα ζσιελάξηα πνπ πεξηείραλ ηα θύηηαξα 

ζεξκάλζεθαλ ζηνπο 37νC ππό ζπλερή αλάδεπζε θαη ηα θύηηαξα κεηαθέξζεθαλ 

άκεζα ζε ζξεπηηθό πιηθό θαιιηέξγεηαο. 

 

2.2 Δπηκόιπλζε θπηηάξσλ κε πιαζκηδηαθό DNA 

 

Τλικά - ςζκεςέρ 

 

Θξεπηηθό πιηθό, DMEM/F12 (1:1) Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium (GIBCO-

BRL, Life Technologies, UK). 

Οξόο βνόο, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

Σξπςίλε, Trypsin/EDTA (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

Φπγόθεληξνο (Jouan CR422, France).  

Υξσζηηθή Trypan Blue (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

DNA 

Ληπνθεθηακίλε, Lipofectamine (Invitrogen, USA). 

Θξεπηηθό πιηθό, OptiMEM (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

Μηθξνζθόπην νξαηνύ θσηόο Olympus, Japan. 

Πιάθα αηµαηνθπηηαξνµεηξεηή Neubauer. 

Δπσαζηηθόο θιίβαλνο Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

Σξπβιία θαιιηεξγεηώλ (SARSTEDT, Germany). 
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Μέθοδορ 

 

 HEK 293 θύηηαξα πνπ βξίζθνληαλ ζε θαιιηέξγεηα ζε ζξεπηηθό πιηθό 

DMEM/F12 (1:1) πνπ πεξηείρε 2,5 mM L-γινπηακίλε, 15 mM HEPES, 1,125 g/L 

NaHCO3 εκπινπηηζκέλν κε 10% νξό βνόο θαη ζε ηξπβιία δηακέηξνπ 100 mm, 

επηζηξώζεθαλ ζε ηξπβιίν δηακέηξνπ 60 mm ώζηε ηελ επόκελε κέξα λα είραλ 

ππθλόηεηα 90% ζύκθσλα κε ηε κέζνδν πνπ αλαθέξζεθε παξαπάλσ θαη 

δηαηεξήζεθαλ ζε θαιιηέξγεηα ζε επσαζηηθό θιίβαλν ξπζκηζκέλν ζε ζεξκνθξαζία 

37νC, αηκόζθαηξα 5% CO2/95% αέξα θαη πγξαζία 100%. Σελ επόκελε κέξα 3 

mg πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ θσδηθνπνηνύζε ηνλ CRF1 (άγξην ηύπν ή ηε 

κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ) δηαιύζεθε ζε 200 κl OptiMEM. Σαπηόρξνλα, ζε 200 κl 

δηαθνξεηηθνύ OptiMEM δηαιύζεθαλ 7 κl ιηπνθεθηακίλεο. Σα δύν απηά κείγκαηα 

παξέκεηλαλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5 ιεπηά ηεο ώξαο θαη ζηε ζπλέρεηα 

αλακίρζεθαλ κεηαμύ ηνπο, ζρεκαηίδνληαο έηζη κείγκα OptiMEM 400 κl πνπ 

πεξηείρε ηε ιηπνθεθηακίλε θαη ην πιαζκηδηαθό DNA καδί. Σν κείγκα απηό 

επσάζηεθε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 15 - 20 ιεπηά ηεο ώξαο. ην ρξνληθό 

απηό δηάζηεκα ηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ βξηζθόηαλ ζην ηξπβιίν δηακέηξνπ 60 

mm εθπιύζεθαλ κε ΟptiMEM θαη πξνζηέζεθαλ ζε απηά 1600 κl ΟptiMEM. ην 

ηέινο ηεο επώαζεο, ην κείγκα ησλ 400 κl ηνπ ΟptiMEM πνπ πεξηείρε ηε 

ιηπνθεθηακίλε θαη ην πιαζκηδηαθό DNA, αλακίρζεθε κε ηα πξναλαθεξζέληα 1600 

κl OptiMEM, πνπ ππήξραλ ζην ηξπβιίν κε ηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα θαη επσάζηεθαλ 

γηα 3 - 18 ώξεο ζε ζεξκνθξαζία 37νC, αηκόζθαηξα 5% CO2/95% αέξα θαη 

πγξαζία 100%. ην ηέινο ηεο επώαζεο, ην δηάιπκα ησλ 2 ml 

ΟptiMEM/ιηπνθεθηακίλεο/DNA, αθαηξέζεθε θαη ζηα θύηηαξα πξνζηέζεθε 

ζξεπηηθό πιηθό DMEM/F12 (1:1) πνπ πεξηείρε 2,5 mM L-γινπηακίλε, 15 mM 

HEPES, 1,125 g/L NaHCO3 θαη 10% ΒCS. Μεηά από 24 ώξεο ηα θύηηαξα 

ζπιιέρζεθαλ κε ζθνπό ηε κειέηε ησλ ππνδνρέσλ ηνπ CRF1 πνπ εθθξαδόηαλ ζε 

απηά παξνδηθά. 
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2.3 Γεκηνπξγία θπηηαξηθώλ ζεηξώλ πνπ εθθξάδνπλ κόληκα ηνπο 

ππνδνρείο  

 

Τλικά - ςζκεςέρ 

 

Θξεπηηθό πιηθό, DMEM/F12 (1:1) Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium (GIBCO-

BRL, Life Technologies, UK). 

Οξόο βνόο, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

Σξπςίλε, Trypsin/EDTA (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK).  

Υξσζηηθή Trypan Blue (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

Ληπνθεθηακίλε, Lipofectamine (Invitrogen, USA). 

Θξεπηηθό πιηθό, OptiMEM (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

Γελεηηζίλε, Geneticin (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

Δπσαζηηθόο θιίβαλνο Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

Σξπβιία θαιιηεξγεηώλ (SARSTEDT, Germany). 

 

Μέθοδορ 

 

Μεηά ηελ επηκόιπλζε θαη επώαζε ησλ ΖΔΚ 293 θπηηάξσλ γηα 3 - 18 ώξεο 

κε ην κείγκα ΟptiMEM/ιηπνθεθηακίλεο/DNA, απηό αθαηξέζεθε θαη ζηα θύηηαξα 

πξνζηέζεθε ζξεπηηθό πιηθό DMEM/F12 (1:1) πνπ πεξηείρε 2,5 mM L-γινπηακίλε, 

15 mM HEPES, 1,125 g/L NaHCO3, 10% ΒCS, θαζώο θαη ην αληηβηνηηθό 

γελεηηζίλε (G-418) ζε ζπγθέληξσζε 800 κg/ml.  

Κάζε 48 ώξεο ην παξαπάλσ ζξεπηηθό πιηθό αλαλεσλόηαλ, κέρξη λα 

ζαλαησζνύλ όια ηα θύηηαξα πνπ δελ εθθξάδαλε ηελ πξσηεΐλε εθείλε, πνπ ηα 

θαζηζηά αλζεθηηθά ζην αληηβηνηηθό. Σν πιαζκίδην pCΗΝ4 ην νπνίν πεξηείρε ην 

DNA πνπ θσδηθνπνηνύζε ηνλ CRF1 ή ηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, πεξηείρε 

επίζεο ην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηνύζε ηελ πξσηεΐλε εθείλε (θσζθνηξαλζθεξάζε 

ηεο λενκπθίλεο, ή NPT II) πνπ θαζηζηνύζε ην θύηηαξν αλζεθηηθό ζηε γελεηηζίλε. 

Μεηά ηελ εκθάληζε απνηθηώλ ηα αλζεθηηθά ζηε γελεηηζίλε θύηηαξα κεηαθέξζεθαλ 



  ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 
 
 

 
  ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

40 

ζε ηξπβιία θαη πνιιαπιαζηάζηεθαλ ζε ζξεπηηθό πιηθό DMEM/F12 (1:1) πνπ 

πεξηείρε 2,5 mM L-γινπηακίλε, 15 mM HEPES, 1,125 g/L NaHCO3, 10% ΒCS 

πνπ πεξηείρε ην αληηβηνηηθό γελεηηζίλε. Οη θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ δεκηνπξγήζεθαλ 

κε ηελ παξαπάλσ κέζνδν ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηηο αλάγθεο ησλ πεηξακάησλ. 

 

2.4 Μέζνδνο πξνζδηνξηζµνύ ζπγθέληξσζεο πξσηετλώλ (Μέζνδνο 

Bradford) 

 

Τλικά - ςζκεςέρ 

 

Αιβνπµίλε νξνύ βνόο (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma, USA). 

Γηάιπµα ρξσζηηθήο Coomassie Brilliant blue G-250 (Merck, USA). 

Πιάθεο 96 νπώλ, ηύπνπ ELISA, επίπεδνπ ππζµέλα (SARSTEDT, Germany). 

Φσηόµεηξν πιαθώλ ELISA (Bio-Rad, Bio- Rad Life Technologies, USA). 

 

Μέθοδορ 

 

Ζ κέζνδνο Bradford [200] βαζίδεηαη ζηελ αληίδξαζε ηεο ρξσζηηθήο 

Coomassie Brilliant blue G-250 µε ηηο πξσηνλησµέλεο αµηλνµάδεο ησλ αµηλνμέσλ 

ηεο πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο ησλ πξσηετλώλ. Σν θόθθηλν ρξώµα πνπ έρεη ε 

ειεύζεξε κνξθή ηεο ρξσζηηθήο κεηαηξέπεηαη ζε κπιε, όηαλ ζπλδεζεί κε 

πξσηεΐλε. Ζ µεηαηόπηζε ηνπ µέγηζηνπ απνξξνθήζεσο ηεο ρξσζηηθήο από ηα 465 

nm ζε πςειόηεξν µήθνο θύµαηνο 595 nm, µπνξεί λα πξνζδηνξηζζεί 

θσηνµεηξηθά. Σν ζύµπινθν ηεο ρξσζηηθήο µε ηελ πξσηεΐλε έρεη πςειό 

ζπληειεζηή απνξξνθήζεσο, παξέρνληαο θαη΄ απηόλ ηνλ ηξόπν µεγάιε 

επαηζζεζία ζηε µέζνδν. Ζ ζύλδεζε ηεο ρξσζηηθήο κε ηελ πξσηεΐλε γίλεηαη 

γξήγνξα (2 ιεπηά) θαη ε ζηαζεξόηεηα ηνπ ρξώµαηνο δηαηεξείηαη γηα µία ώξα. Ζ 

πνζνηηθή εθηίµεζε ησλ πξσηετλώλ θάζε δείγµαηνο γίλεηαη µε ηε ρξήζε πξόηππεο 

θαµπύιεο, ε νπνία θαηαζθεπάδεηαη από ηε ηαπηόρξνλε µέηξεζε δεηγµάησλ 

γλσζηώλ ζπγθεληξώζεσλ BSA (1 - 25 mg/ml). Σν δηάιπµα πνπ ρξεζηµνπνηήζεθε 

γηα ηελ παξαζθεπή ησλ δηαιπµάησλ BSA είλαη ην ίδην µε ην δηάιπµα, ζην νπνίν 
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βξίζθνληαλ δηαιπµέλα ηα ππό εμέηαζε δείγµαηα. ε πιάθα 96 νπώλ ηύπνπ 

ELISA ηνπνζεηήζακε 30 µl αλά νπή από θάζε γλσζηό θαη άγλσζην δείγµα εηο 

ηξηπινύλ θαη ζηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθαλ 170 µl ηνπ δηαιύµαηνο ρξσζηηθήο. 

Αθνινύζεζε αλάδεπζε ηνπ µείγµαηνο θαη µέηξεζε ηεο νπηηθήο ππθλόηεηαο (O.D.) 

ζε µήθνο θύµαηνο 595 nm ζε θσηόµεηξν πιαθώλ ηύπνπ ELISA. Ζ ζπγθέληξσζε 

ηεο πξσηεΐλεο ησλ άγλσζησλ δεηγµάησλ ππνινγίζηεθε βάζεη ηεο πξόηππεο 

θαµπύιεο θαη εθθξάζηεθε ζε µνλάδεο µg/ml. 

 

2.5 Μεηάιιαμε ηνπ DNA πνπ θσδηθνπνηνύζε ηνλ αλζξώπηλν CRF1.  

 

ηελ παξνύζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή ρξεζηκνπνηήζακε ην DNA ηνπ 

αλζξώπηλνπ CRF1 (άγξην ηύπνο) πνπ βξίζθεηαη ζην πιαζκίδην pCΗΝ4 

(CRF1/pCΗΝ4). Σν πιαζκηδηαθό απηό DNA δεκηνπξγήζεθε ζην εξγαζηήξην καο, 

κε ππνθισλνπνίεζε ηνπ DNA πνπ θσδηθνπνηνύζε ηνλ αλζξώπηλν CRF1 πνπ 

βξηζθόηαλ ζην πιαζκίδην pcDNA3 (επγεληθή πξνζθνξά ηνπ Γξ. Γεκεηξίνπ 

Γξακκαηόπνπινπ, Warwick University, UK) ζην πιαζκίδην pCΗΝ4 (επγεληθή 

πξνζθνξά ηνπ Γξ. Jonathan Javitch, Columbia University, USA). Σν πιαζκίδην 

απηό είρε κέγεζνο 6552 βάζεσλ θαη πεξηείρε επίζεο ην γνλίδην πνπ 

θσδηθνπνηνύζε ηελ πξσηεΐλε πνπ πξνζδίδεη αληνρή ζην θύηηαξν γηα ην 

αληηβηνηηθό γελεηηζίλε γηα ηε κεηέπεηηα επηινγή θπηηάξσλ πνπ εθθξάδαλε κόληκα 

ην DNA ηνπ αλζξώπηλνπ CRF1 ή ησλ κεηαιιαγκέλσλ κνξθώλ ηνπ. 

 

2.5.1 Γεκηνπξγία κεηαιιάμεσλ ζην δεύηεξν εμσθπηηάξην βξόγρν θαη ηελ 

πέκπηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή ηνπ CRF1 

  

ηελ παξνύζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή κεηαιιάμακε ηα ακηλνμέα ηνπ 

δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ ηνπ CRF1 ζε αιαλίλε (δεκηνπξγώληαο έηζη ηηο 

κεηαιιάμεηο K250A, L251A, Y252A, Y253A, D254A, N255A, E256Α, K257A, 

W259A, F260A, G261A, K262A, R263A, P264A, G265A, V266A θαζώο επίζεο 

θαη ηελ ηαπηόρξνλε κεηάιιαμε W259A/F260A θαη ηα ακηλνμέα ηεο πέκπηεο 

δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ CRF1 ζε αιαλίλε, δεκηνπξγώληαο έηζη ηηο 
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κεηαιιάμεηο Y267A, T268A, D269A, Y270A, I271A, Y272A, Q273A, G274A θαη 

P275A. Δπίζεο κεηαιιάμακε ηηο ελδνγελείο θπζηεΐλεο πνπ βξίζθνληαη ζηηο ζέζεηο 

128, 150, 211, 233 θαη 364 ζε ζεξίλεο, κία ηελ θάζε θνξά (δεκηνπξγώληαο έηζη 

ηηο κεηαιιάμεηο C128S, C150S, C211S, C233S, C364S), ή ζε ζπλδπαζκό ή όιεο 

καδί (δεκηνπξγώληαο έηζη ην DNA, ΓCys/pCIN4 πνπ θσδηθνπνηεί ην 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα ΓCys). Αθόκε κεηαιιάμακε ην ακηλνμύ ηζηηδίλε ηεο 

ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ζε αιαλίλε (His199A) θαζώο θαη ηε Lys250 ηεο 

ηέηαξηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ζε αιαλίλε, αξγηλίλε, ε γινπηακηθό νμύ. 

Δπίζεο, κεηαιιάμακε, ρξεζηκνπνηώληαο σο εθκαγείν ην πιαζκηδηαθό 

ΓCys/pCIN4, ηα ακηλνμέα ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ CRF1 ζε 

θπζηεΐλεο, έλα ηελ θάζε θνξά, δεκηνπξγώληαο κε ηνλ ηξόπν απηό ηηο κεηαιιάμεηο 

189C, 190C, 191C, 192C, 193C, 194C, 195C, 196C, 197C, 198C, 199C, 200C, 

201C, 202C, 203C, 204C, 205C, 206C, 207C, 208C, 209C, 210C, 212C, 213C 

θαη 214C. Απηό επηηεύρζεθε κε ηε κέζνδν ηεο κεηαιιαμηγέλεζεο θαηεπζπλόκελεο 

ζέζεο κε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) (PCR site-directed 

mutagenesis) θαη αληηθαζηζηώληαο ηα λνπθιενηίδηα εθείλα πνπ θσδηθνπνηνύζαλην 

εθάζηνηε ακηλνμύ X, κε εθείλα πνπ θσδηθνπνηνύζαληελ αιαλίλε (Ala) ηε θπζηεΐλε 

(Cys) ηε ζεξίλε (Ser), ηελ αξγηλίλε (Arg), ή ην γινπηακηθό νμύ (Glu). ηε ζπλέρεηα 

ρξεζηκνπνηώληαο ηερληθέο κνξηαθήο βηνινγίαο, όπσο ειεθηξνθόξεζε ηνπ DNA 

ζε πήθησκα αγαξόδεο, απνκόλσζή ηνπ από ην πήθησκα, ελδπκηθή πέςε, 

ζπξξαθή ηνπ, κεηαζρεκαηηζκόο ηνπ ζε βαθηήξηα E. coli, DH-10b, θαη 

απνκόλσζή ηνπ από ηα ελ ιόγσ βαθηήξηα, δεκηνπξγήζακε ην πιαζκηδηαθό DNA 

CRF1/pCΗΝ4 πνπ θέξεη ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε ε νπνία παξάιιεια είρε 

αθαηξέζεη ή πξνζζέζεη κηα ζέζε ελδπκηθήο πέςεο  (CRF1-mutant/ pCΗΝ4). 
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2.5.2 Μεηαιιαμηγέλεζε θαηεπζπλόκελεο ζέζεο κε αιπζηδσηή αληίδξαζε 

πνιπκεξάζεο (PCR - Site Directed Mutagenesis) 

 

Ζ κέζνδνο ηεο κεηαιιαμηγέλεζεο θαηεπζπλόκελεο ζέζεο κε αιπζηδσηή 

αληίδξαζε πνιπκεξάζεο αλαπηύρζεθε από ην Michael Smith (Nobel Prize in 

Chemistry 1993) θαη απνηειεί κηα επξέσο ρξεζηκνπνηνύκελε κέζνδν γηα ηε 

κειέηε ηεο δνκήο θαη  ιεηηνπξγίαο ησλ πξσηετλώλ. Με ηε κέζνδν απηή 

κεηαιιάμακε ηα λνπθιενηίδηα ηνπ DNA, πνπ θσδηθνπνηνύζαλ ηα επηζπκεηά 

ακηλνμέα ηνπ CRF1 ζε άιια ρξεζηκνπνηώληαο ηελ ηερληθή ηεο Αιπζηδσηήο 

Αληίδξαζεο Πνιπκεξάζεο (PCR) (Kary Mullis, Nobel Prize in Chemistry 1993) 

έρνληαο σο εθκαγείν  ην πιαζκηδηαθό DNA πνπ θσδηθνπνηνύζε  ηνλ CRF1/pCΗΝ4 

ή ην ΓCys/pCΗΝ4 θαη θαηάιιεια ζρεδηαζκέλα νιηγνλνπθιενηίδηα πνπ ρξεζίκεπαλ 

σο εθθηλεηέο, εθ ησλ νπνίσλ νη δπν είλαη ζπκπιεξσκαηηθνί κεηαμύ ηνπο θαη 

πεξηείραλ ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε (εθθηλεηέο κεηάιιαμεο).  

Σν ζεκαληηθόηεξν βήκα ζε απηήλ ηε δηαδηθαζία ήηαλ ν ζρεδηαζκόο ησλ 

εθθηλεηώλ ηεο  κεηάιιαμεο  έηζη ώζηε ν εθθηλεηήο θαη ην εθκαγείν (πιαζκηδηαθό 

DNA CRF1/pCΗΝ4)  λα πβξηδνπνηνύληαλ ζε ηθαλνπνηεηηθό βαζκό. Έηζη επηηύρακε 

ηελ έλαξμε ηεο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο παξά ηελ ύπαξμε ησλ λνπθιενηηδίσλ 

ηεο κεηάιιαμεο πνπ δελ ήηαλ ζπκπιεξσκαηηθά εθείλσλ ηνπ εθκαγείνπ. Γηα ην 

ζθνπό απηό θαηά ην ζρεδηαζκό ησλ εθθηλεηώλ πνπ πεξηείραλ ηε κεηάιιαμε 

ιάβακε ππόςε καο ηα παξαθάησ:  

 ηα λνπθιενηίδηα πνπ θσδηθνπνηνύζαλ ηε κεηάιιαμε έπξεπε λα 

βξίζθνληαλ ζην κέζν ηνπ εθθηλεηή 

 Σα 3‟ άθξα ηνπ θάζε εθθηλεηή έπξεπε λα είραλ ηηο βάζεηο G ή C  

 ην πνζνζηό ησλ βάζεσλ GC ζε θάζε εθθηλεηή έπξεπε λα 

πξνζέγγηδε όζν ην δπλαηόλ πεξηζζόηεξν ην 50% ησλ λνπθιενηηδίσλ 

ηνπ εθθηλεηή 

Δπίζεο ιήθζεθαλ ππόςε θαη άιιεο παξάκεηξνη όπσο ζπγθεθξηκέλε 

ζεξκνθξαζία ηήμεο (Σm), απνπζία hairpin loops, παιίλδξνκσλ αιιεινπρηώλ, 

νιηγνπλνθιενηηδίσλ κε ηελ ίδηα βάζε ηνπνζεηεκέλε πνιιέο θνξέο ζηε ζεηξά θ.α.  
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Τλικά - ζςζκεςέρ  

 

Έλδπκν πνιπκεξάζεο: pfu DNA polymerase (Fermentas, USA). 

Μίγκα νιηγνλνπθιενηηδίσλ: dNTPs ζε ζπγθέληξσζε 2,5 mM (Fermentas, USA). 

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο: pfu buffer 10X 

(Fermentas, USA). 

Γείθηεο γλσζηνύ κνξηαθνύ βάξνπο: (Fermentas, USA) θαη (New England Biolabs, 

Inc., USA). 

Απηόκαηνο Θεξκηθόο Κπθινπνηεηήο PCR (Perkin Elmer PCR System 2400, 

USA). 

πζθεπή νξηδόληηαο ειεθηνθόξεζεο Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). 

Δθθηλεηέο από ηηο εμήο εηαηξείεο: 

VBC-GENOMICS BIOSCIENCE Research GmbH, Austria. 

Initrogen, USA. 

VH Bio  Ltd, UK. 

Ηλζηηηνύην Μνξηαθήο Βηνινγίαο & Βηνηερλνινγίαο 

 

Eθθηλεηέο (primers): 

Sense pcDNA4 - 800: 5‟ - GGCGTGTACGGTGGGAGG - 3‟ 

Sense 908: 5‟ - GGATCGATATCTGC - 3‟ 

Αntisense CRF1-end: 5‟ - CTAGTGGATCCCTACACTGCTGTGGAC - 3‟ 

Antisense PAN4: 5‟- GCAGACAGCGAATTAATTCCAGC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε K250A 

Sense K250A: 5‟- CTGGGCCATTGGTGCGCTGTACTAC -3‟ 

Antisense K250A: 5‟- GTAGTACAGCGCACCAATGGCCCAG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε L251A 

Sense L251A: 5‟- CATTGGGAAGGCGTACTACGAC -3‟ 

Antisense L251A: 5‟- GTCGTAGTACGCCTTCCCAATG -3‟ 
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Γηα ηε κεηάιιαμε Y252A 

Sense Y252A: 5‟- CATTGGGAAGCTTGCCTACGACAATG -3‟ 

Antisense Y252A: 5‟- CATTGTCGTAGGCAAGCTTCCCAATG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε Y253A 

Sense Y253A: 5‟- GAAGCTGTACGCGGACAATGAGAAG -3‟ 

Antisense Y253A: 5‟- CTTCTCATTGTCCGCGTACAGCTTC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε D254A 

Sense D254A: 5‟- GCTGTACTACGCGAATGAGAAG -3‟ 

Antisense D254A: 5‟- CTTCTCATTCGCGTAGTACAGC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε N255A 

Sense N255A: 5‟- GTACTACGACGCCGAGAAGTGCTG -3‟ 

Antisense N255A: 5‟- CAGCACTTCTCGGCGTCGTAGTAC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε E256A 

Sense E256A: 5‟- CTACGACAATGCTAAGTGCTGG -3‟ 

Antisense E256A: 5‟- CCAGCACTTAGCATTGTCGTAG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε K257A 

Sense K257A: 5‟- CGACAATGAGGCATGCTGGTTTG -3‟ 

Antisense K257A: 5‟- CAAACCAGCATGCCTCATTGTCG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε W259A 

Sense W259A: 5‟- GAGAAGTGCGCATTTGGCAAAAG -3‟ 

Antisense W259A: 5‟- CTTTTGCCAAATGCGCACTTCTC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε F260A 

Sense F260A: 5‟- GAAGTGCTGGGCTGGCAAAAGGC -3‟ 

Antisense F260A: 5‟- GCCTTTTGCCAGCCCAGCACTTC -3‟ 
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Γηα ηε κεηάιιαμε G261A 

Sense G261A: 5‟- GTGCTGGTTTGCGAAGAGGCCTGGGGTG -3‟ 

Antisense G261A: 5‟- CACCCCAGGCCTCTTCGCAAACCAGCAC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε K262A 

Sense K262A: 5‟- GCTGGTTTGGTGCTAGGCCTGGGGTG -3‟ 

Antisense K262A: 5‟- CACCCCAGGCCTAGCACCAAACCAGC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε R263A 

Sense R263A: 5‟- GTTTGGCAAAGCTCCTGGGGTGTAC -3‟ 

Antisense R263A: 5‟- GTACACCCCAGGAGCTTTGCCAAAC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε P264A 

Sense P264A: 5‟- GTTTGGCAAAAGGGCTGGGGTGTAC -3‟ 

Antisense P264A: 5‟- GTACACCCCAGCCCTTTTGCCAAAC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε G265A 

Sense G265A: 5‟- CAAAAGGCCTGCAGTATACACCGACTAC -3‟ 

Antisense G265A: 5‟- GTAGTCGGTGTATACTGCAGGCCTTTTG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε V266A 

Sense V266A: 5‟- CAAAAGGCCTGGGGCGTACACCGAC -3‟ 

Antisense V266A: 5‟- GTCGGTGTACGCCCCAGGCCTTTTG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε Y267A 

Sense Y267A: 5‟- GGCCTGGGGTAGCCACCGACTAC -3‟ 

Antisense Y267A: 5‟- GTAGTCGGTGGCTACCCCAGGCC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε T268A 

Sense T268A: 5‟- CTGGGGTGTACGCCGACTACATC -3‟ 

Antisense T268A: 5‟- GATGTAGTCGGCGTACACCCCAG -3‟ 
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Γηα ηε κεηάιιαμε D269A 

Sense D269A: 5‟- CTGGGGTGTATACCGCCTACATCTAC -3‟ 

Antisense D269A: 5΄- GTAGATGTAGGCGGTATACACCCCAG -3΄ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε Y270A 

Sense Y270A: 5‟- GTACACCGACGCGATCTACCAGGGCCCC -3‟ 

Antisense Y270A: 5‟- GGGGCCCTGGTAGATCGCGTCGGTGTAC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε I271A 

Sense I271A: 5‟- CACCGACTACGCGTACCAGGGCCCC -3‟ 

Antisense I271A: 5‟- GGGGCCCTGGTACGCGTAGTCGGTG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε Y272A 

Sense Y272A: 5‟- CCGACTACATCGCGCAAGGCCCCATG -3‟ 

Antisense Y272A: 5‟- CATGGGGCCTTGCGCGATGTAGTCGG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε Q273A 

Sense Q273A: 5‟- CTACATCTACGCGGGACCCATGATCCTGG -3‟ 

Antisense Q273A: 5‟- CCAGGATCATGGGTCCCGCGTAGATGTAG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε G274A 

Sense G274A: 5‟- CATCTACCAGGCTCCCATGATCC -3‟ 

Antisense G274A: 5‟- GGATCATGGGAGCCTGGTAGATG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε P275A 

Sense P275A: 5‟- CTACATCTACCAAGGCGCTATGATCCTGG -3‟ 

Antisense P275A: 5‟- CCAGGATCATAGCGCCTTGGTAGATGTAG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε W259A/F260A 

Sense W259A/F260A: 5‟- CAATGAGAAGTGTGCAGCTGGCAAAAGGC -3‟ 

Antisense W259A/F260A: 5‟- GCCTTTTGCCAGCTGCACACTTCTCATTG -3‟ 
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Γηα ηε κεηάιιαμε K250R 

Sense K250R: 5‟- GGCCATTGGGCGTCTGTACTACG -3‟ 

Antisense K250R: 5‟- CGTAGTACAGACGCCCAATGGCC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε K250E 

Sense K250E: 5‟- GGGCCATTGGTGAGTTGTACTACGAC -3‟ 

Antisense K250E: 5‟- GTCGTAGTACAACTCACCAATGGCCC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε C128S 

Sense C128S: 5‟- CTACCTGGGACACAGTATCTCCCTGGTGG -3‟ 

Antisense C128S: 5‟- CCAGGGAGATACTGTGTCCCAGGTAGTTG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε C150S 

Sense C150S: 5‟- GAGCATCCGGAGCCTGCGAAAC -3‟ 

Antisense C150S: 5‟- GTTTCGCAGGCTCCGGATGCTC -3‟      

                       

Γηα ηε κεηάιιαμε C211S 

Sense C211S: 5‟- CGGCGAGGGATCCTACCTGCACA -3‟ 

Antisense C211S: 5‟- TGCAGGTAGGATCCCTCGCCGAAC -3‟ 

                               

Γηα ηε κεηάιιαμε C233S 

Sense C233S: 5‟- GGATGTTCATATCGATTGGCTGGG -3‟ 

Antisense C233S: 5‟- CCCAGCCAATCGATATGAACATCC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε C364S 

Sense C364S: 5‟- GTGTTCTACAGCTTCCTTAATAGTGAGG -3‟ 

Antisense C364S: 5‟- CTCACTATTAAGGAAGCTGTAGAACAC -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 189C 

Sense R189Cys: 5‟- GGGCTGGTGCTGTTTGGTGACAG -3‟ 

Antisense R189Cys: 5‟- CTGTCACCAAACAGCACCAGCCC -3‟ 
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Γηα ηε κεηάιιαμε 190C 

Sense L190Cys: 5‟- CTGGTGCAGGTGTGTCACGGCCGCCTACAAC -3‟ 

Antisense L190Cys: 5‟- GTTGTAGGCGGCCGTGACACACCTGCACCAG -3‟ 

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 191C 

Sense V191Cys: 5‟- GTGCAGGTTGTGTACAGCCGCCTAC -3‟ 

Antisense V191Cys: 5‟- GTAGGCGGCTGTACACAACCTGCAC -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 192C 

Sense T192Cys: 5‟- CAGGTTGGTGTGTGCCGCGTACAACTACTTC -3‟ 

Antisense T192Cys: 5‟- GAAGTAGTTGTACGCGGCACACACCAACCTG -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 193C 

Sense A193Cys: 5‟- GTTGGTGACATGCGCCTATAACTACTTCC -3‟ 

Antisense A193Cys: 5‟- GGAAGTAGTTATAGGCGCATGTCACCAAC -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 194C 

Sense A194Cys: 5‟- GGTGACAGCCTGCTATAACTACTTCC -3‟ 

Antisense A194Cys: 5‟- GGAAGTAGTTATAGCAGGCTGTCACC -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 195C 

Sense Y195Cys: 5‟- GACAGCCGCATGTAACTACTTCC -3‟ 

Antisense Y195Cys: 5‟- GGAAGTAGTTACATGCGGCTGTC -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 196C 

Sense N196Cys: 5‟- GTGACAGCCGCGTACTGTTACTTCCATG -3‟ 

Antisense N196Cys: 5‟- CATGGAAGTAACAGTACGCGGCTGTCAC -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 197C 

Sense Y197Cys: 5‟- CCGCCTACAATTGCTTCCATGTG -3‟ 

Antisense Y197Cys: 5‟- CACATGGAAGCAATTGTAGGCGG -3‟  
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Γηα ηε κεηάιιαμε 198C 

Sense F198Cys: 5‟- CTACAACTACTGCCACGTGACCAACTTC -3‟ 

Antisense F198Cys: 5‟- GAAGTTGGTCACGTGGCAGTAGTTGTAG -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 199C 

Sense H199Cys: 5‟- CAACTACTTCTGTGTGACGAACTTCTTCTGG -3‟ 

Antisense H199Cys: 5‟- CCAGAAGAAGTTCGTCACACAGAAGTAGTTG -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 200C 

Sense V200Cys: 5‟- CTACTTCCATTGCACCAACTTCTTC -3‟ 

Antisense V200Cys: 5‟- GAAGAAGTTGGTGCAATGGAAGTAG -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 201C 

Sense T201Cys: 5‟- CAACTACTTCCACGTGTGCAACTTCTTC -3‟ 

Antisense T201Cys: 5‟- GAAGAAGTTGCACACGTGGAAGTAGTTG -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 202C 

Sense N202Cys: 5‟- CTTCCATGTGACATGCTTCTTCTGG -3‟ 

Antisense N202Cys: 5‟- CCAGAAGAAGCATGTCACATGGAAG -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 203C 

Sense F203Cys: 5‟- CATGTGACCAATTGCTTCTGGATG -3‟ 

Antisense F203Cys: 5‟- CGAACATCCAGAAGCAATTGGTCACATG -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 204C 

Sense F204Cys: 5‟- CTTCCATGTGACGAATTTCTGCTGGATGTTC -3‟ 

Antisense F204Cys: 5‟- GAACATCCAGCAGAAATTCGTCACATGGAAG -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε 205C 

Sense W205Cys: 5‟- CAACTTCTTCTGCATGTTCGGCG -3‟ 

Antisense W205Cys: 5‟- CGCCGAACATGCAGAAGAAGTTG -3‟  
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Γηα ηε κεηάιιαμε 206C 

Sense M206Cys: 5‟- CCATGTGACGAATTTCTTCTGGTGCTTCGGCGAGG -3‟ 

Antisense M206Cys: 5‟- CCTCGCCGAAGCACCAGAAGAAATTCGTCACATGG -3‟  

 

Γηα ηε κεηάιιαμε H199A 

Sense H199A: 5‟- CAACTACTTCGCGGTGACCAACTTG -3‟ 

Antisense H199A: 5‟- GAAGTTGGTCACCGCGAAGTAGTTG -3‟ 

 

 

 

Οη sense θαη νη antisense εθθηλεηέο πνπ πεξηείραλ ηελ εθάζηνηε κεηάιιαμε 

ήηαλ ζπκπιεξσκαηηθνί κεηαμύ ηνπο. Αλαιπηηθόηεξα, ε επηζπκεηή κεηάιιαμε 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε δύν δηαδνρηθέο θάζεηο. ηε πξώηε θάζε έγηλαλ γηα θάζε 

κεηάιιαμε δύν αληηδξάζεηο PCR, ε PCR 1 θαη ε PCR 2, ζηηο νπνίεο 

ρξεζηκνπνηήζεθε σο εθκαγείν ην πιαζκηδηαθό DNA CRF1/pCIN4 ή ΓCys/pCΗΝ4 

γηα ηελ εθάζηνηε κεηάιιαμε, όπσο αλαθέξζεθε παξαπάλσ. Γηα ηελ επηκήθπλζε 

ηεο αιπζίδαο ηνπ DNA ρξεζηκνπνηήζεθε ε πνιπκεξάζε pfu θαη κείγκα ησλ 

λνπθιενηηδίσλ (dNTPs), dTTP, dATP, dCTP, dGTP ζε ζπγθέληξσζε 2,5 mM ην 

θαζέλα.  

ηελ αληίδξαζε PCR 1 ρξεζηκνπνηήζεθαλ ν εθθηλεηήο sense pcDNA4-800 

θαη ν antisense εθθηλεηήο (A - X) πνπ θσδηθνπνηνύζε ηα ακηλνμέα ηεο 

κεηάιιαμεο. Σν πξντόλ ηεο αληίδξαζεο PCR 1 αλακελόηαλ λα ήηαλ έλα ηκήκα 

DNA ηνπ CRF1, άγξηνπ ηύπνπ ή  ΓCys, πνπ πεξηείρε (ζην έλα άθξν ηνπ) ηα 

λνπθιενηίδηα ηεο επηζπκεηήο κεηάιιαμεο θαη ην νπνίν είρε κήθνο πεξίπνπ 900 

βάζεσλ όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 2. 
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PCR 1 θάζεο 1 

 

                           Sense εθθηλεηήο pCDNA4-800  

 CRF /pCΗΝ4             

ή ΓCys/pCΗΝ4                                                                                   

           Antisense εθθηλεηήο (Α-Υ)  

πνπ θέξεη ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε 

 

 

Πξντόλ  PCR 1 

 

 

Δικόνα 2. Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο PCR 1 θάζεο 1. 

 

 

 

 

ηελ αληίδξαζε PCR 2 ρξεζηκνπνηήζεθαλ ν εθθηλεηήο antisense CRF1-

end θαη ν εθθηλεηήο sense (S-X) πνπ θσδηθνπνηνύζε ηα ακηλνμέα ηεο κεηάιιαμεο 

θαη ήηαλ ζπκπιεξσκαηηθόο ηνπ antisense εθθηλεηή  (Α-Υ). Σν πξντόλ ηνπ 

δείγκαηνο PCR 2 αλακελόηαλ λα είλαη έλα ηκήκα ηνπ DNA ηνπ CRF1 άγξηνπ 

ηύπνπ ή ΓCys πνπ πεξηέρεη (ζην έλα άθξν ηνπ) ηα λνπθιενηίδηα ηεο  επηζπκεηήο 

κεηάιιαμεο θαη ην νπνίν έρεη κήθνο πεξίπνπ 500 βάζεσλ όπσο θαίλεηαη ζηελ 

παξαθάησ εηθόλα. 
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PCR 2 θάζεο 1 

 

                Sense εθθηλεηήο (S-Υ) πνπ θέξεη  

                ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε 

 

 CRF1/pCΗΝ4 

ή ΓCys/pCΗΝ4                                                                                  

           Antisense εθθηλεηήο CRF1 - end 

 

 

 

 

 

 

Πξντόλ PCR 2 

 

Δικόνα 3.  Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο PCR 2 θάζεο 1. 
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Σα δηαιύκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αιπζηδσηή αληίδξαζε 

πνιπκεξάζεο γηα ηα δείγκαηα PCR 1 θαη PCR 2 ηεο 1εο Φάζεο ήηαλ ηα εμήο δύν:   

 

 
Γηάιπκα αληίδξαζεο 

PCR 1 

Γηάιπκα αληίδξαζεο 

PCR 2 

Sense εθθηλεηήο 

pCDNA4-800 

(15 pmol/κl) 

1,5 κl - 

Sense εθθηλεηήο 

(S - X) 

(15 pmol/κl) 

- 1,5 κl 

Antisense εθθηλεηήο 

CRF1 - end 

(15 pmol/κl) 

- 1,5 κl 

Antisense εθθηλεηήο 

(A - X) 

(15 pmol/κl) 

1,5 κl - 

Γηάιπκα A 42 κl 42 κl 

Σειηθόο όγθνο αλά 

δείγκα 
45 κl 45 κl 

 

 

Γηάιπκα A 

(όγθνο/tube) 

DNA πνπ θσδηθνπνηνύζε  ηνλ hCRF1 - 

WT/pCIN4 ή ΓCys/pCΗΝ4  

( 100 ng/κl) 

0,5 κl 

dNTPs 2,5 mM αλά λνπθιενηίδην 4 κl 

 

pfu buffer 10x 4,5 κl 

H2O 33 κl 

Σειηθόο όγθνο αλά δείγκα 42 κl  
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Μεηά ηελ παξαζθεπή ησλ παξαπάλσ δηαιπκάησλ θαη ηελ θαηάιιειε 

αλάκημε ηνπο απηά ζεξκάλζεθαλ γηα 2 ιεπηά ζηνπο 100oC ζε ζεξκηθό 

θπθινπνηεηή PCR. ηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθαλ ζε θάζε δείγκα 5 κl δηαιύκαηνο B 

ώζηε ν ηειηθόο όγθνο ζε θάζε δηάιπκα λα είλαη 50 κl. 

 

 

Έπεηηα ηα δηαιύκαηα επσάζηεθαλ ζε ηξεηο δηαδνρηθέο ζεξκνθξαζίεο (πνπ 

απνηεινύλ έλα θύθιν ηεο PCR) : απνδηάηαμε ηνπ DNA ζηνπο 97oC γηα 1 ιεπηό, 

επώαζε ηνπ DNA ζηνπο 55oC γηα 3 ιεπηά γηα ηελ επηθόιιεζε ησλ εθθηλεηώλ ζηα 

ζπκπιεξσκαηηθά θνκκάηηα ηνπ DNA θαη πνιπκεξηζκόο θαη ζύλζεζε ηεο 

αιιεινπρίαο DNA ζηνπο 72oC γηα 15 ιεπηά ηεο ώξαο. Ζ αληίδξαζε 

νινθιεξώζεθε κεηά από 30-35 θύθινπο.  Μεηά ην ηέινο ησλ 30-35 θύθισλ ηα 

δηαιύκαηα επσάζηεθαλ γηα άιια 10 ιεπηά ηεο ώξαο ζηνπο 72 oC.  

ηε ζπλέρεηα ηα ηεκάρηα ηνπ DNA ηνπ CRF1 πνπ πξνήιζαλ από ηηο 

αληηδξάζεηο PCR 1 (πεξίπνπ 900 βάζεσλ) θαη PCR 2 (πεξίπνπ 500 βάζεσλ) 

δηαρσξίζηεθαλ κε ειεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο, απνκνλώζεθαλ 

(όπσο πεξηγξάθεηαη παξαθάησ) θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζαλ εθκαγεία γηα ηελ 

αληίδξαζε PCR ηεο δεύηεξεο θάζεο κε ζθνπό ηε ιήςε ελόο πξντόληνο κήθνπο 

πεξίπνπ 1400 βάζεσλ πνπ απνηεινύζε επίζεο ηκήκα ηνπ CRF1/pCΗΝ4 ή ηνπ 

ΓCys/pCΗΝ4 θαη πεξηείρε ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε (Δηθόλα 4). ηελ PCR 

αληίδξαζε απηή, ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζαλ εθθηλεηέο ηα νιηγνλνπθιενηίδηα Sense 

pCDNA4-800 θαη Αntisense CRF1-end. Ζ εθάζηνηε κεηάιιαμε αλακελόηαλ λα 

ππάξρεη ζην κέζν πεξίπνπ ηνπ DNA απηνύ θαη ηελ νπνία ζα έπξεπε λα 

πεξηβάιινπλ δύν ζέζεηο πέςεο ζπγθεθξηκέλσλ ελδύκσλ πεξηνξηζκνύ (XagI θαη 

AgeI) όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 4. Σα  έλδπκα απηά όπσο πεξηγξάθεηαη 

παξαθάησ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ  ππνθισλνπνίεζε ηνπ ηκήκαηνο  ηνπ DNA 

Γηάιπκα B 

(όγθνο/tube) 

H2O 4,2 κl 

pfu buffer 10x 0,5 κl 

 
pfu polymerase 0,3 κl 

Σειηθόο όγθνο αλά δείγκα 5 κl  
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ηνπ CRF1 πνπ πεξηείρε ηελ εθάζηνηε κεηάιιαμε ζην πιαζκηδηθό DNA 

CRF1/pCΗΝ4 ή ΓCys/pCΗΝ4. 

 

PCR θάζεο 2 

 

Sense εθθηλεηήο pCDNA4-800 

 

                                                     Αntisense εθθηλεηήο CRF1 - end 

 

 

              

 

 

                                                          

 

Πξντόλ PCR  

2εο ΦΑΖ                                                     

 επηζπκεηή κεηάιιαμε 

   Θέζε πεξηνξηζκνύ                             Θέζε  πεξηνξηζκνύ  

                                        XagI                                                              AgeI                                    

                      

Δικόνα 4.  Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο θάζεο 2 

 

2.5.3 Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 

 

Τλικά-ςζκεςέρ 

 

Γηάιπκα ΣΑΔ 50X (242 g Tris base, 57,1 ml glacial acetic acid 37,2 

Na2EDTA·2H2O ζε H2O).  

Αγαξόδε (Invitrogen, USA). 

Βξσκηνύρν αηζίδην, C21H20BrN3 (Fluka, Switzerland). 
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Υξσζηηθή, 6X Gel Loading Dye (Fermentas, USA) 

Γείθηεο γλσζηνύ κνξηαθνύ βάξνπο: (Fermentas, USA) θαη (New England Biolabs, 

Inc., USA). 

πζθεπή νξηδόληηαο ειεθηνθόξεζεο Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). 

 

Μέθοδορ 

 

Καηά ηελ ειεθηξνθόξεζε, ην πήθησκα ηεο αγαξόδεο επηηξέπεη ζηα 

κηθξόηεξνπ κνξηαθνύ βάξνπο DNA λα θηλεζνύλ γξεγνξόηεξα θαη λα δηαλύζνπλ 

κεγαιύηεξε απόζηαζε κέζα ζην πήθησκα απ‟ όηη ηα κεγαιύηεξα.  

Γηα ηελ πξνεηνηκαζία πεθηώκαηνο αγαξόδεο πεξηεθηηθόηεηαο 1%, δηαιύζεθε 

1 gr αγαξόδεο ζε 100 ml δηαιύκαηνο ΣΑΔ (Tris-acetate) [242 gr Tris-Base, 57,1 

ml glacial acetic acid, 18,6 gr EDTA (pH 8,0)] αξαίσζεο 1:50  µε ζέξµαλζε θαη 

ππό ζπλερή αλάδεπζε. Σν δηάιπµα ςύρζεθε µέρξη ηνπο 50νC θαη αθνινύζσο 

πξνζηέζεθαλ ζε απηό 5 µl βξσµηνύρνπ αηζηδίνπ (10 mg/ml). Σν βξσµηνύρν 

αηζίδην (EtBr) ρξεζίκεπε γηα λα παξαηεξήζνπκε ην DNA πνπ ειεθηξνθνξήζεθε 

ζην πήθησκα αγαξόδεο όηαλ απηό είρε εθηεζεί ζε ππεξηώδε αθηηλνβνιία (UV), 

γηαηί ην EtBr πξνζδέλεηαη παξεκβαιιόκελν ζηηο 2 αιπζίδεο ηνπ DNA 

δεκηνπξγώληαο κε απηόλ ηνλ ηξόπν ην θζνξίδνλ ζύκπινθν EtBr/DNA.  

Σν δηάιπκα αγαξόδεο ηνπνζεηήζεθε ζην δηζθίν ηεο ζπζθεπήο 

ειεθηξνθόξεζεο θαη αθέζεθε λα πήμεη, ελώ δεκηνπξγήζεθαλ εζνρέο (πεγάδηα) 

κε ηε βνήζεηα εηδηθνύ θηελίνπ.  Μεηά ηελ πήμε ηνπ πεθηώκαηνο απηό 

ηνπνζεηήζεθε ζηε ζπζθεπή ειεθηξνθόξεζεο ζηελ νπνία ππήξρε ξπζκηζηηθό 

δηάιπκα ΣΑΔ 50Υ, αξαίσζεο 1:50. Σαπηόρξνλα ζηα δηαιύκαηα πνπ πεξηείραλ ηα 

δείγκαηα DNA θαη ήηαλ πξντόληα πέςεο ή πξνηόληα ησλ αληηδξάζεσλ PCR, 

πξνζηέζεθαλ 4 κl 6X ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο (40% γιπθεξόιε, 0,25% 

Bromophenol Blue, 0,25% Xylene Cyanol FF). ηε ζπλέρεηα ηα δείγκαηα DNA 

ηνπνζεηήζεθαλ ζηα πεγάδηα ηνπ πεθηώκαηνο θαη ειεθηξνθνξήζεθαλ θάησ από 

ειεθηξηθή ηάζε 130 V γηα 40 πεξίπνπ ιεπηά. Παξάιιεια ειεθηξνθνξήζεθε θαη 

δείγκα DNA πνπ πεξηείρε δηάθνξα ηκήκαηα γλσζηώλ κνξηαθώλ κεγεζώλ κε 

ζθνπό ηνλ ππνινγηζκό ηνπ µνξηαθνύ κεγέζνπο ησλ ειεθηξνθνξεζέλησλ DNA. 
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2.5.4 Πέςε DNA κε έλδπκα πεξηνξηζκνύ 

 

Σα έλδπκα πεξηνξηζκνύ έρνπλ ηελ ηδηόηεηα λα αλαγλσξίδνπλ κηα 

ζπγθεθξηκέλε θαη ζρεηηθά κηθξή αιιεινπρία DNA. Σα έλδπκα απηά πξνθαινύλ 

πέςε ηνπ DNA όηαλ επσαζηνύλ θάησ από ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο 

(ζεξκνθξαζία, ρξόλνο θαη ηνληθή ηζρύο ηνπ δηαιύκαηνο επώαζεο). 

Σα DNA πνπ ππνβιήζεθαλ ζε πέςε ήηαλ ηα πξντόληα ησλ PCR ηεο 2εο 

θάζεο πνπ πεξηείραλ ηηο επηζπκεηέο κεηαιιάμεηο θαη ήηαλ ηκήκαηα ηνπ CRF1, 

DNA κήθνπο πεξίπνπ 1400 βάζεσλ θαη πιαζκηδηαθό DNA CRF1/pCΗΝ4 ή 

ΓCys/pCΗΝ4, πεξίπνπ 6550 βάζεσλ. Σα έλδπκα πεξηνξηζκνύ  πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ πέςε ησλ DNA απηώλ ήηαλ ην XagI, πνπ αλαγλώξηδε 

ηελ αιιεινπρία 5‟-CCTNN^NNNAGG -3‟ θαη ην AgeI πνπ αλαγλώξηδε ηελ 

αιιεινπρία 5‟- A^CCGGT -3‟ (όπνπ ^ ζεκεία πέςεο). Ζ πέςε ηνπ πιαζκηδηαθνύ 

DNA CRF1/pCΗΝ4 ή ΓCys/pCΗΝ4, κε ηα έλδπκα απηά αλακελόηαλ λα δώζεη δύν 

ηεκάρηα DNA, έλα κηθξόηεξν κήθνπο πεξίπνπ 850 βάζεσλ θαη έλα κεγαιύηεξν 

κήθνπο  πεξίπνπ 5700 βάζεσλ (Δηθόλα 5). Ζ πέςε ηνπ πξντόληνο ηνπ PCR ηεο 

2εο θάζεο πνπ πεξηείρε ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε κε ηα παξαπάλσ έλδπκα, 

αλακελόηαλ λα δώζεη ηξία ηεκάρηα DNA, έλα κηθξόηεξν κήθνπο πεξίπνπ 100 

βάζεσλ, έλα κεγαιύηεξν κήθνπο πεξίπνπ 500 βάζεσλ θαη έλα αθόκα 

κεγαιύηεξν κήθνπο πεξίπνπ 850 βάζεσλ, εθ ησλ νπνίσλ ην ηειεπηαίν ήηαλ 

εθείλν πνπ έθεξε ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε (Δηθόλα 6).  
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                           Σεκάρην DNA                   Σεκάρην DNA  

            κνξηαθνύ κεγέζνπο ~5700 βάζεσλ               κνξηαθνύ κεγέζνπο ~850 βάζεσλ

  

  

        

  

                                                                      + 

 

 

 

Δικόνα 5. Πέςε πιαζκηδηαθνύ DNA CRF1/pCΗΝ4 ή ΓCys/pCΗΝ4 κε ηα έλδπκα 

XagI θαη AgeI. 

 

 

 

 

    

 

πλαζμιδιακό 

DNA CRF1 / 

pCΙΝ4 

πιαζκηδηαθό 
DNA 

CRF1/pCΗΝ4 
ή 

ΓCys/pCΗΝ4  

Θέζε πεξηνξηζκνύ XagI 

Θέζε πεξηνξηζκνύ AgeI      
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             Θέζε πεξηνξηζκνύ XagI                Θέζε πεξηνξηζκνύ AgeI   

 

        

                                                          

 

 

 

   

  Σεκάρην DNA                        Σεκάρην DNA                                   Σεκάρην DNA 

  ~500 βάζεσλ                        ~850 βάζεσλ                                  ~100 βάζεσλ 

 

                        

                          +     + 

               

 

Δικόνα 6.  Πέςε πξντόληνο ηεο αληίδξαζεο PCR ηεο 2εο θάζεο  (πνπ πεξηέρεη 

ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε) κε ηα έλδπκα XagI θαη AgeI. 

 

ηε ζπλέαρεηα ηα πξντόληα πέςεο - ηεκάρηα ησλ DNA δηαρσξίζηεθαλ κε 

ειεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο, θαη απνκνλώζεθαλ από απηό 

ρξεζηκνπνηώληαο ην kit Nucleospin Extract 2 ηεο Macherey-Nagel ζύκθσλα κε 

ην πξσηόθνιιν ηεο εηαηξείαο. 

 

2.5.5 πξξαθή ηεκαρίσλ DNA (ligation) 

 

Μεηά ηελ απνκόλσζή ηνπο από ην πήθησκα αγαξόδεο, ηα 

πξναλαθεξζέληα πξντόληα πέςεο - ηεκάρηα ησλ DNA  ζπξξάθηεθαλ (εηθόλα 7). 

πγθεθξηκέλα έγηλε ζπξξαθή ηνπ ηεκαρίνπ ηνπ DNA πνπ πξνήιζε από ην PCR 

ηεο 2εο θάζεο πνπ πεξηείρε ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε θαη είρε κνξηαθό κέγεζνο 

πεξίπνπ 850 βάζεσλ, κε ην ηεκάρην εθείλν ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA CRF1/pCIN4 
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(άγξηνπ ηύπνπ) ή ΓCys/pCΗΝ4 πνπ είρε κνξηαθό κέγεζνο πεξίπνπ 5700 βάζεσλ. 

Ζ αληίδξαζε ζπξξαθήο έιαβε ρώξα ζε ζεξκνθξαζία 16νC γηα 12 πεξίπνπ ώξεο. 

   

  Σεκάρην DNA                                          Σεκάρην DNA                                   

~850 βάζεσλ πνπ πεξηέρεη      ~5700 βάζεσλ 

ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε                                                                          

 

                        

                                        +      

               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 7.  πξξαθή ηεκαρίσλ DNA. 

 

 

 

 

 

 

    

 

πλαζμιδιακό 

DNA CRF1 / 

pCΙΝ4 

πιαζκηδηαθό 
DNA 

CRF1/pCΗΝ4 
ή 

ΓCys/pCΗΝ4  

Θέζε πεξηνξηζκνύ XagI 

Θέζε πεξηνξηζκνύ AgeI      

Δπηζπκεηή κεηάιιαμε 
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2.5.6 Μεηαζρεκαηηζκόο βαθηεξίσλ DH-10b E.coli κε ην πιαζκηδηαθό DNA 

πνπ έθεξε ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε  

Γηα ην κεηαζρεκαηηζκό βαθηεξίσλ κε ην πιαζκηδηαθό DNA ηνπ 

κεηαιιαγκέλνπ CRF1/pCIN4 ή ΓCys/pCΗΝ4 επηζηξώζακε βαθηήξηα DH-10B Δ. 

Coli. ζε ηξπβιία πνπ πεξηείραλ LB-άγαξ (10 g ηξππηόλε, 5 g εθρύιηζκα καγηάο, 5 

g NaCl, 15 g άγαξ θαη 1 ml 1 Ν NaOH αλά ιίηξν) καδί κε ην αληηβηνηηθό 

ακπηθηιιίλε ζε ζπγθέληξσζε 60 κg/ml. Μεηά από 16 ώξεο επώαζεο ζηνπο 37νC, 

έγηλε ιήςε ησλ απνηθηώλ θαη λέα επώαζε ησλ βαθηεξίσλ, όπσο αλαθέξεηαη 

ακέζσο παξαθάησ.  Ζ εκθάληζε απνηθηώλ βαθηεξίσλ ζε πεξηβάιινλ πνπ 

πεξηείρε ακπηθηιιίλε νθείινληαλ ζην γεγνλόο όηη ην πιαζκηδηαθό DNA, πνπ έθεξε 

ην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηνύζε ηνλ CRF1 ή ηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, 

πεξηείρε θαη έλα άιιν πνπ πξνζέδηδε αλζεθηηθόηεηα ζηα βαθηήξηα πνπ έθεξαλ ην 

πιαζκίδην απηό, ζην αληηβηνηηθό ακπηθηιιίλε.  

2.5.7 Πνιιαπιαζηαζκόο βαθηεξίσλ DH-10b E.coli 

Μεηά ηε ιήςε απνηθηώλ, ηα βαθηήξηα πνπ ππήξραλ ζε απηέο 

πνιιαπιαζηάζηεθαλ, κε επώαζε ηνπο ζε 9 ml LB (10 g ηξππηόλε, 5 g εθρύιηζκα 

καγηάο, 5 g NaCl θαη 1 ml 1 Ν NaOH αλά ιίηξν) πνπ πεξηείρε ην αληηβηνηηθό 

ακπηθηιιίλε ζε ζπγθέληξσζε 60 κg/ml, γηα 16 ώξεο θαη ζηνπο 37νC ππό ζπλερή 

αλάδεπζε (170 αλαδεύζεηο/ιεπηό). ην ηέινο ηεο επώαζεο έγηλε απνκόλσζε 

από ηα βαθηήξηα ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA, πνπ έθεξε ην γνλίδην πνπ 

θσδηθνπνηνύζε ηνλ CRF1 ή ηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, ρξεζηκνπνηώληαο ην 

kit Nucleospin Plasmid ηεο Macherey-Nagel (Germany) θαη αθνινπζώληαο ην 

πξσηόθνιιν ηεο εηαηξείαο.  

2.5.8 Σαπηνπνίεζε ηνπ DNA πνπ έθεξε ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε 

 

Ζ εμαθξίβσζε ηνπ αλ ην πιαζκηδηαθό DNA CRF1/pCIN4 ή ΓCys/pCΗΝ4 

έθεξε ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε επηηεύρζεθε αξρηθά κε ηε ρξήζε πεξηνξηζηηθώλ 

ελδύκσλ. Σα νιηγνπλεθινηίδηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ εηζαγσγή ηεο 
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επηζπκεηήο κεηάιιαμεο ζην DNA ηνπ άγξηνπ ηύπνπ CRF1 ή ηνπ ΓCys ήηαλ έηζη 

ηξνπνπνηεκέλα ώζηε λα αθαηξνύζαλ ή λα πξόζζεηαλ κηα ζέζε πέςεο γηα έλα 

ζπγθεθξηκέλν έλδπκν πεξηνξηζκνύ.  Έηζη ην πιαζκηδηαθό DNA CRF1/pCIN4 ή 

ΓCys/pCΗΝ4 πνπ έθεξε ηελ επηζπκεηή κεηάιιαμε κεηά ηελ πέςε ηνπ κε ην 

θαηάιιειν πεξηνξηζηηθό έλδπκν θαη ηελ ειεθηξνθόξεζή ηνπ ζε πήθησκα 

αγαξόδεο παξνπζίαδε, ζε ζρέζε κε ην κεηξηθό ηνπ δηαθνξέο, όζνλ αθνξά ηνλ 

αξηζκό θαη κέγεζνο ησλ ηεκαρίσλ DNA πνπ είραλ δεκηνπξγεζεί από ηελ πέςε κε 

ην ζπγθεθξηκέλν έλδπκν  

 

Πεξαηηέξσ επηβεβαίσζε ηεο εηζαγσγήο ηεο επηζπκεηήο κεηάιιαμεο ζην 

πιαζκηδηαθό DNA CRF1/pCIN4 επηηεύρζεθε κε αλάγλσζε ηεο λνπθιενηηδηθήο 

αιιεινπρίαο ηνπ, ρξεζηκνπνηώληαο ηνλ Genetic Analyser 3100 ηεο Applied 

Biosystems. 

 

2.5.9 Αλάιπζε αιιεινπρίαο (Sequencing) 

 

Τλικά – ζςζκεςέρ 

 

Δθθηλεηέο. 

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα Sequencing (Applied Biosystems, USA). 

Μίγκα Sequencing (Applied Biosystems, USA). 

Πιάθα 96 νπώλ (Applied Biosystems, USA). 

Φπγόθεληξνο (Eppendorf Centrifuge 5804R, Germany). 

PCR machine (Applied Biosystems, USA). 

Genetic Analyser 3100 (Applied Biosystems, USA). 

 

Μέθοδορ 

 

Σνπνζεηήζακε 2 κl από ην θάζε δείγκα πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ ζέιακε λα 

ειέγμνπκε, ζε θάζε νπή κηαο πιάθαο ησλ 96 νπώλ. Σα δείγκαηα ηνπ 
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πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ ζέιακε λα ειέγμνπκε, είραλ ζπγθέληξσζε 200 ng/κl. 

Δηνηκάζακε ην αθόινπζν κίγκα θαη πξνζζέζακε 5,5 κl ζε θάζε νπή 

 

2 κl Ζ2Ο 

1 κl εθθηλεηήο 

1,5 κl ξπζκηζηηθό δηάιπκα Sequence 

1 κl κίγκα Sequence (πεξηέρεη dNTPs, ddNTPs, έλδπκν πνιπκεξάζεο θαη Mg2+) 

 

ηε ζπλέρεηα, αθνινύζεζε ζε ζεξκηθό θπθινπνηεηή PCR αιπζηδσηή 

αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) κε ηα παξαθάησ ζηάδηα  

 

(1) 96νC γηα 1 ιεπηό 

(2) 96νC γηα 10 ιεπηά 

(3) 50νC γηα 5 ιεπηά 

(4) 60νC γηα 4 ιεπηά 

(5) 4νC κέρξη αθαίξεζεο  

 

ηα ζηάδηα (2), (3) θαη (4) έθαλαλ 25 θύθινπο θαη ε δηάξθεηα ήηαλ πεξίπνπ 2½ 

ώξεο. 

 

Αθνινύζεζε θπγνθέληξεζε ησλ δεηγκάησλ ζηα 1000 g γηα 1 ιεπηό ζηνπο 

4νC, πξνζζήθε αλά νπή 5 κl δηαιύκαηνο 125 mM EDTA pH 8 θαη 60 κl 

παγσκέλεο αηζαλόιεο 100%, αλάδεπζε ησλ δεηγκάησλ θαη απνζήθεπζε ζην 

ζθνηάδη γηα 15 ιεπηά. ηε ζπλέρεηα ε πιάθα ησλ 96 νπώλ θπγνθεληξήζεθε ζηα 

1650 g γηα 45 ιεπηά ζηνπο 4νC θαη κεηά ηελ αθαίξεζε ηνπ ππεξθείκελνπ, 

πξνζζέζακε 60 κl παγσκέλεο αηζαλόιεο (70%) ζε θάζε δείγκα. Σα δείγκαηα 

θπγνθεληξήζεθαλ ζηα 1650 g γηα 15 ιεπηά ζηνπο 4νC θαη κεηά ηελ αθαίξεζε ηνπ 

ππεξθείκελνπ πξνζηέζεθαλ 10 κl θνξκακίδεο ζε θάζε δείγκα. Μεηά από 1 

ιεπηνύ θπγνθέληξεζε ζηα 1000 g ζηνπο 4νC ε πιάθα ηνπνζεηήζεθε ζε ζεξκηθό 

θπθινπνηεηή PCR, όπνπ έγηλε απνδηάηαμε ηνπ DNA ησλ δεηγκάησλ κε ζέξκαλζε 

ζηνπο 95νC γηα 5 ιεπηά θαη ζηε ζπλέρεηα ςύμε ηνπο ζε 4νC. ηε ζπλέρεηα ηα 
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δείγκαηα θπγνθεληξήζεθαλ ζηα 1000 g γηα 1 ιεπηό ζηνπο 4νC θαη ηέινο 

αλαιύζεθαλ ζηνλ αλαιπηή Genetic Analyser 3100 ηεο Applied Biosystems. 

 

2.6 Φαξκαθνινγηθόο ραξαθηεξηζκόο ησλ ππνδνρέσλ  

 

Ο θαξκαθνινγηθόο ραξαθηεξηζκόο ησλ ππνδνρέσλ ηνπ CRF επηηεύρζεθε 

πξώηνλ κε ην πξνζδηνξηζκό ηεο ζπγγέλεηαο δέζκεπζεο κε ηελ νπνία δέζκεπαλ 

ηνλ CRF θαη αλάινγα ηνπ ζε κειέηεο ζπλαγσληζηηθήο δέζκεπζεο θαη δεύηεξνλ κε 

ην πξνζδηνξηζκό ηεο ηζρύνο κε ηελ νπνία δηάθνξα πεπηίδηα αγσληζηέο δηέγεηξαλ 

ηε παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνπο ππνδνρείο ηνπ 

CRF. 

 

2.6.1 Μειέηεο ζπλαγσληζηηθήο δέζκεπζεο 

 

Τλικά - ςζκεςέρ 

 

Θξεπηηθό πιηθό, DMEM/F12 (1:1): Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium (GIBCO-

BRL, Life Technologies, UK). 

Οξόο βνόο, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

Σξπςίλε, Trypsin/EDTA (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK).  

Υξσζηηθή Trypan Blue (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

Αιβνπµίλε νξνύ βνόο (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma, USA). 

Φπγόθεληξνο (Jouan CR422, France). 

Φπγόθεληξνο (Eppendorf Centrifuge 5415, Germany). 

Μηθξνζθόπην νξαηνύ θσηόο Olympus, Japan. 

Πιάθα αηµαηνθπηηαξνµεηξεηή Neubauer. 

Δπσαζηηθόο θιίβαλνο Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

Σξπβιία θαιιηεξγεηώλ (SARSTEDT, Germany). 

h/r CRF (Bachem, Germany). 

[125I]-Tyr0-ζνβαγίλε (2200 Ci (81.4 TBq)/mmol NEN Life Science Products, USA). 

Πνιπαηζπιεληκίλε, PEI (Merck, USA). 
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Οκνγελνπνηεηήο polytron (Janke & Kunkel IKA Ultra Turrax T25, Germany). 

σιελάξηα ηύπνπ eppendorf ρακειήο θαηαθξάηεζεο (low retention, Kisker, 

Germany). 

Τδαηόινπηξν (Salvis AG, Switzerland). 

πζθεπή δηήζεζεο Brandel Cell Harvester (USA). 

Φίιηξα ηλώλ πάινπ ΑΖ934 (Whatman International Ltd., England). 

σιελάξηα 3 ml (SARSTEDT, Germany). 

Μεηξεηήο γ - αθηηλνβνιίαο (LKB Wallac 1275 minigamma, Finland), απόδνζεο 

80%   

Απξνηηλίλε, Aprotinin (Sigma, USA). 

Βαθηηξαθίλε, Bacitracin (Sigma, USA). 

 

Γηάιπκα A 

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

4,3 mM Na2HPO4·2H2O 

1,47 mM KH2PO4 

2 mM EDTA 

pH 7,3 ζηνπο 37oC 

 

Γηάιπκα B 

20 mM HEPES 

10 mM MgCl2·6H20 

2 mM EGTA 

0,93 κg/ml απξνηηλίλε 

0,2 mg/ml βαθηηξαθίλε 

pH 7,1 ζηνπο 4oC 
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Γηάιπκα Γ 

20 mM HEPES 

10 mM MgCl2·6H20 

2 mM EGTA 

0,1% BSA 

0,93 κg/ml απξνηηλίλε 

0,2 mg/ml βαθηηξαθίλε 

pH 7,1 ζηνπο 20oC 

 

Γηάιπκα  Γ  

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

4,3 mM Na2HPO4·2H2O 

1,4 mM KH2PO4 

0,01% Triton X-100 

pH 7,1 ζηνπο 4oC 

 

Μέθοδορ 

 

 ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνπο ππνδνρείο ηνπ CRF 

θαιιηεξγήζεθαλ ζε ζξεπηηθό πιηθό όπσο αλαθέξζεθε παξαπάλσ θαη ε 

ππθλόηεηα εθείλσλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα πείξακα ήηαλ 100% πεξίπνπ.  

Μεηά ηελ αθαίξεζε ηνπ ζξεπηηθνύ πιηθνύ ηα θύηηαξα εθπιύζεθαλ πνιύ 

γξήγνξα κε ξπζκηζηηθό δηάιπκα A, απνθνιιήζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ ίδηνπ 

ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο, , κεηαθέξζεθαλ ζε ζσιελάξην ησλ 15 ml, θαη ηα 

θπηηαξηθά ελαησξήκαηα θπγνθεληξήζεθαλ ζε 1000 g γηα 5 ιεπηά θαη ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Σα θύηηαξα ηνπ ηδήκαηνο επαλαησξήζεθαλ ζε 1,5 ml 

ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο B θαη νκνγελνπνηήζεθαλ ζε νκνγελνπνηεηή Polytron γηα 

10-15 δεπηεξόιεπηα, ζηηο 20000 ζηξνθέο/ιεπηό ζηνπο 4νC. Σα κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα θπγνθεληξήζεθαλ ζε 16000 g γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4νC θαη ηα 

ηδήκαηα επαλαησξήζεθαλ ζε 1 ml ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο Γ, νκνγελνπνηήζεθαλ 
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όπσο παξαπάλσ θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζε θαηάιιειεο αξαηώζεηο γηα ηα 

πεηξάκαηα δέζκεπζεο. Όγθνο 50 κl από ηα αξαησκέλα κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα επσάζηεθε ζε ζσιελάξηα ηύπνπ eppendorf ρακειήο 

θαηαθξάηεζεο (low retention), καδί κε 150 κl δηαιύκαηνο πνπ πεξηείρε  25 - 45 

pM [125I]-Tyr0-ζνβαγίλεο, απνπζία (νιηθή δέζκεπζε) ή παξνπζία  απμαλνκέλσλ 

ζπγθεληξώζεσλ κε ξαδηνζεκαζκέλεο Tyr0-ζνβαγίλεο (πεηξάκαηα νκόινγεο 

ζπλαγσληζηηθήο δέζκεπζεο) ή κε ξαδηνζεκαζκέλσλ CRF ή ζπγγελώλ αλαιόγσλ 

ηνπ (πεηξάκαηα εηεξόινγεο ζπλαγσληζηηθήο δέζκεπζεο). Ζ κε εηδηθή δέζκεπζε 

πξνζδηνξίζηεθε παξνπζία πεξίζζεηαο κε ξαδηνζεκαζκέλεο ζνβαγίλεο (0,5-1 

κM). Σα δείγκαηα επσάζηεθαλ ζε ζεξκνθξαζία 20 - 22νC γηα 2 ώξεο κε ήπηα 

αλάδεπζε (30 αλαδεύζεηο/ιεπηό). Ο δηαρσξηζκόο ηεο δεζκεπκέλεο κε ηνλ 

ππνδνρέα από ηελ ειεύζεξε [125I]-Tyr0-ζνβαγίλε, έγηλε κε δηήζεζε κέζσ θίιηξσλ 

ηλώλ πάινπ ΑΖ934, ζε ζπζθεπή Brandel ππό θελό αέξνο. Σα θίιηξα είραλ 

πξνεγνπκέλσο επσαζηεί γηα κηα ώξα ζε δηάιπκα πνιπαηζπιεληκίλεο 0,3% ζηνπο 

4νC. Μεηά ην ηέινο ηεο δηήζεζεο ηα θίιηξα εθπιύζεθαλ ηξεηο θνξέο κε 1,5 ml (ηε 

θνξά) δηαιύκαηνο Γ θαη κεηξήζεθαλ ζε κεηξεηή γ - αθηηλνβνιίαο. Ζ πνζόηεηα 

ησλ κεκβξαλώλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ηέηνηα ώζηε ε εηδηθή δέζκεπζε λα 

ήηαλ ίζε ή κηθξόηεξε ηνπ 10% ηεο νιηθήο δέζκεπζεο. Ζ εηδηθή δέζκεπζε 

νξίζηεθε σο ε νιηθή κείνλ ηε κε εηδηθή δέζκεπζε. 

 

Σα απνηειέζκαηα ησλ πεηξακάησλ ζπλαγσληζηηθήο δέζκεπζεο 

αλαιύζεθαλ κε κε γξακκηθή αλάιπζε (nonlinear regression analysis),  

ρξεζηκνπνηώληαο ην ινγηζκηθό GraphPad Prism 4.0 θαη νη ηηκέο IC50 

ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ην κνληέιν ύπαξμεο ελόο πιεζπζκνύ ζέζεσλ 

δέζκεπζεο (one-site competition model). Οη ηηκέο KI  ππνινγίζηεθαλ από ηηο ηηκέο 

IC50 ησλ πεηξακάησλ εηεξόινγεο ζπλαγσληζηηθήο δέζκεπζεο κε ηε ρξήζε ηνπ 

ινγηζκηθνύ GraphPad Prism 4.0 θαη ζύκθσλα κε ηελ εμίζσζε, KI = IC50 / (1 + L / 

KD), όπνπ ην L είλαη ε ζπγθέληξσζε ηεο ξαδηνζεκαζκέλεο [125I]-Tyr0-ζνβαγίλεο 

θαη KD ε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο [125I]-Tyr0-ζνβαγίλεο [201]. Οη ηηκέο KD γηα ηελ 

[125I]-Tyr0-ζνβαγίλε ππνινγίζηεθαλ αλαιύνληαο ηα απνηειέζκαηα ησλ 

πεηξακάησλ νκόινγεο ζπλαγσληζηηθήο δέζκεπζεο, κε ηε ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνύ 
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GraphPad Prism 4.0 θαη ζύκθσλα κε ηελ εμίζσζε: Y = {(Bmax · [hot])/([hot] + 

[cold] + KD)} + NSB [202], όπνπ ε ηηκή Τ είλαη ε νιηθή δέζκεπζε ηεο [125I]-Tyr0-

ζνβαγίλεο, NSB είλαη ε κε εηδηθή ηνπ δέζκεπζε, Bmax είλαη ν κέγηζηνο αξηζκόο 

ησλ ππνδνρέσλ, [hot] είλαη ε ζπγθέληξσζε ηεο [125I]-Tyr0-ζνβαγίλεο θαη  [cold] 

είλαη ε ζπγθέληξσζε ηεο Tyr0-ζνβαγίλεο. 

 

2.6.2 Μειέηεο κέηξεζεο ελδνθπηηάξηνπ  θπθιηθνύ AMP 

 

Τλικά-ςζκεςέρ 

 

Θξεπηηθό πιηθό, DMEM/F12 (1:1) Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium (GIBCO-

BRL, Life Technologies, UK). 

Οξόο βνόο, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

Σξπςίλε, Trypsin/EDTA (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK).  

Υξσζηηθή Trypan Blue (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

Φπγόθεληξνο (Jouan CR422, France). 

Μηθξνζθόπην νξαηνύ θσηόο Olympus, Japan. 

Πιάθα αηµαηνθπηηαξνµεηξεηή Neubauer. 

Δπσαζηηθόο θιίβαλνο Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

Σξπβιία θαιιηεξγεηώλ (SARSTEDT, Germany). 

Πιάθεο 96 νπώλ (NUNC, Denmark).  

Πνιπ-L-ιπζίλε, Poly-L-lysine (Fluka, Switzerland). 

Φπγόθεληξνο (Rotanda 46R, Hettich, Germany). 

3H-cAMP [2,8-3H] Adenosine-3‟-5‟-cyclic phosphate ammonium salt (43,0 

Ci/mmol Amersham, UK). 

Δθρπιίζκα PKA (ε παξαζθεπή  ηνπ αλαθέξεηαη παξαθάησ). 

πζθεπή δηήζεζεο Brandel Cell Harvester (USA). 

Φίιηξα ηλώλ πάινπ ΑΖ934 (Whatman International Ltd., England). 

σιελάξηα πιαζηηθά, πγξνύ ζπηλζεξηζκνύ (SARSTEDT, Germany). 

Τγξό ζπηλζεξηζκνύ (ε παξαζθεπή  ηνπ αλαθέξεηαη παξαθάησ). 
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Mεηξεηήο β-αθηηλνβνιίαο (Perkin Elmer LS1801, Foster City,CA, USA) κε 

απόδνζε 60% ζην 3H. 

 

Γηάιπκα choline/sucrose: 

25 mM Hepes 

2 mM choline 

288 mM sucrose 

0,9 mM CaCl2 

0,5 mM MgCl2 

1 mM 3-ηζνβνύηπι-1-κεζπιμαλζίλε  

pH 7,4 

 

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα CAQ: 

100 mM Tris-HCl 

100 mM NaCl 

5 mM EDTA  

pH 7,4 

 

Μέθοδορ 

 

ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνπο ππνδνρείο ηνπ CRF επηζηξώζεθαλ 

ζε πιάθεο 96 νπώλ θαη θαιιηεξγήζεθαλ ζε ζξεπηηθό πιηθό όπσο αλαθέξζεθε 

παξαπάλσ ώζηε ηελ επόκελε εκέξα (εκέξα πεηξάκαηνο) λα έρνπλ ππθλόηεηα 

90%. Πξηλ ηελ επίζηξσζε ησλ θπηηάξσλ ε επηθάλεηα ησλ πιαθώλ είρε θαιπθζεί 

γηα 1-3 ιεπηά κε δηάιπκα 0,1 mg/ml poly-L-ιπζίλεο. Μεηά ηελ αθαίξεζε ηνπ 

δηαιύκαηνο poly-L-ιπζίλεο νη πιάθεο δηαηεξήζεθαλ ζε ζηείξν πεξηβάιινλ θαη 

ιίγν πξηλ από ηε ρξήζε ηνπο μεπιύζεθαλ κε ζηείξν λεξό.  

Μεηά από 16-24 ώξεο θαιιηέξγεηαο ησλ θπηηάξσλ ζηηο πιάθεο ησλ 96 

νπώλ ην ζξεπηηθό πιηθό αθαηξέζεθε θαη πξνζηέζεθαλ 100 κl δηαιύκαηνο 

choline/sucrose θαη ηα θύηηαξα επσάζηεθαλ γηα 1 ώξα ζε θιίβαλν επώαζεο, 

ζεξκνθξαζίαο 37νC, αηκόζθαηξαο 5% CO2/95% αέξα θαη πγξαζίαο 100%. ην 
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ηέινο ηεο επώαζεο πξνζηέζεθαλ ζηα θύηηαξα άιια 100 κl δηαιύκαηνο 

choline/sucrose ρσξίο ή κε απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο CRF ή Tyr0-ζαβαγίλεο 

θαη ζπλερίζηεθε ε επώαζε γηα άιια 20 ιεπηά ζηνπο 37νC θαη 5% CO2. ην ηέινο 

ηεο επώαζεο ην ππεξθείκελν πγξό αθαηξέζεθε θαη κεηά ηε πξόζζεζε θξύνπ 

δηαιύκαηνο TCA 3% ηα θύηηαξα έκεηλαλ ζε πάγν γηα 30 ιεπηά. ηε ζπλέρεηα ηα 

θύηηαξα θαηαςύρζεθαλ ζε - 20νC. Μεηά από 1-3 εκέξεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηα 

επόκελα ζηάδηα ηνπ πεηξάκαηνο, μεθηλώληαο κε απόςπμε ησλ θπηηάξσλ (κε 

αλάδεπζή ηνπο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ) θαη θπγνθέληξεζε ηνπο γηα 15 ιεπηά 

ζηα 1700g ζηνπο 4νC. Μεηά ην ηέινο ηεο θπγνθέληξεζεο 100 κl από ηα 

ππεξθείκελα δηαιύκαηα αλακίρζεθαλ (ζε λέα πιάθα 96 νπώλ ) κε δηάιπκα 6 κl 

2Ν ΝαΟΖ θαη κέξνο (20 κl) ησλ κηγκάησλ απηώλ επσάζηεθε γηα 2,30-3,30 ώξεο 

ζηνπο 4oC θαη ζε ηειηθό όγθν 500 κl καδί κε ξπζκηζηηθό δηάιπκα CAQ, 3H-cAMP 

θαη PKA. Παξάιιεια κε ηα άγλσζηα δείγκαηα επσάζηεθαλ θάησ από ηηο ίδηεο 

ζπλζήθεο θαη γλσζηέο ζπγθεληξώζεηο θπθιηθνύ AMP  (100 pmole, 30 pmole, 10 

pmole, 3 pmole θαη 1 pmole) κε ζθνπό ηελ θαηαζθεπή πξόηππεο θακπύιεο πνπ 

ζα ρξεζίκεπε γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο ζπγθέληξσζεο  θπθιηθνύ AMP ζηα 

άγλσζηα δείγκαηα. 

ην ηέινο ηεο επώαζεο ηα δηαιύκαηα δηεζήζεθαλ κέζσ θίιηξσλ ηλώλ 

πάινπ (Glass Microfibre Filters ΑΖ934, Whatman International Ltd., England) ζε 

ζπζθεπή Brandel ππό θελό αέξνο. Σα θίιηξα πνπ πξνεγνπκέλσο είραλ δηαβξαρεί 

κε απεζηαγκέλν λεξό, κεηά ηε δηήζεζε εθπιύζεθαλ ηξεηο θνξέο κε ζπλνιηθά 3 ml 

δηαιύκαηνο Β (10 mM Tris - HCl, 120 mM NaCl, pH 7,4 ζηνπο 4oC) θαη 

ηνπνζεηήζεθαλ ζε ζσιελάξηα ζπηλζεξηζκνύ καδί κε 3 ml πγξνύ ζπηλζεξηζκνύ 

(scintillation fluid), έγηλε αλαθίλεζε ησλ δεηγκάησλ θαη κεηά από 3-24 ώξεο 

κεηξήζεθαλ ζε κεηξεηή β - αθηηλνβνιίαο (Beckman LS 1801, USA) απόδνζεο 

50%. 

Ο πξνζδηνξηζκόο ηεο πνζόηεηαο ηνπ θπθιηθνύ AMP γηα ηα άγλσζηα 

δείγκαηα έγηλε κε ηε βνήζεηα ηεο πξόηππεο θακπύιεο, πνπ δεκηνπξγήζεθε κε 

βάζε ηα απνηειέζκαηα ησλ δεηγκάησλ θπθιηθνύ AMP γλσζηήο ζπγθέληξσζεο. 

Οη ηηκέο EC50 ππνινγίζηεθαλ κε κε γξακκηθή αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ 
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(nonlinear regression analysis), ρξεζηκνπνηώληαο ην ινγηζκηθό GraphPad Prism 

4.0 (GraphPad Prism v.4.0, GraphPad Software Inc., USA). 

 

Παξαζθεπή δηαιύκαηνο ζπηλζεξηζκνύ (scintillation fluid) 

 

Τλικά-ςζκεςέρ 

 

Σνινπόιην (Merck, USA). 

PPO (2,5-δηθαηλπιν-νμαδόιην – C15H11NO) (Merck, USA). 

POPOP (2,2΄-p-θαηλπιελ-bis-(5-θαηλπιν-νμαδόιην) – C24H16N2O2) (Merck, USA). 

Triton X-100 (Merck, USA). 

 

ε θηάιε ε νπνία πεξηείρε έλα ιίηξν ηνινπόιην πξνζζέζακε 5 gr PPO θαη 

0,5 gr POPOP θαη αθήζακε γηα αλάδεπζε. Σελ επόκελε κέξα πξνζηέζεθε ζην 

δηάιπκα απηό 200 ml Triton X-100, ώζηε ε αλαινγία λα είλαη δηάιπκα PPO-

POPOP πξνο Triton X-100, 5 πξνο 1. Ζ απνηειεζκαηηθόηεηα ηνπ δηαιύκαηνο 

ζπηλζεξηζκνύ εμεηάζηεθε κε κέηξεζή ηνπ ζε κεηξεηή β - αθηηλνβνιίαο (Beckman 

LS 1801, USA) απόδνζεο 60%, αθνύ ζε 3 ml από απηό είρακε πξνζζέζεη 

~40000 cpm 3Ζ-cAMP. 

 

Παξαζθεπή εθρπιίζκαηνο PKA από θινηό επηλεθξηδίσλ  

 

 Σα επηλεθξίδηα απνηεινύληαη από κπειό πνπ έρεη ζθνηεηλό θαθέ ρξώκα 

θαη θινηό πνπ είλαη θίηξηλνο θαη είλαη πινύζηνο ζε πξσηετληθή θηλάζε Α ε νπνία 

δεζκεύεη ην θπθιηθό AMP  

 

Τλικά-ςζκεςέρ 

 

20 επηλεθξίδηα βνόο 

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα PKA  

100 mM Tris pH 7,4 
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250 mM NaCl 

10 mM EDTA 

0,1% 2 - κεξθαπηναηζαλόιε 

250 mM ζνπθξόδε   

Οκνγελνπνηεηήο, Polytron JANKE & KUNKEL, IKA-TURRAX T25 (ΗΚΑ, 

Germany). 

Τπεξθπγόθεληξνο XL-90 Ultracentrifuge (Beckman, USA) κε θεθαιή ηύπνπ 70Ti. 

 

 Δπηλεθξίδηα βνόο πνπ καο πξνκήζεπζε ην ηνπηθό ζθαγείν ηνπνζεηήζεθαλ 

ζε πάγν θαη αθαηξέζεθε από απηά ν κπειόο θαη ην ιίπνο. O ελαπνκέλσλ θινηόο 

ηεκαρίζηεθε ζε κηθξά θνκκάηηα ηα νπνία νκνγελνπνηήζεθαλ ζε ξπζκηζηηθό 

δηάιπκα PKA αλά κηθξέο πνζόηεηεο ζε νκνγελνπνηεηή Polytron γηα 15-30 

δεπηεξόιεπηα ζηηο 20000 ζηξνθέο/ιεπηό, κέζα ζε πάγν. Γηα θάζε 10-13 

επηλεθξίδηα ρξεηαζηήθακε 500 ml ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο PKA. ηε ζπλέρεηα ηα 

νκνγελνπνηήκαηα δηεζήζεθαλ κέζσ πθάζκαηνο (cheesecloth) ώζηε λα αθαηξεζεί 

ην ιίπνο θαη ππνιείκκαηα πνπ δελ είραλ νκνγελνπνηεζεί. Σα δηεζήκαηα 

αλαδεύηεθαλ γηα 30 ιεπηά, θπγνθεληξήζεθαλ ζε 30000 g γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4νC 

θαη ηα ππεξθείκελα δηαιύκαηα κεηά ην ηέινο ηεο θπγνθέληξεζεο 

επαλαδηεζήζεθαλ κέζσ πθάζκαηνο (cheesecloth) (1ν ΓΗΖΘΖΜΑ). Σα ηδήκαηα 

επαλανκνγελνπνηήζεθαλ όπσο πξνεγνπκέλσο ζε 50 ml ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο 

PKA θαη θπγνθεληξήζεθαλ ζε 30000 g γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4νC. Μεηά ην ηέινο 

ηεο θπγνθέληξεζεο ηα ππεξθείκελα δηαιύκαηα δηεζήζεθαλ ζε  ύθαζκα 

(cheesecloth) (2ν ΓΗΖΘΖΜΑ). Σα δηεζήκαηα 1 θαη 2 ελώζεθαλ θαη ην κείγκα 

θπγνθεληξήζεθε ζε 30000 g γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4νC. Μεηά ην ηέινο ηεο 

θπγνθέληξεζεο ην ππεξθείκελν δηάιπκα δηεζήζεθε ζε  ύθαζκα (cheesecloth) θαη 

θπγνθεληξήζεθε εθ λένπ ζηα 30000 g γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4νC. Μεηά ην ηέινο ηεο 

θπγνθέληξεζεο απηήο ζα πξέπεη λα είρακε πεξίπνπ 300 - 400 ml ππεξθείκελνπ 

δηαιύκαηνο ζην νπνίν πξνζζέζακε ξπζκηζηηθό δηάιπκα PKA κέρξη όγθνπ 400 ml. 

ηε ζπλέρεηα ην πινύζην απηό ζε PKA κείγκα δηακνηξάζηεθε ζε ζσιελάξηα 

ηύπνπ eppendorf θαη απνζεθεύηεθε ζηνπο - 80νC.  
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2.7 Μέζνδνο δηαζεζηκόηεηαο ησλ θπζηετλώλ-ππνθαηαζηαηώλ 

(substituted-cysteine accessibility method, SCAM) 

 

Τλικά-ςζκεςέρ 

 

Θξεπηηθό πιηθό, DMEM/F12 (1:1): Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium (GIBCO-

BRL, Life Technologies, UK). 

Οξόο βνόο, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

Σξπςίλε, Trypsin/EDTA (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK).  

Υξσζηηθή Trypan Blue (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

Αιβνπµίλε νξνύ βνόο (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma, USA). 

Φπγόθεληξνο (Jouan CR422, France). 

Φπγόθεληξνο (Eppendorf Centrifuge 5415, Germany). 

Μηθξνζθόπην νξαηνύ θσηόο Olympus, Japan. 

Πιάθα αηµαηνθπηηαξνµεηξεηή Neubauer. 

Δπσαζηηθόο θιίβαλνο Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

Σξπβιία θαιιηεξγεηώλ (SARSTEDT, Germany). 

Μέζαλνζηνζεητθό-αηζπι-ακκώλην (MTSEA) (Toronto Research Chemicals Inc., 

Canada) 

Μέζαλνζηνζεητθό-αίζπι-ηξηκέζπι-ακκώλην (MTSET) (Toronto Research 

Chemicals Inc., Canada) 

Μέζαλνζηνζεητθό-αίζπι-ζνπιθνληθό (MTSES) (Toronto Research Chemicals Inc., 

Canada) 

h/r CRF (Bachem, Germany). 

[125I]-Tyr0-ζνβαγίλε (2200 Ci (81.4 TBq)/mmol NEN Life Science Products, USA). 

Πνιπαηζπιεληκίλε, PEI (Merck, USA). 

Οκνγελνπνηεηήο polytron (Janke & Kunkel IKA Ultra Turrax T25, Germany). 

σιελάξηα ηύπνπ eppendorf ρακειήο θαηαθξάηεζεο (low retention, Kisker, 

Germany). 

Τδαηόινπηξν (Salvis AG, Switzerland). 

πζθεπή δηήζεζεο Brandel Cell Harvester (USA). 
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Φίιηξα ηλώλ πάινπ ΑΖ934 (Whatman International Ltd., England). 

σιελάξηα 3 ml (SARSTEDT, Germany). 

Μεηξεηήο γ - αθηηλνβνιίαο (LKB Wallac 1275 minigamma, Finland) κε απόδνζε 

80%  ζην 125Η. 

 

Γηάιπκα 1 

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

4,3 mM Na2HPO4·2H2O 

1,4 mM KH2PO4 

2 mM EDTA 

pH 7,3 ζηνπο 37oC 

 

Γηάιπκα 2 

25 mM HEPES 

5,4 mM KCl 

140 mM NaCl 

2 mM EDTA 

pH 7,2 ζηνπο 25oC 

 

Γηάιπκα 3 

25 mM HEPES 

5,4 mM KCl 

140 mM NaCl 

2 mM EDTA 

pH 7,2 ζηνπο 18oC 

 

Γηάιπκα 4 

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

4,3 mM Na2HPO4·2H2O 
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1,4 mM KH2PO4 

2 mM EDTA 

10 mM MgCl2 

pH 7,1 ζηνπο 23oC 

 

Γηάιπκα 5 

25 mM HEPES 

5,4 mM KCl 

140 mM NaCl 

2 mM EDTA 

10 mM MgCl2 

0,93 κg/ml Απξνηηλίλε 

0,2 mg/ml Βαθηηξαθίλε 

pH 7,1 ζηνπο 23oC 

 

Γηάιπκα 6 

20 mM HEPES 

10 mM MgCl2·6H2O 

2 mM EGTA 

0,93 κg/ml Απξνηηλίλε 

0,2 mg/ml Βαθηηξαθίλε 

pH 7,1 ζηνπο 4oC 

 

Γηάιπκα 7 

20 mM HEPES 

10 mM MgCl2·6H2O 

2 mM EGTA 

0,1% BSA 

0,93 κg/ml Απξνηηλίλε 

0,2 mg/ml Βαθηηξαθίλε 

pH 7,1 ζηνπο 20oC 
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Γηάιπκα  8  

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

4,3 mM Na2HPO4·2H2O 

1,4 mM KH2PO4 

0,01% Triton X-100 

pH 7,1 ζηνπο 4oC 

 

Μέθοδορ 

 

ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνπο ππνδνρείο ηνπ CRF 

θαιιηεξγήζεθαλ ζε ζξεπηηθό πιηθό όπσο αλαθέξζεθε παξαπάλσ ώζηε ηελ 

επόκελε εκέξα (εκέξα πεηξάκαηνο) λα έρνπλ ππθλόηεηα 90-100%. Μεηά ηελ 

αθαίξεζε ηνπ ζξεπηηθνύ πιηθνύ ηα θύηηαξα εθπιύζεθαλ κε 6 ml δηαιύκαηνο 1, 

απνθνιιήζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ ίδηνπ ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο, κεηαθέξζεθαλ 

ζε ζσιελάξην ησλ 15 ml θαη ηα θπηηαξηθά ελαησξήκαηα θπγνθεληξήζεθαλ ζηα 50 

g γηα 1 ιεπηό. Σν ππεξθείκελν αθαηξέζεθε θαη ηα θύηηαξα επαλαησξήζεθαλ ζε 

180 κl-200 κl δηαιύκαηνο 2 αλά 100mm ηξπβιίν. Σα θύηηαξα δηακνηξάζηεθαλ ζε 

ζσιελάξηα (20 κl ελαησξήκαηνο/ζσιελάξην) θαη πξνζηέζεθαλ γηα αληίδξαζε 80 

κl δηαιύκαηνο MTS αληηδξαζηεξίνπ (MTSΔΑ, MTSΔΣ, ή MTSΔS) πνπ ε 

ζπγθέληξσζή ηνπ δηέθεξε αλάινγα ηνπ πεηξάκαηνο. Ζ παξαζθεπή ησλ 

δηαιπκάησλ ησλ MTS-αληηδξαζηεξίσλ έγηλε ακέζσο πξηλ ηελ αληίδξαζε ηνπο 

ιόγσ ηεο γξήγνξεο πδξόιπζήο ηνπο. Ζ αληίδξαζεο (ε δηάξθεηα ηεο νπνίαο 

δηέθεξε αλάινγα κε ην πείξακα) ζηακάηεζε κε ηε πξνζζήθε 14 ml δηαιύκαηνο 4 

θαη θπγνθέληξεζε ησλ κεηγκάησλ γηα 5 ιεπηά ζε 250 g θαη ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. Μεηά ην ηέινο ηεο θπγνθέληξεζεο ην ππεξθείκελν αθαηξέζεθε, ηα 

θύηηαξα επαλαησξήζεθαλ ζε 1400 κl δηαιύκαηνο 5 θαη επαλαθπγνθεληξήζεθαλ 

γηα 5 ιεπηά ζε 250 g θαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Μεηά ην ηέινο ηεο 

θπγνθέληξεζεο θαη ηελ αθαίξεζε ηνπ ππεξθείκελνπ ηα θύηηαξα 

νκνγελνπνηήζεθαλ ζε 1400 κl δηαιύκαηνο 6 γηα 20 δεπηεξόιεπηα ζε 

νκνγελνπνηεηή Polytron ζηηο 20000 ζηξνθέο/ιεπηό θαη ζε 4νC. ηε ζπλέρεηα ηα 
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κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπγνθεληξήζεθαλ ζε 16000 g γηα 10 ιεπηά ζηνπο 

4νC θαη ηα ηδήκαηα επαλαησξήζεθαλ ζε δηάιπκα 7 (100 κl) θαη ν όγθνο 

αξαηώζεθε αλάινγα κε ηνλ ππνδνρέα πνπ εμεηάζηεθε (άγξηνο ηύπνο CRF1 ή 

κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ).  

Όγθνο 50 κl από ηα αξαησκέλα κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα επσάζηεθε 

ζε ζσιελάξηα ηύπνπ eppendorf ρακειήο θαηαθξάηεζεο (low retention), καδί κε 

150 κl δηαιύκαηνο πνπ πεξηείρε  25 - 45 pM [125I]-Tyr0-ζνβαγίλεο, παξνπζία (κε 

εηδηθή δέζκεπζε) ή απνπζία (νιηθή δέζκεπζε) πεξίζζεηαο κε ησδησκέλεο 

ζνβαγίλεο (0,5-1 κM). Σα κείγκαηα επσάζηεθαλ ζε ζεξκνθξαζία 20 - 22νC γηα 2 

ώξεο θαη ήπηα αλάδεπζε (30 αλαδεύζεηο/ιεπηό). Ο δηαρσξηζκόο ηεο 

δεζκεπκέλεο κε ηνλ ππνδνρέα από ηελ ειεύζεξε [125I]-Tyr0-ζνβαγίλε, έγηλε κε 

δηήζεζε κέζσ θίιηξσλ ηλώλ πάινπ ΑΖ934, ζε ζπζθεπή Brandel ππό θελό αέξνο. 

Σα θίιηξα είραλ πξνεγνπκέλσο επσαζηεί γηα κηα ώξα ζε δηάιπκα 

πνιπαηζπιεληκίλεο 0,3% ζηνπο 4νC. Μεηά ην ηέινο ηεο δηήζεζεο ηα θίιηξα 

εθπιύζεθαλ ηξεηο θνξέο κε 1,5 ml (ηε θνξά) δηαιύκαηνο 8 θαη κεηξήζεθαλ ζε 

κεηξεηή γ - αθηηλνβνιίαο. Ζ πνζόηεηα ησλ κεκβξαλώλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

ήηαλ ηέηνηα ώζηε ε εηδηθή δέζκεπζε λα ήηαλ ίζε ή κηθξόηεξε ηνπ 10% ηεο νιηθήο 

δέζκεπζεο. Ζ εηδηθή δέζκεπζε νξίζηεθε σο ε νιηθή κείνλ ηε κε εηδηθή δέζκεπζε.  

 

2.8 Μέζνδνο πξνζηαζίαο κε αληαιαξκίλε   

 

Τλικά-ςζκεςέρ 

 

Θξεπηηθό πιηθό, DMEM/F12 (1:1): Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium (GIBCO-

BRL, Life Technologies, UK). 

Οξόο βνόο, BCS (Bovine Calf Serum) (Hyclone, USA). 

Σξπςίλε, Trypsin/EDTA (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK).  

Υξσζηηθή Trypan Blue (GIBCO-BRL, Life Technologies, UK). 

Αιβνπµίλε νξνύ βνόο (Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma, USA). 

Φπγόθεληξνο (Jouan CR422, France). 

Φπγόθεληξνο (Eppendorf Centrifuge 5415, Germany). 
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Μηθξνζθόπην νξαηνύ θσηόο Olympus, Japan. 

Πιάθα αηµαηνθπηηαξνµεηξεηή Neubauer. 

Δπσαζηηθόο θιίβαλνο Thermo Forma (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). 

Σξπβιία θαιιηεξγεηώλ (SARSTEDT, Germany). 

Μέζαλνζηνζεητθό-αηζπι-ακκώλην (MTSEA) (Toronto Research Chemicals Inc., 

Canada)h/r CRF (Bachem, Germany). 

Αληαιαξκίλε, Antalarmin (Tocris Bioscience, USA) 

[125I]-Tyr0-ζνβαγίλε (2200 Ci (81.4 TBq)/mmol NEN Life Science Products, USA). 

Πνιπαηζπιεληκίλε, Polyethylenimine (PEI) (Merck, USA). 

Οκνγελνπνηεηήο polytron (Janke & Kunkel IKA Ultra Turrax T25, Germany). 

σιελάξηα ηύπνπ eppendorf ρακειήο θαηαθξάηεζεο (low retention, Kisker, 

Germany). 

Τδαηόινπηξν (Salvis AG, Switzerland). 

πζθεπή δηήζεζεο Brandel Cell Harvester (USA). 

Φίιηξα ηλώλ πάινπ ΑΖ934 (Whatman International Ltd., England). 

σιελάξηα 3 ml (SARSTEDT, Germany) 

Μεηξεηήο γ - αθηηλνβνιίαο (LKB Wallac 1275 minigamma, Finland) κε απόδνζε 

80%  ζην 125Η. 

 

 

Γηάιπκα 1Π 

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

4,3 mM Na2HPO4·2H2O 

1,4 mM KH2PO4 

2 mM EDTA 

pH 7,3 ζηνπο 37oC 

 

Γηάιπκα 2Π 

25 mM HEPES 

5,4 mM KCl 
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140 mM NaCl 

2 mM EDTA 

0,93 κg/ml Απξνηηλίλε 

0,2 mg/ml Βαθηηξαθίλε 

pH 7,1 ζηνπο 37oC 

 

Γηάιπκα 3Π 

25 mM HEPES 

5,4 mM KCl 

140 mM NaCl 

2 mM EDTA 

pH 6.85 ζηνπο 23oC 

 

Γηάιπκα 4Π 

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

4,3 mM Na2HPO4·2H2O 

1,4 mM KH2PO4 

2 mM EDTA 

10 mM MgCl 

0,93 κg/ml Απξνηηλίλε 

0,2 mg/ml Βαθηηξαθίλε 

pH 7,1 ζηνπο 23oC 

 

Γηάιπκα 5Π 

25 mM HEPES 

5,4 mM KCl 

140 mM NaCl 

2 mM EDTA 

10 mM MgCl 

0,93 κg/ml Απξνηηλίλε 
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0,2 mg/ml Βαθηηξαθίλε 

pH 7,1 ζηνπο 23oC 

 

Γηάιπκα 6Π 

20 mM HEPES 

10 mM MgCl·6H2O 

2 mM EGTA 

0,93 κg/ml Απξνηηλίλε 

0,2 mg/ml Βαθηηξαθίλε 

pH 7,1 ζηνπο 4oC 

 

Γηάιπκα 7Π 

20 mM HEPES 

10 mM MgCl·6H2O 

2 mM EGTA 

0,1% BSA 

0,93 κg/ml Απξνηηλίλε 

0,2 mg/ml Βαθηηξαθίλε 

pH 7,1 ζηνπο 20oC 

 

Γηάιπκα  8Π  

137 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

4,3 mM Na2HPO4·2H2O 

1,4 mM KH2PO4 

0,01% Triton X-100 

pH 7,1 ζηνπο 4oC 
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Μέθοδορ 

 

ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνπο ππνδνρείο ηνπ CRF 

θαιιηεξγήζεθαλ ζε ζξεπηηθό πιηθό όπσο αλαθέξζεθε παξαπάλσ ώζηε ηελ 

επόκελε εκέξα (εκέξα πεηξάκαηνο) λα έρνπλ ππθλόηεηα 90-100%. Μεηά ηελ 

αθαίξεζε ηνπ ζξεπηηθνύ πιηθνύ ηα θύηηαξα εθπιύζεθαλ κε 6 ml δηαιύκαηνο 1Π, 

απνθνιιήζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ ίδηνπ ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο, κεηαθέξζεθαλ 

ζε ζσιελάξην ησλ 15 ml θαη ηα θπηηαξηθά ελαησξήκαηα θπγνθεληξήζεθαλ ζηα 50 

g γηα 1 ιεπηό. Σν ππεξθείκελν αθαηξέζεθε θαη ηα θύηηαξα επαλαησξήζεθαλ ζε 

180 κl-200 κl δηαιύκαηνο 2Π αλά 100mm ηξπβιίν. Σα θύηηαξα δηακνηξάζηεθαλ 

ζε ζσιελάξηα (20 κl ελαησξήκαηνο/ζσιελάξην) ρσξίο ή κε απμαλόκελεο 

ζπγθεληξώζεηο αληαιαξκίλεο ζε ηειηθό όγθν 1 ml δηαιύκαηνο 2Π θαη ζε 

ζεξκνθξαζία 37νC γηα 15 ιεπηά. ην ηέινο ηεο επώαζεο  ηα δείγκαηα 

θπγνθεληξήζεθαλ ζε 250 g γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη κεηά ηελ 

αθαίξεζε 910 κl από ην ππεξθείκελν πγξό, ηα ηδήκαηα επαλαησξήζεθαλ ζηνλ 

ελαπνκείλαληα όγθν ησλ 90 κl θαη ηα θπηηαξηθά ελαησξήκαηα επσάζηεθαλ γηα 

αληίδξαζή κε ην MTS-αληηδξαζηήξην, MTSEA (2,5 mM) όπσο αλαθέξζεθε ζην 

θεθάιαην «2.7 Μέζνδνο δηαζεζηκόηεηαο ησλ θπζηετλώλ-ππνθαηαζηαηώλ 

(substituted-cysteine accessibility method, SCAM)» θαη ην πείξακα ζπλερίζηεθε 

κε ην ηξόπν πνπ πεξηγξάθεθε ζην θεθάιαην απηό .  

 

2.9 Κπηηαξνκεηξία Ρνήο (FACS Αλάιπζε)  

 

 Ζ θπηηαξνκεηξία ξνήο (Flow Cytometry - FC) είλαη κηα ηερληθή 

απηνκαηνπνηεκέλεο θπηηαξηθήο αλάιπζεο, πνπ επηηξέπεη ηε κέηξεζε 

κεκνλσκέλσλ ζσκαηηδίσλ (θπηηάξσλ, ππξήλσλ, ρξσκνζσκάησλ θιπ.), θαζώο 

δηέξρνληαη κε κνξθή λεκαηηθήο ξνήο από έλα ζηαζεξό ζεκείν, όπνπ πξνζπίπηεη 

κηα αθηίλα LASER. Με ηελ ηερληθή απηή αλαιύνληαη ηα θπζηθνρεκηθά 

ραξαθηεξηζηηθά ησλ θαηάιιεια πξνεηνηκαζκέλσλ δεηγκάησλ, κε βάζε ηνλ 

εθπεκπόκελν θζνξηζκό θαη ηε ζθέδαζε ηνπ θσηόο. Έηζη παξέρεηαη ε δπλαηόηεηα 

πξνζδηνξηζκνύ ζθεδαζηηθώλ ραξαθηεξηζηηθώλ θαη αληηγόλσλ επηθαλείαο, αιιά 



  ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 
 
 

 
  ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

83 

θαη αληηγόλσλ ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο θαη ηνπ ππξήλα ζε νπνηνδήπνηε θπηηαξηθό 

πιεζπζκό. 

 

Τλικά- ςζκεςέρ 

 

Φσζθνξηθό ξπζµηζηηθό δηάιπµα PBS (Merck, USA). 

Φπγόθεληξνο (Jouan CR422, France). 

Aληίζσκα anti-CRF1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). 

Αληίζσκα όξληζαο anti-goat IgG, fluorescein isothiocyanate conjugate, Millipore, 

Billerica, MA, USA). 

Κπηηαξνµεηξεηήο Beckton-Dickinson FACSArray (Beckton-Dickinson 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ). 

Software πξνγξάµµαηα CellQuest (Beckton-Dickinson Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ). 

 

Μέθοδορ 

 

 Κύηηαξα ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε κόληκα ηνλ CRF1 (άγξην ηύπν ή ηηο 

κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ) ζπιιέρζεθαλ κε απόμεζε, εθπιύζεθαλ δύν θνξέο κε 

PBS θαη επσάζηεθαλ (5 x 105 θύηηαξα) γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4νC, κε ην αληίζσκα 

anti-CRF1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) ζε αξαίσζε 1:50. 

Αθνινύζεζε έθπιπζε ησλ θπηηάξσλ 3 θνξέο κε PBS θαη ζηε ζπλέρεηα 

πξνζηέζεθε ζε απηά ην δεύηεξν αληίζσκα πνπ ήηαλ ζπδεπγκέλν κε 

ηζνζεηνθπαληθή θζνξηζεΐλε (FITC), ζε αξαίσζε 1:100. Μεηά ην πέξαο ηεο 

επώαζεο, ηα θύηηαξα εθπιύζεθαλ δύν θνξέο κε PBS θαη επαλαδηαιύζεθαλ ζε 

500 κl PBS. Ζ ρξώζε ησλ θπηηάξσλ αλαιύζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ θπηηαξνκεηξεηή 

ηύπνπ Beckton-Dickinson FACSArray κε ηε ρξήζε δέζκεο argon-ion laser ζηα 

488 nm γηα ηε δηέγεξζε ηεο ρξσζηηθήο FITC (κε κέγηζην κήθνο θύκαηνο 

δηέγεξζεο ηα 495 nm θαη εθπνκπήο ηα 520 nm) θαη κε ηε βνήζεηα ηνπ 

πξνγξάκκαηνο CellQuest software (Beckton-Dickinson Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ) 
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ηαηηζηηθή αλάιπζε απνηειεζµάησλ 

 

Γηα ηελ ζηαηηζηηθή αλάιπζε ησλ απνηειεζµάησλ ρξεζηµνπνηήζακε ηε 

δνθηκαζία απιήο (one-way) αλάιπζεο ηεο µεηαβιεηόηεηαο (ANOVA). Γηα ηε 

ζπγθξηηηθή µειέηε απόιπησλ ηηµώλ ρξεζηµνπνηήζεθε ε µέζνδνο Bonferoni‟s post 

hoc test. Οη ζηαηηζηηθέο αλαιύζεηο έγηλαλ µε ην πξνγξάµµα SPSS 
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Οη κειέηεο ηεο παξνύζαο εξεπλεηηθήο εξγαζίαο απνζθνπνύζαλ λα 

πξνζδηνξίζνπλ ην ξόιν ζηε ιεηηνπξγία ηνπ CRF1  

 

A)  ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ3),  

B)  ηεο πέκπηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ5)  

Γ)      ηεο ηέηαξηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ4)  

Γ)     ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ (EL2)  

   

HOOC   

TM1   TM2   TM3   TM4   

TM5   

TM6   TM7   

ΝΗ 2   

L   
  Y   

Y   

D   

N   E   K   

W   
F   G   

K   
R   

P   

G   

V   

C   

K   
Y   

T   

D   

Y   

I   

Q   

Y   

G   

P   

 
 

Δικόνα 1. σημαηική αναπαπάζηαζη ηων πεπιοσών ηος CRF1. πος 

εξεηάζηηκαν ζηη παπούζα επεςνηηική επγαζία. ηελ παξνύζα εξεπλεηηθή 

εξγαζία εμεηάζηεθε ν ξόινο ζηε ιεηηνπξγία ηνπ CRF1, A) ηεο ηξίηεο 

δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ3), B) ηεο Lys250 (ρξσκαηηζκέλε πξάζηλε) ζηα 

όξηα ηεο ηέηαξηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ4) θαη ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ 

βξόγρνπ (EL2), Γ) ηα ακηλνμέα ηνπ EL2 (Leu251-Val266, ρξσκαηηζκέλα 

πνξηνθαιί) θαη Γ) ηα ακηλνμέα ηεο πέκπηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ5) 

(Tyr267-Pro275,ρξσκαηηζκέλα κσβ), εθ ησλ νπνίσλ ηα Tyr267 (Τ) θαη Thr268 (Σ) 

(ρξσκαηηζκέλα πξάζηλα) βξίζθνληαη ζηα όξηα ηεο ΣΜ5 θαη ηνπ EL2. Οη 

δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ CRF1 αλαπαξηζηάλνληαη κε κσβ θπιίλδξνπο.  
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Α) ΣΡΗΣΖ ΓΗΑΜΔΜΒΡΑΝΗΚΖ ΠΔΡΗΟΥΖ ΣΟΤ CRF1 

 

O ξόινο ησλ ακηλνμέσλ ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ CRF1 

(εηθόλα 2) ζηε ιεηηνπξγία ηνπ ππνδνρέα, ήηαλ ν πξώηνο πνπ πξνζδηνξίζηεθε 

ζηελ παξνύζα εξεπλεηηθή εξγαζία.  

   

HOOC   

TM1   TM2   

TM3 

  TM4   TM5 

  

TM6   TM7   

ΝΗ 2   

  

Η  

 
 

 

Δικόνα 2. σημαηική αναπαπάζηαζη ηηρ ηπίηηρ  διαμεμβπανικήρ πεπιοσήρ 

ηος CRF1. Ζ ηξίηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή (ΣΜ3) ηνπ CRF1 αλαπαξηζηάλεηαη κε 

θίηξηλν θύιηλδξν ζε αληίζεζε κε ηηο άιιεο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο πνπ 

απεηθνλίδνληαη κε κσβ θπιίλδξνπο. ηε κέζε πεξίπνπ ηεο ΣΜ3 βξίζθεηαη ε 

His199 (ρξσκαηηζκέλε κε θόθθηλν) ε νπνία ήηαλ ην πξώην από ηα ακηλνμέα ηεο 

ΣΜ3 ηνπ νπνίνπ ν ξόινο ζηε ιεηηνπξγία ηνπ CRF1 πξνζδηνξίζηεθε.  
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Πξνζδηνξηζκόο ηνπ ξόινπ  ηεο His199 ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο 

ηνπ CRF1 ζηε ιεηηνπξγία ηνπ ππνδνρέα.  

 

Με ζθνπό λα εμεηάζνπκε ην ξόιν ηεο His199 ηνπ CRF1 πνπ βξίζθεηαη 

ζηελ ηξίηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή ηνπ ππνδνρέα (ΣΜ3), ζηε δέζκεπζε ηνπ 

κηθξνκνξηαθνύ κε πεπηηδηθνύ αληαγσληζηή, αληαιαξκίλε, κεηαιιάμακε απηό ην 

ακηλνμύ ζε αιαλίλε (δεκηνπξγώληαο έηζη ηνλ Ζ199Α κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα) 

θαη πξνζδηνξίζακε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο αληαιαξκίλεο ζηνλ άγξην ηύπν 

(WT) CRF1 θαη ζηνλ Ζ199Α. Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 3, ε κεηάιιαμε ηεο 

His199 ζε αιαλίλε δελ επεξέαζε ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο 

αληαιαξκίλεο γηα ηνλ CRF1. πγθεθξηκέλα ε αληαιαξκίλε δεζκεπόηαλ ζηνπο WT 

θαη Ζ199Α κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο 23,7 ± 15,6 nM (n=2) θαη 21.8 nM (n=1), 

αληίζηνηρα. 

Σν απνηέιεζκα απηό νδήγεζε ζην ζπκπέξαζκα όηη ε His199 δε δεζκεύεη 

ηελ αληαιαξκίλε. Με ζθνπό λα βξνύκε αλ θαη πνηα ακηλνμέα ηεο ΣΜ3 ηνπ CRF1 

δέζκεπαλ ηελ αληαιαξκίλε έπξεπε πξώηα λα πξνζδηνξίζνπκε : 

i) αλ νη δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ CRF1 ζρεκαηίδνπλ ηελ θνηιόηεηα 

ζέζεσλ δέζκεπζεο πνπ ζρεκαηίδνπλ νη αληίζηνηρεο πεξηνρέο ησλ άιισλ 

ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ GPCRs πνπ αλήθεη θαη ν CRF1, δειαδή 

ηνπ ππνδνρέα ηεο ξνδνςίλεο, ηνπ β2-αδξελεξγηθνύ ππνδνρέα θαη ηνπ D2-

ππνδνρέα ηεο ληνπακίλεο  [176-185]. Ζ θνηιόηεηα απηή εηζρσξεί ζηελ 

πιαζκαηηθή κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ θαη επηθνηλσλεί κε ην εμσθπηηάξην 

πγξό  

ii) πνηά ακηλνμέα ηεο ΣΜ3 ηνπ CRF1 βξίζθνληαη ζηελ επηθάλεηα ηεο 

θνηιόηεηαο ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα θαη έηζη έρνληαο 

πξνζαλαηνιηζκέλεο ηηο πιεπξηθέο ηνπο αιπζίδεο ζην εμσθπηηάξην πγξό,  

είλαη δηαζέζηκα γηα πηζαλή αιιειεπίδξαζε κε ηελ αληαιαξκίλε. Μόλν ηα 

ακηλνμέα απηά ηεο ΣΜ3 ζα ιεθζνύλ ππόςε ζηηο κειέηεο καο γηα ην 

πξνζδηνξηζκό εθείλσλ πνπ αιιειεπηδξνύλ κε ηελ αληαιαξκίλε. 
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Μεηάιιαμε ηεο Ζis199 ζε αιαλίλε  

 
 
Δικόνα AX1. Μεηάλλαξη ηηρ His199 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα CAT ηνπ 

hCRF1. 

His  Ala 
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Δικόνα 3. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ ανηαλαπμίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηο μεηαλλαγμένο ςποδοσέα, H199A. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο 

δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0-ζνβαγίλεο από ηελ αληαιαξκίλε, επηηεύρζεθε, όπσο 

αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα 

θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ην 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα H199A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα 

ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 1-2 

θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε 

πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο logIC50 θαη IC50 πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο 

αλαθέξεηαη ζηε κεζνδνινγία θαη ήηαλ 23,7 ± 15,6 nM γηα ηνλ WT θαη 21,8 nM γηα 

ηνλ Ζ199Α. 
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Λήςε πιεξνθνξηώλ γηα ηε δνκή ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ 

CRF1. 

 

Γηα λα πξνζδηνξίζνπκε αλ νη δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ ππνδνρέα 

ζρεκαηίδνπλ θνηιόηεηα ζέζεσλ δέζκεπζεο θαη πνηά ακηλνμέα ηεο ηξίηεο 

δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ3) ηνπ CRF1 βξίζθνληαη πάλσ ζηελ επηθάλεηά ηεο, 

ιακβάλνληαο έηζη πιεξνθνξίεο γηα ηε δνκή ηεο πεξηνρήο απηήο ηνπ ππνδνρέα, 

ρξεζηκνπνηήζακε ηε κέζνδν ηεο δηαζεζηκόηεηαο ησλ θπζηετλώλ-ππνθαηαζηαηώλ 

(substituted-cysteine accessibility method (SCAM)). Ζ κέζνδνο απηή 

πεξηιακβάλεη : 

1) κεηάιιαμε ησλ ακηλνμέσλ ηεο ΣΜ3 ζε θπζηεΐλεο (ηερλεηέο θπζηεΐλεο), έλα 

ηελ θάζε θνξά 

2) έθθξαζε ησλ κεηαιιαγκέλσλ ππνδνρέσλ ζε θύηηαξα θαη  

3) ρεκηθή ηξνπνπνίεζε ησλ ππνδνρέσλ κε κε αληηζηξεπηό ηξόπν, 

ρξεζηκνπνηώληαο παξάγσγα ησλ κεζαλνζεηνζνπιθνληθώλ 

αληηδξαζηεξίσλ (MTS-αληηδξαζηεξίσλ) ηα νπνία έρνπλ ηελ ηθαλόηεηα λα 

αληηδξνύλ κε ηε ζνπιθπδξπιηθή νκάδα κηαο θπζηεΐλεο, κέζσ ζρεκαηηζκνύ 

δηζνπιθηδηθνύ δεζκνύ (εηθόλα 4).  
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Δικόνα 4. Αληίδξαζε ΜΣS-αληηδξαζηεξίσλ κε ηε  ζνπιθπδξπιηθή νκάδα 

κηαο θπζηεΐλεο, κέζσ ζρεκαηηζκνύ δηζνπιθηδηθνύ δεζκνύ 
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4) αλίρλεπζε ηεο αληίδξαζεο ησλ MTS-αληηδξαζηεξίσλ κε κηα ηερλεηή 

θπζηεΐλε κε βάζε ηελ ηθαλόηεηα ησλ αληηδξαζηεξίσλ απηώλ λα ειαηηώλνπλ 

κε αληηζηξεπηά ηε δέζκεπζε ηεο ξαδηνζεκαζκέλεο ζνβαγίλεο ζην 

κεηαιιαγκέλν κε ηερλεηή θπζηεΐλε ππνδνρέα (εηθόλα 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 5. σημαηική αναπαπάζηαζη ηηρ ανηίδπαζηρ ενόρ MTS- ανηιδπαζηηπίος με 

μια κςζηεΐνη ηηρ ηπίηηρ διαμεμβπανικήρ πεπιοσήρ ηος CRF1 πος βπίζκεηαι πάνω 

ζηην επιθάνεια ηηρ κοιλόηηηαρ ηων θέζεων δέζμεςζηρ ηος ςποδοσέα. Ζ 

πιαζκαηηθή κεκβξάλε απεηθνλίδεηαη κε γθξη παξαιιειόγξακκν, ε θνηιόηεηα ζέζεσλ 

δέζκεπζεο (καδί κε ην εμσθπηηάξην πγξό) κε άζπξν ηξαπέδην, θαη ε ξαδηνζεκαζκέλε 

ζνβαγίλε (ligand) κε καύξν θύθιν. Σν SEX παξηζηάλεη ηελ νκάδα  -SCH2CH2 Υ ησλ ΜΣS 

αληηδξαζηεξίσλ (όπνπ Υ πεξηγξάθεηαη ζηελ εηθόλα 4) πνπ αληηδξά κε αληηζηξεπηά κε ηε 

ζνπιθπδξπιηθή νκάδα (-SH) κηαο θπζηεΐλεο ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ3) 

ηνπ CRF1, πνπ βξίζθεηαη πάλσ ζηελ επηθάλεηα ηεο θνηιόηεηαο ησλ ζέζεσλ δέζκεπζεο 

ηνπ ππνδνρέα θαη έρεη ηελ πιεπξηθή ηεο αιπζίδα πξνζαλαηνιηζκέλε ζην εμσθπηηάξην 

πγξό. Ζ αληίδξαζε απηή δελ επηηξέπεη ζηε ξαδηνζεκαζκέλε ζνβαγίλε λα δεζκεπηεί ζηνλ 

ππνδνρέα. Αληίζεηα αλ κηα θπζηεΐλε ηεο ΣΜ3 έρεη πξνζαλαηνιηζκέλε ηελ πιεπξηθή ηεο 

αιπζίδα ζηε ιηπηδηθή δηπινζηηβάδα ηεο πιαζκαηηθήο κεκβξάλεο ηόηε δελ αληηδξά κε ην 

ΜΣS-αληηδξαζηήξην θαη έηζη ην ηειεπηαίν δελ επεξεάδεη ηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο. 
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 -SH 

 -SSEX 

 -SH 

 -SSEX 

 -SH 

 -SH 
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binding no binding 
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Διάηησζε ηεο δέζκεπζεο ηεο ξαδηνζεκαζκέλεο ζνβαγίλεο ζε έλα 

κεηαιιαγκέλν κε ηερλεηή θπζηεΐλε ππνδνρέα κεηά από αληίδξαζή ηνπ κε ηα 

MTS-αληηδξαζηήξηα, νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα όηη απηά αληέδξαζαλ κε 

αληηζηξεπηά κε ηε ζνπιθπδξπιηθή νκάδα ηεο ηερλεηήο θπζηεΐλεο, ζρεκαηίδνληαο  

δηζνπιθηδηθό δεζκό θαη όηη ε ηερλεηή θπζηεΐλε θαη θαηά ζπλέπεηα ην ακηλνμύ ηνπ 

άγξηνπ ηύπνπ ππνδνρέα ην νπνίν αληηθαηέζηεζε ε θπζηεΐλε απηή, βξίζθεηαη ζηελ 

επηθάλεηα ηεο θνηιόηεηαο ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα θαη είλαη δηαζέζηκν 

ζην εμσθπηηάξην πδαηηθό πεξηβάιινλ.  

 

Όκσο πξηλ ηελ εθαξκνγή ηεο κεζόδνπ SCAM ήηαλ απαξαίηεην λα 

δηαπηζηώζνπκε αλ θάπνηα ή θάπνηεο από ηηο 13 ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ CRF1 

(εηθόλα 6)  ζα κπνξνύζαλ λα αληηδξάζνπλ κε ηα MTS-αληηδξαζηήξηα. ηελ 

πεξίπησζε απηή δελ ζα κπνξνύζε λα εθαξκνζηεί ε κέζνδνο SCAM, παξά κόλν 

αθνύ βξεζνύλ νη ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ CRF1 πνπ αληηδξνύλ κε ηα MTS-

αληηδξαζηήξηα θαη αληηθαηαζηαζνύλ κε ηελ αδξαλή ζηα αληηδξαζηήξηα απηά 

ζεξίλε. 
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Δικόνα 6. Απεικόνιζη ηος CRF1 ζηην πλαζμαηική μεμβπάνη ηος κςηηάπος. 

Οη κσβ θύιηλδξνη παξηζηάλνπλ ηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο (ΣΜ1-ΣΜ7) ηνπ 

ππνδνρέα. Οη θπζηεΐλεο πνπ ζρεκαηίδνπλ δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο (ζηηθηέο 

γξακκέο) απεηθνλίδνληαη κε πξάζηλνπο θύθινπο θαη είλαη νη Cys30, Cys44, Cys54, 

Cys68, Cys87, Cys102, Cys188 θαη Cys258. Οη θπζηεΐλεο απηέο βξίζθνληαη ζηελ 

εμσθπηηάξην ακηλνηειηθή πεξηνρή θαζώο θαη ζην πξώην θαη δεύηεξν εμσθπηηάξην 

βξόγρν ηνπ ππνδνρέα θαη δε κπνξνύλ λα αληηδξάζνπλ κε ηα MTS-αληηδξαζηήξηα. 

Μόλν νη ειεύζεξεο θπζηεΐλεο Cys128, Cys211, Cys233 θαη Cys364 (θόθθηλα 

ακηλνμέα) πνπ βξίζθνληαη ζηελ πξώηε (ΣΜ1), ηξίηε (ΣΜ3), ηέηαξηε (ΣΜ4) θαη 

έβδνκε (ΣΜ7) δηακεκβξαληθή πεξηνρή ηνπ ππνδνρέα αληίζηνηρα, είλαη ππνςήθηεο 

γηα αληίδξαζε κε ην ΜTSEA. Δπίζεο απεηθνλίδεηαη ε Cys150 (κπιε ακηλνμύ) πνπ 

βξίζθεηαη ζηνλ πξώην ελδνθπηηάξην βξόγρν ηνπ ππνδνρέα. 
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Αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνλ άγξην ηύπν CRF1 

 

Γηα λα πξνζδηνξίζνπκε αλ ν άγξηνο ηύπνο CRF1 πεξηέρεη ελδνγελείο 

θπζηεΐλεο πνπ αληηδξνύλ κε ηα ΜΣS-αληηδξαζηήξηα πξνζδηνξίζακε ηελ επίδξαζε 

ηεο αληίδξαζεο ηνπ ΜΣS-αληηδξαζηεξίνπ κεζαλνζεηνζνπιθνληθνύ 

αηζπιακκώληνπ methanethiosulfonate ethylammonium (MTSEA) ζηε δέζκεπζε 

ηεο [125Η]– Tyr0 – ζνβαγίλεο.  

 

 Όπσο θαίλεηαη από ηελ εηθόλα 7, ν άγξηνο ηύπνο CRF1 (WT) αληέδξαζε 

κε ην MTSEA θαη έηζη ειάηησζε ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο, 

κε δνζνεμαξηώκελν ηξόπν. Απηό ζεκαίλεη όηη κία ή πεξηζζόηεξεο ελδνγελείο 

θπζηεΐλεο ηνπ ππνδνρέα αληέδξαζαλ κε ην MTSEA.  

 

Με ζθνπό ηελ εύξεζε ησλ ελδνγελώλ θπζηετλώλ πνπ αληηδξνύλ κε ην 

MTSEA, κεηαιιάμακε ηηο θπζηεΐλεο ησλ δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ πνπ βξίζθνληαη 

ζηηο ζέζεηο 128, 211, 233 θαη 364 (εηθόλα 6) ζε ζεξίλε, κία ηελ θάζε θνξά, 

δεκηνπξγώληαο κε ηνλ ηξόπν απηό ηηο κεηαιιάμεηο C128S, C211S, C233S θαη 

C364S θαη ζηε ζπλέρεηα κειεηήζακε ηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ησλ 

κεηαιιαγκέλσλ ππνδνρέσλ, θαζώο θαη ηελ επίδξαζε πνπ είρε ζε απηέο ε 

αληίδξαζε ηνπ MTSEA. 
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Δικόνα 7. Δπίδπαζη ηηρ ανηίδπαζηρ ηος MTSEA με ηον άγπιο ηύπο CRF1 

ζηην ειδική δέζμεςζη ηηρ [125Ι] – Tyr0 – ζοβαγίνηρ. Κύηηαξα HEK 293 πνπ 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα 

Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 2 ιεπηά ηεο ώξαο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, κε 

ή ρσξίο (κάξηπξαο) δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο MTSEA. ηε ζπλέρεηα ηα 

θύηηαξα νκνγελνπνηήζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 

– ζνβαγίλεο ζηα κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην 

΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Οη κέζνη όξνη ± ηππηθά ζθάικαηα είλαη από 1-11 μερσξηζηά 

πεηξάκαηα. Ζ % εηδηθή δέζκεπζε νξίδεηαη σο {[εηδηθή δέζκεπζε κεηά από ηελ 

αληίδξαζε κε MTSEA / εηδηθή δέζκεπζε ρσξίο MTSEA (κάξηπξαο)] x 100}. 
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Μεηαιιάμεηο, C128S, C211S, C233S θαη C364S, ηνπ CRF1  

 
 
Δικόνα A2.X1. Μεηάλλαξη ηηρ Cys128 ζε Ser. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TCC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο ζεξίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TGT ηνπ 

hCRF1. 

Cys  Ser 
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Δικόνα A2.X2. Μεηάλλαξη ηηρ Cys211 ζε Ser. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GGA ε νπνία είλαη ε αληίζηξνθε θαη ζπκπιεξσκαηηθή ηεο αιιεινπρίαο TCC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο 

κεηάιιαμεο ζεξίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TGC ηνπ hCRF1. 

 

Cys  Ser Cys  Ser 
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Δικόνα A2.X3. Μεηάλλαξη ηηρ Cys233 ζε Ser. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο ζεξίλε. Σα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TGC ηνπ 

hCRF1. 

Cys  Ser 



  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 
 
 

 
  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 

 

100 

 
 

Δικόνα A2.X4. Μεηάλλαξη ηηρ Cys364 ζε Ser. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCT ε νπνία είλαη ε αληίζηξνθε θαη ζπκπιεξσκαηηθή ηεο αιιεινπρίαο AGC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο 

κεηάιιαμεο ζεξίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TGT ηνπ hCRF1. 

Cys  Ser 
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Δικόνα 8. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ C128S, C211S, C233S και 

C364S. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ 

Tyr0 – ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη 

Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1, ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο. Οη κέζνη όξνη 

ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα 

ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-4 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά, νη ηηκέο  -

logKD  ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Motulsky θαη Christopoulos 

[202] θαη ήηαλ γηα ηνπο ππνδνρείο,  WT, C128S, C211S, C233S θαη C364S ίζεο 

κε 9,01 ± 0,11, 8,94 ± 0,03, 9,18 ± 0,04, 9,00 ± 0,05 θαη 8,76 ± 0,23 αληίζηνηρα. 
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Φαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ άγξηνπ ηύπνπ CRF1 θαη ησλ κεηαιιαγκέλσλ 

ππνδνρέσλ C128S, C211S, C233S θαη C364S. 

 

Με ζθνπό λα δηαπηζηώζνπκε όηη νη κεηαιιάμεηο C128S, C211S, C233S θαη 

C364S δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηε ιεηηνπξγία θαη θαηά ζπλέπεηα ηε δνκή ηνπ 

CRF1, κειεηήζακε ηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ησλ κεηαιιαγκέλσλ ππνδνρέσλ 

πξνζδηνξίδνληαο ηε ζπγγέλεηα κε ηελ νπνία απηνί δέζκεπαλ ηελ [125I] – Tyr0 – 

ζνβαγίλε. Όπσο βιέπνπκε ζηελ εηθόλα 8, ε δέζκεπζε ηεο [125I] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο δελ επεξεάζηεθε ζεκαληηθά από ηηο κεηαιιάμεηο. πγθεθξηκέλα νη 

κεηαιιάμεηο C128S, C211S, C233S θαη C364S δέζκεπαλ ηελ [125I] – Tyr0 – 

ζνβαγίλε κε ζπγγέλεηεο (-logKD) 8,94 ± 0,03, 9,18 ± 0,04, 9,00 ± 0,05 θαη 8,76 ± 

0,23 παξόκνηεο κε εθείλεο ηνπ άγξηνπ ηύπνπ CRF1 (WT), 9,01 ± 0,11. 

 

Αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο C128S, C211S, 

C233S θαη C364S 

 

ηε ζπλέρεηα εμεηάζακε ηελ επίδξαζε ηεο αληίδξαζεο ηνπ MTSEA κε ηνπο 

κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, C128S, C211S, C233S θαη C364S ζηελ εηδηθή 

δέζκεπζε ηεο  [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζε απηνύο. Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 9, 

επώαζε ησλ κεηαιιαγκέλσλ ππνδνρέσλ C128S, C211S, C233S θαη C364S, γηα 

2 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, κε MTSEA ζε ζπγθεληξώζεηο ησλ 2,5 θαη 5 

mM, ειάηησζε ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο, όπσο θαη ζηνλ 

άγξην ηύπν (WT) CRF1. Κακία από ηηο κεηαιιάμεηο απηέο ινηπόλ δελ ζηάζεθε 

ηθαλή λα αλαζηείιεη ή έζησ λα κεηώζεη ην αλαζηαιηηθό απνηέιεζκα ηνπ MTSEA 

ζηε δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1. Σν ίδην παξαηεξήζεθε θαη 

όηαλ ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA ζε ζπγθέληξσζε 2,5 mM, έιαβε ρώξα γηα 1 κόλν 

ιεπηό (εηθόλα 10). 
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Δικόνα 9. Δπίδπαζη ηηρ ανηίδπαζηρ για 2 λεπηά ηος MTSEA με ηον άγπιο 

ηύπο CRF1 και ηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ C128S, C211S, C233S και 

C364S ζηην ειδική δέζμεςζη ηηρ [125Ι] – Tyr0 – ζοβαγίνηρ. Κύηηαξα HEK 293 

πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο C128S, C211S, C233S θαη  C364S, αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα 

Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 2 ιεπηά ηεο ώξαο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, 

ρσξίο (κάξηπξαο) ή κε MTSEA ζπγθέληξσζεο 2,5 mM θαη 5 mM. ηε ζπλέρεηα ηα 

θύηηαξα νκνγελνπνηήζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 

– ζνβαγίλεο ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην 

΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηνπο κέζνπο όξνπο ± ηππηθά 

ζθάικαηα από 4-11 μερσξηζηά πεηξάκαηα. Ζ % εηδηθή δέζκεπζε νξίδεηαη σο 

{[εηδηθή δέζκεπζε κεηά από ηελ αληίδξαζε κε MTSEA / εηδηθή δέζκεπζε ρσξίο 

MTSEA (κάξηπξαο)] x 100}. 
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Δικόνα 10. Δπίδπαζη ηηρ ανηίδπαζηρ για 1 λεπηό ηος MTSEA με ηον άγπιο 

ηύπο CRF1 και ηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ C128S, C211S, C233S και 

C364S ζηην ειδική δέζμεςζη ηηρ [125Ι] – Tyr0 – ζοβαγίνηρ. Κύηηαξα HEK 293 

πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο C128S, C211S, C233S θαη C364S, αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα 

Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 1 ιεπηό ηεο ώξαο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, κε 

ή ρσξίο (κάξηπξαο) MTSEA ζπγθέληξσζεο 2,5 mM. ηε ζπλέρεηα ηα θύηηαξα 

νκνγελνπνηήζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο ζηα κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην 

΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηνπο κέζνπο όξνπο ± ηππηθά 

ζθάικαηα από 4-8 μερσξηζηά πεηξάκαηα. Ζ % εηδηθή δέζκεπζε νξίδεηαη σο 

{[εηδηθή δέζκεπζε κεηά από ηελ αληίδξαζε κε MTSEA / εηδηθή δέζκεπζε ρσξίο 

MTSEA (κάξηπξαο)] x 100}. 
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Φαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ κεηαιιαγκέλνπ ππνδνρέα ΓCys  

 

Αθνύ θακία από ηηο κεηαιιάμεηο ζε ζεξίλε ησλ ειεύζεξσλ ελδνγελώλ 

θπζηετλώλ ηνπ CRF1, δε ζηάζεθε ηθαλή λα αλαζηείιεη ή έζησ λα κεηώζεη ην 

αλαζηαιηηθό απνηέιεζκα ηνπ MTSEA ζηε δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο 

ζηνλ CRF1, εμεηάζακε ζηε ζπλέρεηα αλ ην MTSEA αληηδξά κε έλα κεηαιιαγκέλν 

ππνδνρέα ηνπ CRF1 πνπ δελ έρεη θακία ελδνγελή ειεύζεξε θπζηεΐλε. 

 

Γηα ην ζθνπό απηό κεηαιιάμακε ηηο θπζηεΐλεο πνπ βξίζθνληαη ζηηο ζέζεηο 

128, 211, 233 θαη 364 ηνπ CRF1 ηαπηόρξνλα ζε ζεξίλεο, δεκηνπξγώληαο έηζη ην 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα ΓCys. Πξηλ όκσο πξνρσξήζνπκε ζηα πεηξάκαηα 

αληίδξαζεο ηνπ MTSEA κε ηνλ ΓCys, εμεηάζακε ηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηέο 

ηνπ, πξνζδηνξίδνληαο ηε ζπγγέλεηα κε ηελ νπνία δεζκεύεη ηελ [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλε. Ζ δέζκεπζε ηεο [125Η]– Tyr0 – ζνβαγίλεο δελ επεξεάζηεθε ζεκαληηθά 

από ηνλ παξαπάλσ ζπλδπαζκό κεηαιιάμεσλ (εηθόλα 11). πγθεθξηκέλα, ν 

κεηαιιαγκέλνο ππνδνρέαο ΓCys δέζκεπε ηελ [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλε κε 

ζπγγέλεηα (-logKD) 8,64 ± 0,21, παξόκνηα κε εθείλε ηνπ άγξηνπ ηύπνπ (WT) CRF1 

(-logKD) 9,01 ± 0,11.  
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Δικόνα 11. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηο μεηαλλαγμένο ςποδοσέα, ΓCys. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο 

ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ  Tyr0 – ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε όπσο 

αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα 

από θύηηαξα ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1, ή ην 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα ΓCys. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο 

πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-4 θνξέο δίλνληαο 

παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο 

έγηλε κε γξακκηθά, νη ηηκέο -logKD  ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ 

Motulsky θαη Christopoulos [202] θαη ήηαλ γηα ηνπο ππνδνρείο  WT θαη ΓCys ίζεο 

κε 9,01 ± 0,11 θαη 8,64 ± 0,21 αληίζηνηρα. 

 

 



  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 
 
 

 
  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 

 

107 

 

 

Δικόνα 12. Δπίδπαζη ηηρ ανηίδπαζηρ ηος MTSEA με ηον άγπιο ηύπο CRF1 

και ηο μεηαλλαγμένο ςποδοσέα ΓCys ζηην ειδική δέζμεςζη ηηρ [125Ι] – Tyr0 

– ζοβαγίνηρ. Κύηηαξα HEK 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 

θαη ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα ΓCys, αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα 

Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 1 ιεπηό ηεο ώξαο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, 

ρσξίο (κάξηπξαο) ή κε MTSEA ζπγθέληξσζεο 2,5 mM. ηε ζπλέρεηα ηα θύηηαξα 

νκνγελνπνηήζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην 

΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηνπο κέζνπο όξνπο ± ηππηθά 

ζθάικαηα από 7-8 μερσξηζηά πεηξάκαηα. Ζ % εηδηθή δέζκεπζε νξίδεηαη σο 

{[εηδηθή δέζκεπζε κεηά από ηελ αληίδξαζε κε MTSEA / εηδηθή δέζκεπζε ρσξίο 

MTSEA (κάξηπξαο)] x 100}. 
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Αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα ΓCys 

 

ηε ζπλέρεηα πξνζδηνξίζακε αλ ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνλ ΓCys, 

επεξέαζε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζην κεηαιιαγκέλν 

απηό ππνδνρέα. Γηα ην ζθνπό απηό επσάζακε ηνλ ΓCys κε ή ρσξίο (κάξηπξαο) 

MTSEA ζπγθέληξσζεο 2,5 mM γηα 1 ιεπηό ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη 

πξνζδηνξίζακε ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο. Όπσο θαίλεηαη 

ζηελ εηθόλα 12, επώαζε ηνπ ΓCys κε MTSEA ειάηησζε πεξίπνπ θαηά 40 % (ζε 

ζρέζε κε ηνλ κάξηπξα) ηελ εηδηθή  δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνλ 

ππνδνρέα απηόλ. Ζ αλαζηνιή απηή δε δηέθεξε ζεκαληηθά από ηελ αληίζηνηρε 

ζηνλ (πεξίπνπ θαηά 60%) άγξην ηύπν (WT) CRF1  (εηθόλα 12) 

Άξα ινηπόλ, ε ηαπηόρξνλε κεηάιιαμε όισλ ησλ θπζηετλώλ ηνπ CRF1 ζε 

ζεξίλεο, δελ θαηόξζσζε λα δεκηνπξγήζεη έλαλ ππνδνρέα πνπ λα κελ αληηδξά κε 

ην MTSEA.  

 

Γηαθνξεηηθνί ρξόλνη αληίδξαζεο ηνπ MTSEA κε ηνλ άγξην ηύπνπ CRF1 θαη 

ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, ΓCys. 

 

Σν γεγνλόο όηη ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνλ ΓCys γηα 1 ιεπηό ηεο 

ώξαο, ζηάζεθε ηθαλή λα ειαηηώζεη ζε κεγάιν βαζκό ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο 

[125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο, καο ώζεζε λα πξνζδηνξίζνπκε ηελ επίδξαζε 

δηαθνξεηηθώλ ρξόλσλ αληίδξαζεο ηνπ MTSEA (κηθξόηεξσλ ηνπ ελόο ιεπηνύ ηεο 

ώξαο) ζηελ επαηζζεζία ηνπ ππνδνρέα απηνύ ζην αληηδξαζηήξην. Γηα ην ζθνπό 

απηό επσάζακε ηνλ ΓCys θαζώο θαη ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 κε 2,5 mM 

MTSEA γηα 60, 30 θαη 15 δεπηεξόιεπηα. Όπσο βιέπνπκε ζηελ εηθόλα 13, ε 

αληίδξαζε ηνπ MTSEA θαη κε ηνπο δύν ππνδνρείο ειάηησζε ηε δέζκεπζε ηεο  

[125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο κε ρξνλνεμαξηώκελν ηξόπν. Ζ ειάηησζε ηεο δέζκεπζεο 

απηήο ζηνλ ΓCys ήηαλ πνιύ κηθξή (κόλν θαηά 15 % πεξίπνπ) ζην ρξόλν 

αληίδξαζεο ησλ 15 δεπηεξνιέπησλ. Αληίζεηα ε αληίζηνηρε αληίδξαζε ηνπ MTSEA 
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κε ηνλ WT κείσζε θαηά 40 % ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο 

ζηνλ ππνδνρέα απηόλ. Ζ κείσζε απηή ήηαλ ζεκαληηθά κεγαιύηεξε από ηελ 

αληίζηνηρε ζηνλ ΓCys. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 13. Δπίδπαζη διαθοπεηικών σπόνων ανηίδπαζηρ ηος MTSEA (2.5 

mM) ζηην ειδική δέζμεςζη ηηρ [125Ι] – Tyr0 – ζοβαγίνηρ, ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηο μεηαλλαγμένο ςποδοσέα, ΓCys. Κύηηαξα HEK 293 πνπ 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1  ή ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα 

ΓCys, αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 60, 30 

θαη 15 δεπηεξόιεπηα ηεο ώξαο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, ρσξίο (κάξηπξαο) ή κε 

MTSEA ζπγθέληξσζεο 2,5 mM. ηε ζπλέρεηα ηα θύηηαξα νκνγελνπνηήζεθαλ θαη 

πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο, ζε κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Οη 

ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηνπο κέζνπο όξνπο ± ηππηθά ζθάικαηα από 7-30 

μερσξηζηά πεηξάκαηα. Ζ % εηδηθή δέζκεπζε νξίδεηαη σο {[εηδηθή δέζκεπζε κεηά 

από ηελ αληίδξαζε κε MTSEA / εηδηθή δέζκεπζε ρσξίο MTSEA (κάξηπξαο)] x 

100}. Οη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά δηαθνξέο ππνινγίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο 

αλάιπζεο δηαζπνξάο (ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα κε LSD’s post hoc test (* p<0.05 
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ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή δηαθνξά ηεο εηδηθήο δέζκεπζεο ζηνλ WT από εθείλεο ζηνλ 

ΓCys, θάησ από ηηο ίδηεο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο).  

 

Αληίδξαζε δηαθνξεηηθώλ ζπγθεληξώζεσλ MTSEA κε ηνλ άγξην ηύπν CRF1 

θαη ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, ΓCys. 

 

ηε ζπλέρεηα εμεηάζακε ηελ επίδξαζε δηαθνξεηηθώλ ζπγθεληξώζεσλ 

MTSEA ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο ζηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη ζην 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, ΓCys. Γηα ην ζθνπό απηό επσάζακε θύηηαξα πνπ 

εθθξάδαλε ηνπο ππνδνρείο απηνύο κε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο MTSEA γηα 15 

δεπηεξόιεπηα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη ζηε ζπλέρεηα πξνζδηνξίζακε ηελ 

εηδηθή δέζκεπζε ηεο  [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνπο ελ ιόγσ ππνδνρείο. Όπσο 

θαίλεηαη ζηηο εηθόλεο 14 θαη 15 ην MTSEA ειάηησζε κε δνζνεμαξηώκελν ηξόπν 

ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο θαη ζηνπο δύν ππνδνρείο. Ζ 

κείσζε απηή ζηνλ WT ήηαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή κεηά από αληίδξαζή ηνπ κε 2,5, 

3,5 θαη 5 mM MTSEA (εηθόλα 15). Αληίζεηα ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο ζηνλ ΓCys κεηώζεθε ζεκαληηθά κόλν κεηά από αληίδξαζε ηνπ κε 5 

mM MTSEA (εηθόλα 15). 

 

Ζ κεγαιύηεξε δηαθνξά αλάκεζα ζηελ ειάηησζε από ην MTSEA ηεο 

εηδηθήο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνλ WT από ηελ αληίζηνηρε 

ειάηησζε ζηνλ ΓCys, παξαηεξήζεθε όηαλ (ζε ρξόλν αληίδξαζεο 15 

δεπηεξνιέπησλ) ην αληηδξαζηήξην ήηαλ ζηε ζπγθέληξσζε ησλ 2,5 mM. Σν 

παξαπάλσ ζε ζπλδπαζκό κε ην γεγνλόο όηη ν ΓCys νπζηαζηηθά δελ αληηδξά κε  

2,5 mM MTSEA γηα 15 δεπηεξόιεπηα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, καο νδήγεζε λα 

επηιέμνπκε απηέο ηηο ζπλζήθεο γηα ηελ εθηέιεζε ησλ επνκέλσλ πεηξακάησλ. 
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Δικόνα 14. Δπίδπαζη ηηρ ζςγκένηπωζηρ ηος MTSEA ζηην ειδική δέζμεςζη 

ηηρ [125Ι] – Tyr0 – ζοβαγίνηρ, ζηον άγπιο ηύπο CRF1 και ζηο μεηαλλαγμένο 

ςποδοσέα, ΓCys. Κύηηαξα HEK 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 ή ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα ΓCys, αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα 

Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 15 δεπηεξόιεπηα ηεο ώξαο ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ, ρσξίο (κάξηπξαο) ή κε απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο MTSEA (0,25, 0,5, 

1, 2,5, 3,5 θαη 5 mM). ηε ζπλέρεηα ηα θύηηαξα νκνγελνπνηήζεθαλ θαη 

πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο, ζηα κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Οη 

κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα 

ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-30 θνξέο δίλνληαο παξόκνηα απνηειέζκαηα. 

Ζ % εηδηθή δέζκεπζε νξίδεηαη σο {[εηδηθή δέζκεπζε κεηά από ηελ αληίδξαζε κε 

MTSEA / εηδηθή δέζκεπζε ρσξίο MTSEA (κάξηπξαο)] x 100}. 
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Δικόνα 15. Δπίδπαζη ηηρ ζςγκένηπωζηρ ηος MTSEA ζηην ειδική δέζμεςζη 

ηηρ [125Ι] – Tyr0 – ζοβαγίνηρ. Οη ηηκέο ηεο % εηδηθήο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο  ζηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 (γθξη ζηήιεο) θαη ζην κεηαιιαγκέλν 

ππνδνρέα ΓCys (άζπξεο ζηήιεο), πξνζδηνξίζηεθαλ ζηα πεηξάκαηα ηεο εηθόλαο 

14. Οη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά δηαθνξέο ππνινγίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο αλάιπζεο 

δηαζπνξάο (ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα κε LSD’s post hoc test (* p<0.05 

ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή δηαθνξά κεηαμύ ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο ζηνλ θάζε ππνδνρέα πξηλ θαη κεηά ηελ αληίδξαζή ηνπ κε ην MTSEA) 
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Αληίδξαζε ησλ MTSES θαη MTSET κε ηνλ άγξην ηύπν CRF1 θαη ηε 

κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ, ΓCys. 

 

 ηε ζπλέρεηα εμεηάζακε θαηά πόζν επεξεάδεηαη ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο 

[125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη ζην κεηαιιαγκέλν 

ππνδνρέα ΓCys κεηά από 15-δεπηεξνιέπησλ επώαζή ηνπο κε ην ζεηηθά 

θνξηηζκέλν κεζαλνζεηνζνπιθνληθό αηζπιηξηκεζπιακκώλην (methane-

thiosulfonate ethyltrimethylammonium, MTSEΣ) ή ην αξλεηηθά θνξηηζκέλν 

κεζαλνζεηνζνπιθνληθό αηζπινζνπιθνληθό νμύ (methanethiosulfonate 

ethylsulfonate, MTSES) ηα νπνία είλαη κεγαιύηεξα ζε κέγεζνο από ην ζεηηθά 

θνξηηζκέλν MTSEA.  

 

Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 16 ζε αληίζεζε κε ην MTSEA, ηα MTSES θαη 

MTSET δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο ζηνλ WT. Δπίζεο παξόκνηα κε ην MTSEA, ηα MTSES θαη MTSET δελ 

επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνλ 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, ΓCys. 
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Δικόνα 16. Δπίδπαζη ηηρ ανηίδπαζηρ ηων MTSES, MTSET και MTSEA με 

ηον άγπιο ηύπο CRF1 και ηο μεηαλλαγμένο ςποδοσέα ΓCys ζηην ειδική 

δέζμεςζη ηηρ [125Ι] – Tyr0 – ζοβαγίνηρ. Κύηηαξα HEK 293 πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 ή ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα ΓCys, 

αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 15 

δεπηεξόιεπηα ηεο ώξαο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, κε ή ρσξίο (κάξηπξα), 

MTSEA, MTSET θαη MTSES ζπγθέληξσζεο 2,5 mM. ηε ζπλέρεηα ηα θύηηαξα 

νκνγελνπνηήζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο ζηα κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην 

΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηνπο κέζνπο όξνπο ± ηππηθά 

ζθάικαηα από 3-30 μερσξηζηά πεηξάκαηα. Ζ % εηδηθή δέζκεπζε νξίδεηαη σο 

{[εηδηθή δέζκεπζε κεηά από ηελ αληίδξαζε κε MTSEA, MTSET θαη MTSES / 

εηδηθή δέζκεπζε ρσξίο MTSEA, MTSET θαη MTSES (κάξηπξαο)] x 100}. Οη 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά δηαθνξέο ππνινγίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο αλάιπζεο 

δηαζπνξάο (ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα κε LSD’s post hoc test  (* p<0.05 

ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή δηαθνξά κεηαμύ ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο ζηνλ θάζε ππνδνρέα πξηλ θαη κεηά ηελ αληίδξαζή ηνπ κε ην MTSEA, ην 

MTSET ή ην MTSES) 
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Δικόνα 17. Πποζηαζία με ανηαλαπμίνη ηος CRF1 από ηην ανηίδπαζή ηος με 

ηο MTSEA Κύηηαξα HEK 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1, 

αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 15 ιεπηά 

ζηνπο 37νC, ρσξίο ή κε απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο αληαιαξκίλεο θαη ζηε 

ζπλέρεηα αληέδξαζαλ γηα 15 δεπηεξόιεπηα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, κε ή ρσξίο 

(κάξηπξα) MTSEA, ζπγθέληξσζεο 2,5 mM. ηε ζπλέρεηα ηα θύηηαξα 

νκνγελνπνηήζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο ζηα κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην 

΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Ζ % εηδηθή δέζκεπζε νξίδεηαη σο {[εηδηθή δέζκεπζε κεηά 

από ηελ αληίδξαζε κε MTSEA / εηδηθή δέζκεπζε ρσξίο MTSEA (κάξηπξαο)] x 

100}. Ζ δηαθεθνκκέλε γξακκή ζπκβνιίδεη ηελ εδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο κεηά από αληίδξαζε ηνπ ππνδνρέα κε 2,5 mM MTSEA απνπζία 

αληαιαξκίλεο. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη 

από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε από 4-6 θνξέο δίλνληαο παξόκνηα 

απνηειέζκαηα. 
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Πξνζηαζία ηεο αληίδξαζεο ηνπ MTSEA κε ηνλ άγξην ηύπν CRF1. 

 

 Με ζθνπό λα εμεηάζνπκε αλ ν κηθξνκνξηαθόο αληαγσληζηήο αληαιαξκίλε 

ήηαλ ηθαλόο λα πξνζηαηεύζεη ηνλ CRF1 από ηελ αληίδξαζή ηνπ κε ην MTSEA, 

θύηηαξα ΖΔΚ 293, πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 

επσάζηεθαλ γηα 15 ιεπηά ζηνπο 37 νC κε απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο 

αληαιαξκίλεο θαη ζηε ζπλέρεηα έιαβε ρώξα ε αληίδξαζε ηνπ ππνδνρέα κε 2,5 

mM MTSEA γηα 15 δεπηεξόιεπηα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Όπσο θαίλεηαη 

ζηελ εηθόλα 17, ε κείσζε ηεο εηδηθήο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο 

ζηνλ WT κεηά από ηελ αληίδξαζή ηνπ κε MTSEA, ειαηηώζεθε κε επώαζε ηνπ 

ππνδνρέα κε αληαιαξκίλε πξηλ ηελ αληίδξαζε. Ζ πξνζηαζία κε αληαιαξκίλε ηνπ 

CRF1 από ηελ αληίδξαζή ηνπ κε ην MTSEA έγηλε κε δνζνεμαξηώκελν ηξόπν 

(εηθόλα 17). 

 

Δπίδξαζε ηνπ MTSEA ζηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ CRF1 

 

Με ζθνπό λα εμεηάζνπκε ην κεραληζκό κε ηνλ νπνίν ε αληίδξαζε ηνπ 

MTSEA (2,5 mM - 15 δεπηεξόιεπηα) ειάηησζε ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – 

Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1, πξνζδηνξίζακε ηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ 

ππνδνρέα πξηλ θαη κεηά ηελ αληίδξαζή ηνπ κε MTSEA. πγθεθξηκέλα εμεηάζακε 

ηελ επίδξαζε ηεο αληίδξαζεο ηνπ MTSEA κε ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) ζηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο θαη ζηνλ αξηζκό ζέζεσλ δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο. Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 18, ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνλ CRF1 

ειάηησζε ην κέγηζην αξηζκό ζέζεσλ δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο 

ρσξίο όκσο λα επεξεάδεη ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζήο ηεο. πγθεθξηκέλα, 

από 5,32 ± 0,36 pM o αξηζκόο ζέζεσλ δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο 

κεηώζεθε κεηά ηελ αληίδξαζε ηνπ ππνδνρέα κε ην MTSEA ζε 2,66 ± 0,71 pM. 

Αληίζεηα ε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1 δελ 
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επεξεάζηεθε ζεκαληηθά αθνύ πξηλ θαη κεηά ηελ αληίδξαζε κε MTSEA ήηαλ               

(-logKD) 9,01 ± 0,11 θαη 9,05 ± 0,12 αληίζηνηρα. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 18. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 ππιν και μεηά από ηην ανηίδπαζη ηος με MTSEA. Κύηηαξα HEK 293 πνπ 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1, αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα 

Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 15 δεπηεξόιεπηα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, κε 

(άζπξνη θύθινη) ή ρσξίο (κάξηπξαο) (καύξνη θύθινη) MTSEA, ζπγθέληξσζεο 2,5 

mM. ηε ζπλέρεηα ηα θύηηαξα νκνγελνπνηήζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή 

δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηα κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα, όπσο 

πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ θαη ηα 

ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 4 

θνξέο δίλνληαο παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ 

θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο  -logKD  ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα 

κε ηε κέζνδν ησλ Motulsky θαη Christopoulos [202]. Δπίζεο πξνζδηνξίζηεθαλ νη 

ηηκέο ηνπ κέγηζηνπ αξηζκνύ ζέζεσλ δέζκεπζεο (Bmax) όπσο αλαθέξεηαη ζηε 

κεζνδνινγία θαη νη ηηκέο ηνπο αλαθέξνληαη ζην θείκελν. 
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Αληίδξαζε ηνπ MTSEA γηα 15 δεπηεξόιεπηα κε ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο C128S, C211S, C233S θαη C364S 

 

Όπσο αλαθέξζεθε παξαπάλσ ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA (2,5 mM) κε ηνλ 

άγξην ηύπν (WT) CRF1 (ζε αληίζεζε κε ηνλ ΓCys) γηα 15 δεπηεξόιεπηα ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, κείσζε ζεκαληηθά ηε δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο ζηνλ ππνδνρέα, πηζαλόλ αληηδξώληαο κε κηα ή πεξηζζόηεξεο από ηηο 

ειεύζεξεο ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ. 

Με ζθνπό λα πξνζδηνξίζνπκε πνηά ή πνηέο από ηηο ελδνγελείο θπζηεΐλεο 

ηνπ CRF1 αληέδξαζαλ κε ην MTSEA, πξνζδηνξίζακε ηελ επίδξαζε ηεο 

αληίδξαζεο ηνπ MTSEA (2,5 mM – 15 δεπηεξόιεπηα – ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ) 

κε ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο C128S, C211S, C233S θαη C364S (πνπ 

δεκηνπξγήζεθαλ από ηελ αληηθαηάζηαζε ησλ ελδνγελώλ θπζηετλώλ ηνπ CRF1 

ζηηο ζέζεηο 128, 211, 233 θαη 364 από ζεξίλε) ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο [125Η] 

– Tyr0 – ζνβαγίλεο γηα ηνπο ππνδνρείο απηνύο. 

 

Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 19, ε αληίδξαζε 2,5 mM MTSEA (15 

δεπηεξόιεπηα) κε ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο C211S, C233S, C364S 

ειάηησζε ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο, ζε απηνύο κόλν 15% 

πεξίπνπ. Ζ ειάηησζε απηή ήηαλ ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθά κηθξόηεξε από εθείλε ηεο 

εηδηθήο δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο ζηνλ κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα C128S θαη ζηνλ 

άγξην ηύπν (WT) CRF1 κεηά από αληίδξαζε ηνπο κε ην MTSEA (πνπ ήηαλ 

πεξίπνπ 30% θαη 40 %, αληίζηνηρα).   
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Δικόνα 19. Δπίδπαζη ηηρ ανηίδπαζηρ για 15 δεςηεπόλεπηα ηος MTSEA με 

ηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ C128S, C211S, C233S και C364S ζηην 

ειδική δέζμεςζη ηηρ [125Ι] – Tyr0 – ζοβαγίνηρ. Κύηηαξα HEK 293 πνπ 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο C128S, C211S, C233S θαη  C364S, αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα 

Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 15 δεπηεξόιεπηα ηεο ώξαο ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ, ρσξίο (κάξηπξαο) ή κε MTSEA ζπγθέληξσζεο 2,5 mM. ηε ζπλέρεηα 

ηα θύηηαξα νκνγελνπνηήζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – 

Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηα κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην 

θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηνπο κέζνπο όξνπο 

± ηππηθά ζθάικαηα από 4-30 μερσξηζηά πεηξάκαηα. Ζ % εηδηθή δέζκεπζε νξίδεηαη 

σο {[εηδηθή δέζκεπζε κεηά από ηελ αληίδξαζε κε MTSEA / εηδηθή δέζκεπζε ρσξίο 

MTSEA (κάξηπξαο)] x 100}. Οη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά δηαθνξέο ππνινγίζηεθαλ κε 

ηε ρξήζε ηεο αλάιπζεο δηαζπνξάο (ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα κε LSD’s post hoc 

test  (* p<0.05 ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή δηαθνξά κεηαμύ ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – 
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Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνλ θάζε κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα θαη εθείλεο ζηνλ WT κεηά 

ηελ αληίδξαζή ηνπο κε ην MTSEA ) 

 

Φαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ άγξηνπ ηύπνπ CRF1 θαη ησλ κεηαιιαγκέλσλ 

ππνδνρέσλ ΓCys+128C, ΓCys+211C, ΓCys+233C θαη ΓCys+364C. 

 

Σα πξνεγνύκελα πεηξάκαηα είραλ ζα ζθνπό λα πξνζδηνξίζνπλ ηελ 

επίδξαζε ηεο αληίδξαζεο ηνπ MTSEA ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1 

κεηά από κεηάιιαμε κηαο από ηηο 4 ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ (Cys128, Cys211, 

Cys233 θαη Cys364). Όκσο ε αληηθαηάζηαζε από ζεξίλε κηαο από ηηο 4 

ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ ππνδνρέα, άθελε απηόλ κε ηηο ππόινηπεο ηξεηο 

θπζηεΐλεο ηνπ, πνπ δπλεηηθά ζα κπνξνύζαλ λα αληηδξάζνπλ κε ην MTSEA. Με 

ζθνπό λα πξνζδηνξίζνπκε ην θαηά πόζν κηα ελδνγελήο θπζηεΐλε όηαλ είλαη κόλε 

ηεο αληηδξά κε ην MTSEA, κεηαιιάμακε ηαπηόρξνλα όιεο ηηο ελδνγελείο 

θπζηεΐλεο ηνπ CRF1, εθηόο από εθείλε πνπ ζέινπκε λα εμεηάζνπκε. Έηζη 

δεκηνπξγήζακε ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο ΓCys+128C, ΓCys+211C, 

ΓCys+233C θαη ΓCys+364C νη νπνίνη έρνπλ κηα ελδνγελή θπζηεΐλε. 

πγθεθξηκέλα ν ΓCys+128C έρεη ηελ 128Cys, ν ΓCys+211C έρεη ηελ 211Cys, ν 

ΓCys+233C έρεη ηελ 233Cys θαη ν ΓCys+364C έρεη ηελ 364Cys.  

 

Πξηλ εμεηάζνπκε ηελ επίδξαζε ηεο αληίδξαζεο ηνπ MTSEA ζηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηεο Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνπο ΓCys+128C, ΓCys+211C, ΓCys+233C 

θαη ΓCys+364C πξνζδηνξίζακε πξώηα ηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηέο ηνπο, κε 

ζθνπό λα δηαπηζηώζνπκε όηη νη κεηαιιάμεηο απηέο δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηε 

δνκή θαη ιεηηνπξγία ηνπ CRF1. Απηό επηηεύρζεθε κε ηνλ πξνζδηνξηζκό ησλ 

ζπγγελεηώλ κε ηηο νπνίεο νη ππνδνρείο απηνί δέζκεπαλ ηελ Tyr0 – ζνβαγίλε θαη ηε 

ζύγθξηζε ηνπο κε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ξαδηνζεκαζκέλεο ζνβαγίλεο γηα 

ηνλ ΓCys. Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 20, ε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο (-logKD) ηεο 

Tyr0 – ζνβαγίλεο γηα ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο ΓCys+128C θαη 

ΓCys+211C ήηαλ παξόκνηα κε εθείλε γηα ηνλ ΓCys, ελώ ε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο 
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ηνπ πεπηηδίνπ απηνύ γηα ηνπο ΓCys+233C θαη ΓCys+364C έρεη κεησζεί ιίγν ζε 

ζρέζε κε ηνλ ΓCys.   

 

Δικόνα 20. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ ΓCys+128C, ΓCys+211C, 

ΓCys+233C και ΓCys+364C. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο από ηελ Tyr0 – ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην 

΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1, ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο, ΓCys+128C, ΓCys+211C, ΓCys+233C θαη ΓCys+364C. Οη κέζνη όξνη 

ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα 

ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά, νη ηηκέο -

logKD ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Motulsky θαη Christopoulos 

[202] θαη ήηαλ γηα ηνπο ΓCys, ΓCys+128C, ΓCys+211C, ΓCys+233C θαη 

ΓCys+364C, 8,64 ± 0,21, 8,50 ± 0,36, 8,39 ± 0,11, 7,89 ± 0,18 θαη 7,76 ± 0,18 

αληίζηνηρα. 
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Αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο ΓCys+128C, 

ΓCys+211C, ΓCys+233C θαη ΓCys+364C. 

 

ηε ζπλέρεηα πξνζδηνξίζακε ηελ επίδξαζε ηεο αληίδξαζεο ηνπ MTSEA κε 

ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο ΓCys+128C, ΓCys+211C, ΓCys+233C θαη 

ΓCys+364C, ζηε δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζε απηνύο.  

 

 Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 21, αληίδξαζε ηνπ MTSEA (2,5 mM, γηα 15 

δεπηεξόιεπηα ηεο ώξαο) κε ηνπο ΓCys+128C, ΓCys+211C, ΓCys+233C θαη 

ΓCys+364C (παξόκνηα κε ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα ΓCys), δελ ειάηησζε 

ζεκαληηθά ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνπο ππνδνρείο 

απηνύο. 
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Δικόνα 21. Δπίδπαζη ηηρ ανηίδπαζηρ ηος MTSEA με ηοςρ μεηαλλαγμένοςρ 

ςποδοσείρ ΓCys+128C, ΓCys+211C, ΓCys+233C και ΓCys+364C ζηην ειδική 

δέζμεςζη ηηρ [125Ι] – Tyr0 – ζοβαγίνηρ. Κύηηαξα HEK 293 πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο 

ΓCys+128C, ΓCys+211C, ΓCys+233C θαη ΓCys+364C, αησξεκέλα ζε 

ξπζκηζηηθό δηάιπκα Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 15 δεπηεξόιεπηα ηεο ώξαο 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, κε ή ρσξίο (κάξηπξαο) MTSEA ζπγθέληξσζεο 2,5 

mM. ηε ζπλέρεηα ηα θύηηαξα νκνγελνπνηήζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή 

δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο, ζηα κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα, όπσο 

πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ 

ηνπο κέζνπο όξνπο ± ηππηθά ζθάικαηα από 4-19 μερσξηζηά πεηξάκαηα. Ζ % 

εηδηθή δέζκεπζε νξίδεηαη σο {[εηδηθή δέζκεπζε κεηά από ηελ αληίδξαζε κε 

MTSEA / εηδηθή δέζκεπζε ρσξίο MTSEA (κάξηπξαο)] x 100}. 
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Πξνζδηνξηζκόο ησλ δηαζέζηκσλ γηα αληίδξαζε κε ην MTSEA ηερλεηώλ 

θπζηετλώλ ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ CRF1.  

 

ηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηώληαο ηνλ “αδξαλή” ζην MTSEA (όηαλ είλαη ζε 

ζπγθέληξσζε 2,5 mM θαη ε αληίδξαζε δηαξθεί 15 δεπηεξόιεπηα) ππνδνρέα ΓCys 

(πνπ έρεη παξόκνηεο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο θαη άξα δνκή κε εθείλεο ηνπ 

άγξηνπ ηύπνπ CRF1) κεηαιιάμακε (έλα ηε θάζε θνξά) ηα ακηλνμέα ηεο ηξίηεο 

δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ3) ζε θπζηεΐλε (ηερλεηή θπζηεΐλεο). Ο ζθνπόο ησλ 

κεηαιιάμεσλ απηώλ ήηαλ λα δεκηνπξγήζνπκε ηερλεηέο θπζηεΐλεο θαη λα 

πξνζδηνξίζνπκε ηε δηαζεζηκόηεηά ηνπο γηα αληίδξαζε κε ην MTSEA, 

εθαξκόδνληαο ηε κέζνδν δηαζεζηκόηεηαο θπζηετλώλ αληηθαηαζηαηώλ (SCAM), 

όπσο απηή πεξηγξάθεθε ζηελ αξρή ηνπ θεθαιαίνπ απηνύ.  

πγθεθξηκέλα, κεηαιιάμακε ηα ακηλνμέα 189-206 ηεο ΣΜ3 ηνπ ΓCys CRF1, 

δεκηνπξγώληαο έηζη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο 189C, 190C, 191C, 192C, 

193Cys, 194C, 195C, 196C, 197C, 198C, 199C, 200C, 201C, 202C, 203C, 

204C, 205C θαη 206C. ηε ζπλέρεηα εθθξάζακε ζηαζεξά ηνπ ππνδνρείο απηνύο 

ζε θύηηαξα ΖΔΚ 293 θαη κειεηήζακε ηελ επίδξαζε ηεο αληίδξαζεο ηνπ MTSEA 

κε ηνπο κεηαιιαγκέλνπο απηνύο ππνδνρείο ζηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 

– ζνβαγίλεο ζε απηνύο. 

Όπσο θαίλεηαη ζηηο εηθόλεο 22 θαη 23, κόλν νη ηερλεηέο θπζηεΐλεο ζηηο 

ζέζεηο 189, 192, 193, 195, 196 θαη 203 ηεο ΣΜ3 ηνπ CRF1 αληέδξαζαλ κε ην 

MTSEA, αθνύ ε αληίδξαζε ησλ κεηαιιαγκέλσλ ππνδνρέσλ 189C, 192C, 193C 

195C, 196C θαη 203C κε ην MTSEA, επεξέαζε ζεκαληηθά ηελ εηδηθή δέζκεπζε 

ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζε  απηνύο. πγθεθξηκέλα ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA 

κε ηνπο 189C, 192C, 193C 195C, 196C κείσζε ζεκαληηθά ηε δέζκεπζε ηεο [125Η] 

– Tyr0 – ζνβαγίλεο (εηθόλα 22). Αληίζεηα ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνλ 203C 

αύμεζε ζεκαληηθά ηε δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζην κεηαιιαγκέλν 

απηόλ ππνδνρέα (εηθόλα 23). 
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Μεηαιιάμεηο, 189C, 190C, 191C, 192C, 193Cys, 194C, 195C, 196C, 197C, 198C, 199C, 200C, 201C, 202C, 203C, 

204C, 205C θαη 206C ηνπ CRF1 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα A3.X1. Μεηάλλαξη ηηρ Arg189 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα AGG ηνπ 

ΓCys. 

Arg  Cys Arg  Cys 
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Δικόνα A3.X2. Μεηάλλαξη ηηρ Leu190 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TTG ηνπ 

ΓCys. 

Leu  Cys 
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Δικόνα A3.X3. Μεηάλλαξη ηηρ Val191 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα GTG ηνπ 

ΓCys. 

Val  Cys 
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Eικόνα A3.X4. Μεηάλλαξη ηηρ Thr192 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGT,  πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα αληίζηνηρα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ 

ηα ACA ηνπ ΓCys. 

Thr  Cys 
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Δικόνα A3.X5. Μεηάλλαξη ηηρ Ala193 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGC,  πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα GCC ηνπ 

ΓCys. 

Ala  Cys 

Ala  Cys 
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Eικόνα A3.X6. Μεηάλλαξη ηηρ Ala194 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα GCC ηνπ 

ΓCys. 

Ala  Cys 
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Eικόνα A3.X7. Μεηάλλαξη ηηρ Tyr195  ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TAC ηνπ 

ΓCys. 

Tyr  Cys Tyr  Cys 
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Eικόνα A3.X8. Μεηάλλαξη ηηρ Asn196 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα AAC ηνπ 

ΓCys. 

Asn  Cys 
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Eικόνα A3.X9. Μεηάλλαξη ηηρ Tyr197 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TAC ηνπ 

ΓCys. 

Tyr  Cys 
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Eικόνα A3.X10. Μεηάλλαξη ηηρ Phe198 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TTC ηνπ 

ΓCys. 

Phe  Cys 

Phe  Cys 
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Eικόνα A3.X11. Μεηάλλαξη ηηρ His199 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα CAT ηνπ 

ΓCys. 

His  Cys 
His  Cys 
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Eικόνα A3.X12. Μεηάλλαξη ηηρ Val200 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα GTG ηνπ 

ΓCys. 

Val  Cys 
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Eικόνα A3.X13. Μεηάλλαξη ηηρ Thr201 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα ACC ηνπ 

ΓCys. 

Thr  Cys 

Thr  Cys 
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Δικόνα A3.X14. Μεηάλλαξη ηηρ Asn202 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα AAC ηνπ 

ΓCys. 

Asn  Cys 
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Δικόνα A3.X15. Μεηάλλαξη ηηρ Phe203 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TTC ηνπ 

ΓCys. 

 

Phe  Cys 
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Δικόνα A3.X16. Μεηάλλαξη ηηρ Phe204 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TTC ηνπ 

ΓCys. 

Phe  Cys 
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Eικόνα A3.X17. Μεηάλλαξη ηηρ Trp205 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία TGC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηάζηεζαλ ηα TGG ηνπ 

ΓCys. 

Trp  Cys Trp  Cys 
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Δικόνα A3.X18. Μεηάλλαξη ηηρ Met206 ζε Cys. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCA ε νπνία είλαη ε αληίζηξνθε θαη ζπκπιεξσκαηηθή ηεο αιιεινπρίαο TGC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο 

κεηάιιαμεο θπζηεΐλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα ATG ηνπ ΓCys. 

Met  Cys 
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Δικόνα 22. Γιαθεζιμόηηηερ για ανηίδπαζη με ηο MTSEA ηων ηεσνηηών 

κςζηεϊνών ηηρ ηπίηηρ διαμεμβπανικήρ πεπιοσήρ ηος CRF1. Κύηηαξα HEK 

293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο (189C-206C) κε 

ηηο ηερλεηέο θπζηεΐλεο ζηηο ζέζεηο 189-206 ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο 

ηνπ CRF1, αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 

15 δεπηεξόιεπηα ηεο ώξαο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, ρσξίο (κάξηπξαο) ή κε 

MTSEA ζπγθέληξσζεο 2,5 mM. ηε ζπλέρεηα ηα θύηηαξα νκνγελνπνηήζεθαλ 

θαη πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηα 

κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη 

Μέζνδνη΄΄. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηνπο κέζνπο όξνπο ± ηππηθά 

ζθάικαηα από 3-23 μερσξηζηά πεηξάκαηα. Ζ % αλαζηνιή από ην MTSEA ηεο 

εηδηθήο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – 

Tyr0 – ζνβαγίλεο νξίδεηαη σο 

{1- [εηδηθή δέζκεπζε κεηά από 

ηελ αληίδξαζε κε MTSEA / 

εηδηθή δέζκεπζε ρσξίο 

MTSEA (κάξηπξαο)] x 100}. 

Οη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά 

δηαθνξέο ππνινγίζηεθαλ κε 

ηε ρξήζε ηεο αλάιπζεο 

δηαζπνξάο (ANOVA) θαη ζηε 

ζπλέρεηα κε LSD’s post hoc 

test (* p<0.05 ζηαηηζηηθώο 

ζεκαληηθή δηαθνξά κεηαμύ ηεο 

αλαζηνιήο από ην ΜΣSEA 

ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 

– ζνβαγίλεο, ζηνλ θάζε 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα από 

εθείλεο ζηνλ ΓCys) 
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Δικόνα 23. Δνίζσςζη από MTSEA ηηρ ειδικήρ δέζμεςζηρ ηηρ [125Ι] – Tyr0 

– ζοβαγίνηρ, ζηον 203C. Κύηηαξα HEK 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνπο 

κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, 203C ή ΓCys αησξεκέλα ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα 

Hepes/K+/Na+, επσάζηεθαλ γηα 15 δεπηεξόιεπηα ηεο ώξαο ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ, ρσξίο (κάξηπξαο) ή κε MTSEA ζπγθέληξσζεο 2,5 mM. ηε 

ζπλέρεηα ηα θύηηαξα νκνγελνπνηήζεθαλ θαη 

πξνζδηνξίζηεθε ε εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο ζηα κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα, όπσο 

πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄. Οη 

ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηνπο κέζνπο όξνπο ± 

ηππηθά ζθάικαηα από 6-23 μερσξηζηά πεηξάκαηα. Ζ 

% εηδηθή δέζκεπζε νξίδεηαη σο {[εηδηθή δέζκεπζε 

κεηά από ηελ αληίδξαζε κε MTSEA / εηδηθή 

δέζκεπζε ρσξίο MTSEA (κάξηπξαο)] x 100}. Οη 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά δηαθνξέο ππνινγίζηεθαλ κε ηε 

ρξήζε ηεο αλάιπζεο δηαζπνξάο (ANOVA) θαη ζηε 

ζπλέρεηα κε LSD’s post hoc test (* p<0.05 

ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή δηαθνξά κεηαμύ ηεο 

δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο ζηνλ 203C 

θαη εθείλεο ζηνλ ΓCys κεηά ηελ αληίδξαζή ηνπο κε ην 

MTSEA ) 
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Β) ΠΔΜΠΣΖ ΓΗΑΜΔΜΒΡΑΝΗΚΖ ΠΔΡΗΟΥΖ ΣΟΤ CRF1 

 

Μεηά ηεv ηξίηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή εμεηάζακε ην ξόιν ησλ ακηλνμέσλ ηεο 

πέκπηεο δηακεβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ CRF1 (εηθόλα 24) ζηε δέζκεπζε ησλ 

πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF 

   

HOOC   

TM1   TM2   TM3   TM4   

TM5   

TM6   TM7   

ΝΗ 2   

  

Y   
T   

D   

Y   

I   

Q   

Y   

G   

P   

 
 

 

Δικόνα 24. σημαηική αναπαπάζηαζη ηηρ πέμπηηρ διαμεμβπανικήρ 

πεπιοσήρ ηος CRF1. Σα ακηλνμέα ηεο πέκπηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο 

(ΣΜ5) ηνπ CRF1 ησλ νπνίσλ ν ξόινο ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο 

νηθνγέλεηαο ηνπ CRF εμεηάζηεθε ζηελ παξνύζα εξγαζία είλαη ρξσκαηηζκέλα 

κσβ. Δπίζεο εμεηάζηεθε ν ξόινο ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ησλ ακηλνμέσλ 

πνπ βξίζθνληαη ζηα όξηα κεηαμύ ηεο ΣΜ5 θαη ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξνπ 

βξόγρνπ ηνπ ππνδνρέα θαη είλαη ρξσκαηηζκέλα πξάζηλα. 
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Μειέηε ηνπ ξόινπ ησλ ακηλνμέσλ ηεο πέκπηεο δηακεκβξαληθήο 

πεξηνρήο ηνπ CRF1 ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ 

CRF 

 

Με ζθνπό λα εμεηάζνπκε ην ξόιν ησλ ακηλνμέσλ ηεο πέκπηεο 

δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ5) ηνπ CRF1 ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο 

νηθνγέλεηαο ηνπ CRF, αληηθαηαζηήζακε απηά έλα ηελ θάζε θνξά θαη 

πξνζδηνξίζακε ηελ επίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηε δέζκεπζε ηεο ζπγγελνύο 

κε ηνλ CRF, ζνβαγίλεο, ζηνλ CRF1. 

 

πγθεθξηκέλα κεηαιιάμακε ηα ακηλνμέα ηεο ΣΜ5 ηνπ CRF1 (εηθόλα 24), 

Tyr267, Thr268, Asp269, Tyr270, Ile271, Tyr272, Gln273, Gly274 θαη Pro275 

ζε αιαλίλε, δεκηνπξγώληαο έηζη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, Y267A, 

T268A, D269A, Y270A, I271A, Y272A, Q273A, G274A θαη P275A. 
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Μεηαιιάμεηο, Τ267Α, T268A, D269A, Y270A, Η271Α, Y272A, Q273, G274A θαη P275A ηνπ CRF1 

 
 

Δικόνα B.X1. Μεηάλλαξη ηηρ Tyr267 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TAC ηνπ 

hCRF1. 

Tyr  Ala 
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Δικόνα B.X2. Μεηάλλαξη ηηρ Thr268 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα ACC ηνπ 

hCRF1. 

Σhr  Ala 
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Δικόνα B.X3. Μεηάλλαξη ηος Asp269 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα GAC ηνπ 

hCRF1. 

Asp  Ala 
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Δικόνα B.X4. Μεηάλλαξη ηηρ Tyr270 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TAC ηνπ 

hCRF1. 

Tyr  Ala 
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Δικόνα B.X5. Μεηάλλαξη ηηρ Ile271 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα ATC ηνπ 

hCRF1. 

Ile  Ala 
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Δικόνα B.X6. Μεηάλλαξη ηηρ Tyr272 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TAC ηνπ 

hCRF1. 

Tyr  Ala 
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Δικόνα B.X7. Μεηάλλαξη ηηρ Gln273 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα CAG ηνπ 

hCRF1. 

 

Gln  Ala 
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Δικόνα B.X8. Μεηάλλαξη ηηρ Gly274 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα GGC ηνπ 

hCRF1. 

Gly  Ala 
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Δικόνα B.X9. Μεηάλλαξη ηηρ Pro275 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα CCC ηνπ 

hCRF1. 

Pro  Ala 
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Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ Τ267Α, Η271Α θαη G274A ζηε δέζκεπζε ηεο 
ζνβαγίλεο 
 

Όπσο θαίλεηαη ζηηο εηθόλεο 25 θαη 28 ε κεηάιιαμε ησλ Tyr267, Ile271, θαη 

Gly274 ζε αιαλίλε, δελ επεξέαζε ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο 

ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1. πγθεθξηκέλα ε ζνβαγίλε δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT) θαη ζηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, Y267A, Η271Α θαη G274A  κε 

ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKD) 8,90 ± 0,07, 8,52 ± 0,01, 8,48 ± 0,003 θαη 8,55 ± 

0,13 αληίζηνηρα. 

 
Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ T268A, Y270A, Y272A, Q273 θαη P275A ζηε 
δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 

 

Αληίζεηα κε ηηο κεηαιιάμεηο,  Τ267Α, Η271Α θαη G274A, νη αληηθαηαζηάζεηο 

ησλ Thr268, Tyr270, Tyr272, Gln273, θαη Pro275 από αιαλίλε κείσζαλ ηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1. πγθεθξηκέλα ε ζνβαγίλε 

δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, 

T268A, Y270A, Y272A, Q273A θαη P275A κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKD) 8,90 

± 0,07, 8,30 ± 0,09, 8,25 ± 0,05, 8,29 ± 0,03, 8,42 ± 0,17 θαη 8,40 ± 0,24 

αληίζηνηρα (εηθόλεο 26 θαη 28). 

 

Δπίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο D269A ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 
 

Δλώ νη πξνεγνύκελεο κεηαιιάμεηο ησλ ακηλνμέσλ ηεο ΣΜ5 είηε δελ 

επεξέαζαλ ή κείσζαλ ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο, ε κεηάιιαμε ηνπ 

Asp269 ζε αιαλίλε αύμεζε ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο 

ζηνλ CRF1 (εηθόλεο 27 θαη 28). πγθεθξηκέλα ε  ζνβαγίλε δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην 

ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηε κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ, D269A κε ζπγγέλεηεο 

δέζκεπζεο (-logKD) 8,90  ± 0,07 θαη 9,27 ± 0,06 αληίζηνηρα. 
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Δικόνα 25. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, Τ267Α, Ι271Α και G274A. Ο 

ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηε ζνβαγίλε, 

επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, Τ267Α, Η271Α θαη G274A. Οη 

κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από 

έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 2-5 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο  

-logKD  ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Motulsky θαη Christopoulos 

[202] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 28. 
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Δικόνα 26. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, T268A, Y270A, Y272A, Q273A 

και P275A. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηε 

ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε 

κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ 

άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, T268A, Y270A, 

Y272A, Q273A θαη P275A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά 

ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 2-5 θνξέο κε 

παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο 

έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο  -logKD  ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ 

Motulsky θαη Christopoulos [202] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ 

εηθόλα 28. 
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Δικόνα 27. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο 

ηύπο CRF1 και ζηο μεηαλλαγμένο ςποδοσέα, D269A. Ο ζπλαγσληζκόο 

ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηε ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε 

όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην 

ηύπν CRF1 (WT), ή ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, D269A. Οη κέζνη όξνη ησλ 

ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα 

ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 2-5 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη 

ηηκέο -logKD ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Motulsky θαη 

Christopoulos [202] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 

28. 
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Δικόνα 28. Δπίδπαζη ηων μεηαλλάξεων ζε αλανίνη ηων αμινοξέων ηηρ 

πέμπηηρ διαμεμβπανικήρ πεπιοσήρ ηος CRF1 ζηη ζςγγένεια δέζμεςζηρ ηηρ 

Tyr0 – ζοβαγίνηρ. Οη ηηκέο  -logKD  (ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο Tyr0 – ζνβαγίλεο) γηα 

ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο Y267A, T268A, 

D269A, Y270A, I271A, Y272A, Q273A, G274A θαη P275A, ππνινγίζηεθαλ από 

ηα απνηειέζκαηα ησλ πεηξακάησλ ζηηο εηθόλεο 25, 26 θαη 27. Οη ζηήιεο 

αληηπξνζσπεύνπλ ηελ αιιαγή ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο Tyr0 – ζνβαγίλεο γηα 

ηνλ CRF1, πνπ είλαη απνηέιεζκα ηεο θάζε κεηάιιαμεο. Οη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο 

δηαθνξέο κεηαμύ ησλ ηηκώλ logKD ηεο Tyr0 – ζνβαγίλεο γηα ηνλ WT θαη ηνλ θάζε 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, ππνινγίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο αλάιπζεο δηαζπνξάο 

(ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα κε Bonferoni’s post hoc test (* p<0.05 ζηαηηζηηθώο 

ζεκαληηθή δηαθνξά). 



  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 

 

161 

Γ) ΣΔΣΑΡΣΖ ΓΗΑΜΔΜΒΡΑΝΗΚΖ ΠΔΡΗΟΥΖ ΣΟΤ CRF1 

 

Σν επόκελν βήκα καο ήηαλ λα εμεηάζνπκε ηε ιεηηνπξγηθή ζεκαζία ηνπ ακηλνμένο 

Lys250 πνπ βξίζθεηαη ζηελ ηέηαξηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή ηνπ CRF1 (εηθόλα 29) 

θαη ζπγθεθξηκέλα ζηα ζύλνξα ηεο πεξηνρήο απηήο κε ην δεύηεξν εμσθπηηάξην 

βξόγρν ηνπ ππνδνρέα.  

 

   

HOOC   

TM1   TM2   TM3   TM4   TM5 

  

TM6   TM7   

ΝΗ 2   

 

K   

  

EL2 

 
 

Δικόνα 29. σημαηική αναπαπάζηαζη ηηρ ηέηαπηηρ διαμεμβπανικήρ 

πεπιοσήρ ηος CRF1. Ζ Lys250 ζηα όξηα ηεο ηέηαξηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο 

(ΣΜ4) θαη ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ ηνπ CRF1, ηεο νπνίαο ν ξόινο ζηε 

δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF εμεηάζηεθε ζηελ παξνύζα 

εξγαζία, είλαη ρξσκαηηζκέλε πξάζηλε.  
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Μεηάιιαμε Κ250Α ηνπ CRF1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα Γ.X1. Μεηάλλαξη ηηρ Lys250 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα AAG ηνπ 

hCRF1.

Lys  Ala 



  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 

 

163 

Μειέηε ηνπ ξόινπ ηεο Lys250 ζηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ CRF1  

 

Δπηπξόζζεηα ησλ ακηλνμέσλ 267-275 ηεο πέκπηεο δηακεβξαληθήο 

πεξνρήο ηνπ CRF1, εμεηάζακε ην ξόιν ηεο ιπζίλεο 250 (Lys250) πνπ βξίζθεηαη 

ζηα όξηα ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ θαη ηεο ηέηαξηεο δηακεκβξαληθήο 

πεξηνρήο ηνπ CRF1 (εηθόλα 29) ζηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ ππνδνρέα.  

 

Γηα ην ζθνπό απηό αληηθαηαζηήζακε ηελ Lys250 ζε αιαλίλε, αξγηλίλε θαη 

γινπηακηθό νμπ (δεκηνπξγώληαο έηζη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο K250A, 

Κ250R θαη K250E, αληίζηνηρα) θαη εμεηάζακε ηελ επίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ 

απηώλ ζηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ ππνδνρέα. Δθηειέζακε ηα πεηξάκαηα 

απηά αξρίδνληαο από ηελ κεηάιιαμε ηεο Lys250 ζε αιαλίλε. 

 

Α. Δπίδξαζε ηεο K250A κεηάιιαμεο ζηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ 

CRF1 

Ζ εμέηαζε ηεο επίδξαζεο ηεο K250A κεηάιιαμεο ζηηο θαξκαθνινγηθέο 

ηδηόηεηεο ηνπ CRF1, επηηεύρζεθε κε ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο ζπγγέλεηαο δέζκεπζεο 

ηεο ζνβαγίλεο, ηνπ CRF θαη άιισλ αλαιόγσλ ηνπο, ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) 

θαη ζηνλ κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα K250A, θαζώο θαη ηεο ηθαλόηεηαο ησλ 

πεπηηδίσλ απηώλ λα δηεγείξνπλ ηε παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε 

ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδνπλ κόληκα ηνπο WT, ή K250Α. 

 

Δπίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο K250A ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 
 

Όπσο θαίλεηαη ζηηο εηθόλεο 30 θαη 38, ε κεηάιιαμε ηεο Lys250 ζε αιαλίλε 

κείσζε ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1. 

πγθεθξηκέλα ε ζνβαγίλε δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηε 
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κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ, K250A κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKD) 8,90 ± 0,07 

θαη 7,80 ± 0,16 αληίζηνηρα. Γειαδή ε κεηάιιαμε απηή κείσζε ηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο 13 θνξέο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 30. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 - ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηο μεηαλλαγμένο ςποδοσέα, Κ250Α. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο 

δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ Tyr0 – ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε 

όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT), ή ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, Κ250A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο 

δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα 

πνπ έγηλε 3-5 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ 

ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο  -logKD  ππνινγίζηεθαλ 

ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Motulsky θαη Christopoulos [202] θαη αλαγξάθνληαη 

ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 38. 
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Δικόνα 31. Γιέγεπζη παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηην 

Tyr0-ζοβαγίνη. Ζ δηέγεξζε παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ από 

απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο Tyr0-ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην 

θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 ή ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, Κ250A. Οη 

κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από 

έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-22 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο 

logΔC50 θαη EC50 πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζηε κεζνδνινγία θαη 

αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελo θαη ζηελ εηθόλα 41. 
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Δπίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο K250A ζηελ ηθαλόηεηα ηεο ζνβαγίλεο λα δηεγείξεη ηελ 

παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP 

 

Παξόκνηα κε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1, ε 

κεηάιιαμε ηεο  Lys250 ηνπ CRF1 ζε αιαλίλε ειάηησζε ζεκαληηθά ηελ ηζρύ κε ηελ 

νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 

293 θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ηνλ ππνδνρέα απηόλ. πγθεθξηκέλα ε  ηζρύο κε 

ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε 

ΖΔΚ 293 θύηηαξα, ηα νπνία εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη 

ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα Κ250Α ήηαλ (-logEC50) 9,07 ± 0,08 θαη 7,44 ± 0,24, 

αληίζηνηρα (εηθόλεο 31, 41 θαη 42). Γειαδή ε κεηάιιαμε απηή κείσζε (ζεκαληηθά) 

ηελ ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο 43 θνξέο. 

 

 

Δπίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο K250A ζηε δέζκεπζε  ηνπ CRF 

 

Παξόκνηα κε ηε ζνβαγίλε, ε κεηάιιαμε ηεο Lys250 ζε αιαλίλε 

(δεκηνπξγώληαο έηζη ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα K250A), επεξέαζε ζεκαληηθά 

ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ CRF ζηνλ CRF1 (εηθόλεο 32 θαη 36). πγθεθξηκέλα ν 

CRF δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηε κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ, 

K250A, κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKI) 9,14 ± 0,07 θαη 7,94 ± 0,20 αληίζηνηρα. 
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Δικόνα 32. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηος CRF ζηον άγπιο ηύπο CRF1 και ζηο 

μεηαλλαγμένο ςποδοσέα, Κ250Α. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – 

Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηνλ CRF, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην 

΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, 

Κ250A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο 

πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 2-5 θνξέο κε παξόκνηα 

απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε 

γξακκηθά θαη νη ηηκέο  -logKi  ππνινγίζηεθαλ από ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο -logIC50, 

ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο 

θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 36 
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Δικόνα 33. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηος άλθα-ελικοειδή CRF (9-41) ζηον 

άγπιο ηύπο CRF1 και ζηο μεηαλλαγμένο ςποδοσέα, Κ250Α. Ο ζπλαγσληζκόο 

ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηνλ άιθα-ειηθνεηδή CRF (9-41), 

επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT), ή ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, Κ250A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο 

δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα 

πνπ έγηλε 3-8 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ 

ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο  -logKi ππνινγίζηεθαλ από ηηο 

αληίζηνηρεο ηηκέο -logIC50, ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201] θαη 

αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 36 
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Δπίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο K250A ζηε δέζκεπζε ηνπ άιθα-ειηθνεηδή CRF 

(9-41) 

ηε ζπλέρεηα εμεηάζηεθε ε επίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο ηεο Lys250 ζε 

αιαλίλε ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ άιθα-ειηθνεηδή CRF (9-41) γηα ηνλ CRF1.  

Όπσο θαίλεηαη ζηηο εηθόλεο 33 θαη 36 ε κεηάιιαμε ηεο Lys250 ζε αιαλίλε κείσζε 

ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ άιθα-ειηθνεηδή CRF (9-41) αλ θαη ζε κηθξόηεξν 

βαζκό από εθείλνλ κε ηνλ νπνίν κείσζε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ CRF γηα 

ηνλ CRF1. πγθεθξηκέλα ν άιθα-ειηθνεηδήο CRF (9-41) δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην 

ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηε κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ, K250A κε ζπγγέλεηεο 

δέζκεπζεο (-logKI) 6,80 ± 0,08 θαη 6,37 ± 0,21 αληίζηνηρα. 

 

Δπίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο K250A ζηε δέζκεπζε ηεο αζηξεζίλεο 
 

ε αληίζεζε κε ηε ζνβαγίλε, ηνλ CRF θαη ηνλ άιθα-ειηθνεηδή CRF ε 

κεηάιιαμε ηεο Lys250 ζε αιαλίλε δελ επεξέαζε θαζόινπ ηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηνπ πεπηηδηθνύ αληαγσληζηή αζηξεζίλεο γηα ηνλ CRF1 (εηθόλεο 34 θαη 

36). πγθεθξηκέλα ε αζηξεζίλε δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηε 

κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ, K250A κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKI) 8,00 ± 0,08 

θαη 8,11 ± 0,17 αληίζηνηρα. 

 

Δπίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο K250A ζηε δέζκεπζε ηεο αληαιαξκίλεο 

 

Παξόκνηα κε ηελ αζηξεζίλε, ε κεηάιιαμε ηεο Lys250 ζε αιαλίλε δελ 

επεξέαζε θαζόινπ ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ κε πεπηηδηθνύ κηθξνκνξηαθνύ 

αληαγσληζηή αληαιαξκίλε γηα ηνλ CRF1 (εηθόλα 35). πγθεθξηκέλα ε αληαιαξκίλε 

δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηε κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ, 

K250A κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKI) 7,81 ± 0,06 θαη 7,71 ± 0,01 αληίζηνηρα. 
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Δικόνα 34. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ αζηπεζίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηο μεηαλλαγμένο ςποδοσέα, Κ250Α. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο 

δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ αζηξεζίλε, επηηεύρζεθε όπσο 

αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT), ή ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, Κ250A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο 

δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό 

πείξακα πνπ έγηλε 3-5 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKi 

ππνινγίζηεθαλ από ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο -logIC50, ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng 

θαη Prusoff [201] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 36. 
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Δικόνα 35. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ ανηαλαπμίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηο μεηαλλαγμένο ςποδοσέα, Κ250Α. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο 

δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ αληαιαξκίλε, επηηεύρζεθε όπσο 

αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα 

θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ην 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, Κ250A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα 

ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 2-4 

θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε 

πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKi ππνινγίζηεθαλ από ηηο 

αληίζηνηρεο ηηκέο -logIC50, ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201] θαη 

αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν. 
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Δικόνα 36. Δπίδπαζη ηηρ μεηάλλαξηρ Κ250Α ηος CRF1 ζηιρ ζςγγένειερ 

δέζμεςζηρ ηων πεπηιδίων, CRF, άλθα-ελικοειδή CRF (9-41) και αζηπεζίνηρ. 

Οη ηηκέο  -logKη  (ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο πεπηηδίσλ) γηα ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) 

θαη ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα Κ250Α, ππνινγίζηεθαλ από ηα απνηειέζκαηα ησλ 

πεηξακάησλ ζηηο εηθόλεο 32, 33 θαη 34. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηελ αιιαγή 

ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ησλ πεπηηδίσλ γηα ηνλ CRF1, πνπ είλαη απνηέιεζκα ηεο 

Κ250Α κεηάιιαμεο. Οη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο κεηαμύ ησλ ηηκώλ logKη ηνπ 

θαζε πεπηηδίνπ γηα ηνλ WT θαη ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, ππνινγίζηεθαλ κε ηε 

ρξήζε ηεο αλάιπζεο δηαζπνξάο (ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα κε Bonferoni’s post 

hoc test (* p<0.05 ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή δηαθνξά). 
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Δπίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο K250A ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο Ala8-ζνβαγίλεο 

 

ηε ζπλέρεηα αληηθαηαζηήζακε ην Asp8 ηεο ζνβαγίλεο κε αιαλίλε, 

δεκηνπξγώληαο έηζη ην ζπλζεηηθό αλάινγν Ala8-ζνβαγίλε θαη εμεηάζακε ηελ 

επίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο ηεο Lys250 ηνπ CRF1 ζε αιαλίλε ζηε δέζκεπζε ηεο 

Ala8-ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1 θαζώο θαη ζηελ ηθαλόηεηα ηνπ ηξνπνπνηεκέλνπ απηνύ 

πεπηηδίνπ λα δηεγείξεη ηελ παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ηνλ CRF1.  

 

Όπσο θαίλεηαη ζηηο εηθόλεο 37 θαη 38 ε κεηάιιαμε ηεο Lys250 ζε αιαλίλε 

κείσζε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο Ala8-ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1. πγθεθξηκέλα 

ε Ala8-ζνβαγίλε δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηε κεηαιιαγκέλε 

κνξθή ηνπ, K250A, κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKD) 7,314 (n=1) θαη 6,837 

(n=1) αληίζηνηρα. Όκσο ην κέγεζνο ηεο κείσζεο ηεο ζπγγέλεηαο δέζκεπζεο ηεο 

Ala8-ζνβαγίλεο από ηε κεηάιιαμε Κ250Α ήηαλ πνιύ κηθξόηεξν από εθείλν ηεο 

αληίζηνηρεο ειάηησζεο ηεο ζπγγέλεηαο δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο. Γειαδή ε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο Ala8-ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1 κεηώζεθε από ηε 

κεηάιιαμε K250A κόλν 3 θνξέο, ελώ εθείλε ηεο ζνβαγίλεο κεηώζεθε (όπσο 

αλαθέξζεθε παξαπάλσ) 13 θνξέο. 
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Δικόνα 37. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Ala8-ζοβαγίνηρ  ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηο μεηαλλαγμένο ςποδοσέα, Κ250Α. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο 

δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ Ala8-ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε 

όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT), ή ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, Κ250A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο 

δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα 

πνπ έγηλε 1 θνξά. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε 

γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKi ππνινγίζηεθαλ από ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο -logIC50, 

ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο 

θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 38. 
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Δικόνα 38. Δπίδπαζη ηηρ μεηάλλαξηρ Κ250Α ηος CRF1 ζηιρ ζςγγένειερ 

δέζμεςζηρ ηων Σyr0-ζοβαγίνηρ και Ala8-ζοβαγίνηρ. Οη ηηκέο  -logKη  θαη logKD 

(ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο πεπηηδίσλ) γηα ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ην 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα Κ250Α, ππνινγίζηεθαλ από ηα απνηειέζκαηα ησλ 

πεηξακάησλ ζηηο εηθόλεο 30 θαη 37. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηελ αιιαγή ζηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ησλ πεπηηδίσλ γηα ηνλ CRF1, πνπ είλαη απνηέιεζκα ηεο 

Κ250Α κεηάιιαμεο. Οη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο κεηαμύ ησλ ηηκώλ logKη θαη 

logKD ηεο Ala8-ζνβαγίλεο θαη Σyr0-ζνβαγίλεο, αληίζηνηρα, γηα ηνλ WT θαη ην 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, ππνινγίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο αλάιπζεο δηαζπνξάο 

(ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα κε Bonferoni’s post hoc test (* p<0.05 ζηαηηζηηθώο 

ζεκαληηθή δηαθνξά). 
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Δπίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο K250A ζηελ ηθαλόηεηα ηεο Ala8-ζνβαγίλεο λα δηεγείξεη 

ηελ παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP 

 

Παξόκνηα κε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο Ala8-ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1, ε 

κεηάιιαμε ηεο  Lys250 ζε αιαλίλε  κείσζε ηελ ηζρύ κε ηελ νπνία ε Ala8-ζνβαγίλε 

δηέγεηξε ηελ παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ 

εθθξάδαλε ηνλ CRF1. πγθεθξηκέλα ε ηζρύο ηεο Ala8-ζνβαγίλεο λα δηεγείξεη ηελ 

παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ηε κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ, K250A, 

ήηαλ (-logEC50) 7,59 ± 0,25 (n=2) θαη 6,97 ± 0,17 (n=2) αληίζηνηρα. Όκσο ε 

κείσζε ηεο ηζρύνο ηεο Ala8-ζνβαγίλεο από ηελ Κ250Α κεηάιιαμε ήηαλ κε 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή θαη πνιύ κηθξόηεξε ζε κέγεζνο από ηελ αληίζηνηρε 

ειάηησζε ηεο ηζρύνο ηεο ζνβαγίλεο, πνπ ήηαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή (εηθόλεο 43, 

41). Γειαδή ε ηζρύο ηεο Ala8-ζνβαγίλεο κεηώζεθε από ηελ K250A κεηάιιαμε 

κόλν 4 θνξέο, ελώ εθείλε ηεο ζνβαγίλεο κεηώζεθε (όπσο αλαθέξζεθε 

παξαπάλσ) 43 θνξέο. Ζ ζύγθξηζε απηή ηεο ηζρύνο ηεο Ala8-ζνβαγίλεο κε 

εθείλεο ηεο ζνβαγίλεο πεξηγξάθεηαη αλαιπηηθά παξαθάησ θαη θαίλεηαη ζηελ 

εηθόλα 42.  
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Δικόνα 43. Γιέγεπζη παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηην 

Ala8-ζοβαγίνη. Ζ δηέγεξζε ηεο παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ από 

απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο Ala8-ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην 

θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 ή ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, Κ250A. Οη 

κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από 

έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 2 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο 

logΔC50 θαη EC50 πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζηε κεζνδνινγία θαη 

αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελo θαη ζηελ εηθόλα 41. 
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Β. Δπίδπαζη ηων μεηαλλάξεων K250R και Κ250Δ ζηιρ λειηοςπγικέρ ιδιόηηηερ 

ηος CRF1  

 

ηε ζπλέρεηα κεηαιιάμακε ηε Lys250 ηνπ CRF1 ζηελ επίζεο ζεηηθά 

θνξηηζκέλε αιιά κεγαιύηεξε Αrg θαη ζην αξλεηηθά θνξηηζκέλν Glu 

δεκηνπξγώληαο έηζη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο K250R θαη K250E, 

αληίζηνηρα θαη πξνζδηνξίζακε ηηο επηπηώζεηο ησλ κεηαιιάμεσλ απηώλ ζηηο 

ιεηηνπξγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ ππνδνρέα. πγθεθξηκέλα, πξνζδηνξίζακε ηελ ηζρύ κε 

ηελ νπνία ε ζνβαγίλε θαζώο θαη ην ηξνπνπνηεκέλν αλάινγό ηεο, Ala8-ζνβαγίλε 

δηέγεηξαλ ηελ παξαγσγή ηνπ ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε θύηηαξα πνπ 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο 

ηνπ, K250R θαη K250E.  
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Μεηάιιαμεηο Κ250R θαη K250E ηνπ CRF1 

 
 

Δικόνα Γ.X2. Μεηάλλαξη ηηρ Lys250 ζε Arg. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία ACG ε νπνία είλαη ε αληίζηξνθε θαη ζπκπιεξσκαηηθή ηεο αιιεινπρίαο CGT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο 

κεηάιιαμεο αξγηλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα AAG ηνπ hCRF1. 

Lys  Arg 
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Δικόνα Γ.X3. Μεηάλλαξη ηηρ Lys250 ζε Glu. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GAG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο γινπηακηθό νμύ. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα 

AAG ηνπ hCRF1. 

Lys  Glu 
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Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ K250R θαη Κ250Δ ζηελ ηθαλόηεηα ηεο ζνβαγίλεο λα 

δηεγείξεη ηελ παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP 

 

Όπσο θαίλεηαη ζηηο εηθόλεο  39, 41 θαη 42 νη κεηαιιάμεηο K250R θαη 

K250E, παξόκνηα κε ηελ Κ250Α κεηάιιαμε, κείσζαλ ζεκαληηθά ηελ ηζρύ ηεο 

ζνβαγίλεο  κε ηελ νπνία δηέγεηξε ηελ παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε θύηηαξα πνπ 

εθθξάδαλε ηνλ CRF1, από (-logEC50) 9,07 ± 0,08 (ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνλ 

WT) ζε 8,06 ± 0,12 θαη 7,17 ± 0,38 (ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνπο 

κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο K250R θαη K250E, αληίζηνηρα) (εηθόλα 39). Από ηηο 

δύν απηέο κεηαιιάμεηο ε K250R επέθεξε ηε κηθξόηεξε κείσζε ζηελ ηζρύ ηεο 

ζνβαγίλεο.  

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ K250R θαη Κ250Δ ζηελ ηθαλόηεηα ηεο Ala8-ζνβαγίλεο 

λα δηεγείξεη ηελ παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP 

 

Μεηά ηηο επηπηώζεηο ησλ κεηαιιάμεσλ K250R θαη K250E ζηελ ηζρύ ηεο 

ζνβαγίλεο, εμεηάζακε ην θαηά πόζν νη κεηαιιάμεηο απηέο επεξέαζαλ ηελ ηζρύ κε 

ηελ νπνία ε Ala8-ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή ηνπ ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ 

ΑΜΡ ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνλ CRF1. Όπσο θαίλεηαη ζηηο εηθόλεο 40 θαη 41 

νη κεηαιιάμεηο K250R θαη K250E, αλ θαη κείσζαλ ηελ ηζρύ ηεο Ala8-ζνβαγίλεο 

από (-logEC50) 7,59 ± 0,25 (ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνλ WT) ζε (-logEC50)  

7,15 ± 0,05 θαη 7,11 ± 0,05 (ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο K250R θαη K250E, αληίζηνηρα), εληνύηνηο ε ειάηησζε απηή (παξόκνηα 

κε ηε κεηάιιαμε Κ250Α) δελ ήηαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή (εηθόλα 41). Αληίζεηα 

όπσο αλαθέξακε παξαπάλσ θαη όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 41, όιεο νη 

κεηαιιάμεηο απηέο επέθεξαλ ζεκαληηθή κείσζε ζηελ ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο. Ζ 
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δηαθνξεηηθή επίπησζε ησλ κεηαιιάμεσλ απηώλ ζηελ ηζρύ ηεο Ala8-ζνβαγίλε θαη 

ηεο ζνβαγίλεο θαίλεηαη θαιύηεξα κε ηε ζύγθξηζε ηεο ηζρύνο ησλ πεπηηδίσλ 

απηώλ όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 42 θαη πεξηγξάθεηαη αλαιπηηθά παξαθάησ.  
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Δικόνα 39. Γιέγεπζη παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηην 

Tyr0-ζοβαγίνη. Ζ δηέγεξζε ηεο παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ από 

απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο Tyr0-ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην 

θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, Κ250R ή 

Κ250Δ. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο 

πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 2-22 θνξέο κε παξόκνηα 

απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε 

γξακκηθά θαη νη ηηκέο logΔC50 θαη EC50 πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζηε 

κεζνδνινγία θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελo θαη ζηελ εηθόλα 41. 
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Δικόνα 40. Γιέγεπζη παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηην 

Ala8-ζοβαγίνη. Ζ δηέγεξζε ηεο παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ από 

απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο Ala8-ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην 

θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, Κ250R ή 

Κ250Δ. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο 

πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 2 θνξέο κε παξόκνηα 

απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε 

γξακκηθά θαη νη ηηκέο logΔC50 θαη EC50 πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζηε 

κεζνδνινγία θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελo θαη ζηελ εηθόλα 41. 
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Δικόνα 41. Δπίδπαζη ηων μεηαλλάξεων Κ250Α, Κ250R και Κ250Δ ηος CRF1 

ζηην ιζσύ ηων Σyr0-ζοβαγίνηρ και Ala8-ζοβαγίνηρ. Ζ ηζρύο (ηηκέο -logΔC50) κε 

ηελ νπνία ηα πεπηίδηα δηέγεηξαλ ηε παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε θύηηαξα πνπ 

εθθξάδαλε ηνλ  άγξην ηύπν CRF1 (WT) ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο Κ250Α, 

Κ250R θαη Κ250Δ, ππνινγίζηεθε από ηα απνηειέζκαηα ησλ πεηξακάησλ ζηηο 

εηθόλεο 31, 43, 39 θαη 40. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηελ αιιαγή ζηελ ηζρύ ησλ 

πεπηηδίσλ πνπ είλαη απνηέιεζκα ησλ κεηαιιάμεσλ. Οη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο 

δηαθνξέο κεηαμύ ησλ ηηκώλ logΔC50 ηνπ θαζελόο πεπηηδίνπ γηα ηνλ WT θαη ηνλ 

θάζε κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, ππνινγίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο αλάιπζεο 

δηαζπνξάο (ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα κε Bonferoni’s post hoc test (* p<0.05 

ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή δηαθνξά. 
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Δικόνα 42. ύγκπιζη ηηρ ιζσύορ ηηρ Ala8-ζοβαγίνηρ με εκείνη ηηρ Σyr0-

ζοβαγίνηρ. Ζ ηζρύο (ηηκέο  -logΔC50) κε ηελ νπνία ε Σyr0-ζνβαγίλε (θελέο 

ζηήιεο) θαη ε Ala8-ζνβαγίλε (γθξί ζηήιεο) δηέγεηξαλ ηε παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ 

ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνλ  άγξην ηύπν CRF1 (WT) ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο Κ250Α, Κ250R θαη Κ250Δ, ππνινγίζηεθε από ηα απνηειέζκαηα ησλ 

πεηξακάησλ ζηηο εηθόλεο 31, 43, 39 θαη 40 θαη αλαγξάθεηαη ζηελ εηθόλα 41. Οη 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο κεηαμύ ησλ ηηκώλ logΔC50 ησλ πεπηηδίσλ κεηαμύ 

ηνπο θαη επίζεο κεηαμύ ησλ ηηκώλ logΔC50 ηνπ θαζελόο πεπηηδίνπ γηα ηνλ WT θαη 

ηνλ θάζε κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, ππνινγίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο αλάιπζεο 

δηαζπνξάο (ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα κε Bonferoni’s post hoc test. Οη δηέζεηο (# 

p<0.05) ζεκαίλνπλ όηη ε ηζρύο ηεο Ala8-ζνβαγίλεο λα δηεγείξεη ηελ παξαγσγή 
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θπθιηθνύ ΑΜΡ, κέζσ ελόο ππνδνρέα είλαη ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθά δηαθνξεηηθή 

από ηελ ηζρύ ηεο Σyr0-ζνβαγίλεο λα δηεγείξεη ηελ παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ κέζσ 

ηνπ ίδηνπ ππνδνρέα. Οη αζηεξίζθνη (* p<0.05) ζεκαίλνπλ (όπσο θαη ζηελ εηθόλα 

42) όηη ε ηζρύο ηεο Σyr0-ζνβαγίλεο ή ηεο Ala8-ζνβαγίλεο λα δηεγείξεη ηελ 

παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ κέζσ θάπνηνπ κεηαιιαγκέλνπ ππνδνρέα, είλαη 

ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθά δηαθνξεηηθή από ηελ αληίζηνηρε ηεο δηέγεξζεο  

παξαγσγήο θπθιηθνύ ΑΜΡ κέζσ ηνπ WT.  

 

 

ύγκπιζη ηηρ ιζσύορ ηηρ Ala8-ζοβαγίνηρ με εκείνη ηηρ ζοβαγίνηρ.  

 

Από όια ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα θαζίζηαηαη επίζεο θαλεξό όηη ε 

ηζρύο κε ηελ νπνία ε Ala8-ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε 

θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT), ήηαλ πνιύ 

κηθξόηεξε (ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή) εθείλεο ηεο ζνβαγίλεο. (εηθόλα 42). Παξόκνηα, 

ε ηζρύο  κε ηελ νπνία ε Ala8-ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε 

θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα Κ250R, ήηαλ 

κηθξόηεξε (ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή) εθείλεο ηεο ζνβαγίλεο (εηθόλα 42). 

 

Αληίζεηα ε ηζρύο κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή θπθιηθνύ 

ΑΜΡ ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο 

Κ250Α θαη Κ250Δ, δε δηέθεξε ζεκαληηθά από εθείλε ηεο Ala8-ζνβαγίλεο (εηθόλα 

42). 
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Γ) ΓΔΤΣΔΡΟ ΔΞΩΚΤΣΣΑΡΗΟ ΒΡΟΓΥΟ ΣΟΤ CRF1 

 

Δπεθηείλνληαο ηε κειέηε καο ζην δεύηεξν εμσθπηηάξην βξόγρν (EL2) ηνπ CRF1 

πξνζδηνξίζακε ην ξόιν ησλ ακηλνμέσλ ηνπ, Leu251-Val266 (εηθόλα 43), ζηε 

ιεηηνπξγία ηνπ ππνδνρέα. 

 
   

HOOC   

TM1   TM2   TM3   TM4   TM5 

  

TM6   TM7   

ΝΗ 2   

L   
  Y   

Y   

D 

  

N   E   
K   

W   F   
G   

K   

R   

P   

G   

V   

C 

  

  

Leu251 
Val266 

 
 

Δικόνα 43. σημαηική αναπαπάζηαζη ηος δεύηεπος εξωκςηηάπιος βπόγσος 

ηος CRF1. Σα ακηλνμέα ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ ηνπ ππνδνρέα, είλαη 

εθείλα πνπ βξίζθνληαη κεηαμύ ησλ Leu251-Val266 (ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη 

απηώλ) θαη είλαη ρξσκαηηζκέλα πνξηνθαιί. Δπίζεο αλαπαξηζηάλνληαη νη  

δηακεβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ ππνδνρέα ΣΜ1-ΣΜ7 (κσβ θύιηλδξνη). 
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Δπίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο ζε αιαλίλε ησλ ακηλνμέσλ ηνπ δεύηεξνπ 

εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ ηνπ CRF1 ζηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ 

ππνδνρέα.  

 

Γηα λα πξνζδηνξίζνπκε ην ξόιν ησλ ακηλνμέσλ ηνπ δεύηεξνπ 

εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ (EL2) ηνπ CRF1 ζηε ιεηηνπξγία ηνπ ππνδνρέα, 

αληηθαηαζηήζακε απηά κε αιαλίλε (έλα ηελ θάζε θνξά) θαη εμεηάζακε ηελ 

επίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ ππνδνρέα. Απηό 

επηηεύρζεθε κε ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο ζπγγέλεηαο δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο, ηνπ 

CRF, θαη ζπγγελώλ πεπηηδίσλ ηνπο γηα ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη ηνπο 

κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, θαζώο θαη ηεο ηζρύνο (θαη κέγηζηνπ απνηειέζκαηνο) 

κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε θαη ν CRF δηέγεηξαλ ηελ παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ 

θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνπο ππνδνρείο απηνύο.  

 

πγθεθξηκέλα κεηαιιάμακε ηα ακηλνμέα ηνπ EL2 ηνπ CRF1 (εηθόλα 43), 

Leu251, Tyr252, Tyr253, Asp254, Asn255, Glu256, Lys257, Trp259, Phe260, 

Gly261, Lys262, Arg263, Pro264, Gly265 θαη Val266 ζε αιαλίλε δεκηνπξγώληαο 

έηζη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, L251A, Y252A, Y253A, D254A, N255A, 

E256A, K257A, W259A, F260A, G261A, K262A, R263A, P264A, G265 θαη 

V266A. Γε κεηαιιάμακε ηελ Cys258 γηαηί βξήθακε όηη ε κεηάιιαμή ηεο ζε ζεξίλε 

θαηαξγεί ηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο. 
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Μεηάιιαμεηο L251A, Y252A, Y253A, D254A, N255A, E256A, K257A, W259A, F260A, G261A, K262A, R263A, P264A, 

G265 θαη V266A ηνπ CRF1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Δικόνα ΓX1. Μεηάλλαξη ηηρ Leu251 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα CTG ηνπ 

hCRF1. 

Leu  Ala Leu  Glu 
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Δικόνα ΓX2. Μεηάλλαξη ηηρ Tyr252 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TAC ηνπ 

hCRF1. 

Tyr  Ala 

Tyr   Glu 
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Δικόνα ΓX3. Μεηάλλαξη ηηρ Tyr253 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TAC ηνπ 

hCRF1. 

Tyr  Ala 

Tyr   Glu 
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Δικόνα ΓX4. Μεηάλλαξη ηος Asp254 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TAC ηνπ 

hCRF1. 

Asp  Ala 
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Δικόνα ΓX5. Μεηάλλαξη ηηρ Asn255 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCC πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα AAT ηνπ 

hCRF1. Asn  Ala 

Asn  Ala 
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Δικόνα ΓX6. Μεηάλλαξη ηος Glu256 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηηά αληηθαηέζηεζαλ ηα GAG ηνπ 

hCRF1. 

Glu  Ala 

Glu  Ala 
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Δικόνα ΓX7. Μεηάλλαξη ηηρ Lys 257 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCA πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα AAG ηνπ 

hCRF1. 

Lys  Ala 

Lys  Ala 
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Δικόνα ΓX8. Μεηάλλαξη ηηρ Trp259 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCA πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TGG ηνπ 

hCRF1. Trp  Ala 

Trp  Ala 
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Δικόνα ΓX9. Μεηάλλαξη ηηρ Phe260 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα TTT ηνπ 

hCRF1. 

Phe  Ala 

Phe  Ala 
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Δικόνα ΓX10. Μεηάλλαξη ηηρ Gly261 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα GGC ηνπ 

hCRF1. 

Gly  Ala 

Lys  Ala 
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Δικόνα ΓX11. Μεηάλλαξη ηηρ Lys262 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 
ππάξρεη ε αιιεινπρία GCT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα AAA ηνπ 
hCRF1. 
 

Lys  Ala 
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Δικόνα ΓX12. Μεηάλλαξη ηηρ Arg263 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 
ππάξρεη ε αιιεινπρία GCΣ πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα AGG ηνπ 
hCRF1. 

Arg  Ala 
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Δικόνα ΓX13. Μεηάλλαξη ηηρ Pro264 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCΣ πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα CCT ηνπ 

hCRF1. 

 

Pro  Ala 

Pro  Ala 
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Δικόνα ΓX14. Μεηάλλαξη ηηρ Gly265 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCA πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα GGG ηνπ 

hCRF1. 

Gly  Ala 

Gly  Ala 
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Δικόνα ΓX15. Μεηάλλαξη ηηρ Val266 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα ζηελ νπνία 

ππάξρεη ε αιιεινπρία GCG πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά αληηθαηέζηεζαλ ηα GTG ηνπ 

hCRF1. 

Val  Ala 

Val  Ala 
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Δικόνα ΓX16. Μεηάλλαξη ηων Trp259 και Phe260 ζε Ala. ην ρξσκαηνγξάθεκα δηαθξίλεηαη ε πεξηνρή ησλ λνπθιενηηδίσλ κέζα 

ζηελ νπνία ππάξρεη ε αιιεινπρία GCA GCT πνπ θσδηθνπνηεί ην ακηλνμύ ηεο κεηάιιαμεο αιαλίλε. Tα λνπθιενηίδηα απηά 

αληηθαηέζηεζαλ ηα TGG θαη TTT ηνπ hCRF1. 

Trp   Ala 

Phe  Ala 

Trp  Ala 
 

Phe  Ala 
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Δπίδξαζε ησλ L251A θαη Y252A κεηαιιάμεσλ ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο 

θαη ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 
 

Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 44 θαη εηθόλα 57, ε κεηάιιαμε ησλ Leu251 θαη 

Tyr252 ζε αιαλίλε δελ επεξέαζε ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο 

ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1 (εηθόλεο 44, 57). πγθεθξηκέλα ε  ζνβαγίλε δεζκεπόηαλ 

ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, L251A θαη 

Y252A  κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKD) 8,90 ± 0,07, 8,64 ± 0,13 θαη 8,66 ± 

0,17 αληίζηνηρα. 

 

 

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηελ ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο 

 

Παξόκνηα κε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο, νη κεηαιιάμεηο ησλ 

Leu251 θαη Tyr252 ζε αιαλίλε δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηελ ηζρύ (θαη ην κέγηζην 

απνηέιεζκα) κε ηελ νπνία ην πεπηίδην απηό δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  

ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ηνλ CRF1 

(εηθόλεο 45, 58). πγθεθξηκέλα ε  ηζρύο κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ 

παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο ήηαλ (-logEC50) 9,07 ± 0,08, 8,92 ± 0,15 θαη 8,78 ± 0,09 αληίζηνηρα. 
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Δικόνα 44. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, L251A, Y252A. Ο ζπλαγσληζκόο 

ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ Tyr0 – ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε 

όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, L251A, Y252A. Οη κέζνη όξνη ησλ 

ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα 

ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-5 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο  

-logKD  ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Motulsky θαη Christopoulos 

[202] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 57. 
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Δικόνα 45. Γιέγεπζη παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηην 

Tyr0-ζοβαγίνη. Ζ δηέγεξζε ηεο παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ από 

απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο Tyr0-ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην 

θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, L251A 

θαη Y252A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο 

πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-22 θνξέο κε παξόκνηα 

απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε 

γξακκηθά θαη νη ηηκέο logΔC50 θαη EC50 πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζηε 

κεζνδνινγία θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελo θαη ζηελ εηθόλα 58 
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Δπίδξαζε ησλ Y253A θαη D254A κεηαιιάμεσλ ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο 

θαη ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 
 

Παξόκνηα κε ηηο κεηαιιάμεηο ησλ Leu251 θαη Tyr252 νη κεηαιιάμεηο ησλ 

Tyr253 θαη Asp254 ζε αιαλίλε δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1 (εηθόλεο 46, 57). πγθεθξηκέλα ε  

ζνβαγίλε δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηηο κεηαιιαγκέλεο 

κνξθέο ηνπ, Y253A θαη D254A κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKD) 8,90  ± 0,07, 

8,90 ± 0,27 θαη 9,02 ± 0,26, αληίζηνηρα. 

 

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηελ ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο 
 

Παξόκνηα κε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο, νη κεηαιιάμεηο ησλ 

Tyr253 θαη Asp254 ζε αιαλίλε δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηελ ηζρύ (θαη ην κέγηζην 

απνηέιεζκα) κε ηελ νπνία ην πεπηίδην απηό δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  

ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ηνλ CRF1 

(εηθόλεο 47, 58). πγθεθξηκέλα ε  ηζρύο κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ 

παξαγσγή  ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο Τ253A θαη D254A ήηαλ (-logEC50) 9,07 ± 0,08, 8,91 ± 0,11  θαη 8,86 ± 

0,07, αληίζηνηρα. 
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Δικόνα 46. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, Y253A και D254A. Ο 

ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ Tyr0 – 

ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε 

κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ 

άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, Y253A θαη D254A. Οη 

κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από 

έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-5 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο  

-logKD  ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Motulsky θαη Christopoulos 

[202] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 57 
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Δικόνα 47. Γιέγεπζη παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηην 

Tyr0-ζοβαγίνη. Ζ δηέγεξζε ηεο παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ από 

απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο Tyr0-ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην 

θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, Τ253A 

θαη D254A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο 

πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 4-22 θνξέο κε παξόκνηα 

απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε 

γξακκηθά θαη νη ηηκέο logΔC50 θαη EC50 πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζηε 

κεζνδνινγία θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελo θαη ζηελ εηθόλα 58 
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Δπίδξαζε ησλ N255A, E256A θαη Κ257Α κεηαιιάμεσλ ζηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο θαη ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 
 

Παξόκνηα κε ηηο κεηαιιάμεηο ησλ Leu251, Tyr252, Tyr253 θαη Asp254 νη 

κεηαιιάμεηο ησλ Asn255, Glu256 θαη Lys257 ζε αιαλίλε δελ επεξέαζαλ 

ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1 (εηθόλεο 48, 57). 

πγθεθξηκέλα ε ζνβαγίλε δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηηο 

κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, N255A, E256A θαη Κ257Α κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο 

(-logKD) 8,90 ± 0,07, 8,96 ± 0,19, 8,89 ± 0,05  θαη 8,65 ± 0,15, αληίζηνηρα. 

 

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηελ ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  

 

Παξόκνηα κε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο, νη κεηαιιάμεηο ησλ 

Asn255, Glu256 θαη Lys257 ζε αιαλίλε δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηελ ηζρύ (θαη 

ην κέγηζην απνηέιεζκα) κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  

ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ηνλ CRF1 

(εηθόλεο 49, 58). πγθεθξηκέλα ε  ηζρύο κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ 

παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο N255A, E256A θαη K257A ήηαλ (-logEC50) 9,07 ± 0,08, 8,49 ± 0,12, 

8,68 ± 0,06 θαη 9,09 ± 0,13, αληίζηνηρα. 
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Δικόνα 48. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, N255A, E256A και Κ257Α. Ο 

ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ Tyr0 – 

ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε 

κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ 

άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, N255A, E256A θαη 

Κ257Α. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο 

πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-5 θνξέο κε παξόκνηα 

απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε 

γξακκηθά θαη νη ηηκέο  -logKD  ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ 

Motulsky θαη Christopoulos [202] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ 

εηθόλα 57 
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Δικόνα 49. Γιέγεπζη παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηην 

Tyr0-ζοβαγίνη. Ζ δηέγεξζε ηεο παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ από 

απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο Tyr0-ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην 

θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, N255A, 

E256A θαη K257A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε 

ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-22 θνξέο κε 

παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο 

έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο logΔC50 θαη EC50 πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο 

αλαθέξεηαη ζηε κεζνδνινγία θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελo θαη ζηελ 

εηθόλα 5. 
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Δπίδξαζε ησλ G261A θαη K262Α κεηαιιάμεσλ ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο 

θαη ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 
 

Παξόκνηα κε ηηο κεηαιιάμεηο ησλ Leu251, Tyr252 Tyr253, Asp254, 

Asn255, Glu256 θαη Lys257 νη κεηαιιάμεηο ησλ Gly261 θαη Lys262 ζε αιαλίλε 

δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1 

(εηθόλεο 50, 57). πγθεθξηκέλα ε  ζνβαγίλε δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν (WT) 

CRF1 θαη ζηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, G261A θαη K262Α κε ζπγγέλεηεο 

δέζκεπζεο (-logKD)8,90 ± 0,07, 8,66 ± 0,17 θαη 8,95 ± 0,12, αληίζηνηρα. 

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηελ ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  

 

Παξόκνηα κε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο, νη κεηαιιάμεηο ησλ 

Gly261 θαη Lys262 ζε αιαλίλε, δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηελ ηζρύ (θαη ην 

κέγηζην απνηέιεζκα) κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  

ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ηνλ CRF1 

(εηθόλεο 51, 58). πγθεθξηκέλα ε  ηζρύο κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ 

παξαγσγή  ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο G261A θαη K262A ήηαλ (-logEC50) 9,07 ± 0,08, 8,42 ± 0,14 θαη 8,92 ± 

0,08, αληίζηνηρα. 
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Δικόνα 50. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, G261A και K262Α. Ο 

ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ Tyr0 – 

ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε 

κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ 

άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, G261A θαη K262Α. Οη 

κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από 

έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-5 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο  

-logKD  ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Motulsky θαη Christopoulos 

[202] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 57 
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Δικόνα 51. Γιέγεπζη παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηην 

Tyr0-ζοβαγίνη. Ζ δηέγεξζε ηεο παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ από 

απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο Tyr0-ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην 

θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, G261A 

θαη K262A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο 

πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-22 θνξέο κε παξόκνηα 

απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε 

γξακκηθά θαη νη ηηκέο logΔC50 θαη EC50 πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζηε 

κεζνδνινγία θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελo θαη ζηελ εηθόλα 58 
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Δπίδξαζε ησλ R263A θαη P264A κεηαιιάμεσλ ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο 

θαη ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 
 

Παξόκνηα κε ηηο κεηαιιάμεηο ησλ Leu251, Tyr252 Tyr253, Asp254, 

Asn255, Glu256, Lys257, Gly261 θαη Lys262 νη κεηαιιάμεηο ησλ Arg263 θαη 

Pro264 ζε αιαλίλε δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο 

ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1 (εηθόλεο 52, 57). πγθεθξηκέλα ε  ζνβαγίλε δεζκεπόηαλ 

ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, R263A θαη 

P264A κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKD) 8,90 ± 0,07,  8,55 ± 0,20 θαη 8,68 ± 

0,17, αληίζηνηρα. 

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηελ ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  

 

Παξόκνηα κε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο, νη κεηαιιάμεηο ησλ 

Arg263 θαη Pro264 ζε αιαλίλε, δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηελ ηζρύ (θαη ην 

κέγηζην απνηέιεζκα) κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  

ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ηνλ CRF1 

(εηθόλεο 53, 58). πγθεθξηκέλα ε ηζρύο κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ 

παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο R263A θαη P264A ήηαλ (-logEC50) 9,07 ± 0,08, 9,51 ± 0,53 θαη 9,14 ± 

0,18, αληίζηνηρα. 
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Δικόνα 52. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, R263A και P264A. Ο 

ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ Tyr0 – 

ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε 

κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ 

άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, R263A θαη P264A. Οη 

κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από 

έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-5 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο  

-logKD  ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Motulsky θαη Christopoulos 

[202] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 57 
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Δικόνα 53. Γιέγεπζη παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηην 

Tyr0-ζοβαγίνη. Ζ δηέγεξζε ηεο παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ από 

απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο Tyr0-ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην 

θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, R263A 

θαη P264A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο 

πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-22 θνξέο κε παξόκνηα 

απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε 

γξακκηθά θαη νη ηηκέο logΔC50 θαη EC50 πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζηε 

κεζνδνινγία θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελo θαη ζηελ εηθόλα  58 
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Δπίδξαζε ησλ G265A θαη V266A κεηαιιάμεσλ ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο 

θαη ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 
 

Παξόκνηα κε ηηο κεηαιιάμεηο ησλ Leu251, Tyr252 Tyr253, Asp254, 

Asn255, Glu256, Lys257, Gly261 Lys262, Arg263 θαη Pro264 νη κεηαιιάμεηο ησλ 

Gly265 θαη Val266 ζε αιαλίλε δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1 (εηθόλεο 54, 57). πγθεθξηκέλα ε  

ζνβαγίλε δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηηο κεηαιιαγκέλεο 

κνξθέο ηνπ, G265A θαη V266A κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKD) 8,90 ± 0,07, 

8,82 ± 0,14 θαη 8,67 ± 0,22, αληίζηνηρα. 

 

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηελ ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  

 

Παξόκνηα κε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο, νη κεηαιιάμεηο ησλ 

Gly265 θαη Val266 ζε αιαλίλε, δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηελ ηζρύ (θαη ην κέγηζην 

απνηέιεζκα) κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  ελδνθπηηάξηνπ 

θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ηνλ CRF1 (εηθόλεο 55, 

58). πγθεθξηκέλα ε ηζρύο κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  

ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ζηαζεξά 

ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο G265A θαη 

V266A ήηαλ (-logEC50) 9,07 ± 0,08, 9,09 ± 0,48 θαη 9,00 ± 0,12, αληίζηνηρα. 
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Δικόνα 54. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, G265A και V266A. Ο 

ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ Tyr0 – 

ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε 

κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ 

άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, G265A θαη V266A. Οη 

κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από 

έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-5 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο -

logKD ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Motulsky θαη Christopoulos 

[202] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν θαη ζηελ εηθόλα 57 
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Δικόνα 55. Γιέγεπζη παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηην 

Tyr0-ζοβαγίνη. Ζ δηέγεξζε ηεο παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ 

από απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο Tyr0-ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε όπσο 

αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα 

πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο, G265A θαη V266A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα 

ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 

3-22 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ 

θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο logΔC50 θαη EC50 

πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζηε κεζνδνινγία θαη αλαγξάθνληαη ζην 

θπξίσο θείκελo θαη ζηελ εηθόλα 58 
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Δπίδξαζε ησλ W259A, F260A θαη W259A/F260A κεηαιιάμεσλ ζηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο θαη ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  

 

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ W259A, F260A θαη W259A/F260A ζηε δέζκεπζε ηεο 
ζνβαγίλεο 
 

Αληίζεηα κε ηηο κεηαιιάμεηο ησλ Leu251, Tyr252, Tyr253, Asp254, Asn255, 

Glu256, Lys257, Gly261, Lys262, Arg263, Pro264, Gly265 θαη Val266 νη 

κεηαιιάμεηο ησλ Trp259 θαη Phe260 ζε αιαλίλε επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1 (εηθόλεο 56, 69 θαη 57 θαη 

πίλαθαο 2). πγθεθξηκέλα ε  ζνβαγίλε δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) 

θαη ζηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, W259A θαη F260A κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο 

(-logKD) 8,90 ± 0,07, 7,94 ± 0,10 θαη 7,71 ± 0,14, αληίζηνηρα. Γειαδή νη 

κεηαιιάμεηο W259A θαη F260Α κείσζαλ ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 

– ζνβαγίλεο 9 θαη 15 θνξέο αληίζηνηρα.  

 

Δπηπξόζζεηα, ηαπηόρξνλε κεηάιιαμε ησλ Trp259 θαη Phe260 ζε αιαλίλε 

δεκηνπξγώληαο έηζη ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα W259A/F260A ειάηησζε 

ζπλεξγηζηηθά (ζε ζρέζε κε ηηο απιέο κεηαιιάμεηο) ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο 

ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1 (εηθόλεο 56, 69 θαη 57 θαη πίλαθαο 2). πγθεθξηκέλα, ε 

δηπιή απηή κεηάιιαμε κείσζε ηε ζπγγέλεηα ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο 39,5 

θνξέο κε απνηέιεζκα ε ζνβαγίλε λα δεζκεπόηαλ ζηνλ W259A/F260A κε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ίζε κε (-logKD) 7,30 ± 0,22. 
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Δικόνα 56. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ Tyr0 – ζοβαγίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, W259A, F260A και 

W259A/F260A. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από 

ηελ Tyr0 – ζνβαγίλε, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη 

Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, W259A, 

F260A θαη W259A/F260A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά 

ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-5 θνξέο κε 

παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο 

έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKD  ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ 

Motulsky θαη Christopoulos [202] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν, ζηελ 

εηθόλα 69 θαη ζηελ εηθόλα 57θαη πίλαθα 2 



  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 

 

226 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 57. Δπίδπαζη ηων μεηαλλάξεων ζε αλανίνη ηων αμινοξέων ηος 

δεύηεπος εξωκςηηάπιος βπόγσος ηος CRF1 ζηη ζςγγένεια δέζμεςζηρ ηηρ 

Tyr0 – ζοβαγίνηρ. Οη ηηκέο -logKD  (ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο Tyr0 – ζνβαγίλεο) γηα 

ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο L251A-V266A 

ππνινγίζηεθαλ από ηα απνηειέζκαηα ησλ πεηξακάησλ ζηηο εηθόλεο 44, 46, 48, 50, 

52, 54 θαη 56. Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηελ αιιαγή ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο 

ηεο Tyr0 – ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1, πνπ είλαη απνηέιεζκα ηεο θάζε κεηάιιαμεο. 

Οη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο κεηαμύ ησλ ηηκώλ logKD ηεο Tyr0 – ζνβαγίλεο 

γηα ηνλ WT θαη ηνλ θάζε κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, ππνινγίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο 

αλάιπζεο δηαζπνξάο (ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα κε Bonferoni’s post hoc test (* 

p<0.05 ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή δηαθνξά). 
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Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ W259A, F260A θαη W259A/F260A ζηελ ηζρύ ηεο 

ζνβαγίλεο. 

 

Παξόκνηα κε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο, νη κεηαιιάμεηο ησλ 

Trp259 θαη Phe260 ζε αιαλίλε κείσζαλ ζεκαληηθά ηελ ηζρύ κε ηελ νπνία ε 

ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 

θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ηνλ CRF1 (εηθόλεο 59 θαη 58). πγθεθξηκέλα ε  ηζρύο 

κε ηελ νπνία ε ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP 

ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη 

ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο W259A θαη F260A ήηαλ (-logEC50) 9,07 ± 0,08, 

7,25 ± 0,17 θαη 7,32 ± 0,16, αληίζηνηρα. Γειαδή νη κεηαιιάμεηο W259A θαη F260Α 

κείσζαλ ηελ ηζρύ ηεο Tyr0-ζνβαγίλεο 65,5 θαη 56,5 θνξέο αληίζηνηρα.  

 

Δπηπξόζζεηα ηαπηόρξνλε κεηάιιαμε ησλ Trp259 θαη Phe260 ζε αιαλίλε 

δεκηνπξγώληαο έηζη ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα W259A/F260A ειάηησζε 

ζπλεξγηζηηθά (ζε ζρέζε κε ηηο απιέο κεηαιιάμεηο) ηελ ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο 

(εηθόλεο 59 θαη 58). πγθεθξηκέλα ε δηπιή απηή κεηάιιαμε κείσζε ηελ ηζρύ ηεο 

ζνβαγίλεο 161,5 θνξέο, κε απνηέιεζκα ε ηζρύο ηνπ πεπηηδίνπ απηνύ κε ηελ 

νπνία δηέγεηξε ηε παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ λα ήηαλ ίζε κε (-logEC50) 6,86 ± 0,10 
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Δικόνα 59. Γιέγεπζη παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηην 

Tyr0-ζοβαγίνη. Ζ δηέγεξζε ηεο παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ από 

απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο Tyr0-ζνβαγίλεο, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην 

θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, 

W259A,F260A θαη W259A/F260A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα 

ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 5-22 

θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε 

πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο logΔC50 θαη EC50 πξνζδηνξίζηεθαλ 

όπσο αλαθέξεηαη ζηε κεζνδνινγία θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελo θαη ζηελ 

εηθνλα 58 
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Δικόνα 58. Δπίδπαζη ηων μεηαλλάξεων ζε αλανίνη ηων αμινοξέων ηος 

δεύηεπος εξωκςηηάπιος βπόγσος ηος CRF1 ζηην ιζσύ ηηρ Tyr0-ζοβαγίνηρ.Ζ 

ηζρύο (ηηκέο -logΔC50) κε ηελ νπνία ε Tyr0-ζνβαγίλε δηέγεηξε ηελ παξαγσγή 

θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) ή ηνπο 

κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο L251A-V266A, ππνινγίζηεθε από ηα απνηειέζκαηα 

ησλ πεηξακάησλ ζηηο εηθόλεο 45, 47, 49, 51, 53, 55 θαη 59. Οη ζηήιεο 

αληηπξνζσπεύνπλ ηελ αιιαγή ζηελ ηζρύ ηεο Tyr0-ζνβαγίλεο πνπ είλαη 

απνηέιεζκα ησλ κεηαιιάμεσλ. Οη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο κεηαμύ ησλ 

ηηκώλ logΔC50 ηεο Tyr0-ζνβαγίλεο γηα ηνλ WT θαη ην θάζε κεηαιιαγκέλν 

ππνδνρέα, ππνινγίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο αλάιπζεο δηαζπνξάο (ANOVA) θαη 

ζηε ζπλέρεηα κε Bonferoni’s post hoc test (* p<0.05 ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή 

δηαθνξά. 
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Έθθξαζε ησλ ππνδνρέσλ ηνπ CRF ζηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε ησλ 

θπηηάξσλ πξηλ θαη κεηά ηηο κεηαιιάμεηο W259A, F260A θαη W259A/F260A 

 

 Ζ έθθξαζε ηνπ άγξηνπ ηύπνπCRF1 (WT), θαζώο θαη ησλ κεηαιιαγκέλσλ 

κνξθώλ ηνπ, W259A, F260A θαη W259A/F260A ζηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε ησλ 

ΖΔΚ 293 θπηηάξσλ ηνπο, πξνζδηνξίζηεθε  κε ηε ρξήζε ηεο θπηηαξνκεηξίαο ξνήο 

θαη κε ηε βνήζεηα ηνπ θζνξίδνληνο αληηζώκαηνο anti-goat IgG ην νπνίν ήηαλ 

ζπδεπγκέλν κε ηζνζεηνθπαληθή θζνξηζεΐλε. Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 60 ε 

έθθξαζε όισλ ησλ παξαπάλσ ππνδνρέσλ ζηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε ησλ 

θπηηάξσλ ηνπο ήηαλ παξόκνηα.  
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Δικόνα 60. Έκθπαζη ηος άγπιος ηύπος CRF1 και ηων μεηαλλαγμένων 

ςποδοσέων W259A, F260A και W259A/F260A ζηην πλαζμαηική μεμβπάνη 

κςηηάπων ΗΔΚ293. Κύηηαξα ΖΔΚ 293 ηα νπνία εθθξάδαλε ηνλ άγξην ηύπν CRF1 

(WT)  θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο W259A, F260A ή W259A/F260A, 

θαζώο θαη θύηηαξα πνπ δελ έθθξαδαλε ηνπο ππνδνρείο απηνύο (ΖΔΚ 293), 

επσάζηεθαλ κε ην αληίζσκα anti-CRF1 θαη ζηε ζπλέρεηα έγηλε ρξώζε ηνπο κε 

αληίζσκα όξληζαο anti-goat IgG. Ζ ρξώζε ησλ θπηηάξσλ αλαιύζεθε κε ηε ρξήζε 

ηνπ θπηηαξνκεηξεηή ηύπνπ Beckton-Dickinson FACSArray θαη κε ηε βνήζεηα ηνπ 

πξνγξάκκαηνο CellQuest software. 
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Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ W259A, F260A θαη W259A/F260A ζηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο θαη ηζρύ ηνπ CRF  

 

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ W259A, F260A θαη W259A/F260A ζηε δέζκεπζε ηνπ 
CRF 
 

Παξόκνηα κε ηε ζνβαγίλε, νη κεηαιιάμεηο ησλ Trp259 θαη Phe260 ζε 

αιαλίλε επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ CRF γηα ηνλ CRF1 

(εηθόλεο 61 θαη 66 θαη πίλαθαο 1). πγθεθξηκέλα ν CRF  δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην 

ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, W259A θαη F260A κε 

ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKi) 9,14 ± 0,07, 7,85 ± 0,07 θαη 7,90 ± 0,07, 

αληίζηνηρα. Γειαδή νη κεηαιιάμεηο W259A θαη F260Α κείσζαλ ηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηνπ CRF 19 θαη 17 θνξέο αληίζηνηρα.  

 

Δπηπξόζζεηα ηαπηόρξνλε κεηάιιαμε ησλ Trp259 θαη Phe260 ζε αιαλίλε 

δεκηνπξγώληαο έηζη ην κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα W259A/F260A ειάηησζε 

ζπλεξγηζηηθά (ζε ζρέζε κε ηηο απιέο κεηαιιάμεηο) ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ 

CRF γηα ηνλ CRF1 (εηθόλεο 61 θαη 66 θαη πίλαθαο 1). πγθεθξηκέλα, ε δηπιή απηή 

κεηάιιαμε κείσζε ηε ζπγγέλεηα ηνπ CRF 47,5 θνξέο κε απνηέιεζκα ν CRF λα 

δεζκεπόηαλ ζηνλ  W259A/F260A κε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ίζε κε (-logKi) 7,46 ± 

0,22. 
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Δικόνα 61. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηος CRF ζηον άγπιο ηύπο CRF1 και 

ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, W259A, F260A και W259A/F260A. Ο 

ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηνλ CRF, 

επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, W259A, F260A θαη 

W259A/F260A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο 

πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-6 θνξέο κε παξόκνηα 

απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε 

γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKi ππνινγίζηεθαλ από ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο      -logIC50, 

ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο 

θείκελν,ζηελ εηθόλα 66 θαη ζηνλ πίλαθα 1. 
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Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ W259A θαη F260A ζηελ ηζρύ ηνπ CRF  

  

ε αληίζεζε κε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ CRF, νη κεηαιιάμεηο ησλ 

Trp259 θαη Phe260 ζε αιαλίλε, δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηελ ηζρύ (θαη ην 

κέγηζην απνηέιεζκα) κε ηελ νπνία ην πεπηίδην απηό δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  

ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ηνλ CRF1 

(εηθόλα 62). πγθεθξηκέλα ε  ηζρύο κε ηελ νπνία ν CRF δηέγεηξε ηελ παξαγσγή  

ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ AMP ζε ΖΔΚ 293 θύηηαξα ηα νπνία εθθξάδαλε ζηαζεξά 

ηνλ άγξην ηύπν (WT) CRF1 θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο W259A θαη 

F260A ήηαλ (-logEC50) 8,83 ± 0,18, 8,50 ± 0,06 θαη 8,60 ± 0,13, αληίζηνηρα. 

 

Αθνύ νη κεηαιιάμεηο W259A θαη F260A δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηελ 

ηζρύ θαη απνηειεζκαηηθόηεηα ηνπ CRF λα δηεγείξεη ηελ παξαγσγή ελδνθπηηάξηνπ 

θπθιηθνύ AMP ζε θύηηαξα πνπ εθθάδνπλ ηνλ CRF1 δελ πξνζδνξίζακε ηελ 

επίδξαζε ηεο δηπιήο κεηάιιαμεο W259A/F260A ζηελ ηζρύ (θαη ζην κέγηζην 

απνηέιεζκα) ηνπ CRF. 
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Δικόνα 62. Γιέγεπζη ηηρ παπαγωγήρ ενδοκςηηάπιος κςκλικού ΑΜΡ από ηoν 

CRF. Ζ δηέγεξζε ηεο παξαγσγήο ελδνθπηηάξηνπ θπθιηθνύ ΑΜΡ από απμαλόκελεο 

ζπγθεληξώζεηο CRF, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη 

Μέζνδνη΄΄, ζε άζηθηα ΖΔΚ 293 θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο,, W259 θαη F260A. Οη κέζνη όξνη 

ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα 

ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ 

αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο 

logΔC50 θαη EC50 πξνζδηνξίζηεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζηε κεζνδνινγία θαη 

αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελν 
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Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ W259A, F260A θαη W259A/F260A ζηηο 

ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο ησλ αληαγσληζηώλ αληαιαξκίλε θαη αζηξεζίλε 

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ W259A, F260A θαη W259A/F260A ζηε δέζκεπζε ηεο 
αληαιαξκίλεο  
 

ε αληίζεζε κε ηνπο αγσληζηέο CRF θαη ζνβαγίλε, ε κεηάιιαμε (κηα ηε 

θάζε θνξά) ησλ Trp259 (W259A) θαη Phe260 (F260A) ζε αιαλίλε, θαζώο θαη ε 

ηαπηόρξνλή ηνπο κεηάιιαμε ζε αιαλίλε (W259A/F260A), δελ επεξέαζε 

ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ κηθξνκνξηαθνύ κε πεπηηδηθνύ 

αληαγσληζηή αληαιαξκίλε γηα ηνλ CRF1 (εηθόλα 63). πγθεθξηκέλα ε αληαιαξκίλε 

δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, 

W259A, F260A θαη W259A/F260A κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKi) 7,81 ± 0,06, 

7,57 ± 0,09,  7,61 ± 0,17 θαη 7,86 ± 0,12, αληίζηνηρα. 

 

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ W259A, F260A θαη W259A/F260A ζηε δέζκεπζε ηεο 
αζηξεζίλεο 
 

Παξόκνηα κε ηελ αληαιαξκίλε, ε κεηάιιαμε (κηα ηελ θάζε θνξά) ησλ 

Trp259 (W259A) θαη Phe260 (F260A) ζε αιαλίλε  θαζώο θαη ε ηαπηόρξνλή ηνπο 

κεηάιιαμε ζε αιαλίλε (W259A/F260A), δελ επεξέαζε ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηνπ πεπηηδηθνύ αληαγσληζηή, αζηξεζίλε γηα ηνλ CRF1 (εηθόλεο 64 θαη 

66, πίλαθαο 1), ε νπνία δεκηνπξγήζεθε από ηελ απαινηθή ησλ πξώησλ 11 

ακηλνηειηθώλ ακηλνμέσλ ηνπ CRF (πίλαθαο 1). πγθεθξηκέλα ε αζηξεζίλε 

δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ζηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, 

W259A, F260A θαη W259A/F260A κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKi) 8,00 ± 0,08, 

7,60 ± 0,05, 7,64 ± 0,09 θαη 7,46 ± 0,16, αληίζηνηρα. 
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Δικόνα 63. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ ανηαλαπμίνηρ ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, W259A, F260A και 

W259A/F260A. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από 

ηελ αληαιαξκίλε, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη 

Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, W259A, 

F260A θαη W259A/F260A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά 

ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-4 θνξέο κε 

παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο 

έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKi ππνινγίζηεθαλ από ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο -

logIC50, ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201] θαη αλαγξάθνληαη ζην 

θπξίσο θείκελν. 
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Δικόνα 64. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ αζηπεζίνηρ ζηον άγπιο ηύπο CRF1 

και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, W259A, F260A και W259A/F260A. Ο 

ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από ηελ αζηξεζίλε, 

επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά 

νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, W259A, F260A θαη 

W259A/F260A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο 

πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 4-7 θνξέο κε παξόκνηα 

απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε 

γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKi ππνινγίζηεθαλ από ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο -logIC50, 

ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201] θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο 

θείκελν, ζηελ εηθόλα 66 θαη ζηνλ πίλαθα 1. 
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Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ W259A, F260A θαη W259A/F260A ζηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ άιθα-ειηθνεηδή CRF (9-41) 

 

ε αληίζεζε κε ηελ απαινηθή ησλ πξώησλ 11 ακηλνηειηθώλ ακηλημέσλ ηνπ 

CRF πνπ δεκηνύξγεζε ηελ αζηξεζίλε ηεο νπνίαο ε δέζκεπζε δελ επεξεάζηεθε 

από ηηο κεηαιιάμεηο (κηα ηε θάζε θνξά) ησλ Trp259 (W259A) θαη Phe260 

(F260A) ζε αιαλίλε, θαζώο θαη από ην ζπλδπαζκό ηνπο (W259A/F260A), ε 

απαινηθή ησλ πξώησλ 8 ακηλνηειηθώλ ακηλνμέσλ ηνπ CRF δεκηνύξγεζε ηνλ 

άιθα–ειηθνεηδή CRF (9-41) ηνπ νπνίνπ ε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο γηα ηνλ CRF1 

(παξόκνηα κε ηνπο CRF θαη ζνβαγίλε) επεξεάζηεθε  ζεκαληηθά  από όιεο ηηο 

παξαπάλσ κεηαιιάμεηο (εηθόλεο 65, 66 θαη πίλαθαο 1).  

 

πγθεθξηκέλα ν άιθα–ειηθνεηδήο CRF (9-41) δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT), W259A, F260A θαη W259A/F260A κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKi) 

6,80 ± 0,08, 5,49 ± 0,18,  5,52 ± 0,20 θαη 5,11 ± 0,21, αληίζηνηρα. 
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Δικόνα 65. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηος άλθα-ελικοειδή CRF (9-41) ζηον 

άγπιο ηύπο CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, W259A, F260A και 

W259A/F260A. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από 

ηνλ άιθα-ειηθνεηδή CRF (9-41), επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην 

΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ 

εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο 

ππνδνρείο, W259A, F260A θαη W259A/F260A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο 

δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα 

πνπ έγηλε 3-8 θνξέο κε παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ 

ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKi ππνινγίζηεθαλ από ηηο 

αληίζηνηρεο ηηκέο         -logIC50, ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201] 

θαη αλαγξάθνληαη ζην θπξίσο θείκελo, ζηελ εηθόλα 66 θαη ζηνλ πίλαθα 1. 
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Δικόνα 66. Δπίδπαζη ηων μεηαλλάξεων W259A, F260A και W259A/F260A 

ηος CRF1 ζηιρ ζςγγένειερ δέζμεςζηρ ηων CRF, άλθα-ελικοειδή CRF(9-41) 

και αζηπεζίνηρ.Οη ηηκέο –logKi  (ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο ησλ πεπηηδίσλ) γηα ηνλ 

άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο W259A, F260A θαη 

W259A/F260A ππνινγίζηεθαλ από ηα απνηειέζκαηα ησλ πεηξακάησλ ζηηο 

εηθόλεο 61, 64 θαη 65 (θαη αλαγξάθνληαη επίζεο ζηνλ πίλαθα 1). Οη ζηήιεο 

αληηπξνζσπεύνπλ ηελ αιιαγή ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ησλ πεπηηδίσλ γηα ηνλ 

CRF1, πνπ είλαη απνηέιεζκα ηεο θάζε κεηάιιαμεο. Οη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο 

δηαθνξέο κεηαμύ ησλ ηηκώλ logKi ηνπ θαζελόο πεπηηδίνπ γηα ηνλ WT θαη ηνλ θάζε 

κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, ππνινγίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο αλάιπζεο δηαζπνξάο 

(ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα κε Bonferoni’s post hoc test (* p<0.05 ζηαηηζηηθώο 

ζεκαληηθή δηαθνξά). 
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ΠΗΝΑΚΑ 1 : Οη κειέηεο ζπλαγσληζηηθήο δέζκεπζεο, επηηεύρζεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε 

κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα από θύηηαξα ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηηο κεηαιιαγκέλεο 

κνξθέο ηνπ, W259A, F260A θαη W259A/F260A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από 3-8 πεηξάκαηα. 

Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKi ππνινγίζηεθαλ από ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο          

-logIC50, ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201]. Οη ηηκέο ζηηο παξελζέζεηο είλαη νη ηηκέο Ki ηνπ θαζελόο πεπηηδίνπ γηα ηνλ 

θάζε κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα δηαηξνύκελεο από ηελ ηηκή Ki ηνπ πεπηηδίνπ απηνύ γηα ηνλ WT. Σα βέιε ζεκαίλνπλ κείσζε ζηηο 

ζπγγέλεηεο ησλ πεπηηδίσλ κεηά ηηο κεηαιιάμεηο ζηνλ ππνδνρέα. 

Πεπτίδιο 
Aμινοηελικά αμινοξέα ηων πεπηιδίων  

-log Ki 

WT W259A F260A 
W259A/ 

F260A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19   20 

CRF S E E P P I  S L D L T F H L L R E V L E 

9,14 

 0,07 

7,85
 b
 

 0,07
 
 

(19,0  ) 

7,90
 b
 

 0,07 

(17,0  ) 

7,46
 b
 

± 0,22 

(47,5 ) 

Αλθα-

ελκικοειδήρ 

CRF(9-41) 

        D L T F H L L R E M L E 

6,80 

 0,08 

5,49
 b
 

 0,18 

(20,0  ) 

5,52
 b
 

 0,20 

(19,0  ) 

5,11
 b
 

 0,21 

(49,0  ) 

Αζηπεζίνη            F
a
 H L L R E V L E 

8,00 

 0,08 

7,60 

 0,05 

(2,5  ) 

7,64 

 0,09 

(2,5  ) 

7,46 

 0,16 

(3,5  ) 

a  ην f δειώλεη ηε D ηζνκνξθή ηνπ ακηλνμένο θαηλπιαιαλίλε  

b P < 0.05 ζπγθξηλόκελν κε ηνλ άγξηνπ ηύπνπ (WT) CRF1 (one-way ANOVA αθνινπζνύκελε από  Bonferoni’s post hoc test).



  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 

 

243 

Δπίδξαζε ησλ W259A, F260A θαη W259A/F260A κεηαιιάμεσλ ζηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο 8-40 θαη ηεο ζνβαγίλεο 11-40 

 

ηε ζπλέρεηα δεκηνπξγήζακε ηα ηξνπνπνηεκέλα πεπηίδηα ζνβαγίλε 8-40 

θαη ζνβαγίλε 11-40 κε απαινηθή δηαθόξσλ ηκεκάησλ ηνπ ακηλνηειηθνύ άθξνπ 

ηεο ζνβαγίλεο θαη εμεηάζακε ηελ επίδξαζε ησλ W259A, F260A θαη 

W259A/F260A κεηαιιάμεσλ ηνπ CRF1 ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ησλ 

ηξνπνπνηεκέλσλ απηώλ πεπηηδίσλ ζηνλ ππνδνρέα. 

 

Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 11-40 
 

Παξόκνηα κε ηελ απαινηθή ησλ πξώησλ 11 ακηλνηειηθώλ ακηλνμέσλ ηνπ 

CRF πνπ δεκηνύξγεζε ηελ αζηξεζίλε ε νπνία δελ ήηαλ επαίζζεηε ζηηο 

κεηαιιάμεηο (κηαο ηελ θάζε θνξά) ησλ Trp259 (W259A) θαη Phe260 (F260A) ζε 

αιαλίλε, θαζώο θαη ζην ζπλδπαζκό ηνπο (W259A/F260A), αληίζηνηρε απαινηθή 

ζηε ζνβαγίλε δεκηνύξγεζε ηε ζνβαγίλε 11-40, ηεο νπνίαο ε δέζκεπζε γηα ηνλ 

CRF1 δελ επεξεάζηεθε από ηηο παξαπάλσ κεηαιιάμεηο, (εηθόλεο 67 θαη 69 θαη 

πίλαθαο 2). πγθεθξηκέλα ε ζνβαγίλε 11-40 δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 

(WT) θαη ζηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, W259A, F260A θαη W259A/F260A κε 

ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKi) 5,76 ± 0,11, 5,36 ± 0,03,  5,71 ± 0,17 θαη 5,36 ± 

0,10, αληίζηνηρα. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 

 

244 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα 67. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ ζοβαγίνηρ 11-40 ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, W259A, F260A και 

W259A/F260A. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από 

ηε ζνβαγίλε 11-40, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη 

Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, W259A, 

F260A θαη W259A/F260A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά 

ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3-5 θνξέο κε 

παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο 

έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKi ππνινγίζηεθαλ από ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο -

logIC50, ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201] θαη αλαγξάθνληαη ζην 

θπξίσο θείκελν, ζηελ εηθόλα 69 θαη ζηνλ πίλαθα 2. 
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Δπίδξαζε ησλ κεηαιιάμεσλ ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο 8-40 
 

ε αληίζεζε κε ηελ απαινηθή ησλ πξώησλ 11 ακηλνηειηθώλ ακηλνμέσλ ηεο 

ζνβαγίλεο πνπ δεκηνύξγεζε ηε ζνβαγίλε 11-40 ηεο νπνίαο ε δέζκεπζε δελ 

επεξεάζηεθε από ηηο κεηαιιάμεηο ησλ Trp259 (W259A) θαη Phe260 (F260A) ζε 

αιαλίλε, ε απαινηθή ησλ πξώησλ 8 ακηλνηειηθώλ ακηλνμέσλ ηεο δεκηνύξγεζε ηε 

ζνβαγίλε 8-40 ηεο νπνίαο ε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο γηα ηνλ CRF1 (όπσο νη CRF 

θαη ζνβαγίλε) επεξεάζηεθε  ζεκαληηθά  από ηε κεηάιιαμε W259A  (εηθόλεο 68 

θαη 69 πίλαθαο 2). πγθεθξηκέλα ε ζνβαγίλε 8-40 δεζκεπόηαλ ζηνλ άγξην ηύπν 

CRF1 (WT) θαη ζηε κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ, W259A, κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο 

(-logKi) 5,46 ± 0,12 θαη 4,86 ± 0,07, αληίζηνηρα. Παξόκνηα απνηειέζκαηα 

παξαηεξήζακε θαη κε ηελ απαινηθή ησλ αληίζηνηρσλ ακηλνμέσλ ηνπ CRF, όπσο 

αλαθέξζεθε παξαπάλσ.  

 

„Οκσο ζε αληίζεζε κε ηνλ CRF ηνπ νπνίνπ ε απαινηθή ησλ πξώησλ 9 

ακηλνηειηθώλ ακηλνμέσλ ηνπ (πνπ αληηζηνηρνύλ ζηα πξώηα 8 ακηλνηειηθά 

ακηλνμέα ηεο ζνβαγίλεο) δεκηνύξγεζε ηνλ επαίζζεην ζηε κεηάιιαμε F260A  

άιθα-ειηθνεηδή CRF (9-41), ε αληίζηνηρε απαινηθή ζηε ζνβαγίλε δεκηνύξγεζε ηε 

ζνβαγίλε 8-40 ηεο νπνίαο ε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο γηα ηνλ CRF1 δελ επεξεάζηεθε 

ζεκαληηθά από ηε κεηάιιαμε F260A (εηθόλεο 68 θαη 69 πίλαθαο 2). πγθεθξηκέλα 

ε ζνβαγίλε 8-40 δεζκεπόηαλ ζηνλ WT θαη ζηε κεηαιιαγκέλε κνξθή ηνπ F260A 

κε ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο (-logKi) 5,46 ± 0,12 θαη 5,37 ± 0,04, αληίζηνηρα.  

 

Δπηπξόζζεηα ν κεηαιιαγκέλνο ππνδνρέαο W259A/F260A πνπ πξνήιζε 

από ηε ηαπηόρξνλε αληηθαηάζηαζε ησλ Trp259 θαη Phe260 ζε αιαλίλε δέζκεπε 

ηελ ζνβαγίλε 8-40 κε κηθξόηεξε ζπγγέλεηα (ίζε  κε (-logKi) 4,85 ± 0,06) από 

εθείλε κε ηελ νπνία ην ελ ιόγσ πεπηίδην δεζκεπόηαλ ζηνλ WT θαη παξόκνηα κε 



  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 

 

246 

ηε ζπγγέλεηα πνπ δέζκεπε ην πεπηίδην απηό ν κεηαιιαγκέλνο ππνδνρέαο W259A 

(εηθόλεο 68 θαη 69 θαη πίλαθαο 2) 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
  ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
 
 

 

247 

Δικόνα 68. ςναγωνιζηική δέζμεςζη ηηρ ζοβαγίνηρ 8-40 ζηον άγπιο ηύπο 

CRF1 και ζηοςρ μεηαλλαγμένοςρ ςποδοσείρ, W259A, F260A και 

W259A/F260A. Ο ζπλαγσληζκόο ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλεο από 

ηε ζνβαγίλε 8-40, επηηεύρζεθε όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη 

Μέζνδνη΄΄, ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ ΖΔΚ 293 πνπ εθθξάδαλε 

ζηαζεξά ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, W259A, 

F260A θαη W259A/F260A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ (εηο δηπινύλ) θαη ηα ζηαζεξά 

ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από έλα ραξαθηεξηζηηθό πείξακα πνπ έγηλε 3 θνξέο κε 

παξόκνηα απνηειέζκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο 

έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKi ππνινγίζηεθαλ από ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο -

logIC50, ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201] θαη αλαγξάθνληαη ζην 

θπξίσο θείκελo, ζηελ εηθόλα 69 θαη ζηνλ πίλαθα 2. 
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Δικόνα 69. Δπίδπαζη ηων μεηαλλάξεων W259A, F260A και W259A/F260A 

ηος CRF1 ζηιρ ζςγγένειερ δέζμεςζηρ ηων ζοβαγίνηρ, ζοβαγίνηρ 8-40 και 

ζοβαγίνηρ 11-40. Οη ηηκέο -logKD θαη -logKi  (ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο ησλ 

πεπηηδίσλ) γηα ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT) θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο 

W259A, F260A θαη W259A/F260A ππνινγίζηεθαλ από ηα απνηειέζκαηα ησλ 

πεηξακάησλ ζηηο εηθόλεο 56, 67 θαη 68 (θαη αλαγξάθνληαη επίζεο ζηνλ πίλαθα 2). 

Οη ζηήιεο αληηπξνζσπεύνπλ ηελ αιιαγή ζηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ησλ πεπηηδίσλ 

γηα ηνλ CRF1, πνπ είλαη απνηέιεζκα ηεο θάζε κεηάιιαμεο. Οη ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθέο δηαθνξέο κεηαμύ ησλ ηηκώλ -logKD (ηεο ζνβαγίλεο) θαη -logKi (ησλ 

άιισλ πεπηηδίσλ) γηα ηνλ WT θαη ηνλ θάζε κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα, 

ππνινγίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο αλάιπζεο δηαζπνξάο (ANOVA) θαη ζηε ζπλέρεηα 

κε Bonferoni’s post hoc test (* p<0.05 ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή δηαθνξά). 
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ΠΗΝΑΚΑ 2 : Οη κειέηεο ζπλαγσληζηηθήο δέζκεπζεο, επηηεύρζεθαλ όπσο αλαθέξεηαη ζην θεθάιαην ΄΄Τιηθά θαη Μέζνδνη΄΄, ζε 

κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα θπηηάξσλ πνπ εθθξάδαλε ηνλ άγξην ηύπν CRF1 (WT), ή ηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηνπ, W259A, F260A 

θαη W259A/F260A. Οη κέζνη όξνη ησλ ηηκώλ θαη ηα ζηαζεξά ιάζε ηνπο πξνέξρνληαη από 3-5 πεηξάκαηα. Ζ αλάιπζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ηνπ θάζε πεηξάκαηνο έγηλε κε γξακκηθά θαη νη ηηκέο -logKi ππνινγίζηεθαλ από ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο -logIC50, 

ζύκθσλα κε ηε κέζνδν Cheng θαη Prusoff [201]. Οη ηηκέο -logKD ηεο Tyr0-ζνβαγίλεο ιήθζεζαλ από ηελ εηθόλα 57.  Οη ηηκέο ζηηο 

παξελζέζεηο είλαη νη ηηκέο Ki ή KD ηνπ θαζελόο πεπηηδίνπ γηα ηνλ θάζε κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα δηαηξνύκελεο από ηελ ηηκή Ki ή KD ηνπ 

πεπηηδίνπ απηνύ γηα ηνλ WT. Σα βέιε ζεκαίλνπλ κείσζε ζηηο ζπγγέλεηεο ησλ πεπηηδίσλ κεηά ηηο κεηαιιάμεηο ζηνλ ππνδνρέα. 

Πεπτίδιο 

Aμινοτελικά αμινοξέα των πεπτιδίων  
-log KD or -log Ki 

WT W259A F260A 
W259A/ 

F260A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19  20 

Tyr
0
-

Σοβαγίνη
a
 

Y Q G P P I S I D L S L E  L L R K M I           E 

8,90 

± 0,07 

7,94
 c
 

± 0,10
 
 

(9,0  ) 

7,71
 c
 

± 0,14 

(15,0 ) 

7,30
 c
 

± 0,22 

(39,5 ) 

Σοβαγίνη  

(8-40) 
        D L S L E  L L R K M I   E 

5,46 

 0,12 

4,86
 c
 

 0,07 

(4,0  ) 

5,37 

 0,04 

(1,0 ) 

4,85
 c
 

± 0,06 

(4,0 ) 

Σοβαγίνη 

(11-40) 
           f

b
 H  L L R K M I   E 

5,76 

 0,11 

5,36 

 0,03 

(2,5  ) 

5,71 

 0,17 

(1,0 ) 

5,36 

 0,10 

(2,5  ) 

aΖ Tyr0-νβαγίλε είλαη έλα αλάινγν ηεο ζνβαγίλεο ην νπνίν έρεη κηα επηπιένλ Tyr(Tyr0) κηα ζέζε πην κπξνζηά από ην ακηλνηειηθό 

ακηλνμύ ηεο, Gln 
b ην f δειώλεη ηε D ηζνκνξθή ηνπ ακηλνμένο θαηλπιαιαλίλε  

cP < 0.05 ζπγθξηλόκελν κε ηνλ άγξηνπ ηύπνπ (WT) CRF1 (one-way ANOVA αθνινπζνύκελε από  Bonferoni’s post hoc test) 
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Ο ηύπνο 1 (CRF1), όπσο θαη ν ηύπνο 2 (CRF2), ππνδνρέαο ηνπ CRF  

αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα Β ησλ GPCRs, θαη όπσο όινη νη GPCRs έηζη θαη απηόο 

είλαη κηα πξσηεΐλε πνπ εληνπίδεηαη ζηε πιαζκαηηθή κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ ηελ 

νπνία δηαπεξλά (όπσο θαίλεηαη από ην πξνθίι πδξνθηιηθόηεηαο / 

πδξνθνβηθόηεηαο ησλ ακηλνμέσλ ηνπ), επηά θνξέο, ζρεκαηίδνληαο έηζη επηά 

ππνζεηηθέο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο πνπ ελώλνληαη κεηαμύ ηνπο κε ηξεηο 

εμσθπηηάξηνπο βξόγρνπο [128]. Οη ηξεηο εμσθπηηάξηνη βξόγρνη ηνπ CRF1 καδί κε 

ηελ ακηλνηειηθή εμσθπηηάξηα πεξηνρή ηνπ (N-πεξηνρή) έρνπλ δεηρζεί ζε 

πξνεγνύκελεο κειέηεο όηη δεζκεύνπλ ηνλ CRF θαη ηα ζπγγελή ηνπ πεπηίδηα [191, 

193-198]. Αληίζεηα νη δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ έρεη πξνηαζεί όηη πηζαλόλ 

δεζκεύνπλ κηθξά κε πεπηηδηθά CRF αλάινγα, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη ηεο 

αληαιαξκίλεο [192, 203].  Όκσο ζηηο πξνεγνύκελεο απηέο κειέηεο ν αθξηβήο 

ξόινο ζπγθεθξηκέλσλ ακηλνμέσλ ζηηο εμσθπηηάξηεο πεξηνρέο (κε εμαίξεζε ηε Ν-

πεξηνρή) ηνπ CRF1 ζηε δέζκεπζε ηνπ CRF θαη ησλ αλαιόγσλ ηνπ δελ είρε 

πξνζδηνξηζηεί. ηε παξνύζα εξεπλεηηθή εξγαζία πξνζδηνξίζηεθε ν ξόινο ζηε 

δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ δηαθόξσλ ακηλνμέσλ ηνπ CRF1 πνπ βξίζθνληαη ζηε 

ηξίηε, ηέηαξηε θαη πέκπηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή ηνπ ππνδνρέα θαζώο θαη ζην 

δεύηεξν εμσθπηηάξην βξόγρν ηνπ.   

 

 

ΣΡΗΣΖ ΓΗΑΜΔΜΒΡΑΝΗΚΖ ΠΔΡΗΟΥΖ ΣΟΤ CRF1 - ΓΟΜΖ ΚΑΗ ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΑ ΣΖ 

 

Πξνζδηνξηζκόο ηνπ ξόινπ ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ CRF1 

ζηε δέζκεπζε κε πεπηηδηθώλ αλαιόγσλ ηνπ CRF 

 

Πξνεγνύκελε κειέηε έδεημε όηη κεηάιιαμε ηεο His199 ηεο ηξίηεο 

δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο (ΣΜ3) ηνπ CRF1 ζηελ αληίζηνηρε Val ηνπ CRF2 κείσζε 

ζεκαληηθά ηελ δέζκεπζε ηνπ κηθξνκνξηαθνύ κε πεπηηδηθνύ αλαιόγνπ ηνπ CRF, 

NBI 27914, νδεγώληαο έηζη ζην ζπκπέξαζκα όηη ην ακηλνμύ απηό παίδεη ξόιν, 

άκεζν ή έκκεζν, ζηε δέζκεπζε ηνπ NBI 27914 θαζώο θαη ησλ άιισλ ρεκηθά 

ζπγγελώλ ηνπ κνξίσλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο αληαιαξκίλεο [195].  Με 
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ζθνπό λα εμεηάζνπκε πεξαηηέξσ ην ξόιν ηεο His199 ζηε δέζκεπζε ησλ 

κηθξνκνξηαθώλ κε πεπηηδηθώλ αλαιόγσλ ηνπ CRF, κεηαιιάμακε ην ακηλνμύ απηό 

ηνπ ππνδνρέα ζε αιαλίλε θαη πξνζδηνξίζακε ηελ επίδξαζε ηεο κεηάιιαμεο ζηε 

δέζκεπζε ηεο αληαιαξκίλεο.  

Δπηιέμακε ηελ αιαλίλε ζαλ ακηλνμύ αληηθαηάζηαζεο δηόηη δελ έρεη 

πιεπξηθή αιπζίδα, δεκηνπξγώληαο έηζη έλα θελό ζηε ζέζε ηεο πιεπξηθήο 

αιπζίδαο ηνπ ακηλνμένο πνπ έρεη αληηθαηαζηήζεη ελώ ηαπηόρξνλα δελ επεξεάδεη 

ζεκαληηθά ηε δνκή ηνπ ππνδνρέα [204]. Δπηπξόζζεηα ε αληηθαηάζηαζε κε 

αιαλίλε είλαη κηα πνιύ θαιά αλεθηή κεηάιιαμε, δηόηη ην ακηλνμύ απηό είλαη ην 

πιένλ δηαδεδνκέλν ζηηο πξσηείλεο θαη βξίζθεηαη ζπρλά ζε όιεο δεπηεξνηαγείο 

δνκέο ησλ πξσηετλώλ θαζώο θαη ζε όιεο ηηο ζέζεηο κέζα ζε απηέο, ηόζν ζε 

εθηεζεηκέλεο ζηνλ πεξηβάιινληα ρώξν όζν θαη ζην εζσηεξηθό ηνπο [205, 206].  

Έηζη ινηπόλ αλ ε πιεπξηθή αιπζίδα ηεο His199 ηνπ CRF1 αιιειεπηδξνύζε 

κε ηελ αληαιαξκίλε ηόηε ζα πεξηκέλακε ε αληηθαηάζηαζε ηνπ ακηλνμένο απηνύ 

από αιαλίλε λα αθαηξνύζε ηε πιεπξηθή ηνπ αιπζίδα αθήλνληαο κε απηό ην 

ηξόπν κηα θνηιόηεηα ζηε ζέζε ηεο θαη κεηώλνληαο ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηεο αληαιαξκίλεο. Όκσο, ε κεηάιιαμε ηεο His199 δελ επεξέαζε 

ζεκαληηθά ηελ ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο αληαιαξκίλεο γηα ηνλ CRF1 νδεγώληαο 

ζην ζπκπέξαζκα όηη ην ακηλνμύ απηό δελ αιιειεπηδξνύζε κε ην κηθξνκνξηαθό 

απηό αλάινγν ηνπ CRF. Από ηα παξαπάλσ ζπκπεξαίλεηαη επίζεο όηη ε 

αληηθαηάζηαζε ηεο His199 από Val,  ζηε κειέηε ησλ Liaw et al. (1997), κείσζε ηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ, ρεκηθά ζπγγελνύο κε ηελ αληαιαξκίλε, NBI 27914, κε 

έκκεζν ηξόπν, κέζσ θάπνηαο ηνπηθήο αιιαγήο ζηε ζηεξενδηακόξθσζε ηεο ΣΜ3 

[195]. Ζ ειάηησζε ηεο ζπγγέλεηαο δέζκεπζεο ηνπ NBI 27914 από ηε κεηάιιαμε 

ηεο His199 ζε Val δελ πξέπεη λα νθεηιόηαλ ζε θάπνηα γεληθή αιιαγή όιεο ηεο 

δνκήο ηνπ ππνδνρέα αθνύ ε δέζκεπζε ηνπ CRF (ην νπνίν είλαη πνιύ 

κεγαιύηεξν από ην NBI 27914 θαη δεζκεύεηαη θπξίσο ζηηο εμσθπηηάξηεο πεξηνρέο 

ηνπ ππνδνρέα) δελ επεξεάζηεθε από ηε κεηάιιαμε απηή [195]. Παξόκνηα ζε 

πνιιέο πξσηείλεο έρεη βξεζεί όηη δηάθνξεο κεηαιιάμεηο ηνπο κπνξεί λα 

επεξεάζνπλ έκκεζα ηε δέζκεπζε πξνζδεκάησλ ηνπο κέζσ αιιαγήο ηεο 

ζηεξενδηακόξθσζεο ηεο πξσηείλεο. Γηα παξάδεηγκα ακηλνμέα ηεο καιηνπνξίλεο 
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(ππνδνρέαο ηνπ ι θάγνπ), πνπ έρνπλ δεηρηεί ζηε δνκή ηεο πξσηείλεο απηήο όηη 

βξίζθνληαη ζην εζσηεξηθό ηεο, όηαλ κεηαιιαρζνύλ επεξεάδνπλ ηε δέζκεπζε ηνπ 

ι θάγνπ ζηε καιηνπνξίλε έκκεζα κέζσ αιιαγήο ηεο ζηεξενδηακόξθσζεο ηεο 

[207]. Παξόκνηα, νη θξπζηαιιηθέο δνκέο δηαθόξσλ κεηαιιαγκέλσλ 

δηπδξνθπιηθώλ αλαγσγαζώλ έδεημαλ όηη κηα κεηάιιαμε πεξίπνπ 15 Ǻ από ηελ 

πεξηνρή δέζκεπζεο ηνπ ππνζηξώκαηνο επεξεάδεη ηελ θαηαιπηηθή δξαζηεξηόηεηα 

ηνπο έκκεζα κέζσ κηαο εθηεηακέλεο δνκηθήο αιιαγήο [208].  

 

Σν γεγνλόο όηη ε His199 ηεο ΣΜ3 ηνπ CRF1 δελ αιιειεπηδξά κε ηνπο 

κηθξνκνξηαθνύο κε πεπηηδηθνύο αληαγσληζηέο ελώ ηαπηόρξνλα παίδεη έκκεζν 

ξόιν ζηε δέζκεπζε ηνπο καο νδήγεζε ζηελ ππόζεζε όηη ακηλνμέα ηεο ΣΜ3 ηνπ 

CRF1 πνπ είλαη γεηηνληθά ηεο His199 ή ακηλνμέα ζε άιιε γεηηνληθή δηακεκβξαληθή 

πεξηνρή ηνπ ππνδνρέα πνπ όκσο βξίζθνληαη ζηελ εγγύο πεξηνρή ηεο His199 

πηζαλόλ αιιειεπηδξνύλ κε ηνπο κηθξνκνξηαθνύο αληαγσληζηέο. Γηα 

εμαθξηβώζνπκε ηελ ππόζεζε απηή ήηαλ απαξαίηεην πξώηα λα απνθηήζνπκε 

πιεξνθνξίεο γηα ηε δνκή ησλ δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ ηνπ CRF1.  

 

 

Τπνζέζεηο γηα ηε δνκή ησλ δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ ηνπ CRF1 

 

Σν γεγνλόο όηη ηα κηθξνκνξηαθά κε πεπηηδηθά αλάινγα ηνπ CRF πνιύ 

πηζαλόλ δεζκεύνληαη ζηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ CRF1, όπσο ζπκβαίλεη 

κε ηε δέζκεπζε δηαθόξσλ κηθξνκνξηαθώλ πξνζδεκάησλ ζηνπο ππνδνρείο ηεο 

νηθνγέλεηαο Α ησλ GPCRs, θαη ζε ζπλδπαζκό κε ην όηη νη πεξηνρέο απηέο ηνπ 

CRF1, όπσο θαη νη αληίζηνηρεο ησλ ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο Α ησλ GPCRs, 

δηαπεξλνύλ ηε πιαζκαηηθή κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ καο νδήγεζε ζηε παξαθάησ 

ππόζεζε [4, 127, 209]. Παξόκνηα κε ηελ νηθνγέλεηα Α ησλ GPCRs, νη 

δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ CRF1 ζρεκαηίδνπλ κηα θνηιόηεηα ε νπνία 

νλνκάδεηαη θνηιόηεηα ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ CRF1 [4, 179-185]. Ζ θνηιόηεηα 

απηή εθηείλεηαη από ηελ εμσθπηηάξηα επηθάλεηα ηνπ ππνδνρέα σο ην ηκήκα ηνπ 

πνπ βξίζθεηαη κέζα ζηε θσζθνιηπηδηθή δηπινζηηβάδα ηεο πιαζκαηηθήο 
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κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ. Ζ  επηθάλεηα ηεο θνηιόηεηαο απηήο βξίζθεηαη ζε επαθή 

κε ην πδαηηθό εμσθπηηάξην πγξό θαη πεξηέρεη ακηλνμέα πνπ αιιειεπηδξνύλ κε ηα 

κηθξνκνξηαθά αλάινγα ηνπ CRF (ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ηεο αληαιαξκίλεο θαη 

ηνπ ΝΒΗ 27914) πνπ βξίζθνληαη ζην εμσθπηηάξην πγξό, θαζώο θαη από ακηλνμέα 

πνπ παίδνπλ δνκηθό ξόιν. Όκσο ε έιιεηςε νπνηαζδήπνηε πιεξνθνξίαο γηα ηε 

δνκή ηνπ CRF1 θαζώο θαη όισλ ησλ άιισλ ππνδνρέσλ πνύ αλήθνπλ ζηελ 

νηθνγέλεηα Β ησλ GPCRs απνηξέπεη ηελ επαιήζεπζε ηεο ππόζεζεο απηήο.  

ε αληίζεζε κε ηνπο ππνδνρείο ηεο νηθνγέλεηαο Β ησλ GPCRs, ε δνκή ησλ 

ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο Α, όπσο ηεο ξνδνςίλεο, ηνπ β2-αδξελεξγηθνύ θαη ηνπ 

D2-ληνπακηλεξγηθνύ, είλαη γλσζηή ηόζν από θξπζηαιινγξαθηθέο όζν θαη από 

βηνρεκηθέο κειέηεο [176-185].  Αλ θαη ε πξόβιεςε ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηνπ 

CRF1 θαζώο θαη ησλ άιισλ ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο Β ησλ GPCRs ζα 

κπνξνύζε λα βαζηζηεί ζηελ δνκή ησλ ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο Α ησλ GPCRs 

σζηόζν απηή ζα ήηαλ ην πηζαλόηεξν εζθαικέλε επεηδή νη ππνδνρείο απηνί 

αλήθνπλ ζε δηαθνξεηηθέο  νηθνγέλεηεο πνπ έρνπλ αιιεινπρίεο ακηλνμέσλ κε πνιύ 

κηθξέο  νκνηόηεηεο, θαη ρσξίο λα ππάξρνπλ ζηνπο ππνδνρείο ηεο νηθνγέλεηαο Β ηα 

ακηλνμέα πνπ είλαη θνηλά γηα όινπο ηεο ππνδνρείο ηεο νηθνγέλεηαο Α θαη παίδνπλ 

θύξην ξόιν ζηε δνκή θαη ιεηηνπξγία ηνπο [127, 210, 211]. Έηζη ελώ έρνπλ 

δεκηνπξγεζεί δηάθνξα κνξηαθά κνληέια ησλ ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο Β ησλ 

GPCRs κε βάζε ηε δνκή ηεο ξνδνςίλεο ζηα νπνία θαίλεηαη ε ύπαξμε ηεο 

θνηιόηεηαο ζέζεσλ δέζκεπζεο πνπ ζρεκαηίδεηαη από ηηο δηακεκβξαληθέο 

πεξηνρέο ηνπο εληνύηνηο είλαη αλαθξηβή αθνύ νη αθξηβείο πξνζαλαηνιηζκνί ησλ 

ακηλνμέσλ ζηηο πεξηνρέο απηέο δελ ζπκβαδίδνπλ κε νξηζκέλα πεηξακαηηθά 

δεδνκέλα. Γηα παξάδεηγκα πξνεγνύκελε κειέηε ζηνλ ππνδνρέα ηεο 

παξαζπξενεηδνύο νξκόλεο  (πνπ επίζεο αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα Β GPCRs) 

ρξεζηκνπνηώληαο ςεπδάξγπξν  γηα λα γεθπξώζεη ηζηηδίλεο ησλ 

θπηηαξνπιαζκαηηθώλ άθξσλ ησλ ηξίηεο (ΣΜ3) θαη έθηεο (ΣΜ6) δηακεκβξαληθήο 

πεξηνρήο ηνπ, βξήθε όηη ε His301 ηεο ΣΜ3 είλαη πξνζαλαηνιηζκέλε πξνο ηε 

θνηιόηεηα ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα θαη ζπγθεθξηκέλα πξνο ηηο ηζηηδίλεο 

ησλ ζέζεσλ 401 θαη 402 ηεο ΣΜ6, από ηηο νπνίεο βξίζθεηαη ζε κηθξή απόζηαζε 

[212]. ε αληίζεζε ε Tyr252 ηνπ GLP1 (glycagon like peptide 1) ππνδνρέα (πνπ 
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επίζεο αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα Β GPCRs),  ε νπνία αληηζηνηρεί ζηελ  His301 ηνπ 

ππνδνρέα ηεο παξαζπξενεηδνύο νξκόλεο, δελ θαίλεηαη ηόζν ζην κνξηαθό 

κνληέιν ηνπ Donnelly  όζν θαη ζε εθείλν ησλ Frimurer θαη Bywater λα είλαη 

πξνζαλαηνιηζκέλε πξνο ηε θνηιόηεηα ζέζεσλ δέζκεπζεο αιιά πξνο ηε ιηπηδηθή 

δηπινζηηβάδα ηνπ ππνδνρέα [210, 211].  

Με ζθνπό λα επαιεζεύζνπκε ηε παξαπάλσ ππόζεζε (δειαδή όηη νη 

δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ CRF1 ζρεκαηίδνπλ κηα θνηιόηεηα ζέζεσλ 

δέζκεπζεο), θαη έηζη λα απνθηήζνπκε πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηε δνκή ηνπ 

ππνδνρέα απηνύ πξνζδηνξίζακε ηα ακηλνμέα ησλ επηά δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ 

ηνπ πνπ ζρεκαηίδνπλ κέξνο ηεο θνηιόηεηαο ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα θαη 

ηα νπνία είλαη δηαζέζηκα γηα πηζαλή αιιειεπίδξαζε κε κηθξά κόξηα, όπσο εθείλα 

ηεο αληαιαξκίλεο θαη ηνπ ΝΒΗ 27914 πνπ βξίζθνληαη ζην εμσθπηηάξην πδαηηθό 

πεξηβάιινλ. Απηό ην επηηύρακε μεθηλώληαο από ηε ηξίηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή  

(ΣΜ3) ηνπ CRF1 θαη εθαξκόδνληαο ηε κέζνδν ηεο δηαζεζηκόηεηαο ησλ θπζηετλώλ-

ππνθαηαζηαηώλ (substituted-cysteine accessibility method, SCAM) ε νπνία 

πεξηιακβάλεη, 1) κεηάιιαμε ησλ ακηλνμέσλ ησλ ΣΜ3 ζε θπζηεΐλεο (ηερλεηέο 

Cys), έλα ηελ θάζε θνξά, 2) έθθξαζε ησλ κεηαιιαγκέλσλ ππνδνρέσλ ζε 

θύηηαξα, 3) αληίδξαζε ησλ ππνδνρέσλ κε ηα MTS-αληηδξαζηήξηα (πνπ αληηδξνύλ 

κε ηηο ζνπιθπδξπιηθέο νκάδεο ησλ θπζηεηλώλ) θαη 4) αλίρλεπζε ηεο αληίδξαζεο 

κε βάζε ηελ ηθαλόηεηα ησλ αληηδξαζηεξίσλ απηώλ λα ειαηηώλνπλ κε 

αληηζηξεπηά ηε δέζκεπζε ηεο ξαδηνζεκαζκέλεο ζνβαγίλεο  ζηνλ κεηαιιαγκέλν 

κε ηερλεηή Cys ππνδνρέα. [186, 213]. Διάηησζε ηεο δέζκεπζεο  ηεο 

ξαδηνζεκαζκέλεο ζνβαγίλεο ζε έλαλ κεηαιιαγκέλν κε ηερλεηή Cys ππνδνρέα 

κεηά από αληίδξαζε ηνπ κε ηα MTS-αληηδξαζηήξηα νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα όηη ε 

ηερλεηή Cys θαη θαηά ζπλέπεηα ην ακηλνμύ ηνπ άγξηνπ ηύπνπ ππνδνρέα ην νπνίν 

αληηθαηέζηεζε ε Cys απηή βξίζθεηαη ζηελ επηθάλεηα ηεο θνηιόηεηαο ζέζεσλ 

δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα θαη έρεη ηε πιεπξηθή ηνπ αιπζίδα πξνζαλαηνιηζκέλε 

ζην εμσθπηηάξην πδαηηθό πεξηβάιινλ.  

Όκσο πξηλ ηελ εθαξκνγή ηεο κεζόδνπ SCAM  ήηαλ απαξαίηεην λα 

δηαπηζηώζνπκε αλ θάπνηα ή θάπνηεο από ηηο 13 ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ CRF1  

αληηδξνύλ κε ηα MTS-αληηδξαζηήξηα. ηε πεξίπησζε απηή δελ κπνξεί λα 
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εθαξκνζηεί ε κέζνδνο SCAM, παξά κόλν αθνύ βξεζνύλ νη ελδνγελείο θπζηεΐλεο 

ηνπ CRF1 πνπ αληηδξνύλ κε ηα MTS-αληηδξαζηήξηα θαη αληηθαηαζηαζνύλ κε ηελ 

ζεξίλε. Ζ ζεξίλε δελ αληηδξά κε ηα MTS-αληηδξαζηήξηα θαη έρεη παξαπιήζηεο 

θπζηθνρεκηθέο ηδηόηεηεο κε εθείλεο ηεο θπζηεΐλεο [214].  

 

Αληίδξαζε MTS-αληηδξαζηεξίσλ κε ηνλ CRF1 

 

 Γηα λα δηαπηζηώζνπκε αλ νη ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ CRF1 αληηδξνύλ κε 

ηα MTS-αληηδξαζηήξηα πξνζδηνξίζακε ην θαηά πόζν ην ζεηηθά θνξηηζκέλν MTS-

αληηδξαζηήξην, MTSΔΑ, κεηά από αληίδξαζε ηνπ κε ηνλ ππνδνρέα επεξέαζε ηε 

δέζκεπζε ηνπ ξαδηνζεκαζκέλνπ αγσληζηή, [125Η] – Tyr0 – ζνβαγίλε, ζε απηόλ. Ζ 

αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε επσάδνληαο άζηθηα θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνλ 

ππνδνρέα κε 2.5 mM MTSΔΑ γηα 2 ιεπηά ηεο ώξαο, ζπλζήθεο πνπ επηιέμακε κε 

βάζε πξνεγνύκελεο κειέηεο ζε άιινπο GPCRs [182]). Απνθύγακε λα 

ρξεζηκνπνηήζνπκε θάπνην ξαδηνζεκαζκέλν αληαγσληζηή γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο 

αληίδξαζεο γηαηί ππάξρεη ν θίλδπλνο λα κελ κπνξεί λα επηηεπρζεί απηό αθνύ ε 

δέζκεπζε ησλ αληαγσληζηώλ είλαη γεληθά ιηγόηεξν επαίζζεηε από εθείλε ησλ 

αγσληζηώλ ζε ζηεξενρεκηθέο αιιαγέο ηνπ ππνδνρέα πνπ ζα κπνξνύζαλ λα 

πξνθιεζνύλ από ηελ ηξνπνπνίεζε ηνπ από ην MTSEA. Γηα παξάδεηγκα, ζε 

πξνεγνύκελε κειέηε ελώ ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηελ θπζηεΐλε 327 ηεο 

έβδνκεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ β2-αδξελεξγηθνύ ππνδνρέα δελ επεξέαζε 

ηε δέζκεπζε ηνπ αληαγσληζηή, CGP-12177,  εληνύηνηο κείσζε ζεκαληηθά ηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ αγσληζηή, ηζνπξνηεξελόιε [186, 215]. 

Αλ θαη έλαο ξαδηνζεκαζκέλνο αγσληζηήο είλαη πξνηηκόηεξνο από έλαλ 

αληαγσληζηή γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο αληίδξαζεο ηνπ MTSEA κε ηνλ CRF1, ελ 

ηνύηνηο πξηλ ηε ρξήζε ηνπ πξέπεη λα ιεθζεί πνιύ ζνβαξά ππόςε όηη, ζε 

αληίζεζε κε ηνλ αληαγσληζηή, ε δέζκεπζε ηνπ ζηνπο ππνδνρείο άζηθησλ 

θπηηάξσλ πξνθαιεί ελδνθπηηάξσζε ηνπο κεηώλνληαο έηζη ηνλ αξηζκό απηώλ πνπ 

ππάξρνπλ ζηελ επηθάλεηα ηεο πιαζκαηηθήο κεκβξάλεο θαη έηζη ησλ δηαζέζηκσλ 

γηα αιιειεπίδξαζε κε ην ξαδηνζεκαζκέλν αγσληζηή [151, 152, 216-218]. Βάζεη 

απηνύ θαη ιακβάλνληαο ππόςε ηε πηζαλόηεηα όηη ην MTSEA κπνξεί λα 
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επεξεάζεη ην βαζκό ελδνθπηηάξσζεο ηνπ CRF1, αληηδξώληαο κε θπζηεΐλεο ησλ 

πξσηετλώλ ηνπ κεραληζκνύ ελδνθπηηάξσζεο ηνπ, όπσο έρεη αλαθεξζεί ζε 

άιινπο GPCRs, αλίρλεπζε ηεο αληίδξαζεο ηνπ MTSEA κε ηνλ CRF1 

πξνζδηνξίδνληαο ηε δέζκεπζε ηνπ ξαδηνζεκαζκέλνπ αγσληζηή, [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλε ζε άζηθηα θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε απηόλ πνιύ πηζαλόλ λα έδηλε 

απνηειέζκαηα πνπ ζα νδεγνύζαλ ζε εζθαικέλα ζπκπεξάζκαηα.  

Όια ηα παξαπάλσ καο νδήγεζαλ ζην λα εθηειέζνπκε ηελ αληίδξαζε ηνπ 

MTSEA κε ηνλ CRF1 ζε άζηθηα θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε απηόλ θαη ζηε ζπλέρεηα 

λα αληρλεύζνπκε ηελ αληίδξαζε ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα ησλ θπηηάξσλ 

απηώλ. Δπηιέμακε λα εθηειέζνπκε ηελ αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνλ CRF1 ζε 

άζηθηα θύηηαξα, θαη όρη ζε κεκβξαληθά νκνγελνπνηήκαηα ηνπο γηαηί ζηε δεύηεξε 

πεξίπησζε ην ΜΣSEA ζα είρε ειεύζεξε πξόζβαζε ζηηο ελδνθπηηάξηεο G-

πξσηεΐλεο θαη ζα αληηδξνύζε κε ηηο ζνπιθπδξπιηθέο νκάδεο ησλ θπζηεηλώλ ηνπο. 

Πξνεγνύκελεο κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη αληηδξαζηήξηα-ηξνπνπνηεηέο 

ζνπιθπδξπιηθώλ νκάδσλ (ρεκηθά ζπγγελή κε ην MTSEA) αληηδξνύλ κε ηηο G-

πξσηεΐλεο θαη επεξεάδνπλ ηε ιεηηνπξγία ηνπο [219-222]  Αληίζηνηρα, αληίδξαζε 

ηνπ ΜΣSEA κε ηηο G-πξσηεΐλεο είλαη πνιύ πηζαλόλ όηη ζα επεξέαδε ηελ 

αιιειεπίδξαζε ηνπο κε ηνλ CRF1 ε νπνία ζεσξείηαη άθξσο απαξαίηεηε γηα ηελ 

δηαηήξεζε ηνπ ππνδνρέα ζηελ ζηεξενδηακόξθσζε εθείλε πνπ δεζκεύεη κε 

πςειή ζπγγέλεηα ηνπο αγσληζηέο, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο [52, 192, 223]. Ζ ειάηησζε ηεο δέζκεπζεο ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο ιόγσ ηξνπνπνίεζεο από ην MTSEA ηεο αιιειεπίδξαζεο ηνπ CRF1 

κε ηηο G-πξσηείλεο ζα ήηαλ ζνβαξό εκπόδην ζην πξνζδηνξηζκό ηνπ θαηά πόζν 

κηα θπζηεΐλε ηνπ ππνδνρέα αληέδξαζε κε ην MTSEA.    

Σέινο επηιέμακε λα μεθηλήζνπκε ηα πεηξάκαηα καο κε ην MTSΔΑ αληί κε 

άιια MTS-αληηδξαζηήξηα (MTSES, MTSET) γηαηί είλαη ην κηθξόηεξν ζε κέγεζνο 

θαη ζα κπνξνύζε λα αληηδξάζεη κε θάπνηα θπζηεΐλε κε ηελ νπνία δελ ζα 

κπνξνύζαλ ηα άιια ιόγσ ζηεξενρεκηθήο παξεκπόδηζεο [186].  

Αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνλ CRF1 ειάηησζε  ηε δέζκεπζε ηεο  [125I] - Tyr0- 

ζνβαγίλεο, νδεγώληαο έηζη ζην ζπκπέξαζκα όηη ην MTSEA αληέδξαζε κε κηα ή 

πεξηζζόηεξεο από ηηο 13 ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ CRF1. Από ηηο θπζηεΐλεο απηέο 
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έμη (Cys30, Cys44, Cys54, Cys68, Cys87, Cys102) βξίζθνληαη ζηελ εμσθπηηάξην 

Ν-πεξηνρή, δύν (Cys188, Cys258) ζην πξώην (EL1) θαη ζην δεύηεξν (EL2) 

εμσθπηηάξην βξόγρν, ηέζζεξηο (Cys128, Cys211, Cys233, Cys364) ζηε πξώηε 

(TM1), ζηε ηξίηε (TM3) ζηε ηέηαξηε (ΣΜ4) θαη ζηελ έβδνκε (TM7) δηακεκβξαληθή 

πεξηνρή θαη κηα (Cys150) ζην πξώην ελδνθπηηάξην βξόγρν (IL1) ηνπ ππνδνρέα.  

Από ηηο ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ CRF1, νθηώ (Cys30, Cys44, Cys54, Cys68, 

Cys87, Cys102, Cys188 θαη Cys258) ζρεκαηίδνπλ δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο 

κεηαμύ ηνπο θαη έηζη δελ είλαη δηαζέζηκεο γηα αληίδξαζε κε ην MTSEA, αθνύ απηό 

αληηδξά κόλν κε ηηο ειεύζεξεο ζνπιθπδξπιηθέο νκάδεο ησλ θπζηεηλώλ [130, 169, 

186, 213]. Δπίζεο θαίλεηαη λα είλαη απίζαλν ην αδηαπέξαζην από ηε πιαζκαηηθή 

κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ, MTSEA λα αληέδξαζε κε ηελ ελδνθπηηάξην θπζηεΐλε ηνπ 

CRF1, Cys150. Με βάζε ηα παξαπάλσ ε ειάηησζε ηεο δέζκεπζεο ηεο  [125I] -

Tyr0- ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1 από ην MTSEA πνιύ πηζαλόλ νθεηιόηαλ  ζηελ 

αληίδξαζε ηνπ κε κηα ή πεξηζζόηεξεο από ηηο ππόινηπεο 4 θπζηεΐλεο (Cys128, 

Cys211, Cys233 θαη Cys364) πνπ βξίζθνληαη ζηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ 

ππνδνρέα. 

Με ζθνπό λα πξνζδηνξίζνπκε πνηα ή πνηεο από ηηο 4 ελδνγελείο 

δηακεκβξαληθέο θπζηεΐλεο ηνπ CRF1  (Cys128, Cys211, Cys233 θαη Cys364) 

αληέδξαζαλ κε ην MTSEA κεηαιιάμακε απηέο, κηα ηε θάζε θνξά, ζε ζεξίλε, 

πξνζδηνξίζακε ηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ησλ κεηαιιαγκέλσλ ππνδνρέσλ θαη 

ζηε ζπλέρεηα εμεηάζακε αλ απηνί αληέδξαζαλ κε ην MTSEA (2.5 mM - 2 ιεπηά - 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ).  

Κακία από ηηο ησλ Cys128, Cys211, Cys233 ή Cys364 ζε ζεξίλε δελ ζηάζεθε 

ηθαλή λα θαηαξγήζεη ηελ ειάηησζε ηεο εηδηθήο δέζκεπζεο  ηεο [125I] - Tyr0- 

ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1. Σν απνηέιεζκα απηό ζε ζπλδπαζκό κε ην γεγνλόο όηη νη 

κεηαιιάμεηο ησλ Cys128, Cys211, Cys233 ή Cys364 ζε ζεξίλε δελ επεξέαζαλ 

ζεκαληηθά ηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ CRF1 θαη άξα ηε δνκή ηνπ νδεγνύλ 

ζηηο εμήο ππνζέζεηο :  
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1. Σν ΜΣSEA είλαη πνιύ πηζαλόλ όηη ειάηησζε ηελ δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0- 

ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1 αληηδξώληαο ηαπηόρξνλα κε πεξηζζόηεξεο από κηα 

ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ ππνδνρέα 

2. Κακία από ηηο ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ CRF1 δελ αληέδξαζε κε ην ΜΣSEA. 

Αληίζεηα ην ΜΣSEA αληέδξαζε κε θάπνηα πξσηείλε πνπ αιιειεπηδξά κε ηνλ 

CRF1 θαη έηζη “αιινζηεξηθά” επεξέαζε ηε δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο 

ζηνλ CRF1 

3. Καη νη δύν παξαπάλσ ππνζέζεηο ηζρύνπλ 

 

Αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνλ ΓCys ππνδνρέα 

 

Με ζθνπό λα απνδείμνπκε ηηο παξαπάλσ ππνζέζεηο, αιιά θαη λα 

δεκηνπξγήζνπκε ηηο πεηξακαηηθέο εθείλεο ζπλζήθεο θάησ από ηηο νπνίεο  ην 

MTSEA δελ αληηδξά κε ηνλ CRF1 (κε ζθνπό λα ηηο ρξεζηκνπνηήζνπκε ζηηο 

κειέηεο SCAM) εθηειέζακε κηα ζεηξά πεηξακάησλ μεθηλώληαο από ηε ηαπηόρξνλε 

αληηθαηάζηαζε κε ζεξίλε όισλ ησλ ελδνγελώλ δηακεβξαληθώλ θπζηετλώλ 

(Cys128, Cys211, Cys233 θαη Cys364), θαζώο θαη ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο 

θπζηεΐλεο (Cys150) ηνπ CRF1. Αληηθαηαζηήζακε ηε θπηηαξνπιαζκαηηθή θπζηεΐλε 

(Cys150) κε ζεξίλε γηα λα εμαιείςνπκε αθόκα θαη ηε παξακηθξή πηζαλόηεηα 

αληίδξαζεο ηεο κε ην MTSEA ζηε πεξίπησζε πνπ κεηά ηελ αληίδξαζε ηνπ κε ηνλ 

CRF1 ζε άζηθηα θύηηαξα ππάξρνπλ ίρλε αληηδξαζηεξίνπ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

νκνγελνπνίεζεο ησλ θπηηάξσλ (γηα ηε παξαζθεπή κεκβξαλώλ θαη 

πξνζδηνξηζκνύ ηεο δέζκεπζεο ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο ζε απηέο).  

 Ζ ηαπηόρξνλε αληηθαηάζηαζε ησλ Cys128, Cys211, Cys233, Cys364 θαη 

Cys150 δεκηνύξγεζε ηνλ  κεηαιιαγκέλν ππνδνρέα ΓCys, πνπ ήηαλ παξόκνηνο 

κε ηνλ άγξην ηύπν CRF1 ζηε δνκή θαη ιεηηνπξγία ηνπ (αθνύ ε κεηαιιάμεηο απηέο 

δελ άιιαμαλ ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο) θαη 

ζεσξεηηθά αδξαλήο ζην MTSEA αθνύ δελ είρε ελδνγελείο θπζηεΐλεο γηα λα 

αληηδξάζνπλ κε απηό. Παξά ηαύηα επώαζε ηνπ ΓCys κε ην MTSEA γηα 2 ιεπηά 

(αθόκα θαη γηα 1 ιεπηό ηεο ώξαο) ειάηησζε ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-

ζνβαγίλεο. Σν απνηέιεζκα απηό νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα όηη ΓCys 
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αιιειεπηδξνύζε κε θάπνηα πξσηείλε (πξσηείλε Υ) κε ηελ νπνία αληέδξαζε ην 

MTSEA θαη έηζη επεξέαζε „αιινζηεξηθά‟ ηηο ιεηηνπξγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ CRF1. Ζ 

πηζαλόηεηα αιιειεπηδξάζεσλ ηνπ CRF1 κε άιιεο πξσηείλεο έρεη ήδε πξνηαζεί, 

ελώ ε ύπαξμεο ηνπο έρεη απνδεηρηεί ζε άιινπο GPCRs [129, 224, 225]. 

Αληίζεηα κε ηελ αληίδξαζε ηνπ 1 θαη ησλ 2 ιεπηώλ, επώαζε ηνπ  ΓCys κε 

ην MTSEA (2.5 mM) γηα 15 δεπηεξόιεπηα ηεο ώξαο δελ επεξέαζε ζεκαληηθά ηε 

δέζκεπζε ηνπ ξαδηνζεκαζκέλνπ αγσληζηή ζηνλ ππνδνρέα απηόλ. Θεσξώληαο 

όηη ν ΓCys αιιειεπηδξά κε κηα άγλσζηε πξσηείλε (πξσηείλε Υ), όπσο 

αλαθέξζεθε παξαπάλσ, είλαη πηζαλόλ όηη ηα 15 δεπηεξόιεπηα αληίδξαζεο δελ 

επεξέαζαλ ηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο, γηαηί είηε δελ επαξθνύζαλ γηα λα 

αληηδξάζεη ην MTSEA κε ηε πξσηείλε X θαη έηζη λα επεξεάζεη „‟αιινζηεξηθά‟‟ ηηο 

ιεηηνπξγηθέο ηνπ ηδηόηεηεο ηνπ ΓCys, ή επέηξεςαλ ζην MTSEA λα αληηδξάζεη κε 

θάπνην πνζνζηό ηεο πξσηείλεο Υ πνπ όκσο δελ ήηαλ αξθεηό γηα λα επεξεάζεη 

ζεκαληηθά ην ιεηηνπξγηθό θαηλόηππν ηνπ ΓCys. 

 πκπεξαζκαηηθά, ζηα 15 δεπηεξόιεπηα επώαζεο ηνπ ΓCys κε 2.5 mM 

MTSEA ν ππνδνρέαο δελ θάλεθε λα αληηδξά κε ην MTSEA, ζπκβαδίδνληαο κε ην 

γεγνλόο όηη ν ππνδνρέαο απηόο δελ έρεη θακηά ελδνγελή θπζηεΐλε πνπ λα έρεη 

ειεύζεξε ηε ζνπιθπδξπιηθή νκάδα ηεο θαη έηζη δηαζέζηκε ζην αληηδξαζηήξην  

 

Υξνλνεμαξηώκελε θαη δνζνεμαξηώκελε αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνλ 

άγξην ηύπν CRF1  

 

 Αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνλ άγξην ηύπν CRF1 κείσζε κε 

ρξνλνεμαξηώκελν θαη δνζνεμαξηώκελν ηξόπν ηε δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-

ζνβαγίλεο ζε απηόλ, όπσο έρεη παξαηεξεζεί θαη ζε άιινπο ππνδνρείο, όπσο 

εθείλνπο ηεο λεπξνθηλίλεο-2, ηνπ δ-νπηνεηδή, ηνπ CB2-θαλαβηλνεηδή, ηεο 

αθηεηπινρνιίλεο, ηνπ GABA θαη ηνπ D2-ληνπακηλεξγηθνύ [226-231].  

 Αληίζεηα κε ηνλ ΓCys, αληίδξαζε 15 δεπηεξνιέπησλ ηνπ  MTSEA (2.5 

mM) κε, ηνλ δνκηθά θαη ιεηηνπξγηθά όκνην κε ηνλ ΓCys, άγξην ηύπνπ CRF1 

ειάηησζε ζεκαληηθά ηε δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο Σν απνηέιεζκα απηό 

νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα όηη ε κείσζε ηεο δέζκεπζεο ζηνλ άγξην ηύπν CRF1 από 
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ην MTSEA νθείιεηαη ζηελ αληίδξαζε ηνπ κε κηα ή πεξηζζόηεξεο από ηηο 4 

ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ πνπ βξίζθνληαη ζηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ 

ππνδνρέα θαη ιείπνπλ από ηνλ ΓCys. Οη θπζηεΐλεο απηέο πνπ αληέδξαζαλ κε ην 

MTSEA πξέπεη  λα είλαη πξνζαλαηνιηζκέλεο πξνο κηα θνηιόηεηα, ηε θνηιόηεηα 

ησλ ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα, πνπ επηθνηλσλεί κε ην εμσθπθπηηάξην 

πγξό θαη άξα είλαη δηαζέζηκεο γηα αληίδξαζε κε ην MTSEA πνπ βξίζθεηαη 

δηαιπκέλν ζην πγξό απηό. 

 

Μεραληζκόο ειάηησζεο ηεο δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1 κεηά 

από αληίδξαζε ηνπ κε ην MTSEA 

 

 Πξνεγνύκελεο κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη όινη νη GPCRs, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη ηνπ CRF1, βξίζθνληαη ζε ηζνξξνπία (R <-> R*) 

αλάκεζα ζε (ρακειήο ζπγγέλεηαο γηα ηνπο αγσληζηέο) αλελεξγέο θαηαζηάζεηο, R, 

θαη (πςειήο ζπγγέλεηαο γηα ηνπο αγσληζηέο) ελεξγέο θαηαζηάζεηο R* κε ηηο 

αλελεξγέο λα θπξηαξρνύλ απνπζία αγσληζηή [232-235] (εηθόλα 1). Οη αγσληζηέο 

αληηδξνύλ κε ηηο ελεξγέο θαηαζηάζεηο R* (δεκηνπξγώληαο έηζη ην ζύκπινθν R*Α) 

κε πνιύ κεγαιύηεξε ζπγγέλεηα, από όηη κε ηηο αλελεξγέο, R (δεκηνπξγώληαο έηζη 

ην ζύκπινθν RΑ), θαη έηζη κεηαηνπίδνπλ ηελ ηζνξξνπία πξνο ην R*Α, 

εκπινπηίδνληαο κε απηό ην ηξόπν ην πνζνζηό ησλ ππνδνρέσλ ζηηο ελεξγέο 

θαηαζηάζεηο. 

 Αθνύ ε αληίδξαζε κε ην MTSEA κε ηνλ CRF1 έγηλε πξηλ ηε δέζκεπζε ηνπ 

αγσληζηή ζε άζηθηα θύηηαξα, ην πηζαλόηεξν είλαη όηη ην MTSEA αληέδξαζε 

θπξίσο κε ηηο αλελεξγέο θαηαζηάζεηο, R, ηνπ CRF1. ε αληίζεζε κε ηελ αληίδξαζε 

ηνπ MTSEA κε ηηο αλελεξγέο θαηαζηάζεηο ε αλίρλεπζε ηεο πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

ην πξνζδηνξηζκό ηεο επίδξαζεο ηεο αληίδξαζεο, ζηηο πςειήο ζπγγέλεηαο 

δέζκεπζεο γηα ηνλ αγσληζηή [125I] - Tyr0-ζνβαγίλε, ελεξγέο θαηαζηάζεηο, R* ηνπ 

CRF1. Ζ ρακειήο ζπγγέλεηαο δέζκεπζε ηνπ ξαδηνζεκαζκέλνπ αγσληζηή ζηηο 

αλελεξγέο θαηαζηάζεηο, R, δε κπνξνύζε λα πξνζδηνξηζηεί θάησ από ηηο 

πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο ηεο παξνύζαο κειέηεο.  
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   R  MTSEA  A                             R*   A     

   R   MTSEA                          R*   

+ ΜΤ S ΕΑ   

  RA                R*A               

   R                     R*    

-  ΜΤ S ΕΑ   

Εικόνα 1.      Ε π ίδπαζη  ηος  MTSEA   ζηην καηάζηαζη ιζοπποπία ρ   
μεηαξύ δι αθοπεηικών  δομικών - ενεπγειακών   καηαζηάζεων ηος  CRF 1    

 

Σν γεγνλόο όηη ε αληίδξαζε ηνπ CRF1 κε ην MTSEA κείσζε ηνλ αξηζκό 

ησλ ζέζεσλ πςειήο ζπγγέλεηαο δέζκεπζεο ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο  ρσξίο λα 

έρεη επεξεάζεη ηελ ίδηα ηε ζπγγέλεηα, κπνξεί λα εμεγεζεί κε βάζε ηα παξαπάλσ 

σο εμήο. Σν MTSEA αληέδξαζε κόλν κε ηηο αλελεξγέο θαηαζηάζεηο (ή κέξνο 

απηώλ) ηνπ CRF1, κε απνηέιεζκα λα κεηαηνπηζηεί  ε ηζνξξνπία R <-> R*, θαη θαη‟ 

επέθηαζε ε RΑ <-> R*Α πξνο ην R θαη RΑ θαη έηζη λα κεησζεί ν αξηζκόο ησλ 
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ζπκπιόθσλ R*Α, δειαδή ησλ ζέζεσλ πςειήο ζπγγέλεηαο δέζκεπζεο ηεο [125I] -

Tyr0-ζνβαγίλεο (εηθόλα 1). Δθ‟ όζνλ βάζεη ηνπ κνληέινπ απηνύ ην ΜΣSEA δελ 

αληέδξαζε κε ηηο R* ηόηε δελ αλακελόηαλ λα επεξεάζεη ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο 

ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο γηα απηέο, όπσο θαη παξαηεξήζακε ζηα πεηξάκαηα 

καο. Παξόκνηα ηα MTS-αληηδξαζηήξηα επεξέαζαλ ηελ ηζνξξνπία ηνπ δηαύινπ 

ηνπ NMDA ππνδνρέα, κεηαηνπίδνληαο ηελ ηζνξξνπία ηνπ κεηαμύ θιεηζηώλ θαη 

αλνηθηώλ θαηαζηάζεσλ (εηθόλα 1) [236]. 

 

Αληίδξαζε ησλ MTSEΣ θαη  MTSES κε ηνλ CRF1 

 

ε αληίζεζε κε ην MTSEA, ηα αληηδξαζηήξηα MTSET θαη MTSES, δελ ήηαλ 

ηθαλά λα ειαηηώζνπλ ζεκαληηθά ηε δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο ζηνλ 

CRF1. Μία πηζαλή εμήγεζε γηα ην γεγνλόο απηό είλαη όηη νη ελδνγελείο θπζηεΐλεο 

βξίζθνληαη θνληά ζηα θπηηαξνπιαζκαηηθά άθξα ησλ δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ θαη 

βαζηά κέζα ζηε θνηιόηεηα ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ CRF1 κε απνηέιεζκα  ε 

πξνζέγγηζή ηνπο από ηα κεγαιύηεξα ζε όγθν (από ην MTSEΑ) MTSET θαη 

MTSES λα παξεκπνδίδεηαη ζηεξενρεκηθά. Παξόκνηα, ζηνλ ππνδνρέα D2 ηεο 

ληνπακίλεο βξέζεθε όηη νη θπζηεΐλεο ζηηο ζέζεηο 129 θαη 378 ηεο ηξίηεο θαη έθηεο 

δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο, ελώ ήηαλ δηαζέζηκεο γηα αληίδξαζε κε ην MTSEA, δελ 

αληέδξαζαλ κε ηα κεγαιύηεξα ζε όγθν MTSET θαη MTSES [180, 182]. 

  

Αληίδξαζε ησλ Cys211, Cys233 Cys364, ηνπ CRF1 κε ην MTSEA. Κνηιόηεηα 

ζέζεσλ δέζκεπζεο CRF1 

 

 Με ζθνπό λα δηαπηζηώζνπκε πνηα ή πνηεο από ηηο ελδνγελείο θπζηεΐλεο, 

Cys128, Cys211, Cys233 Cys364, ηνπ CRF1  αληέδξαζαλ κε 2.5 mM MTSEA γηα 

15 δεπηεξόιεπηα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, κεηαιιάμακε απηέο κηα ηε θάζε 

θνξά ζε ζεξίλε (δεκηνπξγώληαο έηζη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο C128S, 

C211S, C233S θαη C364S) θαη πξνζδηνξίζακε ηελ επίδξαζε ηεο αληίδξαζεο ηνπ 

MTSEA κε ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο ζηε δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-

ζνβαγίλεο.  
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 ε αληίζεζε κε ηνλ ππνδνρέα C128S ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνπο 

C211S, C233S θαη C364S δελ επεξέαζε ηε δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο. 

Απηό ζε ζπλδπαζκό κε ην γεγνλόο όηη νη ππνδνρείο C128S, C211S, C233S θαη 

C364S έρνπλ παξόκνηα δνκή θαη ιεηηνπξγία κε εθείλε ηνπ άγξηνπ ηύπνπ CRF1 

(αθνύ δεζκεύνπλ ηε [125I] - Tyr0-ζνβαγίλε κε παξόκνηα ζπγγέλεηα κε εθείλεο γηα 

ηνλ άγξην ηύπν CRF1), νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα όηη νη Cys211, Cys233 θαη 

Cys364 έρνπλ ηηο πιεπξηθέο αιπζίδεο πξνζαλαηνιηζκέλεο πξνο κηα θνηιόηεηα, ηε 

θνηιόηεηα ησλ ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα, πνπ επηθνηλσλεί κε ην 

εμσθπθπηηάξην πγξό θαη άξα είλαη δηαζέζηκεο γηα αληίδξαζε κε ην MTSEA πνπ 

βξίζθεηαη δηαιπκέλν ζην πγξό απηό (εηθόλα 2). Αληίζεηα, ε πιεπξηθή αιπζίδα ηεο 

Cys128 είλαη πξνζαλαηνιηζκέλε είηε πξνο ηε ιηπηδηθή δηπινζηηβάδα ηεο 

πιαζκαηηθήο κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ ή πξνο κηα άιιε δηακεκβξαληθή πεξηνρή.  

ε δύν κνξηαθά κνληέια ηνπ GLP1 ππνδνρέα πνπ έρνπλ δεκηνπξγεζεί,  ηα 

ακηλνμέα ηνπ πνπ αληηζηνηρνύλ ζηα Cys211, Cys233 θαη Cys364 ηνπ CRF1 δελ 

θαίλεηαη λα είλαη πξνζαλαηνιηζκέλα πξνο ην πδαηηθό πεξηβάιινλ ηεο θνηιόηεηαο 

ησλ ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα [210, 211]. Παξόκνηα κε ηελ 

αζπκβαηόηεηα απηή, πεηξακαηηθά δεδνκέλα από πξνεγνύκελε κειέηε ζηνπο 

ππνδνρείο ηεο νηθνγέλεηαο Β ησλ GPCRs (ζπγθεθξηκέλα ζηνλ ππνδνρέα ηεο 

παξαζπξενεηδνύο νξκόλεο) δελ ζπκθσλνύλ κε ηα κνξηαθά απηά κνληέια, 

απνδεηθλύνληαο έηζη πόζν αλαθξηβή είλαη απηά θαη αλαδεηθλύνληαο ηελ εμαηξεηηθή 

ζεκαζία ησλ πεηξακάησλ ηεο κειέηεο καο κε ζθνπό ηε ζπιινγή πιεξνθνξηώλ 

γηα ηε δνκή ησλ ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο απηήο [212].  
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TM1   

TM2   

TM3   TM4   

TM5 
TM6 

  

TM7   

Cys211 C ys2 33   

C ys 364   

   

 

 

Δικόνα 2. Γπαθική απεικόνιζη ηηρ κοιλόηηηαρ θέζεων δέζμεςζηρ ηος CRF1.  

Οη ελδνγελείο θπζηεΐλεο, Cys211, Cys233 θαη Cys364, ηνπ CRF1  βξίζθνληαη 

πάλσ ζηελ επηθάλεηα ηεο θνηιόηεηαο ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα (γαιάδην 

ρξώκα) θαη έηζη λα είλαη δηαζέζηκεο γηα αληίδξαζε κε ην MTSEA. Οη κσβ 

θύιηλδξνη παξηζηάλνπλ ηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο (ΣΜ1-ΣΜ7) ηνπ ππνδνρέα.   

 

πκπεξαζκαηηθά, γηα πξώηε θνξά αλαθαιύςακε όηη παξόκνηα κε ηελ 

νηθνγέλεηα Α ησλ GPCRs, νη δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ CRF1 θαη θαη‟ 

επέθηαζε ησλ άιισλ ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο Β ησλ GPCRs ζρεκαηίδνπλ κηα 

θνηιόηεηα ε νπνία νλνκάδεηαη θνηιόηεηα ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ CRF1 θαη ε 

νπνία εθηείλεηαη από ηελ εμσθπηηάξηα επηθάλεηα ηνπ ππνδνρέα σο ην ηκήκα ηνπ 

πνπ βξίζθεηαη κέζα ζηε θσζθνιηπηδηθή δηπινζηηβάδα ηεο πιαζκαηηθήο 

κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ. Ζ  επηθάλεηα ηεο θνηιόηεηαο απηήο βξίζθεηαη ζε επαθή 

κε ην πδαηηθό εμσθπηηάξην πγξό θαη πεξηέρεη ακηλνμέα πνπ είλαη δηαζέζηκα γηα 

αληίδξαζε κε νπζίεο, όπσο ην MTSEA ή νη CRF1-αγσληζηέο θαη αληαγσληζηέο, 

πνπ βξίζθνληαη ζην πγξό απηό. 
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πλεξγηζηηθό απνηέιεζκα ηεο αληίδξαζεο ηνπ MTSEA κε ηηο ελδνγελείο 

θπζηεΐλεο ηνπ CRF1 ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο.  

 

 Δλώ ν άγξηνο ηύπνο CRF1 (πνπ πεξηέρεη ηηο 4 ελδνγελείο θπζηεΐλεο, 

Cys128, Cys211, Cys233 θαη Cys364) ήηαλ επαίζζεηνο ζην MTSEA ε 

αληηθαηάζηαζε κηαο κόλν από ηηο ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ, Cys211, Cys233 θαη 

Cys364, ζε ζεξίλε, (αθήλνληαο έηζη ηηο ππόινηπεο 3 ζηνλ ππνδνρέα) κεηέηξεςε 

απηόλ ζε έλαλ ΄΄αδξαλή ζην MTSEA΄΄ ππνδνρέα, θαη νδήγεζε ζην ζπκπέξαζκα 

όηη νη Cys211, Cys233 θαη Cys364 αληέδξαζαλ κε ην MTSEA . Σν απνηέιεζκα 

όκσο απηό έζεζε ηα εμήο εξσηήκαηα:  

1) αθνύ κηα θπζηεΐλε ηνπ CRF1 (γηα παξάδεηγκα ε Cys211) θάλεθε λα 

αληηδξά κε ην MTSEA, γηαηί απηή ελώ βξίζθεηαη ζηνλ ππνδνρέα κεηά ηελ 

κεηάιιαμε ζε ζεξίλε κηαο άιιεο θπζηεΐλεο (γηα παξάδεηγκα ηεο Cys233 ή ηεο 

Cys364) δελ θαίλεηαη πιένλ λα αληηδξά κε ην MTSEA;  

2) πνηα ζα ήηαλ ε ζπκπεξηθνξά ηεο θάζε ελδνγελνύο θπζηεΐλεο από ηηο 

Cys211, Cys233 θαη Cys364 ηνπ CRF1 αλ ήηαλ κόλε ηεο ζηνλ ππνδνρέα;  

 Με ζθνπό λα απαληήζνπκε ζηα παξαπάλσ εξσηήκαηα εμεηάζακε ηελ 

επίδξαζε ηνπ MTSEA (2.5 mM, 15 δεπηεξόιεπηα) ζηε δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-

ζνβαγίλεο ζε ππνδνρείο πνπ έρνπλ κόλν κηα από ηηο ηέζζεξηο ελδνγελείο 

δηακεκβξαληθέο θπζηεΐλεο (κεηαιιαγκέλνη ππνδνρείο, ΓCys+128C, ΓCys+211C, 

ΓCys+233C θαη ΓCys+364C) Αλ θαη νη ιεηηνπξγηθέο ηδηόηεηεο θαη άξα ε δνκή ησλ 

κεηαιιαγκέλσλ απηώλ ππνδνρέσλ δελ θάλεθε λα έρνπλ επεξεαζηεί αξθεηά 

(όπσο θάλεθε από ηηο ζπγγέλεηεο κε ηηο νπνίεο δέζκεπαλ ηε [125I] - Tyr0-

ζνβαγίλε) εληνύηνηο ζε θαλέλαλ από ηνπο ππνδνρείο απηνύο ε δέζκεπζε ηεο 

[125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο δελ επεξεάζηεθε από ηελ αληίδξαζε ηνπο κε ην MTSEA. 

 Σα παξαπάλσ νδεγνύλ ζην ζπκπέξαζκα όηη ε αληίδξαζε ηνπ  MTSEA κε 

ηηο ελδνγελείο θπζηεΐλεο ηνπ CRF1 όηαλ απηέο είλαη κόλεο ηνπο δελ είλαη ηθαλή λα 

επεξεάζεη ζεκαληηθά ηε δέζκεπζε ηεο  [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο. Έηζη ινηπόλ ην πην 

πηζαλό είλαη όηη ε ηαπηόρξνλε αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε πεξηζζόηεξεο ησλ κηα 

θπζηεηλώλ από ηηο  Cys211, Cys233, θαη Cys364 ηνπ άγξηνπ ηύπνπ CRF1 

ζπλεξγηζηηθά ειάηησζε ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο  [125I]-ζνβαγίλεο ζε απηόλ.  
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Λήςε πιεξνθνξηώλ γηα ηε δνκή ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ 

CRF1. 

 

ηε ζπλέρεηα πξνζδηνξίζακε ηα ακηλνμέα ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο 

πεξηνρήο (ΣΜ3) ηνπ CRF1 πνπ ζρεκαηίδνπλ κέξνο ηεο θνηιόηεηαο ζέζεσλ 

δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα, εθαξκόδνληαο ηε κέζνδν SCAM. Γηα ην ζθνπό απηό, 

ρξεζηκνπνηώληαο ηνλ ππνδνρέα ΓCys,  κεηαιιάμακε ηα ακηλνμέα (έλα ηε θάζε 

θνξά) ηεο ηξίηεο δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο ηνπ ζε θπζηεΐλεο, (ηερλεηέο 

θπζηεΐλεο), δεκηνπξγώληαο έηζη ηνπο ΣΜ3-κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο, R189C, 

L190C, V191C, T192C, A193C, A194C, Y195C, N196C, Y197C, F198C, H199C, 

V200C, T201C, N202C, F203C,  F204C, W205C θαη M206C, θαη εμεηάζακε αλ ε 

αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνπο ππνδνρείο απηνύο επεξέαζε ηελ δέζκεπζε ηεο 

[125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο.  

Όιεο νη παξαπάλσ κεηαιιάμεηο εθηόο εθείλεο ηεο  F203C δελ επεξέαζαλ 

ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1. Σν γεγνλόο απηό 

βξίζθεηαη ζε ζπκθσλία κε ην όηη γεληθά νη κεηαιιάμεηο ησλ ακηλνμέσλ ζε θπζηεΐλε 

δελ επεξεάδνπλ ζεκαληηθά ηηο ιεηηνπξγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ ππνδνρέα θαη θαηά 

ζπλέπεηα ηε ζηεξενδηακόξθσζε ηνπ [186, 187]. Παξόκνηα ζηνλ ππνδνρέα D2 

ηεο ληνπακίλεο, νη 144 από ηηο 157 αληηθαηαζηάζεηο ακηλνμέσλ κε θπζηεΐλεο ζηηο 

επηά δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ δελ επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηε δέζκεπζε ηνπ 

ξαδηνζεκαζκέλνπ αληαγσληζηή θαη άξα ηε δνκή ηνπ ππνδνρέα [179-185]. Οη 144 

απηέο αληηθαηαζηάζεηο αθνξνύζαλ όια ηα είδε ησλ ακηλνμέσλ όπσο πδξόθνβα 

ακηλνμέα (αιαλίλε, ιεπθίλε, ηζνιεπθίλε, κεζεηνλίλε θαη βαιίλε) πνιηθά 

(αζπαξαγίλε, ζεξίλε θαη ζξενλίλε) νπδέηεξα (πξνιίλε) αξλεηηθά θνξηηζκέλα 

(αζπαξηηθό θαη γινπηακηληθό νμύ) αξσκαηηθά (θαηλπιαιαλίλε, ηξππηνθάλε θαη 

ηπξνζίλε) ηε ζεηηθά θνξηηζκέλε  ηζηηδίλε θαη ην ακηλνμύ γιπθίλε. Οη πεξηζζόηεξεο 

από ηηο ππόινηπεο 7 από ηηο 157 αληηθαηαζηάζεηο επεξέαζαλ ηε δέζκεπζε ηνπ 

αληαγσληζηή γηαηί απιά ήηαλ ακηλνμέα κε ηα νπνία απηόο αιιειεπηδξνύζε.  

. Ζ αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε ηνπο ΣΜ3-κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο 

ειάηησζε ζεκαληηθά ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο κόλν ζηνπο 

R189C, T192C, A193C, Y195C, N196C, ελώ αύμεζε ζεκαληηθά ηε δέζκεπζε 
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ζηνλ F203C. Αληίζεηα ε δέζκεπζε ηνπ ξαδηνζεκαζκέλνπ πεπηηδίνπ ζηνπο 

άιινπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο πνπ εμεηάζηεθαλ δελ επεξεάζηεθε ζεκαληηθά 

από ηε αληίδξαζε ηνπο κε ην MTSEA. Σν γεγνλόο όηη ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε 

ηνπο R189C, T192C, A193C, Y195C, N196C θαη F203C επεξέαζε ζεκαληηθά ηελ 

δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο ζεκαίλεη όηη νη ηερλεηέο θπζηεΐλεο ζηηο ζέζεηο 

189, 192, 193, 195, 196, 199 θαη 203 ηνπ ΓCys βξίζθνληαη πάλσ ζηελ επηθάλεηα 

ηεο θνηιόηεηαο ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα θαη είλαη δηαζέζηκεο γηα 

αληίδξαζε κε ην MTSEA πνπ βξίζθεηαη ζην εμσθπηηάξην πδαηηθό πεξηβάιινλ. 

Παξόκνηα κε ηηο ηερλεηέο Cys ζηηο ζέζεηο 189, 192, 193, 195, 196, 199 θαη 203 

ηνπ ΓCys έηζη θαη ηα ακηλνμέα ηνπ άγξηνπ ηύπνπ  CRF1 πνπ αληηθαηαζηάζεθαλ 

από απηέο (αθνύ ν άγξηνο ηύπνο CRF1 θαη ν ΓCys είλαη ιεηηνπξγηθά θαη δνκηθά 

παξόκνηνη, όπσο αλαθέξζεθε παξαπάλσ) βξίζθνληαη πάλσ ζηελ επηθάλεηα ηεο 

θνηιόηεηαο ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα.  

Αληίζεηα κε ηα ακηλνμέα ζηηο ζέζεηο 189, 192, 193, 195, 196, 199 θαη 203 

ηνπ CRF1, ηα ππόινηπα ηεο ΣΜ3 πνπ εμεηάζηεθαλ ζηε παξνύζα εξγαζία δελ 

βξίζθνληαη πάλσ ζηελ επηθάλεηα ηεο θνηιόηεηαο ζέζεσλ δέζκεπζεο ηνπ 

ππνδνρέα. ηα ακηλνμέα απηά ζπγθαηαιέγεηαη θαη ε His199. Αθνύ ε His199 δελ 

έρεη ηε πιεπξηθή αιπζίδα ηεο πξνζαλαηνιηζκέλε πξνο ηε θνηιόηεηα ησλ ζέζεσλ 

δέζκεπζεο ηνπ ππνδνρέα ηόηε δελ κπνξεί λα αιιειεπηδξάζεη κε ηα κηθξνκνξηαθά 

κε πεπηηδηθά αλάινγα ηνπ CRF, όπσο ηε αληαιαξκίλε θαη ην ρεκηθά ζπγγελέο 

ηεο αλάινγν, ΝΒΗ 27914. Έηζη ινηπόλ ε αληηθαηάζηαζε ηεο His199 από ηε Val, 

όπσο βξέζεθε από ηνπο Liaw et al. (1997) ειάηησζε ηελ δέζκεπζε ηνπ ΝΒΗ 

27914 έκκεζα κέζσ ζηεξενρεκηθήο αιιαγήο ηνπ ππνδνρέα [195]. Σα παξαπάλσ 

βξίζθνληαη ζε ζπκθσλία κε ηα απνηειέζκαηα ηεο παξνύζαο εξγαζίαο ζηελ 

νπνία βξέζεθε όηη ε κεηάιιαμε ηεο His199 ζηε θαιά δνκηθά αλεθηή αιαλίλε δελ 

επεξέαζε ηε δέζκεπζε ηεο αληαιαξκίλεο.    
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Δικόνα 3.  Γπαθική άλθα ελικοειδήρ αναπαπάζηαζη ηων αμινοξέων ηηρ 

ηπίηηρ διαμεμβπανικήρ πεπιοσήρ ηος CRF1. Σα ακηλνμέα πνπ είλαη δηαζέζηκα 

γηα αληίδξαζε κε MTSEA είλαη ρξσκαηηζκέλα. ηα θίηξηλα ρξσκαηηζκέλα ακηλνμέα 

ε αληίδξαζε κε ην MTSEA ειάηησζε ηελ εηδηθή δέζκεπζε ηεο [125Η] – Tyr0 – 

ζνβαγίλεο, ελώ ζηα πξάζηλα ε αληίδξαζε ελίζρπζε ηελ εηδηθή δέζκεπζε. Σν 

ακηλνμύ Arg189 ην νπνίν βξέζεθε ζηηο κειέηεο καο όηη είλαη δηαζέζηκν γηα 

αληίδξαζε κε ην MTSEA δελ ππάξρεη ζηελ αλαπαξάζηαζε απηή γηαηί ζεσξείηαη 

όηη αλήθεη ζηνλ πξώην εμσθπηηάξην βξόγρν. 
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 Αλ ηνπνζεηήζνπκε ηα ακηλνμέα ηεο ΣΜ3 ηνπ CRF1 πάλσ ζε κηα 

αλαπαξάζηαζε α-έιηθαο ηόηε ζα δηαπηζηώζνπκε όηη θάζε ηξίην ή/θαη ηέηαξην 

ακηλνμύ βξίζθεηαη ζηε κηα επηθάλεηα ηεο α-ειηθνεηδνύο αλαπαξάζηαζεο (Δηθόλα 

3) . Παξόκνηα α-ειηθνεηδή δνκή ηεο ΣΜ3 εκθαλίδνπλ θαη όινη νη GPCRs ησλ 

νπνίσλ ε δνκή απνζαθελίζηεθε είηε εθαξκόδνληαο ηε κέζνδν SCAM ή κέζσ 

θξπζηάιισζεο ηνπο [176-178, 182]. 

Αμηνζεκείσην απνηειεί ην γεγνλόο όηη ελώ ε F203C κεηάιιαμε ειάηησζε 

ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε 

ηνλ ππνδνρέα απηόλ αλέηξεςε ην παξαπάλσ απνηέιεζκα απμάλνληαο ζεκαληηθά 

ηε δέζκεπζε. Παξόκνηα, κεηάιιαμε ζε θπζηεΐλε ηνπ αξλεηηθά θνξηηζκέλνπ 

Asp108 ηεο ΣΜ3 ηνπ D2-ληνπακηλεξγηθνύ ππνδνρέα κείσζε ηε ζπγγέλεηα ηνπ 

ππνδνρέα γηα ηνλ αληαγσληζηή [182]. Αληίδξαζε ηνπ κεηαιιαγκέλνπ ππνδνρέα 

κε ην αξλεηηθά θνξηηζκέλν MTSES επαλέθεξε ην αξλεηηθό θνξηίν ζηε ζέζε 108 

θαη αλέηξεςε ην απνηέιεζκα ηεο κεηάιιαμεο ηνπ Asp108 ζηε δέζκεπζε ηνπ 

αληαγσληζηή απμάλνληαο απηή ζεκαληηθά [182].  

Μηα από ηηο πηζαλέο εμεγήζεηο γηα ηελ “απνθαηάζηαζε  ηεο ιεηηνπξγίαο ” 

ηνπ F203C κεηά από αληίδξαζε ηνπ κε ην MTSEA ζα κπνξνύζε λα βαζηζηεί ζην 

όηη ε Phe203 παίδεη έκκεζν ξόιν ζηε δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο 

ζπκκεηέρνληαο ζε δεζκνύο κε άιια ακηλνμέα ηνπ ππνδνρέα πνπ είλαη 

απαξαίηεηνη γηα ηελ πςειήο ζπγγέλεηαο δέζκεπζε ηνπ ξαδηνζεκαζκέλνπ 

πεπηηδίνπ. Σέηνηνπ είδνπο ιεηηνπξγηθά ζεκαληηθέο αιιειεπηδξάζεηο έρνπλ δεηρηεί 

ζε άιινπο GPCRs, όπσο ηνλ α2-αδξελεξγηθό, ηνλ ππνδνρέα ηεο αγγεηνηελζίλεο 

ΗΗ, εθείλνλ ηεο γνλαδνηξνπίλεο, ηνπ ππνδνρέα ηεο ζπξνηξνπίλεο θαζώο θαη 

εθείλνπ ηεο αθηεηπινρνιίλεο [237-243]. ε κηα ηέηνηα πεξίπησζε ην πην πηζαλόλ 

είλαη ν αξσκαηηθόο δαθηύιηνο ηεο Phe203 λα αιιειεπηδξά κε άιια αξσκαηηθά 

ακηλνμέα ηνπ ππνδνρέα κέζσ π-π αιιειεπηδξάζεσλ όπσο έρεη δεηρηεί ζε άιιεο 

πξσηεΐλεο [244]. Μεηάιιαμε ηεο Phe203 ζε θπζηεΐλε ζα θαηαξγνύζε ηηο 

αιιειεπηδξάζεηο απηέο πνπ ζα κπνξνύζαλ όκσο λα μαλαδεκηνπξγεζνύλ κε 

πξνζζήθε ζεηηθνύ θνξηίνπ ζηε ζέζε 203, αθνύ ε αληίδξαζε ηνπ MTSEA κε κηα 

θπζηεΐλε πξνζδίδεη ζε απηή ζεηηθό θνξηίν θαη πιεπξηθή αιπζίδα ηύπνπ ιπζίλεο 

[186, 213]. Πξνεγνύκελεο κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη αξσκαηηθά ακηλνμέα κπνξνύλ 
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λα αιιειεπηδξάζνπλ κε ζεηηθά θνξηηζκέλα ακηλνμέα κέζσ θαηηόλ-π 

αιιειεπηδξάζεσλ [245-247] 

Δλαιιαθηηθά, ζα κπνξνύζε ε κεηάιιαμε ηεο Phe203 ζε θπζηεΐλε θαη ζηε 

ζπλέρεηα ε αληίδξαζε ηεο ηειεπηαίαο κε ην ΜΣSEA λα επεξέαζαλ άκεζα ηε 

δέζκεπζε ηεο [125I] - Tyr0-ζνβαγίλεο γηαηί ε ζέζε 203 ηνπ ππνδνρέα απνηειεί 

ζεκείν επαθήο ηνπ κε ην ξαδηνζεκαζκέλν πεπηίδην. Έρεη δεηρζεί ζε αξθεηνύο 

πεπηηδηθνύο GPCRs όηη ηκήκαηα ησλ πεπηηδίσλ κπνξνύλ λα εηζέιζνπλ αλάκεζα 

ζηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπο θαη λα αιιειεπηδξάζνπλ κε ακηλνμέα ηνπο 

[248-253]  

 Όια ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα είλαη εμαηξεηηθά ζεκαληηθά γηαηί ελώ έρεη 

δηαζαθεληζηεί ε δνκή ηεο εμσθπηηάξηαο Ν-πεξηνρήο ζε πνιινύο ππνδνρείο ηεο 

νηθνγέλεηαο Β ησλ GPCRs, ζπκπεξηιακβαλόκελσλ θαη εθείλσλ ηνπ CRF, γηα 

πξώηε θνξά ζηε παξνύζα εξεπλεηηθή εξγαζία παξέρνληαη πιεξνθνξίεο γηα ηε 

δνκή ησλ δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ ησλ ππνδνρέσλ απηώλ [162, 163, 166, 168, 

254, 255]. Δπηπξόζζεηα ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα ζα βνεζήζνπλ ζην 

ζρεκαηηζκό κνξηαθνύ κνληέινπ ηνπ CRF1 ην νπνίν ζα απνηειέζεη ηε βάζε γηα ην 

ζρεδηαζκό λέσλ πεηξακάησλ κε ζθνπό ηελ δηαιεύθαλζε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ 

ησλ κηθξνκνξηαθώλ κε πεπηηδηθώλ αληαγσληζηώλ ηνπ CRF κε ηνλ CRF1 ελώ 

παξάιιεια ζα ζπκβάιιεη ζεκαληηθά ζηε θαηαζθεπή κνξηαθώλ κνληέισλ ησλ 

άιισλ ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο Β ησλ GPCRs .  
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ΣΔΣΑΡΣΖ ΚΑΗ ΠΔΜΠΣΖ ΓΗΑΜΔΜΒΡΑΝΗΚΖ ΠΔΡΗΟΥΖ ΣΟΤ CRF1 - ΓΟΜΖ ΚΑΗ 

ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΑ ΣΟΤ 

 

 

Πξνζδηνξηζκόο ηνπ ξόινπ ησλ ακηλνμέσλ ηεο πέκπηεο δηακεκβξαληθήο 

πεξηνρήο ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF.  

 

Πξνεγνύκελεο  κειέηεο ζηνλ CRF1 έδεημαλ όηη δύν ακηλνμέα (Tyr267, 

Thr268) ζηελ πέκπηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή (ΣΜ5) θαη ζπγθεθξηκέλα ζηα 

ζύλνξα κεηαμύ ηεο πεξηνρήο απηήο θαη ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ 

παίδνπλ ξόιν ζηε δέζκεπζε ηνπ CRF θαη ηεο ζνβαγίλεο, ρσξίο όκσο λα 

δηεπθξηλίδεηαη αλ ν ξόινο απηόο είλαη έκκεζνο ή άκεζνο [194, 195]. Αδηεπθξίληζηε 

είλαη  επίζεο ε ιεηηνπξγηθή ζεκαζία ησλ γεηηνληθώλ κε ηα Tyr267 θαη Thr268 

ακηλνμέσλ ζηε πέκπηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή ηνπ CRF1 (Asp269, Tyr270, 

Ile271, Tyr272, Gln273, Gly274 θαη Pro275). Με ζθνπό λα πξνζδηνξίζνπκε ην 

ξόιν ησλ ακηλνμέσλ απηώλ ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ 

CRF κεηαιιάμακε απηά ζε αιαλίλε, έλα ηε θάζε θνξά, θαη πξνζδηνξίζακε ηε 

δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο ζηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο. Δπηιέμακε ηελ 

αιαλίλε ζαλ ακηλνμύ αληηθαηάζηαζεο γηαηί δελ πξνθαιεί ζεκαληηθέο αιιαγέο ηε 

ζηεξενδηακόξθσζε ελόο ππνδνρέα ελώ ηαπηόρξνλα κπνξεί λα θαηαξγήζεη 

αιιειεπηδξάζεηο ηνπ κε ηα πξνζδέκαηα ηνπ [204].  

 Δθηόο από ηα ακηλνμέα Tyr267, Thr268 επηιέμακε λα κειεηήζνπκε επίζεο 

ην ξόιν ησλ ακηλνμέσλ πνπ βξίζθνληαη ζηε πέκπηε δηακεκβξαληθή πεξηνρή ηνπ 

CRF1 (Asp269, Tyr270, Ile271, Tyr272, Gln273, Gly274 θαη Pro275) ζηε 

δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο γηαηί έρεη βξεζεί όηη ζε αξθεηνύο άιινπο πεπηηδηθνύο 

GPCRs ηκήκαηα ησλ πεπηηδίσλ κπνξνύλ λα εηζέιζνπλ αλάκεζα ζηηο 

δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπο θαη λα αιιειεπηδξάζνπλ κε ακηλνμέα ηνπο [248-

253]. Δπηπξόζζεηα έλα ζεκαληηθό ραξαθηεξηζηηθό γλώξηζκα ηεο ΣΜ5 είλαη ν 

πάξα πνιύ πςειόο βαζκόο ζπληήξεζεο ηεο αιιεινπρίαο ησλ ακηλνμέσλ ηεο 

αλάκεζα ζηνπο δύν ηύπνπο όισλ ησλ δσηθώλ εηδώλ ησλ ππνδνρέσλ ηνπ CRF, 

γεγνλόο από ην νπνίν ζπκπεξαίλεηαη όηη ε πεξηνρή απηή πξέπεη λα παίδεη 
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ζεκαληηθό ξόιν ζε θνηλέο ιεηηνπξγίεο ησλ ππνδνρέσλ απηώλ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη ηνπ CRF1.  

Μεηάιιαμε ζε αιαλίλε ησλ Thr268, Tyr270, Tyr272, Gln273 θαη Pro275 

ειάηησζε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο γηα ηνλ CRF1, νδεγώληαο έηζη 

ζην ζπκπέξαζκα όηη ηα ακηλνμέα απηά παίδνπλ ξόιν ζηε δέζκεπζε ηνπ 

πεπηηδίνπ.  Αληίζεηα κε ηα ακηλνμέα απηά, κεηάιιαμε ηνπ Asp269 ζε αιαλίλε 

αύμεζε ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο. Μηα πηζαλή εμήγεζε ζα 

κπνξνύζε λα ζηεξηρηεί ζηελ ππόζεζε όηη ην Asp269 αιιειεπηδξά 

ειεθηξνζηαηηθά κε ηε γεηηνληθή ηνπ (εηθόλα 4) ζεηηθά θνξηηζκέλε Lys250 ηνπ 

CRF1 ε νπνία επίζεο απνηειεί ζεκείν επαθήο ηεο ζνβαγίλεο, δεζκεύνληαο έλα 

αξλεηηθά θνξηηζκέλν ακηλνμύ ηεο. Καηά ηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1 

επέξρεηαη θαηάξγεζε ή/θαη αλαδηάηαμε δεζκώλ έηζη ώζηε ε Lys250 λα βξεζεί ζηε 

θαηάιιειε ζέζε αιιειεπίδξαζεο κε ην αξλεηηθά θνξηηζκέλν ακηλνμύ ηεο 

ζνβαγίλεο, δηαδηθαζία πνπ ελεξγεηαθά ζα ήηαλ πεξηζζόηεξν πξνηηκεηέα αλ ε 

Lys250 ήηαλ ειεύζεξε ηεο επίδξαζεο ηεο ειεθηξνζηαηηθήο έιμεο ηνπ επίζεο 

αξλεηηθά θνξηηζκέλνπ Asp269, δειαδή αλ ην Asp269 είρε αληηθαηαζηαζεί από 

ηελ νπδέηεξε αιαλίλε. ε κηα ηέηνηα πεξίπησζε αληηθαηάζηαζε ηνπ Asp269 από 

αιαλίλε ζα ελίζρπε ηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1 απμάλνληαο έηζη ηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζε απηόλ.   

 

 

Πξνζδηνξηζκόο ηνπ ξόινπ ηεο Lys250 ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο 

νηθνγέλεηαο ηνπ CRF. 

 

Με ζθνπό λα εμαθξηβώζνπκε ηε παξαπάλσ ππόζεζε αξρηθά έπξεπε λα 

πξώηα λα εμεηάζνπκε ην ξόιν ηεο Lys250 ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο. Απηό ην 

πξαγκαηνπνηήζακε αληηθαζηζηώληαο ην ακηλνμύ απηό κε άιια, μεθηλώληαο από 

αιαλίλε, θαη πξνζδηνξίδνληαο ηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ CRF1 πξηλ θαη 

κεηά ηηο κεηαιιάμεηο. 
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Δικόνα 4. σημαηική αναπαπάζηαζη αμινοξέων ζηα όπια διαμεβπανικών 

και εξωκςηηάπιων πεπιοσών ηος CRF1. Οη δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ CRF1 

(κσβ θύιηλδξνη) ζρεδηάζηεθαλ κε βάζε ηε δηάηαμε ησλ αληίζηνηρσλ πεξηνρώλ ησλ 

ππνδνρέσλ ηεο νηθνγέλεηαο Α θαη ιακβάλνληαο ππόςε πξνεγνύκελεο κειέηεο 

ζηηο νπνίεο πξνηάζεθε όηη ε γεληθή δηάηαμε ησλ πεξηνρώλ απηώλ ησλ παξαπάλσ 

ππνδνρέσλ είλαη παξόκνηα κεηαμύ ηνπο [210, 211]. Σα ακηλνμέα  Lys250 

(θόθθηλνο ξόκβνο) θαη Asp269 (πξάζηλνο ξόκβνο) βξίζθνληαη θνληά κεηαμύ ηνπο 

θαη ζηα όξηα ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ (EL2) κε ηε ηέηαξηε (TM4) θαη 

πέκπηε (TM5) δηακεκβξαληθή πεξηνρή ηνπ CRF1, αληίζηνηρα.  Αλ θαη ππάξρνπλ 

ζεηηθά θνξηηζκέλα ακηλνμέα ηνπ ππνδνρέα πνπ είλαη ηνπνζεηεκέλα θαη απηά ζηα 

όξηα κεηαμύ ησλ δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ θαη ησλ εμσθπηηάξησλ βξόγρσλ ηνπ 

εληνύηνηο απηά βξίζθνληαη ζε κεγαιύηεξε απόζηαζε από ην Asp269 ζε ζρέζε κε 

εθείλε ηεο Lys250. Σα ζεηηθά απηά ακηλνμέα (θόθθηλνη ξόκβνη) είλαη ε Arg189 πνπ 

βξίζθεηαη ζηα όξηα ηνπ πξώηνπ εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ (EL1) κε ηελ ηξίηε 

δηακεκβξαληθή πεξηνρή (TM3) θαη ε  His117 πνπ βξίζθεηαη ζηα όξηα ηεο 

εμσθπηηάξηαο ακηλνηειηθήο πεξηνρήο (Ν-πεξηνρήο) κε  ηελ πξώηε δηακεκβξαληθή 

πεξηνρή (TM1) ηνπ CRF1. 
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Μεηάιιαμε ηεο Lys250 ζε αιαλίλε (K250Α) κείσζε ζεκαληηθά ηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο θαη ηνπ CRF, θαζώο θαη ηελ ηζρύ κε ηελ 

νπνία δηέγεηξαλ ηα πεπηίδηα απηά ηε παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε θύηηαξα πνπ 

εθθξάδαλε ηνλ CRF1. Αληίζεηα ε κεηάιιαμε απηή δελ επεξέαζε ηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηνπ πεπηηδηθνύ αλαιόγνπ ηνπ CRF, αζηξεζίλεο, γηα ηελ νπνίν έρεη 

δεηρζεί όηη δεζκεύεηαη θπξίσο ζηελ εμσθπηηάξην Ν-πεξηνρή ηνπ CRF1 [190]. Σα 

απνηειέζκαηα απηά νδεγνύλ ζην ζπκπέξαζκα όηη ε κεηάιιαμε K250Α πνιύ 

πηζαλόλ θαηήξγεζε ηελ αιιειεπίδξαζε ηεο Lys250 κε ηε ζνβαγίλε θαη ηνλ CRF 

ρσξίο όκσο λα επεξεάζεη ζεκαληηθά ηε ζηεξενδηακόξθσζε ηνπ ππνδνρέα CRF1.  

Παξόκνηα κε ηελ αζηξεζίλε, ε κεηάιιαμε Κ250Α δελ επεξέαζε ηε 

δέζκεπζε ηνπ κηθξνκνξηαθνύ κε πεπηηδηθνύ αληαγσληζηή, αληαιαξκίλε, γηα ηνλ 

νπνίν έρεη πξνηαζεί όηη δεζκεύεηαη θπξίσο ζηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ 

CRF1 [192, 194, 195]. Δίλαη πνιύ πηζαλόλ όηη ην αλάινγν απηό δεζκεύεηαη ζε 

ηκήκαηα ησλ δηακεβξαληθώλ πεξηνρώλ ηνπ ππνδνρέα πνπ βξίζθνληαη βαζύηεξα 

ζηε πιαζκαηηθή κεκβξάλε από όηη ε Lys250. Απηό βξίζθεηαη ζε ζπκθσλία κε ηα 

απνηειέζκαηα πνπ αλαθέξακε παξαπάλσ θαη ηα νπνία νδήγεζαλ ζην 

ζπκπέξαζκα όηη νη δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ ππνδνρέα ζρεκαηίδνπλ κηα 

θνηιόηεηα ζέζεσλ δέζκεπζεο ζηελ επηθάλεηα ηεο νπνίαο βξίζθνληαη ακηλνμέα 

πνπ πηζαλόλ δεζκεύνπλ κηθξνκνξηαθά κε πεπηηδηθά κόξηα, όπσο εθείλν ηεο 

αληαιαξκίλεο.  

Με ζθνπό ην πξνζδηνξηζκό ηνπ ξόινπ ησλ θπζηθνρεκηθώλ ηδηνηήησλ ηεο 

ζέζεο 250 ηνπ CRF1 ζηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο θαη ηνπ CRF, αληηθαηαζηήζακε 

ηε Lys250 από ηε ζεηηθά θνξηηζκέλε αιιά νγθσδέζηεξε Arg (K250R) θαη ην 

αξλεηηθά θνξηηζκέλν Glu (K250E). Παξόκνηα κε ηε κεηάιιαμε Κ250Α νη 

κεηαιιάμεηο K250R θαη K250E κείσζαλ ζεκαληηθά ηε ηζρύ κε ηελ νπνία δηέγεηξε 

ε ζνβαγίλε ηε παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνλ CRF1. Ζ 

δηαηήξεζε ηνπ ζεηηθνύ θνξηίνπ θαη αιιαγή κόλν ηνπ κεγέζνπο ηεο πιεπξηθήο 

αιπζίδαο  ζηε ζέζε 250 ηνπ CRF1 (K250R κεηάιιαμε) είρε  ηε κηθξόηεξε 

επίδξαζε ζηελ ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο. Αληίζεηα ηε κεγαιύηεξε επίδξαζε ζηελ ηζρύ 

ηεο ζνβαγίλεο είρε ε εηζαγσγή αξλεηηθνύ θνξηίνπ ζηε ζέζε 250 ηνπ ππνδνρέα 

(K250E κεηάιιαμε). Σα απνηειέζκαηα απηά νδεγνύλ ζην ζπκπέξαζκα όηη 
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πηζαλόλ ην ζεηηθό θνξηίν ζηε ζέζε 250 ηνπ CRF1 παίδεη ζεκαληηθό ξνιό ζηε 

δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF, αιιειεπηδξώληαο 

ειεθηξνζηαηηθά κε θάπνην αξλεηηθά θνξηηζκέλν ακηλνμύ ηνπο.  

Ο ζεκαληηθόο ξόινο ηεο ύπαξμεο ζεηηθνύ θνξηίνπ ζηε ζέζε 250 ζηε 

ιεηηνπξγία ηνπ CRF1 θαίλεηαη επίζεο από ην πνιύ πςειό βαζκό δηαηήξεζεο ηνπ 

ζηνπο ππνδνρείο ηεο νηθνγέλεηαο Β ησλ GPCRs ζηελ νπνία αλήθεη ν CRF1. 

ρεδόλ ζε όινπο ηνπο ππνδνρείο απηνύο (271 από ηνπο 309) ην αληίζηνηρν 

ακηλνμύ ηεο Lys250 ηνπ CRF1 είλαη είηε ιπζίλε ή ε επίζεο ζεηηθά θνξηηζκέλε 

αξγηλίλε. Δπίζεο, όπσο θαη ζηνλ CRF1, έηζη αληηθαηάζηαζε ηεο  (αληίζηνηρεο κε 

ηε Lys250 ηνπ CRF1) Arg255 ηνπ ππνδνρέα ηεο ζεθξεηίλεο από Gln ή Asp 

κείσζε ζεκαληηθά ηελ ηζρύ ηνπ πεπηηδίνπ γηα πξόθιεζε βηνινγηθνύ 

απνηειέζκαηνο [256].  

 

Αιιειεπίδξαζε ηεο Lys250 ηνπ CRF1 κε ην Asp8 ηεο ζνβαγίλεο θαη ην 

Asp9 ηνπ CRF. 

 

 Σν ακηλνμύ εθείλν ηεο ζνβαγίλεο θαη ηνπ CRF πνπ αιιειεπηδξά κε ηε 

Lys250 ηνπ CRF1 πνιύ πηζαλόλ βξίζθεηαη ζηε πεξηνρή ηνπ CRF (θαη ηελ 

αληίζηνηρε ηεο ζνβαγίλεο) πνπ πεξηιακβάλεη ηα ακηλνμέα, Asp9, Leu10 θαη Thr11 

(Δηθόλα 5), γηαηί ζε αληίζεζε κε ηελ αζηξεζίλε (πνπ δεκηνπξγήζεθε από 

απαινηθή ησλ πξώησλ 11 ακηλνηειηθώλ ακηλνμέσλ ηνπ CRF), ε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηνπ α-ειηθνεηδή CRF(9-41), (πνπ πξνέθπςε από απαινηθή ησλ 

πξώησλ 8 ακηλνηειηθώλ ακηλνμέσλ ηνπ CRF πεπηηδίσλ) κεηώζεθε ζεκαληηθά από 

ηελ Κ250Α κεηάιιαμε. 

Από ηα ακηλνμέα Asp9, Leu10 θαη Thr11 ηνπ CRF (θαη ηα αληίζηνηρα ηεο 

ζνβαγίλεο) ην κνλαδηθό πνπ έρεη αξλεηηθό θνξηίν θαη κε ην νπνίν ζα κπνξνύζε 

λα αιιειεπηδξάζεη ειεθηξνζηαηηθά ε ζεηηθά θνξηηζκέλε Lys250 είλαη ην Asp9. 

Μάιηζηα, από ηα 19 ακηλνηειηθά ακηλνμέα  ηνπ CRF (θαη ηα αληίζηνηρα ηεο 

ζνβαγίλεο) πνπ έρνπλ πξνηαζεί όηη πηζαλόλ αιιειεπηδξνύλ κε ηνπο 

εμσθπηηάξηνπο βξόγρνπο θαη ηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ CRF1 ην κνλαδηθό 

πνπ θέξεη αξλεηηθό θνξηίν  είλαη ην Asp9 (εηθόλα 5) [191, 192]. 
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Πεπηίδην 

Θέζε  

ακηλνμένο  

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

h/rCRF S E E P P I S L D L T F H L L R E V L 

Astressin                 f
b
     H     L     L     R     E     V     L 

a-hel-CRF             D     L     T     F     H     L     L     R     E     M     L 

OCRF S Q E P P I S L D L T F H L L R E V L 

BCRF S Q E P P I S L D L T F H L L R E V L 

PCRF S E E P P I S L D L T F H L L R E V L 

SCRF S E E P P I S L D L T F H L L R E V L 

XCRF A E E P P I S L D L T F H L L R E V L 

HUcn  D N P S L S I D L T F H L L R T L L 

r/mUcn  D D P P L S I D L T F H L L R T L L 

suUtn1 N D D P P I S I D L T F H L L R N M I 

cUtn1 N D D P P I S I D L T F H L L R N M I 

solUtn1 S E E P P M S I D L T F H M L R N M I 

mUtn1 S E E P P M S I D L T F H M L R N M I 

fUtn1 S E D P P M S I D L T F H M L R N M I 

Sauv  Q G P P I S I D L S L E L L R K M I 

Sauv (11-40)                 f
b
     H    L     L     R     K     M     I 

Sauv (8-40)         D     L     S     L     E    L     L     R     K M     I 

                    

                    

h/rCRF : human/rat CRF                            oCRF:  ovine CRF                     Sauv: frog Sauvagine   

pCRF : porcine CRF                                  sCRF: suckerfish CRF               Sauv(8-40) : Sauvagine(8-40)                                       

r/mUcn: rat/mouse Urocortin                     sUtn1: suckerfish Urotensin-1     Sauv(11-40) : Sauvagine(11-40) 

cUtn1: carp Urotensin-1                               sUtn1: sole Urotensin-1       mUtn1: maggy Urotensin-1                

fUtn1: flounder Urotensin-1                             bCRF: bovine CRF                 hUcn:  human Urocortin               

a-hel-CRF : Alpha-helical CRF(9-41)              xCRF: xenopus CRF  

                                

bf denotes the D-Phe             

 

Δικόνα 5. Αιιεινπρία ακηλνηειηθώλ ακηλνμέσλ ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF θαη ησλ 

ζπλζεηηθώλ πεπηηδηθώλ αλαιόγσλ ηνπ, αζηξεζίλε, άιθα-ειηθνεηδή CRF(9-41), ζνβαγίλε 8-40 θαη 

ζνβαγίλε 11-40. Σν Asp9 (θόθθηλν) ηνπ CRF (θαη ην αληίζηνηρν Asp8 ηεο ζνβαγίλεο) δηαηεξείηαη ζε 

όια ηα πεπηίδηα ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF. 
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Ο ζεκαληηθόο ιεηηνπξγηθόο ξόινο ηνπ Asp9 ηνπ CRF (θαη ηνπ αληίζηνηρνπ 

Asp8 ηεο ζνβαγίλεο) θαίλεηαη από ην γεγνλόο όηη ην ακηλνμύ απηό δηαηεξείηαη ζε 

όια ηα πεπηίδηα ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF (εηθόλα 5), Απηό επηβεβαηώλεηαη από ην 

όηη αληηθαηάζηαζε ηνπ Asp9 ηνπ CRF από αιαλίλε ειάηησζε ηε ηθαλόηεηα ηνπ 

πεπηηδίνπ λα δηεγείξεη ηελ έθθξηζε ACTH, δηαδηθαζία πνπ επηηειείηαη κέζσ 

αιιειεπίδξαζεο ηνπ πεπηηδίνπ κε ηνλ CRF1 [32, 105].  

Γηα λα δηαπηζηώζνπκε όηη ην  αξλεηηθά Asp8 

ηεο ζνβαγίλεο  (θαη ην αληίζηνηρν Asp9 ηνπ CRF) 

αιιειεπηδξά κε ηε Lys250 ηνπ CRF1 (εηθόλα 6-1) 

αληηθαηαζηήζακε ην Asp8 κε δηαθνξεηηθά ακηλνμέα, 

μεθηλώληαο από αιαλίλε (δεκηνπξγώληαο έηζη ην 

πεπηηδηθό αλάινγν Ala8-ζνβαγίλε), θαη 

πξνζδηνξίζακε ηηο ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο ηνπ 

ηξνπνπνηεκέλσλ πεπηηδίσλ γηα ηνλ άγξην ηύπν CRF1 

θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο K250A, K250R 

θαη Κ250Δ, θαζώο θαη ηελ ηζρύ κε ηελ νπνία ηα 

πεπηίδηα απηά δηέγεηξαλ ηε παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ 

ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνπο ππνδνρείο απηνύο.  

 Αληηθαηάζηαζε ηνπ Asp8 ηεο ζνβαγίλεο κε 

αιαλίλε κείσζε ζεκαληηθά ηελ ηζρύ θαζώο θαη ηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο γηα ηνλ CRF1, νδεγώληαο 

έηζη ζην ζπκπέξαζκα όηη πηζαλόλ ην ακηλνμύ απηό ηνπ 

πεπηηδίνπ αιιειεπηδξά κε ηνλ ππνδνρέα (εηθόλα 6-3). 

Μεηάιιαμε ηεο Lys250 ηνπ CRF1 επίζεο κείσζε 

ζεκαληηθά ηε δέζκεπζε θαη ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο 

πηζαλόλ ιόγσ θαηάξγεζεο ηεο αιιειεπίδξαζεο ηνπ 

ακηλνμένο απηνύ ηνπ ππνδνρέα κε ην Asp8 ηεο 

ζνβαγίλεο (εηθόλα 6-2).  
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Αλ πξάγκαηη ε Lys250 ηνπ CRF1 αιιειεπηδξά κε ην Asp8 ηεο ζνβαγίλεο 

ηόηε πεξηκέλνπκε ε ηζρύο θαη ε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο γηα ηνλ 

CRF1, πνπ κεηώζεθε κεηά από αληηθαηάζηαζε ηνπ Asp8 ηνπ πεπηηδίνπ απηνύ 

από αιαλίλε λα κελ ειαηησζεί πεξαηηέξσ (ή έζησ λα κελ κεησζεί αξθεηά) από 

ηελ επηπξόζζεηε κεηάιιαμε ζε αιαλίλε ηεο Lys250 ηνπ ππνδνρέα (εηθόλα 6-4). 

Γειαδή, πεξηκέλνπκε ε ειάηησζε ηεο ηζρύνο θαη ηεο ζπγγέλεηαο δέζκεπζεο  ηεο 

ζνβαγίλεο από αληηθαηάζηαζε ηνπ Asp8 ηνπ πεπηηδίνπ απηνύ λα κελ δηαθέξεη 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά από ηελ κείσζε ηεο ηηκήο απηήο από ην ζπλδπαζκό ηεο 

παξαπάλσ ηξνπνπνίεζεο ηνπ πεπηηδίνπ κε ηε κεηάιιαμε ηεο Lys250 ηνπ CRF1 

ζε αιαλίλε. Πξάγκαηη, απηό παξαηεξήζακε ζηα πεηξάκαηα καο, γεγνλόο πνπ 

απνδεηθλύεη όηη ε Lys250 ηνπ CRF1 αιιειεπηδξά κε ην Asp8 ηεο ζνβαγίλεο. 

Παξόκνηα απνηειέζκαηα κε εθείλα ηεο κεηάιιαμεο ηεο Lys250 ζε Ala, 

παξαηεξήζακε θαη όηαλ ην ακηλνμύ απηό αληηθαηαζηάζεθε από Arg, ή Glu, 

επηβεβαηώλνληαο έηζη ην ζπκπέξαζκα ηεο αιιειεπίδξαζεο ηεο Lys250 ηνπ CRF1 

κε ην Asp8 ηεο ζνβαγίλεο. 

 

ΓΔΤΣΔΡΟ ΔΞΩΚΤΣΣΑΡΗΟ ΒΡΟΓΥΟ ΣΟΤ CRF1 - ΓΟΜΖ ΚΑΗ ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΑ 

ΣΟΤ 

 

Πξνζδηνξηζκόο ηνπ ξόινπ ησλ ακηλνμέσλ ηνπ δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ 

βξόγρνπ  ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF.  

 

Δπηπξόζζεηα ησλ ακηλνμέσλ ζηα όξηα ηεο ηέηαξηεο θαη πέκπηεο 

δηακεκβξαληθήο πεξηνρήο κε ηνλ δεύηεξν εμσθπηηάξην βξόγρν (EL2) ηνπ CRF1, 

ζεκαληηθό ξόιν ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ πξέπεη επίζεο λα παίδεη ν ίδηνο ν 

βξόγρνο απηόο. Ζ ππόζεζε καο απηή βαζίζηεθε ζε κηα κειέηε ζηελ νπνία 

βξέζεθε όηη  θαηά ηε δέζκεπζε ηεο ζνβαγίλεο ζηνλ CRF1 ην ακηλνμύ Lys257 ηνπ 

EL2 ηνπ ππνδνρέα βξίζθεηαη πνιύ θνληά ζηε δεζκεπκέλε ζνβαγίλε [196]. Όκσο 

ζηε κειέηε απηή δελ πξνζδηνξίζηεθαλ νη αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ ακηλνμέσλ 

ηνπ πεπηηδίνπ θαη ηνπ ππνδνρέα. Σα παξαπάλσ νδήγεζαλ ζηελ ππόζεζε όηη ε 

ζνβαγίλε πξέπεη λα αιιειεπηδξά κε ηε Lys257 ή/θαη ηα γεηηνληθά ηεο ακηλνμέα. 
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Γηα λα επαιεζεύζνπκε ηελ ππόζεζε απηή θαη λα πξνζδηνξίζνπκε ηα ακηλνμέα 

εθείλα ηνπ EL2 ηνπ CRF1 πνπ δεζκεύνπλ ηε ζνβαγίλε θαζώο θαη άιια πεπηίδηα 

ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF αληηθαηαζηήζακε όια ηα ακηλνμέα ηεο πεξηνρήο απηήο 

ηνπ ππνδνρέα, έλα ηελ θάζε θνξά, κε αιαλίλε θαη πξνζδηνξίζακε ηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηεο ζνβαγίλεο, ηνπ CRF θαη άιισλ ζπγγελώλ αλαιόγσλ ηνπο γηα ηνλ 

άγξην ηύπν CRF1 θαη ηνπο κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο θαζώο θαη ηελ ηζρύ κε ηελ 

νπνία ηα πεπηίδηα απηά δηέγεηξαλ ηε παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ ζε θύηηαξα πνπ 

εθθξάδαλε ηνπο παξαπάλσ ππνδνρείο.   

 Αληηθαηάζηαζε κε αιαλίλε ησλ πεξηζζόηεξσλ από ηα ακηλνμέα ηνπ 

δεύηεξνπ εμσθπηηάξηνπ βξόγρνπ ηνπ ππνδνρέα CRF1 (από ηε ιεπθίλε ζηε ζέζε 

251 έσο ηε ιεπθίλε ζηε ζέζε 257 θαη  από ηε γιπθίλε ζηε ζέζε 261 έσο ηε 

πξνιίλε ζηε ζέζε 275), δελ επεξέαζε ζεκαληηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο 

ζνβαγίλεο θαζώο θαη ηελ ηζρύ κε ηελ νπνία δηέγεηξε ηε παξαγσγή θπθιηθνύ AMP 

ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνλ CRF1. Σν απνηέιεζκα απηό νδεγεί ζην 

ζπκπέξαζκα όηη ηα ακηλνμέα 251-257 θαη 261-266 δελ δεζκεύνπλ ηε  ζνβαγίλε. 

Αλάκεζα ζηα ακηλνμέα απηά είλαη θαη ε Lys257 ε νπνία έρεη βξεζεί ζε 

πξνεγνύκελε κειέηε όηη βξίζθεηαη ζε πνιύ κηθξή απόζηαζε από ηε δεζκεπκέλε 

κε ηνλ CRF1, ζνβαγίλε [196]. Απηό ζε ζπλδπαζκό κε ηα απνηειέζκαηα καο 

νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα όηη ε Lys257 αλ θαη είλαη ηνπνζεηεκέλε κεηαμύ ηεο 

ζνβαγίλεο θαη ηνπ ππνδνρέα, εληνύηνηο δελ ζπλεηζθέξεη ζεκαληηθά ζηελ ελέξγεηα 

δέζκεπζεο ηεο. Σν γεγνλόο απηό ζπκβαδίδεη κε ηηο κειέηεο ησλ Clackson θαη 

Wells (1995), πάλσ ζηε δνκή  ηνπ ζπκπιέγκαηνο ηεο απμεηηθήο νξκόλεο θαη ηνπ 

ππνδνρέα ηεο, νη νπνίεο βξήθαλ όηη κόλν έλα κηθξό πνζνζηό ησλ ακηλνμέσλ πνπ 

βξίζθνληαη ζηελ επηθάλεηα επαθήο κεηαμύ ηνπ ζπκπιέγκαηνο πξόζδεκα / 

ππνδνρέαο ζπκβάιεη ζεκαληηθά ζηελ νιηθή ελέξγεηα δέζκεπζεο[257].  

 ε αληίζεζε κε ηα ακηλνμέα 251-257 θαη 261-266, ε κεηάιιαμε ζε αιαλίλε 

ησλ Σrp259 (W259A) θαη Phe260 (F260A) ηνπ EL2 ηνπ CRF1, κείσζε ζεκαληηθά 

ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο θαη ηελ ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο. ΟΗ κεηαιιάμεηο απηέο δελ 

θάλεθε λα έρνπλ ηξνπνπνηήζεη ηε ζηεξενδηακόξθσζε ηνπ CRF1 γηαηί δελ 

επεξέαζαλ ζεκαληηθά ηηο ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο ηεο αζηξεζίλεο, θαη ηεο 
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αληαιαξκίλεο, νη νπνίεο δεζκεύνληαη ζε πεξηνρέο ηνπ CRF1 δηαθνξεηηθέο από ηνλ 

EL2 [190, 192, 195].  

Σα παξαπάλσ απνηειέζκαηα νδεγνύλ ζην ζπκπέξαζκα όηη νη κεηαιιάμεηο 

W259A θαη F260A πηζαλόλ κείσζαλ (άκεζα) ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο θαη ηζρύ 

ηεο ζνβαγίλεο, θαηαξγώληαο αιιειεπηδξάζεηο κε ην πεπηίδην, θαη όρη έκκεζα 

κέζσ θάπνηαο αιιαγήο ζηε ζηεξενδηακόξθσζε ηνπ ππνδνρέα.  Ζ πηζαλόηεηα 

απηή εληζρύεηαη από ην γεγνλόο όηη ηα Σrp259 θαη Phe260 είλαη ηνπνζεηεκέλα 

κόλν 1-2 ακηλνμέα καθξηά από ηε Lys257 ε νπνία έρεη δεηρζεί όηη βξίζθεηαη θνληά 

ζηε ζνβαγίλε όηαλ απηή είλαη δεζκεπκέλε ζηνλ ππνδνρέα [196]. Δπηπξόζζεηα, 

ζε κειέηεο πνπ έρνπλ γίλεη, έρεη βξεζεί όηη κόλν ιίγεο από ηηο αιιειεπηδξάζεηο 

κεηαμύ ππνδνρέσλ θαη πξνζδεηώλ ηνπο παίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζήο ηνπο θαη απηέο είλαη κεηαμύ πδξόθνβσλ ακηλνμέσλ, όπσο ε Trp θαη ε 

Phe [257, 258]. Σα απνηειέζκαηα ηεο παξνύζαο κειέηεο είλαη επίζεο ζε 

ζπκθσλία κε πξνεγνύκελεο κειέηεο ζε δηαθνξεηηθνύο GPCRs, ζηηο νπνίεο έρεη 

δεηρζεί όηη ν δεύηεξνο εμσθπηηάξηνο βξόγρνο παίδεη ζεκαληηθό ξόιν ζηε 

δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ [175, 252, 259-262]. Παξόκνηα κε ηε ζνβαγίλε, νη 

κεηαιιάμεηο W259A θαη F260A ειάηησζαλ ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο θαη ηζρύ ηνπ 

CRF, θαλεξώλνληαο έηζη έλα θνηλό ξόιν ησλ δύν απηώλ ακηλνμέσλ ηνπ CRF1 

ζηε δέζκεπζε δηάθνξσλ πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF, απνηειώληαο 

πηζαλόλ ζέζεηο δέζκεπζεο γηα όια απηά. 

 

Δπίδξαζε ησλ W259A θαη F260A κεηαιιάμεσλ ζηε θπηηαξηθή 

ζεκαηνδόηεζε ηνπ CRF 

 

Δλώ νη κεηαιιάμεηο W259A θαη F260A ειάηησζαλ ζεκαληηθά ηε 

θαηλνκεληθή πςειή ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ CRF  γηα ηνλ CRF1 εληνύηνηο δελ 

επεξέαζαλ ηελ ηθαλόηεηα ηνπ (ηζρύ θαη κέγηζην απνηέιεζκα) λα δηεγείξεη ην 

έλδπκν ηεο αδελπινθπθιάζεο ζε θύηηαξα πνπ εθθξάδαλε ηνλ ππνδνρέα απηόλ. 

Σν απνηέιεζκα απηό πηζαλόλ νθείιεηαη ζην όηη ν CRF1, όπσο νη άιινη GPCRs, 

(ζην πην απιό ζελάξην) βξίζθεηαη ζε δύν δηαθνξεηηθέο ζηεξενδηακνξθώζεηο πνπ 

δεζκεύνπλ ηνλ CRF κε πςειή ζπγγέλεηα, ηηο  R1* θαη  R2*  θαη νη νπνίεο 
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δηεγείξνπλ ηνπιάρηζηνλ δύν δηαθνξεηηθέο ζεκαηνδνηηθέο νδνύο, ηελ Gs-cAMP θαη 

ηελ Gx-X (όπνπ Υ κηα ζεκαηνδνηηθή νδόο δηαθνξεηηθήο εθείλεο ηνπ cAMP) , 

αληίζηνηρα (Δηθόλα 7) [234, 263-270]. Ζ ηθαλόηεηα ηνπ CRF1 λα δηεγείξεη 

δηαθνξεηηθέο ζεκαηνδνηηθέο νδνύο κε δηαθνξεηηθό ηξόπν έρεί ήδε αλαθεξζεί ζε 

πξνεγνύκελεο κειέηεο [134, 142, 144-146, 271-273].  

Μεηάιιαμε ησλ Σrp259 θαη Phe260 ζε αιαλίλε πηζαλόλ κείσζε  ηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ CRF γηα ηελ R2* , ρσξίο όκσο λα επεξεάδεηαη ε 

ζπγγέλεηα ηνπ πεπηηδίνπ γηα ηελ R1* θαη θαη ‟επέθηαζε ε ηζρύ κε ηελ νπνία απηό 

δηέγεηξε ηηο Gs-πξσηείλεο θαη έηζη ηε παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ. Όκσο ζε 

αληίζεζε κε ηελ ηζρύ δηέγεξζεο παξαγσγήο θπθιηθνύ ΑΜΡ, νη κεηαιιάμεηο 

W259A θαη F260A ειάηησζαλ ηε θαηλνκεληθή πςειή ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ 

CRF, ε νπνία απαξηίδεηαη από  ηηο επηκέξνπο ζπγγέλεηεο γηα ηηο θαηαζηάζεηο R1* 

θαη R2*, ιόγσ ηεο κείσζεο ηεο ζπγγέλεηαο ηνπ πεπηηδίνπ γηα ηελ R2*.  Παξόκνηα 

πξνεγνύκελεο κειέηεο ζε δηαθνξεηηθνύο GPCRs έρνπλ δείμεη όηη δηάθνξεο 

κεηαιιάμεηο ησλ ππνδνρέσλ κπνξνύλ λα ηξνπνπνηήζνπλ δηαθνξεηηθέο 

ζεκαηνδνηηθέο νδνύο πνπ δηεγείξνληαη από ηνπο ππνδνρείο απηνύο κε 

δηαθνξεηηθό ηξόπν [274-280]. 

Σα παξαπάλσ θαλεξώλνπλ όηη ε αιιειεπίδξαζε ηνπ CRF κε ηα ακηλνμέα 

Σrp259 θαη Phe260 ηνπ EL2  ηνπ CRF1 δελ είλαη απαξαίηεηε γηα ηε δηέγεξζε 

παξαγσγήο θπθιηθνύ ΑΜΡ. Αληίζεηα ε δηέγεξζε ηεο θπηηαξηθήο απηήο 

ζεκαηνδνηηθήο νδνύ ζρεηίδεηαη άκεζα κε ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ Σrp259 θαη 

Phe260 κε ηε ζνβαγίλε, αθνύ θαηάξγεζε ηεο αιιειεπίδξαζεο απηήο (κε 

κεηάιιαμε ησλ ακηλνμέσλ απηώλ ζε αιαλίλε) ειάηησζε ζεκαληηθά ηελ ηζρύ ηεο 

ζνβαγίλεο λα δηεγείξεη ηε παξαγσγή θπθιηθνύ ΑΜΡ.   

Βάζεη ησλ παξαπάλσ ηα Σrp259 θαη Phe260 ζα κπνξνύζαλ λα ελεξγήζνπλ 

ζαλ κνξηαθνί  δηαθόπηεο πνπ λα επηηξέπνπλ ζηνλ ππνδνρέα λα δηεγείξεη 

δηαθνξεηηθνύο θπηηαξηθέο ζεκαηνδνηηθέο νδνύο όηαλ ν ππνδνρέαο δηεγείξεηαη 

από δηαθνξεηηθά πεπηίδηα. Πξνεγνύκελεο κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη ν CRF1 έρεη 

ηελ ηθαλόηεηα λα δηεγείξεη δηαθνξεηηθέο θπηηαξηθέο ζεκαηνδνηηθέο νδνύο κε 

δηαθνξεηηθό ηξόπν όηαλ απηόο δηεγείξεηαη από δηαθνξεηηθά πεπηίδηα [145, 148, 

271].  
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Δικόνα 7. ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε κνληέινπ ζην νπνίν ν CRF1 ππάξρεη ζε 

δηαθνξεηηθέο δνκηθέο-ελεξγεηαθέο θαηαζηάζεηο  ηνπ, όπσο εθείλσλ ησλ αλελεξγώλ 

κνξθώλ ηνπ (R, R1 θαη R2) θαη ησλ ελεξγώλ ηνπ (R1* θαη R2*) ζε ειεύζεξε κνξθή 

θαη δεζκεπκέλσλ κε έλα αγσληζηή (Α), εθ ησλ νπνίσλ κόλν νη ηειεπηαίεο κπνξνύλ 

λα δηεγείξνπλ δηαθνξεηηθέο  G-πξσηείλεο (Gs, GX) θαη έηζη λα ηξνπνπνηήζνπλ ηε 

δξαζηεξηόηεηα δηαθνξεηηθώλ θπηηαξηθώλ ζεκαηνδνηηθώλ νδώλ  (cAMP θαη Υ). Γηα 

απινύζηεπζε δελ αλαπαξηζηάλνληαη όιεο νη θαηαζηάζεηο ηνπ ππνδνρέα πνπ 

ππάξρνπλ θαη ζπκπιεξώλνπλ ζεξκνδπλακηθά ην κνληέιν απηό.   

 

 

 Αιιειεπίδξαζε ησλ ακηλνμέσλ 9-11 ηνπ CRF θαη ησλ αληίζηνηρσλ ηεο 

ζνβαγίλεο κε ηα Σrp259 θαη Phe260 ηνπ CRF1 

 

 Με ζθνπό ην πξνζδηνξηζκό ησλ ακηλνμέσλ ηεο ζνβαγίλεο θαη ηνπ CRF ηα 

νπνία αιιειεπηδξνύλ κε ηα ακηλνμέα Σrp259 θαη Phe260 ηνπ CRF1, 

πξνζδηνξίζακε ηηο ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο ζηνλ άγξην ηύπν θαη ζηνπο 

κεηαιιαγκέλνπο ππνδνρείο W259A θαη F260A δηαθόξσλ ηξνπνπνηεκέλσλ 

πεπηηδίσλ ηνπ CRF θαη ηεο ζνβαγίλεο ηα νπνία έρνπλ πξνθύςεη από απαινηθή 

δηαθόξσλ ηκεκάησλ ηνπ ακηλνηειηθνύ ηνπο άθξνπ (δεκηνπξγώληαο έηζη ηα 

πεπηίδηα, αζηξεζίλε, ζνβαγίλε(11-40), άιθα-ειηθνεηδή CRF(9-41) θαη 

 R2            R2 Α         R2* Α         R2*ΑGΧ        Χ            

  R               

R1           R1 Α         R1* Α         R1*ΑGs        cAMP 
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ζνβαγίλε(8-40) (εηθόλα 5)). Από ηα απνηειέζκαηα ηεο ζπγγέλεηαο κε ηελ νπνία ν 

άγξηνο ηύπνο CRF1 θαη νη W259A θαη F260A, δέζκεπαλ ηα πεπηίδηα απηά, 

θαηαιήγνπκε ζην ζπκπέξαζκα όηη γεληθά ε ηξππηνθάλε ζηε ζέζε 259 θαη/ή 

θαηλπιαιαλίλε ζηε ζέζε 260, αιιειεπηδξνύλ κε ην ακηλνηειηθό ηκήκα ησλ 

πεπηηδίσλ, ην νπνίν αληηζηνηρεί ζηα ακηλνμέα 8 έσο 10 θαη 9 έσο 11 γηα ηε 

ζνβαγίλε θαη ηνλ CRF αληίζηνηρα, θαη ην νπνίν δηαηεξείηαη ζε κεγάιν βαζκό, 

αλάκεζα ζηελ νηθνγέλεηα ησλ πεπηηδίσλ ηνπ CRF (εηθόλα 5). Όκσο αθόκα θαη 

ζηε πεξίπησζε πνπ νη πεξηνρέο απηέο ησλ CRF θαη ζνβαγίλεο αιιειεπηδξνύλ κε 

άιια ακηλνμέα ηνπ CRF1 δηαθνξεηηθά από ηα Σrp259 θαη Phe260, πάιη απηέο 

παίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηε δέζκεπζε ησλ πεπηηδίσλ, ηνπνζεηώληαο απηά ζηνλ 

ππνδνρέα κε ην πιένλ θαηάιιειν ηξόπν πνπ ηνπο επηηξέπεη λα 

αιιειεπηδξάζνπλ κε ηα Σrp259 θαη Phe260.  

 Άμηνλ πξνζνρήο είλαη όηη ελώ ε κεηάιιαμε F260A, κείσζε ηε ζπγγέλεηα 

δέζκεπζεο ηνπ άιθα-ειηθνεηδή CRF (9-41) απηή δελ είρε θακία επίδξαζε ζηε 

ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ αληίζηνηρνπ αλαιόγνπ ηεο ζνβαγίλεο, ηεο ζνβαγίλεο 

(8-40). Μηα πηζαλή εμήγεζε γηα ηα δηαθνξεηηθά απηά απνηειέζκαηα  ζα 

κπνξνύζε λα ήηαλ όηη ηα παξαπάλσ ηξνπνπνηεκέλα πεπηίδηα δεζκεύνληαη κε 

δηαθνξεηηθό ηξόπν ζηνλ CRF1. Παξόκνηα, νη δηαθνξεηηθέο ζπγγέλεηεο δέζκεπζεο 

κεηαμύ ηνπ άιθα ειηθνεηδή CRF (9-41), ηεο αζηξεζίλεο θαη ηνπ CRF, ζα 

κπνξνύζαλ επίζεο λα απνδνζνύλ ζην δηαθνξεηηθό ηξόπν δέζκεπζεο ηνπο ζηνλ 

CRF1. Πξνεγνύκελεο κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη ε πςειή ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ 

αγσληζηή CRF, νθείιεηαη ζε δύν δηαθνξεηηθέο νκάδεο αιιειεπηδξάζεσλ [191, 

192]. Ζ πξώηε νκάδα πεξηιακβάλεη ηε δέζκεπζε ηνπ ακηλνηειηθνύ άθξνπ ηνπ 

CRF ζηνπο εμσθπηηάξηνπο βξόγρνπο θαη ζηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο ηνπ 

ππνδνρέα, ελώ ε δεύηεξε πεξηιακβάλεη ηε δέζκεπζε ηνπ θαξβνμπηειηθνύ άθξνπ 

ηνπ CRF ζηελ εμσθπηηάξηα ακηλνηειηθή πεξηνρή (Ν-πεξηνρή) ηνπ CRF1. Ζ 

απαινηθή ησλ έληεθα πξώησλ ακηλνμέσλ ηνπ CRF (δεκηνπξγώληαο κε ηνλ ηξόπν 

απηό ηνλ αληαγσληζηή αζηξεζίλε) πηζαλό λα θαηήξγεζε ηε πξώηε νκάδα 

αιιειεπηδξάζεσλ (θαη ίζσο ηε ζεκαληηθόηεξε γηα ηε βηνινγηθή δξάζε ηνπ CRF) 

θαη επαλαηνπνζέηεζε ην πεπηίδην ζηνλ ππνδνρέα έηζη ώζηε λα δηαηεξεί ηελ 

πςειή ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηνπ, αιιά λα έρεη ράζεη ηελ ηδηόηεηα λα ελεξγνπνηεί 
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ηνλ CRF1 . Αληίζεηα, ε απαινηθή νξηζκέλσλ, αιιά όρη όισλ, από ηα πξώηα 

έληεθα ακηλνηειηθά ακηλνμέα ηνπ CRF (δεκηνπξγώληαο κε ηνλ ηξόπν απηό ην 

κεξηθό αγσληζηή, άιθα-ειηθνεηδή CRF(9-41)) πηζαλό λα θαηήξγεζε κέξνο ησλ 

αιιειεπηδξάζεσλ ηεο πξώηεο νκάδαο κε ηηο ελαπνκείλαληεο λα ηνπνζεηνύλ ην 

πεπηίδην ζηνλ CRF1 κε ηέηνην ηξόπν (πνιύ πηζαλόλ δηαθνξεηηθό από εθείλνλ ηνπ 

CRF) ώζηε λα δεζκεύεηαη κε κηθξόηεξε ζπγγέλεηα θαη λα έρεη ηδηόηεηεο κεξηθνύ 

αγσληζηή. Ζ έλλνηα όηη δηαθνξεηηθά πεπηίδηα ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF 

δεζκεύνληαη κε δηαθνξεηηθό ηξόπν ζηνλ CRF1, έρεη επίζεο πξνηαζεί θαη ζε 

πξνεγνύκελε κειέηε, ζηελ νπνία νη θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο δηάθνξσλ 

πεπηηδίσλ, επεξεάζηεθαλ κε δηαθνξεηηθό ηξόπν από κεηαιιάμεηο ηνπ ππνδνρέα 

[188].  

 

Ζ ηαπηόρξνλε κεηάιιαμε ησλ Σrp259 θαη Phe260 ηνπ CRF1, επεξέαζε 

ζπλεξγηζηηθά ηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηεο ηνπ ππνδνρέα 

 

 Ζ ηαπηόρξνλε κεηάιιαμε ζε αιαλίλε ησλ Σrp259 θαη Phe260 ηνπ CRF1 

κείσζε ζπλεξγηζηηθά ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο θαη ηζρύ ηεο ζνβαγίλεο  θαζώο θαη 

ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο  ηνπ CRF, ζε ζρέζε κε ηηο απιέο κεηαιιάμεηο. 

Παξόκνηα, ηαπηόρξνλε κεηάιιαμε ζε αιαλίλε ησλ Ser203 θαη Ser204 ηνπ  β2 

αδξελεξγηθνύ ππνδνρέα κείσζε ζπλεξγηζηηθά (ζε ζρέζε κε ηηο απιέο 

κεηαιιάμεηο) ηε ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο επηλεθξίλεο [4]. Σα ακηλνμέα απηά ηνπ 

β2 αδξελεξγηθνύ ππνδνρέα βξέζεθαλ όηη ζπκκεηέρνπλ ζε έλα πιέγκα δεζκώλ 

πδξνγόλνπ, αιιειεπηδξώληαο θαη ηα δύν ηαπηόρξνλα κε ηελ ρεκηθή νκάδα, mOH 

ηεο επηλεθξίλεο [4]. Έηζη αληίζηνηρα κε ηνλ β2 αδξελεξγηθό ππνδνρέα ηα 

πδξόθνβα Trp259 θαη Phe260 ηνπ CRF1 ζα κπνξνύζαλ λα ζπκκεηέρνπλ ζε έλα 

πιέγκα πδξόθνβσλ δεζκώλ κεηαμύ ππνδνρέα θαη πεπηηδίσλ, αιιειεπηδξώληαο 

ηαπηόρξνλα κε ηε Leu10 ησλ πεπηηδίσλ, ε νπνία είλαη ην κνλαδηθό πδξόθνβν 

ακηλνμύ ζηε (ζεκαληηθή γηα αιιειεπίδξαζε κε ηα Trp259 θαη Phe260) πεξηνρή 

ακηλνμέσλ 9-11 ηνπ CRF (θαη ζηελ αληίζηνηρε ηεο ζνβαγίλεο)  
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Γεληθό ζπκπέξαζκα 

 

 πκπεξαζκαηηθά, ζηελ παξνύζα εξγαζία κειεηήζεθε δηεμνδηθά ε δνκή θαη 

ιεηηνπξγία ηνπ CRF1 θαη πξνζδηνξίζηεθαλ αξθεηέο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ 

πεπηηδίσλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ CRF θαη ηνπ ππνδνρέα απηνύ, ζέηνληαο έηζη ηηο 

βάζεηο γηα κειινληηθέο κειέηεο πνπ ζα νδεγήζνπλ ζην ζρεδηαζκό κνξηαθώλ 

κνληέισλ ηνπ CRF1 κε ή ρσξίο ηα πεπηίδηα δεζκεπκέλα ζε απηόλ. Σα κνξηαθά 

απηά κνληέια ζα δώζνπλ εμαηξεηηθά ζεκαληηθή ώζεζε ζην ζρεδηαζκό θαη 

ζύλζεζε λέσλ βειηησκέλσλ CRF1 αλαιόγσλ πνπ ζα εληζρύζνπλ ην 

θαξκαθεπηηθό νπινζηάζην ελαληίνλ πνιιώλ παζνθπζηνινγηθώλ θαηαζηάζεσλ 

ζηηο νπνίεο εκπιέθεηαη ν CRF1, όπσο  άγρνο, θαηάζιηςε, θαξθίλνο θαη άιιεο.  
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