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Εξώφυλλο: Το πράσινο δοµικό µοντέλο απεικονίζει την στερεοδοµή του µ-οπιοειδούς υποδοχέα 

αρουραίου στην ενεργή διαµόρφωση (προσδεδεµένος µε αγωνιστή), ενώ το κόκκινο µοντέλο 

στην ανενεργή διαµόρφωση (προσδεδεµένος µε ανταγωνιστή) του ίδιου υποδοχέα (Fowler et 

al., 2004 α,β). Το σύνθετο δοµικό µοντέλο στη µέση απεικονίζει την κρυσταλλική δοµή της 

RGS περιοχής της RGS4 πρωτεΐνης (4Box) σε σύµπλοκο µε την Giα1 που έχει προσδέσει 

GDP-AlF4
-
 (Tesmer et al., 1997) 
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Πρόλογος 
 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή πραγµατοποιήθηκε κατά το χρονικό διάστηµα 

2002-2008 στο εργαστήριο Κυτταρικής Σηµατοδότησης και Μοριακής Φαρµακολογίας 

του Ινστιτούτο Βιολογίας του Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «∆ηµόκριτος» υπό την επίβλεψη της 

∆ιευθύντριας Ερευνών ∆ρ. Ζ. Γεωργούση. Ο υποφαινόµενος υποστηρίχθηκε από το 

Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «∆ηµόκριτος» µε εσωτερική υποτροφία τεσσεράµισι χρόνων µετά από 

διαγωνισµό. Η µελέτη χρηµατοδοτήθηκε από την Γ.Γ.Ε.Τ. µέσω των προγραµµάτων 

ENTER και ΠΡΑΞΕ, από διακρατικά προγράµµατα Ελλάδας-Πολωνίας και Ελλάδας-

Ιταλίας, καθώς και από το ευρωπαϊκό πρόγραµµα «Normolife» (LSHC-CT2006-037733) 

της Ζ.Γ. 
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Γεωργούση για την επιλογή του θέµατος και την καθοδήγησή της όλα αυτά τα χρόνια 

στη διάρκεια της παρούσας διατριβής. Η επιστηµονική της βοήθεια και κρίση υπήρξε 

πολύτιµη και σηµαντική για την επιτυχή έκβαση αυτής της µελέτης και τη συγγραφή της 

διδακτορικής διατριβής, και οι συµβουλές της καθοριστικές για την περαιτέρω εξέλιξή 

µου ως επιστήµονας. 

Ευχαριστώ, επίσης, τα µέλη της τριµελούς συµβουλευτικής επιτροπής Καθηγητή Ε. 

Φραγκούλη και Αναπληρώτρια Καθηγήτρια ∆. Βασιλακοπούλου για την εύρυθµη και 

απρόσκοπτη παρακολούθηση της προόδου της διατριβής µου, καθώς και τους Καθηγητές 

Κ. Ιατρού, Σ. Ευθυµιόπουλο, ∆. Σίδερη, Σ. Χαµόδρακα για τη συµµετοχή τους στην 

εξεταστική επιτροπή. 

Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω µέσα από την καρδιά µου τους συναγωνιστές και 

συναδέλφους µου σε αυτήν την προσπάθεια: Τη Γ. Μαζαράκου και την Ε. Μώρου που 

µε βοήθησαν καταλυτικά και αφειδώς στα πρώτα βήµατα και για πολύ χρόνο µετά. Η 

προσφορά τους και φιλία τους προς εµένα ήταν και εξακολουθεί να είναι ανεκτίµητη. 

Τους ανθρώπους που συµπορεύθηκαν µαζί µου για πολύ καιρό, Ειρήνη Γεωργαντά και 

Μ. Παπακωνσταντίνου, Α. Αγάλου, ∆. Φούρλα. Τους θεωρώ πλέον αναπόσπαστο 

κοµµάτι της ζωής µου. Τους ανθρώπους που πέρασαν από το εργαστήριο, αλλά δεν 

πρόκειται να ξεχάσω, Μ. Σαρρή, Φ. Νικολό, Ε. Μερκούρη, Ν. Μπαλατσό, Θ. Τέλη. Τους 

υποψήφιους συνδιδάκτορες (πρώην και νυν) και τους συνεργάτες από το Ινστιτούτου 

Βιολογίας, η φιλία και η παρέα των οποίων ήταν και συνεχίζει να είναι πολύτιµη. Τα 

µέλη της εσωτερικής επιτροπής παρακολούθησης της υποτροφίας µου στο «∆ηµόκριτο» 

και ιδιαιτέρως τον ∆ρ. L. Swevers για την πολύτιµη επιστηµονική βοήθειά του. 

Θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαίτερα και να εκφράσω τη βαθειά µου ευγνωµοσύνη 

στη µητέρα µου Αγγελική και στην αδερφή µου Αλεξάνδρα για όλα εκείνα που µου 

προσέφεραν, για την αµέριστη αγάπη τους και την υποστήριξή τους, χωρίς να ζητούν 
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Συντµήσεις 
 

4Box: περιοχή RGS Box της RGS4 

AC: Adenylyl cyclase, αδενυλική κυκλάση 

ADP, ATP, AMP: adenosine diphosphate, triphosphate, monophosphate, διφωσφορική, 

τριφωσφορική, µονοφωσφορική αδενοσίνη 

AMF: µίγµα ιόντων F
-
, Cl

-
, Mg

+2
 (βλ. παράγραφο 2.3.4) 

APS: ammonium persulfate, υπερθειικό αµµώνιο 

AR, β2-, α2Α-, α1-: adrenergic receptor, αδρενεργικός υποδοχέας τύπου β2-, α2Α-, α1- 

AT-R: angiotensin receptor, υποδοχέας της αγγειοτενσίνης 

BB-R: bombesin receptor, υποδοχέας βοµβεσίνης 

βetaARK (ή βARK): β-adrenergic receptor kinase, κινάση του β-αδρενεργικού υποδοχέα 

BSA: Bovine serum albumin, αλβουµίνη ορού βοός 

BRET: bioluminescence resonance energy transfer 

cAMP: 3', 5'-cyclic adenosine monophosphate, κυκλική µονοφωσφορική αδενοσίνη 

CCK-R: cholocystokinin receptor, υποδοχέας της χολοκυστοκινίνης 

COS: CV-1 – simian – in Origin, carrying SV40 genetic material cells, νεφρικά κύτταρα πράσινου 

αφρικανικού πιθήκου 

D1-, D2-, D3-R: dopaminergic receptor, ντοπαµινεργικός υποδοχέας τύπου D1, D2, D3 

DAG: Diacyl glycerol, διάκυλο γλυκερόλη 

DAMGO: [D-Ala
2
, N-MePhe

4
, Gly-ol

5
]-enkephalin 

DEP: Disheveled/EGL-10/Pleckstrin domain 

DH: Dbl Homology domain, περιοχή οµόλογη µε την Dbl 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

δ-CT: δ-carboxyl tail, καρβοξυτελικό άκρο του δ-OR 

δ-i3L: δ-third intracellular loop, τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά του δ-OR 

δ-ΟR ή DOP: δ-opioid receptor, δ-οπιοειδής υποδοχέας 

DPDPE: [D-Pen
2
, D-Pen

5
]-enkephalin 

DSLET: [D-Ser
2
, Leu

5
]-enkephalin-Thr

6
 

DTT: Dithiothreitol, διθειοθρεϊτόλη 

EBP50/NHERF: Ezrin-radixin-moesin (ERM) binding protein 50/ Na
+
-H

+
 exchanger regulatory 

factor  

ECL: enhanced chemiluminesence, ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid  

EGF και EGFR: Epidermal growth factor και EGF receptor 

ERK: Extracellular signal-Regulated protein Kinase 

FBS: Fetal Bovine Serum, εµβρυϊκός ορός βοός 

FITC: Fluorescein isothiocyanate 

GAIP (ή RGS19): G alpha-interacting protein 

GAP: GTPase activating protein 

GASP: G protein-coupled receptor associated sorting protein 

GDI: Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor, αναστολέας της αποδέσµευσης νουκλεοτιδίων 

γουανίνης 

GDP, GTP: guanosine-5’-diphosphate, -triphosphate, διφωσφορική, τριφωσφορική γουανοσίνη 

GEF: guanine nucleotide exchange factor, παράγοντας ανταλλαγής νουκλεοτιδίων γουανίνης 

GFP: Green fluorescent protein, πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 

GGL: Gγ protein-like domain 

GIP: GPCR interacting proteins, πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τους GPCRs 

GIPC: GAIP Interacting Protein C-terminus 

GIRK ή Kir3 channel: G protein Inwardly-Rectifying potassium (K
+
) channel, κανάλι Κ

+
 

εσωτερικής ανόρθωσης που ενεργοποιείται από G πρωτεΐνες 

GoLoco: Gi/oα-Loco motif 
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GPCR: G protein coupled receptor, υποδοχέας που συζεύγνυται µε G πρωτεΐνες 

G protein: Guanine nucleotide binding protein, πρωτεΐνη που προσδένει νουκλεοτίδια γουανίνης 

GRK: G protein-coupled receptor kinase, κινάση των GPCRs 

GST: Glutathione S-transferase, S-τρανσφεράση της γλουταθεινόνης 

GTPγS: Guanosine 5’-Ο-(γ-thio) triphosphate 

HA: hemagglutinin, αιµαγλουτινίνη 

HEK293: Human embryonic kidney cells, κύτταρα εµβρυϊκού ανθρώπινου νεφρού 

HEPES: N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid 

HPR: Horseradish peroxidase 

IBMX: 3 Isobutyl-1-methylxanthine 

IP3: Inositol 1,4,5-triphosphate, τριφωσφορική ινοσιτόλη 

IPTG: Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

JNK: c-Jun N-terminal kinases 

κ-ΟR ή KOP: κ-opioid receptor, κ-οπιοειδής υποδοχέας 

LARG: Leukemia Associated RhoGEF 

LB: Lysogeny Broth (ή πιο γνωστό ως Luria-Bertani broth), θρεπτικό υλικό βακτηρίων 

LPA: lysophosphatidic acid, λυσοφωσφατιδικό οξύ 

mAChR: muscarinic acetylcholine receptor, µουσκαρινικός υποδοχέας της ακετυλοχολίνης 

MAPK:  Mitogen-activated protein kinase, πρωτεϊνικές κινάσες ενεργοποιούµενες από µιτογόνα 

MBP: Maltose binding protein 

µ-CT: µ-carboxyl tail, καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR 

µ-ΟR ή MOP: µ-opioid receptor, µ-οπιοειδής υποδοχέας 

NMS: Normal mouse serum, φυσιολογικός ορός ποντικού 

N-OR ή NOP ή ORL1: nociceptin opioid receptor ή opioid receptor-like 1 

NRS: Normal rabbit serum, φυσιολογικός ορός αρουραίου 

O.D.: Optical density, οπτική πυκνότητα 

PAGE: Polyacrylamide gel electrophoresis  

PAG: periaqueductal grey matter, περιϋδραγωγός φαιά ουσία 

PBS: Phosphate buffered saline 

PDZ: Post-synaptic density protein (PSD95)/ Drosophila disc large tumor suppressor (DlgA)/ Zonula 

occludens-1 protein (Zo-1) 

PH: Pleckstrin Homology domain, περιοχή οµόλογη µε την Pleckstrin 

PI-PLC: PhosphoInosite PLC, φωσφατιδικά ισοένζυµα της PLC 

PI3K: Phosphatidylinositol-3 kinase, κινάση 3 της φωσφατίδυλο-ινοσιτόλης 

PIP2: phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, 4,5-διφωσφορική φωσφατίδυλο-ινοσιτόλη 

PIP3: phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate, 3,4,5 τριφωσφορική φωσφατίδυλο-ινοσιτόλη 

PKA, PKC: Protein kinase A, C, πρωτεϊνική κινάση Α, C 

PKCI: protein kinase C-interacting protein, πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε την PKC 

PLC, PLD, PLA2: Phospholipase C, D, A2, φωσφολιπάση C, D, A2 

PMSF: Phenylmethylsulfonyl flyoride 

PTB: phospotyrosine-binding domain 

PTX: Bordetella pertussis toxin  

PVDF: Polyvinylidene difluoride 

RGS: Regulators of G protein Signaling, ρυθµιστές της σηµατοδότησης των G πρωτεϊνών 

RhoGEF: Ras homology GEF 

SDS: Sodium dodecyl sulphate 

SNX: Sorting nexin 

SPL: Spinohilin, σπινοφιλίνη 

SRF: Surface plasmon resonance 

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription 

TCA: Trichloroacetic acid, τριχλωροξικό οξύ 

TEMED: N,N,N’,N’- tetramethylethylenediamine 

Y2H: yeast two-hybrid screening (or system), σύστηµα δύο υβριδίων 
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Περίληψη 

 

 

«Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε υποδοχείς που συζεύγνυνται µε G 

πρωτεΐνες» 

 

Οι οπιοειδείς υποδοχείς ανήκουν στην υπεροικογένεια των υποδοχέων που 

συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες (GPCRs) και ρυθµίζουν µια ποικιλία φυσιολογικών 

αποκρίσεων στο νευρικό σύστηµα, κυριότερες από τις οποίες είναι η αναλγησία καθώς 

και η ανοχή και εξάρτηση σε ναρκωτικές ουσίες. Η σηµατοδότηση των οπιοειδών 

υποδοχέων γίνεται κυρίως µέσω αλληλεπίδρασης µε τις Gi/Go πρωτεΐνες και µια µεγάλη 

πρόκληση στη µελέτη της σηµατοδότησής τους είναι να ανακαλυφθεί ο τρόπος µε τον 

οποίο οι υποδοχείς αυτοί «επιλέγουν» µε ποιες συγκεκριµένες G πρωτεΐνες θα 

αλληλεπιδράσουν. Πέραν όµως από τη σύζευξη µε τις G πρωτεΐνες, βρέθηκε ότι οι 

οπιοειδείς υποδοχείς αλληλεπιδρούν και µε άλλες κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες, και οι 

αλληλεπιδράσεις αυτές βοηθούν στην εναρµόνιση της κυτταρικής σηµατοδότησης, στην 

ενδοκυτταρική κυκλοφορία των υποδοχέων από και προς τη µεµβράνη, στην 

απευαισθητοποίηση και αποικοδόµησή τους (Georgoussi, 2008). Προηγούµενες 

παρατηρήσεις του εργαστηρίου µας, έδειξαν ότι η τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά και το 

καρβοξυτελικό άκρο των υποδοχέων αυτών ευθύνονται για την αλληλεπίδραση µε τις G 

πρωτεΐνες και µε άλλες κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες (Merkouris et al., 1996, 

Georgoussi et al., 1997, Megaritis et al., 2000, Mazarakou and Georgoussi, 2005, 

Georganta et al., 2010). 

Στην πολυπλοκότητα της σηµατοδότησης των GPCRs πρωταγωνιστικό ρόλο βρέθηκε 

τα τελευταία χρόνια ότι παίζει µια νέα οµάδα πρωτεϊνών, οι RGS πρωτεΐνες (Regulators 

of G protein Signaling, ρυθµιστές της κυτταρικής σηµατοδότησης των G πρωτεϊνών). 

Κύριος ρόλος των RGS πρωτεϊνών είναι να συνδέονται µε τις Gα υποµονάδες και να 

επιταχύνουν το ρυθµό υδρόλυσης του GΤΡ, τερµατίζοντας τη µεταφορά του ερεθίσµατος 

από τους υποδοχείς στους τελεστές. In vitro πειράµατα πρόσδεσης µε τη χρήση ενός 

GST-χιµαιρικού πεπτιδίου που αντιπροσωπεύει το καρβοξυτελικό άκρο του µ- 
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οπιοειδούς υποδοχέα (µ-CT), έδειξαν ότι η RGS4 προσδένεται µε τον µ- οπιοειδή 

υποδοχέα (Georgoussi et al., 2006). 

Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν να εµβαθύνουµε περαιτέρω στις 

αλληλεπιδράσεις των µ- και δ- οπιοειδών υποδοχέων (µ-OR και δ-OR) µε την RGS4 

πρωτεΐνη και κυρίως να µελετήσουµε το ρόλο που παίζει η RGS4 στη σηµατοδότηση 

των οπιοειδών υποδοχέων. 

Για το λόγο αυτό, έγιναν πειράµατα µε τη χρήση GST- και MBP-χιµαιρικών 

πεπτιδίων του δ-OR, τα οποία απέδειξαν ότι η RGS4 προσδένεται επίσης στο 

καρβοξυτελικό άκρο του δ-OR (δ-CT) και στην τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά (δ-i3L) 

αυτού. Επιπλέον πειράµατα έδειξαν ότι οι Gα και Gβγ υποµονάδες των G πρωτεϊνών 

αλληλεπιδρούν µε το δ-CT και την δ-i3L, σε αντίθεση µε τον µ-OR που δεν προσδένει 

απευθείας τις Gα υποµονάδες στο µ-CT. Παράλληλα, in vitro πειράµατα πρόσδεσης 

έδειξαν, ότι η RGS4 πρωτεΐνη σχηµατίζει ένα ετεροτριµερές σύµπλοκο µε την Gα 

υποµονάδα (µ-CT – RGS4 – Gα) και προάγει την πρόσδεσή της Gα στο µ-CT 

λειτουργώντας ως ικρίωµα. Για να επιβεβαιώσουµε α) εάν η RGS4 αλληλεπιδρά µε τους 

µ- και δ-ORs σε ένα κυτταρικό σύστηµα και β) εάν επηρεάζεται από την ενεργοποίηση 

των υποδοχέων, χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα HEK293 που εκφράζουν σταθερά τον myc-

µ-OR ή τον flag-δ-OR. Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης παρουσία της HA-RGS4 

έδειξαν ότι η RGS4, όχι µόνο αλληλεπιδρά µε τους µ- και δ-OR, αλλά επίσης επιτρέπει 

στους µ-, δ-ORs να αλληλεπιδράσουν µε συγκεκριµένες Gα υποµονάδες, ανάλογα µε την 

κατάσταση ενεργοποίησης των υποδοχέων. Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι η RGS4 οδηγεί 

τους οπιοειδείς υποδοχείς να «επιλέξουν» µε ποιες G πρωτεΐνες θα αλληλεπιδράσουν, 

προάγοντας την εξειδίκευση στη σηµατοδότηση των υποδοχέων αυτών. Από την άλλη 

πλευρά, η in vitro αλληλεπίδραση των Gβγ υποµονάδων µε τα µ-, δ-CTs ενισχύεται 

παρουσία της RGS4 πρωτεΐνης, ενώ αντίθετα η πρόσδεση της RGS4 στα µ- και δ-CT 

µειώνεται παρουσία των Gβγ υποµονάδων. 

Λεπτοµερής χαρτογράφηση των περιοχών αλληλεπίδρασης των µ-, δ-CTs για 

εξεύρεση µιας συντηρηµένης περιοχής πρόσδεσης, µε τη χρήση GST-χιµαιρικών 

ελλειµµατικών τµηµάτων, έδειξε ότι η RGS4 προσδένεται στο συντηρηµένο τµήµα 

κοντά στην έβδοµη διαµεµβρανική περιοχή (DENFKRCFRXXC), που θεωρείται ότι 

δηµιουργεί µια όγδοη έλικα. Επιπλέον πειράµατα έδειξαν ότι και το «ζευγάρι» RGS4-Gα 
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προσδένεται στο συντηρηµένο τµήµα των µ-CT και δ-CT, ενώ η περιοχή C337-A372 του 

δ-CT διαθέτει µια επιπλέον θέση πρόσδεσης για το ίδιο σύµπλοκο. Πειράµατα µε χρήση 

µεταλλαγµένων µορφών της RGS4 (∆ΝRGS4, 4Box) έδειξαν ότι το αµινοτελικό άκρο 

της RGS4 είναι υπεύθυνο για τη πρόσδεσή της στα µ- και δ-CT, ενώ η περιοχή 4Box 

προσδένεται στο µ-CT µόνο παρουσία της Gα υποµονάδας. 

Όσον αφορά στη λειτουργική επίδραση της RGS4 στους οπιοειδείς υποδοχείς, 

διαπιστώθηκε ότι η RGS4 α) µειώνει την αναστολή της αδενυλικής κυκλάσης, 

αυξάνοντας τα ποσοστά του διαθέσιµου κυκλικού AMP και β) αναστέλλει τη 

φωσφορυλίωση των ERK κινασών. Για αυτές τις λειτουργικές επιδράσεις ευθύνεται το 

αµινοτελικό άκρο της RGS4. Μελέτες συνεστιακής µικροσκοπίας έδειξαν επίσης ότι η 

RGS4-GFP εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα και τον πυρήνα των κυττάρων, και ότι οι µ-, 

δ-ORs συνεντοπίζονται µε την RGS4 στη µεµβράνη και το κυτταρόπλασµα µετά από 

ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων. 

Έχουν ήδη αναφερθεί µελέτες µε στοχευµένη αποσιώπηση της RGS4 σε 

συγκεκριµένες περιοχές του εγκεφάλου πειραµατόζωων που δείχνουν αύξηση στην 

ανταµοιβή και στη φυσική εξάρτηση µετά από χορήγηση µορφίνης. Συνεπώς, µπορούµε 

να θεωρήσουµε ότι η RGS4 αποτελεί έναν σηµαντικό φαρµακολογικό στόχο για την 

επιλεκτική παρέµβαση στα σηµατοδοτικά µονοπάτια των οπιοειδών υποδοχέων, ώστε να 

ρυθµίζεται η δραστικότητα, η εξειδίκευση και η διάρκεια της δράσης των οπιοειδών  

προσδετών και να αποτρέπονται οι αρνητικές επιδράσεις της ανοχής και της εξάρτησης. 

Τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής µάς οδηγούν στο συµπέρασµα ότι όντως, η 

RGS4 πρωτεΐνη, είναι ένα νέο µόριο-κλειδί για την ρύθµιση της σηµατοδότησης των 

οπιοειδών υποδοχέων, που εµπλέκεται στην εξειδίκευση της µετάδοσης του σήµατος από 

αυτούς και στην ενεργοποίηση των τελεστών τους. 

 

 

 

Λέξεις-κλειδία: Οπιοειδείς υποδοχείς, RGS πρωτεΐνες, αλληλεπίδραση πρωτεϊνών, 

πρωτεϊνικά σύµπλοκα, εξειδίκευση σηµατοδότησης 
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Summary 

 

 

“Functional protein interactions with G protein coupled receptors” 

 

Opioid receptors belong to the superfamily of G protein coupled receptors (GPCRs) 

and regulate analgesia and tolerance-dependence to narcotic drugs. A new family of 

proteins, RGS proteins (Regulators of G protein Signalling), are involved in the 

signalling of GPCRs by accelerating the rate of GTP hydrolysis from Gα subunits, thus 

terminating signal transduction. The aim of the research was to study the interactions of 

µ- and δ-opioid receptors (µ-OR, δ-OR) with RGS4 protein and the role of RGS4 in 

receptor signalling. In vitro pulldown experiments using GST-/MBP-fusion peptides 

demonstrated that RGS4 binds to the third intracellular loop and the conserved region of 

the carboxyl tails of opioid receptors (µ-CT, δ-CT). RGS4 functions as a scaffold protein 

and promotes the binding of Gα subunit to the µ-CT, forming a RGS4–Gα–µ-CT ternary 

complex. Co-immunoprecipitation experiments showed that RGS4 promotes interaction 

of µ-OR, δ-OR with specific Gα subunit subtypes, depending on receptor activation. 

Functional experiments demonstrated that RGS4 a) increases intracellular cAMP 

accumulation by reducing opioid receptor adenyl cyclase inhibition, b) inhibits ERK 

phosphorylation, c) colocalizes with activated receptors. The N terminal of RGS4 is 

responsible for the protein’s functional activity. The results of this study indicate that 

RGS4 protein is a key element for the regulation and specificity of opioid receptor 

signalling. 

 

 

 

 

Keywords: Opioid receptors, RGS proteins, protein interaction, protein complexes, 

signalling specificity 
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1.1 Οπιοειδείς υποδοχείς 

 

Οι οπιοειδείς υποδοχείς είναι µεµβρανικοί υποδοχείς που ανήκουν στην οικογένεια Α 

της υπεροικογένειας των υποδοχέων που συνδέονται µε G πρωτεΐνες (G protein coupled 

receptors, GPCRs ή αλλιώς επταελικοειδείς υποδοχείς, 7-TM) (Corbett et al., 2006). Οι 

οπιοειδείς υποδοχείς ενεργοποιούνται από µια πλειάδα χηµικών µορίων όπως ενδογενή 

οπιοειδή, διάφορα οπιοειδή πεπτίδια και αλκαλοειδή (φυσικά ή συνθετικά) και 

λαµβάνουν µέρος σε µια ποικιλία φυσιολογικών λειτουργιών στο νευρικό σύστηµα εκ 

των οποίων κυριότερη είναι η αναλγησία, είναι δε υπεύθυνοι τόσο για τις ευεργετικές 

όσο και για τις δυσµενείς επιδράσεις που προκαλούν τα οπιοειδή στον οργανισµό. 

Εντοπίζονται σε πολλές περιοχές του εγκεφάλου, όπως στα κέντρα του πόνου, της 

µνήµης και της µάθησης, αλλά και σε άλλες περιοχές του κεντρικού νευρικού 

συστήµατος, ενώ έχουν εντοπιστεί και στον γαστρεντερικό σωλήνα. Οι οπιοειδείς 

υποδοχείς συζεύγνυνται κυρίως µε τις Gi/Go πρωτεΐνες και κύριο αποτέλεσµα της 

αλληλεπίδρασης αυτής είναι η καταστολή της ενεργότητας της αδενυλικής κυκλάσης 

(adenylyl cyclase, AC), και κατά συνέπεια η µείωση των επιπέδων του κυκλικού AMP 

(cAMP) στο κύτταρο (Standifer and Pasternak, 1997). Πέραν όµως αυτής της 

λειτουργίας οι οπιοειδείς υποδοχείς παίζουν ρόλο και στη ρύθµιση πληθώρας 

διαφορετικών µονοπατιών κυτταρικής σηµατοδότησης όπως είναι η ενεργοποίηση της 

φωσφολιπάσης C (phospholipase C, PLC), των πρωτεϊνικών κινασών ενεργοποιούµενων 

από µιτογόνα (mitogen-activated protein kinases - MAPKs) αλλά και ιοντικών καναλιών 

Κ
+
 και Ca

+2
 (Standifer and Pasternak, 1997, Law et al., 1999, Law et al., 2000, Corbett et 

al., 2006). 

 

1.1.1 Υπότυποι οπιοειδών υποδοχέων 

Μοριακές και φαρµακολογικές µελέτες έχουν ταξινοµήσει τους οπιοειδείς υποδοχείς 

σε τρεις κύριους υποτύπους, τους µ-, δ- και  κ- (Lord et al., 1977, Martin et al., 1979, 

Standifer and Pasternak, 1997, Bockaert and Pin, 1999, Law et al., 1999, Law et al., 

2000, Waldhoer et al., 2004, Corbett et al., 2006). Η κλωνοποίηση τεσσάρων γονιδίων, 

που εντοπίστηκαν σε διαφορετικά χρωµοσώµατα, επιβεβαίωσε την ύπαρξη των τριών 



 

Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε υποδοχείς που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες 

 

 3 

αυτών υποτύπων και έδειξε την ύπαρξη ενός επιπλέον νέου υποτύπου. Έτσι οι οπιοειδείς 

υποδοχείς ταξινοµούνται πλέον σε τέσσερις βασικούς υποτύπους ανάλογα κυρίως µε τον 

πρώτο προσδέτη που βρέθηκε για τον καθένα, τον µ-οπιοειδή υποδοχέα ή µ-ΟR, τον δ-

οπιοειδή υποδοχέα ή δ-ΟR, τον κ-οπιοειδή υποδοχέα ή κ-ΟR και τον Ν-ΟR ή ORL1. 

 

Σχήµα 1. Ελικοειδές µοντέλο του δ-OR. Οι κύκλοι περιλαµβάνουν τα αµινοξέα µε τον κώδικα ενός 

γράµµατος. Οι πράσινες γραµµές ορίζουν το τέλος των ελίκων. Οι γκρι κύκλοι δείχνουν τα 

συντηρηµένα κατάλοιπα των τριών υποτύπων (µ-, δ- και κ-OR), ενώ οι µαύροι τα υψηλώς 

συντηρηµένα κατάλοιπα για την οικογένεια της ροδοψίνης (οικογένεια Α) των GPCRs. Η κίτρινη 

γραµµή δείχνει τη δισουλφιδική γέφυρα στις εξωκυτταρικές θηλιές (Kane et al., 2006). 

 

Οι οπιοειδείς υποδοχείς εµφανίζουν µεταξύ τους οµοιότητα ~60-70% µε τις 

µεγαλύτερες διαφορές να εντοπίζονται στα αµινοτελικά και καρβοξυτελικά τους άκρα, 

ενώ τη µεγαλύτερη οµολογία την εµφανίζουν στις διαµεµβρανικές έλικες (Σχήµα 1) 

(Chen et al., 1993, Waldhoer et al., 2004). Επιπρόσθετα, και οι τέσσερις υποδοχείς 

διαθέτουν δυο συντηρηµένα κατάλοιπα κυστεΐνης στην πρώτη και δεύτερη 

εξωκυτταρική θηλιά, τα οποία πιθανόν δηµιουργούν µια δισουλφιδική γέφυρα. Όλοι οι 

οπιοειδείς υποδοχείς υπόκεινται σε µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις, οι οποίες 
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περιλαµβάνουν την προσθήκη γλυκοσυλικών αλυσίδων σε κατάλοιπα ασπαραγίνης σε 

διάφορες θέσεις των αµινοτελικών άκρων. Επίσης, και οι τέσσερις υποδοχείς 

περιλαµβάνουν υψηλώς συντηρηµένα αµινοξικά κατάλοιπα, όπως είναι το µοτίβο Asp-

Arg-Tyr (DRY) στο κυτταροπλασµατικό άκρο του τρίτου διαµεµβρανικού τµήµατος, 

καθώς και οι τρεις προλίνες στην πέµπτη, έκτη και έβδοµη διαµεµβρανική περιοχή, 

µεταξύ άλλων (Waldhoer et al., 2004). 

 

µ-οπιοειδής υποδοχέας (µ-OR) 

Για την ονοµασία αυτού του υποδοχέα χρησιµοποιείται το γράµµα µ από το αρχικό 

της λέξης µορφίνη, που είναι ο κύριος και πρωταρχικά αναγνωρισµένος αγωνιστής του 

υποδοχέα. Προέρχεται από την έκφραση του γονιδίου oprm1, το οποίο βρίσκεται στο 

έκτο χρωµόσωµα του ανθρώπου και στο δέκατο χρωµόσωµα του ποντικού και εκφράζει 

την πρωτεΐνη που καλείται OPRM1 ή MOR1. Ο υποδοχέας αυτός διακρίνεται σε τρεις 

καλά χαρακτηρισµένους φαρµακολογικά υποτύπους, τον µ1, τον µ2, και τον µ3 

(Pasternak, 2001, 2005). Επιπλέον, σήµερα έχουν ταυτοποιηθεί δέκα συνολικά 

διαφορετικοί υπότυποι εναλλακτικού µατίσµατος, µέσω PCR µε αντίστροφη 

µεταγραφάση σε διάφορους οργανισµούς που διαφέρουν µόνο στο καρβοξυτελικό τους 

άκρο και δεν είναι ακόµα γνωστή η λειτουργική τους σηµασία (Pan et al., 2005). Ο µ-OR 

έχει µεγάλη συγγένεια για τα ενδογενή οπιοειδή εγκεφαλίνες, την β ενδορφίνη και τις 

ενδοµορφίνες, ενώ ο πλέον γνωστός εξωγενής αγωνιστής για τον µ-OR είναι, όπως 

προαναφέρθηκε, το αλκαλοειδές οπιοειδές µορφίνη. Η έκφραση του µ-OR εντοπίζεται 

στον εγκέφαλο και ειδικότερα στον φλοιό (cortex) (στιβάδες ΙΙΙ και IV), στο θάλαµο 

(thalamus), στο ραβδωτό σώµα (striatum), στην περιϋδραγωγό φαιά ουσία 

(periaqueductal grey matter, PAG), στους οσφρητικούς βολβούς (olfactory bulb), στον 

επικλινή πυρήνα (nucleus accumbens, NA). Εντοπίζεται επίσης στο νωτιαίο µυελό και 

ειδικότερα στα θωρακικά κέρατα της φαιάς ουσίας (περιοχή substantia gelatinosa), 

καθώς και στον γαστρεντερικό σωλήνα (Tempel and Zukin, 1987, Fine and Portenoy, 

2004). Ο υπότυπος µ1 εµπλέκεται στη υπερνωτιαία (supraspinal) αναλγησία που 

προκαλείται από τη µορφίνη. Ο υπότυπος µ2 ανταποκρίνεται στη φαρµακολογία του 

κλωνοποιηµένου MOR1 και ενέχεται στην αναπνευστική καταστολή, στη συστολή της 

κόρης του οφθαλµού, στην ευφορία, στη φυσική εξάρτηση και στη µειωµένη 
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κινητικότητα του γαστρεντερικού σωλήνα. Η λειτουργία του υποτύπου µ3 δεν έχει ακόµα 

διευκρινιστεί, ενώ σε αυτόν δεν προσδένεται η µορφίνη παρόλο που προσδένονται άλλα 

αναλγητικά παράγωγά της (Pasternak, 2005). Η ενεργοποίηση του µ-OR οδηγεί επίσης 

σε δευτερεύοντα συµπτώµατα όπως είναι η νάρκωση, η φαγούρα, η ναυτία, η µειωµένη 

αναπνοή. Κάποιες από τις παραπάνω δράσεις του µ-OR, όπως είναι η αναλγησία, η 

αναισθητοποίηση, η ευφορία και η καταστολή του αναπνευστικού συστήµατος, τείνουν 

να µειώνονται µετά από χρόνια χρήση οπιοειδών, µε άµεση συνέπεια την εµφάνιση 

φαινοµένων όπως η ανοχή και η εξάρτηση. 

 

δ-οπιοειδής υποδοχέας (δ-OR) 

Ο δ-οπιοειδής υποδοχέας ονοµάστηκε έτσι από το αρχικό της λέξης (vas) deferens – 

σπερµατική λήκυθος, διότι οι υποδοχείς αυτοί ταυτοποιήθηκαν για πρώτη φορά στον 

ιστό της σπερµατικής ληκύθου του ποντικού (Lord et al., 1977). Οι Met- και Leu- 

εγκεφαλίνες είναι οι ενδογενείς αγωνιστές για αυτόν τον υποδοχέα (Quock et al., 1999) 

και είναι παράγωγα του γονιδίου της προεγκεφαλίνης. Οι εξωγενείς πεπτιδικοί αγωνιστές 

του υποδοχέα αυτού περιλαµβάνουν τους DSLET, DPDPE και deltorphin II, οι µη 

πεπτιδικοί αγωνιστές τους SNC-80, BW373U86, ενώ ο πιο γνωστός ανταγωνιστής του δ-

υποδοχέα είναι η ναλτρινδόλη (naltrindole). Το γονίδιο από το οποίο προέρχεται ο δ-OR 

καλείται oprd1 και αποµονώθηκε ταυτόχρονα από δυο ανεξάρτητες ερευνητικές οµάδες 

(Kieffer et al., 1992, Evans et al., 1992). Υπάρχουν δυο φαρµακολογικά 

χαρακτηρισµένοι υπότυποι, ο δ1 και ο δ2, η αναλογία των οποίων (δ2:δ1) διαφέρει σε 

ανατοµικά διακριτές περιοχές του εγκεφάλου αρουραίου, όπως είναι ο υποθάλαµος, οι 

αµυγδαλοειδείς πυρήνες, το άνω διδύµιο, ο επικλινής πυρήνας. Ο δ-OR εντοπίζεται στον 

εγκέφαλο και ειδικότερα στις περιοχές των γεφυρικών πυρήνων (pontine nuclei), στην 

αµυγδαλή (amygdale), στους οσφρητικούς βολβούς, στο βαθύ φλοιό (deep cortex) 

(Tempel and Zukin, 1987, Fine and Portenoy, 2004). Ο δ-OR εµπλέκεται και αυτός στο 

φαινόµενο της αναλγησίας, σε µικρότερο όµως βαθµό από τον µ-OR (Varga et al., 2004), 

και ευθύνεται, επίσης, για τη σωµατική εξάρτηση. Ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι ο δ-

OR εµπλέκεται στη συµπεριφορά και στην κατάθλιψη, καθώς έχει δειχθεί ότι δ-

ενδογενείς αγωνιστές έχουν αντικαταθλιπτική δράση (Broom et al., 2002), ενώ µπορούν 

να προκαλούν αυξορύθµιση της παραγωγής του εγκεφαλικού νευροτροφικού παράγοντα 
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(brain-derived neurotrophic factor, BDNF), ο οποίος ενέχεται στην ίδια ψυχολογική 

νόσο, σε διάφορα ζωικά µοντέλα κατάθλιψης (Torregrossa et al., 2006, Zhang et al., 

2006). 

 

κ-οπιοειδής υποδοχέας (κ-OR) 

Ονοµάστηκε κ υποδοχέας από το αρχικό του αγωνιστή κετοκυκλαζοσίνη, που 

βρέθηκε πρώτος ότι προσδένεται σε αυτόν τον υποδοχέα. Προσδένει το ενδογενές 

οπιοειδές πεπτίδιο δυνορφίνη, ενώ στους εξωγενείς οπιοειδείς αγωνιστές 

συγκαταλέγονται, εκτός από την κετοκυκλαζοσίνη, η σαλβινορίνη Α και η 

πεντοκυκλαζοσίνη. Περιλαµβάνει τρεις πιθανούς υποτύπους, τον κ1, κ2 και κ3 (Rothman 

et al., 1989), όµως ο φαρµακολογικός χαρακτηρισµός τους δεν είναι οριστικός διότι δεν 

υπάρχουν αγωνιστές ειδικοί για κάθε έναν από αυτούς τους υποτύπους. Μέχρι σήµερα 

έχει ταυτοποιηθεί µόνο ένας ανθρώπινος cDNA κλώνος (Mansson et al., 1994) που 

αντιστοιχεί στον κ1 υπότυπο, ενώ έχει προταθεί ότι ο κ2 υπότυπος προέρχεται από 

ετεροδιµερισµό του κ-OR µε τον δ-OR (Jordan and Devi, 1999, Devi, 2001). Ο κ-OR 

εντοπίζεται στον εγκέφαλο και ειδικότερα στον υποθάλαµο, στην περιϋδραγωγό φαιά 

ουσία και στο προτείχισµα (claustrum). Εντοπίζεται επίσης στο νωτιαίο µυελό και 

ειδικότερα στα θωρακικά κέρατα της φαιάς ουσίας (περιοχή substantia gelatinosa), 

καθώς και στους νευρώνες του πόνου (Tempel and Zukin, 1987, Fine and Portenoy, 

2004). Εµπλέκεται στην αναλγησία του νωτιαίου µυελού, στη νάρκωση, στη συστολή 

της κόρης του µατιού, στη δυσφορία και στην αναστολή της έκκρισης της ορµόνης 

βασοπρεσίνη (ADH) που οδηγεί σε διουρητική δράση.  

 

Opioid receptor-like 1 υποδοχέας (ORL-1 ή Ν-OR)  

Μετά την κλωνοποίηση των µ-, δ- και κ- υποδοχέων, ταυτοποιήθηκε ένα cDNA που 

κωδικοποιεί έναν αρχικά «ορφανό» υποδοχέα (δεν διέθετε γνωστό αγωνιστή) µε µεγάλο 

βαθµό οµολογίας (>60%) µε τους κλασσικούς υποδοχείς. Ονοµάστηκε αρχικά ORL-1 

(Opioid Receptor-Like 1), ενώ άλλες ονοµασίες περιλαµβάνουν τους όρους 

nociceptin/orphanin FQ υποδοχέας και LC132 (Meunier et al., 1995). Ο υποδοχέας αυτός 

καλείται πλέον Ν-OR (από τη λέξη nociceptin) και θεωρείται ότι ανήκει στην οικογένεια 

των οπιοειδών υποδοχέων λόγω της δοµικής του οµολογία µε τους κλασσικούς 
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υποτύπους. Παρόλα αυτά, δεν υπάρχουν αρκετά φαρµακολογικά δεδοµένα που να 

υποστηρίζουν την ύπαρξη υποτύπων του Ν-OR, λόγω της απουσίας εξειδικευµένων 

προσδετών και κυρίως ανταγωνιστών. Ο Ν-OR κωδικοποιείται από το γονίδιο oprl1 

(Mollereau et al., 1994) και ο ενδογενής αγωνιστής του είναι η nociceptin ή orphanin FQ, 

ένα νευροπεπτίδιο 17 αµινοξέων (Henderson and McKnight, 1997). Ο N-OR εντοπίζεται 

στον εγκέφαλο και ειδικότερα στο φλοιό, στην αµυγδαλή, στον ιππόκαµπο 

(hippocampus), στον υποθάλαµο, στους διαφραγµατικούς πυρήνες (septal nuclei) του 

τελεγκεφάλου, καθώς και στο νωτιαίο µυελό, αλλά δεν συνεντοπίζεται µε τον µ-OR σε 

περιοχές που εµπλέκονται στη διαδικασία του πόνου. Μετέχει στην ρύθµιση µιας σειράς 

εγκεφαλικών λειτουργιών ειδικότερα σε ενστικτώδεις και συναισθηµατικές 

συµπεριφορές όπως είναι η ανησυχία, η κατάθλιψη, η όρεξη, η µνήµη, ενώ εµπλέκεται 

στην κινητικότητα του γαστρεντερικού σωλήνα, στην απελευθέρωση νευροδιαβιβαστών 

και στην ανοχή του οργανισµού στους µ- αγωνιστές (Calo et al., 2000), οδηγώντας έτσι 

σε υπερνωτιαίο ανταγωνισµό της αναλγητικής επίδρασης των οπιοειδών. 

 

 

1.2 G πρωτεΐνες (Guanine nucleotide binding proteins) 

 

Οι GPCRs χρησιµοποιούν ως κύριο και αναγνωρισµένο «µεσολαβητή» των 

ερεθισµάτων που δέχονται τις G πρωτεΐνες, για να µεταφέρουν το µήνυµα ενδοκυτταρικά 

στους διάφορους τελεστές (Neer, 1995, Hamm and Gilchrist, 1996, Hamm, 2001). Οι G 

πρωτεΐνες εντοπίζονται στην κυτταροπλασµατική πλευρά της κυτταρικής µεµβράνης και 

είναι τριµερή, µοριακά σύµπλοκα που αποτελούνται από τρεις υποµονάδες την α, β και γ 

(Neer 1995, Clapham and Neer 1997). Το κύριο χαρακτηριστικό τους είναι ότι 

προσδένουν νουκλεοτίδια γουανοσίνης (GDP και GTP) µέσω της α υποµονάδας, η οποία 

διαθέτει ενδογενή ενεργότητα GTPάσης για την υδρόλυση του GTP σε GDP (Hepler and 

Gilman, 1992). Στην ανενεργή µορφή η α υποµονάδα προσδένει µόρια GDP, ενώ η 

ενεργοποιηµένη διαµόρφωση της α υποµονάδας συνδέεται µε GTP και είναι αυτή που 

εµφανίζει ενεργότητα GTPάσης. Οι β και οι γ υποµονάδες σχηµατίζουν ένα λειτουργικό, 

διµερές σύµπλοκο που είτε ενώνεται µε την α υποµονάδα είτε είναι ελεύθερο. Στο 

γονιδίωµα των θηλαστικών έχουν βρεθεί 16 γονίδια που κωδικοποιούν για τις α 
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υποµονάδες, 5 γονίδια για τις β και 12 για τις γ υποµονάδες (McCudden et al., 2005, 

Sanders et al., 2008). Παρόλο που όλοι οι συνδυασµοί των παραπάνω υποµονάδων δεν 

απαντώνται απαραίτητα στη φύση, ο θεωρητικός αριθµός διαφορετικών ετεροτριµερών 

G πρωτεϊνών είναι πολύ µεγάλος και σε αυτό πιθανά να οφείλεται η ποικιλοµορφία και 

ταυτόχρονα η εκλεκτικότητα των παραγόµενων ενδοκυτταρικών σηµάτων των GPCR.  

 

1.2.1 Κύκλος ενεργοποίησης των G πρωτεϊνών 

Στην ανενεργή τους µορφή οι α, β, και γ υποµονάδες των G πρωτεϊνών σχηµατίζουν 

ένα τριµερές σύµπλοκο, µε το GDP προσδεδεµένο στην α υποµονάδα. Όταν οι GPCR 

υποδοχείς ενεργοποιούνται από τους κατάλληλους αγωνιστές, αλλάζει η 

στερεοδιαµόρφωσή τους και µεταπίπτουν στην κατάσταση υψηλής συγγένειας (Σχήµα 

2). Αυτό έχει ως συνέπεια τη σύζευξη των υποδοχέων µε τις ετεροτριµερείς G πρωτεΐνες, 

την ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών και την ανταλλαγή του GDP µε GTP της Gα 

υποµονάδας (οι υποδοχείς δηλαδή δρουν ως παράγοντες ανταλλαγής γουανοσίνης – 

guanine nucleotide exchange factors, GEFs). Ουσιαστικά, οι G πρωτεΐνες δρουν ως 

µοριακοί διακόπτες, οι οποίοι «ανοίγουν» όταν δεχθούν το κατάλληλο ερέθισµα από 

τους υποδοχείς. Αποτέλεσµα της πρόσδεσης του GTP στην Gα υποµονάδα είναι ο 

διαχωρισµός του ετεροτριµερούς των G πρωτεϊνών στις α και βγ υποµονάδες και οι 

αποδέσµευσή τους από τον υποδοχέα, οι οποίες µε τη σειρά τους ρυθµίζουν διάφορους 

τελεστές όπως είναι η αδενυλική κυκλάση, ιοντικά κανάλια Κ
+
 και Ca

+2
, φωσφολιπάση 

C, D, A2 (PLC, PLD, PLA2) και ΕRK κινάσες (Extracellular signal-Regulated protein 

Kinase), µεταξύ άλλων (Neer, 1995, Hamm and Gilchrist, 1996, Bourne, 1997, Clapham 

& Neer, 1997, Hamm, 1998). Η αποσύζευξη των G πρωτεϊνών από τον υποδοχέα οδηγεί 

στη µετάπτωση αυτού στην κατάσταση χαµηλής συγγένειας. Η µετάδοση του σήµατος 

τερµατίζεται µε την δράση GTPάσης της Gα υποµονάδας, οπότε η GαGTP επανέρχεται 

στην αρχική, ανενεργή διαµόρφωση GαGDP, έτοιµη να επανασχηµατίσει το 

ετεροτριµερές σύµπλοκο µε τις Gβγ υποµονάδες (GαGDPβγ). Στο κλασσικό αυτό 

µοντέλο της ενεργοποίησης των G πρωτεϊνών, έχει δειχθεί τα τελευταία χρόνια να 

συµµετέχει µια νέα οικογένεια πρωτεϊνών, οι αποκαλούµενες ρυθµιστές της 

σηµατοδότησης των G πρωτεϊνών (Regulators of G protein Signaling, RGS πρωτεΐνες), 

για τις οποίες θα µιλήσουµε εκτενέστερα παρακάτω. Κύρια δράση αυτών των πρωτεϊνών 
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είναι η επιτάχυνση της δράσης GTPάσης των Gα υποµονάδων µε αποτέλεσµα το 

«κλείσιµο» του κύκλου ενεργοποίησης των G πρωτεϊνών, ρυθµιστικός ρόλος που θα 

αναφερθεί επίσης µε λεπτοµέρεια στη συνέχεια. 

 

Σχήµα 2. Κύκλος ενεργοποίησης των G πρωτεϊνών. Στην κατάσταση ηρεµίας, οι G πρωτεΐνες 

εµφανίζονται ως ετεροτριµερή σύµπλοκα, τα οποία περιλαµβάνουν τις α υποµονάδες (πορτοκαλί) που 

έχουν προσδεδεµένο το GDP (σκούρο κόκκινο), τις β υποµονάδες (πράσινο) και τις γ υποµονάδες 

(κίτρινο). Η πρόσδεση αγωνιστή στον GPCR (µπλε) έχει ως αποτέλεσµα αλλαγές στη διαµόρφωση 

του υποδοχέα και αυτό οδηγεί στην πρόσδεση της ετεροτριµερούς G πρωτεΐνης στον υποδοχέα και 

κατά συνέπεια στην αποδέσµευση του GDP. Το υψηλής συγγένειας τετραµερές σύµπλοκο είναι 

σταθερό µέχρι η πρόσδεση ενός µορίου GTP (ανοικτό πράσινο) να προκαλέσει την αποσύνδεση από 

τον ενεργοποιηµένο υποδοχέα των GαGTP και Gβγ υποµονάδων. Οι GαGTP και Gβγ υποµονάδες 

στη συνέχεια ενεργοποιούν µια ποικιλία τελεστών, όπως αδενυλική κυκλάση και κανάλια K
+
 (µωβ 

και γαλάζιο, αντίστοιχα). Η σηµατοδότηση τερµατίζεται µε την υδρόλυση του GTP σε GDP από την 

Gα υποµονάδα, αντίδραση που επιταχύνεται από τις RGS πρωτεΐνες (ανοικτό κόκκινο) 

 

1.2.2 Gα υποµονάδες 

Η δοµή της Gα υποµονάδας αποτελείται από δυο περιοχές, µια περιοχή που 

προσδένει νουκλεοτίδια και έχει µεγάλη οµολογία µε την υπεροικογένεια των Ras 

GTPασών, και µια περιοχή που αποτελείται µόνο από α έλικες, η οποία σε συνδυασµό µε 

την προηγούµενη περιοχή, βοηθά στη δηµιουργία µιας βαθιάς «τσέπης» για την 
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πρόσδεση των νουκλεοτιδίων της γουανίνης (McCudden et al., 2005, Jean-Baptiste et al., 

2006). Οι Gα υποµονάδες περιλαµβάνουν τρεις εύκαµπτες περιοχές που προσδιορίζονται 

ως διακόπτης -Ι, -ΙΙ και -ΙΙΙ, οι οποίες αλλάζουν την στερεοδιαµόρφωση της πρωτεΐνης 

σε απόκριση της πρόσδεσης και υδρόλυσης του GTP. Η στερεοδιαµόρφωση της Gα όταν 

είναι προσδεδεµένη µε το GTP, έχει µειωµένη συγγένεια για το Gβγ διµερές, αυξηµένη 

συγγένεια για τους τελεστές των Gα και σε αυτήν οφείλεται η αποσύνδεση των 

υποµονάδων των G πρωτεϊνών κατά την ενεργοποίηση. Οι Gα υποµονάδες επίσης 

περιλαµβάνουν ένα εκτεταµένο αµινοτελικό άκρο που αποτελείται από 26 έως 36 

αµινοξέα. ∆οµές του ετεροτριµερούς δείχνουν ότι αυτή η περιοχή δηµιουργεί µια α έλικα 

που αλληλεπιδρά µε την Gβ υποµονάδα (McCudden et al., 2005). 

Εκτός από την υδρόλυση του GTP, υπάρχουν κι άλλοι µηχανισµοί για τη ρύθµιση της 

σηµατοδότησης των ετεροτριµερών G πρωτεϊνών (McCudden et al., 2005). Αυτοί οι 

µηχανισµοί περιλαµβάνουν µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις των Gα υποµονάδων που 

αποσκοπούν στη ρύθµιση του υποκυτταρικού εντοπισµού και των επιπέδων των Gα 

πρωτεϊνών. Για παράδειγµα, οι Gα πρωτεΐνες υφίστανται µυριστιλίωση ή παλµιτυλίωση 

σε κατάλοιπα γλυκίνης ή κυστεΐνης αντίστοιχα στο αµινοτελικό τους άκρο και αυτές οι 

τροποποιήσεις βοηθούν την αγκυροβόληση των υποµονάδων στην κυτταρική µεµβράνη, 

ώστε να βρίσκονται σε εγγύτητα µε άλλες πρωτεΐνες του σηµατοδοτικού µονοπατιού 

τους, όπως η αδενυλική κυκλάση, οι Gβγ υποµονάδες και οι GPCRs. Έτσι ρυθµίζονται οι 

αλληλεπιδράσεις µε αυτές τις πρωτεΐνες. Πολλές Gα υποµονάδες, επίσης, υπόκεινται σε 

φωσφορυλίωση από την πρωτεϊνική κινάση C (Protein Kinase C, PKC) (Chen and 

Manning, 2001) και αυτό έχει ως αποτέλεσµα την αναστολή της αλληλεπίδρασης αυτών 

των υποµονάδων µε το Gβγ διµερές και µε άλλες πρωτεΐνες του σηµατοδοτικού κύκλου. 

Επιπλέον, οι Gα πρωτεΐνες είναι δυνατόν να αποικοδοµούνται από ένα µηχανισµό που 

περιλαµβάνει πρωτεόλυση µέσω ουβικιτίνης, µετά από χρόνια ενεργοποίηση (Johansson 

et al., 2005). 

Στους ανθρώπους υπάρχουν 23 γνωστές Gα πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από 16 

γονίδια και διαχωρίζονται σε 4 υποοικογένειες µε βάση, ως επί το πλείστον, την 

ταυτότητα (οµοιότητα) στην αλληλουχία και τα κοινά συστήµατα τελεστών τους 

(McCudden et al., 2005, Milligan and Kostenis, 2006): 
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1) Gsα (Gsα και Golfα). Είναι οι πρώτες Gα πρωτεΐνες που ανακαλύφθηκαν και 

αρχικά η κύρια λειτουργία τους βρέθηκε να είναι η ενεργοποίηση της αδενυλικής 

κυκλάσης. Στις λειτουργίες αυτών των υποµονάδων συµπεριλαµβάνονται επίσης η 

ενεργοποίηση των µεγάλων καναλιών Κ
+
 (Maxi K channels) και της τυροσινικής 

κινάσης Src. Σε αυτήν την κατηγορία ανήκουν και οι Golfα, οι οποίες είναι οι Gα 

υποµονάδες που συζεύγνυνται µε τους υποδοχείς που εµπλέκονται στην αίσθηση της 

όσφρησης. Χαρακτηριστικό τους είναι η ευαισθησία τους στην κατεργασία µε τη 

βακτηριακή τοξίνη της χολέρας (cholera toxin sensitive). 

2) Gi/oα (Giα1-4, Goα, Ggustα, Gzα, Gtrodeaα, Gtconeaα). Αυτή η κατηγορία περιλαµβάνει 

µέλη που κυρίως αναστέλλουν την αδενυλική κυκλάση, ενώ άλλες λειτουργίες στις 

οποίες συµµετέχουν είναι η ενεργοποίηση των ERK/MAP κινασών (Extracellular signal-

Regulated protein Kinase), η αναστολή καναλιών Ca
+2

, η διέγερση καναλιών Κ
+
 και η 

ενεργοποίηση της Src κινάσης. Περιλαµβάνει επίσης τις Ggustα, οι οποίες αλληλεπιδρούν 

µε υποδοχείς που συµµετέχουν στην αίσθηση της γεύσης, ενώ οι Gtα συµµετέχουν στην 

αίσθηση του φωτός, καθώς ρυθµίζουν τη φωσφοδιεστεράση του cGMP (cyclic guanosine 

monophosphate). Οι Giα πρωτεΐνες, µε εξαίρεση την Gzα, είναι ευαίσθητες στην 

κατεργασία µε την βακτηριακή τοξίνη του κοκίτη (pertussis toxin sensitive). 

3) Gq/11α (Gqα, G11α, G14α, G15α και G16α). Οι υποµονάδες αυτές ενεργοποιούν τα 

ειδικά φωσφοϊνοσιτιδικά ισοένζυµα των φωσφολιπασών C (PI-PLC). Τα PI-PLC 

δηµιουργούν από την 4,5-διφωσφορο-φωσφατίδυλο-ινοσιτόλη (PIP2) της µεµβράνης 

τους δεύτερους µηνύτορες 1,4,5-τριφωσφορική ινοσιτόλη (IP3) και 1,2 

διακυλογλυκερόλη (DAG). Οι υποµονάδες αυτές διεγείρουν επίσης ιοντικά κανάλια Κ
+
. 

Οι πρωτεΐνες αυτής της οικογένειας δεν είναι ευαίσθητες στις βακτηριακές τοξίνες του 

κοκκίτη και της χολέρας (cholera toxin and pertussis toxin insensitive) (Milligan and 

Kostenis, 2006). 

4) G12/13α (G12α και G13α). Οι υποµονάδες αυτές ρυθµίζουν τις µικρού µοριακού 

βάρους G πρωτεΐνες, όπως είναι η RhoA, µέσω τελεστών που διαθέτουν περιοχές 

οµόλογες µε Dbl (Dbl Homology, DH) και οµόλογες µε pleckstrin (Pleckstrin Homology, 

PH). Μπορούν, επίσης, να διεγείρουν την ενεργότητα της πρωτεΐνης PDZ-RhoGEF 

(PSD95/Disc large/Zo-1 -Ras homology GEF) καθώς και την ενεργότητα της leukemia-

associated RhoGEF (LARG). Παράλληλα, η G13α κι όχι η G12α µπορεί να διεγείρει την 
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ενεργότητα της p115RhoGEF. Οι υποµονάδες αυτής της κατηγορίας είναι επίσης ικανές 

να διεγείρουν την PLD και PLC-ε (McCudden et al., 2005). 

 

1.2.3 Gβγ υποµονάδες 

Οι Gβ και Gγ υποµονάδες σχηµατίζουν υπό φυσιολογικές συνθήκες ένα διµερές 

σύµπλοκο (McCudden et al., 2005). Τα 5 γνωστά ανθρώπινα γονίδια για την Gβ 

υποµονάδα και τα 12 γονίδια για την Gγ υποµονάδα αποτελούν πρόσφορο έδαφος για τη 

δηµιουργία ενός µεγάλου αριθµού συνδυασµών Gβγ διµερών. Η Gβγ υποµονάδα είναι 

ένα λειτουργικό ετεροδιµερές και δηµιουργεί µια σταθερή δοµική µονάδα. Όλες οι Gβ 

υποµονάδες περιλαµβάνουν κάθε 40 αµινοξέα επτά επαναλήψεις των αµινοξέων 

τρυπτοφάνη-ασπαρτικό οξύ, οι οποίες καλούνται WD-40 επαναλήψεις και δηµιουργούν 

µικρές αντιπαράλληλες β πτυχώσεις. Οι επτά WD-40 επαναλήψεις των Gβ υποµονάδων 

αναδιπλώνονται σε µια διαµόρφωση προπέλας µε επτά πτερύγια που αποτελείται από β 

πτυχώσεις, ενώ το αµινοτελικό άκρο δηµιουργεί µια α έλικα. Η Gγ υποµονάδα 

αναδιπλώνεται σε δυο α έλικες, οι οποίες και οι δυο αποτελούν σηµεία επαφής µε την Gβ 

υποµονάδα. Όλες οι Gβγ υποµονάδες πρενυλιώνονται µετα-µεταφραστικά και αυτή η 

λιπιδική τροποποίηση είναι απαραίτητη για τον εντοπισµό τους στην πλασµατική 

µεµβράνη. 

Το διµερές των Gβγ υποµονάδων θεωρείτο παλιότερα ότι απλώς διευκολύνει το 

σχηµατισµό του ετεροτριµερούς Gαβγ και την πρόσδεση της Gα στους GPCRs, και ότι 

δρα ως αναστολέας της Gα, δεδοµένου ότι διαθέτει ενεργότητα αναστολέα της 

αποσύνδεσης νουκλεοτιδίων γουανίνης (guanine nucleotide dissociation inhibitor, GDI), 

επιπλέον δε ότι λειτουργεί ως µεµβρανική «άγκυρα» για την Gα. Νεώτερα πειραµατικά 

δεδοµένα συνηγορούν στο ότι, εκτός των α υποµονάδων, το σύµπλοκο των βγ 

υποµονάδων µετά την αποσύνδεση από την Gα-GTP, είναι επίσης ελεύθερο να 

ενεργοποιεί ένα µεγάλο αριθµό τελεστών. Έτσι, οι Gβγ υποµονάδες συµβάλουν 

ουσιαστικά στην κυτταρική σηµατοδότηση των GPCRs, απορρίπτοντας παλιότερες 

θεωρίες που ανέφεραν ότι το διµερές παίζει παθητικό και βοηθητικό ρόλο στη 

σηµατοδότηση των Gα υποµονάδων των G πρωτεϊνών (Neer, 1995, Clapham and Neer, 

1997, Jones et al., 2004). Ένας κύριος τελεστής των Gβγ υποµονάδων βρέθηκε ότι είναι 

η PLCβ. Οι Gβγ υποµονάδες αλληλεπιδρούν απευθείας µε τις ισοµορφές PLCβ1,  PLCβ2 
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και PLCβ3 και ενεργοποιούν τη δράση αυτών των ενζύµων (Clapham and Neer, 1997). 

Ειδικότερα στην περίπτωση της PLCβ3, µελέτες έδειξαν ότι, σε συνθήκες υψηλής 

συγκέντρωσης ιόντων Mg
+2

 που προάγουν τον διαχωρισµό του ετεροτριµερούς των G 

πρωτεϊνών, η δράση των Gβγ υποµονάδων στην ενεργοποίηση αυτής της ισοµορφής 

είναι προσθετική της δράσης των Gq/11α υποµονάδων, οι οποίες ενεργοποιούν επίσης την 

PLCβ. Οι Gβγ υποµονάδες βρέθηκε επίσης ότι αλληλεπιδρούν απευθείας µε διάφορες 

ισοµορφές της αδενυλικής κυκλάσης για να τροποποιήσουν τη λειτουργία τους. Έτσι, 

βρέθηκε ότι οι ισοµορφές II, IV και VII ενεργοποιούνται από το Gβγ διµερές, ενώ η 

ισοµορφή I αναστέλλεται (Clapham and Neer, 1997). Άλλες µελέτες έδειξαν ότι οι Gβγ 

υποµονάδες ενεργοποιούν τα κανάλια Κ
+
 εσωτερικής ανόρθωσης που ενεργοποιούνται 

από G πρωτεΐνες (G protein-coupled inwardly-rectifying K channels, GIRK ή Kir3), τα 

οποία εντοπίζονται στα καρδιακά κύτταρα (GIRK1/GIRK4 ή IKACh) καθώς και στον 

εγκέφαλο (GIRK1/GIRK2). Πράγµατι, ανακαλύφθηκε ότι οι Gβγ υποµονάδες 

προσδένονται απευθείας στο καρβοξυτελικό άκρο των GIRK1 καναλιών και τα 

ενεργοποιούν (Inanobe et al., 1995). Οι Gβγ υποµονάδες µπορούν επίσης να ρυθµίζουν 

την λειτουργία κι άλλων ιοντικών καναλιών, όπως είναι τα κανάλια Ca
+2

 τύπου Ν- και 

P/Q- που βρίσκονται στους νευρώνες (Ikeda, 1996). Αυτή η ρύθµιση φαίνεται ότι είναι 

αποτέλεσµα απευθείας αλληλεπίδρασης των Gβγ µε τα κανάλια Ca
+2

 και συνέπεια αυτής 

της αλληλεπίδρασης είναι η αναστολή της λειτουργίας τους. 

Οι Gβγ υποµονάδες µπορούν να ρυθµίζουν τη δράση και άλλων πρωτεϊνών, όπως 

κινάσες και µεταγραφικοί παράγοντες. Έτσι, η ενεργοποίηση των GPCRs που 

σηµατοδοτούν µέσω των Gi/oα, έχει ως αποτέλεσµα την κινητοποίηση των Gβγ 

υποµονάδων, οι οποίες ενεργοποιούν έµµεσα τις MAPKs, όπως ERK1/2, JNK (c-Jun N-

terminal kinases) και p38, µέσω ενός µηχανισµού που ενδεχοµένως περιλαµβάνει το 

σχηµατισµό του σηµατοδοτικού συµπλόκου των πρωτεϊνών Shc-Grb2-Sos (Gutkind, 

1998, Smrcka, 2008). Με αυτόν τον τρόπο, οι Gβγ υποµονάδες µεσολαβούν στη 

σηµατοδότηση των GPCRs προς τα µονοπάτια ενεργοποίησης της µίτωσης και 

κυτταρικής ανάπτυξης. Οι Gβγ υποµονάδες ενεργοποιούν, επίσης την γ-PI3K 

(Phosphatidylinositol-3 kinase, κινάση 3 της φωσφατίδυλο-ινοσιτόλης), ένα ένζυµο 

σηµαντικό για την έναρξη της µίτωσης στα κύτταρα και τη σηµατοδότηση των 

λευκοκυττάρων στην ανοσολογική απόκριση. Πέραν όµως από τη σηµατοδότηση των 
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GPCRs, οι Gβγ υποµονάδες συµµετέχουν και στη ρύθµιση άλλων σηµατοδοτικών 

µονοπατιών. Έτσι, οι Gβγ υποµονάδες δρουν ως κοµβικά µόρια στην σύγκλιση 

µονοπατιών µεσολαβώντας στη διενεργοποίηση υποδοχέων µε ενεργότητα κινάσης 

τυροσίνης (π.χ. υποδοχείς των PDGF –  platelet-derived growth factor και EGF – 

epidermal growth factor) από τους µεταβοτροπικούς υποδοχείς. Οι Gβγ υποµονάδες 

συµµετέχουν, επίσης, στη σηµατοδότηση υποδοχέων χηµοκινών, όπως είναι ο υποδοχέας 

της ιντερλευκίνης 8 (CXCR1 και CXCR2) και ο υποδοχέας-συµπαράγοντας της εισόδου 

του ιού του AIDS, CXCR4, οι οποίοι συζεύγνυνται µε τις Gi πρωτεΐνες. Με αυτόν τον 

τρόπο οι Gβγ υποµονάδες µεσολαβούν στη χηµειοταξία και στην απελευθέρωση 

παραγόντων φλεγµονής από τα µεταναστεύοντα ανοσοποιητικά κύτταρα (Heuss and 

Gerber, 2000, Smrcka, 2008). Μελέτες δεικνύουν επίσης ότι οι Gβγ υποµονάδες είναι σε 

θέση να συµµετέχουν στη φωσφορυλίωση µεταγραφικών παραγόντων όπως είναι ο 

CREB (cAMP response element-binding). 

Ο σηµαντικός ρόλος των Gβγ υποµονάδων στη σηµατοδότηση των GPCRs φαίνεται 

από το γεγονός, ότι οι Gβγ υποµονάδες προσδένονται στους υποδοχείς και δρουν επίσης 

ως µόρια στρατολόγησης άλλων πρωτεϊνών (Krupnick and Benovic 1998). Πειράµατα 

έδειξαν ότι οι Gβγ υποµονάδες αλληλεπιδρούν  µε την τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά των 

Μ2 και Μ3 µουσκαρινικών υποδοχέων (Μ2, Μ3-mAChR) για να στρατολογήσουν 

πρωτεΐνες, όπως την GRK2 (G protein-coupled receptor kinase, κινάση των GPCRs), και 

να σχηµατίσουν ένα τριµερές σύµπλοκο που περιλαµβάνει τον υποδοχέα, τις Gβγ 

υποµονάδες και την GRK2 (Wu et al., 1998, 2000). Συνέπεια αυτής της στρατολόγησης 

είναι η ενίσχυση της δράσης της GRK2, η οποία φωσφορυλιώνει τον ενεργοποιηµένο 

υποδοχέα και οδηγεί στην απευαισθητοποίησή του. Άλλες µελέτες έδειξαν ότι οι Gβγ 

υποµονάδες αλληλεπιδρούν απευθείας µε το καρβοξυτελικό άκρο του υποδοχέα 1 της 

παραθυροειδούς ορµόνης (PTH1R) και αυτή η αλληλεπίδραση είναι απαραίτητη για την 

έµµεση πρόσδεση των Gα υποµονάδων σε αυτήν την περιοχή του υποδοχέα (Mahon et 

al., 2006). Νεώτερες έρευνες έχουν δείξει ότι οι Gβγ υποµονάδες αλληλεπιδρούν µε µέλη 

της κλάσης ΙΙΙ των AGS πρωτεϊνών (activators of G protein signaling, ενεργοποιητές της 

σηµατοδότησης των G πρωτεϊνών) (Smrcka, 2008). Οι AGS είναι κυτταροπλασµτικές 

πρωτεΐνες, οι οποίες αλληλεπιδρούν µε τις υποµονάδες των G πρωτεϊνών και προάγουν 

τη σηµατοδότηση των τελευταίων, χωρίς να υπάρχει ερέθισµα και ενεργοποίηση των 
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GPCRs. Πειράµατα έδειξαν ότι το σύµπλοκο Gβγ προσδένεται στην AGS8, η οποία 

µπορεί να προσδένει ταυτόχρονα και τη µη ενεργή Gα υποµονάδα (GαGDP) (Sato et al., 

2006). Με αυτόν τον τρόπο το ετεροτριµερές των G πρωτεϊνών δεν αποχωρίζεται, 

παρόλα αυτά ενεργοποιείται η σηµατοδότηση των Gβγ υποµονάδων προς την PLCβ. 

Πρόσφατα δεδοµένα δεικνύουν επίσης ότι οι Gβγ υποµονάδες δρουν και στο επίπεδο 

του κυτταρικού πυρήνα (Dupre et al., 2009). Μελέτες έδειξαν ότι το Gβ1γ2 διµερές 

αλληλεπιδρά άµεσα µε την αποακετυλάση 5 των ιστονών (HDAC5) µετά από την 

ενεργοποίηση του α2Α-AR υποδοχέα (Spiegelberg et al., 2005). Η αλληλεπίδραση του 

Gβγ συµπλόκου µε την HDAC5 έχει ως αποτέλεσµα την απελευθέρωση του παράγοντα 

διαφοροποίησης των µυών MEF2 από την HDAC5 και την ενεργοποίηση της 

µεταγραφικής δραστηριότητας. Άλλες µελέτες έδειξαν ότι οι Gβ1 και Gβ2 υποµονάδες 

αλληλεπιδρούν άµεσα µε τον υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και µεταναστεύουν µαζί 

του στον πυρήνα, παρουσία του γλυκοκορτικοειδούς δεξαµεθαζόνη (Kino et al., 2005). Η 

αλληλεπίδραση αυτή εξαρτάται από την παρουσία των Gγ υποµονάδων και οδηγεί σε 

αναστολή της µεταγραφικής ενεργότητας που προκαλεί ο υποδοχέας των κορτικοειδών. 

∆εδοµένου του ότι οι Gβγ υποµονάδες αλληλεπιδρούν µε τις Gα υποµονάδες, τους 

GPCRs, τους τελεστές τους, αλλά και άλλες κυτταρικές πρωτεΐνες, είναι πιθανόν να 

παίζουν έναν βασικό, οργανωτικό ρόλο στο σχηµατισµό σηµατοδοτικών συµπλόκων που 

χρησιµοποιούν ως «πλατφόρµα» τους GPCRs. Το γεγονός ότι αυτά τα σύµπλοκα είναι 

πιθανόν να σχηµατίζονται ιδιοσύστατα και πριν τη στόχευση-µεταφορά τους στην 

πλασµατική µεµβράνη, προσδίδει στις Gβγ υποµονάδες έναν ενδεχόµενο ρόλο οργανωτή 

των συµπλόκων ή/και πρωτεΐνης-συνοδού (chaperone) για τις επιµέρους πρωτεΐνες 

αυτών των συµπλόκων (Dupre et al., 2009). Είναι χαρακτηριστικό ότι υπάρχουν 

ενδείξεις και για συµµετοχή των Gβγ υποµονάδων στον οµοδιµερισµό υποδοχέων, όπως 

είναι ο β2-AR (Dupre et al., 2009). Όλα τα παραπάνω δεδοµένα δείχνουν το σηµαντικό 

ρόλο των Gβγ υποµονάδων στη σηµατοδότηση των GPCRs και αναδεικνύουν τον 

πολύπλευρο ρόλο αυτών των υποµονάδων σε πολλές διαφορετικές κυτταρικές 

λειτουργίες. 
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1.3 Τελεστές των οπιοειδών υποδοχέων 

 

Οι οπιοειδείς υποδοχείς, µετά την ενεργοποίησή τους και τη σύζευξή τους µε τις G 

πρωτεΐνες, µεταβιβάζουν το σήµα τους σε ένζυµα ή ιοντικά κανάλια που καλούνται 

τελεστές (effectors). Οι κυριότεροι τελεστές των οπιοειδών υποδοχέων είναι η αδενυλική 

κυκλάση, η PLC, τα ιοντικά κανάλια Κ
+
, Ca

+2
 και οι MAP κινάσες. Οι τελεστές µε τη 

σειρά τους παράγουν δευτερογενή µηνύµατα τα οποία οδεύουν στο εσωτερικό του 

κυττάρου και τροποποιούν τις βιοχηµικές λειτουργίες ή επηρεάζουν την έκφραση 

γονιδίων (Σχήµα 3). 

 

Αδενυλική κυκλάση 

Η αδενυλική κυκλάση είναι µια πρωτεΐνη-ένζυµο που αποτελείται από 12 

διαµεµβρανικές έλικες και η δράση της είναι να καταλύει τη µετατροπή του ATP σε 

cAMP. Το cAMP είναι ένας δευτερογενής µηνύτορας που επιδρά σε µια πλειάδα 

πρωτεϊνών στο εσωτερικό του κυττάρου για να ρυθµίσει τις λειτουργίες τους, όπως για 

παράδειγµα στην πρωτεϊνική κινάση A (PKA). Η PKA ενεργοποιείται από το cAMP και 

φωσφορυλιώνει πολλά διαφορετικά υποστρώµατα όπως GPCRs, άλλες κινάσες, 

ενδοκυτταρικά κανάλια Ca
+2

 και µεταγραφικούς παράγοντες (Lutrell, 2008). Το cAMP 

ρυθµίζει επίσης ορισµένους παράγοντες ανταλλαγής γουανυλικών νουκλεοτιδίων 

(GEFs), όπως είναι οι Epac1 και Epac2, οι οποίοι ενεργοποιούν τις GTPάσες µικρού 

µοριακού βάρους. 

Υπάρχουν δέκα υπότυποι της αδενυλικής κυκλάσης που κωδικοποιούνται από 

αντίστοιχα γονίδια, εκ των οποίων ο ένας δεν είναι διαµεµβρανική πρωτεΐνη, και όλοι 

περιλαµβάνουν τις 12 διαµεµβρανικές περιοχές, διαφέρουν όµως στην κατανοµή στους 

ιστούς και στην ενεργοποίηση από τις G πρωτεΐνες (Lutrell, 2008). Όπως έχει 

προαναφερθεί, η αδενυλική κυκλάση ενεργοποιείται από τις Gsα πρωτεΐνες, ενώ 

αναστέλλεται από τις Gi/oα, µέσω των οποίων σηµατοδοτούν οι οπιοειδείς υποδοχείς 

(Standifer and Pasternak, 1997, Law et al., 2000). Έχει βρεθεί επίσης ότι και οι Gβγ 

υποµονάδες είναι σε θέση να επιδρούν στη λειτουργία ορισµένων ισοµορφών της 

αδενυλικής κυκλάσης. Έτσι, οι Gβγ υποµονάδες ενεργοποιούν τις II, IV και VII 

ισοµορφές της αδενυλικής κυκλάσης και αναστέλλουν τις I και VIII ισοµορφές (Law et 
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al.,, 2000). Εκτός από τις G πρωτεΐνες, η αδενυλική κυκλάση ρυθµίζεται και από άλλες 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες, όπως είναι οι κινάσες. Η κινάση PKC φωσφορυλιώνει 

τις ισοµορφές II, IV και VII αυξάνοντας έτσι τη βασική ενεργότητά τους και κάνοντας 

τις ευαίσθητες στην επίδραση των Gβγ υποµονάδων (Law et al., 2000). Η κινάση PKA 

που ρυθµίζεται από την αδενυλική κυκλάση, µπορεί µε τη σειρά της να ρυθµίζει επίσης 

την ενεργότητα διαφόρων ισοµορφών της αδενυλικής κυκλάσης (Lutrell, 2008). Εκτός 

όµως από τις ενδογενείς πρωτεΐνες, η αδενυλική κυκλάση ενεργοποιείται και άµεσα από 

ενώσεις όπως είναι η φορσκολίνη. Η φορσκολίνη ανήκει στην κατηγορία των 

διτερπενίων, προέρχεται από το φυτό Coleus forskohlii και το αποτέλεσµα της δράσης 

της είναι η ταχεία αύξηση των επιπέδων του cAMP. 

Οι 10 ισοµορφές της αδενυλικής κυκλάσης στα θηλαστικά χωρίζονται σε 5 διακριτές 

οικογένειες ανάλογα µε την αµινοξική τους οµοιότητα και τα λειτουργικά τους 

χαρακτηριστικά (Sunahara and Taussig, 2002, Sadana and Dessauer, 2009). Η πρώτη 

οικογένεια περιλαµβάνει τις ισοµορφές I, III και VIII που είναι ευαίσθητες στην 

πρωτεΐνη καλµοδουλίνη, µια πρωτεΐνη που δεσµεύει ιόντα Ca
+2

 και ρυθµίζει πολλά 

κυτταροπλασµατικά ένζυµα. Οι ισοµορφές II, IV και VII που ενεργοποιούνται από τις 

Gβγ υποµονάδες, ορίζουν µια δεύτερη οικογένεια. Οι ισοµορφές V και VI ανήκουν στην 

τρίτη οικογένεια και αναστέλλονται από το Ca
+2

 και τις Gi/oα υποµονάδες. Στην τέταρτη 

οικογένεια ανήκει η ισοµορφή IX, η οποία δεν είναι ευαίσθητη στη φορσκολίνη και στην 

πέµπτη οικογένεια περιλαµβάνεται η διαλυτή ισοµορφή της αδενυλικής κυκλάσης, η 

οποία διαφέρει πολύ από όλες τις άλλες και είναι παρόµοια µε τις κυκλάσες που 

απαντώνται στα κυανοβακτήρια. Από τις ισοµορφές της αδενυλικής κυκλάσης, πολλές 

εκφράζονται στον εγκέφαλο, ενώ οι I και III εκφράζονται αποκλειστικά εκεί. 

Oι ισοµορφές Ι, V, VI και VIII της αδενυλικής κυκλάσης είναι αυτές που ρυθµίζονται 

από τους οπιοειδείς υποδοχείς (Lutrell, 2008). Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι οι µ-OR και δ-

OR µπορούν να ενεργοποιούν την ισοµορφή ΙΙ της αδενυλικής κυκλάσης µέσω των Gβγ 

υποµονάδων (Tsu et al., 1995, Chan et al., 1995). Υπάρχουν επίσης µελέτες που 

αναφέρουν ότι οι οπιοειδείς υποδοχείς µπορούν να ενεργοποιήσουν την αδενυλική 

κυκλάση, υπό συνθήκες όπου προάγεται η σύζευξη µε τις Gs πρωτεΐνες (Connor and 

Christie, 1999, Crain and Shen, 2000). 
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Χρόνια ενεργοποίηση των υποδοχέων που αναστέλλουν τη δράση της αδενυλικής 

κυκλάσης, όπως είναι οι οπιοειδείς υποδοχείς, έχει δειχθεί ότι οδηγεί σε αύξηση της 

συσσώρευσης του ενδοκυτταρικού cAMP. Αυτό το φαινόµενο, το οποίο εκδηλώνεται 

συγκεκριµένα µετά την αποµάκρυνση του αγωνιστή των ανασταλτικών υποδοχέων, 

αναφέρεται ως υπερευαισθητοποίηση ή υπερενεργοποίηση (superactivation) της 

αδενυλικής κυκλάσης (Williams et al., 2001, Sunahara and Taussig, 2002, Sadana and 

Dessauer, 2009). Μετά την αφαίρεση του αγωνιστή, η αδενυλική κυκλάση 

παρουσιάζεται υπερ-ευαίσθητη σε ακόλουθη ενεργοποίησή της από τις Gsα πρωτεΐνες ή 

τη φορσκολίνη. Η υπερενεργοποίηση της αδενυλικής κυκλάσης περιγράφηκε αρχικά σε 

κύτταρα NG108-15, τα οποία υποβλήθηκαν σε χρόνια κατεργασία µε αγωνιστές των 

οπιοειδών, µουσκαρινικών, αδρενεργικών υποδοχέων ή των υποδοχέων της 

σοµατοστατίνης (Sharma et al., 1975). Φαίνεται επίσης, ότι η ανάπτυξη του φαινοµένου 

της υπερενεργοποίηση εξαρτάται από την ισοµορφή της αδενυλικής κυκλάσης. Μελέτες,  

όπου κύτταρα COS-7 διαµολύνθηκαν µε τον µ-OR και διάφορες ισοµορφές της 

αδενυλικής κυκλάσης, έδειξαν ότι η χρόνια κατεργασία µε οπιοειδή οδηγεί σε 

υπερενεργοποίηση των I, V, VI και VIII ισοµορφών και σε αναστολή της ενεργότητας 

των II, IV και VII ισοµορφών (Avidor-Reiss et al., 1997). Τα αυξηµένα επίπεδα cAMP 

δεν δεικνύουν αποσύζευξη των υποδοχέων από τις Gi πρωτεΐνες, αλλά αντικατοπτρίζουν 

προσαρµοστικές αλλαγές, οι οποίες περιλαµβάνουν αυξηµένη έκφραση συγκεκριµένων 

τύπων αδενυλικής κυκλάσης και  αυξηµένη ενεργοποίηση της PKA (η οποία προάγει τη 

φωσφορυλίωση της αδενυλικής κυκλάσης) και του µεταγραφικού παράγοντα CREB 

(cAMP response element binding protein) (Waldhoer et al., 2004). Η υπερενεργοποίηση 

της αδενυλικής κυκλάσης θεωρείται ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της 

ανοχής και εξάρτησης, που αναπτύσσονται µετά από παρατεταµένη έκθεση σε οπιοειδή. 

Ο πιθανός µηχανισµός που περιγράφει αυτό το φαινόµενο εξηγεί ότι, η αποµάκρυνση 

του οπιοειδούς από τους προσαγωγούς αισθητικούς νευρώνες µετά από χρόνια έκθεση, 

οδηγεί εν τέλει σε αύξηση των επιπέδων του cAMP και κατά συνέπεια σε ενισχυµένη 

ενεργοποίηση της PKA (Williams et al., 2001). Η PKA από την πλευρά της διευκολύνει 

την αναστροφή του δυναµικού ηρεµίας στους νευρώνες, ενεργοποιώντας τα τασεο-

εξαρτώµενα κανάλια κατιόντων, και ευθύνεται και για την απελευθέρωση 

νευροδιαβιβαστών. Συνεπώς, η αυξηµένη ενεργοποίησή της λόγω της 
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υπερενεργοποίησης της αδενυλικής κυκλάσης, έχει ως αποτέλεσµα την αυξηµένη 

µεταφορά ερεθισµάτων πόνου από τους αισθητικούς νευρώνες προς το κεντρικό νευρικό 

σύστηµα. 

 

Φωσφολιπάση C (PLC) 

Είναι πρωτεΐνη-ένζυµο που βρίσκεται προσκολληµένο στην εσωτερική πλευρά της 

κυτταροπλασµατικής µεµβράνης και η λειτουργία της είναι να υδρολύει την PIP2. 

Υπάρχουν 3 µεγάλες υποοικογένειες της PLC, η PLCβ, η PLCγ και η PLCδ, οι οποίες 

περιλαµβάνουν συνολικά 20 ισοένζυµα PI-PLC. Η PLC ενεργοποιείται από της G 

πρωτεΐνες της υποοικογένειας Gq/11, όµως τα τελευταία χρόνια έχει βρεθεί ότι οι 

οπιοειδείς υποδοχείς έχουν την ικανότητα να ενεργοποιούν την PLCβ και µέσω των Gi/ο 

πρωτεϊνών και των Gβγ υποµονάδων (Law et al., 2000). Η υδρόλυση της PIP2 από την 

PLC έχει ως συνέπεια τη δηµιουργία των δευτερογενών µηνυµάτων IP3 και DAG. Η IP3 

µε τη σειρά της ενεργοποιεί κανάλια Ca
+2

 και προκαλεί απελευθέρωση ιόντων Ca
+2

 στο 

κυτταρόπλασµα. Τα ιόντα Ca
+2

 είναι τριτογενή µηνύµατα που επιδρούν σε διάφορες 

βιοχηµικές διαδικασίες του κυττάρου. Από την άλλη πλευρά, η DAG ενεργοποιεί την 

κινάση PKC, η οποία ως δευτερογενής τελεστής, φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί µια 

σειρά από ενδοκυτταρικά ένζυµα. 

 

MAP κινάσες (Mitogen Activated Protein Kinases) 

Οι MAP κινάσες ενεργοποιούνται κατά βάση ως απόκριση σε ερεθίσµατα από 

αναπτυξιακούς παράγοντες και κυτοκίνες, και οδηγούν στη ρύθµιση µεταγραφικών 

παραγόντων που υπάρχουν στον πυρήνα του κυττάρου. Είναι κυρίως κινάσες 

σερίνης/θρεονίνης, οι οποίες αποτελούνται από τρεις κατηγορίες κινασών, τις ERK, τις 

JNK και τις p38. Είναι πλέον δεδοµένο ότι οι MAP κινάσες ενεργοποιούνται και από 

τους GPCRs, εκτός από τους υποδοχείς µε δράση κινάσης τυροσίνης (Gutkind, 1998). Η 

ενεργοποίηση των GPCRs έχει ως αποτέλεσµα την παραγωγή δευτερογενών µηνυµάτων 

(cAMP, DAG) από τελεστές όπως η αδενυλική κυκλάση και η PLCβ, και τα δευτερογενή 

µηνύµατα µε τη σειρά τους ενεργοποιούν τις MAP κινάσες. Όσον αφορά τους οπιοειδείς 

υποδοχείς, έχει βρεθεί ότι µπορούν επίσης να ενεργοποιούν τις ERK1,2 κινάσες, µέσω 

των Giα και Gβγ υποµονάδων και τη διαµεσολάβηση της PKA κινάσης ή της PI3K 
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κινάσης αντίστοιχα (Law et al., 2000). Φαίνεται λοιπόν από τα παραπάνω ότι οι MAPKs 

είναι ένας συνδετικός κρίκος µεταξύ της σηµατοδότησης των GPCRs – οπιοειδών 

υποδοχέων και της ρύθµισης της µεταγραφής γονιδίων που συντελείται στον πυρήνα. 

 

Σχήµα 3. Ενεργοποίηση τελεστών από τους οπιοειδείς υποδοχείς. Οι οπιοειδείς υποδοχείς 
ενεργοποιούνται από οπιοειδείς αγωνιστές και µεταβιβάζουν το ερέθισµα σε µια πλειάδα G 

πρωτεϊνών. Οι G πρωτεΐνες µε τη σειρά τους ενεργοποιούν ή αναστέλλουν διάφορους τελεστές µε 

τελικό αποτέλεσµα επίδραση στις φυσιολογικές λειτουργίες ολόκληρου του οργανισµού, πολλές από 

τις οποίες αναφέρονται ενδεικτικά στον πίνακα του σχήµατος.  

 

Κανάλια Κ+
 και Ca

+2
 

Οι ενεργοποιηµένοι οπιοειδείς υποδοχείς έχει δειχθεί ότι είναι σε θέση να ρυθµίζουν 

ιοντικά κανάλια Κ
+
 και Ca

+2
 (Ikeda et al., 2002). Μελέτες έχουν δείξει ότι µετά την 

ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων, οι απελευθερωµένες Gβγ υποµονάδες από το 

ετεροτριµερές των Gi/o πρωτεϊνών αλληλεπιδρούν µε τα κανάλια ιόντων K
+
 εσωτερικής 

ανόρθωσης που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες (GIRK) και τα ενεργοποιούν, επιτρέποντας 
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τη µεταφορά ιόντων Κ
+
 από το εξωτερικό του κυττάρου στο εσωτερικό και βοηθώντας 

στη διατήρηση του δυναµικού ηρεµίας στη µεµβράνη των νευρικών κυττάρων 

(υπερπόλωση µεµβράνης). Στα θηλαστικά έχουν κλωνοποιηθεί τέσσερα γονίδια που 

εκφράζουν αντίστοιχες υποµονάδες των GIRK καναλιών. Τα GIRK κανάλια που 

εκφράζονται στους νευρώνες του κεντρικού νευρικού συστήµατος είναι κυρίως 

ετεροµερή που αποτελούνται από τις GIRK1 και GIRK2 υποµονάδες και συνυπάρχουν 

µε τους οπιοειδείς υποδοχείς σε πολλούς νευρώνες. Η δράση των GIRK καναλιών 

φαίνεται ότι έχει άµεσες συνέπειες στην ανάπτυξη του φαινοµένου της αναλγησίας στον 

οργανισµό. 

Οι οπιοειδείς υποδοχείς µπορούν επίσης να αναστέλλουν τα τασεο-εξαρτώµενα 

ιοντικά κανάλια Ca
+2

 τύπου Ν-, P/Q- και R- µέσω των Gβγ υποµονάδων των 

ανασταλτικών Gi πρωτεϊνών (Law et al., 2000, Ikeda et al., 2002). Τα κανάλια Ca
+2

 

αποτελούνται από τρεις τύπους υποµονάδων, τις α1Α, α1Β, α1Ε, και ευθύνονται για την 

απελευθέρωση των νευροδιαβιβαστών στις προσυναπτικές περιοχές των νευρώνων. 

Συνεπώς, αναστολή αυτών των καναλιών από τους οπιοειδείς υποδοχείς οδηγεί σε 

αναστολή της µετάδοσης της νευρικής ώσης. Με αυτόν τον τρόπο οι οπιοειδείς 

υποδοχείς εµπλέκονται στην απελευθέρωση των νευροδιαβιβαστών από τα νευρικά 

κύτταρα και στην µετάδοση της νευρικής ώσης από προσυναπτικό σε µετασυναπτικό 

νευρώνα. Μολονότι έχει βρεθεί ότι η ενεργοποίηση του µ-OR αναστέλλει τα κανάλια 

Ca
+2

 στην περιοχή της περιϋδραγωγού φαιάς ουσίας, η οποία είναι σηµαντικό τµήµα του 

συστήµατος ρύθµισης του πόνου στον εγκέφαλο (Connor et al., 1999), ωστόσο δεν 

υπάρχουν άµεσες αποδείξεις για τη συµµετοχή των καναλιών Ca
+2

 στην αναλγησία µέσω 

οπιοειδών. 
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1.4 Μεταγωγή της πληροφορίας των οπιοειδών υποδοχέων 

µέσω αλληλεπιδράσεων µε διάφορες πρωτεΐνες 

 

1.4.1 Ενδοκυτταρικές αλληλεπιδράσεις οπιοειδών υποδοχέων και 

λειτουργικά χαρακτηριστικά αυτών 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η σηµατοδότηση των GPCRs γίνεται κυρίως µέσω των G 

πρωτεϊνών, τα τελευταία, όµως, χρόνια πολλαπλά βιβλιογραφικά δεδοµένα συνηγορούν 

στο ότι πολλές από τις φυσιολογικές αποκρίσεις των GPCRs γίνονται και µέσω της 

παρέµβασης πρωτεϊνών πέρα από τις G πρωτεΐνες. Πράγµατι, µε τεχνικές ανίχνευσης 

αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών, όπως συντηγµένες (χιµαιρικές) πρωτεΐνες (fusion 

proteins), yeast two hybrid screening (Y2H, σύστηµα 2 υβριδίων), πειράµατα συν-

ανοσοκατακρήµνισης και άλλες µεθόδους, δείχθηκε ότι οι επταελικοειδείς υποδοχείς 

αλληλεπιδρούν και µε άλλες πρωτεΐνες του κυττάρου εκτός από τις G πρωτεΐνες (Hall et 

al., 1999, Heuss and Gerber 2000, Brzostowski and Kimmel 2001, Alfaras-Melainis et 

al., 2009). ∆εδοµένα συνηγορούν επίσης ότι οι GPCRs είναι δυναµικές οντότητες και 

µπορούν να αλληλεπιδράσουν και µεταξύ τους δηµιουργώντας διµερή ή ολιγοµερή 

σύµπλοκα (George et al., 2000, Bouvier 2001, Milligan, 2004, Milligan, 2008). Η 

απόδειξη της αλληλεπίδρασης των υποδοχέων αυτών τόσο µεταξύ τους όσο και µε άλλες 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες υποδηλώνει ότι οι µηχανισµοί της κυτταρικής 

σηµατοδότησης των GPCRs είναι πιο πολύπλοκοι από ότι µέχρι σήµερα ήταν γνωστό. 

Με βάση τα νέα αυτά δεδοµένα οι αλληλεπιδράσεις των GPCRs µπορούν να 

ταξινοµηθούν, εκτός από α) τις αλληλεπιδράσεις υποδοχέα – G πρωτεϊνών, και σε β) 

αλληλεπιδράσεις υποδοχέα – υποδοχέα και γ) αλληλεπιδράσεις υποδοχέα µε άλλες 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες, ανεξάρτητες των G πρωτεϊνών. 

 

α) Αλληλεπιδράσεις οπιοειδών υποδοχέων – G πρωτεϊνών 

Οι υπότυποι των οπιοειδών υποδοχέων, εκτός από την εξειδίκευση που 

παρουσιάζουν στην πρόσδεση αγωνιστών, ενεργοποιούν τελικά και διαφορετικούς 

τελεστές. Αυτό οφείλεται εν µέρει στη διαφορετική ρύθµιση των γονιδίων των 

υποδοχέων, αλλά και στην παρουσία διαφορετικών υποτύπων G πρωτεϊνών στους 



 

Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε υποδοχείς που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες 

 

 23 

διάφορους κυτταρικούς τύπους και ιστούς. Η κλασσική φαρµακολογία θεωρεί ότι οι 

προσδέτες ενός υποδοχέα διακρίνονται σε πλήρεις αγωνιστές, µερικούς αγωνιστές, 

ουδέτερους αγωνιστές και αντίστροφους αγωνιστές, ανάλογα µε τη διαµόρφωση την 

οποία ωθούν τον υποδοχέα να λάβει, προσδενόµενοι σε αυτόν (Urban et al., 2007). 

Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία, η ικανότητα ενός προσδέτη να µεταδίδει ή όχι ένα 

ερέθισµα όταν προσδένεται στον υποδοχέα, είναι ιδιοσύστατη ιδιότητα του συµπλόκου 

προσδέτη-υποδοχέα, και πάντα ίδια για το συγκεκριµένο ζεύγος προσδέτη-υποδοχέα, 

ανεξάρτητη από το κυτταρικό σύστηµα µελέτης. Για το λόγο αυτό, οι διαφορές που 

παρατηρούνται στη σηµατοδότηση ενός υποδοχέα µεταξύ κυττάρων/ιστών οφείλονται 

κυρίως στις διαφορές στην πυκνότητα του υποδοχέα ή/και στην ισχύ της σύζευξης του 

προσδέτη και στην ικανότητα αυτού να µεταφέρει το ερέθισµα. Παρόλα αυτά, µελέτες 

της τελευταίας δεκαετίας δείχνουν ότι ορισµένοι προσδέτες προκαλούν διαφορετικές 

λειτουργικές αποκρίσεις στον ίδιο υποδοχέα. Αυτό πρακτικά σηµαίνει ότι, ενώ ένας 

προσδέτης προκαλεί µια µοναδική και εξειδικευµένη διαµόρφωση στον υποδοχέα που 

προσδένεται, η µετάδοση του ερεθίσµατος τελικά ακολουθεί διαφορετικά µονοπάτια σε 

διαφορετικά κυτταρικά συστήµατα. Αυτή η διαφορική «ενεργοποίηση» δεν οφείλεται σε 

διαφορές στη συγγένεια του προσδέτη για τον υποδοχέα του, αλλά υπάρχουν διάφοροι 

µηχανισµοί που θεωρούνται υπεύθυνοι: 1) ενδιάµεσες διαµορφώσεις του υποδοχέα λόγω 

σύζευξης του προσδέτη µε αυτόν, 2) ποικιλία στις G πρωτεΐνες, στις πρωτεΐνες-

ικριώµατος και στις πρωτεΐνες-συνεργάτες (partners) µε τις οποίες αλληλεπιδρά ο 

υποδοχέας και 3) δηµιουργία ολιγοµερών υποδοχέων (διµερισµένων κλπ). 

Στην περίπτωση των οπιοειδών υποδοχέων έχει δειχθεί ότι ο αγωνιστής DAMGO 

προκαλεί σηµαντική ενδοκύττωση στον µ-OR, όπως και η µεθαδόνη, σε αντίθεση µε τη 

πρόσδεση της µορφίνης στον υποδοχέα, που δεν προκαλεί ενδοκύττωση. Παρόλα αυτά, η 

µορφίνη έχει την ίδια επίδραση στους τελεστές µε τη µεθαδόνη, ενεργοποιώντας τα 

κανάλια GIRK µέσω του µ-OR µε µια εγγενή ενεργότητα ίδια ή µεγαλύτερη της 

µεθαδόνης. Συνεπώς µπορεί να υπάρχουν δυο διαφορετικές ενεργές διαµορφώσεις του 

υποδοχέα που προκαλούνται ή επιλέγονται από τον ίδιο προσδέτη (Urban et al., 2007). 

Στοιχεία δείχνουν ότι ενδεχοµένως η διαφορική φωσφορυλίωση του µ-OR να είναι ένας 

µηχανισµός µε τον οποίο οι τελεστές µπορούν να διακρίνουν τις διαφορετικές επιδράσεις 

των προσδετών. 
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Όπως προαναφέρθηκε, οι G πρωτεΐνες αποτελούν την πρώτη άµεσα αλληλεπιδρώσα 

πρωτεΐνη των οπιοειδών υποδοχέων. Οι οπιοειδείς υποδοχείς, εφόσον ανήκουν στην 

υπεροικογένεια των GPCRs, µεταδίδουν το σήµα τους στο εσωτερικό του κυττάρου 

µέσω της σύζευξής τους µε διάφορα µέλη της οικογένειας των G πρωτεϊνών και 

συζεύγνυνται ειδικότερα µε την οικογένεια των Gi/ο πρωτεϊνών (Milligan, 2005). 

Μελέτες µε αντισώµατα έναντι συγκεκριµένων περιοχών των Gi/Gο υποµονάδων 

έδειξαν ότι οι µ-OR και δ-OR συζεύγνυνται µε αυτές τις G πρωτεΐνες (Georgoussi et al., 

1993, 1995). Πιο συγκεκριµένα, πειράµατα µε χρήση µεµβρανών από ινοβλάστες 

αρουραίου που εκφράζουν σταθερά τον µ-OR, έδειξαν ότι ο µ-OR αλληλεπιδρά µε τις 

Giα2 και Giα3 υποµονάδες, και αυτή η αλληλεπίδραση ενισχύεται όταν ο υποδοχέας 

ενεργοποιείται µε DAMGO (Georgoussi et al., 1997). Σε άλλα πειράµατα σε κυτταρικές 

µεµβράνες από ανθρώπινα νευροβλαστικά κύτταρα SHSY5Y που επωάστηκαν µε [α-

32
P]GTP azidoanilide, δείχθηκε ότι η ενεργοποίηση του δ-OR µε αγωνιστές οδήγησε στη 

ραδιοσήµανση των Giα1 υποµονάδων, έναντι της ενεργοποίησης του µ-OR που οδήγησε 

στη σήµανση των Giα3, ενώ κανένας από τους δυο υποδοχείς δεν σηµαίνει τις Giα2 

υποµονάδες (Laugwitz et al., 1993). Παρά την αδύναµη αλληλεπίδραση της Giα2 µε τον 

δ-OR, η ίδια υποµονάδα χρησιµοποιείται από τον δ-OR υποδοχέα για την µετακίνηση 

του ασβεστίου ενδοκυτταρικά σε κύτταρα ND8-47 (neuroblastoma x dorsal root 

ganglion, υβρίδιο νευροβλαστικών µε νευρικά κύτταρα γαγγλίων ραχιαίας ρίζας), τα 

οποία έχουν µη ανιχνεύσιµα επίπεδα των Giα1 υποµονάδων (Tang et al., 1995). Συνεπώς, 

οι υποδοχείς εµφανίζουν εξειδίκευση στη σύζευξη για συγκεκριµένες G πρωτεΐνες, 

τελικά όµως δεν αλληλεπιδρούν πάντα µε αυτές. Μια πιθανή εξήγηση της ασυµφωνίας 

µεταξύ των G πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε έναν υποδοχέα και αυτών των G 

πρωτεϊνών που χρειάζονται για τη σύζευξη είναι η «αναδιοργάνωση»-αλλαγή των G 

πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε έναν υποδοχέα κατά την ενεργοποίηση. Με µεθόδους 

ανοσο-συγκατακρήµνισης υποδοχέων-G υποµονάδων, δείχθηκε ότι ο διαλυτοποιηµένος 

δ-OR αλληλεπιδρά µε τις υποµονάδες Giα1, Giα3, Goα και Gβ1,2 στην ανενεργή 

κατάσταση, ενώ αλληλεπιδρά µε τις Giα2, Giα3 και Gβ1,2 παρουσία αγωνιστή (Law and 

Reisine, 1997). Έτσι, η αλληλεπίδραση µε την Giα2 υποµονάδα ανιχνεύθηκε µόνο για 

τον ενεργό υποδοχέα, ενώ η Gοα αλληλεπιδρά µόνο µε τον ανενεργό υποδοχέα. Στην 

περίπτωση του µ-OR, µελέτες έδειξαν ότι επίδραση µε τον αγωνιστή DAMGO έχει ως 
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αποτέλεσµα την ενεργοποίηση των Giα2 και Giα3 πρωτεϊνών (Georgoussi et al., 1997). 

Σε επιπλέον µελέτες φάνηκε ότι ο µ-OR µπορεί να αλληλεπιδρά και µε τις πρωτεΐνες της 

οικογένειας των Gqα, όπως είναι οι G15α και G16α (Offermanns and Simon, 1995), καθώς 

επίσης µε τις Gz, ενώ έχει αναφερθεί αλληλεπίδραση των µ-OR και δ-OR µε τις Gs 

πρωτεΐνες υπό συγκεκριµένες συνθήκες, που όµως χρήζουν περαιτέρω διερεύνησης 

(Connor and Christie, 1999, Crain and Shen, 2000). 

 

β) Αλληλεπιδράσεις υποδοχέα µε υποδοχέα – ολιγοµερισµός 

Τα τελευταία χρόνια έχει βρεθεί ότι οι επταελικοειδείς υποδοχείς δεν λειτουργούν 

µόνο ως αυτόνοµες οντότητες αλλά µπορούν και δηµιουργούν σύµπλοκα µε άλλους 

επταελικοειδείς υποδοχείς, συγγενείς ή όχι, σχηµατίζοντας διµερή ή ολιγοµερή 

(Milligan, 2000, Bouvier, 2001, Milligan, 2004, Milligan, 2008). Ο σκοπός του 

διµερισµού ή ολιγοµερισµού αυτών των υποδοχέων δεν είναι απόλυτα γνωστός όπως δεν 

είναι επίσης γνωστό, ποια είναι η φυσιολογική δράση των διµερισµένων µορφών των 

υποδοχέων αυτών. Γεγονός είναι πάντως, ότι ο διµερισµός οδηγεί σε αλλαγές της 

φαρµακολογίας των επιµέρους υποδοχέων, δηλαδή σε αλλαγές της ικανότητας 

πρόσδεσης των διαφόρων αγωνιστών και ανταγωνιστών για τον κάθε υποδοχέα, καθώς 

παρέχει περισσότερες της µιας θέσεις για ταυτόχρονη αλληλεπίδραση προσδετών και 

έρχεται να ανατρέψει την µέχρι πρόσφατα κρατούσα άποψη της φαρµακολογίας των 

υποδοχέων αυτών. Ο ολιγοµερισµός των GPCRs οδηγεί επίσης σε αλλαγές της 

κυτταρικής σηµατοδότησης των επιµέρους GPCRs, διότι ενεργοποιούνται ταυτόχρονα 

όλα τα σηµατοδοτικά µονοπάτια των υποδοχέων που συµµετέχουν ή ενεργοποιούνται 

εντελώς νέοι σηµατοδοτικοί δίαυλοι (Kroeger et al., 2004). Έχει δειχθεί, επίσης, ότι ο 

ολιγοµερισµός των GPCRs µεταβάλλει το ρυθµό εσωτερίκευσης και 

απευαισθητοποίησης των υποδοχέων (Cvejic and Devi, 1997, Bouvier, 2001). Σχετικές 

µελέτες επισηµαίνουν ότι δυο µεταλλαγµένοι υποδοχείς (π.χ. αδρενεργικοί-

µουσκαρινικοί), που στερούνται ικανότητας πρόσδεσης αγωνιστών, µπορούν να 

σχηµατίσουν λειτουργικά ετεροδιµερή ή ολιγοµερή µέσω ενδοµοριακής αλληλεπίδρασης 

µεταξύ τους. Oι διµερισµένες µορφές υποδοχέων αποκαθιστούν τη λειτουργία των 

υποδοχέων που από µόνοι τους δεν είναι λειτουργικοί (Maggio et al., 1993, Milligan, 

2000). 
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Πρόσφατα δείχθηκε από διάφορες επιστηµονικές οµάδες ότι οι οπιοειδείς υποδοχείς 

µπορούν να διµερίζονται (Cvejic and Devi 1997, Jordan and Devi, 1999, Milligan, 2004, 

Milligan, 2008, van Rijn et al., 2010). Πράγµατι, και οι τέσσερις τύποι των οπιοειδών 

υποδοχέων θεωρείται ότι σχηµατίζουν οµοµερή και ετεροµερή σύµπλοκα (Devi, 2001, 

Milligan, 2004, van Rijn et al., 2010). Σήµερα οι ερευνητές θεωρούν ότι κάθε οπιοειδής 

υποδοχέας είναι σε θέση να δηµιουργεί ένα ετεροδιµερές µε οποιονδήποτε άλλο οπιοειδή 

υποδοχέα. Υπάρχουν επίσης αναφορές για ετεροδιµερισµό των οπιοειδών υποδοχέων µε 

υποδοχείς από άλλες κατηγορίες GPCRs της ίδιας οικογένειας, όπως για παράδειγµα ο 

σχηµατισµός διµερών µεταξύ κ- και δ-OR µε τον β2-αδρενεργικό υποδοχέα (β2-AR) και 

ο διµερισµός του µ-OR µε τον α2Α-αδρενεργικό υποδοχέα (α2Α-AR) (Jordan et al., 2001, 

McVey et al., 2001, Jordan et al., 2003). 

Ο ετεροδιµερισµός έχει δειχθεί ότι έχει ως αποτέλεσµα αλλαγές στη φαρµακολογία 

των οπιοειδών υποδοχέων (Milligan, 2004, Milligan, 2008, van Rijn et al., 2010), 

µεταβολές στις ιδιότητες των οπιοειδών προσδετών (Jordan and Devi, 1999, George et 

al., 2000), επίδραση στη σύζευξη των υποδοχέων µε τους τελεστές, καθώς και 

τροποποιήσεις της ενδοκυτταρικής κυκλοφορίας των υποδοχέων αυτών σε διάφορες 

κυτταρικές σειρές (Jordan et al., 2001). In vivo µελέτες σε αρουραίους έδειξαν ότι ο µ-

OR µπορεί να ολιγοµερίζεται µε τον εαυτό του και να ενδοκυττώνεται ως απόκριση στη 

µορφίνη, όταν αυτή χορηγείται µαζί µε πολύ µικρή δόση DAMGO (He et al., 2002). 

Άλλες µελέτες έδειξαν ότι, ενώ ο δ-OR εσωτερικεύεται όταν ενεργοποιείται από 

αγωνιστές, σε αντίθεση µε τον κ-OR, το ετεροδιµερές δ-OR/κ-OR έχει διαφορετικές 

ιδιότητες και η συµπεριφορά του κ-OR υπερισχύει, οδηγώντας σε µειωµένη 

εσωτερίκευση του ετεροδιµερούς όταν εκτίθεται σε αγωνιστές είτε του δ-OR, είτε του κ-

OR (Jordan and Devi, 1999). 

Πέραν, όµως, από τον ολιγοµερισµό των οπιοειδών υποδοχέων µεταξύ τους, 

υπάρχουν και αλληλεπιδράσεις µε άλλους υποδοχείς που οδηγούν σε αλλαγές στη 

σηµατοδότηση και στην εµφάνιση ετεροδιµερών µε διαφορετική φαρµακολογία από 

κάθε υποδοχέα ξεχωριστά (Milligan, 2008). Μελέτες µε τη χρήση της τεχνολογίας BRET 

έδειξαν ότι ο υποδοχέας των καναβιδοειδών CB1 και οι µ-, δ- και κ- οπιοειδείς υποδοχείς 

αλληλεπιδρούν και σχηµατίζουν ετεροδιµερή (Rios et al., 2006). Η αλληλεπίδραση αυτή 

έχει ως αποτέλεσµα την αναστολή της σηµατοδότησης του µ-OR στις MAPK κινάσες, 
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όταν κύτταρα HEK293 που εκφράζουν και τους δυο υποδοχείς ενεργοποιούνται µε τον 

αγωνιστή WIN του CB1 υποδοχέα. Η ταυτόχρονη ενεργοποίηση και των δυο υποδοχέων 

σε κύτταρα Neuro-2A που τους εκφράζουν, οδήγησε σε αναστολή της φωσφορυλίωσης 

των Src και STAT3 µεταγραφικών παραγόντων και στη µείωση της νευριτογένεσης. 

Νεώτερες µελέτες µε συνέκφραση του µ-OR µε µια µορφή του α2Α-αδρενεργικού 

υποδοχέα, η οποία είναι δυνατόν να ανιχνεύσει αλλαγές στη διαµόρφωση του υποδοχέα 

µέσω τεχνολογίας FRET (Fluoresence Resonance Energy Transfer), έδειξαν ότι οι δυο 

υποδοχείς διµερίζονται και ότι η µορφίνη µπορεί να προάγει µεταβολές στη 

στερεοδιαµόρωση του α2Α-αδρενεργικού υποδοχέα (Vilardaga et al., 2008). Αυτές οι 

µεταβολές στο µόριο του αδρενεργικού υποδοχέα είχαν ως αποτέλεσµα την αναστολή 

της ρύθµισης της δράσης των ERK κινασών που προκαλεί η σηµατοδότηση του α2Α-

αδρενεργικού υποδοχέα. Άλλες µελέτες δεικνύουν ότι ο δ-OR µπορεί να αλληλεπιδρά 

και να σχηµατίζει ετεροδιµερή σύµπλοκα µε τον υποδοχέα των χηµοκινών CXCR2 που 

προσδένει την ιντερλευκίνη 8 (Parenty et al., 2008). Στις ίδιες µελέτες φάνηκε επίσης ότι 

ένας ανταγωνιστής του CXCR2 υποδοχέα, ο οποίος δεν προσδένεται στον δ-OR, 

ενισχύει τη δράση διαφόρων πεπτιδικών ή αλκαλοειδών αγωνιστών του δ-OR, µέσω ενός 

αλλοστερικού µηχανισµού στο ετεροδιµερές σύµπλοκο των δυο υποδοχέων. 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, φαρµακολογικές µελέτες διαπιστώνουν την παρουσία 

συγκεκριµένων υποτύπων των οπιοειδών υποδοχέων πέραν των ήδη γνωστών, οι οποίοι 

δεν έχουν ταυτοποιηθεί γενετικά, καθώς δεν έχουν ανακαλυφθεί τα αντίστοιχα γονίδια 

στο γονιδίωµα. Η κατανόηση του φαινοµένου του ετεροδιµερισµού ενδεχοµένως να 

εξηγεί την παρουσία αυτών των υποτύπων των οπιοειδών υποδοχέων, που είναι πιθανόν 

προϊόντα αλληλεπίδρασης/ολιγοµερισµού διαφορετικών υποδοχέων (Bouvier, 2001, van 

Rijn et al., 2010). 

 

γ) Αλληλεπιδράσεις οπιοειδών υποδοχέων µε πρωτεΐνες ανεξάρτητες των G 

πρωτεϊνών 

Οι GPCRs είναι δυναµικές οντότητες και αυτό έχει ως αποτέλεσµα να 

αλληλεπιδρούν και να συζεύγνυνται µε κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες ανεξάρτητες των 

G πρωτεϊνών (Σχήµα 4). Αποτέλεσµα αυτών των αλληλεπιδράσεων είναι η περαιτέρω 
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τροποποίηση της δυναµικής της σηµατοδότησης των GPCRs (Milligan, 2005, 

Georgoussi, 2008).  

 

i) Πρωτεΐνες που εµπλέκονται στη σηµατοδότηση των G πρωτεϊνών 

Η πρωτεΐνη που βρέθηκε πρωταρχικά ότι αλληλεπιδρά απευθείας µε τους οπιοειδείς 

υποδοχείς και δεν ανήκει στις G πρωτεΐνες είναι η καλµοδουλίνη (calmodulin). Η 

καλµοδουλίνη είναι πρωτεΐνη που προσδένει ιόντα Ca
+2

 και ρυθµίζει τη λειτουργία 

κυτταροπλασµατικών ενζύµων όπως κινάσες και φωσφατάσες, αλλά και άλλων 

πρωτεϊνών όπως η αδενυλική κυκλάση και ιοντικά κανάλια. Σε πειράµατα όπου 

χρησιµοποιήθηκαν πεπτίδια από τις ενδοκυτταρικές περιοχές του µ-OR και του δ-OR 

φάνηκε ότι η καλµοδουλίνη αλληλεπιδρά απευθείας µε τους υποδοχείς και έχει ως 

αποτέλεσµα την µειωµένη ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών σε συνθήκες ενεργοποίησης ή 

µη από αγωνιστή (Wang et al., 1999). Μελέτες επίσης δεικνύουν ότι η καλµοδουλίνη 

ανταγωνίζεται την πρόσδεση των G πρωτεϊνών στους οπιοειδείς υποδοχείς και είναι 

δυνατόν να απελευθερώνεται και να λειτουργεί ως δεύτερος µηνύτορας µετά από την 

ενεργοποίηση των υποδοχέων (Wang et al., 2000). 

Άλλες µελέτες έδειξαν ότι στους οπιοειδείς υποδοχείς µπορεί να προσδένεται µια νέα 

πρωτεΐνη που καλείται περιπλακίνη (periplakin) (Feng et al., 2003). H πρωτεΐνη αυτή 

προσδένεται στην ακτίνη και τα ενδιάµεσα ινίδια του κυτταροσκελετού στα 

κερατινοκύτταρα, αλλά και στα νευρικά κύτταρα και είναι πιθανόν να παρεµβαίνει στη 

σηµατοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων. Πράγµατι, σε πειράµατα ενεργοποίησης 

κυττάρων HEK293 µε τον αγωνιστή DAMGO (Human Embryonic Kidney, κύτταρα 

ανθρώπινου εµβρυϊκού νεφρού) που συνεκφράζουν τον µ-OR και την περιπλακίνη, 

βρέθηκε ότι η ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών µειώνεται χωρίς να επηρεάζεται 

αντίστοιχα η εσωτερίκευση του υποδοχέα (Feng et al., 2003). 

 

ii) Αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες που σχετίζονται µε την φωσφορυλίωση, 

απευαισθητοποίηση και εσωτερίκευση των υποδοχέων. 

Μια από της κατηγορίες πρωτεϊνών που βρέθηκε ότι αλληλεπιδρούν  απευθείας µε 

τους ενεργοποιηµένους GPCRs είναι οι ονοµαζόµενες GRKs (G protein-coupled 

receptor kinases, κινάσες των GPCRs) (Pitcher et al., 1998). Οι GRKs φωσφορυλιώνουν 
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τους GPCRs, οδηγώντας τους έτσι στο πρώτο στάδιο της αποσύζευξης από τις G 

πρωτεΐνες και απευαισθητοποίησης. Μελέτες έχουν δείξει ότι µέλη των GRK πρωτεϊνών 

όπως η κινάση 1 του β-αδρενεργικού υποδοχέα (β-adrenergic receptor kinase 1, 

betaARK1) και η GRK5 αλληλεπιδρούν µε τον δ-OR και υπερέκφραση αυτών σε 

κύτταρα HEK293 οδηγεί σε αύξηση της φωσφορυλίωσης αυτού του υποδοχέα µετά από 

ενεργοποίηση µε αγωνιστή (Pei et al., 1995). Πρόσφατες µελέτες έδειξαν επίσης, ότι η 

φωσφορυλίωση του δ-OR από την GRK2 συµβάλλει σηµαντικά στην εσωτερίκευση και 

ανακύκλωση του υποδοχέα (Zhang et al., 2008). Πειραµατικά δεδοµένα εµπλέκουν 

επίσης την GRK2 στην εσωτερίκευση και αποικοδόµηση-µειορύθµιση του κ-OR (Li et 

al., 2000). 

Στους ενεργοποιηµένους υποδοχείς που έχουν φωσφορυλιωθεί προσδένεται µια άλλη 

κατηγορία πρωτεϊνών που καλούνται β-αρρεστίνες (β-arrestins) και έχει δειχθεί ότι είναι 

κρίσιµες για την απευαισθητοποίηση των GPCRs, καθώς αναστέλλουν σε δεύτερο 

στάδιο την αλληλεπίδραση των G πρωτεϊνών µε τους υποδοχείς και αλληλεπιδρούν µε 

την κλαθρίνη, την ΑΡ-2 (adaptor protein,  πρωτεΐνη προσαρµογής της κλαθρίνης) και την 

πρωτεΐνη NSF (N-ethylmaleimide sensitive fusion protein), επάγοντας την ενδοκύττωση 

των υποδοχέων µέσω κυστιδίων κλαθρίνης (Lefkowitz and Shenoy, 2005). Μελέτες σε 

κύτταρα HEK293 που εκφράζουν τον κ-OR, έδειξαν ότι η συνέκφραση της β-αρρεστίνης 

1 οδηγεί σε µειωµένη ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών µετά από την διέγερση του 

υποδοχέα µε αγωνιστή (Cheng et al., 1998), ενώ αντίστοιχες µελέτες για τους µ- και δ-

OR έδειξαν ότι η β-αρρεστίνη 2 οδηγεί σε απευαισθητοποίηση των υποδοχέων (Kovoor 

et al., 1997). Πιο πρόσφατες µελέτες έχουν δείξει ότι η β-αρρεστίνη 2 µπορεί να 

προσδένεται και στο µη φωσφορυλιωµένο δ-OR, οδηγώντας σε απευαισθητοποίηση και 

εσωτερίκευση των υποδοχέων, ενώ οι β-αρρεστίνες παίζουν ρόλο και στην ανακύκλωση 

(αρρεστίνη 1) ή αποικοδόµηση (αρρεστίνη 2) του δ-OR (Zhang et al., 2008, Zhang et al., 

2005). 

Ανάµεσα στις πρωτεΐνες που λειτουργούν ως µοριακά ικριώµατα για τη δηµιουργία 

πολυπρωτεϊνικών συµπλόκων, ξεχωριστό ρόλο έχει η σπινοφιλίνη (spinophilin, SPL), 

µια πρωτεΐνη µε πολλές διαφορετικές περιοχές πρόσδεσης µε άλλες πρωτεΐνες. Η 

σπινοφιλίνη παίρνει µέρος στην οργάνωση του κυτταροσκελετού ακτίνης και στη 

µορφολογία των δενδριτικών ινών, στην συναπτική πλαστικότητα και στη µετανάστευση 
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των νευρώνων (Sarrouilhe et al., 2006). Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι η σπινοφιλίνη 

αλληλεπιδρά απευθείας µε τον µ-OR στους νευρώνες του ραβδωτού σώµατος εγκεφάλου 

ποντικού και αυτή η αλληλεπίδραση αυξάνεται µε την τοπική χορήγηση µορφίνης 

(Charlton et al., 2008), ρυθµίζοντας έτσι τη σηµατοδότηση του υποδοχέα και την 

ενδοκυττάρωσή του. Σε επίπεδο ολόκληρου οργανισµού, απάλειψη του γονιδίου της 

σπινοφιλίνης οδηγεί σε µειωµένη αναλγησία στην στιγµιαία χορήγηση µορφίνης, και σε 

αυξηµένη ανοχή και εξάρτηση στη µορφίνη σε περιπτώσεις χρόνιας χορήγησης. 

 

Σχήµα 4. Σχηµατική απεικόνιση ορισµένων αλληλεπιδράσεων των οπιοειδών υποδοχέων µε 
πρωτεΐνες εκτός των G πρωτεϊνών. Η αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών µε τον οπιοειδή υποδοχέα 

γίνεται µέσω της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς και του καρβοξυτελικού του άκρου. 

 

iii) Αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες που σχετίζονται µε την κυκλοφορία και τη 

λυσοσωµική στόχευση 

Έρευνες που πραγµατοποιήθηκαν για να µελετηθεί η πορεία των οπιοειδών 

υποδοχέων µετά από την ενδοκύττωση έδειξαν ότι το καρβοξυτελικό άκρο του δ-OR 

ευθύνεται για την αλληλεπίδραση του υποδοχέα µε µια πρωτεΐνη που καλείται GPCR-

associated sorting protein-1 (GASP-1) (Whistler et al., 2002). Η GASP-1 είναι 

κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη και η δράση της είναι ουσιαστική για τη λυσοσωµική 

µετατόπιση του δ-OR και άλλων GPCRs. Βρέθηκε ότι η GASP-1 αλληλεπιδρά µε τον δ-

OR και τον οδηγεί στα λυσοσώµατα µετά την ενδοκύττωσή του µε κυστίδια κλαθρίνης, 
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φαινόµενο που δεν παρατηρείται για τον µ-OR, ο οποίος µετά την ενδοκύττωση 

ανακυκλώνεται στην επιφάνεια όπου και επανευαισθητοποιείται (Whistler et al., 2002).  

Έρευνες που έγιναν για να εξακριβώσουν τον τρόπο µε τον οποίο επιλέγεται η 

ενδοκυτταρική τύχη του κ-OR (ανακύκλωση ή λύση) αποδεικνύουν ότι η πρωτεΐνη 

EBP50/NHERF (ERM binding protein 50/ Na
+
-H

+
 exchanger regulatory factor) 

ανοσοσυγκατακρηµνίζεται µε τον κ-OR σε ζωντανά κύτταρα (Li et al., 2002). Η 

πρωτεΐνη EBP50/NHERF περιλαµβάνει ποικίλα δοµικά µοτίβα, µεταξύ των οποίων και 

δυο PDZ περιοχές, και µπορεί να αλληλεπιδρά µε πρωτεΐνες που προσδένονται στον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης. Η πρόσδεση στον κ-OR δεν επηρεάζει την εσωτερίκευση 

του υποδοχέα που προκαλείται από αγωνιστή, αλλά αυξάνει το ρυθµό ανακύκλωσης του 

εσωτερικευµένου υποδοχέα αποτρέποντας την στόχευσή του στα λυσοσώµατα. Αντίθετα 

µε τον κ-OR, οι µ-OR και δ-OR δεν φαίνεται να αλληλεπιδρούν µε την EBP50/NHERF. 

 

iv) Αλληλεπίδραση µε πρωτεΐνες που διαθέτουν µεταγραφική ενεργότητα 

Με βάση το γεγονός ότι οι GPCRs έχει βρεθεί να αλληλεπιδρούν µε πρωτεΐνες που 

διαθέτουν µεταγραφική ενεργότητα, µελέτες του εργαστηρίου µας έδειξαν ότι οι µ- και 

δ- οπιοειδείς υποδοχείς αλληλεπιδρούν µε µέλη της οικογένειας των STAT (Signal 

transducers and activators of transcription) µεταγραφικών παραγόντων. Πράγµατι, 

πειραµατικά δεδοµένα από pull-down πειράµατα και πειράµατα συν-

ανοσοκατακρήµνισης έδειξαν ότι η STAT5A προσδένεται απευθείας στο καρβοξυτελικό 

άκρο του µ-OR και ειδικότερα στο συντηρηµένο µοτίβο YXXL, ανεξάρτητα από την 

ενεργοποίηση µε αγωνιστή (Mazarakou and Georgoussi, 2005). Λειτουργικά πειράµατα 

σε κύτταρα COS-7 παροδικά διαµολυσµένα µε τον µ-OR και την STAT5A, έδειξαν ότι η 

ενεργοποίηση του υποδοχέα µε τον ειδικό αγωνιστή DAMGO ή µε µορφίνη οδηγεί σε 

φωσφορυλίωση την STAT5A, µέσω µιας διαδικασία που περιλαµβάνει την 

ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Src αλλά δεν περιλαµβάνει τις Gi/o πρωτεΐνες. Στις ίδιες 

µελέτες δεικνύεται ότι η ενεργοποίηση µε µορφίνη κυττάρων HEK293 που εκφράζουν 

µόνιµα τον µ-OR οδηγεί επίσης σε φωσφορυλίωση της STAT5A και ενεργοποίηση της 

µεταγραφικής δραστηριότητας. 
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Νεώτερες µελέτες του εργαστηρίου µας έδειξαν ότι αντίστοιχα ο STAT5B 

µεταγραφικός παράγοντας αλληλεπιδρά ιδιοσύστατα µε τον δ-OR (Georganta et al., 

2010). Πειράµατα σε κύτταρα HEK293 που εκφράζουν µόνιµα τον δ-OR, έδειξαν ότι η 

ενεργοποίηση του υποδοχέα µε τον ειδικό αγωνιστή DSLET οδηγεί σε φωσφορυλίωση 

της STAT5B και ενεργοποίηση της µεταγραφικής δραστηριότητάς της. Στις ίδιες µελέτες 

φάνηκε επίσης ότι η ενεργοποίηση της STAT5B από τον δ-OR γίνεται µέσω ενός 

µηχανισµού που περιλαµβάνει τις Gi/o πρωτεΐνες, τις Gβγ υποµονάδες και την c-Src 

κινάση. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι η STAT5B δηµιουργεί πρωτεϊνικά σύµπλοκα 

µε συγκεκριµένες Gα υποµονάδες και σε συνεργασία µε τις Gβγ υποµονάδες και την 

ενεργοποιηµένη Src. Αυτά τα σχηµατιζόµενα πολύ-πρωτεϊνικά σύµπλοκα χρησιµοποιούν 

ως πλατφόρµα τον δ-OR και ο σχηµατισµός τους  εξαρτάται από την κατάσταση 

ενεργοποίησης του υποδοχέα. 

 

1.4.2 Περιοχές των οπιοειδών υποδοχέων που ευθύνονται για τις 

ενδοκυτταρικές αλληλεπιδράσεις 

Πολλαπλά βιβλιογραφικά δεδοµένα συνηγορούν στο γεγονός ότι τα ενδοκυτταρικά 

τµήµατα των GPCRs είναι αυτά που ευθύνονται κυρίως για την µεταγωγή της 

πληροφορίας από τους υποδοχείς στο ενδοκυτταρικό περιβάλλον τους και την εν γένει 

επικοινωνία µε τα υπόλοιπα σηµατοδοτικά µόρια. Πράγµατι, παρατηρήσεις που 

αποκοµίσθηκαν από προσεγγίσεις όπου χρησιµοποιήθηκαν πεπτίδια, µικρογονίδια και 

χιµαιρικοί υποδοχείς (Lutrell et al., 1993, Hawes et al., 1994, Taylor et al., 1994, 

Gilchrist et al., 1999, 2001, Wess, 1998), υποδεικνύουν ότι η κυτταροπλασµατική 

πλευρά των GPCRs και ειδικότερα η τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά και το καρβοξυτελικό 

άκρο είναι σηµαντικά, τόσο για τη µετάδοση του σήµατος στις G πρωτεΐνες, όσο και για 

την αλληλεπίδραση µε µια µεγάλη ποικιλία από πρωτεϊνικά µόρια που είναι σε θέση να 

ρυθµίζουν τη σηµατοδότηση των GPCRs. 

Όσον αφορά τους οπιοειδείς υποδοχείς, µελέτες διαφόρων ερευνητών αλλά και του 

εργαστηρίου µας έδειξαν ότι η τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά και το καρβοξυτελικό άκρο 

των υποδοχέων αυτών ευθύνονται για τις αλληλεπιδράσεις µε τις διάφορες πρωτεΐνες 

που προαναφέρθηκαν. Αυτό οφείλεται στο ότι στην τρίτη θηλιά και το καρβοξυτελικό 
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άκρο των οπιοειδών υποδοχέων εδράζονται σηµαντικά αµινοξικά κατάλοιπα και δοµικά 

µοτίβα που µεσολαβούν στην αλληλεπίδραση µε αντίστοιχες λειτουργικές περιοχές των 

αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών και τα οποία αναλύονται παρακάτω. 

 

Τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά 

Η τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά των οπιοειδών υποδοχέων είναι αρκετά συντηρηµένη 

µεταξύ των τριών υποτύπων µ-, δ- και κ-OR και περιλαµβάνει ένα δοµικό µοτίβο, το 

ΒΒΧΧΒ, κοντά στην έκτη διαµεµβρανική έλικα (όπου Β ένα βασικό αµινοξύ και Χ ένα 

οποιοδήποτε άλλο). Μια πληθώρα εργασιών στους GPCRs, έχουν αποδείξει τον 

θεµελιώδη ρόλο της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς στη σύζευξη µε τις G πρωτεΐνες και 

την ενεργοποίηση των τελεστών (Law et al., 1999). Η δεύτερη ενδοκυτταρική θηλιά 

εµπλέκεται πιθανότερα στην ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών, όµως η τρίτη 

ενδοκυτταρική θηλιά είναι αυτή που θεωρείται ως ο βασικός καθοριστής της 

εξειδίκευσης στη σύζευξη µεταξύ διαφορετικών υποµονάδων των G πρωτεϊνών (Gether, 

2000). 

Στην περίπτωση των οπιοειδών υποδοχέων, µελέτες του εργαστηρίου µας µε πεπτίδια 

που αντιστοιχούν στην τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά των µ-OR και δ-OR, τα οποία 

περιλαµβάνουν το ΒΒΧΧΒ δοµικό µοτίβο και δρουν ανταγωνιστικά µε τους υποδοχείς, 

απέδειξαν την σπουδαιότητα αυτής της περιοχής για τη σύζευξη των G πρωτεϊνών και 

την ενεργοποίησή τους. Συγκεκριµένα, τα πειράµατα αυτών των µελετών απέδειξαν την 

συνεισφορά του αρχικού και τελικού τµήµατος της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς στη 

σύζευξη των Giα2 και Giα3 υποµονάδων µε τους µ- και δ-ORs και στην ενεργοποίησή 

τους καθώς και στην ενεργοποίηση της αδενυλικής κυκλάσης που είναι ο κύριος  

τελεστής τους (Merkouris et al., 1996, Georgoussi et al., 1997, Megaritis et al., 2000). 

Νεώτερες µελέτες του εργαστηρίου ήρθαν σε συµφωνία µε τα παραπάνω αποτελέσµατα, 

όπου φάνηκε ότι η έκφραση ενός µικρογονιδίου, που κωδικοποιεί ολόκληρη την τρίτη 

ενδοκυτταρική θηλιά του δ-OR, µπορεί να παρεµποδίζει τη σύζευξη των G πρωτεϊνών µε 

τους οπιοειδείς υποδοχείς αλλά και µε άλλους γενικότερα GPCRs, και εµπλέκεται στην 

µεταγωγή της πληροφορίας από τον ενεργοποιηµένο υποδοχέα σε συστατικά καθοδικά 

του υποδοχέα (downstream components) (Morou and Georgoussi, 2005). Επιπλέον, 

µελέτες έδειξαν ότι η τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά των οπιοειδών υποδοχέων µεσολαβεί 
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στην ειδική ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών από συγκεκριµένους αγωνιστές και ότι η 

αλληλεπίδραση του µοτίβου ΒΒΧΧΒ µε τις G πρωτεΐνες εξαρτάται από τους αγωνιστές 

αυτούς (Chaipatikul et al., 2003). Με τη χρήση µ-OR/δ-OR χιµαιρικών υποδοχέων, 

πιστοποιήθηκαν οι θέσεις της πρωτοταγούς δοµής των GPCRs, οι οποίες είναι υπεύθυνες 

για την σύζευξη και την ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών και των τελεστών και για την εν 

γένει λειτουργικότητα και ετερογένεια αυτών των υποδοχέων (Chan et al., 2003). 

Πέραν όµως από τη σηµασία της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς στη σύζευξη των 

οπιοειδών υποδοχέων µε τις G πρωτεΐνες, φαίνεται ότι αυτή η περιοχή ευθύνεται και για 

την αλληλεπίδραση µε πολλές από τις άλλες κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες που 

προαναφέρθηκαν καθώς και για τη αλλαγή του σηµατοδοτικού µονοπατιού της 

πληροφορίας που διαβιβάζεται. Έτσι, έχει βρεθεί ότι η πρόσδεση της καλµοδουλίνης 

γίνεται στην τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά του µ-OR και δ-OR, στην ίδια περιοχή όπου 

προσδένονται και οι G πρωτεΐνες, και ο ανταγωνισµός στην πρόσδεση οδηγεί σε 

µειωµένη ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών (Wang et al., 1999). In vitro πειράµατα pull-

down πρόσδεσης έδειξαν ότι η τρίτη θηλιά του δ-OR είναι επίσης σηµείο 

αλληλεπίδρασης µε τις β-αρρεστίνες 1 και 2 (Cen et al., 2001β). Πειράµατα πρόσδεσης 

µε την τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά που περιέχει σηµειακές µεταλλαγές, έδειξαν ότι η 

Ser249 και η Ser255 σε αυτό το τµήµα του δ-OR παίζουν σηµαντικό ρόλο στην 

αλληλεπίδραση του υποδοχέα µε την β-αρρεστίνη 1 (Cen et al., 2001α). 

 

Καρβοξυτελικό άκρο 

Tο καρβοξυτελικό άκρο των GPCRs είναι πλέον εδραιωµένο ως µια δυναµική 

περιοχή για την ρύθµιση των υποδοχέων αυτών, καθώς παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

µετάδοση του ερεθίσµατος, στην αναδίπλωση, όπως επίσης και στην ενεργοποίηση των 

GPCRs (Bockaert et al., 2003). Επιπλέον, η ανακάλυψη της αλληλεπίδρασης διαφόρων 

πρωτεϊνών µε το καρβοξυτελικό άκρο των GPCRs, αναδεικνύει την σηµασία του 

ενδοκυτταρικού αυτού τµήµατος στην πολυπλοκότητα της σηµατοδότησης των 

υποδοχέων αυτών (Bockaert et al., 2004α, β). Τα καρβοξυτελικά άκρα των µ-, δ- και κ-

OR έχουν παρόµοιο µέγεθος, αποτελούµενα από 63 αµινοξέα για τον µ- υποδοχέα, 55 

αµινοξέα για τον δ- υποδοχέα και 51 αµινοξέα για τον κ- υποδοχέα, διαφέρουν όµως στο 

µεγαλύτερο µέρος της αλληλουχίας τους. Παρόλα αυτά, τα συγκεκριµένα τµήµατα των 
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οπιοειδών υποδοχέων διαθέτουν µια συντηρηµένη περιοχή κοντά στην έβδοµη 

διαµεµβρανική περιοχή, κοινή και για τους τρεις υποτύπους οπιοειδών υποδοχέων. Η 

περιοχή αυτή αποτελείται από την αµινοξική αλληλουχία YAFLDENFKRCFRXXC, 

από το τέταρτο αµινοξύ της οποίας θεωρείται ότι σχηµατίζεται µια τέταρτη 

ενδοκυτταρική θηλιά µε µορφή έλικας (έλικα VIII), µέσω της παλµιτυλίωσης µιας 

συντηρηµένης κυστεΐνης στη θέση 351 για τον µ-OR, στη θέση 333 για τον δ-OR και στη 

θέση 345 για τον κ-OR (Palczewski et al., 2000, Lu et al., 2002, Σχήµα 1 και 11Α). 

Αντίθετα, το υπόλοιπο τµήµα των καρβοξυτελικών άκρων των οπιοειδών υποδοχέων δεν 

εµφανίζει καµιά οµοιότητα. Ακριβώς πριν από αυτήν τη συντηρηµένη περιοχή των 

καρβοξυτελικών άκρων των οπιοειδών υποδοχέων εντοπίζεται ένα µοτίβο που είναι 

συντηρηµένο στους GPCRs και αποτελείται από τα αµινοξέα NPXXY, όπου Χ 

οποιοδήποτε αµινοξύ (Probst et al., 1992). Το µοτίβο αυτό θεωρείται ότι λειτουργεί ως 

αλληλουχία-σήµα εσωτερίκευσης για τους GPCRs. Στην περίπτωση των οπιοειδών 

υποδοχέων, το συγκεκριµένο µοτίβο φαίνεται ότι αλληλεπιδρά µε τις διαµεµβρανικές 

περιοχές 2 και 6 καθώς και µε την έλικα VIII για να διατηρήσει τον υποδοχέα στην µη 

ενεργή διαµόρφωση (Xu et al., 2005), ενώ η τυροσίνη του µοτίβου είναι σηµαντική για 

την εσωτερίκευση των υποδοχέων και την αλληλεπίδραση µε άλλες πρωτεΐνες (βλ. 

παρακάτω, µοτίβο YXXL) (Kramer et al., 2000, Mazarakou and Georgoussi, 2005, 

Georgoussi et al., 2010). 

Παλιότερες µελέτες του εργαστηρίου της ∆ρ. Γεωργούση έδειξαν ότι ένα πεπτίδιο το 

οποίο αντιστοιχεί στην προβλεπόµενη τέταρτη ενδοκυτταρική θηλιά των οπιοειδών 

υποδοχέων κοντά στην έβδοµη διαµεµβρανική περιέλιξη (πεπτίδιο i4, 

DENFKRCFRQLC), δεν µεταβάλλει την ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών, µειώνει όµως 

την ειδική πρόσδεση του αγωνιστή DSLET στον δ-OR και του αγωνιστή DAMGO στον 

µ-OR, δεικνύοντας µε αυτά τα αποτελέσµατα τη σηµασία και συµβολή αυτής της 

περιοχής στην αλληλεπίδραση µε τις G πρωτεΐνες (Merkouris et al., 1996, Georgoussi et 

al., 1997). 

Τα καρβοξυτελικά άκρα των οπιοειδών υποδοχέων είναι περιοχές αλληλεπίδρασης 

για πάνω από 10 GIPs (Milligan, 2005, Georgoussi, 2008). Για παράδειγµα η 

περιπλακίνη, που έχει προαναφερθεί ως αλληλεπιδρώσα πρωτεΐνη των δ-OR και µ-OR, 

έχει δειχθεί ότι αλληλεπιδρά µε την προβλεπόµενη τέταρτη ενδοκυτταρική θηλιά του 
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καρβοξυτελικού άκρου των οπιοειδών υποδοχέων (Feng et al., 2003). Το καρβοξυτελικό 

άκρο των οπιοειδών υποδοχέων είναι επίσης στόχος φωσφορυλίωσης για τις GRKs και 

άλλες κινάσες, καθώς περιέχει πολλά κατάλοιπα σερίνης/θρεονίνης. Για παράδειγµα, 

όταν στον δ-OR αντικατασταθούν 3 αµινοξέα-κλειδιά στο καρβοξυτελικό άκρο, η GRK 

δεν µπορεί πλέον να προσδεθεί στον υποδοχέα και να τον φωσφορυλιώσει. (Guo et al., 

2000). ∆εδοµένου ότι το καρβοξυτελικό άκρο των οπιοειδών υποδοχέων 

φωσφορυλιώνεται, θα µπορούσε επίσης να αποτελεί περιοχή αλληλεπίδρασης µε τις 

αρρεστίνες. Πράγµατι, πειράµατα pulldown πρόσδεσης και τεχνικές surface plasmon 

resonance (SRF) έδειξαν ότι οι β-αρρεστίνες µπορούν και προσδένονται στο 

καρβοξυτελικό άκρο του δ-OR και του κ-OR και µάλιστα η αλληλεπίδραση συµβαίνει σε 

συγκεκριµένα κατάλοιπα σερίνης/θρεονίνης, ενώ φάνηκε ότι το καρβοξυτελικό άκρο του 

δ-OR παίζει σηµαντικό ρόλο στην απευαισθητοποίηση του υποδοχέα (Kovoor et al., 

1997, Cen et al., 2001α, β). Παρόµοιες µελέτες όπου πραγµατοποιήθηκαν σηµειακές 

µεταλλαγές αµινοξέων έδειξαν ότι κατάλοιπα σερίνης/θρεονίνης στο καρβοξυτελικό 

άκρο του κ-OR παίζουν επίσης σηµαντικό ρόλο στην πρόσδεση της β-αρρεστίνης 1 στον 

συγκεκριµένο οπιοειδή υποδοχέα, ενώ η ίδια αρρεστίνη δεν µπορεί να προσδεθεί στον µ-

OR (Cheng et al., 1998). 

Όσον αφορά την GASP-1 πρωτεΐνη, αυτή δείχθηκε ότι αλληλεπιδρά µε την περιοχή 

του καρβοξυτελικού άκρου των οπιοειδών υποδοχέων που αντιστοιχεί στην έλικα VIII 

και µάλιστα µε δυο συντηρηµένα αµινοξικά κατάλοιπα (Phe 325 και Lys 326 για τον δ-

OR). Η GASP-1 βρέθηκε επίσης να αλληλεπιδρά µε έναν ελλειµµατικό στο 

καρβοξυτελικό άκρο µ-OR, από τον οποίο έχει αφαιρεθεί η περιοχή που ευθύνεται για 

την ανακύκλωση του υποδοχέα, µε συνέπεια όχι µόνο να αναστέλλεται η ανακύκλωση 

του υποδοχέα, αλλά και να προάγεται η αποικοδόµηση του (Thompson et al., 2007). 

Αντιστοίχως, οι STAT5A/B µεταγραφικοί παράγοντες αλληλεπιδρούν µε τα 

καρβοξυτελικά άκρα των µ-OR και δ-OR, και η πρόσδεση γίνεται στο YXXL 

συντηρηµένο µοτίβο (όπου Y οποιοδήποτε αµινοξύ) που υπάρχει και στους τρεις 

οπιοειδείς υποδοχείς όπως έχει αναφερθεί παραπάνω, δεικνύοντας ότι το καρβοξυτελικό 

άκρο των µ-OR και δ-OR χρησιµεύει ως πλατφόρµα για το σχηµατισµό 

πολυπρωτεϊνικών συµπλόκων που περιλαµβάνουν τις STAT5 και µέλη των Gα και Gβγ 

υποµονάδων (Mazarakou and Georgoussi, 2005, Georganta et al., 2010). Άλλες 
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πρωτεΐνες όπως ο παράγοντας EBP50/NHERF που διαθέτουν PDZ µοτίβα στην 

αλληλουχία τους, δείχθηκε ότι αλληλεπιδρούν µε το καρβοξυτελικό άκρο των οπιοειδών 

υποδοχέων. 

Όλα αυτά τα αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι η τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά και το 

καρβοξυτελικό άκρο των οπιοειδών υποδοχέων αποκτούν µια συγκεκριµένη 

στερεοδιαµόρφωση εσωτερικά της µεµβράνης, όπου δηµιουργείται µια «πλατφόρµα» 

πάνω στην οποία µπορούν να προσδένονται διάφορες πρωτεΐνες του κυτταροπλάσµατος. 

Με αυτόν τον τρόπο είναι δυνατή η δηµιουργία συµπλόκων ενδοκυτταρικά του 

υποδοχέα, τα οποία ευθύνονται για την εξειδίκευση της σηµατοδότησης, για τη 

φωσφορυλίωση του υποδοχέα, τη φωσφορυλίωση άλλων πρωτεϊνών, για τον τερµατισµό 

του σήµατος και τέλος για την ενδοκύττωση του υποδοχέα και τη µεταγραφή διαφόρων 

γονιδίων. 

 

1.4.3 RGS πρωτεΐνες 

Ιστορική αναδροµή και γενικά χαρακτηριστικά 

Όπως προαναφέρθηκε, το κλασσικό µοντέλο σηµατοδότησης των GPCRs ήταν 

περιορισµένο σε ένα σύστηµα τριών στοιχείων: υποδοχέας, G πρωτεΐνες και τελεστές. 

Στο µοντέλο αυτό, η διάρκεια της σηµατοδότησης των GPCRs µέσω των G πρωτεϊνών 

ορίζεται κυρίως από τη διάρκεια ζωής της Gα υποµονάδας, δηλαδή από το χρονικό 

διάστηµα που η Gα υποµονάδα βρίσκεται στην ενεργή της διαµόρφωση (δεσµευµένη µε 

GTP). Η εγγενής ενεργότητα GTPάσης των Gα υποµονάδων θεωρείτο ότι έπαιζε ρόλο-

κλειδί στη ρύθµιση του κύκλου ενεργοποίησης-απενεργοποίησης των G πρωτεϊνών 

(Neubig and Siderovski, 2002, Jean-Baptiste et al., 2006). Πρώιµα πειραµατικά 

αποτελέσµατα έδειξαν ότι οι Gα υποµονάδες µπορούσαν να υδρολύουν το GTP, ο 

ρυθµός αυτός της αυτο-απενεργοποίησης, όµως, είναι συνήθως αργός και δεν 

δικαιολογούσε την γρήγορη απόκριση σε ερεθίσµατα και τον ταχύ τερµατισµό της 

σηµατοδότησης των GPCRs σε διάφορα συστήµατα (Gilman, 1987). Αποµονωµένες Gtα 

υποµονάδες σε διάλυµα είχαν αργό ρυθµό υδρόλυσης (1 µε 2 αντιδράσεις ανά λεπτό) του 

GTP (µικρή ενεργότητα GTPάσης), όπου η ταχύτητα υδρόλυσης του GTP περιορίζεται 

µόνο από το ρυθµό απελευθέρωσης του GDP από την Gα υποµονάδα µετά την 

υδρόλυση. Αντίθετα, η επαναφορά των φωτοευαίσθητων κυττάρων στα ραβδία µετά από 
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ένα φωτεινό ερέθισµα είναι πολύ πιο γρήγορη (περίπου 200 msec) (Arshavsky and Pugh 

Jr, 1998). Σε τεχνητά ανασυσταθέντα συστήµατα που περιελάµβαναν τον υποδοχέα και 

τις G πρωτεΐνες, η ενεργοποίηση του πρώτου δεν προκαλούσε τον ίδιο βαθµό υδρόλυσης 

του GTP στην Gα, µε αυτόν που παρατηρείται σε κυτταρικά συστήµατα (Wilkie, 2000). 

Αυτό ώθησε τους ερευνητές να υποθέσουν ότι ενδεχοµένως υπάρχουν επιπλέον στοιχεία 

που επιταχύνουν το ρυθµό υδρόλυσης του GTP της Gα υποµονάδας. Εκτεταµένες 

µελέτες έδειξαν ότι πρωταγωνιστικό ρόλο παίζει η παρουσία µιας νέας οικογένειας 

πρωτεϊνών, των αποκαλούµενων ρυθµιστών της κυτταρικής σηµατοδότησης µέσω G 

πρωτεϊνών (Regulators of G protein Signaling, RGS), οι οποίες επιταχύνουν τον 

τερµατισµό του ερεθίσµατος µε την επαναφορά των Gα υποµονάδων στην ανενεργή τους 

κατάσταση και την επακόλουθη δηµιουργία της ετεροτριµερούς µορφής των G 

πρωτεϊνών (Berman et al., 1996α, β, Siderovski et al., 1996, Hepler, 1999, Sierra et al., 

2000, McCudden et al., 2005). 

Η εκτίµηση του σηµαντικού ρόλου των RGS πρωτεϊνών στον τερµατισµό της 

σηµατοδότησης των GPCRs έγινε για πρώτη φορά στη ζύµη (Saccharomyces cerevisiae) 

και ακολούθησε ο νηµατώδης σκώληκας (Caenorhabditis elegans). Το γονίδιο sst2 της 

ζύµης ταυτοποιήθηκε πριν από περίπου τρεις δεκαετίες, µετά από τη µελέτη µεταλλαγών 

που οδηγούσαν στη δηµιουργία στελεχών ανίκανων να ξεπεράσουν την παροδική 

αναστολή της µετάβασης του κυτταρικού κύκλου από την φάση G1 στην S (µια 

απόκριση στη φεροµόνη του ζευγαρώµατος, διαµεσολαβούµενη από GPCRs) (Chan and 

Otte, 1982). Αντίστοιχα, ταυτοποιήθηκε το γονίδιο egl-10 του νηµατώδους σκώληκα C. 

elegans, µετά από µελέτες στις οποίες απώλεια του συγκεκριµένου γονιδίου από 

µεταλλαγή είχε ως αποτέλεσµα τη µειωµένη συστροφή του σώµατος και τη γέννηση 

ελαττωµένου αριθµού αυγών, συµπεριφορές που αναστέλλονται παρουσία της 

σεροτονίνης. Στις ίδιες µελέτες φάνηκε ότι η υπερέκφραση της EGL-10 πρωτεΐνης είχε 

ίδιο αποτέλεσµα µε αυτό της απουσίας έκφρασης της Gοα υποµονάδας. Αυτό οδήγησε 

τους ερευνητές στο συµπέρασµα ότι η EGL-10 αναστέλλει τη σηµατοδότηση της 

σεροτονίνης µέσω παρεµπόδισης της ενεργοποίησης της Gοα (Koelle and Horvitz, 1996). 

Η ανάλυση της αµινοξικής ακολουθίας αρχικά των EGL-10 και SST2 πρωτεϊνών 

αποκάλυψε µια κοινή περιοχή ~120 αµινοξέων που είχε επίσης παρατηρηθεί σε 

πρωτεΐνες θηλαστικών µε άγνωστες ως τότε βιοχηµικές λειτουργίες. Μερικά 
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παραδείγµατα αυτών των πρωτεϊνών είναι η πρωτεΐνη G0S8 (αργότερα γνωστή ως 

RGS2) που αρχικά βρέθηκε ότι έχει σχέση µε την ενεργοποίηση των Τ κυττάρων, η 

πρωτεΐνη GAIP (G alpha interacting protein ή αργότερα γνωστή ως RGS19) που 

δεσµεύει την ενεργοποιηµένη Giα3 και η πρωτεΐνη RGS7 που αναγνωρίσθηκε ως η 

οµόλογη της EGL-10 (Wu et al., 1995, De Vries et al., 1995, Koelle and Horvitz, 1996). 

Η επιβεβαίωση της σύνδεσης των δυο αυτών οµάδων πρωτεϊνών έγινε µε πειράµατα που 

έδειξαν ότι η έκφραση της RGS2 στη ζύµη ανέστειλε πλήρως τη διακοπή του κυτταρικού 

κύκλου που επάγεται από τη φεροµόνη και οδήγησε στην ιδέα ότι η οµοιότητα στην 

αλληλουχία της RGS2 και των SST2 και EGL-10 υποδεικνύει κοινή δράση στην 

αναστολή της σηµατοδότησης των GPCRs (Siderovski et al., 1996, Druey et al., 1996). 

H περιοχή αυτή των ~120 αµινοξέων ονοµάστηκε “RGS domain” (περιοχή RGS) ή 

“RGS-Box” (RGS κουτί) (Σχήµα 5) και αποτελεί πλέον το χαρακτηριστικό γνώρισµα 

µιας νέας οικογένειας πρωτεϊνών, της οικογένειας των RGS πρωτεϊνών. Ο πρωταρχικός 

ρόλος των RGS πρωτεϊνών είναι να αλληλεπιδρούν απευθείας µε την ενεργοποιηµένη 

GαGTP των G πρωτεϊνών µέσω του RGS box και να επιταχύνουν σηµαντικά το ρυθµό 

υδρόλυσης του GΤΡ (GTPase activating proteins, GAP ενεργότητα), σταµατώντας τη 

µεταφορά του ερεθίσµατος από τους υποδοχείς στους τελεστές και µεταβάλλοντας έτσι 

την αποτελεσµατικότητα και την κινητική µετάδοσης της πληροφορίας των GPCR 

υποδοχέων (Berman et al., 1996β, Watson et al., 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5. ∆ιάγραµµα-κορδέλα της τριτοταγούς δοµής της περιοχής Box της RGS4. Η περιοχή 

box αποτελείται από 9 έλικες που δηµιουργούν δυο υποπεριοχές: η τελική υποπεριοχή αποτελείται 

από τις έλικες α1-3, 8 και 9 και η υποπεριοχή σχήµατος δέσµης από τις έλικες α4-7. Τα τέσσερα 

διαφορετικά χρώµατα απεικονίζουν τέσσερα κύρια τµήµατα του RGS-Box (Tesmer et al., 1997). 
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Ταξινόµηση των RGS πρωτεϊνών 

Σύγκριση των δοµικών χαρακτηριστικών των RGS πρωτεϊνών αποδεικνύει ότι όλες 

οι πρωτεΐνες αυτές περιέχουν την συντηρηµένη περιοχή RGS-Box µέσω της οποίας 

προσδένονται απευθείας στις ενεργοποιηµένες Gα υποµονάδες, διαφέρουν όµως στα 

υπόλοιπα δοµικά χαρακτηριστικά τους. Έχει επιβεβαιωθεί η ύπαρξη περισσότερων από 

30 πρωτεϊνών οι οποίες ανήκουν στην οικογένεια αυτή και φέρουν την ακολουθία του 

RGS Box ή την περιοχή RGS-like. Με βάση τις οµοιότητες αυτές στην αµινοξική 

ακολουθία του RGS Box, αλλά και των υπόλοιπων δοµικών στοιχείων και των 

ρυθµιστικών ρόλων των πρωτεϊνών αυτών, οι RGS πρωτεΐνες των θηλαστικών 

ταξινοµήθηκαν σε 9 υποοικογένειες (Jean-Baptiste et al., 2006), τις εξής (Σχήµα 6): 

 

Α/RZ. Περιλαµβάνει την RGSZ2 ή αλλιώς RGS17 (κύριο µέλος), την GAIP ή αλλιώς 

RGS19, την RGSZ1 ή αλλιώς RGS20 και την RET-RGS1 που εντοπίζεται µόνο στον 

αµφιβληστροειδή. Εκτός από την περιοχή RGS, όλες οι πρωτεΐνες της οµάδας αυτής 

περιλαµβάνουν µια αµινοτελική περιοχή πλούσια σε κατάλοιπα κυστεΐνης, που πιθανόν 

εµπλέκεται στη στόχευση των πρωτεϊνών αυτών στη µεµβράνη και σε πρωτεϊνικές 

αλληλεπιδράσεις (Jones, 2004). Η RGSZ1 είναι µια GAP εξειδικευµένη για τις Gzα 

πρωτεΐνες, η RGSZ2 έχει δειχθεί ότι ρυθµίζει τη σηµατοδότηση των Gi/oα, Gzα και Gqα, 

ενώ οι RET-RGS1 και GAIP είναι σχεδόν αποκλειστικές GAPs για τις Giα. 

 

Β/R4. Η υποοικογένεια αυτή περιλαµβάνει µια σειρά µικρών πρωτεϊνών, όπως η RGS1, 

RGS2, RGS3, RGS4, RGS5, RGS8, RGS13, RGS16, RGS18 και RGS21, και θεωρείται 

η µεγαλύτερη υποοικογένεια των RGS πρωτεϊνών. Με εξαίρεση την RGS3, η οποία 

διαθέτει ένα αµινοτελικό άκρο περίπου 300 αµινοξέων, η δοµή τους αποτελείται από µια 

µικρή αµινοτελική ακολουθία και µια µικρότερη καρβοξυτελική περιοχή. Οι πρωτεΐνες 

RGS4, 5 και 16 περιέχουν επίσης µια υψηλώς συντηρηµένη οµάδα από βασικά 

κατάλοιπα στο αµινοτελικό άκρο τους γνωστή ως αµφιπαθική έλικα, καθώς και 

συντηρηµένα αµινοξέα κυστεΐνης που θεωρούνται ότι παλµιτυλιώνονται και ενέχονται 

στην αγκυροβόληση των πρωτεϊνών στη µεµβράνη. Η RGS21 είναι η πιο µικρή RGS 

πρωτεΐνη που έχει ταυτοποιηθεί µέχρι σήµερα και αντιπροσωπεύει την πιο βασική RGS 

πρωτεΐνη. Τα περισσότερα µέλη της υποοικογένειας B/R4 έχει δειχθεί σε in vitro 
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πειράµατα ότι λειτουργούν ως GAPs για τις Gqα και Gi/oα πρωτεΐνες χωρίς να 

παρουσιάζουν συγκεκριµένη εξειδίκευση στην πρόσδεση µε συγκεκριµένους υποτύπους 

των Gα υποµονάδων, όµως οι ίδιες RGS πρωτεΐνες παρουσιάζουν πιο εξειδικευµένη 

αλληλεπίδραση µε τις Gα υποµονάδες in vivo (Xu et al., 1999, Sierra et al., 2000, 

Abramow-Newerly et al., 2006). 

 

 

Σχήµα 6. Πίνακας των υποοικογενειών και κυριότερα µέλη των RGS πρωτεϊνών. Σε µπλε κουτί 

φαίνεται η RGS περιοχή (RGS Box), ενώ στα κουτιά µε άλλα χρώµατα φαίνονται τα επιπλέον δοµικά 

µοτίβα των RGS πρωτεϊνών. Στο κίτρινο πλαίσιο υπερτονίζεται η B/R4 υποοικογένεια στην οποία 

ανήκει η RGS4 και άλλες απλές, µικρές RGS πρωτεΐνες, που περιλαµβάνουν (µε εξαίρεση την RGS3) 

µια αµφιπαθική έλικα στο αµινοτελικό άκρο τους (Bansal et al., 2007). 
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Η RGS4 πρωτεΐνη 

Η RGS4 πρωτεΐνη ανήκει στην υποοικογένεια Β/R4, η οποία πήρε το όνοµά της από 

αυτήν την πρωτεΐνη. Η RGS4 εµφανίζει ενεργότητα GAP για τις Giα και Gqα και, όπως 

τα περισσότερα µέλη της υποοικογένειας B/R4, είναι µια πρωτεΐνη µε λίγα δοµικά 

στοιχεία, πέραν της RGS περιοχής. Η RGS4 εκφράζεται κυρίως στον εγκέφαλο, αλλά και 

στην καρδιά και στους πνεύµονες (Gold et al., 1997, Moratz et al., 2004), ενώ έχουν 

βρεθεί 5 διαφορετικές ισοµορφές της στον εγκέφαλο του ανθρώπου (Ding et al., 2007). 

Η RGS4 διαθέτει µια αµινοτελική αµφιπαθική έλικα (Σχήµα 7) σηµαντική για τον 

εντοπισµό της στη µεµβράνη και τις αλληλεπιδράσεις της µε τους υποδοχείς (Zeng et al., 

1998). Είναι ενδιαφέρον ότι η RGS4, µπορεί να παλµιτυλιώνεται σε κυστεΐνες του 

αµινοτελικού της άκρου, αλλά αυτή η µετα-µεταφραστική τροποποίηση δεν απαιτείται 

για την µετατόπισή της από το κυτταρόπλασµα στην πλασµατική µεµβράνη, όπου δρα 

στη σηµατοδότηση των υποδοχέων. Αντίθετα, ολόκληρο το αµινοτελικό άκρο της 

φαίνεται να είναι απαραίτητο για τη µετατόπισή της στην κυτταρική µεµβράνη (Srinivasa 

et al., 1998). 

 

Σχήµα 7. Σχηµατική απεικόνιση των δοµικών περιοχών της RGS4 πρωτεΐνης. Με κόκκινο 
απεικονίζεται το αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης που περιλαµβάνει µια αµφιπαθική α-έλικα, ενώ 

δεικνύονται και οι δυο κυστεΐνες που παλµιτυλιώνονται (Cys2 και Cys12, κίτρινο). Με µπλε 

απεικονίζεται η συντηρηµένη RGS περιοχή ενώ µε πράσινο το µικρό καρβοξυτελικό άκρο της 

πρωτεΐνης.  

 

Η δοµή  του συµπλόκου RGS4-Giα υποµονάδας από µελέτες µε περίθλαση ακτίνων 

Χ (Tesmer et al., 1997), έδωσε στοιχεία για τον µοριακό µηχανισµό της επιτάχυνσης της 

ενεργότητας GTPάσης για όλες τις RGS πρωτεΐνες (Σχήµα 8). Όπως δείχθηκε από τη 

µελέτη αυτή, το RGS4-Box (4Box) έρχεται σε επαφή µε τις τρεις περιοχές-διακόπτες 

(switch regions) της Gα υποµονάδας και σταθεροποιεί τη στερεοδιαµόρφωση της Gα 
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υποµονάδας στη µεταβατική κατάσταση µεταξύ της ενεργής GαGTP και της ανενεργής 

GαGDP διαµόρφωσης (Berman et al., 1996α). 

 

 

Σχήµα 8: Σύµπλοκο RGS4-Giα1. (Α) Το RGS-box αποτελείται από τέσσερα τµήµατα που ορίζονται 

από τα χρώµατα µωβ, κίτρινο, πράσινο και µπλε. Η α-έλικα της Giα απεικονίζεται µε ανοιχτό γκρι. Οι 

τρεις περιοχές-διακόπτες (switch regions) της Giα1 ορίζονται µε κόκκινο χρώµα και δεικνύονται µε 

βέλη. (Β) Από αυτήν την άποψη του συµπλόκου φαίνεται το GDP-Mg
2+

 που είναι δεσµευµένο στην 

ενεργή θέση της Giα1 (µοντέλο µε ράβδους και σφαίρες) (Tesmer et al., 1997). 

 

Ο καθορισµός της κρυσταλλικής δοµής της RGS4 σε σύµπλοκο µε το Giα1-GDP-

AlF4
-1

 (µια αποµίµηση της Gα-GTP που παραµένει σταθερή και προσοµοιάζει τη 

µεταβατική κατάσταση της υδρόλυσης, βλ. Σχήµα 9) αποκάλυψε ότι το RGS-Box (4Box) 

σχηµατίζει µια δέσµη από εννιά α-έλικες (Σχήµατα 5, 8) που έρχονται σε επαφή µε την 

Giα1 σε τρεις διαφορετικές θέσεις. ∆υο κατάλοιπα στην επιφάνεια της Giα1 (Thr182 και 

Gly183) φαίνονται να παίζουν σηµαντικό ρόλο στις αλληλεπιδράσεις υψηλής συγγένειας 

µεταξύ της Gα και της RGS, παρόλο που και άλλα κατάλοιπα είναι επίσης σηµαντικά. Η 

θρεονίνη στη θέση 182 της Giα1 είναι συντηρηµένη ανάµεσα στα µέλη των οικογενειών 

Giα και Gqα, αλλά όχι στις Gsα και G12α και αυτό εξηγεί την προτίµηση των RGS 

πρωτεϊνών για δέσµευση τους στις Gi ή Gq (Tesmer et al., 1997). Η GAP δράση των 

RGS πρωτεϊνών έχει δειχθεί ότι είναι ευαίσθητη σε µια ευρεία ποικιλία παραγόντων, π.χ. 
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κατιόντα K
+
 ή Na

+
 ή Mg

+2
 (Wang et al., 1997) και φωσφολιπίδια όπως η 3,4,5 

τριφωσφορική φωσφατίδυλο-ινοσιτόλη (PIP3) και η φωσφατιδιλοσερίνη (Ishii et al., 

2002, Tu et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 9. Σχηµατική απεικόνιση της GAP δράσης των RGS πρωτεϊνών και του ρόλου των 
ιόντων AlF

-4
. Οι ενεργές GαGTP υποµονάδες (κόκκινο), αφού δράσουν στους τελεστές, ασκούν τη 

δράση GTPάσης που διαθέτουν στο προσδεδεµένο GTP. Στη µεταβατική κατάσταση αυτής της 

κατάλυσης (πορτοκαλί), οι Gα υποµονάδες έχουν προσδεδεµένο το GDP και µια πυροφωσφορική 

ρίζα Pi, και µπορούν εύκολα να µεταβούν ξανά στην ενεργή διαµόρφωση (GαGTP) χωρίς να 

απενεργοποιηθούν. Μια RGS πρωτεΐνη προσδένεται στη µεταβατική κατάσταση των Gα υποµονάδων 

και τη σταθεροποιεί, ωθώντας µε αυτόν τον τρόπο την αντίδραση κατάλυσης του GTP προς τα δεξιά, 

το οποίο έχει ως αποτέλεσµα την απελευθέρωση της πυροφωσφορικής ρίζας Pi και τη µετάβαση στην 

ανενεργή διαµόρφωση GαGDP (πράσινο). Τα ιόντα AlF
-4

 µαζί µε ιόντα Mg
+2

 (παράγοντας AMF) 

αντικαθιστούν το πυροφωσφορικό οξύ στη µεταβατική κατάσταση των Gα υποµονάδων και ωθούν 

την ανενεργή GαGDP υποµονάδα σε µια τεχνητά πολύ σταθερή µεταβατική διαµόρφωση. Σε αυτή τη 

διαµόρφωση της Gα υποµονάδας µπορεί πολύ εύκολα να προσδεθεί µια RGS πρωτεΐνη. 

 

C/R7. Περιλαµβάνει RGS πρωτεΐνες όπως είναι οι RGS6, RGS7 (κύριο µέλος), RGS9 

και RGS11. Όλα τα µέλη διαθέτουν µια Disheveled/EGL-10/Pleckstrin (DEP) 

αµινοτελική περιοχή που εµπλέκεται στην αγκυροβόληση των RGS στη µεµβράνη και 

την στόχευσή τους σε συγκεκριµένους GPCRs. Οι RGS αυτές διαθέτουν επίσης µια Gγ 

protein-like (GGL) περιοχή που αλληλεπιδρά µε τις Gβ5 υποµονάδες, ενδεχοµένως για 

να τις σταθεροποιήσει (Chen et al., 2003). Οι R7/RGS λειτουργούν ως GAPs για τις Giα 

υποµονάδες. 
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D/R12. H υποοικογένεια αυτή περιλαµβάνει µόνο τρία µέλη, την RGS10, την RGS12 

(κύριο µέλος) και την RGS14, οι οποίες λειτουργούν ως GAP για τις Giα πρωτεΐνες. Η 

RGS10 είναι µια µικρή πρωτεΐνη 173 αµινοξέων διαθέτει ένα πολύ µικρό αµινοτελικό 

άκρο εκτός από την RGS περιοχή, και η δοµή της προσοµοιάζει αυτή των µελών της 

B/R4 υποοικογένειας. Οι RGS12 και RGS14 πρωτεΐνες όµως, περιλαµβάνουν επίσης 

λειτουργικές περιοχές όπως είναι η Ras-binding domain (RBD), το Gi/oα-Loco (GoLoco) 

µοτίβο, η phospotyrosine-binding (PTB) περιοχή και η PDZ περιοχή (Snow et al., 1997). 

 

E/RA. Η υποοικογένεια αυτή περιλαµβάνει τις πρωτεΐνες Axin και Conductin, ενώ οι 

πρωτεΐνες Axin2 και Axil είναι οι οµόλογες ισοµορφές της conductin για τον άνθρωπο 

και τον αρουραίο αντίστοιχα. Και οι δυο πρωτεΐνες διαθέτουν µια RGS περιοχή, δεν 

παρουσιάζουν όµως GAP ενεργότητα ούτε ρυθµίζουν αρνητικά τη σηµατοδότηση των G 

πρωτεϊνών, παρόλο που η Axin αλληλεπιδρά απευθείας µε την Gsα υποµονάδα. Οι RGS 

πρωτεΐνες αυτές είναι κύριοι ρυθµιστές του σηµατοδοτικού µονοπατιού Wnt/β-Catenin 

(Behrens et al., 1998). 

 

F/GEF. Αποτελείται από τρεις πρωτεΐνες, τις p115-RhoGEF, PDZ-RhoGEF και 

Leukemia-Associated RhoGEF ή αλλιώς LARG, γνωστές ως Ras homology (Rho)-

specific Guanine nucleotide Exchange Factors (GEF), οι οποίες ενεργοποιούν τις Rho 

πρωτεΐνες (Snyder et al., 2002). Η p115-RhoGEF ταυτοποιήθηκε πρώτη και 

περιλαµβάνει εκτός από την RGS περιοχή, µια Dbl-homology (DH) και µια pleckstrin-

homology (PH) περιοχή. Οι PDZ-RhoGEF και LARG περιέχουν επιπλέον µια 

αµινοτελική PDZ περιοχή. 

 

G/GRK. Η υποοικογένεια αυτή περιλαµβάνει κινάσες σερίνης/θρεονίνης που διαθέτουν 

µια RGS περιοχή, µια κεντρική καταλυτική περιοχή κινάσης και ένα καρβοξυτελικό 

άκρο που φέρει, είτε µοτίβα µεµβρανικής αγκυροβόλησης και µεταφοράς, είτε περιοχές 

αλληλεπίδρασης πρωτεΐνης µε πρωτεΐνη (Siderovski et al., 1996). Μέχρι στιγµής έχουν 

ταυτοποιηθεί επτά cDNAs θηλαστικών που κωδικοποιούν πρωτεΐνες GRK, οι οποίες 

είναι οι GRK1, GRK2, GRK3, GRK4, GRK5, GRK6 και GRK7. Οι κινάσες αυτές 

συγγενεύουν µε αυτές της οικογένειας των PKC και PKA και εµπλέκονται στην οµόλογη 
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απευαισθητοποίηση, εσωτερίκευση και αποικοδόµηση/ανακύκλωση των GPCRs 

(παράγραφος 1.4.1, γ-ii). Μελέτες έχουν δείξει ότι η GRK2 έχει ασθενή GAP ενεργότητα 

για την Gq/11α υποµονάδα, όµως η GAP ενεργότητα της RGS αλληλουχίας των µελών 

της GRK οικογένειας δεν έχει ακόµα πλήρως χαρακτηριστεί (Carman et al., 1999). 

 

Η/SNX (Sortin nexin). Οι sorting nexins αποτελούν µια οικογένεια πρωτεϊνών που 

απαριθµούν 29 µέλη και συµµετέχουν στην ενδοκυτταρική κυκλοφορία των 

ενδοσωµικών κυστιδίων (Carlton et al., 2005). Τρεις από τις sorting nexins περιέχουν µια 

RGS περιοχή και αποτελούν την H/SNX υποοικογένεια των RGS πρωτεϊνών: SNX13 

(RGS-PX1), SNX14 και SNX25. Η SNX13 εµπλέκεται στην ενδοκυτταρική τύχη του 

EGF υποδοχέα, ενώ υπάρχει µια αναφορά για αυτήν την πρωτεΐνη που την δεικνύει ως 

την πρώτη και µοναδική RGS που εµφανίζει ενεργότητα GAP έναντι των Gsα 

υποµονάδων (Zheng et al., 2001). 

 

I/D-AKAP2. Οι D-AKAP2 και RGS22 είναι µη τυπικές RGS πρωτεΐνες. Η D-AKAP2 

(dual A kinase anchoring protein 2) ανήκει σε µια οικογένεια πρωτεϊνών που ρυθµίζουν 

τον υποκυτταρικό εντοπισµό της PKA (Wang et al., 2001). Περιλαµβάνει δυο πιθανές 

RGS περιοχές, όµως δεν έχει δειχθεί αλληλεπίδραση ή GAP ενεργότητα για τις G 

πρωτεΐνες. Η RGS22 φέρει τρεις πιθανές RGS περιοχές και βρέθηκε πρόσφατα ότι 

εκφράζεται αποκλειστικά στους όρχεις, ενώ φαίνεται ότι αλληλεπιδρά µε τις Gα11, Gα12, 

και Gα13 και λαµβάνει µέρος στη διαδικασία της σπερµιογένεσης (Hu et al., 2008). 

 

Τα ποικίλα δοµικά χαρακτηριστικά, µοναδικά για κάθε υποοικογένεια, δίνουν τη 

δυνατότητα στις RGS πρωτεΐνες να αλληλεπιδρούν µε πολλές πρωτεΐνες που 

συµµετέχουν στη σηµατοδότηση των RGS, στην υποκυτταρική τους στόχευση και στη 

ρύθµιση των λειτουργιών τους. Οι µικρότερες RGS πρωτεΐνες (κυρίως των 

υποοικογενειών A/RZ και B/R4) πιστευόταν µέχρι πρόσφατα ότι παίζουν αποκλειστικά 

το ρόλο αρνητικών ρυθµιστών στη σηµατοδότηση των G πρωτεϊνών. Παρ’ όλα αυτά, 

συνεχώς αυξανόµενα πειραµατικά δεδοµένα δεικνύουν ότι οι λειτουργίες αυτών των 

πρωτεϊνών ελέγχονται διαµέσου του σχηµατισµού πρωτεϊνικών συµπλόκων, ώστε τελικά 

να διαµορφώνεται µια συνεργιστική δράση που δεν προάγει απαραίτητα την αναστολή 



 

Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε υποδοχείς που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες 

 

 47 

της σηµατοδότησης των G πρωτεϊνών. Από την άλλη πλευρά, τα µέλη των οικογενειών 

που αποτελούν τις µεγαλύτερες RGS πρωτεΐνες, περιλαµβάνουν πολλές διαφορετικές 

δοµικές περιοχές µε την ικανότητα να δεσµεύουν όχι µόνο τις G πρωτεΐνες, αλλά και 

άλλα σηµατοδοτικά µόρια. Με αυτόν τον τρόπο, οι πολύπλοκες και πολυλειτουργικές 

αυτές RGS πρωτεΐνες ολοκληρώνουν τη σηµατοδότηση των G πρωτεϊνών, πιθανά ως νέα 

µόρια-τελεστές ή πρωτεΐνες-ικριώµατα. 

 

Ιστοειδικός εντοπισµός των RGS πρωτεϊνών 

Τα mRNAs των RGS πρωτεϊνών έχουν βρεθεί σε όλους τους ιστούς και όλα τα 

κύτταρα µε αναλύσεις in situ υβριδισµού και Northern. Τα mRNAs κάποιων RGS 

πρωτεϊνών, όπως της RGS2, RGS3, RGS10 και RGS19 εµφανίζουν ευρεία κατανοµή 

στους ιστούς υποδηλώνοντας µια γενική λειτουργία (Chen et al., 1997, Koelle and 

Horvitz, 1996, De Vries et al., 1995, Moratz et al., 2004), ενώ αυτά κάποιων άλλων όπως 

των RGS5 (καρδιά, µύες, εγκέφαλος), RGS16 (συκώτι και υπόφυση), RET-RGS1 

(αµφιβληστροειδής), RGS8 και RGSZ1 (εγκέφαλος), και RGS1 (λεµφοκύτταρα), 

φαίνεται να παίζουν πιο εξειδικευµένους ρόλους, αφού βρίσκονται σε συγκεκριµένους 

ιστούς (Chen et al., 1997, Faurobert and Hurley, 1997, Saitoh et al., 1997, Wang et al., 

1998, Moratz et al., 2000, Moratz et al., 2004). Τουλάχιστον εννιά διαφορετικά RGS 

mRNAs εντοπίζονται σε συγκεκριµένες περιοχές του εγκεφάλου (Gold et al., 1997, Ingi 

et al., 1998). 

 

1.4.3.1 Ιδιότητες, λειτουργικά χαρακτηριστικά και εξειδίκευση (specificity) της 

ρυθµιστικής δράσης των RGS πρωτεϊνών 

Η ενεργοποιηµένη Gα-GTP ή/και το Gβγ διµερές µέχρι πρόσφατα θεωρείτο ότι 

«κυκλοφορεί» µεταξύ των GPCRs και των τελεστών (Chidiac, 1998). Ο ρόλος των RGS 

σε αυτό το πλαίσιο θα ήταν να «αναχαιτίζουν» τις ενεργοποιηµένες G πρωτεΐνες. Το 

δόγµα, όµως, της µετακίνησης αυτής έχει αµφισβητηθεί (Chidiac 1998, Levitzki and 

Klein, 2002) και µια εναλλακτική θεωρία έχει αναπτυχθεί, η οποία αναφέρει ότι τα 

ερεθίσµατα µεταδίδονται µέσω πολυπρωτεϊνικών σηµατοδοτικών συµπλόκων που 

περιλαµβάνουν GPCRs, G πρωτεΐνες, τελεστές και πιθανώς άλλες πρωτεΐνες 

κυτταροπλασµατικές ή µη (Rebois and Hebert, 2003, Abramow-Newerly et al., 2006). Οι 
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RGS πρωτεΐνες φαίνεται ότι είναι σηµαντικά στοιχεία των σχηµατιζόµενων 

σηµατοδοτικών συµπλόκων των GPCRs, διότι είναι ικανές να αλληλεπιδρούν τόσο µε τις 

Gα υποµονάδες, όσο και µε τους υποδοχείς, τους τελεστές, αλλά και άλλες πρωτεΐνες, 

ώστε να εναρµονίζεται η σηµατοδότηση των GPCRs (Σχήµα 10). 

Στην αλληλεπίδραση των RGS πρωτεϊνών µε άλλες πρωτεΐνες βρίσκεται και το 

«κλειδί» για την εξειδίκευση της δράσης των RGS πρωτεϊνών. Η εξειδίκευση αυτή 

µπορεί να διακριθεί σε µοριακό επίπεδο και σε επίπεδο ιστού. Κάθε ιστός εκφράζει ένα 

ξεχωριστό πληθυσµό RGS πρωτεϊνών µε αποτέλεσµα η δράση των RGS να είναι 

µοναδική και ξεχωριστή για κάθε ιστό. Από την άλλη πλευρά, η κάθε RGS πρωτεΐνη 

στον ίδιο ιστό είναι δυνατόν να εµφανίζει ποικιλοµορφία ως προς το ρυθµιστικό της 

ρόλο, καθώς τα διάφορα µόρια µε τα οποία αλληλεπιδρά µπορούν να τροποποιούν τη 

δράση της. ∆υο είναι οι βασικοί τρόποι µε τους οποίους επιτυγχάνεται η εξειδίκευση στη 

δράση των εκάστοτε RGS πρωτεϊνών σε µοριακό επίπεδο: α) επιλεκτική αλληλεπίδραση 

των RGS πρωτεϊνών µε συγκεκριµένες υποοικογένειες των Gα υποµονάδων των G 

πρωτεϊνών, β) επιλεκτική ρύθµιση της δράσης τους µέσω αλληλεπίδρασης µε 

συγκεκριµένους «ξεχωριστούς» υποδοχείς, αλλά και άλλες πρωτεΐνες, όπως 

προαναφέρθηκε (Neubig and Siderovski, 2002). 

 

Αλληλεπίδραση RGS πρωτεϊνών µε Gα υποµονάδες 

Ο κύριος τρόπος δράσης των RGS πρωτεϊνών ως αρνητικοί ρυθµιστές επιτελείται 

µέσω της αλληλεπίδρασής τους µε τις Gα πρωτεΐνες και είναι, όπως προαναφέρθηκε, η 

ενεργότητα GAP (GTPase activating proteins) που διαθέτουν (Hepler, 1999). Βιοχηµικές 

και δοµικές µελέτες έχουν δείξει ότι οι περισσότερες από τις RGS πρωτεΐνες (αλλά όχι 

όλες, π.χ. D-AKAP2 και τα µέλη της E/RA υποοικογένειας, σελ. 45-46) από τις RGS 

πρωτεΐνες που έχουν µελετηθεί διεγείρουν σε µεγάλο βαθµό (100-1000 φορές) την 

ενεργότητα GTPάσης των Gα υποµονάδων-στόχων τους (Watson et al., 1996). Οι RGS 

πρωτεΐνες δρουν ως GAPs για συγκεκριµένες υποοικογένειες όπως οι Giα και Gqα 

υποµονάδες, ενώ δεν επιδρούν ως GAPs στις Gsα, παρά το γεγονός ότι σε µερικές 

περιπτώσεις αλληλεπιδρούν απευθείας µε αυτές (Tseng and Zhang, 1998, Ko et al., 2001, 

Roy et al., 2006). 
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Η ανακάλυψη, όµως, ότι υπάρχουν RGS πρωτεΐνες που περιέχουν πολλά διαφορετικά 

δοµικά µοτίβα (αλληλουχίες DEP, GGL, GoLoco, PDZ, RhoGEF, GRK), οδήγησε σε µια 

νέα θεωρία για αυτές τις πρωτεΐνες σύµφωνα µε την οποία οι RGS παίζουν και άλλους 

σηµαντικούς ρόλους στη σηµατοδότηση των υποδοχέων που ξεπερνά την GAP δράση 

τους (De Vries et al., 2000, Siderovski et al., 1999, Neubig and Siderovski, 2002, Jean-

Baptiste et al., 2006). Έτσι, οι RGS πρωτεΐνες λειτουργούν ως αρνητικοί ρυθµιστές της 

σηµατοδότησης µέσω G πρωτεϊνών διότι α) περιορίζουν το χρόνο κατά τον οποίο το 

GTP είναι προσδεδεµένο στην Gα υποµονάδα, επιταχύνοντας τον ρυθµό υδρόλυσής του 

σε GDP (GAP ενεργότητα), β) παρεµποδίζουν την απελευθέρωση του GDP και την εκ 

νέου δέσµευση ενός µορίου GTP στην Gα υποµονάδα (GDI ενεργότητα) γ) 

προσδένονται στις Gα πρωτεΐνες ή στους τελεστές και παρεµποδίζουν τη φυσική 

αλληλεπίδραση της Gα υποµονάδας µε τους τελεστές. Με αυτόν τον τρόπο οι RGS 

πρωτεΐνες δρουν ως ανταγωνιστές των τελεστών, δ) αναστέλλουν τη σηµατοδότηση 

ανεξάρτητα από την GAP ενεργότητά τους (Hepler, 1999, Watson et al., 1996, Berman et 

al., 1996β, Anger et al., 2004, Burchett, 2005). 

Η δράση των RGS ως ανταγωνιστές των τελεστών έχει περιγραφεί εκτενώς από 

διάφορες µελέτες (Burchett, 2005). Ερευνητές έχουν δείξει ότι η RGS2 διαθέτει την 

ικανότητα να ανταγωνίζεται τον τελεστή PLCβ που ενεργοποιείται από τον Μ1 

µουσκαρινικό υποδοχέα της ακετυλοχολίνης (Μ1-mAChR) και παρεµποδίζει τη 

σηµατοδότηση του υποδοχέα (Bernstein et al., 2004). Η δράση αυτή παρατηρείται 

απουσία επιταχυµένης GAP ενεργότητας. Άλλες µελέτες µε in vitro πειράµατα έχουν 

δείξει ότι οι RGS12 και RGS14 πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν µέσω των GoLoco µοτίβων 

τους µε τις ανενεργές Giα1, Giα2 και Giα3 και αποτρέπουν την ανταλλαγή του GDP µε το 

GTP κατά την ενεργοποίηση των Gα υποµονάδων (GDI ενεργότητα) (Kimple et al., 

2001). 

Οι RGS πρωτεΐνες είναι ικανές να επηρεάζουν και τη σηµατοδότηση µέσω των Gβγ 

υποµονάδων, οι οποίες ως γνωστών δρουν επίσης σε διάφορους τελεστές. Το γεγονός 

αυτό συµβαίνει γιατί αυξάνουν το ρυθµό απενεργοποίησης της Gα υποµονάδας, και κατά 

συνέπεια το ρυθµό επανασχηµατισµού του ετεροτριµερούς των G πρωτεϊνών, 

ελαττώνοντας έτσι τον πληθυσµό των Gβγ υποµονάδων που επιδρά στους διάφορους 

τελεστές (Yan et al., 1997). Από την άλλη πλευρά, η δέσµευση της RGS πρωτεΐνης στην 
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Gα υποµονάδα αποκλείει τη φυσική αλληλεπίδραση µε το Gβγ σύµπλοκο και υπάρχουν 

περιπτώσεις όπου η παρατεταµένη πρόσδεση της RGS στην Gα µετά την υδρόλυση του 

GTP είναι ικανή να καθυστερήσει την επανασύνδεση της Gα µε την Gβγ, µε αποτέλεσµα 

την παράταση της σηµατοδότησης του Gβγ συµπλόκου (Tesmer et al., 1997). 

Η σηµατοδότηση των RGS πρωτεϊνών περιπλέκεται ακόµα περισσότερο, καθώς 

αποκαλύφθηκε ένας επιπλέον λειτουργικός ρόλος αυτών των πρωτεϊνών ως τελεστές των 

Gα πρωτεϊνών. Για παράδειγµα, η p115RhoGEF αλληλεπιδρά µέσω του RGS-Box της µε 

την ενεργή Gα13 και αυτό της επιτρέπει αφενός να δράσει ως GAP για αυτή την Gα 

υποµονάδα, αφετέρου να ενεργοποιήσει µε τη σειρά της την RhoA. Οι Rho πρωτεΐνες 

ανήκουν στην Ras υπεροικογένεια των µικρών GTPασών και ρυθµίζουν διάφορες 

µορφές της οργάνωσης του κυτταροσκελετού της ακτίνης και των µικροϊνιδίων. Η 

ενεργοποίηση της RhoA από την p115RhoGEF έχει ως αποτέλεσµα αλλαγές στη 

διαµόρφωση του κυτταροσκελετού και στη µεταγραφική ρύθµιση γονιδίων που 

σχετίζονται µε την κυτταρική µορφολογία και µετανάστευση, την αγγειογένεση και την 

απόπτωση (Hart et al., 1998), συνδέοντας το µονοπάτι των ετεροτριµερών G πρωτεϊνών 

µε αυτό των G πρωτεϊνών µικρού µοριακού βάρους. 

 

Αλληλεπίδραση µεταξύ RGS πρωτεϊνών και GPCRs 

Πρόσφατα πειραµατικά δεδοµένα έδειξαν την δυνατότητα λειτουργικών 

αλληλεπιδράσεων µελών της οικογένειας των RGS πρωτεϊνών µε τους GPCR υποδοχείς, 

όπως οι µουσκαρινικοί, ντοπαµινεργικοί, αδρενεργικοί και οι αγγειοτενσινικοί υποδοχείς 

(Πίνακας 1). Η αλληλεπίδραση των RGS πρωτεϊνών µε τους GPCRs έχει ως στόχο την 

αλλαγή της διαµόρφωσης των υποδοχέων µε αποτέλεσµα την τροποποίηση της 

µεταγωγής του σήµατος των υποδοχέων αυτών από τις RGS πρωτεΐνες (Sierra et al., 

2000, Neubig and Siderovski, 2002, Abramow-Newerly et al., 2006, Neitzel and Hepler, 

2006). Από την άλλη πλευρά, οι GPCRs είναι σε θέση µέσω της αλληλεπίδρασης αυτής, 

να επηρεάζουν την ίδια τη δράση των RGS πρωτεϊνών στις αλληλεπιδράσεις της µε τις G 

πρωτεΐνες (Wilkie, 2000, Hollinger and Hepler, 2002, Chidiac and Roy, 2003). Πράγµατι 

έχει βρεθεί ότι όταν µια G πρωτεΐνη ανασυσταθεί σε φωσφολιπιδικά κυστίδια µαζί µε 

έναν GPCR, τόσο η συγγένεια συγκεκριµένων RGS πρωτεϊνών για την G πρωτεΐνη, όσο 
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και ο ρυθµός επιτάχυνσης της ενεργότητας GTPάσης µπορεί να αυξηθούν (Ingi et al., 

1998). 

Σε in vitro πειράµατα όπου χρησιµοποιήθηκαν αποµονωµένες, καθαρές RGS και Gα 

πρωτεΐνες φάνηκε ότι µέλη της υποοικογένειας B/R4 των RGS πρωτεϊνών 

αλληλεπιδρούν µε συγκεκριµένες τάξεις των Gα υποµονάδων, όπως η Gi/o ή/και Gq/11 

(Neitzel and Hepler, 2006). Τα αποτελέσµατα αυτά δεικνύουν ότι υπάρχει ένας βαθµός 

εξειδίκευσης µεταξύ των RGS και Gα πρωτεϊνών, που ορίζεται από τις επιφάνειες 

επαφής τους (De Vries et al., 2000, Ross and Wilkie, 2000, Hollinger and Hepler, 2002, 

Siderovski and Willard, 2005). Πρόσφατα όµως, πολλές µελέτες έδειξαν ότι οι RGS 

πρωτεΐνες της B/R4 υποοικογένειας µπορούν να «επιλέγουν» τους GPCRs που 

αλληλεπιδρούν µε την ίδια κατηγορία Gα πρωτεϊνών, για να ρυθµίσουν ειδικά το σήµα 

σε ένα κυτταρικό περιβάλλον, ανάλογα µε την ταυτότητα του ενεργοποιηµένου 

υποδοχέα: προκαταρκτικές µελέτες έδειξαν ότι η ανασταλτική δράση των RGS1, RGS2, 

RGS4 και RGS16 διαφοροποιείται για τους υποδοχείς mAChR, βοµβεσίνης (ΒΒ-Ρ) και 

χολοκυστοκινίνης (CCK-R), οι οποίοι ελέγχουν τα επίπεδα Ca
+2

 µέσω των ίδιων G 

πρωτεϊνών (Gqα) και του ίδιου τελεστή PLCβ (Xu et al., 1999). Αυτή η µελέτη παρείχε 

τις πρώτες έµµεσες αλλά και πειστικές αποδείξεις ότι οι RGS πρωτεΐνες δηµιουργούν 

λειτουργικά ζευγάρια µε τους GPCRs σε κύτταρα για να αναστείλουν διαφορικά τη 

σηµατοδότηση των G πρωτεϊνών. 

Σε συµφωνία µε αυτά τα αποτελέσµατα ήταν µελέτη που έδειξε ότι οι RGS4, RGS10 

και RGSZ1 πρωτεΐνες ρυθµίζουν επιλεκτικά τη σηµατοδότηση του υποδοχέα 5ΗΤ1Α της 

σεροτονίνης µέσω των Giα υποµονάδων, έναντι της σηµατοδότησης των D2 

ντοπαµινεργικών υποδοχέων (D2-R) που συζεύγνυνται µε τις ίδιες G πρωτεΐνες, σε 

κύτταρα CHO-K1 (κύτταρα ωοθήκης κινέζικου χάµστερ) (Ghavami et al., 2004). Άλλες 

µελέτες µε τη χρήση knock-down στρατηγικών σε κύτταρα Α-10 (αορτικά λεία µυϊκά) 

έδειξαν ότι οι RGS3 και RGS5 ρυθµίζουν επιλεκτικά τη σηµατοδότηση των Μ3-mAChR 

και ΑΤ1A-R (αγγειοτενσινικός) αντίστοιχα (Wang et al., 2002). Ακόλουθες µελέτες µε 

πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού έδειξαν ότι η RGS2 στρατολογείται εξειδικευµένα 

στη µεµβράνη των HEK293 κυττάρων µετά από την συνέκφραση των β2-AR και AT1A-

R υποδοχέων ή των αντίστοιχων G πρωτεϊνών τους, ενώ η RGS4 στρατολογείται στη 

µεµβράνη µετά από την συνέκφραση του Μ2-mAChR (Roy et al., 2003). 
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Πίνακας 1: Αλληλεπιδράσεις των RGS πρωτεϊνών µε τους GPCR υποδοχείς. *Έµµεσος τρόπος 
αλληλεπίδρασης: η αλληλεπίδραση έχει ανιχνευθεί έµµεσα µε λειτουργικές µεθόδους. 

 

RGS 

πρωτεΐνη 

Υποδοχέας Κύτταρα µελέτης Τρόπος αλληλεπίδρασης Βιβλιογραφία 

RGS1 Μ3-mAChR Παγκρεατικά κυψελιδικά Έµµεσος* Xu et al., 1999 

Μ3-mAChR, CCK-R Παγκρεατικά κυψελιδικά Έµµεσος Xu et al., 1999 

β2-AR, AT1A-R HEK293 Υποκυτταρικός 

συνεντοπισµός 

Roy et al., 2003 

Μ1-mAChR CHO-K1 In vitro Bernstein et al., 

2004 

α1-AR CHO-K1, αποµονωµένες 

πρωτεΐνες 
In vitro 

Hague et al., 2005 

β2-AR HEK293, αποµονωµένες 

πρωτεΐνες 

In vitro, έµµεσος Roy et al., 2006 

RGS2 

CCK2-R COS-7 Συν-ανοσοκατακρήµνιση, 

έµµεσος 

Langer et al., 2009 

RGS3 Μ3-mAChR Α-10 Έµµεσος Wang et al., 2002 

Μ3-mAChR > BB-R 

>> CCK-R 

Παγκρεατικά κυψελιδικά 
Έµµεσος 

Xu et al., 1999 

Μ2-mAChR HEK293 Υποκυτ. συνεντοπισµός Roy et al., 2003 

5-HT1A CHO-K1 Έµµεσος Ghavami et al., 2004 

µ-OR Συναπτοσωµικές 

µεµβράνες PAG 

Συν-ανοσοκατακρήµνιση Garzon et al., 2005β 

RGS4 

mGluR5 Ραβδωτό σώµα Συν-ανοσοκατακρήµνιση Schwendt and 

McGinty, 2007 

RGS5 AT1A-R Α-10  Έµµεσος Wang et al., 2002 

RGS8 M1-mAChR ΗΕΚ293, αποµονωµένες 

πρωτεΐνες 

In vitro, υποκυτ. 

συνεντοπισµός 

Itoh et al., 2006 

D2-R CHO, PC-12 Υποκυτ. συνεντοπισµός Kovoor et al., 2005 

µ-OR PAG εγκεφάλου ποντικού Συν-ανοσοκατακρήµνιση Garzon et al., 2005β 

και γ 

RGS9-2 

 

µ-OR PC12 Συν-ανοσοκατακρήµνιση,  

υποκυτ.συνεντοπισµός 

Psifogeorgou et al., 

2007 

RGS10 5-HT1A CHO-K1 Έµµεσος Ghavami et al., 2004 

RGS12 CXCR2 Αποµονωµένες πρωτεΐνες In vitro Snow et al., 1998 

RGS14 µ-OR Συναπτοσωµικές 

µεµβράνες PAG 

Συν-ανοσοκατακρήµνιση Garzon et al., 2005β 

RGS16 Μ3-mAChR >> 

CCK-R 

Παγκρεατικά κυψελιδικά Έµµεσος Xu et al., 1999 

RGS17 

(RGSZ2) 

µ-OR Συναπτοσωµικές 

µεµβράνες PAG 

Συν-ανοσοκατακρήµνιση Garzon et al., 2005β 

µ-OR Συναπτοσωµικές 

µεµβράνες PAG 

Συν-ανοσοκατακρήµνιση Garzon et al., 2005β RGS20 

(RGSZ1) 

5-HT1A CHO-K1 Έµµεσος Ghavami et al., 2004 

LARG PAR HEK293T, PC-3 si RNAs Wang et al., 2004α 

PDZ-

RhoGEF 

LPA-R HEK293T, PC-3 
si RNAs Wang et al., 2004α 
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Οι Bernstein et al. έδειξαν για πρώτη φορά ότι η RGS2 αλληλεπιδρά µε την τρίτη 

ενδοκυτταρική θηλιά του M1-mAChR και σχηµατίζεται ένα τριµερές σύµπλοκο µεταξύ 

των M1-mAChR – Gqα – RGS2 (Bernstein et al., 2004) (πίνακας 1). Παρόµοιες µελέτες 

στον α1-AR έδειξαν επίσης ότι η RGS2 αλληλεπιδρά µε τα αµινοξικά κατάλοιπα 

Lys219, Ser220 και Arg238 της τρίτης ενδοκυτταρική θηλιάς του α1-AR, και αναστέλλει 

τη σηµατοδότηση του υποδοχέα (Hague et al., 2005). In vitro πειράµατα έδειξαν, επίσης, 

ότι η RGS2 αλληλεπιδρά µε την τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά του β2-AR (Roy et al., 

2006), ενώ µε τη χρήση της τεχνικής BRET δείχθηκε η άµεση αλληλεπίδραση της RGS8 

µε την τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά του Μ1-mAChR, σε διαµολυσµένα ΗΕΚ293 κύτταρα 

(Itoh et al., 2006). Η RGS4 δείχθηκε σε πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης ότι µπορεί 

να σχηµατίζει σύµπλοκα µε τον mGluR5 υποδοχέα, καθώς επίσης και µε τις Gq/11α και 

PLCβ1, σε κύτταρα του ραβδωτού σώµατος αρουραίου (Schwendt and McGinty, 2007), 

ενώ συν-ανοσοκατακρηµνίζεται και µε τον µ-OR (Garzon et al., 2005 β). Η RGS2 

αλληλεπιδρά σε πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης µε το καρβοξυτελικό άκρο του 

CCK2-R και ρυθµίζει αρνητικά τη συσσώρευση της φωσφορικής ινοσιτόλης που 

προκαλείται από την ενεργοποίηση του υποδοχέα σε κύτταρα COS-7 (Langer et al., 

2009). 

Όσον αφορά πρωτεΐνες από την υποοικογένεια C/R7 των RGS πρωτεϊνών, βρέθηκε 

ότι η RGS9-2 συνεντοπίζεται µε τον D2 ντοπαµινεργικό υποδοχέα (D2-R) σε κύτταρα 

CHO και PC-12 (φαιοχρωµοκύττωµα αρουραίου). Τελικό αποτέλεσµα είναι η ειδική 

επιτάχυνση του τερµατισµού της σηµατοδότησης του D2-R (Kovoor et al., 2005). Η 

RGS9-2 βρέθηκε, επίσης, να αλληλεπιδρά µε τον µ-OR σε µεµβράνες από PAG του 

εγκεφάλου ποντικού (Garzon et al., 2005β και γ), αν και δεν αποδείχτηκε άµεση 

αλληλεπίδραση µεταξύ αυτών. Η αλληλεπίδραση αυτή έχει ως αποτέλεσµα τη µεταφορά 

του ελέγχου της δράσης των Gα υποµονάδων από τον υποδοχέα στην RGS9-2, σε 

ποντίκια που έχουν αναπτύξει ανοχή στη χορήγηση µορφίνης. Νεώτερες µελέτες έδειξαν 

ότι η RGS9-2 συν-ανοσοκατακρηµνίζεται µε τον µ-OR σε κύτταρα PC12 και ότι αυτή η 

αλληλεπίδραση ενισχύεται από την ενεργοποίηση του υποδοχέα µε τη µορφίνη 

(Psifogeorgou et al., 2007). Ο λειτουργικός ρόλος αυτής της αλληλεπίδρασης δείχθηκε 

ότι είναι η καθυστέρηση της εσωτερίκευσης του ενεργοποιηµένου µ-OR, καθώς και η 

αρνητική ρύθµιση της σηµατοδότησης του υποδοχέα στις MAP κινάσες. 
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Η RGS12, που ανήκει όπως προαναφέρθηκε στην D/R12 υποοικογένεια, εµφανίζεται 

µε πολλές µορφές λόγω εναλλακτικού µατίσµατος, κάποιες από τις οποίες 

περιλαµβάνουν ένα PDZ µοτίβο. Η πρώτη αναφερθείσα απευθείας αλληλεπίδραση µιας 

RGS µε έναν GPCR συµπεριλάµβανε την RGS12 και τον υποδοχέα Β της ιντερλευκίνης 

8 (IL-8, υποδοχέας CXCR2) (Snow et al., 1998), όπου η πρόσδεση γίνεται µέσω της PDZ 

περιοχής της RGS12 και της συµπληρωµατικής περιοχής στο καρβοξυτελικό άκρο του 

υποδοχέα, αν και η φυσιολογική σηµασία αυτής της πρόσδεσης δεν είναι γνωστή. Από 

την άλλη πλευρά, η RGS14 έχει βρεθεί να συν-ανοσοκατακρηµνίζεται µε τον µ-OR σε 

οµογενοποιήµατα της PAG εγκεφάλου ποντικού (Garzon et al., 2005β). Άλλες µελέτες 

σε κύτταρα καρκίνου του προστάτη έδειξαν ότι οι υποδοχείς της θροµβίνης και του 

λυσοφωσφατιδικού οξέος (PAR και LPA-R αντίστοιχα) χρησιµοποιούν ξεχωριστές 

RhoGEF για την εξειδικευµένη ρύθµιση των G12/13α υποµονάδων και την σηµατοδότησή 

τους, δεικνύοντας λειτουργική αλληλεπίδραση µεταξύ των PAR, LPA-R και των LARG, 

PDZ-RhoGEF αντίστοιχα (Wang et al., 2004α). 

Τέλος, οι RGSZ1 και RGSZ2 πρωτεΐνες που ανήκουν όπως έχει προαναφερθεί στην 

υποοικογένεια των A/RZ RGS πρωτεϊνών, δείχθηκε ότι αλληλεπιδρούν µε τον µ-OR, σε 

πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης σε µεµβράνες από την περιοχή της περιϋδραγωγού 

φαιάς ουσίας ποντικού (Garzon et al., 2005β). Η αλληλεπίδραση αυτή αυξάνεται όταν 

χορηγηθεί µορφίνη απευθείας στον εγκέφαλο του ποντικού, ενώ φαίνεται να λειτουργούν 

ως ανταγωνιστές των τελεστών γιατί αποµονώνουν τις Gz υποµονάδες. Με αυτόν τον 

τρόπο οι RGSZ1 και RGSZ2 επηρεάζουν τη σηµατοδότηση του µ-OR, καθώς µειώνουν 

την αναλγητική δράση αγωνιστών όπως η µορφίνη και το DAMGO. 

 

Αλληλουχίες αµινοξέων (µοτίβα) που βοηθούν στην εξειδίκευση πρόσδεσης µε τους 

υποδοχείς 

Η εξειδίκευση στην πρόσδεση και ρύθµιση των RGS µε τους GPCRs φαίνεται ότι 

οφείλεται στα ιδιαίτερα µοτίβα που οι RGS πρωτεΐνες διαθέτουν. Οι RGS πρωτεΐνες της 

B/R4 υποοικογένειας που δεν έχουν συγκεκριµένα µοτίβα (µε εξαίρεση την RGS3), 

οφείλουν µέρος της ειδικότητάς τους σε απλές δοµές όπως για παράδειγµα το 

αµινοτελικό τους άκρο. Πράγµατι, το αµινοτελικό άκρο των B/R4 RGS πρωτεϊνών έχει 

δειχθεί ότι εµπλέκεται στην εξειδίκευση της αλληλεπίδρασης των RGS πρωτεϊνών µε τον 
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υποδοχέα. Η RGS4 αγρίου τύπου είναι πιο αποτελεσµατική στο να αναστέλλει τη 

σηµατοδότηση των ιόντων Ca
+2

, σε σύγκριση µε το αποµονωµένο RGS-Box (Zeng et al., 

1998). Επιπλέον, το αποµονωµένο αµινοτελικό άκρο της RGS8 είναι ικανό να ρυθµίζει 

τη ροή των ιόντων Κ
+
 στα κανάλια GIRK που προκαλείται από τη νορεπινεφρίνη, 

υποδηλώνοντας ότι αυτή η περιοχή της RGS8 προάγει τη σύζευξη των υποδοχέων µε τις 

G πρωτεΐνες (Jeong and Ikeda, 2001). Στην περίπτωση της RGS2 πρωτεΐνης που 

αλληλεπιδρά µε τον Μ1-mAChR και τον α1-AR, η πρόσδεση µεσολαβείται από το 

αµινοτελικό άκρο της RSG2, ενώ η πρόσδεση στην Gqα γίνεται µέσω της RGS περιοχής 

(RGS-Box) (Bernstein et al., 2004, Hague et al., 2005). Από αυτά τα δεδοµένα φαίνεται 

ότι το αµινοτελικό άκρο των RGS πρωτεϊνών είναι απαραίτητο δοµικό χαρακτηριστικό, 

διότι δίνει το πλεονέκτηµα στις RGS πρωτεΐνες να είναι ταυτόχρονα προσδεδεµένες µε 

τις Gα υποµονάδες και τους GPCRs σχηµατίζοντας πρωτεϊνικά σύµπλοκα (Neitzel and 

Hepler, 2006). Από την άλλη πλευρά, οι RGS3, RGS12, PDZ-RhoGEF και LARG 

περιέχουν ένα PDZ µοτίβο, το οποίο ευθύνεται για τις ειδικές αλληλεπιδράσεις αυτών 

των πρωτεϊνών µε τους υποδοχείς ή άλλες πρωτεΐνες που διαθέτουν τη συµπληρωµατική 

αµινοξική αλληλουχία (Burchett, 2000, Neitzel and Hepler, 2006). Άλλες RGS πρωτεΐνες 

όπως η RGS9-2, διαθέτουν την περιοχή DEP, η οποία ευθύνεται για τον υποκυτταρικό 

εντοπισµό των RGS πρωτεϊνών και την αλληλεπίδρασή τους µε τους GPCRs. Μελέτες 

έχουν δείξει ότι η DEP περιοχή της RGS9-2 πρωτεΐνης εµπλέκεται στη εξειδικευµένη 

στόχευση αυτής της RGS πρωτεΐνης και στο συνεντοπισµό της µε τον υποδοχέα D2-R 

(Kovoor et al., 2005). Επιπλέον, από τις ίδιες µελέτες φάνηκε ότι στην DEP περιοχή 

οφείλεται η εξειδίκευση της δράσης της RGS9-2 στον υποδοχέα D2-R, καθώς ένα 

µετάλλαγµα της RGS9-2 που του λείπει η DEP περιοχή δεν µπορεί να επιταχύνει 

εξειδικευµένα τον τερµατισµό της σηµατοδότησης του D2-R έναντι του υποδοχέα Μ2-

mAChR. 

 

Αλληλεπίδραση RGS πρωτεϊνών µε µόρια-τελεστές 

Όπως προαναφέρθηκε, υπάρχουν περιπτώσεις όπου οι RGS πρωτεΐνες λειτουργούν 

ως ανταγωνιστές των τελεστών, προσδενόµενες είτε στους τελεστές είτε στις Gα και 

αποτρέπουν τη φυσική αλληλεπίδραση αυτών, µειώνοντας µε αυτόν τον τρόπο τη 

σηµατοδότηση. Παρόλα αυτά, η αλληλεπίδραση µιας RGS µε έναν τελεστή δεν έχει 
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απαραίτητα αρνητική επίδραση στη σηµατοδότηση. Είναι δυνατόν η αλληλεπίδραση 

RGS-τελεστή να ενισχύει τη σηµατοδότηση των GPCRs, µε το να δηµιουργεί για 

παράδειγµα ένα σύµπλοκο µεταξύ της ενεργοποιηµένης G πρωτεΐνης και του τελεστή, το 

οποίο έχει ως αποτέλεσµα τη γρηγορότερη µετάδοση του σήµατος. 

Αδενυλική κυκλάση (AC): Πολλές RGS πρωτεΐνες αναστέλλουν τη δράση της Giα στην 

απενεργοποίηση της αδενυλικής κυκλάσης ως αποτέλεσµα της GAP ενεργότητάς τους 

(Berman and Gilman, 1998). Επιπρόσθετα όµως, ένας αριθµός RGS πρωτεϊνών όπως οι 

RGS2, 3, 4, 10, 13 αναστέλλουν την ενεργότητα της αδενυλικής κυκλάσης από τις Gsα 

υποµονάδες (Roy et al., 2003, Chatterjee et al., 1997, Salim et al., 2003, Ghavami et al., 

2004) και αυτό δεν οφείλεται στην GAP ενεργότητα των RGS πρωτεϊνών, διότι 1) καµία 

από αυτές τις RGS πρωτεΐνες δεν µπορεί να αυξάνει το ρυθµό υδρόλυσης του GTP στις 

Gsα (Chidiac and Roy, 2003), 2) οι RGS πρωτεΐνες µπορούν και αναστέλλουν την 

ενεργοποίηση της αδενυλικής κυκλάσης, που επάγεται από την προσθήκη φορσκολίνης, 

απουσία ενεργοποιηµένης Gsα (Sinnarajah et al., 2001), 3) η αναστολή συµβαίνει όταν η 

Gα υποµονάδα είναι προσδεδεµένη µε το µη υδρολυόµενο ανάλογο GTPγS (Sinnarajah 

et al., 2001, Salim et al., 2003). Σύµφωνα µε τα τρία αυτά δεδοµένα, η αναστολή της 

ενεργότητας της αδενυλικής κυκλάσης από τις RGS πρωτεΐνες µπορεί να οφείλεται σε 

απευθείας φυσική αλληλεπίδραση µεταξύ των RGS πρωτεϊνών και της Gsα ή µεταξύ των 

RGS πρωτεϊνών και της αδενυλικής κυκλάσης ή ακόµα και παράλληλη αλληλεπίδραση 

των RGS και µε τις δυο πρωτεΐνες. Πράγµατι, βρέθηκε ότι η RGS2 µειώνει την 

παραγωγή του cAMP απουσία της Gsα, που επάγεται από φορσκολίνη σε µεµβράνες από 

κύτταρα εντόµων Sf9 που εκφράζουν τις ισοµορφές III, V και VI της αδενυλικής 

κυκλάσης (Sinnarajah et al., 2001). Αυτά τα πειράµατα υποδηλώνουν εξειδικευµένη 

αλληλεπίδραση µεταξύ της RGS2 και συγκεκριµένων ισοµορφών της αδενυλικής 

κυκλάσης. Σε νεώτερες µελέτες βρέθηκε επίσης ότι η RGS2 αλληλεπιδρά απευθείας µε 

την C1 κυτταροπλασµατική περιοχή της αδενυλικής κυκλάσης V σε εκχυλίσµατα 

κυττάρων (Salim et al., 2003). Η µελέτη αυτή δεικνύει επίσης ότι, ενώ η RGS περιοχή 

είναι περιττή για την αλληλεπίδραση µεταξύ της RGS2 και της αδενυλικής κυκλάσης, το 

αµινοτελικό άκρο (19 αµινοξέα) της RGS2 είναι απαραίτητο για την πρόσδεση της RGS2 

και την αναστολή της αδενυλικής κυκλάσης, η οποία ενεργοποιείται από τον υποδοχέα 
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β2-AR και τις Gsα υποµονάδες. Αντίστοιχες µελέτες µε πειράµατα in vitro πρόσδεσης 

και µε τη µέθοδο BRET σε ζωντανά κύτταρα HEK293, έδειξαν ότι η έκφραση και µόνο 

της αδενυλικής κυκλάσης στρατολογεί την RGS2 στην πλασµατική µεµβράνη και ότι η 

RGS2 προσδένεται στις ισοµορφές II και VI της αδενυλικής κυκλάσης (Roy et al., 2006). 

Η αλληλεπίδραση αυτή επιβεβαιώθηκε στις ίδιες µελέτες µε πειράµατα συν-

ανοσοκατακρήµνισης. Από τις παραπάνω µελέτες προκύπτει ότι η RGS2 ενδεχοµένως 

σχηµατίζει ένα σηµατοδοτικό σύµπλοκο µε τις Gsα υποµονάδες και την αδενυλική 

κυκλάση για να ρυθµίσει αρνητικά τη σηµατοδότηση που επάγεται από τις Gsα 

πρωτεΐνες, δεικνύοντας έτσι τη λειτουργική σηµασία της RGS2. 

 

Σχήµα 10. ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων των RGS πρωτεϊνών µε διάφορες 
πρωτεΐνες. Οι RGS πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν µε µια πλειάδα πρωτεϊνών όπως υποδοχείς, τελεστές 

(κόκκινα βέλη), ρυθµιστικές πρωτεΐνες (µαύρα βέλη) και ρυθµίζουν τη δράση τους 

 

GIRK κανάλια: Έχει δειχθεί από διάφορες µελέτες ότι οι RGS1, 3, 4, 5, 8 πρωτεΐνες 

ρυθµίζουν τον ρυθµό ενεργοποίησης (άνοιγµα και κλείσιµο) των GIRK καναλιών που 

ενεργοποιούνται από GPCRs. Η απενεργοποίηση (κλείσιµο) των GIRK καναλιών έχει 

δειχθεί ότι εξαρτάται από την GAP ενεργότητα των RGS πρωτεϊνών που ασκούν στις 

Gα, ενώ η ενεργοποίηση (άνοιγµα) των καναλιών δεν εξαρτάται από τον ίδιο µηχανισµό. 
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Οι ξεχωριστές αυτές δράσεις των RGS πρωτεϊνών στη λειτουργία των GIRK καναλιών 

έχουν τη βάση τους σε ξεχωριστές περιοχές στο µόριο της RGS. Η απενεργοποίηση του 

καναλιού, που εξαρτάται από τη δράση GTPάσης, απαιτεί ένα ακέραιο RGS Box, αλλά η 

ενεργοποίηση του καναλιού όχι. Πειράµατα σε πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων 

αρουραίου έδειξαν ότι το αµινοτελικό άκρο (όχι όµως η RGS περιοχή) της RGS8 

επιταχύνει την ενεργοποίηση των GIRK καναλιών (Jeong and Ikeda, 2001). Υπάρχουν 

πλέον αποδείξεις που υποστηρίζουν το φυσικό σχηµατισµό πολύ-πρωτεϊνικών 

σηµατοδοτικών συµπλόκων µεταξύ RGS-GIRK καναλιών, καθώς οι Fujita et al., 2000 

απέδειξαν για πρώτη φορά ότι τα Kir 3.1 και Kir 3.4 κανάλια Κ
+
 µπορούν να ανοσο-

συγκατακρηµνιστούν µε την RGS4 πρωτεΐνη. 

Φωσφολιπάση Cβ (PLCβ): Η PLCβ ενεργοποιείται κυρίως από την Gqα πρωτεΐνη και τις 

Gβγ υποµονάδες, και υδρολύει φωσφατίδυλο-ινοσιτίδια (PIP2) για να δηµιουργηθούν οι 

δεύτεροι µηνύτορες IP3 και διακυλογλυκερόλη. Πολλές RGS πρωτεΐνες, λόγω της GAP 

ενεργότητας για την Gqα, µπορούν να αναστείλουν την ενεργότητα της PLCβ (Chidiac et 

al., 2002). Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι οι RGS2, 3, 4, 10 παρεµποδίζουν επίσης την 

ενεργοποίηση της PLCβ από την Gqα-GTPγS, πράγµα το οποίο δηλώνει ότι µπορούν να 

αναστέλλουν τη σηµατοδότηση της PLCβ ανεξάρτητα από την GAP ενεργότητά τους 

(Hepler et al., 1997, Heximer et al., 1997). Μια πιθανή εξήγηση µπορεί να είναι ότι αυτές 

οι RGS πρωτεΐνες αναστέλλουν απευθείας την αλληλεπίδραση µεταξύ Gqα και PLCβ µε 

το να προσδένονται στην Gqα και να ανταγωνίζονται την αλληλεπίδραση Gqα-PLCβ. 

Εναλλακτικά, άλλη µελέτη έδειξε ότι η RGS4 µπορεί να προσδένεται απευθείας µε την 

PLCβ και την Gqα ταυτόχρονα, αποδεικνύοντας ότι η RGS4 µπορεί να παραµένει 

αγκυροβοληµένη σε ένα Gqα – Gβγ – PLCβ σηµατοδοτικό σύµπλοκο ώστε να βρίσκεται 

κοντά και να τερµατίζει γρήγορα το σήµα, λόγω της GAP ενεργότητάς της (Dowal et al., 

2001). 

Κανάλια Ca
+2

: Μελέτες έδειξαν ότι σε ανασυσταµένα συστήµατα ο ρυθµός έναρξης και 

ο ρυθµός τερµατισµού της απενεργοποίησης των καναλιών Ca
+2

 από τις ενεργοποιηµένες 

Gzα, Gqα και Gi/oα, επιταχύνεται παρουσία των RGS2, RGS4, RGS10, RGS12 (Melliti 

et al., 2001, Schiff et al., 2000, Jeong and Ikeda, 2000). Όπως και µε τα GIRK κανάλια, 

έτσι και στην περίπτωση των καναλιών Ca
+2

 η επιτάχυνση της απενεργοποίησης 
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(κλείσιµο) των καναλιών δεν οφείλεται στην GAP ενεργότητα των RGS πρωτεϊνών. 

Ένας προτεινόµενος µηχανισµός για αυτήν τη δράση των RGSs στα κανάλια είναι ότι οι 

RGS πρωτεΐνες προκαλούν συσσώρευση των Gq υποµονάδων και µέσω µιας άγνωστης 

διαδικασίας παρεµποδίζουν τις ανασταλτικές δράσεις των Gα στην απενεργοποίηση των 

καναλιών Ca
+2

 που προκαλείται από τις Gβγ υποµονάδες (Kammermeier et al., 2000). 

Ένας δεύτερος µηχανισµός προτείνει ότι οι RGS πρωτεΐνες, προσδενόµενες µε τις Gα 

υποµονάδες, αφήνουν διαθέσιµες τις Gβγ, οι οποίες µε τη σειρά τους αναστέλλουν τη 

ροή ιόντων Ca
+2

 (Melliti et al., 2000). Η RGS12 που περιλαµβάνει πολλά δοµικά µοτίβα 

από την άλλη πλευρά, είναι δυνατόν λόγω της απευθείας αλληλεπίδρασής της µε τα 

κανάλια Ca
+2

 να ευθύνεται για την επιτάχυνση της αναστολής των καναλιών αυτών. 

Πράγµατι βρέθηκε ότι η PTB περιοχή (Ταξινόµηση RGS πρωτεϊνών, υποοικογένεια 

D/R12, σελ. 45) της RGS12 αλληλεπιδρά µε την α1 υποµονάδα του Ν-τύπου καναλιού 

Ca
+2

 και αυτή η αλληλεπίδραση αποσταθεροποιεί την πρόσδεση των Gβγ υποµονάδων 

στο κανάλι Ca
+2

 και αναστέλλει τη λειτουργία του (Richman et al., 2005). 

MAP κινάσες: Μέχρι στιγµής δεν υπάρχουν δεδοµένα για απευθείας αλληλεπίδραση των 

RGS πρωτεϊνών µε τις MAP κινάσες. Παρόλα αυτά, οι RGS πρωτεΐνες φαίνεται ότι 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της λειτουργίας των MAP κινασών (Chidiac and 

Roy, 2003, Bansal et al., 2007). Πειράµατα σε κύτταρα COS-7 που εκφράζουν τον 

υποδοχέα της βοµβεσίνης BB-R, ο οποίος συζεύγνυται µε Gq/11, ή τον ντοπαµινεργικό 

D2-R, ο οποίος συζεύγνυται µε Gi, έδειξαν ότι η υπερέκφραση της RGS4 οδηγεί σε 

αναστολή της ενεργοποίησης των MAP κινασών (Yan et al., 1997). Παρόµοιο φαινόµενο 

παρατηρήθηκε και στην περίπτωση της RGS3, όπου η έκφρασή της σε κύτταρα BHK 

(νεφρικά κύτταρα χάµστερ) είχε ως αποτέλεσµα την µείωση της φωσφορυλίωσης των 

ERK1,2 που προκαλείται από την ενεργοποίηση του υποδοχέα του λυσοφωσφατιδικού 

οξέος LPA-R (Chatterjee et al., 1997). ∆εδοµένα από άλλες µελέτες δείχνουν, επίσης, ότι 

η RGS2 µπορεί και αναστέλλει την ενεργοποίηση των MAP κινασών από τον Μ2-

mAChR, όταν γίνεται ανασύσταση της RGS2, των Μ2-mAChR και της Giα1 σε 

φωσφολιπιδικά κυστίδια (Ingi et al., 1998). Αντίστοιχα, βρέθηκε ότι η ενεργοποίηση των 

MAP κινασών από την ενδοθηλίνη ενισχύεται όταν γίνεται σίγηση της ενδογενούς RGS3 

µε τη χρήση antisense ολιγονουκλεοτιδίων σε NIH3T3 κύτταρα (ινοβλάστες ποντικού) 
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(Dulin et al., 1999). Μελέτες έχουν δείξει, επίσης, ότι η RGS16 αναστέλλει την 

ενεργοποίηση των MAP κινασών που προκαλείται από Gi πρωτεΐνες µέσω του Μ2-

mAChR, και µάλιστα η δράση αυτή της RGS16 οφείλεται µόνο εν µέρει στην GAP 

ενεργότητά της (Derrien and Druey, 2001). ∆εδοµένα από µελέτες µε χρήση 

ριβοενζύµων σε κύτταρα Α-10 υποδηλώνουν ότι η RGS3 αναστέλλει ειδικά την 

ενεργοποίηση των MAP κινασών που προκαλείται από τον Μ3-mAChR, ενώ η RGS5 

αναστέλλει ειδικά την ενεργοποίηση των MAP κινασών από τον ΑΤ1Α-R (Wang et al., 

2002). Νεώτερες µελέτες έδειξαν ότι η RGS9-2 αναστέλλει την ενεργοποίηση των 

ERK1,2 σε κύτταρα PC-12 που εκφράζουν τον µ-OR και ενεργοποιούνται µε µορφίνη 

και DAMGO (Psifogeorgou et al., 2007). Υπάρχουν και περιπτώσεις που δείχνουν ότι 

µια RGS πρωτεΐνη µπορεί να δράσει ως σύνδεσµος για τη «συνοµιλία» (crosstalk) των 

σηµατοδοτικών µονοπατιών GPCRs µε άλλους υποδοχείς όπως είναι οι υποδοχείς των 

αυξητικών παραγόντων (Lou et al., 2001), οδηγώντας έτσι σε αναστολή της 

ενεργοποίησης των MAP κινασών. 

Πέραν όµως από την επίδραση των RGS πρωτεϊνών στη σηµατοδότηση των MAP 

κινασών, υπάρχουν και δεδοµένα που συνηγορούν στο ότι οι MAP κινάσες µε τη σειρά 

τους ρυθµίζουν την ενεργότητα των RGS πρωτεϊνών. Μελέτες έχουν δείξει ότι η 

ικανότητα των RGS πρωτεϊνών να αλληλεπιδρούν µε τους στόχους τους µπορεί να 

ρυθµίζεται από αλλαγές στην κατάσταση φωσφορυλίωσής τους. Για παράδειγµα, η 

φωσφορυλίωση της GAIP που προάγεται από τις Gi πρωτεΐνες, εξαρτάται από τη δράση 

της ERK2 και έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της δραστικότητάς της ως GAP (Ogier-

Denis et al., 2000). Αντίστοιχα, η SST2 στη ζύµη φωσφορυλιώνεται από την MAP 

κινάση ως απόκριση στην ενεργοποίηση του υποδοχέα των φεροµονών, και αυτό έχει ως 

αποτέλεσµα τη µείωση του ρυθµού αποικοδόµησής της και αύξηση της διαθεσιµότητάς 

της για να αλληλεπιδρά µε τις G πρωτεΐνες-στόχους (Garrison et al., 1999). 

 

Αλληλεπιδράσεις των RGS πρωτεϊνών µε ρυθµιστικές πρωτεΐνες  

Εκτός από τις αλληλεπιδράσεις των RGS πρωτεϊνών µε τα κύρια συστατικά του 

µονοπατιού σηµατοδότησης των GPCRs, έχουν περιγραφεί και αλληλεπιδράσεις των 

πρωτεϊνών αυτών µε ρυθµιστικές πρωτεΐνες ή πρωτεΐνες-ικριώµατα, οι οποίες είναι 

καθοριστές για τη σύζευξη µεταξύ µιας RGS και ενός GPCR (RGS-GPCR ζεύγος) 
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(Abramow-Newerly et al., 2006, Neitzel and Hepler, 2006). Οι αλληλεπιδράσεις αυτές 

επηρεάζουν επίσης τον υποκυτταρικό εντοπισµό, τη λειτουργία και τη σταθερότητα των 

RGS πρωτεϊνών (De Vries et al., 2000). Η πλειονότητα των αλληλεπιδράσεων µεταξύ 

των RGS και άλλων πρωτεϊνών γίνεται από τις περιοχές του µορίου των RGS εκτός της 

RGS περιοχής. Εντούτοις έχουν ανακαλυφθεί και αλληλεπιδράσεις που γίνονται και µε 

την περιοχή RGS, γεγονός που δεικνύει πολυπλοκότητα στο ρόλο των RGS in vivo. Για 

παράδειγµα, έχει δειχθεί ότι η RGS περιοχή αλληλεπιδρά µε µικρές GTPάσες, την PKA 

και µέλη του Wnt σηµατοδοτικού µονοπατιού (De Vries et al., 2000). Μερικές από αυτές 

τις βοηθητικές πρωτεΐνες µε τις οποίες αλληλεπιδρούν οι RGS παρατίθενται παρακάτω: 

Καλµοδουλίνη: Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η πρωτεΐνη καλµοδουλίνη προσδένει ιόντα 

Ca
+2

, αλλάζει τη στερεοδιαµόρφωσή της και ρυθµίζει πολλές σηµατοδοτικές πρωτεΐνες. 

Η Ca
+2

/καλµοδουλίνη προσδένει τις RGS1, 2, 4, 10, 16, 19 πρωτεΐνες και αυτή καθεαυτή 

η πρόσδεση δεν µεταβάλλει την GAP ενεργότητά τους (Popov et al., 2000), παρόλο που 

η ενεργότητα αυτών των RGS αυξάνεται µε την πρόσδεση. Αυτό που συµβαίνει είναι ότι 

η Ca
+2

/καλµοδουλίνη ανταγωνίζεται µε την PIP3 για την πρόσδεση της στην RGS4 – η δε 

πρόσδεση της PIP3 στην RGS4 αναστέλλει την GAP ενεργότητα της RGS4 µε 

δοσοεξαρτώµενο τρόπο (Popov et al., 2000). Η ρύθµιση της δράσης της RGS4 µε την 

αµοιβαίως αποκλειόµενη πρόσδεση των Ca
+2

/καλµοδουλίνη και PIP3 υποδηλώνει ένα 

κοµψό µηχανισµό ελέγχου των αυξοµειώσεων του ενδοκυτταρικού Ca
+2

. Η  

καλµοδουλίνη και η PIP3 δεσµεύονται στο καρβοξυτελικό τµήµα της τέταρτης έλικας της 

RGS περιοχής της RGS4. Αυτή η θέση δέσµευσης είναι καλά συντηρηµένη σε διάφορες 

RGS πρωτεΐνες και αυτό υποδεικνύει τον πιθανό ρόλο της πρόσδεσης της PIP3 και του 

συµπλόκου Ca
2+

/καλµοδουλίνη στη ρύθµιση πολλών υποτύπων RGS πρωτεϊνών (Ishii et 

al., 2005). 

Σπινοφιλίνη: Η σπινοφιλίνη (SPL) είναι µια πρωτεΐνη µε πολλά δοµικά µοτίβα-περιοχές 

που της δίνουν τη δυνατότητα να προσδένεται σε διάφορα µόρια συµπεριλαµβανοµένων 

των GPCRs, όπως είναι οι D2-R, α2Α-AR, α2Β-AR. Η σπινοφιλίνη µπορεί επίσης να 

αλληλεπιδράσει µε τις RGS1, 2, 4, 16, 19 πρωτεΐνες, όπως φάνηκε σε in vitro πειράµατα 

pulldown (Wang et al., 2005). Η πρόσδεση της σπινοφιλίνης στους υποδοχείς γίνεται 

µέσω της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς αυτών των υποδοχέων και δηµιουργείται ένα 
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σύµπλοκο SPL-GPCR-RGS. Αυτό υποδηλώνει ότι η πρωτεΐνη αυτή παίζει ένα ρόλο 

πρωτεΐνης-ικριώµατος, καθώς στρατολογεί τις RGS πρωτεΐνες πιο κοντά στους 

υποδοχείς. Η αλληλεπίδραση του ζεύγους RGS-SPL µε τους GPCRs µπορεί να αποτελεί 

έναν εναλλακτικό µηχανισµό άµεσης εξασθένησης της σηµατοδότησης, καθώς η 

πρόσδεση της σπινοφιλίνης αποκλείει την πρόσδεση των αρρεστινών και τη λειτουργία 

του µηχανισµού απευαισθητοποίησης µέσω αυτών των πρωτεϊνών, καθότι η σπινοφιλίνη, 

προσδενόµενη στους υποδοχείς, ανταγωνίζεται την πρόσδεση της GRK2, αποτρέποντας 

έτσι την αλληλεπίδραση των υποδοχέων µε τις αρρεστίνες (Wang et al., 2004β). 

Άλλες πρωτεΐνες: Η GIPC (GAIP Interacting Protein C terminus) είναι µια πρωτεΐνη που 

προσδένεται στο καρβοξυτελικό άκρο της GAIP (De Vries et al., 1998), προσδένεται 

όµως και σε διάφορους GPCRs, όπως είναι οι D2-, D3-R (Jeanneteau et al., 2004α, β), ο 

β1-AR (Hu et al., 2003) καθώς και σε υποδοχείς τυροσινικής κινάσης (IGF-1, insulin-

like growth factor 1, TGFβ, transforming growth factor β). Το σύµπλοκο GIPC-GAIP 

είναι αγκυροβοληµένο στη µεµβράνη και εντοπίζεται κυρίως στα κυστίδια κλαθρίνης, 

σκοπός του δε φαίνεται ότι είναι η αλληλεπίδραση µε άλλες πρωτεΐνες, κι όχι απλά ο 

τερµατισµός της σηµατοδότησης µέσω της GAP ενεργότητας. Το σύµπλοκο δρα δηλαδή 

ως γέφυρα µεταξύ των GPCRs και άλλων σηµατοδοτικών µορίων, ρυθµίζοντας τη 

σηµατοδότηση µέσω µηχανισµών ανεξάρτητων από τις G πρωτεΐνες. Οι πρωτεΐνες R9AP 

(RGS9 associated protein) (Hu and Wensel, 2002) και R7BP (R7 binding protein) 

(Martemyanov et al., 2005, Drenan et al., 2005) προσδένονται στις RGS6, 7, 9, 11 

πρωτεΐνες µέσω των DEP περιοχών των τελευταίων. Λειτουργούν ως πρωτεΐνες-

ικριώµατα που καθορίζουν τον υποκυτταρικό εντοπισµό των RGS και τη στόχευσή τους 

στις G πρωτεΐνες. Η R9AP είναι απαραίτητη στον αµφιβληστροειδή των θηλαστικών για 

το γρήγορο «κλείσιµο» των ενεργοποιηµένων από τη ροδοψίνη σηµάτων 

τρανσντιουσίνης από την RGS9-1. Η R9AP προσδένεται στην RGS9 και RGS11 και η 

R7BP προσδένεται και στα 4 µέλη της R7 υποοικογένειας (Martemyanov et al., 2005). Ο 

φυσιολογικός ρόλος των περισσότερων από τις αλληλεπιδράσεις αυτές βρίσκεται υπό 

διερεύνηση αν και η παρουσία της R7BP φάνηκε πρόσφατα σε ΗΕK293 κύτταρα ότι 

είναι απαραίτητη για τη στρατολόγηση των R7 RGS πρωτεϊνών στην πλασµατική 

µεµβράνη (Drenan et al., 2005).Υπάρχουν επίσης οι πρωτεΐνες DMAP1 και SCG10 που 
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προσδένονται στην RGS6 και στις RGS6, 20 αντίστοιχα, µέσω των GGL περιοχών των 

τελευταίων (Liu and Fisher, 2004, Liu et al., 2002, Nixon et al., 2002). Η DMAP1 είναι 

ένας παρεµποδιστής της µεταγραφής, ο οποίος αλληλεπιδρά µε την RGS6 και η 

αλληλεπίδραση αυτή προκαλεί αλλαγές στη µεταγραφή, δηλώνοντας τη συµµετοχή των 

RGS πρωτεϊνών στη ρύθµιση των γονιδίων (Liu and Fisher, 2004). Η SCG10, µια 

πρωτεΐνη που αποσταθεροποιεί τους µικροσωληνίσκους και εµπλέκεται στην ανάπτυξη 

των νευρώνων, συνεντοπίζεται µε τις RGS6 και 20 και αυτό έχει ως συνέπεια την 

διαφοροποίηση ή όχι των PC-12 κυττάρων που επάγεται από τον παράγοντα NGF (nerve 

growth factor) (Liu et al., 2002, Nixon et al., 2002) (σχέση RGS πρωτεϊνών µε 

διαφοροποίηση νευρώνων µέσω µηχανισµών που δεν περιλαµβάνουν G πρωτεΐνες). 

Τέλος, οι 14-3-3 πρωτεΐνες, οι οποίες λειτουργούν ως συνοδές πρωτεΐνες ικριώµατος, 

αλληλεπιδρούν µε τις RGS3, 4, 7, 8 και η πρόσδεση αυτή αναστέλλει την GAP 

ενεργότητα των RGS πρωτεϊνών (Benzing et al., 2000). 

 

1.4.3.2 Ρόλος των RGS σε λειτουργίες του εγκεφάλου 

Πολλές από τις RGS πρωτεΐνες εκφράζονται σε µεγάλο βαθµό σε διάφορες περιοχές 

του εγκεφάλου (Gold et al., 1997), υποδηλώνοντας ότι είναι απαραίτητες για τη ρύθµιση 

διαφόρων λειτουργιών του εγκεφάλου. Ένας αριθµός παρατηρήσεων δηλώνει ότι οι RGS 

πρωτεΐνες ενδεχοµένως µπορούν να ρυθµίζουν την επαγωγή ή συντήρηση της 

συναπτικής πλαστικότητας που ελέγχεται από το σύστηµα κορτικοειδών-ραβδωτού 

σώµατος και βασίζεται κυρίως στη σηµατοδότηση τον ντοπαµινεργικών υποδοχέων 

(Burchett, 2005). Υπάρχουν µελέτες που δεικνύουν ότι η υπερέκφραση της RGS9-2 στον 

επικλινή πυρήνα οδηγεί σε ελάττωση των κινητικών επιδράσεων (locomotor effects) των 

D2 αγωνιστών και µειώνει την ανταµοιβή που οφείλεται στην χορήγηση κοκαΐνης σε 

αρουραίους (Rahman et al., 2003). Επίσης, διήθηση (dialysis) της RGS9-2 µέσα σε 

χολινεργικούς νευρώνες του ραβδωτού σώµατος έδειξε ότι µειώνει την ενεργοποίηση της 

ροής ιόντων των καναλιών Ca
+2

 Ν-τύπου που προκαλείται από τους D2 

ντοπαµινεργικούς υποδοχείς (Cabrera-Vera et al., 2004). Το αποτέλεσµα αυτό 

επιβεβαιώνει τον ρυθµιστικό ρόλο της RGS9-2 στη σηµατοδότηση των ντοπαµινεργικών 

υποδοχέων στο ραβδωτό σώµα και κατ’επέκταση τη συµβολή αυτής της πρωτεΐνης σε 

λειτουργίες όπως η µάθηση και σε ψυχοκινητικές ανωµαλίες, που δηµιουργούνται από 
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την κατάχρηση ναρκωτικών ή την ασθένεια του Parkinson. Άλλες µελέτες έδειξαν ότι 

στιγµιαία ή επαναλαµβανόµενη χορήγηση αµφεταµίνης µεταβάλλει την ποσότητα του 

mRNA των RGS2, 3, 4, 5, 8, 9-2  στο θωρακικό ραβδωτό σώµα του αρουραίου (Burchett 

et al., 1998, Bishop et al., 2002, Gonzalez-Nicolini and McGinty, 2002), ενώ ελαττωµένα 

επίπεδα των mRNAs των RGS3 και RGS12 παρατηρούνται στο κοιλιακό καλυπτρικό 

πεδίο (Ventral Tegmental Area, VTA) θυµάτων από υπερβολική δόση κοκαΐνης (Tang et 

al., 2003).  

Η RGS4 πρωτεΐνη, ειδικότερα, εκφράζεται σε µεγάλο βαθµό στο κεντρικό νευρικό 

σύστηµα και συγκεκριµένα στην στιβάδα των κυττάρων Purkinje της παρεγκεφαλίδας, 

στον φλοιό, στην αµυγδαλή, στο ραβδωτό σώµα, στον θάλαµο και στη στιβάδα των 

πυραµιδικών κυττάρων του ιππόκαµπου (Gold et al., 1997, Ingi et al., 1998). Υπάρχουν 

πολλά στοιχεία που φανερώνουν ότι η RGS4 συµµετέχει σε διάφορες λειτουργίες του 

εγκεφάλου (Neubig and Siderovski, 2002). Μελέτες σε αρουραίους έδειξαν ότι η 

έκφραση της RGS4 αλλάζει µετά από στρες ή χορήγηση γλυκοκορτικοειδών (Ni et al., 

1999). Η RGS4, επίσης, ρυθµίζει αρνητικά τους υποδοχείς mGluR1/5 που συζεύγνυνται 

µε τις Gqα υποµονάδες στους νευρώνες (Saugstad et al., 1998). 

Πρόσφατες µελέτες προτείνουν έναν νέο ρόλο για τις RGS πρωτεΐνες στην εκδήλωση 

ψυχιατρικών διαταραχών. Σε αναλύσεις διαφορικής έκφρασης περίπου 8.000 γονιδίων σε 

µικροσυστοιχίες cDNA (cDNA microarrays), παρουσιάστηκε µείωση του mRNA της 

RGS4 στον προµετωπιαίο, κινητικό και οπτικό φλοιό του εγκεφάλου ασθενών µε 

σχιζοφρένεια. Αυτό υποδεικνύει ότι τα χαµηλά επίπεδα της RGS4 θα µπορούσαν να 

ευθύνονται για την ανάπτυξη της σχιζοφρένειας (Mirnics et al., 2001, Levitt et al., 2006). 

Όλες αυτές οι παρατηρήσεις παρέχουν αποδείξεις ότι οι RGS πρωτεΐνες είναι 

στρατηγικά τοποθετηµένες να επηρεάζουν εγκεφαλικές λειτουργίες, όπως το 

ντοπαµινεργικό σύστηµα. ∆εδοµένου ότι το ντοπαµινεργικό σύστηµα είναι υπεύθυνο για 

την ανάπτυξη των νευρώνων, οι RGS πρωτεΐνες ενδεχοµένως εµπλέκονται στη 

συναπτική πλαστικότητα, τόσο σε φυσιολογικές όσο και σε παθολογικές καταστάσεις, 

όπως επί παραδείγµατι στην κατάχρηση ναρκωτικών ουσιών. 
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1.4.3.3 Ρόλος των RGS στην οπιοειδή δράση 

Το πρόγραµµα χαρτογράφησης του ανθρώπινου γονιδιώµατος (Human Genome 

Project) και οι µελέτες σε άλλα γονιδιώµατα προτείνουν ότι µια δυνατή γενετική 

σύνδεση µεταξύ δυο γονιδίων δεν υποδηλώνει µόνο συντονισµένη µεταγραφή και 

κοινούς µηχανισµούς ρύθµισης, αλλά υποδηλώνει επίσης και ρυθµιστική σχέση (Xie and 

Palmer, 2005). Κατά αντιστοιχία οι RGS πρωτεΐνες , όχι µόνο βρίσκονται σε οµάδες µαζί 

µε γονίδια που έχουν σχέση µε τις G πρωτεΐνες, όπως είναι τα GNA, GNG και GPRKs 

(Gα, Gγ υποµονάδες και κινάσες των G πρωτεϊνών αντίστοιχα), αλλά συνδέονται επίσης 

ισχυρά και µε τα γονίδια των οπιοειδών υποδοχέων. Έτσι, γονίδια όπως αυτά των GAIP, 

RGS20 και RGS17 συνδέονται γενετικά µε τους υποδοχείς ORL1, κ-OR και µ-OR 

αντίστοιχα και αυτό υποδεικνύει ότι τα γονίδια των οπιοειδών υποδοχέων και των RGS 

πρωτεϊνών δεν συνδέονται µόνο φυσικά αλλά και ρυθµιστικά. 

Οι RGS πρωτεΐνες παίζουν σηµαντικό ρόλο στην οπιοειδή δράση και στην ανοχή 

µετά από χρόνια χορήγηση οπιοειδών αγωνιστών (Xie and Palmer, 2005). Μελέτες 

δείχνουν ότι οι RGS πρωτεΐνες των υποοικογενειών RZ, R4 και R7 συµµετέχουν 

καθοριστικά στη σηµατοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων µέσω των οπιοειδών 

αναλόγων. Οι πρωτεΐνες αυτές δεν είναι υπεύθυνες µόνο για την απενεργοποίηση των G 

πρωτεϊνών και τον τερµατισµό της οπιοειδούς δράσης, αλλά κυρίως είναι στοιχεία-

κλειδιά για την απευαισθητοποίηση, εσωτερίκευση, ανακύκλωση και αποικοδόµηση των 

οπιοειδών υποδοχέων και πιθανόν να αποτελούν την σύνδεση µεταξύ της στιγµιαίας 

απευαισθητοποίησης των οπιοειδών υποδοχέων και της χρόνιας ανοχής στα οπιοειδή 

(Xie and Palmer, 2005). Μελέτες έχουν δείξει ότι η GAIP όχι µόνο επιταχύνει την 

ενεργότητα GTPάσης των Gα υποµονάδων αλλά επίσης διευκολύνει την εσωτερίκευση 

και ανακύκλωση των οπιοειδών υποδοχέων µέσω κυστιδίων κλαθρίνης (Elenko et al., 

2003). Πράγµατι, πειράµατα ανοσοφθορισµού σε HEK293 κύτταρα έδειξαν ότι, στην 

κατάσταση ηρεµίας, η GAIP εντοπίζεται σε περιοχές της µεµβράνης που καλύπτονται 

από κλαθρίνη, ενώ ο δ-OR µε τις G πρωτεΐνες σε περιοχές της µεµβράνης χωρίς 

κλαθρίνη. Μετά από ενεργοποίηση του υποδοχέα, οι τρεις πρωτεΐνες δ-OR – G 

πρωτεΐνες – GAIP συνεντοπίζονται σε περιοχές µε κλαθρίνη και αυτό οδηγεί σε 

ενδοκύττωση του υποδοχέα που ακολουθείται από ανακύκλωση ή αποικοδόµησή του 

(Elenko et al., 2003). Με δεδοµένο το γεγονός ότι η απευαισθητοποίηση και 
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εσωτερίκευση των υποδοχέων είναι το κλειδί για την οπιοειδή σηµατοδότηση και την 

ανοχή στα οπιοειδή, εύκολα συµπεραίνει κανείς το σηµαντικό ρόλο που διαδραµατίζει η 

GAIP σε αυτούς τους µηχανισµούς. Πειράµατα σίγησης της έκφρασης των GAIP και 

RGS20 έδειξαν ότι οι δυο αυτές πρωτεΐνες έχουν άµεση σχέση µε την υπερνωτιαία 

αναλγητική δράση των αγωνιστών του µ-OR, κι ότι η αναστολή της έκφρασης αυτών 

των RGS πρωτεϊνών διευκολύνει την ανάπτυξη στιγµιαίας και χρόνιας ανοχής στη 

µορφίνη (Garzon et al., 2004). 

Στην περίπτωση της RGS9-2, έχει βρεθεί ότι αυτή η RGS εκφράζεται στο ραβδωτό 

σώµα, στην περιϋδραγωγό φαιά ουσία και στον νωτιαίο µυελό, όπου συνεντοπίζεται µε 

τους οπιοειδείς υποδοχείς και µε την Gβ5 υποµονάδα, µε την οποία αλληλεπιδρά µέσω 

της GGL περιοχής της. Υπερέκφραση της RGS9-2 σε µελανοφόρα κύτταρα του Xenopus 

που εκφράζουν ενδογενώς τον µ-OR, ελαχιστοποιεί τη συσσώρευση των χρωστικών 

κοκκίων που προκαλείται από τη χορήγηση µορφίνης (Rahman et al., 1999). Από την 

άλλη πλευρά, οι Garzon et al. έδειξαν ότι η αναστολή της έκφρασης της RGS9-2 µε 

antisense ολιγονουκλεοτίδια µεγενθύνει τη δράση και διάρκεια των αναλγητικών 

ιδιοτήτων της µορφίνης και του DAMGO, ενώ εµποδίζει την ανάπτυξη στιγµιαίας 

ανοχής στη µορφίνη (Garzon et al., 2001, 2003). 

Η RGS9-2 όµως έχει επίδραση και στην χρόνια ανοχή στη µορφίνη, καθώς 

αποσιώπηση της έκφρασής της σε ένα σύστηµα κυτταρικής καλλιέργειας 

νευροβλαστικών κυττάρων του ιππόκαµπου αναστέλλει την αυξορύθµιση της 

ενεργότητας της αδενυλικής κυκλάσης που προκαλείται από χρόνια χορήγηση µορφίνης 

(Xu et al., 2004). Παράλληλα, µελέτες σε ποντίκια έδειξαν ότι η στιγµιαία χορήγηση 

µορφίνης αυξάνει την παραγωγή του mRNA και την έκφραση της πρωτεΐνης RGS9-2 σε 

συγκεκριµένες περιοχές του εγκεφάλου, ενώ χρόνια έκθεση σε µορφίνη µειώνει την 

έκφραση αυτής (Zachariou et al., 2003). Στις ίδιες µελέτες, RGS9-knockout ποντίκια 

έδειξαν σε πειράµατα προσδιορισµού της συµπεριφοράς δραµατική αύξηση της 

αναλγησίας και της αίσθησης της ανταµοιβής που παρατηρείται παρουσία µορφίνης, 

επιδεικνύοντας καθυστέρηση σε φαινόµενα ανοχής. Από την άλλη πλευρά, τα εθισµένα 

στη µορφίνη RGS9-knockout ποντίκια εµφανίζουν µεγαλύτερη φυσική εξάρτηση, σε 

σύγκριση µε αντιστοίχως εθισµένα φυσιολογικά ποντίκια. Όλα αυτά δεικνύουν ότι η 
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RGS9-2 λειτουργεί ως αρνητικός ρυθµιστής του µ-OR και παίζει γενικότερο ρόλο στην 

ανοχή και εξάρτηση. 

Μελέτες µε τη χρήση antisense ολιγονουκλεοτιδίων τα οποία χορηγούνται απευθείας 

σε περιοχές του εγκεφάλου ποντικού έδειξαν ότι και άλλα µέλη της R7 υποοικογένειας, 

όπως είναι οι RGS6, 7 και 11, ρυθµίζουν αρνητικά τη δράση της µορφίνης. Ενδιαφέρον 

παρουσιάζει το γεγονός ότι παρατηρείται διαφορετική επίδραση στη σηµατοδότηση των 

µ-OR και δ-OR. Για παράδειγµα, η αναστολή της RGS6 αυξάνει κατά πολύ τη 

δραστικότητα και διάρκεια της αναλγησίας από µορφίνη, όµως µειώνει την 

δραστικότητα αλλά αυξάνει τη διάρκεια των αναλγητικών δράσεων των δ-OR 

αγωνιστών. Αναστολή της RGS7 αυξάνει την απόκριση στους µ-OR και δ-OR 

αγωνιστές, ενώ αναστολή της RGS11 µειώνει τη δραστικότητα και διάρκεια στη δράση 

των δ-OR αγωνιστών (Garzon et al., 2003).  

Όσον αφορά στην RGS4, η ρυθµιστική της δράση φαίνεται ότι στοχεύει ειδικότερα 

και τους οπιοειδείς υποδοχείς (Jean-Baptiste et al., 2006). Μέλη της οικογένειας R4, 

όπως είναι οι RGS2, 4 και 8, ρυθµίζουν την οπιοειδή δράση κυρίως µέσω της GAP 

ενεργότητας που διαθέτουν, βασιζόµενες στην τοπική και χρονική συνέκφρασή τους µε 

τους οπιοειδείς υποδοχείς σε νευρικά κύτταρα και ιστούς. Έρευνες έδειξαν ότι η 

εξωγενώς χορηγούµενη RGS4 προκαλεί αναστροφή της αναστολής των επιπέδων cAMP 

που προκαλείται από ενεργοποίηση του δ-OR σε κύτταρα NG-108 (υβριδική σειρά 

neuroblastoma x glioma), λόγω της GAP δράσης της στις Gi και Go πρωτεΐνες (Hepler et 

al., 1997). Η RGS4 επίσης ρυθµίζει τη δράση των µ-OR και κ-OR καθώς υπερέκφρασή 

της σε κύτταρα HEΚ293 επαναφέρει τη λειτουργία της αδενυλικής κυκλάσης που 

αναστέλλεται από την ενεργοποίηση του µ-OR (Garnier et al., 2003), ενώ επιταχύνει την 

απενεργοποίηση των GIRK καναλιών µετά από τερµατισµό της σηµατοδότησης του µ-

OR (Ippolito et al., 2002) ή των καναλιών που έχουν ενεργοποιηθεί από αγωνιστές του κ-

OR (Ulens et al., 2000). 

Η RGS4 όχι µόνο ρυθµίζει αρνητικά την οπιοειδή σηµατοδότηση, αλλά αντίστοιχα 

και η ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων µπορεί να ρυθµίζει την έκφραση και 

λειτουργία αυτής. Μελέτες έδειξαν ότι το mRNA της RGS4 αυξορυθµίζεται όταν 

ενεργοποιούνται οι οπιοειδείς υποδοχείς για σύντοµο χρονικό διάστηµα, σε PC12 

κύτταρα που εκφράζουν τον µ-OR και κ-OR (Nakagawa et al., 2001). Η RGS4 και RGS2 
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εκτός από το να ρυθµίζουν τη στιγµιαία οπιοειδή σηµατοδότηση, εµπλέκονται και σε 

µηχανισµούς της οπιοειδούς ανοχής. Μελέτες έδειξαν ότι η χρόνια χορήγηση µορφίνης 

αυξάνει επίσης τα επίπεδα mRNA σε περιοχές του εγκεφάλου που εµπλέκονται στην 

οπιοειδή αναλγησία και στις αποκρίσεις στη φυσική εξάρτηση και την στέρηση (Bishop 

et al., 2002), ενώ τα επίπεδα τόσο του mRNA όσο και της πρωτεΐνης των RGS2 και 

RGS4 µεταβάλλονται σε εθισµένα πειραµατόζωα που υποβάλλονται σε στέρηση (Gold et 

al., 2003). Οι παραπάνω µελέτες δεικνύουν ένα µηχανισµό αρνητικής ανάδρασης κατά 

τον οποίο η σηµατοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων επάγει την αυξο-ρύθµιση του 

mRNA και της πρωτεΐνης µιας RGS, η οποία µε τη σειρά της τερµατίζει γρήγορα το 

οπιοειδές σήµα. Όλα αυτά τα ευρήµατα υποδηλώνουν το γεγονός ότι η RGS2 και RGS4 

είναι πιθανοί λειτουργικοί ρυθµιστές στην ανάπτυξη της οπιοειδούς ανοχής και παίζουν 

ενεργό ρόλο στη στέρηση που παρατηρείται µετά από παρατεταµένη χορήγηση 

οπιοειδών αναλόγων, έρευνα που χρήζει διερεύνησης. 
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2. Σκοπός 

 

Η µελέτη των µοριακών µηχανισµών ρύθµισης και λειτουργίας των οπιοειδών 

υποδοχέων µας δίνει τη δυνατότητα να προσδιορίσουµε σε κυτταρικό επίπεδο τα 

µονοπάτια σηµατοδότησης που ευθύνονται για µια σειρά φυσιολογικών και παθολογικών 

καταστάσεων, όπως είναι η αναλγησία, η ευφορία, η µνήµη-µάθηση, αλλά και η ανοχή 

και εξάρτηση σε οπιοειδή ανάλογα. Οι οπιοειδείς υποδοχείς ανήκουν στην οικογένεια 

των GPCR υποδοχέων και αλληλεπιδρούν µε µέλη της Gi/o υποοικογένειας των G 

πρωτεϊνών. Το ερώτηµα που τίθεται είναι πώς οι υποδοχείς αυτοί, επιλέγουν µε ποιους 

εξειδικευµένους υποτύπους των G πρωτεϊνών θα συζευχθούν ώστε να οδηγήσουν τη 

µετάδοση του ερεθίσµατος στους διάφορους τελεστές. Τελευταία δεδοµένα συνηγορούν, 

ότι η εξειδίκευση στη σηµατοδότηση, τόσο των GPCRs γενικότερα όσο και των 

οπιοειδών υποδοχέων, οφείλεται στην αλληλεπίδραση των υποδοχέων αυτών µε άλλες 

πρωτεΐνες εκτός των G πρωτεϊνών. 

Σκοπός της παρούσας µελέτης ήταν να προσδιορίσουµε α) κατά πόσο οι οπιοειδείς 

υποδοχείς αλληλεπιδρούν µε νέες πρωτεΐνες και β) ποια η σηµασία αυτών των 

αλληλεπιδράσεων στην οπιοειδή δράση. Οι RGS πρωτεΐνες αποτελούν µια οικογένεια 

πρωτεϊνών, οι οποίες συµµετέχουν στον κύκλο ενεργοποίησης των G πρωτεϊνών. 

Επιπλέον είναι γνωστό, ότι οι RGS πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν µε τους GPCRs καθώς και 

µε διάφορες άλλες πρωτεΐνες (τελεστές, πρωτεΐνες ικριώµατος) και λειτουργούν ως 

αρνητικοί ρυθµιστές της σηµατοδότησης των GPCRs. Μέχρι σήµερα δεν είναι 

κατανοητή η συµβολή των πρωτεϊνών αυτών στην κυτταρική σηµατοδότηση των 

οπιοειδών υποδοχέων. Για να διερευνήσουµε κατά πόσο οι RGS πρωτεΐνες, και 

συγκεκριµένα η RGS4 αλληλεπιδρούν και εµπλέκονται στη ρύθµιση και λειτουργία των 

οπιοειδών υποδοχέων, χρησιµοποιήσαµε αρχικά χιµαιρικές πρωτεΐνες που 

αντιπροσωπεύουν τα ενδοκυτταρικά τµήµατα των µ-OR και δ-OR σε in vitro πειράµατα. 

Γνωρίζοντας ότι οι µ-OR και δ-OR περιέχουν µια συντηρηµένη περιοχή στο 

καρβοξυτελικό άκρο, διερευνήσουµε εάν υπάρχει µια συντηρηµένη αµινοξική 

αλληλουχία αναγνώρισης για την πρόσδεση της RGS4 µεταξύ των υποδοχέων αυτών. 
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Επιπλέον, µελετήσαµε ποιες περιοχές της RGS4 πρωτεΐνης ευθύνονται για την πρόσδεση 

µε τους οπιοειδείς υποδοχείς. 

Ένας άλλος ρόλος των RGS πρωτεϊνών είναι αυτός του ικριώµατος και η συµµετοχή 

τους στο σχηµατισµό πολυ-πρωτεϊνικών συµπλόκων, χρησιµοποιώντας ως πλατφόρµα 

τους υποδοχείς. Για το λόγο αυτό, διερευνήσαµε κατά πόσο α) η πρόσδεση της RGS4 

έχει ως αποτέλεσµα την δηµιουργία λειτουργικών, ετεροτριµερών συµπλόκων µεταξύ 

αυτής, των οπιοειδών υποδοχέων (µ-, δ-) και των G πρωτεϊνών, και β) κατά πόσο τα 

δηµιουργούµενα σύµπλοκα εξαρτώνται από το είδος ή/και τη διαµόρφωση του υποδοχέα 

(ενεργή ή ανενεργή). Για µια πιο λεπτοµερή ανάλυση του ρόλου της RGS4 στην 

κυτταρική σηµατοδότηση, ελέγξαµε εάν η σύζευξη της RGS4 µε τους οπιοειδείς 

υποδοχείς οδηγεί τους υποδοχείς αυτούς να επιλέγουν µε ποιες G πρωτεΐνες θα 

αλληλεπιδράσουν, µετά από την ενεργοποίηση ή µη των υποδοχέων. 

Τέλος ελέγξαµε το ρυθµιστικό ρόλο που παίζει η RGS4 καθοδικά των υποδοχέων ως 

τροποποιητής (αρνητικός ή θετικός) της οπιοειδούς δράσης. Για τον λόγο αυτό, 

µελετήσαµε το µηχανισµό µέσω του οποίου η RGS4 παρεµβαίνει στη λειτουργία 

διαφόρων τελεστών, όπως είναι η αδενυλική κυκλάση και οι MAP κινάσες. Παράλληλα, 

ελέγξαµε κατά πόσο η ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων τροποποιεί τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό της RGS4. 
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3. Υλικά και Μέθοδοι 
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Α. Υλικά 

 

 

Χρησιµοποιήθηκε καθαρή, ετεροτριµερής τρανσντιουσίνη (Gtαβγ, transducin) ή 

καθαρές GtαGDP και Gβγ υποµονάδες από αµφιβληστροειδή βοός, αποµονωµένες όπως 

αναφέρουν οι Mazzoni et al., 1991, ευγενική προσφορά της Καθ. H.E. Hamm, 

Πανεπιστήµιο του Vanderbilt, Νάσβιλ, Τένεσσι, ΗΠΑ. Τα cDNA της ανασυνδιασµένης 

RGS4 πρωτεΐνης καθώς και της RGS περιοχής της (4Box), που είναι επισηµασµένες µε 

τον επίτοπο 6xHis (Ηis-RGS4 και His-4Box αντίστοιχα) σε βακτηριακό φορέα pQE60, 

ήταν ευγενική προσφορά του ∆ρ. T.M. Wilkie, Πανεπιστήµιο του Τέξας, Ντάλας, Τέξας, 

ΗΠΑ. Οι πρωτεΐνες αυτές αποµονώθηκαν όπως περιγράφεται από τους Popov et al., 

1997 και Yowe et al., 2002. Το cDNA του µ-οπιοειδούς υποδοχέα από αρουραίο (στον 

pRC/CMV φορέα) µας το παρείχε ο ∆ρ G. Bell από το Πανεπιστήµιο του Σικάγο, Ιλινόις, 

ΗΠΑ. O µ-οπιοειδής υποδοχέας από αρουραίο, επισηµασµένος µε τον επίτοπο myc (σε 

φορέα pcDNA3), ήταν ευγενική προσφορά της ∆ρ. S. George από το Πανεπιστήµιο του 

Τορόντο, Καναδάς. Το cDNA της RGS4 ανθρώπου επισηµασµένης µε τον επίτοπο 

αιµαγλουτινίνης (hemagglutinin, HA: YPYDVPDYA) στο καρβοξυτελικό άκρο, το αντι-

Gοα (OC1) αντίσωµα και το αντι-Giα2 (SG3) αντίσωµα µας τα παρείχε ο Καθ. G. 

Milligan από το Πανεπιστήµιο της Γλασκόβης, Γλασκόβη, Σκοτία, Ηνωµένο Βασίλειο. Ο 

φορέας pcDNA3-HA ήταν ευγενική προσφορά του Αναπλ. Καθ. Γ. Μόσιαλου, 

Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης. Οι GST-χιµαιρικές µεταλλάξεις του µ-CT (Υ336�Α, 

Υ336�Α και Κ344�Q, ∆ΥΧΧL) περιγράφονται από τους Mazarakou and Georgoussi, 

2005. 

Οι χηµικές ουσίες που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή των ρυθµιστικών και 

άλλων διαλυµάτων, αγοράστηκαν από την εταιρεία SIGMA-ALDRICH Co. Τα θρεπτικά 

υλικά για την καλλιέργεια των κυττάρων προµηθεύτηκαν από τις εταιρείες Gibco 

(Invitrogen), Biochrom AG και PAA Laboratories GmbH. Τα ολιγονουκλεοτίδια που 

χρησιµοποιήθηκαν συντέθηκαν από την εταιρεία MWG Biotech AG και από την 

Invitrogen. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες αγοράστηκαν από την εταιρεία New 

England Biolabs Inc. (ΝΕΒ) και τα dNTPs από την Promega. Η Taq DNA πολυµεράση 

αγοράστηκε από την ΝΕΒ (Μ0273), η Pfu DNA πολυµεράση από τη Fermentas 
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(EP0571) και το Platinum PCR SuperMix από την Invitrogen (11306-016). Η Τ4 λιγάση 

προµηθεύτηκε από την ΝΕΒ (Μ0202) και την Fermentas (EL0014). 

Η καλλιέργεια των κυττάρων έγινε σε επωαστήρα διοξειδίου του άνθρακα Napco, 

Series 5400, CO2 incubator (Thermo Scientific). Για τον χειρισµό των κυτταρικών 

καλλιεργειών χρησιµοποιήθηκε ειδικός αποστειρωτικός θάλαµος νηµατικής ροής 

LaminAir Safe 2000 της εταιρείας Holten και για την παρατήρηση των κυττάρων 

µικροσκόπιο Axiovert 25 της Zeiss. Για τη µέτρηση της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης 

και του DNA χρησιµοποιήθηκε το φωτόµετρο Lambda 16 UV/Vis Spectrometer 

(PerkinElmer). Ειδικότερα για τη µέτρηση της συγκέντρωσης του DNA 

χρησιµοποιήθηκε επίσης η συσκευή ND-1000 Spectrophotometer της Nanodrop. Οι 

αντιδράσεις PCR πραγµατοποιήθηκαν στην συσκευή Τ3 Thermocycler της Biometra και 

η ανίχνευση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων των cDNA κλώνων που 

παρασκευάσαµε (dideoxynucleotide sequencing) πραγµατοποιήθηκε στον ABI Prism 377 

DNA Sequencer του Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «∆ηµόκριτος», και από την εταιρεία BioGenomica. Για 

τις φυγοκεντρήσεις χρησιµοποιήθηκε η Sigma Zentrifugen 3-1, η MSE-Sanyo Harrier 

18/80, η Beckman Coulter Optima MAX 130K µε κεφαλή MLA-130, η Beckman L8-

80M Ultra Centrifuge µε κεφαλή 75Ti, η φυγόκεντρος Sorval RC5C µε τις κεφαλές GSA 

και SS-34, καθώς και η επιτραπέζια φυγόκεντρος της Eppendorf, µοντέλο 5415C και 

5414 (fullspeed). Για τη συνεστιακή µικροσκοπία χρησιµοποιήθηκε συνεστιακό 

µικροσκόπιο σάρωσης MRC-1024 της Bio-Rad συνδεδεµένο µε σύστηµα απεικόνισης 

και επεξεργασίας εικόνας Nikon Eclipse E600.  
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Β. Μέθοδοι 

 

3.1 Χειρισµός και κατεργασία κυττάρων 

 

3.1.1 Βακτηριακά κύτταρα 

3.1.1.1 Υγρές και στερεές καλλιέργειες βακτηρίων 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

LB (Lysogeny Broth ή πιο γνωστό ως Luria-Bertani broth): 170 mM NaCl (1% κ.o.), 

0,5% κ.ο. εκχύλισµα ζύµης, 1% κ.ο. βακτηριακή τρυπτόνη 

Αντιβιοτικά: αµπικιλλίνη 100 mg/mL, καναµυκίνη 100 mg/mL 

Λοιπά υλικά: γλυκερόλη 100% 

Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν είναι τα DH5α, BL21 (στέλεχος 

DE3) και JM109 του γένους Escherichia coli. Τα πλασµίδια µε τα οποία επιµολύνονται 

τα βακτήρια περιέχουν ένα γονίδιο που προσδίδει στα βακτήρια ανθεκτικότητα στο 

αντιβιοτικό αµπικιλλίνη ή καναµυκίνη, ανάλογα µε το πλασµίδιο. Για αυτό το λόγο, τα 

βακτήρια καλλιεργούνται σε υγρό, αποστειρωµένο θρεπτικό υλικό LB που περιλαµβάνει 

και αντιβιοτικό 100 µg/mL αµπικιλλίνη ή 30 µg/mL καναµυκίνη. Οι βακτηριακοί κλώνοι 

διατηρούνται στους -80
ο
C, σε θρεπτικό υλικό LB που περιέχει 37,5% κ.ο. γλυκερόλη 

(glycerol stock). Για τις στερεές καλλιέργειες τα βακτηριακά στελέχη καλλιεργούνται σε 

τρυβλία διαµέτρου 100 mm που περιέχουν αποστειρωµένο LB µε άγαρ (πολυσακχαρίτης 

που στερεοποιείται σε θερµοκρασία µικρότερη των 40
ο
C), παρουσία 100 µg/mL 

αµπικιλλίνης ή 30 µg/mL καναµυκίνης. 

 

3.1.1.2 Παρασκευή κυττάρων E.coli δεκτικών σε µετασχηµατισµό (competent cells) 

Η προετοιµασία δεκτικών κυττάρων είναι διαδικασία που αποσκοπεί στην 

προετοιµασία βακτηριακών στελεχών, έτσι ώστε να µπορεί να εισαχθεί σε αυτά 

πλασµιδιακό DNA µε τη µέθοδο του µετασχηµατισµού. Η όλη διαδικασία γίνεται κοντά 
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σε λύχνο για την αποστείρωση του περιβάλλοντος και των υλικών που 

χρησιµοποιούνται. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

LB: βλ. παράγραφος 3.1.1.1 

∆ιάλυµα Α: 5 mM Tris-HCl, pH 7 , 0,1 Μ NaCl, 5 mM MgCl2 

∆ιάλυµα Β: 5 mM Tris-HCl, pH 7 , 0,1 Μ CaCl2, 5 mM MgCl2 

Αντιβιοτικά: αµπικιλλίνη 100 mg/mL, καναµυκίνη 100 mg/mL 

Λοιπά υλικά: πλαστικά δοχεία φυγοκέντρου, διάλυµα γλυκερόλης 80% 

Πειραµατική διαδικασία: 

Αρχικά ακολουθείται διαδικασία εµβολιασµού βακτηριακών κυττάρων σε υγρή 

καλλιέργεια, κατά την οποία ξύσµα από τους βακτηριακούς κλώνους των στελεχών 

DH5α ή BL21 που βρίσκονται στους -80
ο
C καλλιεργείται σε υγρό θρεπτικό υλικό LB (5 

mL) για 12-16 ώρες στους 37
o
C υπό ανάδευση. Τα ανεπτυγµένα βακτήρια µεταφέρονται 

σε 500 mL θρεπτικού υλικού LB και επωάζονται 2-3 ώρες στους 37
o
C ώστε να 

αναπτυχθούν, µέχρι η απορρόφηση της καλλιέργειας σε µήκος κύµατος 600 nm να 

φτάσει σε εύρος τιµών 0,5-0,7. Στη συνέχεια, τα κύτταρα µεταφέρονται στον πάγο, όπου 

και παραµένουν για 10 λεπτά. Τα ανεπτυγµένα βακτήρια φυγοκεντρούνται σε 

αποστειρωµένα ειδικά πλαστικά δοχεία στα 2.600 x g (4.000 rpm, φυγόκεντρος Sorvall, 

κεφαλή GSA) για 15 λεπτά, στους 4
 o

C. Το υπερκείµενο θρεπτικό υλικό απορρίπτεται 

και ακολουθεί επαναδιάλυση του κυτταρικού ιζήµατος σε 200 mL αποστειρωµένου και 

παγωµένου διαλύµατος Α. Τα κύτταρα φυγοκεντρούνται εκ νέου στα 2.600 x g (4.000 

rpm) για 15 λεπτά, στους 4
 o

C. Το κυτταρικό ίζηµα επαναδιαλύεται σε 200 mL 

αποστειρωµένου και παγωµένου διαλύµατος Β και τα κύτταρα τοποθετούνται στον πάγο 

για 20 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 2.600 x g (4.000 rpm) για 15 

λεπτά, στους 4
 o

C. Το υπερκείµενο απορρίπτεται και στο ίζηµα προστίθενται 20 mL 

παγωµένου διαλύµατος Β. Τα αναδιαλυµένα κύτταρα τοποθετούνται στον πάγο για 1 

ώρα και στη συνέχεια προστίθεται αποστειρωµένο, υδατικό διάλυµα γλυκερόλης 80%, 

ώστε η συγκέντρωσή της στο τελικό διάλυµα να είναι 15-20%. Τα κύτταρα χωρίζονται 

σε σωληνάκια ώστε να περιέχουν 100-300 µL και καταψύχονται στους -80
o
C. 
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3.1.1.3 Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων – Θερµικό σοκ 

Με τη µέθοδο αυτή γίνεται εισαγωγή των πλασµιδίων σε δεκτικά κύτταρα του 

βακτηρίου E.coli. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

SOB (Supreme Optimal Broth): 2% κ.o. βακτηριακή τρυπτόνη, 0,5% κ.o. εκχύλισµα 

ζύµης, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, pH 7 (διόρθωση µε 

NaOH) 

Λοιπά υλικά: τρυβλία διαµέτρου 100 mm µε στέρεο θρεπτικό υλικό (LB + άγαρ),  

Πειραµατική διαδικασία: 

Ποσότητα 100 µL δεκτικών βακτηρίων E.coli που βρίσκεται σε σωληνάκι τύπου 

Eppendorf, ξεπαγώνει σε πάγο για 10-15 λεπτά και έπειτα προστίθεται σε αυτά το 

πλασµιδιακό DNA (10-100 ng) που πρόκειται να εισάγουµε. Τα κύτταρα παραµένουν 

στον πάγο για ακόµα 30 λεπτά και στην συνέχεια τοποθετούνται σε υδατόλουτρο όπου 

και υπόκεινται σε θερµικό σοκ για 90 δευτερόλεπτα στους 42
o
C, ενώ µεταφέρονται 

ακολούθως και άµεσα σε πάγο για 2 λεπτά. Ακολουθεί προσθήκη θρεπτικού υλικού SOB 

(500 µL) και τοποθέτηση των βακτηρίων σε επωαστήρα όπου και παραµένουν στους 

37
o
C υπό ανάδευση για 1 ώρα. Τέλος, από το διάλυµα των βακτηριών εµβολιάζονται 

τρυβλία µε στερεό θρεπτικό υλικό που περιέχει αµπικιλλίνη ή καναµυκίνη (ανάλογα µε 

την ανθεκτικότητα σε αντιβιωτικό που παρέχει το πλασµίδιο). Τα εµβολιασµένα τρυβλία 

επωάζονται στους 37
o
C για 16-18 ώρες ώστε να αναπτυχθούν οι αποικίες. Για τον 

υπολογισµό της αποτελεσµατικότητας του µετασχηµατισµού (efficiency) ακολουθούµε 

συγκεκριµένο τρόπο προσέγγισης ως εξής:  

Έστω ότι 100 µL δεκτικών κυττάρων µετασχηµατίζονται µε 0,01 ng πλασµιδιακού 

DNA, και στην αντίδραση µετασχηµατισµού προστίθενται 900 µL θρεπτικού υλικού 

SOB για τελικό όγκο 1 mL. Η συγκέντρωση του DNA στο νέο διάλυµα θα είναι 0,01 

ng/ml. Αν από αυτό το διάλυµα χρησιµοποιηθούν 100 µL για να εµβολιαστεί το τρυβλίο 

µε το αντιβιοτικό, τελικώς στο τρυβλίο θα έχουν τοποθετηθεί µετασχηµατισθέντα 

βακτήρια µε 0,001 ng DNA. Αν υποθέσουµε ότι στο τρυβλίο αναπτύσσονται 200 

αποικίες βακτηρίων, η αποτελεσµατικότητα του µετασχηµατισµού εκφράζεται ως εξής: 
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ng

cfu

001,0

200
 = 2 x 10

5
 cfu/ng = 2 x 10

8
 cfu/µg DNA 

Ο όρος cfu (colony-forming unit) χρησιµοποιείται για να δηλώσει τον αριθµό των 

αποικιών που έχουν προέλθει από την ανάπτυξη ζωντανών µόνο βακτηριακών κυττάρων. 

Καλή αποτελεσµατικότητα θεωρείται της τάξης των 10
8
 cfu/µg DNA και τόση 

παρατηρείται για τους πιο κοινούς φορείς πολλαπλασιασµού και έκφρασης. Η 

αποτελεσµατικότητα για έναν ανασυνδιασµένο πλασµιδιακό φορέα δηµιουργηµένο στο 

εργαστήριο θεωρείται καλή όταν είναι της τάξης των 10
5
-10

6
 cfu/µg DNA, ενώ 

θεωρείται φτωχή όταν είναι της τάξης των 10
4
 cfu/µg DNA ή µικρότερη. 

 

3.1.2 Ευκαρυωτικά κύτταρα 

3.1.2.1 Κυτταρικές σειρές 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν συγκεκριµένες κυτταρικές σειρές µε δυο 

βασικά χαρακτηριστικά: α) να είναι εύκολες στο χειρισµό και β) να µπορούν να 

επιµολυνθούν εύκολα και αποδοτικά. Σκοπός µας ήταν, µε τη βοήθεια πλασµιδιακού 

DNA, να εκφράσουµε εξωγενώς πρωτεΐνες στα κύτταρα για να µελετήσουµε τις 

ιδιότητές τους και τη λειτουργικότητά τους. 

 

Κύτταρα ΗΕΚ293 (Human Embryonic Kidney) 

1. Τα κύτταρα αυτά είναι µετασχηµατισµένα επιθηλιακά (ή πρώιµα νευρικά, σύµφωνα 

µε πιο πρόσφατες µελέτες – Shaw et al. 2002) κύτταρα ανθρώπινου νεφρού. Προήλθαν 

από µετασχηµατισµό καλλιεργειών φυσιολογικών ανθρωπίνων εµβρυϊκών κυττάρων µε 

κοµµάτια DNA του αδενοϊού 5 και εκφράζουν ενδογενώς ένα µεγάλο πλήθος 

υποδοχέων, όπως είναι ο α2- και β2-AR, ο Μ3-mAChR, ο µεταβοτροπικός υποδοχέας 4 

(mGluR 4), ο D2-R, ο GABA-B R1α υποδοχέας κ.α. Το κύριο χαρακτηριστικό των 

HEK293 κυττάρων είναι ότι ο χειρισµός τους είναι πολύ εύκολος, τόσο στην καλλιέργεια 

όσο και στη διαµόλυνση και χρησιµοποιούνται κατά κόρον για την έκφραση και την 

ανάλυση µιας πρωτεΐνης ή συνδυασµού πρωτεϊνών. 
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Κύτταρα COS-7 (CV-1 – simian – in Origin, carrying SV40 genetic material) 

Αυτή η κυτταροσειρά χρησιµοποιείται συχνά για την εξωγενή έκφραση πρωτεϊνών 

µετά από διαµόλυνση. ∆ηµιουργήθηκε µε την αθανατοποίηση της κυτταρικής σειράς 

CV-1 (που προέρχεται από νεφρικά κύτταρα του πράσινου, αφρικανικού πιθήκου 

Chlororebus sp.) µε µια έκδοση του γονιδιώµατος του SV40 ιού που µπορεί και παράγει 

το αντιγόνο Τ, αλλά είναι ελαττωµατική στην αντιγραφή του γονιδιώµατος. 

 

Κύτταρα Μ27 ή myc-HEK 

Είναι κύτταρα ΗΕΚ293 που έχουν διαµολυνθεί µε πλασµίδιο που φέρει την cDNA 

αλληλουχία του µ-OR αρουραίου, επισηµασµένο στο αµινοτελικό άκρο µε τον επίτοπο 

myc (αµινοξέα EQKLISEEDL), και εκφράζουν µόνιµα τον myc-µ-OR. Η έκφραση του 

υποδοχέα µετά από πειράµατα πρόσδεσης σε µεµβρανικά παρασκευάσµατα 

υπολογίστηκε σε περίπου 500 fmol/mg πρωτεΐνης (∆ιπλωµατική εργασία ∆ανάης 

Παπαϊωάννου). 

 

Κύτταρα flag-δ-OR 

Είναι κύτταρα ΗΕΚ293 που έχουν διαµολυνθεί µε πλασµίδιο pcDNA3 που φέρει την 

cDNA αλληλουχία του δ-OR αρουραίου, ο οποίος φέρει στο αµινοτελικό άκρο του τον 

αντιγονικό επίτοπο flag (αµινοξέα DYKDDDDK), και εκφράζουν µόνιµα τον flag-δ-OR. 

Η έκφραση του υποδοχέα µετά από πειράµατα πρόσδεσης σε µεµβρανικά 

παρασκευάσµατα υπολογίστηκε σε περίπου 500 fmol/mg πρωτεΐνης. 

 

Κύτταρα ΕΕ-ΗΕΚ 

Είναι κύτταρα ΗΕΚ293 που έχουν διαµολυνθεί µε πλασµίδιο pcDNA3, ο οποίος 

φέρει την cDNA αλληλουχία του µ-OR αρουραίου επισηµασµένου µε τον αντιγονικό 

επίτοπο EYMPME (EE) στο αµινοτελικό άκρο, και εκφράζουν µόνιµα τον ΕΕ-µ-OR. Η 

έκφραση του υποδοχέα µετά από πειράµατα πρόσδεσης σε µεµβρανικά παρασκευάσµατα 

υπολογίστηκε ότι είναι περίπου 3 pmol/mg πρωτεΐνης (Morou and Georgoussi, 2005). 



 
Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε υποδοχείς που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες 

 

 79 

3.1.2.2 Συνθήκες καλλιέργειας και υλικά καλλιεργειών 

Τα κύτταρα τοποθετούνται σε αποστειρωµένες, πλαστικές φλάσκες επιφάνειας 75 

cm
2
 ή σε τρυβλία διαµέτρου 100 mm, 35 mm ή 22 mm για να αναπτυχθούν, και 

επωάζονται σε  ειδικούς επωαστικούς θαλάµους υπό σταθερή θερµοκρασία 37
ο
C και 

σταθερή ατµόσφαιρα διοξειδίου του άνθρακα 5%. Το θρεπτικό υλικό που 

χρησιµοποιείται για τη διατήρηση και την καλλιέργεια των κυττάρων, περιέχει 

απαραιτήτως τα εξής διαλύµατα: 

1. ρυθµιστικό διάλυµα αλάτων DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), 

εµπλουτισµένο µε αµινοξέα, βιταµίνες και υδατάνθρακες (F 0455, Biochrom AG). 

2. αντιβιοτικά όπως η πενικιλίνη (100 units/mL) και η στρεπτοµυκίνη (100 µg/mL) 

(P11-010 PAA Laboratories ή A 2213, Biochrom AG).  

3. 2 mM γλουταµίνη (M11-004, PAA Laboratories ή Κ 0282, Biochrom AG).  

4. 10% εµβρυϊκό ορό βοός (Fetal Bovine Serum ή FBS, 10106-169, Gibco-Invitrogen).  

5. 0,375% όξινο ανθρακικό νάτριο (S11-002, PAA Laboratories ή L 1713, Biochrom 

AG), για τη διατήρηση του ελαφρώς αλκαλικού pH της καλλιέργειας (pH 7,2). 

3.1.2.3 Καλλιέργεια και χειρισµός κυττάρων 

Όλα τα στάδια καλλιέργειας και χειρισµού των κυττάρων γίνονται σε στείρες 

συνθήκες, έτσι ώστε να µην υπάρχουν εξωτερικές µολύνσεις από βακτήρια και µύκητες. 

Για το λόγο αυτό, τα κύτταρα καλλιεργούνται σε αποστειρωµένα πλαστικά δοχεία µε 

αποστειρωµένα υλικά (διαλύµατα, πιπέττες) ενώ ο χειρισµός τους γίνεται σε θάλαµο 

νηµατικής ροής τύπου laminar. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

Θρεπτικό υλικό: βλ. παράγραφο 3.1.2.2 

∆ιάλυµα θρυψίνης: 0,25% κ.ο. θρυψίνη 

∆ιάλυµα ψύξης κυττάρων: 1 mL εµβρυϊκού ορού βοός (FBS), 10% κ.ο. DMSO 

(dimethyl sulfoxide) 

Λοιπά υλικά: Πλαστικές φλάσκες κυτταροκαλλιέργειας επιφάνειας 75 cm
2
, τρυβλία 

καλλιεργειών διαµέτρου 100 mm και 35 mm, τρυβλία µε 6 πηγαδάκια (6-

well plates) και µε 12 πηγαδάκια (12-well plates) (διάµετρος πηγαδιών 35 

mm και 22 mm αντίστοιχα) 
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Πειραµατική διαδικασία: 

Η καλλιέργεια ξεκινά µε την απόψυξη µιας αµπούλας µε κύτταρα τα οποία 

διατηρούνται σε υγρό άζωτο. Η επαναφορά των κυττάρων σε θερµοκρασία καλλιέργειας 

γίνεται άµεσα µε την τοποθέτησή τους σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας 37
o
C για 3-5 

λεπτά. Το κυτταρικό εναιώρηµα µεταφέρεται από τις αµπούλες σε πλαστικό σωλήνα µε 

την επιπλέον προσθήκη 9 mL θρεπτικού υλικού. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 1.000 x g 

(1.500 rpm, φυγόκεντρος Sigma: 3-1 ή MSE:Harrier 18/80) για 5 λεπτά ώστε να 

αποµακρυνθεί το διάλυµα στο οποίο ήταν διατηρηµένα τα κύτταρα κατά τη διάρκεια της 

κατάψυξης. Τα κύτταρα υπό την µορφή ιζήµατος επαναδιαλύονται σε 10 mL θρεπτικό 

υλικό και µεταφέρονται σε φλάσκα κυτταροκαλλιέργειας, η οποία στη συνέχεια 

τοποθετείται µέσα στον επωαστικό θάλαµο. 

Τα κύτταρα στις συνθήκες επώασης πολλαπλασιάζονται και αρχίζουν να καλύπτουν 

την επιφάνεια της φλάσκας. Όταν η επιφάνεια της φλάσκας έχει καλυφθεί σε ποσοστό 

90% και πάνω, χρειάζεται ανακαλλιέργεια των κυττάρων (ο αριθµός των κυττάρων σε 

µια τέτοια φλάσκα είναι περίπου 3 x 10
6
 για τις κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιούµε). 

Για το λόγο αυτό, αφαιρείται το θρεπτικό υλικό και προστίθενται 2 mL διαλύµατος 

θρυψίνης για 2 λεπτά, µε επώαση στους 37
ο
C. Η θρυψίνη και η βίαιη ανακίνηση της 

φλάσκας οδηγούν σε αποκόλληση των κυττάρων από την επιφάνεια. Στη συνέχεια 

προστίθενται στα κύτταρα 8 mL από νέο θρεπτικό υλικό στους 37
ο
C (τελικός όγκος 10 

mL), τα κύτταρα συλλέγονται σε πλαστικό σωλήνα και φυγοκεντρούνται στα 1.000 x g 

(1.500 rpm) για 5 λεπτά, ώστε να αποµακρυνθεί η θρυψίνη. Στο πλαστικό σωλήνα µε το 

ίζηµα των κυττάρων προστίθεται θρεπτικό υλικό (συνήθως 3 mL) και τα κύτταρα 

αναδιαλύονται καλά µε την πιπέττα. Τα κύτταρα τοποθετούνται σε νέες φλάσκες για να 

συνεχιστεί η καλλιέργεια ή σε τρυβλία για την εκάστοτε πειραµατική διαδικασία: για τις 

κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιούµε, περίπου 1/3 αναδιαλυµένων κυττάρων (δηλαδή 1 

mL) τοποθετείται σε µια καινούργια φλάσκα ή τρυβλίο 100 mm, τα οποία περιέχουν 9 

mL θρεπτικό υλικό. Η ίδια ποσότητα κυττάρων αραιώνεται µε την προσθήκη 5 mL 

θρεπτικού υλικού και µπορεί να τοποθετηθεί σε 6 τρυβλία διαµέτρου 35 mm ή σε ένα 6-

well-plate (τελικός όγκος ανά πηγαδάκι 2 mL µε επιπλέον προσθήκη 1 mL θρεπτικού 

υλικού) ή αραιώνεται µε 12 mL και µοιράζεται σε 12 πηγαδάκια ενός 12-well-plate 

(τελικός όγκος ανά πηγαδάκι 1 mL). Γενικά, η αραίωση των κυττάρων είναι συνάρτηση 
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του κυτταρικού τύπου, της ταχύτητας ανάπτυξης και του χρόνου που επιθυµούµε να 

διαρκέσει η καλλιέργεια. 

Για τη διατήρηση µιας τράπεζας κυττάρων είναι σκόπιµο να ψύχουµε κύτταρα εκ 

νέου σε αµπούλες. Τα κύτταρα που πρόκειται να ψυχθούν πρέπει να είναι υγιή και σε 

φάση πολλαπλασιασµού. Ακολουθώντας τα πρώτα βήµατα της παραπάνω διαδικασίας, 

το αρχικό ίζηµα των κυττάρων από µια φλάσκα που χρειάζεται ανακαλλιέργεια 

επαναδιαλύεται σε διάλυµα ψύξης κυττάρων (περιέχει την κρυοπροστατευτική ουσία 

DMSO). Το εναιώρηµα τοποθετείται σε αµπούλες, οι οποίες ψύχονται βαθµιαία στους -

80
ο
C. Τέλος, οι αµπούλες αποθηκεύονται σε δοχείο µε υγρό άζωτο (-196

ο
C, δοχείο 

Taylor Wharton). 

3.1.2.4 Παροδική διαµόλυνση (transfection) ευκαρυωτικών κυττάρων 

Πολλές φορές για να µελετηθεί µια πρωτεΐνη χρειάζεται να εισαχθεί το γονίδιό της σε 

ένα ζωντανό κύτταρο και να υπερ-εκφραστεί, ώστε να µελετηθούν οι αλλαγές που 

επέρχονται στις βιοχηµικές διαδικασίες και στην εν γένει λειτουργία του κυττάρου. Η 

διαµόλυνση µπορεί να είναι παροδική, οπότε η έκφραση της πρωτεΐνης διαρκεί µόλις 

λίγες ώρες, ή µόνιµη (επισωµατική), οπότε η έκφραση της πρωτεΐνης διαρκεί για µεγάλα 

χρονικά διαστήµατα. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

∆ιάλυµα Opti-MEM (31985-070, Gibco-Invitrogen), δεν περιέχει ορό και αντιβιοτικά 

Θρεπτικό υλικό: βλ. παράγραφο 3.1.2.2 

Παράγοντες διαµόλυνσης: Lipofectamine 2000 (11668-019, Invitrogen), FuGENE HD 

(04709705001, Roche) 

Λοιπά υλικά: Τρυβλία καλλιεργειών διαµέτρου 100 mm, 6-well plates και 12-well plates 

Πειραµατική διαδικασία: 

∆ιαµόλυνση HA-RGS4 και HA-∆ΝRGS4 για πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης 

και in vitro πρόσδεσης 

Για να εκφραστούν σε κύτταρα η πρωτεΐνη HA-RGS4, η ελλειµµατική για το 

αµινοτελικό της άκρο HA-∆ΝRGS4, ο µη επισηµασµένος µ-OR αρουραίου και να 

πραγµατοποιηθούν πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης και in vitro πρόσδεσης, έγιναν 

παροδικές διαµολύνσεις σε κύτταρα COS-7, ΗΕΚ293, myc-HEK ή flag-δ-OR µε την 
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χρήση του παράγοντα lipofectamine και τους φορείς έκφρασης των πρωτεϊνών αυτών (5 

µg από κάθε πλασµίδιο, 3 µg για τον µ-OR). Οι διαµολύνσεις πραγµατοποιούνται σε 

τρυβλία διαµέτρου 100 mm που έχουν καλυφθεί κατά 80%-90% από κύτταρα. Για τη 

διαµόλυνση επί παραδείγµατι ενός τρυβλίου διαµέτρου 100 mm κυττάρων HEK293 µε 

το γονίδιο για την HA-RGS4, ακολουθείται η εξής διαδικασία: 5 µg από το φορέα 

έκφρασης της HA-RGS4 αναµιγνύονται µε 500 µL Opti-MEM (∆ιάλυµα Α), ενώ σε 

άλλο διάλυµα ξεχωριστά αναµιγνύονται 20 µL Lipofectamin 2000 σε 500 µL Opti-MEM 

(∆ιάλυµα B) (Πίνακας 2). Τα δυο διαλύµατα επωάζονται ξεχωριστά για 5 λεπτά (και όχι 

περισσότερο από 25 λεπτά) και στη συνέχεια αναµιγνύονται µε την πιπέττα και 

επωάζονται σε θερµοκρασία δωµατίου για 20-30 λεπτά (τελικός όγκος ∆ιαλύµατος Α+Β, 

1 mL). Η διαδικασία αυτή είναι απαραίτητη για να δεσµευθεί το πλασµίδιο που φέρει το 

επιθυµητό γονίδιο στην λιπόφιλη lipofectamine, η οποία είναι και ο παράγοντας που θα 

µεταφέρει το DNA στο εσωτερικό του κυττάρου. Στην συνέχεια αποµακρύνεται το 

θρεπτικό υλικό από τα κύτταρα που βρίσκονται στο τρυβλίο (10 mL) και τα κύτταρα 

ξεπλένονται µε 5 mL διαλύµατος Opti-MEM δυο φορές. Στο τρυβλίο προστίθενται 4-5 

mL διαλύµατος Opti-MEM και ακολούθως το ∆ιάλυµα Α+Β, έτσι ώστε στο τρυβλίο να 

περιέχονται 5-6 mL τελικού διαλύµατος. Τα κύτταρα επωάζονται στον κλίβανο 

καλλιέργειας για 5-7 ώρες, το διάλυµα αποµακρύνεται και τα κύτταρα ξεπλένονται µε 5 

mL από διάλυµα Opti-MEM δυο φορές και προστίθενται τελικά στα κύτταρα 10 mL 

θρεπτικό υλικό καλλιέργειας κυττάρων. Τα κύτταρα είναι έτοιµα προς κατεργασία και 

µελέτη 48 ώρες µετά τη διαµόλυνση. 

∆ιαµόλυνση RGS4-GFP και HA-RGS4 για πειράµατα µικροσκοπίας φθορισµού και 

συνεστιακής µικροσκοπίας  

Για να εκφραστούν σε κύτταρα οι πρωτεΐνες RGS4-GFP και HA-RGS4 και να 

πραγµατοποιηθούν πειράµατα µικροσκοπίας φθορισµού και συνεστιακής µικροσκοπίας, 

έγιναν παροδικές διαµολύνσεις σε κύτταρα EE-HEK, myc-HEK και flag-δ-OR µε την 

χρήση του παράγοντα FuGENE και τους παραπάνω φορείς έκφρασης της RGS4, 

απευθείας σε κύτταρα που έχουν καλλιεργηθεί σε 12-well plates. Στα 12-well plates 

τοποθετούνται καλυπτρίδες σύµφωνα µε τις οδηγίες που αναφέρονται στην παράγραφο 

3.3.11, και στη συνέχεια καλλιεργούνται τα κύτταρα στα πηγαδάκια µε 1 mL θρεπτικό  

µε ορό µέχρι πληρότητας (confluency) περίπου 50-60%. Στη συνέχεια, για κάθε 
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πηγαδάκι του τρυβλίου, τοποθετούνται σε σωληνάκι Eppendorf 50 µL διαλύµατος Opti-

MEM και 1 µg του φορέα HA-RGS4 ή RGS4-GFP (∆ιάλυµα Α, Πίνακας 2). Μετά την 

ανάδευση του διαλύµατος προστίθενται σε αυτό 4 µL FuGENE (∆ιάλυµα Β) για κάθε 

πηγαδάκι (η αναλογία FuGENE:DNA είναι η αντίστοιχη της αναλογίας 8:2 που προτείνει 

η εταιρεία) και το διάλυµα παραµένει σε θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά. Στη 

συνέχεια, προστίθενται 50 µL από το µίγµα διαµόλυνσης σε κάθε πηγαδάκι του 12-well 

plate που περιέχει κύτταρα µε 1 mL θρεπτικό διάλυµα µε ορό. Μετά από 24 ώρες, το 

θρεπτικό που περιέχει και το µίγµα διαµόλυνσης αφαιρείται και προστίθεται νέο 

θρεπτικό µε ορό (1 mL/πηγαδάκι). Μετά από άλλες 24 ώρες τα κύτταρα είναι έτοιµα για 

κατεργασία, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.3.11. 

Είδος πειράµατος Μέσο 

καλλιέργειας 

∆ιάλυµα Α ∆ιάλυµα Β 

Συν-

ανοσοκατακρήµνιση, in 

vitro pulldown 

πρόσδεση 

Τρυβλίο 

διαµέτρου 

100 mm 

5 µg φορέα έκφρασης 

(3 µg για τον µ-OR) σε 

500 µL Opti-MEM 

20 µL 

Lipofectamine σε 

500 µL Opti-MEM 

12-well plates 1 µg φορέα έκφρασης 

σε 50 µL Opti-MEM 

∆ιάλυµα Α + 4 µL 

FuGENE Μικροσκοπία 

φθορισµού και 

συνεστιακή 

Τρυβλίο 

διαµέτρου 

100 mm 

10 µg φορέα έκφρασης 

σε 500 µL Opti-MEM 

∆ιάλυµα Α + 40 

µL FuGENE 

Μέτρηση συσσώρευσης 

cAMP 

Τρυβλίο 

διαµέτρου 

100 mm 

5 µg φορέα έκφρασης 

σε 500 µL Opti-MEM 

20 µL 

Lipofectamine σε 

500 µL Opti-MEM 

Τρυβλίο 

διαµέτρου 

100 mm 

5 µg φορέα έκφρασης 

σε 500 µL Opti-MEM 

20 µL 

Lipofectamine σε 

500 µL Opti-MEM 
Προσδιορισµός 

pERK1,2 
6-well plate 2 µg φορέα έκφρασης 

σε 100 µL Opti-MEM 

∆ιάλυµα Α + 8 µL 

FuGENE 

Πίνακας 2. Απεικόνιση των διαλυµάτων διαµόλυνσης και των ποσοτήτων των διαφόρων ουσιών για 

κάθε είδους πειράµατος, όπου απαιτείται εξωγενής έκφραση πρωτεϊνών σε κύτταρα. 
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Εναλλακτικά, η διαµόλυνση των κυττάρων για τα πειράµατα µικροσκοπίας µπορεί να 

γίνει σε τρυβλία διαµέτρου 100 mm και στη συνέχεια τα κύτταρα να µοιραστούν σε 

προετοιµασµένα 12-well plates που περιέχουν καλυπτρίδες. Για αυτήν την διαδικασία, 

αρχικά αναµιγνύονται σε πλαστικό σωληνάκι 10 µg HA-RGS4 ή RGS4-GFP µε 500 µL 

Opti-MEM για κάθε τρυβλίο που πρόκειται να διαµολυνθεί (∆ιάλυµα Α, Πίνακας 2). Στη 

συνέχεια προστίθενται στο µίγµα 40 µL FuGENE (∆ιάλυµα Β) για κάθε τρυβλίο 

(αντίστοιχη αναλογία 8:2 του πρωτοκόλλου της εταιρείας) και µετά από ανάδευση το 

µίγµα παραµένει σε θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά. Ακολούθως, 500 µL από το 

µίγµα διαµόλυνσης προστίθενται σε κάθε τρυβλίο που περιέχει κύτταρα µε 10 mL 

θρεπτικό µε ορό και τα κύτταρα αναπτύσσονται για 24 ώρες. Την επόµενη µέρα 

αφαιρείται το θρεπτικό που περιέχει και το µίγµα διαµόλυνσης, τα κύτταρα σηκώνονται 

µε νέο θρεπτικό (πίεση µε την πιπέττα) και µοιράζονται σε 12-well plates (αραίωση 1:1 – 

1:3, ανάλογα µε την πληρότητα στο αρχικό τρυβλίο). Μετά από άλλες 24 ώρες 

ακολουθεί η κατεργασία των κυττάρων. 

∆ιαµόλυνση HA-RGS4 και HA-∆ΝRGS4 για πειράµατα µέτρησης συσσώρευσης 

ενδοκυτταρικού cAMP 

Στην περίπτωση της µελέτης συσσώρευσης του cAMP στα κύτταρα, η διαµόλυνση 

γίνεται όπως και στην περίπτωση της διαµόλυνσης για συν-ανοσοκατακρήµνιση µε την 

εξής διαφορά: Τα κύτταρα που διαµολύνονται είναι EE-HEK και µετά το τέλος των 5-7 

ωρών του τελευταίου σταδίου της διαµόλυνσης µε Lipofectamine, το διάλυµα Opti-

MEM που περιέχει και το µίγµα διαµόλυνσης αφαιρείται, τα κύτταρα ξεπλένονται 

προσεκτικά µια µόνο φορά µε Opti-MEM και στη συνέχεια προστίθεται νέο θρεπτικό 

υλικό µε ορό. Τα κύτταρα ανασηκώνονται µε την πίεση του θρεπτικού από την πιπέττα 

και µοιράζονται σε 12-well plates (1 τρυβλίο µοιράζεται σε 1½ 12-well plates). Την 

επόµενη µέρα προστίθεται η ραδιενεργή αδενίνη και µετά από άλλες 24 ώρες ακολουθεί 

κατεργασία των κυττάρων, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.4.2. 

 

∆ιαµόλυνση HA-RGS4 και HA-∆ΝRGS4 για τα πειράµατα µέτρησης των 

φωσφορυλιωµένων ERK1,2 

Στην περίπτωση των πειραµάτων προσδιορισµού των φωσφορυλιωµένων ERK1,2, η 

διαµόλυνση γίνεται όπως και στην περίπτωση της διαµόλυνσης για συν-
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ανοσοκατακρήµνιση µε την εξής διαφορά: µετά το τέλος των 5-7 ωρών του τελευταίου 

σταδίου της διαµόλυνσης µε Lipofectamine, το διάλυµα Opti-MEM που περιέχει και το 

µίγµα διαµόλυνσης αφαιρείται, τα κύτταρα ξεπλένονται προσεκτικά µια µόνο φορά µε 

Opti-MEM και στη συνέχεια προστίθεται νέο θρεπτικό υλικό µε ορό. Τα κύτταρα 

ανασηκώνονται µε την πίεση του θρεπτικού από την πιπέττα και µοιράζονται σε 6-well 

plates (1 τρυβλίο µοιράζεται σε δυο 6-well plates). 

Εναλλακτικά, η διαµόλυνση των κυττάρων για τον προσδιορισµό των 

φωσφορυλιωµένων ERK1,2 µπορεί να γίνει απευθείας σε 6-well plates: Κύτταρα myc-

HEK ή flag-δ-OR καλλιεργούνται στα πηγαδάκια µε 2 mL θρεπτικό µε ορό µέχρι 

πληρότητας 80-90%. Στη συνέχεια, για κάθε πηγαδάκι του τρυβλίου, τοποθετούνται σε 

σωληνάκι Eppendorf 100 µL διαλύµατος Opti-MEM και 2 µg του φορέα HA-RGS4 ή 

ΗΑ-∆ΝRGS4 (∆ιάλυµα Α, Πίνακας 2). Μετά την ανάδευση του διαλύµατος 

προστίθενται σε αυτό 8 µL FuGENE (∆ιάλυµα Β) για κάθε πηγαδάκι (αναλογία 

FuGENE:DNA αντίστοιχη µε 8:2 που προτείνει η εταιρεία) και το διάλυµα παραµένει σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά. Στη συνέχεια, προστίθενται 100 µL από το µίγµα 

διαµόλυνσης σε κάθε πηγαδάκι του 6-well plate που περιέχει κύτταρα µε 2 mL θρεπτικό 

διάλυµα µε ορό. Μετά από 24 ώρες, το θρεπτικό που περιέχει και το µίγµα διαµόλυνσης 

αφαιρείται και προστίθεται νέο θρεπτικό µε ορό (2 mL/πηγαδάκι). Μετά από άλλες 24 

ώρες τα κύτταρα είναι έτοιµα για κατεργασία, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 

3.3.10. 
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3.2 Μοριακές µέθοδοι 

 

3.2.1 Χειρισµός και κατεργασία DNA 

3.2.1.1 Αποµόνωση και καθαρισµός πλασµιδιακού DNA από βακτήρια 

 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

LB: βλ. παράγραφος 3.1.1.1 

∆ιάλυµα GET: 50 mM γλυκόζη, 25 mM Tris/HCl, 10 mM EDTA, pH 8, + 25 µg/mL 

RNAase Α (προστίθεται λίγο πριν το πείραµα) 

∆ιάλυµα S2: 0,2 N NaOH, 1% κ.ο. SDS, πάντα φρέσκο 

∆ιάλυµα S3: 3 Μ οξικό κάλιο, 11,8 % κ.ο. οξικό οξύ 

∆ιάλυµα EB: 10 mM Tris-HCl, pH 8,5 

Αντιβιοτικά: αµπικιλλίνη 100 mg/mL, καναµυκίνη 100 mg/mL 

Λοιπά υλικά: γλυκερόλη 100%, ισοπροπανόλη 100%, αιθανόλη 75%, 10 mg/mL 

RNAase Α  

Πειραµατική διαδικασία: 

Από τα τρυβλία µε στερεό θρεπτικό υλικό όπου εµβολιάστηκαν τα 

µετασχηµατισθέντα µε το επιθυµητό πλασµίδιο βακτηριακά κύτταρα (Παράγραφος 

3.1.1.3), αποµακρύνουµε µε τη βοήθεια µιας αποστειρωµένης οδοντογλυφίδας κύτταρα 

από µια αποικία. Στη συνέχεια η οδοντογλυφίδα τοποθετείται σε 5 mL υγρού θρεπτικού 

υλικού LB, παρουσία αµπικιλλίνης (100 µg/mL) ή καναµυκίνης (30 µg/mL), και τα 

κύτταρα επωάζονται υπό ανακίνηση στους 37
ο
C για 16-20 ώρες ώστε να 

πολλαπλασιαστούν. 500 µL από την καλλιέργεια µεταφέρονται σε αποστειρωµένο 

σωληνάκι τύπου Eppendorf όπου προστίθενται 300 µL γλυκερόλη 100%. Στη συνέχεια 

αυτά τα κύτταρα τοποθετούνται στους -20 
ο
C για 1 ώρα και µεταφέρονται στους -80

ο
C 

ώστε να υπάρχει αποθηκευµένο απόθεµα για µελλοντική χρήση (glycerol stock). Από τα 

υπόλοιπα 4,5 mL µπορεί να αποµονωθεί το πλασµιδιακό DNA. 

Στην συγκεκριµένη διατριβή τα πλασµίδια αποµονώθηκαν είτε µε πρωτόκολλο 

αλκαλικής λύσης είτε µε την χρήση των QIAprep Spin Μiniprep Kit (27104) και Plasmid 
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Midi Kit (12143) της QIAGEN ή του PlasmidMAX DNA Isolation Kit (PMX51050) της 

EPICENTRE Biotechnologies, ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η 

διαδικασία αποµόνωσης σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της αλκαλικής λύσης έχει ως εξής: 

Το εναιώρηµα των βακτηριακών κυττάρων (4,5 mL) φυγοκεντρείται στα 1.300 x g 

(4.000 rpm, φυγόκεντρος Eppendorf 5415C) για 5-10 λεπτά. Το υπερκείµενο 

απορρίπτεται και το κυτταρικό ίζηµα διαλύεται σε 400 µL διαλύµατος GET, στο οποίο 

έχει προστεθεί RNAase Α σε τελική συγκέντρωση 25 µg/mL. Το νέο εναιώρηµα 

µεταφέρεται σε σωληνάκι Eppendorf, παραµένει σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά 

και στη συνέχεια προστίθενται σε αυτό 200 µL διαλύµατος S2. Το διάλυµα αναδεύεται 

ελαφρά µε το χέρι και παραµένει σε θερµοκρασία δωµατίου όχι παραπάνω από 10 λεπτά. 

Στη συνέχεια προστίθενται σε αυτό 200 µL διαλύµατος S3, γίνεται ήπια ανάδευση µε το 

χέρι και το διάλυµα παραµένει στον πάγο για 30 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 

14.000 x g (13.000 rpm) για 15-20 λεπτά, συλλογή του υπερκειµένου, που περιλαµβάνει 

το πλασµιδιακό DNA, και τοποθέτηση σε νέο σωληνάκι. Εν συνεχεία, προστίθεται ίσος 

όγκος (~800 µL) καθαρής ισοπροπανόλης και το δείγµα φυγοκεντρείται στα 14.000 x g 

(13.000 rpm) για 20 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Το υπερκείµενο απορρίπτεται και 

το πλασµιδιακό ίζηµα ξεπλένεται µε 800 µL αιθανόλης 75% κ.ο. Ακολουθεί νέα 

φυγοκέντρηση στα 14.000 x g (13.000 rpm) µε µέγιστο χρόνο τα 10 λεπτά και αφαίρεση 

της υπερκείµενης αιθανόλης. Τέλος αφήνουµε τα δείγµατα στον πάγκο σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 10-15 λεπτά το πολύ, ώστε να εξατµιστεί η αιθανόλη, αποφεύγοντας να 

στεγνώσει τελείως το πλασµιδιακό DNA. Ακολουθεί προσθήκη διαλύµατος EB ή 

δισαπεσταγµένο H2Ο (30-50 µL) µε ήπια αναδιάλυση του πλασµιδιακού DNA. Η 

καθαρότητα και η συγκέντρωση του πλασµιδιακού DNA προσδιορίζεται και το δείγµα 

φυλάσσεται στους -20
ο
C. 

Η διαδικασία αποµόνωσης µε τη χρήση του QIAprep Spin Μiniprep Kit και του 

PlasmidMAX DNA Isolation Kit βασίζεται στις ίδιες αρχές της αλκαλικής λύσης, όµως 

το κιτ της QIAGEN διαφέρει στα τελικά στάδια αποµόνωσης του DNA, όπου το DNA 

δεσµεύεται και εκλούεται σε ειδική κολώνα που περιέχει διοξείδιο του πυριτίου (silica 

gel) (βλ. οδηγίες κατασκευαστή). Σε περίπτωση που είναι απαραίτητο να αποµονωθεί 

πλασµιδιακό DNA σε µεγαλύτερη ποσότητα, 500 mL θρεπτικού υλικού LB 

εµβολιάζονται µε τα 4,5 mL της αρχικής καλλιέργειας παρουσία κατάλληλου 
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αντιβιοτικού, και τα βακτήρια καλλιεργούνται για περίπου 4 ώρες στους 37
ο
C υπό 

ανακίνηση. Η αποµόνωση πραγµατοποιείται µε παρόµοιο τρόπο, µε το Plasmid Midi Kit 

της QIAGEN χρησιµοποιώντας µεγαλύτερους όγκους διαλυµάτων και κολώνες, 

σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της εταιρείας. 

3.2.1.2 Προσδιορισµός συγκέντρωσης και καθαρότητας πλασµιδιακού DNA 

Για να προσδιοριστεί η συγκέντρωση του αποµονωµένου πλασµιδιακού DNA γίνεται 

µέτρηση της οπτικής απορρόφησης (O.D.) του διαλύµατος στα µήκη κύµατος 260 και 

280 nm. Ποσότητες 1 µL και 5 µL από το διάλυµα DNA αραιώνονται σε τελικό όγκο 1 

mL (αραίωση 1:1.000 και 1:200 αντίστοιχα) και µετριέται η οπτική απορρόφηση µε 

φασµατοφωτόµετρο. Η οπτική απορρόφηση στα 260 nm προσδιορίζει τη συγκέντρωση 

του DNA στο δείγµα (οπτική απορρόφηση ίση µε 1 αντιστοιχεί σε συγκέντρωση 50 

µg/ml δίκλωνου DNA), ενώ η απορρόφηση στα 280 nm προσδιορίζει τη συγκέντρωση 

της ολικής πρωτεΐνης που υπάρχει ως πρόσµιξη στο δείγµα. Για τον υπολογισµό της 

συγκέντρωσης, πολλαπλασιάζεται η οπτική απορρόφηση µε την αραίωση του δείγµατος 

και τον όρο 50 µg/mL, ενώ για τον υπολογισµό της καθαρότητας του DNA 

προσδιορίζεται ο λόγος των απορροφήσεων στα 260 nm και τα 280 nm (O.D.260/O.D.280). 

Εάν ο λόγος αυτός υπολογιστεί µεγαλύτερος από 1,8 τότε οι προσµίξεις στο διάλυµα του 

πλασµιδιακού DNA σε πρωτεΐνες είναι περισσότερες από τις επιτρεπτές. Εναλλακτικά, η 

µέτρηση της συγκέντρωσης του DNA γίνεται αυτόµατα από τη συσκευή ND-1000 

Spectrophotometer της Nanodrop. 

3.2.1.3 Ηλεκτροφόρηση DNA 

Για να επαληθεύσουµε την αποµόνωση του σωστού πλασµιδιακού DNA και να 

προσδιορίσουµε το Μοριακό Βάρος (Μ.Β.) και την καθαρότητά του, µπορούµε να 

ηλεκτροφορήσουµε τα DNA δείγµατα µέσα σε πήκτωµα αγαρόζης. Με τη µέθοδο αυτή 

µπορούµε επίσης να ταυτοποιήσουµε και να διαχωρίσουµε τµήµατα DNA που έχουν 

πολλαπλασιαστεί µε τη µέθοδο της PCR ή που έχουν υποστεί πέψη από περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

∆ιάλυµα ΤΑΕ 50x: 2 Μ Tris-HCl, 0,05 M EDTA, 5,7% κ.ο. οξικό οξύ, pH 8. 
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∆ιάλυµα χρώσης DNA 10x: 67% κ.ο. σακχαρόζη, 0,4% κ.ο. κυανούν της 

βρωµοφαινόλης 

Λοιπά υλικά: αγαρόζη, βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr) 

 

Πειραµατική διαδικασία: 

Αρχικά δηµιουργείται το πήκτωµα αγαρόζης στο καλούπι ειδικής συσκευής από 

πλεξιγκλάς: σε διάλυµα TAE 1x προστίθεται 0,8% κ.ο. αγαρόζη και το διάλυµα 

ζεσταίνεται για να διαλυθεί η αγαρόζη. Το διάλυµα στη συνέχεια ψύχεται µέχρι λίγο πριν 

την πήξη και σε αυτό προστίθεται η φθορίζουσα χρωστική βρωµιούχο αιθίδιο (0,5 

mg/mL) που ενσωµατώνεται στο DNA µεταξύ των βάσεων. Έπειτα τοποθετείται στο 

καλούπι για να πήξει, µαζί µε χτενάκι που θα δηµιουργήσει τα πηγαδάκια εισαγωγής των 

δειγµάτων DNA. Στα δείγµατα DNA προστίθεται διάλυµα χρώσης, το πήκτωµα 

τοποθετείται σε συσκευή ηλεκτροφόρησης µέσα σε διάλυµα TAE 1x και τα δείγµατα 

τοποθετούνται στα πηγαδάκια του πηκτώµατος. Για την ηλεκτροφόρηση εφαρµόζεται 

ηλεκτρικό πεδίο τάσης 70-120 V για περίπου 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου, το οποίο 

έχει ως αποτέλεσµα τη µετακίνηση του DNA προς την κάθοδο λόγω του αρνητικού του 

φορτίου. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, το πήκτωµα τοποθετείται σε συσκευή που 

εκπέµπει υπεριώδη ακτινοβολία (UV) και, λόγω της ενσωµάτωσης του EtBr στο DNA, 

γίνονται ορατές οι ζώνες του DNA που µπορούν να φωτογραφηθούν. Για να 

αποµονώσουµε συγκεκριµένες ζώνες DNA από το πήκτωµα, αποκόπτουµε µε κοπίδι το 

κοµµάτι του πηκτώµατος µε τη ζώνη και χρησιµοποιούµε το PureLink Quick Gel 

Extraction Kit της Invitrogen (K2100-12), σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

3.2.1.4 Καθαρισµός DNA µε µέθοδο φαινόλης-χλωροφορµίου 

Για να καθαρίσουµε τα δείγµατα DNA από τα πρωτεϊνικά ένζυµα µε τα οποία τα 

χειριζόµαστε (πολυµεράση, ένζυµα πέψης) χρησιµοποιούµε µέθοδο που διαχωρίζει την 

οργανική από την ανόργανη φάση µε τη βοήθεια της φαινόλης ή/και του χλωροφορµίου. 

Το DNA περιορίζεται στην ανόργανη φάση και µε ένα επιπλέον βήµα κατακρήµνισης 

λαµβάνεται καθαρό και απαλλαγµένο από πρωτεΐνες. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

∆ιάλυµα φαινόλης: φαινόλη εξισορροπηµένη µε διάλυµα 1 M Tris-HCl, pH 7 
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∆ιάλυµα φαινόλης – χλωροφορµίου – ισοαµυλικής αλκοόλης: περιέχει διάλυµα 

εξισορροπηµένης φαινόλης, χλωροφόρµιο και ισοαµυλική αλκοόλη 

σε αναλογία 25:24:1 

∆ιάλυµα οξικού καλίου: 3 Μ CH3COOK, pH 5,2 

Λοιπά υλικά: αιθανόλη 100%, αιθανόλη 70%, διάλυµα ΕΒ (10 mM Tris-HCl, pH 8,5 , 

παράγραφος 3.2.1.1) 

 

Πειραµατική διαδικασία: 

Μετά την αντίδραση PCR ή αντίδραση πέψης των δειγµάτων DNA, αυξάνουµε τον 

όγκο τους στα 400-500 µL προσθέτοντας δισαπεσταγµένο H2O. Στη συνέχεια 

προσθέτουµε ίσο όγκο διαλύµατος φαινόλης ή διαλύµατος φαινόλης-χλωροφορµίου-

ισοαµυλικής αλκοόλης, αναδεύουµε καλά για 10-15 δευτερόλεπτα και φυγοκεντρούµε 

στα 4.000 x g (7.000 rpm, φυγόκεντρος Eppendorf, 5415C) για 5 λεπτά. Μετά τη 

φυγοκέντρηση απορροφούµε µε πιπέττα την επάνω, υδατική φάση, προσέχοντας να µην 

απορροφήσουµε την ενδιάµεση ή κάτω φάση. Τα δείγµατα τοποθετούνται σε νέα 

σωληνάκια Eppendorf και προστίθεται σε αυτά 1/10 του όγκου τους από διάλυµα οξικού 

καλίου και 2x του όγκου τους ψυχρή αιθανόλη 100%. Τα δείγµατα αναδεύονται µε 

Vortex και τοποθετούνται στους -20
ο
C για 30 λεπτά (ή και µέχρι ολονυκτίως για 

καλύτερη κατακρήµνιση). Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε µέγιστες στροφές (13.000 rpm, 

14.000 x g) για 15 λεπτά και απόρριψη του υπερκειµένου. Στη συνέχεια προσθέτουµε 

στο ίζηµα του DNA ίσο όγκο ψυχρής αιθανόλης 70%, φυγοκεντρούµε σε µέγιστες 

στροφές για 5-10 λεπτά και αφαιρούµε το υπερκείµενο. Τα δείγµατα αφήνονται στον 

απορροφητήρα ή σε επωαστή 37
ο
C για να αποξηρανθούν, για 10 λεπτά. Ακολουθεί 

αναδιάλυση του ιζήµατος του DNA σε επιθυµητό όγκο διαλύµατος EB. Εναλλακτικά, ο 

καθαρισµός του DNA από ένζυµα µπορεί να γίνει µε το QIAquick Gel Extraction Kit της 

Qiagen (28704), στο οποίο γίνεται χρήση κολόνων µε διοξείδιο του πυριτίου (silica gel) 

που απορροφά και αποδεσµεύει το DNA υπό κατάλληλες συνθήκες. 
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3.2.2 Κατασκευή χιµαιρικών πεπτιδίων 

3.2.2.1 Κατασκευή των MBP-χιµαιρικών πρωτεϊνών των καρβοξυτελικών άκρων 

των µ-OR και δ-OR (MBP-µ-CT και MBP-δ-CT) 

Για να προσδιορίσουµε τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ συγκεκριµένων περιοχών των 

οπιοειδών υποδοχέων και άλλων πρωτεϊνών, κατασκευάσαµε πεπτίδια που 

αντιπροσωπεύουν αυτές τις περιοχές, συντηγµένα µε τον επίτοπο MBP (Maltose Binding 

Protein), ώστε να τα χρησιµοποιήσουµε σε in vitro πειράµατα πρόσδεσης (pulldown). 

Για το σκοπό αυτό, επιλέχθηκαν καρβοξυτελικές αλληλουχίες των µ-OR και δ-OR 

(Πίνακας 3). 

µ-CT 
329 SCLNPVLYAFLDENFKRCFREFCIPTSSTIEQQNSTR 

VRQNTREHPSTANTVDRTNHQLENLEAETAPLP 398 

δ-CT 
311 SSLNPVLYAFLDENFKRCFRQLCRAPCGGQEPGSLRR 

PRQATARERVTACTPSDGPGGGAAA 372 

 
Πίνακας 3. Αµινοξικές αλληλουχίες των µ-CT αρουραίου και δ-CT ποντικού, που επιλέχθηκαν για να  

συντηχθούν µε τον επίτοπο MBP και να δηµιουργηθούν οι χιµαιρικές πρωτεΐνες. Το µήκος της 

αλληλουχίας του πεπτιδίου του µ-CT είναι 70 αµινοξέα, ενώ αντίστοιχα του δ-CT είναι 62 αµινοξέα 

 

Για τη δηµιουργία αυτών των νέων χιµαιρικών πεπτιδίων χρησιµοποιήθηκε η 

διαδικασία της κατευθυνόµενης κλωνοποίησης (directional cloning). Σύµφωνα µε τη 

µέθοδο αυτή τα εντιθέµενα τµήµατα DNA (ενθέµατα, inserts) και οι πλασµιδιακοί φορείς 

πέπτονται µε δυο διαφορετικά ένζυµα περιορισµού για να δηµιουργηθούν µη 

συµπληρωµατικά κολλητικά άκρα (sticky ends) σε κάθε πλευρά, για κάθε ένα από τα 

µόρια που υπόκεινται σε πέψη. Αυτό επιτρέπει στο ένθεµα να συνδέεται µε το φορέα µε 

συγκεκριµένο προσανατολισµό και αποτρέπει την αυτο-ανασύνδεση του φορέα. 

Πειραµατική διαδικασία: 

Τα MBP χιµαιρικά πεπτίδια παρασκευάστηκαν χρησιµοποιώντας ως καλούπι το 

cDNA των µ- και δ- υποδοχέων αρουραίου και ποντικού αντίστοιχα και ως φορέα 

έκφρασης το πλασµίδιο pMAL-c2E, που χρησιµοποιείται για αµινοτελική έκφραση του 

επιτόπου MBP σε πεπτίδια (για χάρτη pMAL-c2E βλ. Παράρτηµα, Σχήµα 49). Με την 

µέθοδο PCR πολλαπλασιάστηκαν οι αλληλουχίες που µας ενδιαφέρουν χρησιµοποιώντας 

κατάλληλους εκκινητές (Πίνακας 4). 
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Πρόσθιος εκκινητής 
5’ACGCGAATTCAGCTGCCTGAATCC

AGTTCTTC 3’ 
MBP-µ-CT 

Ανάστροφος εκκινητής 
5’ACTTGGATCCTTAGGGCAATGGAG

CAGTTTC 3’ 

Πρόσθιος εκκινητής 
5’ACGCGAATTCAGCAGCCTCAACCC

GGTTCTCTAC 3’ 
MBP-δ-CT 

Ανάστροφος εκκινητής 
5’ACGCGGATCCTCAGGCGGCAGCGC

CACCG 3’ 

 
Πίνακας 4. Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εκκινητών που σχεδιάστηκαν και κατασκευάστηκαν για 

τον πολλαπλασιασµό των επιθυµητών τµηµάτων µε τη µέθοδο της PCR αντίδρασης 

 

Όπως φαίνεται στον Πίνακα 4, στο 5’ άκρο των πρόσθιων εκκινητών 

συµπεριλήφθηκε µια θέση αναγνώρισης για την περιοριστική ενδονουκλεάση EcoRI 

(GAATTC). Στο 5’ άκρο των ανάστροφων εκκινητών συµπεριλήφθηκε η θέση 

αναγνώρισης για την περιοριστική ενδονουκλεάση BamHI (GGATCC) καθώς και τα 

κωδικόνια λήξης ΤΤΑ και TCA (συµπληρωµατικά για UAA και UGA αντίστοιχα). 

∆ίπλα από τις περιοχές αναγνώρισης από τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

προστέθηκαν τέσσερα νουκλεοτίδια έτσι ώστε να διευκολυνθεί η πέψη από τα παραπάνω 

περιοριστικά ένζυµα. Η αντίδραση PCR καθώς και οι συνθήκες περιγράφονται στον 

Πίνακα 5. 

Αντιδρώντα Ποσότητα 

Ρυθµιστικό διάλυµα 10x 1x (10 mM Tris-HCl, 

50 mM KCl, pH 8,3 στους 25°C) 

Taq πολυµεράση 1,5 µονάδες 

DNA 100 ng 

Πρόσθιος εκκινητής (10 

pmol/µL ή 10 µΜ) 

0,4 µΜ 

Ανάστροφος εκκινητής 

(10 pmol/µL ή 10 µΜ) 

0,4 µΜ 

MgCl2 (25 mM) 3 mM 

dNTPs (10 mM από το 

καθένα) 

0,2 mM από το καθένα 

 
Πίνακας 5. Αντίδραση PCR για την παρασκευή των MBP-χιµαιρικών πρωτεϊνών. Οι συνθήκες της 

αντίδρασης ήταν: 94
ο
C για 4 λεπτά για την αρχική αποδιάταξη, (94

ο
C για 30 sec αποδιάταξη, 55

ο
C 

σύνδεση εκκινητών για 15 sec, 72
ο
C επέκταση για 15 sec) για 25 κύκλους, 72

ο
C για 5 λεπτά για την 

τελική επέκταση, 4
ο
C για λήξη της αντίδρασης. 
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Τα πολλαπλασιασµένα τµήµατα (ενθέµατα, inserts) καθώς και ο πλασµιδιακός 

φορέας pMAL-c2E υποβλήθηκαν σε διπλή πέψη µε τα περιοριστικά ένζυµα EcoRI 

(R0101, NEB) και BamHI (R0136, NEB) (ο φορέας διαθέτει αλληλουχίες αναγνώρισης 

των ίδιων περιοριστικών ενζύµων) για να αποκτήσουν κολλητικά άκρα, σύµφωνα µε την 

αντίδραση που περιγράφεται στον Πίνακα 6. 

Αντιδρώντα Ποσότητα 

∆ιάλυµα EcoRI 10x 1x (100 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 

0,025% Triton X-100, pH 7,5 στους 25°C) 

DNA 1 µg 

Ένζυµο EcoRI 4 µονάδες 

Ένζυµο BamHI 4 µονάδες 

 
Πίνακας 6. Αντίδραση πέψης µε περιοριστικά ένζυµα των ενθεµάτων του µ-CT και δ-CT, καθώς και 

του φορέα pMAL-c2E. Η πέψη του DNA έγινε σε υδατόλουτρο στους 37
ο
C για 2 ώρες  

 

Μετά από πέψη των προϊόντων της PCR και του πλασµιδιακού φορέα από τα 

προαναφερθέντα ένζυµα, ακολούθησε διαδικασία καθαρισµού του DNA από τα ένζυµα 

περιορισµού και τα µικρά τµήµατα DNA που προέκυψαν. Στη συνέχεια έγινε αντίδραση 

σύνδεσης (ligation) έτσι ώστε να εισαχθούν τα πολλαπλασιασµένα τµήµατα στον 

πλασµιδιακό φορέα pMAL-c2E (Πίνακας 7). 

 

Αντιδρώντα Ποσότητα 

Ρυθµιστικό διάλυµα 

λιγάσης 10x 

1x (50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 

10 mM Dithiothreitol, 25 µg/mL BSA, pH 7,5 στους 25°C) 

Φορέας pMAL-c2E 200 ng 

Πολλαπλασιασµένα 

τµήµατα (inserts) 

20 ng 

Τ4 Λιγάση (NEB) 400 µονάδες 

ATP 10 mM 1 mM 

 

Πίνακας 7. Αντίδραση λιγάσης για την εισαγωγή των ενθεµάτων των µ-CT, δ-CT στον φορέα 

pMAL-c2E. Η αναλογία µορίων φορέα: insert είναι 1:3,5 (µέγεθος φορέα 6,65 Kbp, µέγεθος insert 

~200 bp). Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε υδατόλουτρο στους 14
ο
C για 16 ώρες. 

 

Τα προϊόντα της αντίδρασης σύνδεσης µετασχηµατίσθηκαν σε κύτταρα XL1 blue και 

εµβολιάστηκαν τρυβλία µε άγαρ που περιέχουν 100 µg/mL αµπικιλλίνη. Από τα τρυβλία 

επιλέχθηκαν τυχαίες αποικίες µετά από 16 ώρες ανάπτυξης σε επωαστικό θάλαµο 37
ο
C. 
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Οι αποικίες αυτές τοποθετήθηκαν σε 5 mL υγρό θρεπτικό υλικό LB παρουσία 80 µg/mL 

αµπικιλλίνη και επωάστηκαν στους 37
ο
C για 16 ώρες ώστε να αναπτυχθούν. 

Ακολούθησε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA (όπως περιγράφεται στην παράγραφο 

3.2.1.1), ενώ η επιβεβαίωση της παρουσίας του επιθυµητού ενθέµατος 

πραγµατοποιήθηκε 1) µε πέψη των νέων πλασµιδίων µε περιοριστικά ένζυµα και 

προσδιορισµό του νέου ΜΒ τους, 2) µε πολλαπλασιασµό µε αντίδραση PCR των 

τµηµάτων που ενθέσαµε σε κάθε φορέα (µε τους εκκινητές στον Πίνακα 4) και 

διαχωρισµό – εντοπισµό τους σε gel αγαρόζης, 3) µε αυτοµατοποιηµένη ανίχνευση της 

αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων (dideoxynucleotide sequencing) χρησιµοποιώντας ως 

εκκινητή τον γενικής χρήσεως Μ13 µε αλληλουχία 5’ TGTAAAACGACGGCCAGT 3’, 

θέση αναγνώριση του οποίου υπάρχει στον φορέα. 

 

3.2.2.2 Κατασκευή των GST χιµαιρικών πρωτεϊνών της τρίτης ενδοκυτταρικής 

θηλιάς και του καρβοξυτελικού άκρου των µ- και δ- οπιοειδών υποδοχέων (δ-i3L, µ-

CT, δ-CT) 

 

Τα χιµαιρικά πεπτίδια των συντηγµένων πρωτεϊνών της S-µεταφοράσης της 

γλουταθειόνης (glutathione-S-transferase, GST) που αντιστοιχούν στα καρβοξυτελικά 

άκρα, περιλαµβάνουν τα ίδια τµήµατα των υποδοχέων, όπως και τα αντίστοιχα χιµαιρικά 

τµήµατα µε MBP. Επιπλέον, χρησιµοποιήθηκε και ένα GST-χιµαιρικό πεπτίδιο για την 

τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά του δ-OR (Πίνακας 8). 

 

δ-i3L 239 RLRSVRLLSGSKEKDRSLRRITR 261 

µ-CT 
329 SCLNPVLYAFLDENFKRCFREFCIPTSSTIEQQNSTR 

VRQNTREHPSTANTVDRTNHQLENLEAETAPLP 398 

δ-CT 
311 SSLNPVLYAFLDENFKRCFRQLCRAPCGGQEPGSLRR 

PRQATARERVTACTPSDGPGGGAAA 372 

 
Πίνακας 8. Αµινοξικές αλληλουχίες των τµηµάτων της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς του δ-OR (δ-

i3L) και των καρβοξυτελικών άκρων του µ-OR και δ-OR (µ-CT και δ-CT), που θα συντηχθούν µε τον 

επίτοπο GST για να δηµιουργηθούν οι χιµαιρικές πρωτεΐνες 
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Πειραµατική διαδικασία: 

Οι χιµαιρικές κατασκευές της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς του δ-OR (αµινοξέα 

239-261, δ-i3L) και των καρβοξυτελικών άκρων των µ- και δ-OR (αµινοξέα 329-398, µ-

CT και αµινοξέα 331-372, δ-CT αντίστοιχα), οι οποίες φέρουν την αλληλουχία GST στο 

αµινοτελικό τους άκρο, κατασκευάστηκαν από cDNA κλώνους του δ-OR ποντικού και 

του µ-OR αρουραίου. Τα συγκεκριµένα πλασµίδια παρήχθησαν µε τη διαδικασία 

κλωνοποίησης ΤΟΡΟ της Invitrogen. Η τεχνολογία αυτή χρησιµοποιεί το ένζυµο 

τοποϊσοµεράση Ι του ιού της δαµαλίτιδας. Ο φορέας κλωνοποίησης που 

χρησιµοποιήθηκε είναι ο pENTR/D-TOPO, ενώ οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για 

την ενίσχυση των DNA αλληλουχιών µε τη βοήθεια της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυµεράσης (µέθοδος PCR) ήταν οι εξής (Πίνακας 9): 

Πρόσθιος εκκινητής   5΄ CACCCGCCTGCGCAGCGT 3’ 
δ-i3L 

Ανάστροφος εκκινητής  5’ CTAGCGCGTGATGCGCCGCAG 3’ 

Πρόσθιος εκκινητής   5’ CACCAGCTGCCTGAATCCAGTTCTTTAC 3’ 
µ-CT 

Ανάστροφος εκκινητής 5’ TTAGGGCAATGGAGCAGTTTCTGCCTC 3’ 

Πρόσθιος εκκινητής   5’ CACCAGCAGCCTCAACCCGGTTCTCTA 3’ 
δ-CT 

Ανάστροφος εκκινητής 5’ TCAGGCGGCAGCGCCACC 3’ 

 

Πίνακας 9. Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εκκινητών που σχεδιάστηκαν και κατασκευάστηκαν για 

τον πολλαπλασιασµό των επιθυµητών τµηµάτων µε τη µέθοδο της PCR αντίδρασης 

 

Τα κλωνοποιηµένα τµήµατα µεταφέρθηκαν από τους φορείς εισόδου στους φορείς 

προορισµού pDest-15, οι οποίοι χρησιµοποιούνται για την έκφραση πρωτεϊνών 

συντηγµένων µε τον επίτοπο GST στο αµινοτελικό τους άκρο, σε βακτηριακά κύτταρα Ε. 

coli. Η µεταφορά από τους φορείς εισόδου στους φορείς προορισµού γίνεται µε τη χρήση 

της τεχνολογίας του GATEWAY Cloning System (Invitrogen). 

 

 

3.2.2.3 Κατασκευή των GST-χιµαιρικών ελλειµµατικών πρωτεϊνών των 

καρβοξυτελικών άκρων του µ- και δ-OR 

Τα ελλειµµατικά τµήµατα των καρβοξυτελικών άκρων που επιλέχθηκαν και η 

αµινοξική τους ακολουθία φαίνονται στον Πίνακα 10. 
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∆C43-µ-CT 329 SCLNPVLYAFLDENFKRCFREFCIPTS 355 

∆N27-µ-CT 356 STIEQQNSTRVRQNTREHPSTANTVDRTNHQLENLEAETAPLP 398 

∆C36-δ-CT 311 SSLNPVLYAFLDENFKRCFRQLCRAP 336 

∆Ν26-δ-CT 337 CGGQEPGSLRRPRQATARERVTACTPSDGPGGGAAA 372 

 
Πίνακας 10. Αµινοξικές αλληλουχίες των τµηµάτων των καρβοξυτελικών άκρων του µ-OR και δ-

OR, που θα συντηχθούν µε τον επίτοπο GST για να δηµιουργηθούν οι χιµαιρικές πρωτεΐνες 

 

Πειραµατική διαδικασία: 

 Οι DNA αλληλουχίες των ελλειµµατικών τµηµάτων από τα καρβοξυτελικά άκρα 

εισήχθησαν µε κατευθυνόµενη κλωνοποίηση στον φορέα pGEX 5x3, ο οποίος 

χρησιµοποιείται για έκφραση του επιτόπου GST στο αµινοτελικό άκρο των πεπτιδίων 

(για χάρτη pGEX 5x3 βλ. Παράρτηµα, Σχήµα 50). Για τον πολλαπλασιασµό των 

αλληλουχιών που µας ενδιαφέρουν χρησιµοποιήσαµε την τεχνική PCR µε καλούπι το 

cDNA των µ- και δ-OR αρουραίου και ποντικού αντίστοιχα, µε τους εξής εκκινητές 

(Πίνακας 11): 

 

Πίνακας 11. Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εκκινητών που σχεδιάστηκαν και κατασκευάστηκαν 

για τον πολλαπλασιασµό των επιθυµητών τµηµάτων µε τη µέθοδο της PCR αντίδρασης 

 

Οι εκκινητές περιλαµβάνουν αλληλουχίες αναγνώρισης των περιοριστικών ενζύµων 

BamHI (GGATCC, πρόσθιος εκκινητής) και EcoRI (GAATTC, οπίσθιος εκκινητής). 

Στους ανάστροφους εκκινητές προστέθηκε κωδικόνιο λήξης ΤΤΑ ή TCA 

(συµπληρωµατικά για UAA και UGA αντίστοιχα), ενώ στους πρόσθιους εκκινητές 

προστέθηκαν δυο νουκλεοτίδια µετά τη θέση του περιοριστικού ενζύµου για να 

διορθωθεί το πλαίσιο ανάγνωσης. Πριν από τις περιοχές αναγνώρισης από τις 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες προστέθηκαν τέσσερα νουκλεοτίδια έτσι ώστε να 

Πρόσθιος εκκιν.   5’ ACTGGGATCCACAGCTGCCTGAATCCAGTTC 3’ 
∆C43-µ-CT 

Ανάστρ. εκκιν. 5’ ACGCGAATTCTCACGAGGTTGGGATGCAGAACT 3’ 

Πρόσθιος εκκιν.   5’ ACTAGGATCCCGTCCACGATCGAACAGCAA 3’ 
∆N27-µ-CT 

Ανάστρ. εκκιν. 5’ ACGCGAATTCTTAGGGCAATGGAGCAGTTTC 3’ 

Πρόσθιος εκκιν.   5’ ACTGGGATCCACAGCAGCCTCAACCCGGTTC 3’ 
∆C36-δ-CT 

Ανάστρ.εκκιν. 5’ ACGCGAATTCTCAGGGCGTGCGACAGAGCTG 3’ 

Πρόσθιος εκκιν.   5’ ATTGGGATCCCCTGCGGCCGCCAAGAACC 3’ 
∆Ν26-δ-CT 

Ανάστρ. εκκιν. 5’ ACGCGAATTCTCAGGCGGCAGCCCACCG 3’ 
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διευκολυνθεί η πέψη από τα περιοριστικά ένζυµα. Η αντίδραση PCR καθώς και οι 

συνθήκες περιγράφονται στον Πίνακα 12. 

Αντιδρώντα Ποσότητα 

Ρυθµιστικό διάλυµα 10x 1x (20 mM Tris-HCl, 

10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 

0,1% Triton X-100, 0,1 mg/mL 

BSA, pH 8,8 στους 25
ο
C) 

Pfu πολυµεράση 

(Fermentas) 

2 µονάδες 

DNA 30 ng 

Πρόσθιος εκκινητής (10 

pmol/µL ή 10 µΜ) 

0,6 µΜ 

Ανάστροφος εκκινητής 

(10 pmol/µL ή 10 µΜ) 

0,6 µΜ 

MgSO4 (25 mM) 2 mM 

dNTPs (10 mM από το 

καθένα) 

0,3 mM από το καθένα 

Πίνακας 12. Αντίδραση PCR για την παρασκευή των GST-χιµαιρικών ελλειµµατικών πρωτεϊνών. Οι 

συνθήκες της PCR ήταν: 95
ο
C για 5 λεπτά για την αρχική αποδιάταξη, (95

ο
C για 30 sec αποδιάταξη, 

44
ο
C σύνδεση εκκινητών για 30 sec, 72

ο
C επέκταση για 30 sec) για 40 κύκλους, 72

ο
C για 7 λεπτά για 

την τελική επέκταση, 4
ο
C για λήξη της αντίδρασης. 

 

Μετά την αντίδραση PCR τα πολλαπλασιασµένα τµήµατα ηλεκτροφορούνται σε 

πήκτωµα αγαρόζης και το DNA αποµονώνεται από το πήκτωµα. Ακολουθεί διπλή πέψη 

των πολλαπλασιασµένων τµηµάτων DNA, αλλά και του φορέα pGEX 5x3 µε τα ένζυµα 

περιορισµού EcoRI και BamHI, ώστε τα τµήµατα DNA και ο πλασµιδιακός φορέας να 

αποκτήσουν κολλητικά άκρα, σύµφωνα µε την αντίδραση που περιγράφεται στον Πίνακα 

13. 

Αντιδρώντα Ποσότητα 

∆ιάλυµα EcoRI 10x 1x (100 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 

0,025% Triton X-100, pH 7,5 στους 25°C) 

DNA 1 µg 

Ένζυµο EcoRI 5 µονάδες 

Ένζυµο BamHI 5 µονάδες 

 
Πίνακας 13. Αντίδραση πέψης µε περιοριστικά ένζυµα των DNA αλληλουχιών των 

ελλειµµατικών πεπτιδίων του µ-CT και δ-CT, καθώς και του φορέα pGEX 5x3. Η πέψη του DNA 

έγινε σε υδατόλουτρο στους 37
ο
C για 3 ώρες  
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Ακολουθεί καθαρισµός του DNA µε φαινόλη-χλωροφόρµιο από τα ένζυµα 

περιορισµού και αντίδραση σύνδεσης για την εισαγωγή των DNA τµηµάτων στον 

πλασµιδιακό φορέα (Πίνακας 14). 

Αντιδρώντα Ποσότητα 

Ρυθµιστικό διάλυµα 

λιγάσης 10x 

1x (50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 

10 mM Dithiothreitol, 25 µg/mL BSA, pH 7,5 στους 25°C) 

Φορέας pGEX 5x3 150 ng 

Πολλαπλασιασµένα 

τµήµατα (inserts) 

25 ng 

Τ4 λιγάση (NEB) 400 µονάδες 

ATP 10 mM 1 mM 

 
Πίνακας 14. Αντίδραση λιγάσης για την εισαγωγή των αλληλουχιών των ελλειµατικών µ-CT, δ-CT 

στον φορέα pGEX 5x3.Η αναλογία µορίων φορέα: insert είναι 1:9 ή 1:12 (µέγεθος φορέα 4,9 Kbp, 

µέγεθος insert 90 ή 120 bp). Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε υδατόλουτρο στους 16
ο
C για 16 ώρες. 

 

Ο ανασυνδιασµένος φορέας µετασχηµατίσθηκε σε βακτήρια DH5α, τα οποία 

εµβολιάστηκαν σε τρυβλία µε άγαρ και αµπικιλλίνη 100µg/mL, από τα οποία 

επιλέχθηκαν τυχαίες αποικίες. Τα κύτταρα αυτά τοποθετήθηκαν σε 5 mL υγρό θρεπτικό 

υλικό LB παρουσία 100µg/mL αµπικιλλίνη και επωάστηκαν στους 37
ο
C για 16 ώρες 

ώστε να αναπτυχθούν. Ακολούθησε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA, ενώ η επιβεβαίωση 

της παρουσίας του επιθυµητού ενθέµατος πραγµατοποιήθηκε 1) µε πέψη των νέων 

πλασµιδίων µε περιοριστικά ένζυµα και προσδιορισµό νέας ζώνης που παρατηρείται σε 

ηλεκτροφόρηση DNA, 2) µε αυτοµατοποιηµένη ανίχνευση της αλληλουχίας των 

νουκλεοτιδίων χρησιµοποιώντας ως εκκινητή τον pGEX Fwd primer (ή 5’ pGEX 

Sequencing Primer) µε αλληλουχία 5’ GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 3’. 

 

3.2.2.4 Παρασκευή της ελλειµµατικής στο αµινοτελικό άκρο RGS4 (∆ΝRGS4) 

πρωτεΐνης 

Για να εκφράσουµε σε κύτταρα θηλαστικών την ελλειµµατική µορφή της ανθρώπινης 

RGS4 πρωτεΐνης από την οποία λείπουν τα 57 πρώτα αµινοξέα του αµινοτελικού της 

άκρου (∆ΝRGS4), εφαρµόσαµε τη µέθοδο της κατευθυνόµενης κλωνοποίησης. Η 

∆ΝRGS4 επισηµάνθηκε στο αµινοτελικό της άκρο µε τον επίτοπο αιµαγλουτινίνη (HA, 
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αλληλουχία αµινοξέων AYPYDVPDYAS) και η αλληλουχία των αµινοξέων της είναι η 

εξής (Πίνακας 15): 

ΝΗ2 άκρο 

RGS4 

1 MCKGLAGLPASCLRSAKDMKHRLGFLLQKSDSCEHNSSHNKKDKV 

VICQRVSQEEVK 57 

∆ΝRGS4 

58 KWAESLENLISHECGLAAFKAFLKSEYSEENIDFWISCEEYKKIKSP 

SKLSPKAKKIYNEFISVQATKEVNLDSCTREETSRNMLEPTITCFDEAQ

KKIFNLMEKDSYRRFLKSRFYLDLVNPSSCGAEKQKGAKSSADCASL

VPQCA 205 

 
Πίνακας 15: Αµινοξική αλληλουχία της ελλειµµατικής ∆ΝRGS4 και του αµινοτελικού άκρου της 

RGS4. Η ∆ΝRGS4 δεν περιλαµβάνει το αµινοτελικό άκρο της RGS4 και το µήκος της είναι 148 

αµινοξέα. Για την πλήρη νουκλεοτιδική και αµινοξική αλληλουχία της ανθρώπινης RGS4 βλ. 

Παράρτηµα, Σχήµα 53 

 

Πειραµατική διαδικασία: 

Για την παρασκευή της HA-∆ΝRGS4 χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

κατευθυνόµενης κλωνοποίησης. Αρχικά σχεδιάστηκαν εκκινητές για τον 

πολλαπλασιασµό του τµήµατος του cDNA της RGS4 που µας ενδιαφέρει (Πίνακας 16). 

 

Πίνακας 16: Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εκκινητών που σχεδιάστηκαν και συντέθηκαν για τον 

πολλαπλασιασµό των επιθυµητών τµηµάτων µε τη µέθοδο της PCR αντίδρασης 

 

Τα ολιγονουκλεοτίδια αυτά χρησιµοποιήθηκαν ως εκκινητές για την ενίσχυση της 

αλληλουχίας που µας ενδιαφέρει (Πίνακας 15) µε τη µέθοδο της PCR. Περιλαµβάνουν 

αλληλουχίες για αναγνώριση από περιοριστικά ένζυµα, BamHI για τον πρόσθιο 

(GGATCC) και NotI για τον ανάστροφο εκκινητή (GCGGCCGC). Στον ανάστροφο 

εκκινητή περιλαµβάνεται και κωδικόνιο λήξης (TTA), ενώ στον πρόσθιο εκκινητή 

προστέθηκε ένα νουκλεοτίδιο µετά τη θέση του περιοριστικού ενζύµου για να διορθωθεί 

το πλαίσιο ανάγνωσης. Πριν από τις περιοχές αναγνώρισης από τις περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες προστέθηκαν τέσσερα νουκλεοτίδια έτσι ώστε να διευκολυνθεί η πέψη 

από τα περιοριστικά ένζυµα. Η αντίδραση PCR καθώς και οι συνθήκες περιγράφονται 

στον Πίνακα 17. 

Πρόσθιος εκκινητής 5’ CGGCGGATCCGAAATGGGCTGAATCACTGGAAAAC 3’ 

Ανάστροφος εκκινητής 5’ ATATGCGGCCGCTTAGGCACACTGAGGGACCA 3’ 
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Αντιδρώντα Ποσότητα 

Platinum PCR mix 

(Invitrogen) 

45 µL 

DNA 450 ng 

Πρόσθιος εκκινητής (10 

pmol/µL ή 10 µΜ) 

0,6 µΜ 

Ανάστροφος εκκινητής 

(10 pmol/µL ή 10 µΜ) 

0,6 µΜ 

 

Πίνακας 17. Αντίδραση PCR για την παρασκευή της ∆ΝRGS4. Οι συνθήκες της PCR ήταν: 94
ο
C για 

5 λεπτά για την αρχική αποδιάταξη, (94
ο
C για 30 sec αποδιάταξη, 53

ο
C σύνδεση εκκινητών για 30 

sec, 72
ο
C επέκταση για 1 λεπτό) για 30 κύκλους, 72

ο
C για 7 λεπτά για την τελική επέκταση, 4

ο
C για 

λήξη της αντίδρασης. 

 

Το προϊόν της αντίδρασης PCR υπέστη ηλεκτροφόρηση και αποµονώθηκε από το 

πήκτωµα αγαρόζης. Ακολούθησε διπλή πέψη της ενισχυµένης αλληλουχίας και του 

φορέα pcDNA3-HA (για τον χάρτη του pcDNA3-HA βλ. Παράρτηµα, Σχήµα 51), ο 

οποίος επισηµαίνει µε τον επίτοπο της αιµαγλουτινίνης (HA) τις πρωτεΐνες στο 

αµινοτελικό άκρο, µε τα ένζυµα περιορισµού BamHI και NotI (R0189, NEB) για να 

αποκτήσουν κολλητικά άκρα, σύµφωνα µε την αντίδραση που περιγράφεται στον Πίνακα 

18. 

Αντιδρώντα Ποσότητα 

∆ιάλυµα BamHI 10x 1x (10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 

mM Dithiothreitol, pH 7,9 στους 25°C) 

DNA 1 µg 

Ένζυµο BamHI 10 µονάδες 

Ένζυµο NotI 10 µονάδες 

 
Πίνακας 18. Αντίδραση πέψης των DNA αλληλουχιών της ∆ΝRGS4 και του φορέα pcDNA3-HA. Η 

πέψη του DNA έγινε σε υδατόλουτρο στους 37
ο
C για 16 ώρες 

 

Ακολούθησε καθαρισµός του DNA µε τη µέθοδο φαινόλης-χλωροφορµίου, ώστε να 

αποµακρυνθούν τα ένζυµα που παρεµβαίνουν στις επόµενες διαδικασίες χειρισµού του 

DNA. Στη συνέχεια γίνεται αντίδραση σύνδεσης µε τη βοήθεια της λιγάσης για την 

εισαγωγή του DNA τµήµατος στον πλασµιδιακό φορέα pcDNA3-HA (Πίνακας 19). 
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Αντιδρώντα Ποσότητα 

Ρυθµιστικό διάλυµα 

λιγάσης 10x 

1x (40 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 5 mM ATP, 

10 mM Dithiothreitol, pH 7,8 στους 25°C) 

Φορέας pcDNA3-HA 180 ng 

Πολλαπλασιασµένο 

τµήµα 

320 ng 

Τ4 Λιγάση (Fermentas) 5 µονάδες 

ATP 10 mM 1 mM 

 
Πίνακας 19. Αντίδραση λιγάσης για την εισαγωγή της αλληλουχίας της ∆ΝRGS4 στον φορέα 

pcDNA3-HA.Η αναλογία µορίων φορέα: insert είναι 1:20 (µέγεθος φορέα 5,8 Kbp, µέγεθος insert 

450 bp). Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε υδατόλουτρο στους 16
ο
C για 16 ώρες. 

 

Ο ανασυνδιασµένος φορέας µετασχηµατίσθηκε σε βακτήρια DH5α, τα οποία 

εµβολιάστηκαν σε  τρυβλία µε άγαρ παρουσία 100 µg/mL αµπικιλλίνης, από τα οποία 

επιλέχθηκαν τυχαίες αποικίες, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.1.1.3. Τα κύτταρα 

αυτά τοποθετήθηκαν σε 5 mL υγρό θρεπτικό υλικό LB παρουσία 100 µg/mL 

αµπικιλλίνης και επωάστηκαν στους 37
ο
C για 16 ώρες ώστε να αναπτυχθούν. 

Ακολούθησε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA, ενώ η επιβεβαίωση της παρουσίας του 

επιθυµητού ενθέµατος πραγµατοποιήθηκε 1) µε πέψη του νέου πλασµιδίου µε 

περιοριστικά ένζυµα και προσδιορισµό νέας ζώνης που παρατηρείται σε ηλεκτροφόρηση 

DNA, 2) µε αυτοµατοποιηµένη ανίχνευση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων 

χρησιµοποιώντας ως εκκινητή τον Τ7 universal primer µε αλληλουχία 5’ 

TAATACGACTCACTATAGGG 3’ και τον εκκινητή Sp6 µε αλληλουχία 5’ 

CATACGATTTAGGTGACACTATAG 3’ , 3) µε διαµόλυνση των κυττάρων µε την 

HA-∆ΝRGS4, λύση, ηλεκτροφόρηση και ανοσοαποτύπωση έναντι του επιτόπου HA. 

3.2.2.5 Παρασκευή της RGS4 πρωτεΐνης συντηγµένης µε τη φθορίζουσα πρωτεΐνη 

GFP, (RGS4-GFP) 

Ολόκληρη η αλληλουχία της ανθρώπινης RGS4 πρωτεΐνης (βλ. Πίνακα 15) 

επιλέχθηκε για να συντηχθεί µε την φθορίζουσα πρωτεΐνη green fluorescent protein 

(GFP). Με αυτόν τον τρόπο προέκυψε η χιµαιρική πρωτεΐνη RGS4-GFP, η οποία φέρει 

το πεπτίδιο GFP στο καρβοξυτελικό της άκρο. Σκοπός της παρασκευής της RGS4-GFP 

είναι να εκφραστεί αυτή η πρωτεΐνη σε ευκαρυωτικά κύτταρα και να παρατηρηθεί η 

έκφρασή της στο σύνολο του κυττάρου µε τη βοήθεια µικροσκοπίου φθορισµού, αλλά 
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και να προσδιοριστεί ο υποκυτταρικός εντοπισµός της µε τη βοήθεια συνεστιακής 

µικροσκοπίας. 

Πειραµατική διαδικασία: 

Για την παρασκευή της RGS4-GFP χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της κατευθυνόµενης 

κλωνοποίησης. Αρχικά σχεδιάστηκαν εκκινητές για τον πολλαπλασιασµό του cDNA της 

RGS4 (Πίνακας 20). 

Πρόσθιος εκκινητής 5’ AGTCCTCGAGATGTGCAAAGGGCTTGCAGGTC 3’ 

Ανάστροφος εκκινητής 5’ ATGTGGATCCGGCACACTGAGGGACCAG3’ 

Πίνακας 20. Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εκκινητών που σχεδιάστηκαν και κατασκευάστηκαν 

για τον πολλαπλασιασµό των επιθυµητών τµηµάτων µε τη µέθοδο της PCR αντίδρασης 

Οι εκκινητές του πίνακα 20 χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση της αλληλουχίας της 

RGS4 από το πλασµίδιο της HA-RGS4 µε τη µέθοδο της PCR. Περιλαµβάνουν 

αλληλουχίες για αναγνώριση από περιοριστικά ένζυµα, XhoI για τον πρόσθιο 

(CTCGAG) και BamHI για τον ανάστροφο εκκινητή (GGATCC), ενώ στον πρόσθιο 

εκκινητή περιλαµβάνεται και κωδικόνιο έναρξης (ATG). Πριν από τις περιοχές 

αναγνώρισης από τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες προστέθηκαν τέσσερα νουκλεοτίδια 

ώστε να διευκολυνθεί η πέψη από τα περιοριστικά ένζυµα. Η αντίδραση PCR 

περιγράφεται στον Πίνακα 21. 

Αντιδρώντα Ποσότητα 

Platinum PCR mix 

(Invitrogen) 

45 µL 

DNA 600 ng 

Πρόσθιος εκκινητής (10 

pmol/µL ή 10 µΜ) 

0,6 µΜ 

Ανάστροφος εκκινητής 

(10 pmol/µL ή 10 µΜ) 

0,6 µΜ 

Πίνακας 21. Αντίδραση PCR για την ενίσχυση της cDNA αλληλουχίας της RGS4 και την κατασκευή 

της RGS4-GFP συντηγµένης πρωτεΐνης. Οι συνθήκες της PCR ήταν: 94
ο
C για 5 λεπτά για την αρχική 

αποδιάταξη, (94
ο
C για 30 sec αποδιάταξη, 55

ο
C σύνδεση εκκινητών για 30 sec, 72

ο
C επέκταση για 1 

λεπτό) για 32 κύκλους, 72
ο
C για 7 λεπτά για την τελική επέκταση, 4

ο
C για λήξη της αντίδρασης 

Μετά την αντίδραση PCR και καθαρισµό µε τη µέθοδο φαινόλης-χλωροφορµίου, 

ακολούθησε διπλή πέψη των ενισχυµένων αλληλουχιών και του φορέα pEGFP-N1 (για 

τον χάρτη του pEGFP-N1 βλ. Παράρτηµα, Σχήµα 52), ο οποίος επισηµαίνει µε την 

πρωτεΐνη GFP τα πεπτίδια στο καρβοξυτελικό τους άκρο (Clontech Laboratories, Inc.), 
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µε τα ένζυµα περιορισµού XhoI (R0146) και BamHI για να αποκτήσουν κολλητικά 

άκρα, σύµφωνα µε την αντίδραση που περιγράφεται στον Πίνακα 22. 

Αντιδρώντα Ποσότητα 

∆ιάλυµα BamHI 10x 1x (10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 

mM Dithiothreitol, pH 7,9 στους 25°C) 

DNA 1 µg 

Ένζυµο BamHI 5 µονάδες 

Ένζυµο XhoI 5 µονάδες 

 
Πίνακας 22. Αντίδραση πέψης των DNA αλληλουχιών της RGS4 και του φορέα pEGFP-N1. Η πέψη 

του DNA έγινε σε υδατόλουτρο στους 37
ο
C για 2,5 ώρες 

 

Ακολούθησε καθαρισµός του DNA από τα ένζυµα περιορισµού (µέθοδος φαινόλης-

χλωροφορµίου), και αντίδραση σύνδεσης για την εισαγωγή των DNA τµηµάτων στον 

πλασµιδιακό φορέα (Πίνακας 23). 

Αντιδρώντα Ποσότητα 

Ρυθµιστικό διάλυµα 

λιγάσης 10x 

1x (40 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 5 mM ATP, 

10 mM Dithiothreitol, pH 7,8 στους 25°C) 

Φορέας pEGFP-N1 400 ng 

Πολλαπλασιασµένο 

τµήµα 

150 ng 

Τ4 Λιγάση (Fermentas) 5 µονάδες 

ATP 10 mM 1 mM 

 

Πίνακας 23. Αντίδραση λιγάσης για την εισαγωγή της αλληλουχίας της RGS4 στον φορέα pEGFP-

N1. Η αναλογία µορίων φορέα : insert είναι 1:5,6 (µέγεθος φορέα 4,7 Kbp, µέγεθος insert 620 bp). Η 

αντίδραση πραγµατοποιείται σε υδατόλουτρο στους 16
ο
C για 16 ώρες. 

 

Ο ανασυνδυασµένος φορέας µετασχηµατίσθηκε σε βακτήρια DH5α, τα οποία 

εµβολιάστηκαν σε  τρυβλία µε άγαρ παρουσία καναµυκίνης (30 µg/mL), από τα οποία 

επιλέχθηκαν τυχαίες αποικίες. Τα κύτταρα αυτά τοποθετήθηκαν σε 5 mL υγρό θρεπτικό 

υλικό LB παρουσία καναµυκίνης σε τελική συγκέντρωση 30 µg/mL και επωάστηκαν 

στους 37
ο
C για 16 ώρες. Ακολούθησε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA, ενώ η 

επιβεβαίωση της παρουσίας του επιθυµητού ενθέµατος πραγµατοποιήθηκε 1) µε πέψη 

του νέου πλασµιδίου µε τα περιοριστικά ένζυµα BamHI και XhoI και προσδιορισµό της 

νέας ζώνης που παρατηρείται σε ηλεκτροφόρηση DNA (περίπου 600 bp που είναι το 

cDNA ένθεµα της RGS4), 2) µε αυτοµατοποιηµένη ανίχνευση της αλληλουχίας των 
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νουκλεοτιδίων χρησιµοποιώντας ως εκκινητή τον N-term-pEGFP µε αλληλουχία 5’ 

GGGCGGTAGGCGTGTACGGTGG 3’ και τον C-term-pEGFP µε αλληλουχία 5’ 

GTCGCCGTCCAGCTCGACCAGG 3’, 3) µε διαµόλυνση των κυττάρων µε την RGS4-

GFP και παρατήρηση του πράσινου χρώµατος στο µικροσκόπιο φθορισµού, αλλά και µε 

λύση των κυττάρων (για λύση βλ. παράγραφο 3.3.9) και εντοπισµό της RGS4-GFP σε 

ανοσοαποτύπωµα µε αντίσωµα έναντι της RGS4 (Santa Cruz, N-16, 1:250). 

 

3.3 Βιοχηµικές µέθοδοι 

 

3.3.1 Αποµόνωση κυτταρικών µεµβρανών 

Για να µελετηθούν οι οπιοειδείς υποδοχείς µε φαρµακολογικές µεθόδους, είναι 

απαραίτητος ο διαχωρισµός τους από τα κύτταρα. Για να επιτευχθεί αυτό γίνεται 

αποµόνωση των κυτταρικών µεµβρανών που τους περιέχουν, από τα κύτταρα που τους 

εκφράζουν. Ο φαρµακολογικός χαρακτηρισµός των διαφόρων προσδετών των GPCRs 

µπορεί να µελετηθεί σε αποµονωµένες κυτταρικές µεµβράνες. Οι αποµονωµένες 

µεµβράνες περιέχουν, επίσης, και άλλες µεµβρανικές πρωτεΐνες που συµµετέχουν στη 

λειτουργία των υποδοχέων. Είναι σηµαντικό να τηρείται αυστηρά η διαδικασία της 

αποµόνωσης των µεµβρανών προς αποφυγή της αλλαγής της στερεοδοµής των 

µεµβρανικών πρωτεϊνών. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

PBS (Phosphate Buffered Saline) 1x: 140 mM NaCl, 3 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 

mM KH2PO4, pH 7,6 στους 25
ο
C 

∆ιάλυµα αποµόνωσης µεµβρανών: 10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 7,5 

Λοιπά υλικά: σύριγγες µε βελόνες διαµέτρου 25G και 21G 

Πειραµατική διαδικασία: 

Από ζωντανά κύτταρα (σε καλλιέργεια) που έχουν υποστεί ή όχι κατεργασία 

(διαµόλυνση, ενεργοποίηση µε αγωνιστές κ.α.), αποµακρύνεται το θρεπτικό υλικό και 

ακολουθεί έκπλυσή τους µε 5 mL ψυχρού (4
ο
C) διαλύµατος PBS 1x. Η χαµηλή 

θερµοκρασία (4
ο
C) χειρισµού των κυττάρων και χρήσης των διαλυµάτων είναι 
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απαραίτητη για την αποµόνωση λειτουργικών υποδοχέων στις µεµβράνες. Στα κύτταρα 

προστίθενται 5 mL διαλύµατος PBS 1x, αποκολλώνται µε µηχανικό τρόπο από τα 

τρυβλία και φυγοκεντρούνται σε σωληνάκια Eppendorf στα 750 x g (3.000 rpm, 

φυγόκεντρος Eppendorf 5415C) για 5 λεπτά στους 4
ο
C. Το ίζηµα των κυττάρων 

επαναδιαλύεται σε ψυχρό διάλυµα αποµόνωσης µεµβρανών (περίπου 1 mL ανά τρυβλίο) 

και γίνεται µηχανική λύση των κυττάρων, µε τη βοήθεια σύριγγας που διαθέτει βελόνα 

διαµέτρου 25G. Το πέρασµα του διαλύµατος των κυττάρων από τη σύριγγα 

επαναλαµβάνεται για 20-30 φορές και το παρασκεύασµα φυγοκεντρείται στα 750 x g 

(3.000 rpm) για 5 λεπτά στους 4
ο
C, ώστε να κατακρηµνιστούν τα αδιάσπαστα κύτταρα, 

τα κυτταρικά θραύσµατα και οι πυρήνες τους. Στη συνέχεια το υπερκείµενο 

φυγοκεντρείται στα 200.000 x g (µέσος όρος 55.000 rpm, φυγόκεντρος Beckman L8-

80M Ultra Centrifuge µε κεφαλή 75Ti) για 30 λεπτά στους 4
ο
C. Το υπερκείµενο 

αφαιρείται και το ίζηµα των αποµονωµένων κυτταρικών µεµβρανών επαναδιαλύεται σε 

ψυχρό διάλυµα αποµόνωσης µεµβρανών (περίπου 100 µL διαλύµατος ανά τρυβλίο). Η 

επαναδιάλυση γίνεται µε σύριγγα που διαθέτει βελόνα µεγαλύτερης διαµέτρου (21G) και 

η συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης των µεµβρανικών παρασκευασµάτων 

προσδιορίζεται µε τη µέθοδο Bradford, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.3.2). Το 

µεµβρανικό παρασκεύασµα χωρίζεται σε κλάσµατα των 100-200 µL και φυλάσσεται 

στους -80
ο
C για µελλοντική χρήση. 

 

3.3.2 Ποσοτικός προσδιορισµός της συγκέντρωσης πρωτεΐνης µε τη 

µέθοδο Bradford 

Για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης ολικής πρωτεΐνης σε διάλυµα 

ακολουθήθηκε η µέθοδος Bradford (Bradford, 1976). Είναι µια χρωµατοµετρική µέθοδος 

και βασίζεται στην πρόσδεση της χρωστικής Coomassie Brilliant blue (G-250) σε 

πρωτεΐνες. Η ανιονική µορφή της χρωστικής προσδένεται µέσω ασθενών, µη 

οµοιοπολικών δεσµών σε κατάλοιπα αργινίνης και σε αρωµατικά κατάλοιπα της 

επιφάνειας των πρωτεϊνών, µε αποτέλεσµα να µεταβάλλεται αναλογικά η απορρόφησή 

της στα 595 nm, όπου είναι η µέγιστη απορρόφηση της χρωστικής. Η πρωτεϊνική 

συγκέντρωση ενός άγνωστου δείγµατος καθορίζεται µετά από σύγκριση µε µια σειρά 
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πρωτεϊνικών προτύπων γνωστής συγκέντρωσης που παρουσιάζουν ένα προφίλ 

γραµµικής απορρόφησης, το οποίο µπορεί να αποτυπωθεί µε µια καµπύλη αναφοράς 

πρώτης τάξης. Η πρωτεΐνη που χρησιµοποιείται συνηθέστερα για την δηµιουργία των 

πρότυπων συγκεντρώσεων είναι η αλβουµίνη ορού βοός (BSA). Η µέθοδος δεν 

επηρεάζεται από κατιόντα, υδατάνθρακες ή άλλους παράγοντες, όπως είναι η σουκρόζη, 

η ουρία, η γλυκερόλη. Παρόλα αυτά, απορρυπαντικά όπως το sodium dodecyl sulfate 

(SDS) και το Triton X-100 σε µεγάλες συγκεντρώσεις  (µεγαλύτερες από 0,1%), όπως 

και τα ισχυρώς βασικά διαλύµατα, µπορούν να αλλοιώσουν τις µετρήσεις αυτής της 

µεθόδου. 

∆ιαλύµατα: 

Stock διάλυµα: 350 mg χρωστικής Coomassie Blue G-250 (Sigma, B-1131) διαλύεται 

σε 100 mL 95% αιθανόλη και 200 mL 88% φωσφορικό οξύ. Το διάλυµα 

αυτό είναι ιδιαίτερα σταθερό και µπορεί να διατηρηθεί σε σκοτεινό δοχείο 

σε θερµοκρασία δωµατίου, για µεγάλο χρονικό διάστηµα. 

∆ιάλυµα χρήσης: 15 mL από το stock διάλυµα, 15 mL 88% φωσφορικό οξύ, 7,5 mL 

95% αιθανόλη, τα οποία συµπληρώνονται µε νερό µέχρι τελικού όγκου 

250 mL. Ακολουθεί διήθηση του διαλύµατος. 

Πρότυπο διάλυµα πρωτεΐνης: ∆ιάλυµα αλβουµίνης βοείου ορού (BSA, A6588,0100, 

AppliChem) σε συγκέντρωση 1 mg/mL. 

Πειραµατική διαδικασία 

Αρχικά, δηµιουργούνται έξι διαδοχικές, γνωστές αραιώσεις από το πρότυπο διάλυµα 

πρωτεΐνης (1 mg/mL) σε τελικό όγκο 100 µL, που περιλαµβάνουν από 3 µg έως 15 µg 

αλβουµίνης. Ως «τυφλό» της αντίδρασης χρησιµοποιούµε δείγµα 100 µL που περιέχει 

µόνο νερό και ακολουθεί προσθήκη 1 mL από το διάλυµα χρήσης σε όλα τα πρότυπα 

δείγµατα. Στη συνέχεια γίνεται ανάδευση των δειγµάτων, παραµονή τους σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά και φωτοµέτρησή τους σε φασµατοφωτόµετρο στα 

595 nm. Με το «τυφλό» δείγµα ορίζεται η τιµή µηδέν της απορρόφησης στο 

φασµατοφωτόµετρο («µηδενισµός» του οργάνου), ενώ από τις τιµές της απορρόφησης 

των προτύπων και τις σχετικές τιµές γνωστής συγκέντρωσης BSA κατασκευάζεται 

πρότυπη καµπύλη απορρόφησης ως προς την ολική συγκέντρωση πρωτεΐνης. Για τη 
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µέτρηση της συγκέντρωσης των άγνωστων δειγµάτων, γίνεται αραίωση αυτών 1:5 και 

1:10 σε τελικό όγκο 100 µL (διπλά δείγµατα). Εάν το διάλυµα των αγνώστων δειγµάτων 

περιέχει απορρυπαντικό, όπως στην περίπτωση του διαλύµατος λύσεως κυττάρων (βλ. 

παράγραφο 3.3.9), τότε γίνεται µεγαλύτερη αραίωση (1:20) για να αποφευχθεί η 

λανθασµένη µέτρηση λόγω παρεµβολής του απορρυπαντικού Triton X-100 (τελική 

επιτρεπτή συγκέντρωση µικρότερη από 0,1%). Στη συνέχεια προστίθεται σε αυτά 1 mL 

από το διάλυµα χρήσης και γίνεται φωτοµέτρηση όπως και στην περίπτωση των 

προτύπων διαλυµάτων. Με τη βοήθεια της πρότυπης καµπύλης και τις τιµές 

απορρόφησης των αγνώστων δειγµάτων, υπολογίζεται η συγκέντρωση κάθε δείγµατος σε 

µg/µL, λαµβάνοντας υπόψη και την εκάστοτε αραίωση. 

 

3.3.3 Έκφραση ανασυνδιασµένων πρωτεϊνών σε βακτήρια 

Για να µελετήσουµε τα χαρακτηριστικά και τη δοµή-λειτουργία µιας πρωτεΐνης σε 

πρώτο στάδιο, είναι απαραίτητο να την αποµονώσουµε σε καθαρή µορφή σε µεγάλες 

ποσότητες. Τα βακτήρια µας προσφέρουν ένα εύχρηστο κυτταρικό σύστηµα στο οποίο 

µπορούµε να εκφράσουµε µια ανασυνδιασµένη πρωτεΐνη, ενώ παρέχουν ευκολίες και για 

την αποµόνωσή της. Η µέθοδος της έκφρασης και αποµόνωσης πρωτεϊνών από βακτήρια 

βασίζεται στην επισωµατική έκφραση µιας πρωτεΐνης, η οποία είναι συνέχεια του 

µετασχηµατισµού ενός πλασµιδιακού φορέα έκφρασης που περιέχει το cDNA της 

πρωτεΐνης (βλ. Παράγραφο 3.1.1.3). Ο πλασµιδιακός φορέας περιλαµβάνει επίσης 

συγκεκριµένους γενετικούς τόπους ώστε να είναι λειτουργικός µέσα σε βακτηριακά 

κύτταρα. 

3.3.3.1 Έκφραση GST- και MBP-χιµαιρικών πρωτεϊνών 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

PBS 1x: 140 mM NaCl, 3 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,6 στους 

25
ο
C  

Column buffer: 20 mM Tris-HCl, pH 7,4 , 200 mM NaCl, 1 mM EDTA 

∆ιάλυµα λύσης βακτηριακών κυττάρων: ∆ιάλυµα PBS που περιέχει 1% Triton Χ-100 

(T6878, Sigma), 0,2 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride), 20 µg/mL 
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λευπεπτίνης (leupeptin, 1017101, Roche), 20 µg/mL αντιπαΐνης (antipain, 

A6191, Sigma-Aldrich), 1 ταµπλέτα (ανά 10 mL διαλύµατος λύσης) από το 

µίγµα αναστολέων πρωτεασών Complete Mini, EDTA-free (11836170001, 

Roche Diagnostics). Στην περίπτωση των MBP-χιµαιρικών πρωτεϊνών, αντί για 

PBS χρησιµοποιείται column buffer 

Αναγωγικό διάλυµα διαλυτοποίησης δειγµάτων (2x SDS Sample buffer ή 2x 

Laemmli buffer): 100 mM Tris-HCl, pH 6,8 , 4% κ.ο. SDS, 20% κ.ο. 

γλυκερόλη, 0,2% κ.ο. κυανό της βρωµοφαινόλης, 200 mM β-

µερκαπτοαιθανόλη 

∆ιάλυµα έκπλυσης: PBS 1x, 1% Igepal (Sigma, I-3021). Στην περίπτωση των MBP-

χιµαιρικών πρωτεϊνών, αντί για PBS χρησιµοποιείται column buffer 

Λοιπά υλικά: θρεπτικό υλικό βακτηρίων LB, αντιβιοτικά αµπικιλλίνη και καναµυκίνη 

100 mg/mL, διάλυµα αραβινόζης 20%, διάλυµα γλυκόζης 0,2 g/mL, IPTG 

(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) 0,5 Μ, διάλυµα 50% σφαιριδίων 

γλουταθειόνης-σεφαρόζης (17-0756-01 ή 27-4574-01, Amersham Pharmacia) 

σε PBS 1x, διάλυµα 50% σφαιριδίων αµυλόζης-αγαρόζης (Ε8021, ΝΕΒ) σε 

column buffer, µηχάνηµα υπερήχων UP200S Ultrasonic processor (Hielscher 

GmbH) 

Πειραµατική διαδικασία: 

Από τους θετικούς και επιβεβαιωµένους κλώνους των συντηγµένων, χιµαιρικών 

πρωτεϊνών που θέλουµε να εκφράσουµε σε βακτήρια (παράγραφος 3.2.2), αποµονώθηκε 

πλασµιδιακό DNA (Παράγραφος 3.2.1.1), µε το οποίο έγινε µετασχηµατισµός της 

βακτηριακής σειράς BL21 (DE3) του E. coli για να ακολουθήσει έκφραση. Τα BL21 

(DE3) είναι κύτταρα που επιτρέπουν πρωτεϊνική έκφραση µεγάλης αποδοτικότητας σε 

οποιοδήποτε επισωµατικό γονίδιο που είναι υπό τον έλεγχο ενός T7 υποκινητή και 

διαθέτει περιοχή πρόσδεσης ριβοσώµατος. Μετά το µετασχηµατισµό, επιλέχθηκαν 

αποικίες BL21 κυττάρων που αναπτύχθηκαν σε τρυβλία µε το κατάλληλο αντιβιοτικό, 

και τα κύτταρα αυτών των αποικιών αναπτύχθηκαν σε 5 mL θρεπτικό υλικό LB µε 

αντιβιοτικό (βλ. παράγραφο 3.1.1.1) υπό συνεχή ανάδευση στους 37
ο
C για 16 ώρες. 

Αφού αποθηκεύθηκε glycerol stock από τις νέες καλλιέργειες (500 µL διαλύµατος 

βακτηρίων µε 300 µL γλυκερόλης), συνεχίστηκε η επώαση των υπόλοιπων 
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ανεπτυγµένων βακτηρίων (4,5 mL) υπό τις ίδιες συνθήκες σε υγρές καλλιέργειες 

µεγαλύτερου όγκου θρεπτικού υλικού LB (500 mL) µε το αντίστοιχο αντιβιοτικό. Όταν η 

µέτρηση της οπτικής απορρόφησης (Optical Density, O.D.) των καλλιεργειών στα 600 

nm φτάσει την τιµή 0,5-0,6 (επώαση για 3-4 ώρες), τότε γίνεται επαγωγή της έκφρασης 

των γονιδίων που βρίσκονται στους µετασχηµατισµένους φορείς µε τη χρήση του 

κατάλληλου παράγοντα επαγωγής. 

Στην περίπτωση των GST-συντηγµένων πεπτιδίων της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς 

και του καρβοξυτελικού άκρου των οπιοειδών υποδοχέων, η επαγωγή γίνεται µε 

προσθήκη διαλύµατος αραβινόζης σε τελική συγκέντρωση 0,2% και συνέχιση της 

επώασης στους 37
ο
C για 3-4 ώρες. Αντίστοιχα, στην περίπτωση της επαγωγής της 

έκφρασης των επισηµασµένων µε MBP χιµαιρικών πρωτεϊνών καθώς και των GST 

ελλειµµατικών τµηµάτων των καρβοξυτελικών άκρων, η επαγωγή γίνεται µε την 

προσθήκη IPTG τελικής συγκέντρωσης 0,5 mM και συνέχιση της επώασης στις ίδιες 

συνθήκες για επιπλέον 3-4 ώρες. Ειδικότερα για την περίπτωση των MBP-χιµαιρικών 

πρωτεϊνών, προστίθεται επίσης διάλυµα γλυκόζης σε τελική συγκέντρωση 0,2 mg/mL, 

ώστε να ανασταλεί η παραγωγή ενζύµων έναντι της µαλτόζης από τα βακτήρια. Μετά το 

πέρας της επαγωγής, το υλικό της καλλιέργειας φυγοκεντρείται στα 2.600 x g (4.000 

rpm, φυγόκεντρος Sorvall, κεφαλή GSA) και το ίζηµα των κυττάρων συλλέγεται. Το 

ίζηµα διαλυτοποιείται σε 20 mL από διάλυµα λύσης βακτηρίων και υπόκειται σε 

υπερήχους (0,5 Amplitude, κύκλοι υπερήχων των 30 δευτερολέπτων µε παύση 30 

δευτερολέπτων, ρύθµιση 0,5 sec), ώστε να γίνει η λύση των κυττάρων. Στη συνέχεια, το 

διάλυµα επωάζεται στους 4
ο
C για 1 ώρα έτσι ώστε να ολοκληρωθεί η λύση των 

βακτηρίων, και ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 160.000 x g (µέσος όρος 50.000 rpm, σε 

φυγόκεντρο Beckman L8-80M Ultra Centrifuge µε κεφαλή 75Ti) για 1 ώρα στους 4
ο
C 

ώστε να κατακρηµνιστούν τα θραύσµατα των κυττάρων και άλλα ογκώδη σωµατίδια. Το 

υπερκείµενο, το οποίο περιλαµβάνει το σύνολο των κυτταροπλασµατικών βακτηριακών 

πρωτεϊνών καθώς και την επαγόµενη πρωτεΐνη σε µεγάλο ποσοστό, συλλέγεται και 

προστίθεται γλυκερόλη σε τελική συγκέντρωση 50% κ.ο. 

Για την επιβεβαίωση της επιτυχούς επαγωγής και της καθαρότητας των GST 

χιµαιρικών πρωτεϊνών, 1 mL πρωτεϊνικού διαλύµατος επωάζεται µε 50 µL διαλύµατος 

50% σφαιριδίων γλουταθειόνης-σεφαρόζης σε PBS υπό ανάδευση σε θερµοκρασία 
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δωµατίου ώστε να ακινητοποιηθεί στα σφαιρίδια η υπό µελέτη GST-χιµαιρική πρωτεΐνη. 

Μετά από επαναλαµβανόµενα πλυσίµατα (3 φορές) µε 500 µL διαλύµατος έκπλυσης (για 

έκπλυση των υπόλοιπων πρωτεϊνών) η GST-χιµαιρική πρωτεΐνη εκλούεται µε 30 µL 2x 

Laemmli buffer. Ακολουθεί περαιτέρω ανάλυση µε ηλεκτροφόρηση ακρυλαµίδης (SDS-

PAGE) σε πήκτωµα 12%  και ανοσοεντόπιση του GST επιτόπου κατά Western ή/και 

χρώση µε coomassie. Παράλληλα, στην ηλεκτροφόρηση αναλύονται και ακατέργαστα 

δείγµατα βακτηρίων από το στάδιο πριν και µετά την επαγωγή, που προκύπτουν µετά 

από απευθείας λύση 5 και 10 µL διαλύµατος βακτηρίων µε αντίστοιχη ποσότητα 2x 

Laemmli buffer. Αυτό γίνεται για την παρακολούθηση της πορείας επαγωγής των 

πρωτεϊνών. Αντίστοιχη διαδικασία ακολουθείται και για την επιβεβαίωση της έκφρασης 

των MBP-χιµαιρικών πρωτεϊνών, µε τη διαφορά ότι στην περίπτωση αυτή 

χρησιµοποιείται διάλυµα 50% σφαιριδίων αµυλόζης-αγαρόζης η οποία εξισορροπείται 

σε column buffer ώστε να ακινητοποιηθεί και αποµονωθεί η εκάστοτε MBP-συντηγµένη 

πρωτεΐνη. 

3.3.3.2 Έκφραση His-RGS4 και His-4Box 

Τo cDNA της RGS4 πρωτεΐνης αρουραίου βρίσκεται σε έναν τροποποιηµένο 

πλασµιδιακό φορέα pQE60, ο οποίος τοποθετεί έναν επίτοπο 6xHis στο αµινοτελικό 

άκρο της πρωτεΐνης (MGHHHHHHG-). Η αποµόνωση της His-RGS4 έγινε µε µικρή 

τροποποίηση του πρωτοκόλλου που περιγράφεται από τους Popov et al., 1997. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

LB: 170 mM NaCl (1% κ.o.), 0,5% κ.ο. εκχύλισµα ζύµης, 1% κ.ο. βακτηριακή τρυπτόνη 

PBS 1x: βλ. παράγραφος 3.3.1 

TBP 5x: 250 mM Tris, pH 8, 100 mM β-µερκαπτοαιθανόλη, 500 µΜ PMSF (το PMSF 

προστίθεται φρέσκο λίγο πριν το πείραµα) 

∆ιάλυµα λύσης για διαλυτές πρωτεΐνες: TBP 1x, 10 mM ιµιδαζόλιο, 2 ταµπλέτες 

Complete Mini, EDTA-free, 0,2 mg/mL λυσοζύµη, 10 mg/mL leupeptin και 

antipain 

∆ιάλυµα λύσης για αδιάλυτες πρωτεΐνες:  20 mM Tris-HCl, pH 8, 8 M ουρία, 100 mM 

NaCl 
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∆ιάλυµα ανταλλαγής: 50 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-

ethanesulfonic acid), 5 mM EDTA, 1mM DTT (Dithiothreitol, διθειοθρεϊτόλη), 

pH 8 

Λοιπά υλικά: αντιβιοτικό αµπικιλλίνη 100 mg/mL, IPTG 100 mM, 50% διάλυµα 

σφαιριδίων Ni-ΝΤΑ (Nickel-nitrilotriacetic acid), κολώνες συµπύκνωσης 

(Amicon Ultra-4, UFC8 005 08, Millipore), γλυκερόλη 100% 

Πειραµατική διαδικασία: 

Η επαγωγή της πρωτεΐνης ξεκινά από glycerol stock βακτηρίων JM109 που φέρουν 

το πλασµίδιο της His-RGS4 πρωτεΐνης. Ξύσµα από το glycerol stock τοποθετείται σε 5 

mL διαλύµατος LB µε αντιβιοτικό αµπικιλλίνη τελικής συγκέντρωσης 100 µg/mL και 

γίνεται επώαση στους 37
ο
C για 16 ώρες υπό ανάδευση. Στη συνέχεια η καλλιέργεια 

τοποθετείται σε 500 mL θρεπτικού LB µε αµπικιλλίνη 100 µg/mL και όταν η O.D.600= 

0,5 προστίθεται IPTG τελικής συγκέντρωσης 0,5 mΜ για να ξεκινήσει η επαγωγή της 

His-RGS4 πρωτεΐνης. Ακολουθεί επώαση στους 37
ο
C για 3,5 ώρες και συλλογή του 

ιζήµατος των βακτηρίων µε φυγοκέντρηση, αναδιάλυση σε PBS 1x και νέα συλλογή του 

ιζήµατος σε δυο σωληνάκια των 50 mL µετά από φυγοκέντρηση (συνθήκες 

φυγοκέντρησης ίδιες µε 3.3.3.1). Αφού υπολογίζουµε µε ζύγιση το βάρος του ιζήµατος 

στα σωληνάκια, προσθέτουµε 5 mL διαλύµατος λύσης ανά γραµµάριο ιζήµατος 

βακτηρίων και αναδιαλύουµε το ίζηµα µε vortex. Ακολουθεί ανάδευση του διαλύµατος 

στους 4
ο
C, σε περιστρεφόµενο τροχό για 1 ώρα και θραύση των βακτηριακών κυττάρων 

µε υπερήχους (sonication) για 3 λεπτά συνολικά (κύκλοι 30 δευτερόλεπτα υπέρηχοι – 30 

δευτερόλεπτα παύση, amplitude 70%, ρύθµιση χρόνου 0,7 sec) σε πάγο. Στη συνέχεια 

γίνεται νέα ανάδευση σε περιστρεφόµενο τροχό για 30 λεπτά στους 4
ο
C και 

φυγοκέντρηση του λύµατος στα 29.000 x g (µέσος όρος 21.000 rpm, φυγόκεντρος 

Beckman L8-80M Ultra Centrifuge, κεφαλή 75Ti) για 30 λεπτά στους 4
ο
C. 

Παράλληλα µε αυτήν την διαδικασία προετοιµάζουµε και τα σφαιρίδια Ni-NTA που 

θα προσδέσουν την πρωτεΐνη µέσω του 6xHis επιτόπου. Για το λόγο αυτό, 2 mL από 

50% διαλύµατος σφαιριδίων φυγοκεντρούνται στα 2.150 x g (3.000 rpm, φυγόκεντρος 

MSE Harrier 18/80) στους 4
ο
C, το υπερκείµενο αφαιρείται και προστίθενται 10 mL Η2Ο. 

Γίνεται ανάδευση και νέα φυγοκέντρηση-αφαίρεση υπερκειµένου στις ίδιες συνθήκες και 

προστίθενται 2 mL διαλύµατος TBP 1x µε 50 mM NaCl. Ακολουθούν δυο επιπλέον 
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πλύσεις (φυγοκέντρηση-αφαίρεση υπερκειµένου) µε το ίδιο διάλυµα (TBP 1x, 50 mM 

NaCl) και στο τέλος προστίθεται 1 mL διαλύµατος TBP 1x µε 50 mM NaCl, έτσι ώστε  

να έχουµε ένα 50% διάλυµα σφαιριδίων. 

Μετά τη φυγοκέντρηση του λύµατος των βακτηρίων, το υπερκείµενο που περιέχει τις 

πρωτεΐνες τοποθετείται σε ένα σωληνάκι 50 mL µαζί µε τα 2 mL από το εξισορροπηµένο 

50% διάλυµα σφαιριδίων. Ακολουθεί ανάδευση σε περιστρεφόµενο τροχό για 1 ώρα 

στους 4
ο
C και τοποθέτηση του διαλύµατος σε πλαστική κολώνα αποµόνωσης σε 

περιβάλλον 4
ο
C (cold room). Αναµένουµε 20 λεπτά για να καθιζήσουν τα σφαιρίδια στο 

κάτω µέρος της κολώνας και στη συνέχεια ανοίγουµε το καπάκι και το πώµα της 

κολώνας για να αρχίσει η έκλουση. Το πρώτο έκλουµα καλείται 1
st
 flow και ακολουθούν 

διαδοχικές πλύσεις µε διαλύµατα αυξανόµενης συγκέντρωσης ιµιδαζολίου (Πίνακας 24) 

των οποίων τα εκλούµατα συλλέγουµε ξεχωριστά. ∆είγµατα από τα στάδια της επαγωγής 

της έκφρασης και της έκλουσης της His-RGS4 ηλεκτροφορούνται και ακολουθεί βαφή 

µε coomassie ή ανοσοεντόπιση µε αντίσωµα αντι-His, για να βεβαιωθούµε για τη σωστή 

πορεία της διαδικασίας. 

 

∆ιάλυµα TBP 1x που περιέχει: 

∆ιαδικασία 
Ποσότητα 

διαλύµατος Ποσότητα NaCl 
Ποσότητα 

ιµιδαζολίου 

1
η
 πλύση 10 mL 200 mM – 

2
η
 πλύση 10 mL 50 mM 20 mM 

3
η
 πλύση 10 mL 50 mM 40 mM 

4
η
 πλύση 10 mL 50 mM 40 mM 

Έκλουση 2,5 mL 50 mM 200 mM 

Τελική πλύση 2 mL 50 mM 400 mM 

 

Πίνακας 24. ∆ιαλύµατα των πλύσεων και της έκλουσης για την αποµόνωση της χιµαιρικής, 

ανασυνδιασµένης His-RGS4 πρωτεΐνης. Όσο αυξάνεται η ποσότητα του ιµιδαζολίου στο διάλυµα, 

τόσο αυξάνεται και η εκλουόµενη ποσότητα της πρωτεΐνης, καθώς το ιµιδαζόλιο ανταγωνίζεται την 

πρόσδεση των ιστιδινών στα ιόντα Ni
+2
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Για να χρησιµοποιήσουµε στα πειράµατά µας την αποµονωµένη RGS4 

ανασυνδιασµένη πρωτεΐνη θα πρέπει να αλλάξουµε το διάλυµα στο οποίο αυτή 

βρίσκεται, ώστε να απαλλαγούµε από τη β-µερκαπτοαιθανόλη, και στη συνέχεια να 

ακολουθήσει συµπύκνωση της πρωτεΐνης. Για το λόγο αυτό, το διάλυµα που παίρνουµε 

από την έκλουση τοποθετείται σε ειδική κολώνα συµπύκνωσης µε όριο αποκλεισµού τα 

5 KDa, και το αραιώνουµε µε 1 mL διαλύµατος ανταλλαγής. Ακολουθεί φυγοκέντρηση 

της κολώνας µε το διάλυµα στα 4.000 x g (5.200 rpm, φυγόκεντρος MSE Harrier 18/80) 

για 20 λεπτά στους 4
ο
C, ώστε να αποµακρυνθεί µέρος του νέου διαλύµατος ενώ η 

πρωτεΐνη κατακρατείται στην κολώνα. Στη συνέχεια, προστίθενται εκ νέου στο διάλυµα 

της πρωτεΐνης 2 mL διαλύµατος ανταλλαγής. Η φυγοκέντρηση επαναλαµβάνεται και 

προστίθενται διαδοχικά ακόµα 1 mL + 1 mL διαλύµατος ανταλλαγής. Η κολώνα 

φυγοκεντρείται και, όταν ο όγκος του δείγµατος µε την πρωτεΐνη µειωθεί περίπου στο 1 

mL, το υλικό αρχικά αναδεύεται ισχυρά µε την πιπέττα, και στη συνέχεια αφαιρείται και 

τοποθετείται σε σωληνάκι Eppendorf. Τέλος, προστίθεται γλυκερόλη σε τελική 

συγκέντρωση 40-50% (πριν την τοποθέτηση της γλυκερόλης κρατάµε 50 µL από το 

διάλυµα πρωτεΐνης ώστε να προσδιορισθεί η συγκέντρωση της πρωτεΐνης µε τη µέθοδο 

Bradford). 

 

Τo cDNA της RGS περιοχής της RGS4 πρωτεΐνης αρουραίου (4Box) βρίσκεται, 

επίσης, στον τροποποιηµένο πλασµιδιακό φορέα pQE60, ο οποίος τοποθετεί έναν 

επίτοπο 6xHis στο αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης (MGHHHHHHG-). Η αποµόνωση 

του πεπτιδίου His-4Box έγινε όπως περιγράφεται στο πρωτόκολλο των Popov et al., 

1997 και ξεκινά από καλλιέργεια βακτηριακών κυττάρων JM109 που περιέχουν το 

πλασµίδιο του His-4Box. Η επαγωγή της έκφρασης του πεπτιδίου στα βακτήρια γίνεται 

όπως και στην περίπτωση της His-RGS4. Για τη λύση των βακτηρίων χρησιµοποιήθηκε 

το διάλυµα λύσης για αδιάλυτες πρωτεΐνες και τα κύτταρα υποβλήθηκαν σε υπερήχους, 

στις ίδιες συνθήκες που αναφέρονται παραπάνω. Ακολουθεί φυγοκέντρηση του λύµατος 

στα 21.000 x g (µέσος όρος 18.000 rpm, φυγόκεντρος Beckman L8-80M Ultra 

Centrifuge, κεφαλή 75Ti) για 30 λεπτά στους 4
ο
C. Το υπερκείµενο τοποθετείται σε ένα 

σωληνάκι 50 mL µαζί µε τα 2 mL από το 50% διάλυµα σφαιριδίων. Ακολουθεί 

ανάδευση σε περιστρεφόµενο τροχό για 1 ώρα στους 4
ο
C και τοποθέτηση του 
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διαλύµατος σε πλαστική κολώνα αποµόνωσης σε περιβάλλον 4
ο
C (cold room). Στη 

συνέχεια ακολουθείται διαδικασία έκλουσης µε ταυτόχρονη επαναδιάταξη του πεπτιδίου 

στην κολώνα χρησιµοποιώντας 100 mL ενός κλιµακούµενης συγκέντρωσης διαλύµατος 

ουρίας µε εύρος συγκεντρώσεων 8 Μ έως 1 Μ ουρία. Στο τέλος γίνεται τελική πλύση µε 

10 mL διαλύµατος TBP 1x για να αποµακρυνθεί η ποσότητα της ουρίας που παραµένει. 

Η πρωτεΐνη εκλούεται από την κολώνα µε 9 mL διαλύµατος έκλουσης (TBP 1x, 50 mM 

NaCl, 200 mM ιµιδαζόλιο, βλ. Πίνακα 24) και συµπυκνώνεται µε ίδιου τύπου κολώνα 

συµπύκνωσης (όριο αποκλεισµού τα 5 KDa) και επαναλαµβανόµενες φυγοκεντρήσεις, 

όπως αναφέρεται και για την His-RGS4 παραπάνω. 

 

 

3.3.4 Μέθοδος προσδιορισµού της in vitro πρόσδεσης των GST και MBP 

χιµαιρικών πρωτεϊνών µε άλλες πρωτεΐνες (pull down assays) 

Η µέθοδος εφαρµόζεται για να µελετήσουµε in vitro την άµεση αλληλεπίδραση µιας 

πρωτεΐνης ή ενός πεπτιδίου µε µια άλλη πρωτεΐνη. Κατά τη µέθοδο αυτή 

χρησιµοποιούνται χιµαιρικές πρωτεΐνες που φέρουν στο αµινοτελικό ή καρβοξυτελικό 

άκρο του µορίου τους έναν επίτοπο όπως GST, MBP. Οι προς µελέτη χιµαιρικές 

πρωτεΐνες µπορούν να αλληλεπιδράσουν µέσω του επιτόπου που διαθέτουν µε ένα 

συµπληρωµατικό µόριο (π.χ. γλουταθειόνη, αµυλόζη), που βρίσκεται προσκολληµένο σε 

σφαιρίδια σταθερού και αδιάλυτου υλικού (π.χ. σφαιρίδια σεφαρόζης ή αγαρόζης). 

Αποτελεί ουσιαστικά µια παραλλαγή της µεθόδου χρωµατογραφίας συγγένειας. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

Column buffer: 20 mM Tris-HCl, pH 7,4 , 200 mM NaCl, 1 mM EDTA 

∆ιάλυµα επώασης: PBS 1x (ή column buffer για τα MBP-χιµαιρικά πεπτίδια, βλ. 

3.3.3.1), 0,2 mM PMSF, 20 µg/mL λευπεπτίνης, 20 µg/mL αντιπαΐνης, 1 

χάπι ανά 10 mL διαλύµατος επώασης από µίγµα αναστολέων πρωτεασών 

Complete Mini, EDTA-free 

∆ιάλυµα έκπλυσης: PBS 1x (ή column buffer για τα MBP-χιµαιρικά πεπτίδια), 1% 

Igepal (Sigma, I-3021) 
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Παράγοντας AMF: 100 mM NaF, 2 mM MgCl2, 100 µΜ AlF3, 1 mM GDP σε διάλυµα 

επώασης 

Αναγωγικό διάλυµα διαλυτοποίησης δειγµάτων (2x SDS Sample buffer ή 2x 

Laemmli buffer): 100 mM Tris-HCl, pH 6,8 , 4% κ.ο. SDS, 20% κ.ο. 

γλυκερόλη, 0,2% κ.ο. κυανό της βρωµοφαινόλης, 200 mM β-

µερκαπτοαιθανόλη 

Λοιπά υλικά: διάλυµα 50% σφαιριδίων γλουταθειόνης-σεφαρόζης σε PBS 1x, διάλυµα 

50% σφαιριδίων αµυλόζης-αγαρόζης σε column buffer 

Πειραµατική διαδικασία: 

500 µL διαλύµατος επώασης αναµιγνύονται µε 200-800 µL από την GST-χιµαιρική 

πρωτεΐνη µαζί µε σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης (50 µL διαλύµατος 50% σε PBS 

1x). Μετά από επώαση υπό ανάδευση για 30-45 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου, 

γίνεται έκπλυση τρεις φορές µε διάλυµα επώασης και τέλος τα σφαιρίδια µε την 

ακινητοποιηµένη GST-χιµαιρική πρωτεΐνη επαναδυαλύονται σε 180-190 µL διαλύµατος 

επώασης (τελικός όγκος δείγµατος 200 µL, τελική συγκέντρωση χιµαιρικής πρωτεΐνης 

0,5-1 µΜ). Ακολουθεί δεύτερη επώαση υπό ανάδευση µε 0,5-1 µΜ από την καθαρή, 

ανασυνδιασµένη πρωτεΐνη, για την οποία µας ενδιαφέρει να προσδιορίσουµε τυχόν 

αλληλεπίδραση µε το προς µελέτη χιµαιρικό πεπτίδιο (30 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου για τις Gα υποµονάδες και την His-RGS4, 15-20 λεπτά στους 4
ο
C για τις Gβγ 

υποµονάδες) και τα σύµπλοκα εκπλένονται 4-5 φορές µε 500 µL διαλύµατος έκπλυσης. 

Οι προσδεδεµένες πρωτεΐνες εκλούονται τέλος παρουσία 20 µL διαλύµατος 2x Laemmli 

buffer και αποδιατάσσονται στους 95
ο
C για 5 λεπτά. Τέλος τα δείγµατα αναλύονται σε 

SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση για να γίνει ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών των 

δηµιουργηθέντων συµπλόκων και να ακολουθήσει ο προσδιορισµός των προσδεδεµένων 

στα χιµαιρικά πεπτίδια πρωτεϊνών µε ανοσοεντόπιση. Για να γίνει η καθίζηση των 

σφαιριδίων κατά τις πλύσεις, τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στα 750 x g (3.000 rpm, 

φυγόκεντρος Eppendorf 5415C). 

Στην περίπτωση πειραµάτων όπου θέλουµε να προσδιορίσουµε την πρόσδεση µιας 

πρωτεΐνης που περιέχεται σε ένα κυτταρικό λύµα (π.χ. HA-RGS4, HA-∆ΝRGS4) µε ένα 

χιµαιρικό πεπτίδιο, λύµα από κύτταρα (0,5-1 mg ολικής πρωτεΐνης) επωάζεται µε το 

ακινητοποιηµένο χιµαιρικό πεπτίδιο (δεύτερη επώαση) για 1 ώρα στους 4
o
C υπό 
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ανάδευση. Τα ακινητοποιηµένα σύµπλοκα στα σφαιρίδια εκπλένονται τέσσερις φορές µε 

500 µL διαλύµατος έκπλυσης. 

Στην περίπτωση πειραµάτων για προσδιορισµό της δηµιουργίας ετεροτριµερών 

συµπλόκων πέραν των δυο πρωτεϊνών µε τη συµµετοχή της RGS4, των Gα υποµονάδων 

και των GST-χιµαιρικών πεπτιδίων, χρησιµοποιήθηκε ο παράγοντας AMF για να 

ενισχύσει την πρόσδεση της RGS4 στη Gα υποµονάδα (βλ. Εισαγωγή, Σχήµα 9 και 

Αποτελέσµατα, Παράγραφος 4.3.3). Για να παρασκευάσουµε το διάλυµα του παράγοντα 

AMF, υπολογίζουµε αρχικά ποσότητες για ένα συνολικό διάλυµα που θα χρειαστούµε 

για τα δείγµατα. Στη συνέχεια προσθέτουµε σε διάλυµα επώασης τα άλατα σε τελικές 

συγκεντρώσεις 100 mM NaF, 2 mM MgCl2 και 100 µΜ AlF3, τα οποία τα διαθέτουµε σε 

πυκνά διαλύµατα (0,5 M NaF, 200 mM MgCl2, 100 mM AlF3, αρχικές ενδεικτικές 

συγκεντρώσεις). Για την έναρξη του πειράµατος, η Gtα-GDP (0,5 µΜ) και η His-RGS4 

(0,5 µΜ) προ-επωάζονται αρχικά σε 190 µL διάλυµα επώασης παρουσία ή απουσία του 

παράγοντα AMF για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και στη συνέχεια για 20 λεπτά 

στους 4
o
C. Το διάλυµα αυτό προστίθεται στη συνέχεια σε σφαιρίδια γλουταθειόνης-

σεφαρόζης που περιέχουν την ακινητοποιηµένη GST-χιµαιρική πρωτεΐνη και ακολουθεί 

επώαση για 25 λεπτά στους 4
o
C. Στην συνέχεια γίνονται πλύσεις και τα δείγµατα 

ηλεκτροφορούνται, όπως αναφέρεται παρακάτω. 

Η ίδια πειραµατική διαδικασία ακολουθείται για τις MBP-χιµαιρικές πρωτεΐνες µε τις 

εξής διαφορές: ως διάλυµα επώασης και έκπλυσης χρησιµοποιείται το column buffer 

µαζί µε τους αναστολείς, αντί για PBS, ενώ ως µέσο ακινητοποίησης των πρωτεϊνών 

αυτών χρησιµοποιείται διάλυµα 50% σφαιριδίων αµυλόζης-αγαρόζης σε column buffer. 

 

3.3.5 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου (PolyAcrylamide 

Gel Electrophoresis – PAGE) 

Για το διαχωρισµό των πρωτεϊνών σε ένα πρωτεϊνικό δείγµα χρησιµοποιείται η 

µέθοδος της ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου. Ο 

διαχωρισµός των πρωτεϊνών γίνεται µε βάση το µέγεθος και το φορτίο τους, και αυτό 

επιτυγχάνεται µε την διέλευση των πρωτεϊνών µέσα από πόρους συγκεκριµένου 

µεγέθους σε ένα πήκτωµα, µετά από την εφαρµογή ενός ηλεκτρικού πεδίου. Το πήκτωµα 
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δηµιουργείται µε τον πολυµερισµό ακρυλαµιδίου και N,N’-µεθυλεν-δις-ακρυλαµιδίου 

(bis-acrylamide), µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό ενός τρισδιάστατου πλέγµατος, του 

οποίου το µέγεθος των πόρων εξαρτάται από τη συγκέντρωση των δυο παραπάνω 

ουσιών. Για τον διαχωρισµό των πρωτεϊνών µε βάση αποκλειστικά το µέγεθός τους, 

χρησιµοποιείται το ανιονικό απορρυπαντικό SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), οπότε η 

συγκεκριµένη µέθοδος καλείται SDS-PAGE. Το SDS προσδένεται στην πεπτιδική 

αλυσίδα των πρωτεϊνών και την αποδιατάσσει προσδίδοντάς τους ευθύγραµµο σχήµα, 

ενώ τους προσδίδει παράλληλα αρνητικό φορτίο, ανάλογο της µάζας της πρωτεΐνης 

(περίπου 1,4 g SDS ανά 1 g πρωτεΐνης). Οι πρωτεΐνες αποκτούν το ίδιο σχήµα και την 

ίδια αναλογία αρνητικό φορτίο-µάζα και εποµένως η µετακίνησή τους στο ηλεκτρικό 

πεδίο είναι αποτέλεσµα του µεγέθους και κατ’επέκταση και του µοριακού τους βάρους. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου: 30% µείγµατος ακρυλαµιδίου : bis-ακρυλαµιδίου (29% κ.ο. : 

1% κ.ο. αντίστοιχα) 

∆ιάλυµα πηκτώµατος επιστοίβαξης: 5,5% κ.ο. µείγµα ακρυλαµιδίου – δις-

ακρυλαµιδίου, 0,12 Μ Τris-HCl, pH 6,8 , 0,1% κ.ο. SDS, 0,05% κ.ο. 

γλυκερόλη, 0,06% κ.ο. υπερθειικό αµµώνιο-APS (ammonium persulfate, 

(NH4)2S2O8), 0,067% κ.ο. TEMED (N,N,N’,N’- 

tetramethylethylenediamine) 

∆ιάλυµα πηκτώµατος διαχωρισµού: 10% ή 12% κ.ο. µείγµα ακρυλαµιδίου – δις-

ακρυλαµιδίου, 0,375 Μ Τris-HCl, pH 8,8 , 0,1% κ.ο. SDS, 0,1% κ.ο. 

γλυκερόλη, 0,074% κ.ο. υπερθειικό αµµώνιο-APS, 0,025% κ.ο. TEMED 

Αναγωγικό διάλυµα διαλυτοποίησης δειγµάτων (2x SDS Sample buffer ή 2x 

Laemmli buffer): 100 mM Tris-HCl, pH 6,8 , 4% κ.ο. SDS, 20% κ.ο. 

γλυκερόλη, 0,2% κ.ο. κυανό της βρωµοφαινόλης, 200 mM β-

µερκαπτοαιθανόλη 

Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης: 25 mΜ Tris-HCl pH 8,3 , 0,1% κ.ο. SDS, 0,2 

Μ γλυκίνη 

Λοιπά υλικά: συσκευή ηλεκτροφόρησης Mini-Protean II Electrophoresis Cell και Mini-

Protean Tetra Cell της Bio-Rad 
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Πειραµατική διαδικασία: 

Για την ηλεκτροφόρηση, το διάλυµα ακρυλαµιδίου – δις-ακρυλαµιδίου και το 

ρυθµιστικό διάλυµα πηκτώµατος διαχωρισµού αναµιγνύονται για να παρασκευαστεί το 

πήκτωµα διαχωρισµού, η τελική συγκέντρωση του οποίου είναι 10% ή 12% κ.ο. σε 

ακρυλαµίδιο. Το µίγµα αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 45-60 λεπτά ώστε να 

πολυµεριστεί οµοιόµορφα και στη συνέχεια συναρµολογείται η συσκευή 

ηλεκτροφόρησης. Ακολουθεί η ανάµιξη των διαλυµάτων ακρυλαµίδιο – δις-ακρυλαµίδιο 

και ρυθµιστικό διάλυµα πηκτώµατος επιστοίβαξης για τον πολυµερισµό του πηκτώµατος 

επιστοίβαξης (τελική συγκέντρωση ακρυλαµιδίου 5,5%) µε την παράλληλη τοποθέτηση 

ειδικού «χτενιού» για τη δηµιουργία πηγαδιών όπου θα τοποθετηθούν τα πρωτεϊνικά 

δείγµατα. Ο πολυµερισµός διαρκεί 20-30 λεπτά. Τα πρωτεϊνικά δείγµατα τοποθετούνται 

στα πηγάδια του πηκτώµατος επιστοίβαξης µε τη βοήθεια σύριγγας Hamilton και στη 

συσκευή προστίθεται ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης. Η τάση που εφαρµόζεται 

στις πρωτεΐνες για την επιστοίβαξη είναι 100 Volts (20-30 λεπτά), ενώ όταν οι πρωτεΐνες 

εισέλθουν στο πήκτωµα διαχωρισµού η τάση αυξάνεται στα 120-170 Volts. Η 

ηλεκτροφόρηση τερµατίζεται όταν το µέτωπο της χρωστικής των δειγµάτων φτάσει στο 

τέλος του πηκτώµατος ή µόλις εξέλθει από αυτό (περίπου 1 ώρα). Μετά το τέλος της 

ηλεκτροφόρησης ακολουθεί χρώση του πηκτώµατος διαχωρισµού µε χρωστική 

coomassie ή ακολουθεί µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη PVDF και 

ανοσοαποτύπωση. 

 

3.3.6 Χρώση πηκτώµατος µε χρωστική coomassie 

Μια πρώτη εικόνα του διαχωρισµού των πρωτεϊνών µετά από την ηλεκτροφόρηση 

λαµβάνεται µε την απευθείας χρώση των πρωτεϊνών µέσα στο πήκτωµα διαχωρισµού. 

 

∆ιαλύµατα: 

∆ιάλυµα χρώσης πηκτώµατος: 0,1% κ.ο. Coomassie Brilliant blue G-250 (Sigma, B-

1131), 25% κ.ο. ισοπροπανόλη, 10% κ.ο. οξικό οξύ 

∆ιάλυµα αποχρωµατισµού πηκτώµατος: 40% κ.ο. µεθανόλη, 10% κ.ο. οξικό οξύ 
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Πειραµατική διαδικασία: 

Για την χρώση των πρωτεϊνών, το πολυµερισµένο πήκτωµα ακρυλαµίδης 

τοποθετείται στο διάλυµα χρώσης coomassie σε θερµοκρασία δωµατίου για 10-20 λεπτά, 

υπό συνεχή ανάδευση. Το διάλυµα χρώσης αφαιρείται και το πήκτωµα αποχρωµατίζεται 

µε διαδοχικές εκπλύσεις των 10 λεπτών µε διάλυµα αποχρωµατισµού πηκτώµατος, µε το 

οποίο αποχρωµατίζεται το υπόβαθρο και είναι δυνατή η εµφάνιση των πρωτεϊνικών 

ζωνών. Ο αποχρωµατισµός µπορεί να γίνει και ολονυκτίως για να µειωθεί το µπλε 

υπόβαθρο και να φανούν καλύτερα οι πρωτεϊνικές ζώνες. 

 

3.3.7 Μεταφορά πρωτεϊνών σε µεµβράνη και ανοσοαποτύπωση 

(Western blotting) 

Η µεταφορά πρωτεϊνών σε µεµβράνη είναι µια διαδικασία που σκοπό έχει τη 

µεταφορά των πρωτεϊνών, που έχουν διαχωριστεί µετά από ηλεκτροφόρηση, σε ένα 

µεµβρανικό υπόστρωµα που επιτρέπει την ανίχνευση µικρών ποσοτήτων πρωτεϊνών µε 

µεθόδους µεγάλης ευαισθησίας (ανοσοαποτύπωση). Η µεταφορά πρωτεϊνών από το 

πήκτωµα διαχωρισµού γίνεται σε µεµβράνες που αποτελούνται από νιτροκυτταρίνη ή 

polyvinylidene difluoride (PVDF). Βασική προϋπόθεση της µεταφοράς είναι να γίνεται 

πλήρως και µε τρόπο που να µην καταστρέφει το πρότυπο διαχωρισµού που έχει 

προκύψει από την ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών. Για τη µεταφορά των πρωτεϊνών από 

το πήκτωµα πολυ-ακρυλαµιδίου στη µεµβράνη εφαρµόζεται ηλεκτρική τάση, έτσι ώστε 

να µετακινηθούν προς τη µεµβράνη οι αρνητικά φορτισµένες πρωτεΐνες, των οποίων το 

φορτίο καθορίζεται από την ηλεκτροφόρηση και το αλκαλικό pH του ρυθµιστικού 

διαλύµατος µεταφοράς. 

Η ανοσοαποτύπωση επιτρέπει την ειδική ανίχνευση πρωτεϊνών που έχουν µεταφερθεί 

στη µεµβράνη µε τη χρήση αντισωµάτων. Η ανοσοαποτύπωση είναι ακριβής µέθοδος 

διότι βασίζεται στην ιδιότητα των αντισωµάτων να δεσµεύουν τις πρωτεΐνες που 

αναγνωρίζουν και είναι επίσης µια µέθοδος που επιτρέπει τη µόνιµη αποτύπωση 

πρωτεϊνών στο κατάλληλο µέσο (µεµβράνη, φωτογραφικό χαρτί, ηλεκτρονικό µέσο). 

Κατά τη διαδικασία της ανοσοαποτύπωσης η µεµβράνη επωάζεται µε αντισώµατα 

προκειµένου να ανιχνευθεί η παρουσία ή µη µιας συγκεκριµένης πρωτεΐνης. Για την 
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αποφυγή της µη ειδικής πρόσδεσης των αντισωµάτων στη µεµβράνη (εφόσον τα 

αντισώµατα είναι επίσης πρωτεΐνες που µπορεί να δεσµευθούν στη µεµβράνη), γίνεται εκ 

των προτέρων δέσµευση των ελεύθερων θέσεων της µεµβράνης µε τη χρήση γνωστών 

πρωτεϊνών, όπως είναι για παράδειγµα το άπαχο γάλα (περιέχει καζεΐνη), η ζελατίνη ή η 

αλβουµίνη. Η ανίχνευση της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος γίνεται έµµεσα µε την αρχική 

δέσµευση του πρώτου αντισώµατος που αναγνωρίζει έναν αντιγονικό επίτοπο της υπό 

έλεγχο πρωτεΐνης. Στη συνέχεια, αφού γίνει έκπλυση της µεµβράνης, επωάζεται η 

τελευταία µε ένα δεύτερο αντίσωµα, το οποίο αναγνωρίζει τη σταθερή περιοχή του 

πρώτου και είναι συζευγµένο µε κάποιο µόριο-ιχνηθέτη. Το µόριο-ιχνηθέτης είναι σε 

θέση να δώσει σήµα που είναι δυνατόν να ανιχνευθεί από απλά µέσα (συνήθως οπτικό 

σήµα). Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιούνται δεύτερα αντισώµατα συζευγµένα µε το 

ένζυµο υπεροξειδάση (HRP). Η HRP οξειδώνεται παρουσία υπεροξειδίου του υδρογόνου 

(Η2Ο2) και ακολούθως οξειδώνει την χηµική ένωση λουµινόλη. Το αποτέλεσµα είναι η 

εκποµπή ορατού φωτός που µπορεί να ανιχνευθεί και να αποτυπωθεί σε φωτοευαίσθητο 

φιλµ. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

∆ιάλυµα µεταφοράς σε µεµβράνη: 25 mM Tris-HCl, 0,2 M γλυκίνη, 20% κ.ο. 

µεθανόλη 

∆ιάλυµα έκπλυσης µεµβράνης: PBS 1x, 0,1% κ.ο. Tween-20 

Blocking buffer: ΡBS 1x, 5% κ.ο. άπαχο γάλα, 0,1% κ.ο. Tween-20 

∆ιάλυµα αραίωσης αντισώµατος: ΡBS 1x, 3% κ.ο. άπαχο γάλα, 0,1% κ.ο. Tween-20. 

Στην περίπτωση του αντι-HA αντισώµατος το διάλυµα περιλαµβάνει ΡBS 

1x, 0,05% κ.ο. Tween-20 (χωρίς γάλα). 

Σύστηµα ανίχνευσης µε χηµειοφωταύγεια για ανοσοαποτύπωση (enhanced chemi-

luminescence, ECL): ECL Western Blotting Substrate, 32209, Pierce και 

ECL Western Blotting Detection Reagents, RPN2209, Amersham 

Biosciences. Περιέχουν διάλυµα φωταύγειας-ενισχυτή και διάλυµα 

υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2)  

Λοιπά υλικά: Μεµβράνη µεταφοράς (PVDF Transfer Membrane, 88520, Pierce – 

Thermo Scientific και Hybond-P PVDF Membrane, RPN303F, Amersham 

Biosciences), συσκευή µεταφοράς (Mini Trans-Blot Electrophoretic 
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Transfer Cell, 170-3930, BioRad), µεθανόλη, φύλλα Whatmann 0,5 mm, 

φωτοευαίσθητο φιλµ (Super RX Medical X-ray film, 100 NIF, 18x24, 

Fujifilm), υγρό εµφάνισης φιλµ (G150 Developer, AGFA), υγρό 

σταθεροποίησης (G354 Manual Fixing Bath, AGFA), κασετίνα εµφάνισης 

Πειραµατική διαδικασία 

Αρχικά, η µεµβράνη PVDF στην οποία πρόκειται να µεταφερθούν οι πρωτεΐνες, 

επωάζεται σε µεθανόλη για 10 δευτερόλεπτα για να ενεργοποιηθεί, ξεπλένεται µε νερό 

για 5 λεπτά υπό ανάδευση και τοποθετείται για όσα λεπτά χρειάζονται επίσης υπό 

ανάδευση στο διάλυµα µεταφοράς για εξισορρόπηση. Μετά το τέλος της 

ηλεκτροφόρησης, το πήκτωµα διαχωρισµού πολυ-ακρυλαµιδίου τοποθετείται πάνω στη 

µεµβράνη PVDF µε τρόπο ώστε να µην παρεµβάλλεται αέρας, και εγκλείεται µεταξύ δυο 

φύλλων Whatmann ίδιας επιφάνειας και δυο σφουγγαριών εµβαπτισµένων σε διάλυµα 

µεταφοράς. Όλα αυτά συµπιέζονται µέσα σε ειδικές θήκες που τοποθετούνται στη 

συσκευή µεταφοράς µε τέτοιο προσανατολισµό ώστε οι αρνητικά φορτισµένες πρωτεΐνες 

να µεταφερθούν από το πήκτωµα στη µεµβράνη µε την εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου. Η 

µεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται µε εφαρµογή πεδίου σταθερής έντασης 390 mA, για 1,5 

ώρες, στους 4
ο
C (για να αποφευχθεί η υπερθέρµανση και αποδιάταξη των πρωτεϊνών). 

Η PVDF µεµβράνη που φέρει τις διαχωρισµένες πρωτεΐνες επωάζεται στη συνέχεια 

για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου υπό συνεχή ανάδευση σε Blocking buffer για να 

δεσµευθούν οι ελεύθερες θέσεις της µεµβράνης και να αποφευχθεί η µη ειδική πρόσδεση 

των αντισωµάτων σε αυτήν. Ακολουθεί γρήγορη έκπλυση της µεµβράνης µε διάλυµα 

έκπλυσης για 1-2 φορές και επώαση σε διάλυµα που περιέχει το πρώτο αντίσωµα σε 

κατάλληλη αραίωση για 16 ώρες, στους 4
ο
C υπό συνεχή ανακίνηση. Στη συνέχεια, η 

µεµβράνη εκπλένεται µε διάλυµα έκπλυσης, 4 φορές από 10-15 λεπτά και επωάζεται µε 

δεύτερο αντίσωµα αντι-mouse (074-1806), αντι-rabbit (074-1506) ή αντι-goat (14-13-06) 

(Kirkegaard and Perry Laboratories – KPL) σε αραίωση 1:10.000 στο διάλυµα αραίωσης 

αντισώµατος. Η επώαση γίνεται υπό ανάδευση για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου και 

ακολουθούν εκπλύσεις της µεµβράνης, 4-5 φορές για 10-15 λεπτά κάθε φορά, ώστε να 

αποµακρυνθεί η περίσσεια του δεύτερου αντισώµατος που δεν έχει προσδεθεί ειδικά. Η 

µεµβράνη µεταφέρεται σε σκοτεινό θάλαµο και η επιφάνειά της καλύπτεται από το µίγµα 
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των διαλυµάτων του συστήµατος ανίχνευσης χηµειοφωταύγειας (ECL, σε αναλογία 1:1) 

για 1 λεπτό. Η µεµβράνη, τέλος, καλύπτεται µε διαυγές και αδιάβροχο ελαστικό µέσο, 

στερεώνεται µέσα σε κασετίνα εµφάνισης και επάνω της τοποθετείται το φωτοευαίσθητο 

φιλµ. Το φιλµ εκτίθεται στη χηµειοφωταύγεια που εκπέµπει η µεµβράνη για διάφορα 

χρονικά διαστήµατα, ανάλογα µε την ένταση του εκπεµπόµενου σήµατος. Ακολουθεί 

εµφάνιση του φιλµ µε το υγρό εµφάνισης και στερέωσή του µε το υγρό σταθεροποίησης. 

 

3.3.8 Αποµάκρυνση αντισωµάτων από την PVDF µεµβράνη 

(απογύµνωση µεµβράνης ή stripping) 

Οι µεµβράνες PVDF που έχουν υποστεί ανοσοαποτύπωση είναι δυνατόν να 

ξαναχρησιµοποιηθούν για την ανίχνευση άλλων πρωτεϊνών που µας ενδιαφέρουν, αφού 

προηγηθεί αποµάκρυνση των αντισωµάτων της πρώτης ανοσοαποτύπωσης. 

∆ιαλύµατα: 

∆ιάλυµα αποµάκρυνσης αντισωµάτων (διάλυµα απογύµνωσης ή stripping buffer): 

100 mΜ β-µερκαπτοαιθανόλης, 2% κ.ο. SDS, 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,7 

∆ιάλυµα έκπλυσης µεµβράνης: PBS 1x, 0,1% κ.ο. Tween-20 

Blocking buffer: ΡBS 1x, 5% κ.ο. άπαχο γάλα, 0,1% κ.ο. Tween-20 

Πειραµατική διαδικασία: 

Η µεµβράνη εκπλένεται µε διάλυµα έκπλυσης, 2 φορές για 10 λεπτά, ώστε να 

αποµακρυνθούν οι παράγοντες ανίχνευσης χηµειοφωταύγειας και στη συνέχεια, 

επωάζονται σε stripping buffer για 30 λεπτά, στους 50
o
C, υπό συνεχή ανακίνηση. Η 

µεµβράνη εκπλένεται εκ νέου µε διάλυµα έκπλυσης, 3 φορές γρήγορα και ακολουθεί η 

δέσµευση των ελεύθερων θέσεων της µεµβράνης (blocking) και η ανοσοεντόπιση µε το 

κατάλληλο αντίσωµα, όπως περιγράφεται παραπάνω. 

 

3.3.9 Ανοσοκατακρήµνιση πρωτεϊνικών συµπλόκων από ζωντανά 

κύτταρα 

Η ανοσοκατακρήµνιση είναι µια µέθοδος που χρησιµοποιεί την ικανότητα ενός 

αντισώµατος (συνήθως µονοκλωνικού) να δεσµεύει εξειδικευµένα και µε υψηλή 
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συγγένεια ένα µοναδικό αντιγόνο, και έχει σκοπό την αποµόνωση µιας πρωτεΐνης από 

ένα µίγµα πρωτεϊνών. Το αντίσωµα δεσµεύει το αντιγόνο-πρωτεΐνη σε διάλυµα, και το 

σύµπλοκο πρωτεΐνη-αντίσωµα προσδένεται µέσω του αντισώµατος σε µήτρα σφαιριδίων 

(σφαιρίδια αγαρόζης). Η πρόσδεση του συµπλόκου πρωτεΐνης-αντισώµατος στα 

σφαιρίδια γίνεται είτε άµεσα είτε έµµεσα, µε τη διαµεσολάβηση µιας πρωτεΐνης που 

δεσµεύει τη συντηρηµένη περιοχή των αντισωµάτων, όπως η πρωτεΐνη A ή/και η 

πρωτεΐνη G. Τα υπόλοιπα µόρια του πρωτεϊνικού µίγµατος που δεν έχουν δεσµευθεί από 

το αντίσωµα, αποµακρύνονται µε επαναλαµβανόµενες πλύσεις. Είναι αρκετά ευαίσθητη 

τεχνική διότι επιτρέπει την ανίχνευση πρωτεϊνών που βρίσκονται σε µικρές 

συγκεντρώσεις σε ένα διάλυµα, καθώς αποµονώνει την ανοσοεντοπισµένη πρωτεΐνη από 

ένα διάλυµα χιλιάδων διαφορετικών πρωτεϊνών και την συµπυκνώνει (αυξάνει τη 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης µέχρι και 10.000 φορές).  

Η µέθοδος της συν-ανοσοκατακρήµνισης βασίζεται στην ανοσοκατακρήµνιση, µε τη 

διαφορά ότι ο σκοπός της δεν είναι να αποµονώσει µια µοναδική πρωτεΐνη από ένα 

µίγµα, αλλά είναι σχεδιασµένη να αποµονώσει µια γνωστή πρωτεΐνη µαζί µε 

οποιαδήποτε άλλη άγνωστη πρωτεΐνη αλληλεπιδρά µε το αντιγόνο αυτό. Σε αυτήν την 

περίπτωση, η γνωστή πρωτεΐνη καλείται πρωτεΐνη-«δόλωµα» (bait) και η άγνωστη 

πρωτεΐνη/ες που αλληλεπιδρούν µε αυτό καλούνται πρωτεΐνες-«λεία» (prey). Οι 

αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες µπορεί να είναι µέλη ενός πρωτεϊνικού συµπλόκου, 

σηµατοδοτικά µόρια ενός µονοπατιού σηµατοδότησης, δοµικές πρωτεΐνες κ.α. Με την 

µέθοδο της συν-ανοσοκατακρήµνισης αποµονώνονται συγκεκριµένα πρωτεϊνικά 

σύµπλοκα, τα οποία στη συνέχεια µε τις µεθόδους της SDS-PAGE ηλεκτροφόρησης και 

ανοσοεντόπισης µπορούν να ανιχνευθούν σε µεµβράνη PVDF και να αποτυπωθούν σε 

φωτοευαίσθητο φιλµ. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

∆ιάλυµα έκπλυσης: PBS 1x, 100 µΜ Na3VO4 και 1 mM PMSF 

∆ιάλυµα λύσης:10 mM Tris, pH 7,6 , 1% Triton X-100, 5 mM Na2EDTA.H2O, 50 mM 

NaCl, 30 mM Na4P207.10H2O, 50 mM NaF, 100 µΜ Na3VO4, 1 mM 

PMSF, 2 µg/ml λευπεπτίνη, 2 µg/ml αντιπαΐνη, 2 µg/ml βενζαµιδίνη 

(benzamidine, Sigma-Aldrich), 1 ταµπλέτα (ανά 10 mL διαλύµατος 

λύσης) από το µίγµα αναστολέων πρωτεασών Complete Mini, EDTA-free 
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(εναλλακτικά βάζουµε διάλυµα 25x, που προέρχεται από τη διάλυση µιας 

ταµπλέτας Complete, EDTA-free, 11873580001 Roche Diagnostics, σε 2 

mL ddH2O) 

Αντισώµατα: Monoclonal αντι-myc (9Β11, 2276, Cell Signaling Technology Inc.), 

monoclonal αντι-flag (F1804, Sigma), polyclonal αντι-HA (H6908, 

Sigma), αντι-RGS4 (N-16, sc-6204, Santa Cruz Biotechnology), αντι-Goα 

(OC1), αντι-Giα2 (SG3), αντι-Gαi-3 (C-10, sc-262, Santa Cruz 

Biotechnology), αντι-Gβ (Τ-20, sc-378, Santa Cruz Biotechnology) 

Οροί µη ανοσοποιηµένων οργανισµών: Φυσιολογικός ορός κουνελιού (normal rabbit 

serum, NRS, sc-2027, Santa Cruz), Φυσιολογικός ορός ποντικού (normal 

mouse serum, NMS, sc-2025, Santa Cruz) 

Σφαιρίδια κατακρήµνισης ανοσοσυµπλόκων: Protein A-Agarose Immuno-

precipitation Reagent (sc-2001, Santa Cruz), Protein A/G PLUS-Agarose 

Immunoprecipitation Reagent (sc-2003, Santa Cruz) 

Αναγωγικό διάλυµα διαλυτοποίησης δειγµάτων (2x SDS Sample buffer ή 2x 

Laemmli buffer): βλ. παράγραφο 3.3.5 

Πειραµατική διαδικασία: 

Κύτταρα ΗΕΚ293 σταθερά επιµολυσµένα µε τον myc-σηµασµένο µ-OR (Μ27) ή τον 

flag-σηµασµένο δ-OR (flag-δ-OR) αναπτύσσονται σε τρυβλία διαµέτρου 100 mm και 

διαµολύνονται παροδικά µε το πλασµίδιο που περιλαµβάνει το cDNA που κωδικοποιεί 

την HA-RGS4 (5 µg) ή άλλο πλασµίδιο, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.1.2.4. 48 

ώρες µετά την διαµόλυνση, τα κύτταρα επωάζονται απουσία (κύτταρα µάρτυρες) ή 

παρουσία 1 µΜ οπιοειδούς αγωνιστή DAMGO (Ε7384, Sigma) ή DSLET (1170, Tocris 

Bioscience) για 5 λεπτά. Μετά το τέλος της επώασης τα κύτταρα ξεπλένονται µε ψυχρό 

διάλυµα έκπλυσης, λύονται µε ψυχρό (4
ο
C) διάλυµα λύσης και φυλάσσονται στον πάγο 

για 30 λεπτά, ώστε να παρεµποδιστεί η δράση των πρωτεασών που αποικοδοµούν τις 

πρωτεΐνες. Ακολουθεί συλλογή των κυτταρικών λυµάτων και φυγοκέντρηση τους στα 

750 x g (3.000 rpm, φυγόκεντρος Eppendorf 5415C) για 10 λεπτά στους 4
ο
C, ώστε να 

διαχωριστούν οι διαλυτές πρωτεΐνες από τα αδιάλυτα συστατικά των κυττάρων. Η 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης υπολογίζεται στα δείγµατα µε τη µέθοδο Bradford 

(παράγραφος 3.3.2). 500-1.000 µg κυτταρικών λυµάτων επωάζονται µε 4 µg κατάλληλου 
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αντισώµατος ή την αντίστοιχη ποσότητα από φυσιολογικό ορρό ποντικού ή κουνελιού, 

και τα δείγµατα επωάζονται υπό ανάδευση στους 4
ο
C για 15-18 ώρες, ώστε να 

σχηµατιστούν τα ανοσοσύµπλοκα. Στη συνέχεια, στα δείγµατα προστίθενται 30-40 µL 

από σφαιρίδια κατακρήµνισης ανοσοσυµπλόκων. Τα ανοσοσύµπλοκα επωάζονται τρεις 

επιπλέον ώρες υπό ανάδευση σε περιστρεφόµενο τροχό στους 4
ο
C. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στα 750 x g (3.000 rpm) για 5 λεπτά στους 4
ο
C. Τέλος, τα 

κατακρηµνίσµατα ξεπλένονται 3 φορές µε παγωµένο διάλυµα λύσης, οι 

κατακρηµνισµένες πρωτεΐνες επαναδιαλύονται σε 30 µL 2x Laemmli buffer και το 

δείγµα βράζεται στους 100
ο
C, για 5 λεπτά. Ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών γίνεται µε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου (12%) παρουσία SDS και ακολουθεί 

µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη PVDF, όπως προαναφέρθηκε. 

Στην περίπτωση των πειραµάτων ανοσοκατακρήµνισης για τον προσδιορισµό 

πιθανών συµπλόκων µεταξύ RGS4 και Gβγ, κύτταρα COS-7 διαµολύνονται µε την HA-

RGS4 (5 µg) και τον µ-OR (3 µg) σε τρυβλία 100 mm, όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 3.1.2.4. Την επόµενη µέρα τα κύτταρα αποκολλούνται από τα τρυβλία µε τη 

βοήθεια θρυψίνης, συλλέγονται µε φυγοκέντρηση και τοποθετούνται σε 6-well-plates. 24 

ώρες µετά ακολουθεί ενεργοποίηση µε αγωνιστή DAMGO και ανοσοκατακρήµνιση, 

όπως περιγράφεται παραπάνω. 

 

3.3.10 Προσδιορισµός της φωσφορυλιωµένης ERK κινάσης 

Για να προσδιορίσουµε την ενεργοποίηση των ERK κινασών µετά από την 

ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων µε αγωνιστές, ανιχνεύουµε τα επίπεδα των 

φωσφορυλιωµένων ERK1,2 κινασών σε κύτταρα HEK293 που εκφράζουν σταθερά τον 

myc-µ-OR ή τον flag-δ-OR υποδοχέα. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

∆ιάλυµα λύσης: όπως το διάλυµα λύσης στην ανοσοκατακρήµνιση πρωτεϊνών 

(παράγραφος 3.3.9) µε την προσθήκη µίγµατος αναστολέων φωσφατασών 

(Phosphatase Inhibitor Cocktail 2, P5726, Sigma-Aldrich, 5 µL από το 

κοκτέιλ σε 1 mL διαλύµατος λύσης [αραίωση 1:200]) 



 
Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε υποδοχείς που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες 

 

 126 

Θρεπτικό υλικό απουσία ορού: ρυθµιστικό διάλυµα DMEM, πενικιλίνη 100 units/mL, 

στρεπτοµυκίνη 100 µg/mL, 2 mM γλουταµίνη, 5% όξινο ανθρακικό 

νάτριο, pH 7,2. 

Λοιπά υλικά: PBS 1x, DAMGO, DSLET, αντισώµατα έναντι ERK1,2 και pERK1,2 

πρωτεϊνών 

Πειραµατική διαδικασία 

Κύτταρα Μ27 ή flag-δ-OR που εκφράζουν σταθερά τους µ- ή δ-OR αντίστοιχα, 

διαµολύνονται, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.1.2.4. Το θρεπτικό υλικό 

αφαιρείται από τα 6-well plates 5-16 ώρες πριν την προσθήκη των οπιοειδών αγωνιστών 

και αντικαθίσταται µε φρέσκο θρεπτικό υλικό απουσία ορού, για να αποφευχθεί η δράση 

των αυξητικών παραγόντων που επηρεάζουν άµεσα τη φωσφορυλίωση των MAPKs. Στη 

συνέχεια, τα κύτταρα επωάζονται µε τους αγωνιστές DAMGO, DSLET (1 µΜ) ή EGF 

για συγκεκριµένες χρονικές περιόδους (2-30 λεπτά) στους 37
ο
C. Μετά το τέλος της 

επώασης το θρεπτικό υλικό µε τον αγωνιστή αποµακρύνεται και τα κύτταρα ξεπλένονται 

µε 1 mL/πηγαδάκι από ψυχρό διάλυµα PBS 1x (4
ο
C). Τα κύτταρα λύονται µε ψυχρό 

διάλυµα λύσης (80-120 µL/πηγαδάκι) και φυλάσσονται στον πάγο για 30 λεπτά, ώστε να 

λυθούν πλήρως και να παρεµποδιστεί η δράση των πρωτεασών και κυρίως των 

φωσφατασών, οι οποίες µειώνουν τα επίπεδα φωσφορυλιωµένων ERK που θέλουµε να 

προσδιορίσουµε. Ακολουθεί συλλογή των κυτταρικών λυµάτων σε σωληνάκια τύπου 

Eppendorf και φυγοκέντρηση τους στα 750 x g (3.000 rpm, φυγόκεντρος Eppendorf 

5415C) για 10 λεπτά στους 4
ο
C, ώστε να διαχωριστούν οι διαλυτές πρωτεΐνες από τα 

αδιάλυτα συστατικά των κυττάρων. Η συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης (υπερκείµενο) 

υπολογίζεται στα δείγµατα µε τη µέθοδο Bradford και 50 µg πρωτεΐνης από τα δείγµατα 

αναµιγνύονται µε 2x Laemmli buffer και βράζονται στους 100
o
C για 5 λεπτά. Ακολουθεί 

ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (12%) παρουσία SDS, 

µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη PVDF και ανοσοαποτύπωση όπως έχει ήδη 

αναλυθεί παραπάνω (παράγραφοι 3.3.5 και 3.3.7). Η ανίχνευση των φωσφορυλιωµένων 

ERK1,2 γίνεται µε τη χρήση ειδικού µονοκλωνικού αντισώµατος που αναγνωρίζει και τις 

δυο µορφές (αντι-pERK, Ε-4, sc-7383, Santa Cruz Biotechnology), σε αραίωση 1:1.000. 

Για την ποσοτικοποίηση των ERK πρωτεϊνών, η ίδια µεµβράνη PVDF υπόκειται σε 

διαδικασία αφαίρεσης των αρχικών αντισωµάτων (stripping) και στη συνέχεια επωάζεται 
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µε πολυκλωνικό αντίσωµα που αναγνωρίζει τις ERK1,2 πρωτεΐνες (αντι-ERK1, C-16, sc-

93, Santa Cruz Biotechnology, αραίωση 1:1.000), για να ακολουθήσει η διαδικασία της 

ανοσοαποτύπωσης. 

 

3.3.11 Συνεστιακή µικροσκοπία 

Προκειµένου να προσδιοριστεί ο υποκυτταρικός εντοπισµός πρωτεϊνών ή άλλων 

µακροµορίων που εκφράζονται στα κύτταρα, εφαρµόζεται η µέθοδος της συνεστιακής 

µικροσκοπίας. Είναι µια µέθοδος µικροσκοπίας που βασίζεται στην παρατήρηση 

ιχνηθετηµένων µορίων σε µικροσκόπιο φθορισµού. Στο απλό µικροσκόπιο φθορισµού 

χρησιµοποιείται µονοχρωµατική ακτινοβολία συγκεκριµένου µήκους κύµατος από πηγή 

υπεριώδους ακτινοβολίας, που διεγείρει µόρια µε ιδιαίτερη δοµή, δεσµευµένα ή 

συντηγµένα µε τις προς µελέτη πρωτεΐνες σε ένα κυτταρικό παρασκεύασµα. Η διέγερση 

των ιχνηθετηµένων µορίων έχει ως αποτέλεσµα την εκποµπή φωτός σε µεγαλύτερο 

µήκος κύµατος που ανιχνεύεται µε τη βοήθεια ειδικών φίλτρων του µικροσκοπίου. Η 

διέγερση αυτή εφαρµόζεται σε ολόκληρο το υπό µελέτη δείγµα και συνεπώς ο 

προκαλούµενος φθορισµός ανιχνεύεται συνολικά από το οπτικό πεδίο. Αντίθετα, το 

συνεστιακό µικροσκόπιο εστιάζει την ακτινοβολία σε ένα επίπεδο εστίασης και 

χρησιµοποιεί ένα χωρικό φίλτρο έµπροσθεν του ανιχνευτή ώστε να εξαλείψει την 

πληροφορία που είναι εκτός εστίασης. Καθώς ανιχνεύεται µόνο ο φθορισµός που 

παράγεται πολύ κοντά στο εστιακό επίπεδο, η ανάλυση της εικόνας, ιδιαίτερα στο σηµείο 

του βάθους που έχει επιλεγεί, είναι πολύ καλύτερη από αυτή του κλασικού µικροσκοπίου 

φθορισµού. Με την τεχνική αυτή µπορούµε να δηµιουργήσουµε και τρισδιάστατες 

εικόνες από τη διαδοχική παράθεση εικόνων από διαφορετικά εστιακά επίπεδα, 

δηµιουργώντας έτσι µια ολοκληρωµένη εικόνα για τη τρισδιάστατη διάταξη των υπό 

µελέτη πρωτεϊνών µέσα σε ένα κύτταρο. 

Στην παρούσα µελέτη οι πρωτεΐνες ενδιαφέροντος δεν είναι συντηγµένες µε µόρια 

που φθορίζουν. Αντίθετα, η ανίχνευση των πρωτεϊνών γίνεται µε τη χρήση ειδικών 

αντισωµάτων: χρησιµοποιείται ένα πρώτο αντίσωµα για την αναγνώριση του επιτόπου µε 

τον οποίο είναι συντηγµένη κάθε πρωτεΐνη (HA, myc, flag) και εν συνεχεία 

χρησιµοποιούνται αντι-mouse ή αντι-rabbit αντισώµατα που είναι συζευγµένα, όχι µε 
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HRP, αλλά µε χρωµοφόρες οµάδες, όπως η Alexa Fluor 568 και η FITC (fluorescein 

isothiocyanate), οι οποίες ενεργοποιούνται και φθορίζουν σε διαφορετικά µήκη κύµατος. 

∆ιαλύµατα και υλικά 

PBS 1x, αποστειρωµένο: βλ. παράγραφο 3.3.1, χρησιµοποιείται για όλα τα διαλύµατα 

∆ιάλυµα poly-D-Lysine: 0,01% κ.ο. poly-D-lysine hydrobromide (P6407, Sigma) σε 

PBS 

Αγωνιστές: DAMGO (Ε7384, Sigma), DSLET (1170, Tocris Bioscience) σε θρεπτικό 

υλικό κυττάρων 

∆ιάλυµα µονιµοποίησης: 3,7% κ.ο. φορµαλδεΰδη ή 4% κ.ο. παραφορµαλδεϋδη σε PBS 

∆ιάλυµα διάτρησης µεµβρανών: 0,1% κ.ο. Triton X-100 σε PBS 

Blocking buffer: 3% BSA σε PBS 

1
α
 Αντισώµατα: αντι-HA (H6908, Sigma), anti-myc (9Β11, Cell Signaling), monoclonal 

αντι-flag M2 (F1804, Sigma) 

2
α
 Αντισώµατα: Alexa Fluor 568 goat anti-mouse IgG (H+L) (A11004, Molecular 

Probes-Invitrogen), FITC-conjugated goat anti-rabbit IgG (H+L) (111-

095-003, Jackson Immunoresearch Laboratories) 

∆ιάλυµα αραίωσης αντισωµάτων: 1% BSA σε PBS. Όλα τα αντισώµατα διαλύονται σε 

αυτό το διάλυµα πριν τη χρήση τους 

Μίγµα προσκόλλησης: Vectashield Mounting Medium (H-1000, Vector Laboratories 

Inc.) 

Λοιπά υλικά: 12-well plates, πλαστικές καλυπτρίδες κυκλικές (διάµετρος 18 mm), 

γυάλινες αντικειµενοφόρες πλάκες, διάλυµα βερνικιού 

Πειραµατική διαδικασία: 

Προετοιµασία καλυπτρίδων: Η παρατήρηση των κυττάρων στο µικροσκόπιο 

φθορισµού γίνεται µε τη δηµιουργία µονιµοποιηµένων δειγµάτων σε αντικειµενοφόρες 

πλάκες που καλύπτονται από καλυπτρίδες. Το πρώτο βήµα της διαδικασίας περιλαµβάνει 

την καλλιέργεια των κυττάρων πάνω στις καλυπτρίδες, και για αυτό προαπαιτείται 

επικάλυψη των καλυπτρίδων µε poly-D-Lysine. Έτσι, οι καλυπτρίδες τοποθετούνται σε 

πλαστικό δοχείο µε διάλυµα 1 M HCl για 30 λεπτά και έπειτα ξεπλένονται 3 φορές µε 

δισαπεσταγµένο (ddH2O) για 5 λεπτά υπό ανάδευση. Οι καλυπτρίδες στη συνέχεια 
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τοποθετούνται όρθιες µέσα στα πηγαδάκια ενός τρυβλίου µε 12 θέσεις (12-well plate, 

διάµετρος πηγαδιού 22 mm) και στεγνώνονται σε κλίβανο 37
ο
C (τουλάχιστον 30 λεπτά). 

Ακολουθεί τοποθέτηση των καλυπτρίδων στον πυθµένα των πηγαδιών, επώασή τους 

µέσα στα πηγαδάκια µε διάλυµα poly-D-Lysine για 1 ώρα υπό ανάδευση στους 37
ο
C (1 

mL διαλύµατος ανά πηγαδάκι) και πλύση µε αποστειρωµένο ddH2O (1mL ανά 

πηγαδάκι), 3 φορές για 5 λεπτά υπό ανακίνηση. Τέλος, οι καλυπτρίδες στεγνώνονται 

στον κλίβανο των κυττάρων στους 37
ο
C (τουλάχιστον 30 λεπτά) και υποβάλλονται µαζί 

µε τα τρυβλία σε ακτινοβολία UV για 16 ώρες ώστε να αποστειρωθούν (τουλάχιστον 4 

ώρες). 

Ενεργοποίηση µε αγωνιστές, µονιµοποίηση κυττάρων και διάτρηση µεµβρανών: 

Κύτταρα Μ27 ή flag-δ-OR που εκφράζουν σταθερά τον myc-µ-OR ή τον flag-δ-OR 

αντίστοιχα διαµολύνονται µε την HA-RGS4 και καλλιεργούνται σε 12-well plates µε 

καλυπτρίδες, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.1.2.4. Τα κύτταρα καλλιεργούνται 

µέχρι τελικής πληρότητας (confluency) που να µην ξεπερνάει το 60-70% (την ηµέρα του 

πειράµατος). Στη συνέχεια τα κύτταρα επωάζονται παρουσία ή απουσία 5 µΜ DAMGO 

ή 10 µΜ DSLET για 15 λεπτά ή 1 ώρα στους 37
ο
C (1 mL διαλύµατος αγωνιστή ανά 

πηγαδάκι). Με το πέρας της επώασης τα κύτταρα ξεπλένονται γρήγορα δυο φορές µε 1 

mL PBS ανά πηγαδάκι, και επωάζονται για επιπλέον 10 λεπτά σε προθερµασµένο (37
ο
C) 

διάλυµα µονιµοποίησης (1 mL ανά πηγαδάκι), υπό ήπια ανάδευση. Στη συνέχεια γίνεται 

2-3 φορές πλύση µε PBS για 5 λεπτά (1 mL ανά πηγαδάκι) και επώαση των κυττάρων µε 

διάλυµα διάτρησης µεµβρανών για 5 λεπτά υπό ήπια ανάδευση (1 mL ανά πηγαδάκι), 

ώστε οι µεµβράνες των κυττάρων να γίνουν διαπερατές. Ακολουθεί πλύση των κυττάρων 

για άλλες 2-3 φορές µε PBS για 5 λεπτά και επώαση µιας ώρας υπό ανάδευση σε 

θερµοκρασία δωµατίου µε blocking buffer (1 mL ανά πηγαδάκι), ώστε να δεσµευθούν οι 

ελεύθερες θέσεις µε την πρωτεΐνη αλβουµίνη. 

Ανοσοεντοπισµός: Μετά το τέλος της επώασης τα κύτταρα ξεπλένονται µε PBS 2 φορές 

για 5 λεπτά και στη συνέχεια επωάζονται για 16 ώρες στους 4
ο
C µε το αντι-HA 

(αραίωση 1:400-1:500, για την ανίχνευση της HA-επισηµασµένης RGS4) και το αντι-

myc (αραίωση 1:1250, για την ανίχνευση του myc-επισηµασµένου µ-OR) αντίσωµα (ή 

µε το αντι-flag αντίσωµα, αραίωση 1:120-1:170, στην περίπτωση των flag-δ-OR 

κυττάρων) σε διάλυµα αραίωσης αντισώµατος (0,8-1 mL ανά πηγαδάκι). Η επώαση µε 
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το αντι-HA και τα αντι-myc/αντι-flag γίνεται ταυτόχρονα ή όχι ανάλογα µε το σχεδιασµό 

του πειράµατος για κάθε δείγµα. Την επόµενη µέρα τα κύτταρα ξεπλένονται 3 φορές µε 

διάλυµα PBS για 10 λεπτά υπό ήπια ανάδευση (1 mL ανά πηγαδάκι) και επωάζονται µε 

τα δεύτερα αντισώµατα αντι-mouse Alexa Fluor 568 (αραίωση 1:1000, κόκκινο χρώµα 

για τους υποδοχείς µ-OR ή δ-OR) και αντι-rabbit FITC (αραίωση 1:250, πράσινο χρώµα 

για την RGS4) για µια ώρα σε διάλυµα αραίωσης αντισώµατος (1 mL ανά πηγαδάκι, 

ήπια ανάδευση). Η επώαση µε το αντι-mouse και το αντι-rabbit γίνεται ταυτόχρονα ή όχι 

ανάλογα µε το σχεδιασµό του πειράµατος για κάθε δείγµα. Τα τρυβλία κατά τη διάρκεια 

της επώασης είναι καλυµµένα µε αλουµινόχαρτο για να µην αποτρέπεται η είσοδος του 

φωτός που καταστρέφει τα φθορίζοντα µόρια των δεύτερων αντισωµάτων. 

Προετοιµασία δειγµάτων και παρατήρηση στο µικροσκόπιο: Τέλος, 

πραγµατοποιούνται 2-3 πλύσεις µε διάλυµα PBS για 10 λεπτά και οι καλυπτρίδες µε τα 

προσκολληµένα και κατεργασµένα σε αυτές κύτταρα τοποθετούνται σε 

αντικειµενοφόρες πλάκες µε τη διαµεσολάβηση 15-20 µL µίγµατος προσκόλλησης και 

στεγανοποιούνται πλήρως µε τη βοήθεια διαλύµατος βερνικιού. Αυτή η διαδικασία 

πραγµατοποιείται σε περιβάλλον χαµηλού φωτισµού και τα δείγµατα παραµένουν 

καλυµµένα µε αλουµινόχαρτο για όσο το δυνατόν περισσότερο χρονικό διάστηµα. Αφού 

τα δείγµατα στεγνώσουν και στεγανοποιηθούν καλά, ακολουθεί η παρατήρηση των 

κυττάρων αρχικά σε µικροσκόπιο φθορισµού για να εκτιµηθεί η σωστή χρώση των 

δειγµάτων. Στη συνέχεια τα δείγµατα παρατηρούνται µε τη χρήση ενός µικροσκοπίου 

Nikon Eclipse E600, που είναι συνδεδεµένο µε ένα συνεστιακό µικροσκόπιο σάρωσης 

MRC-1024 της Bio-Rad µε λυχνία laser κρυπτού/αργού (γραµµές διέγερσης 488 nm, 568 

nm και 647 nm). Τα φίλτρα εκποµπής που χρησιµοποιούνται είναι το 522/35 για την 

ανίχνευση του FITC χρωµοφόρου (διέγερση στα 488 nm) και το 605/32 για την 

ανίχνευση του χρωµοφόρου Alexa Fluor 568 (διέγερση στα 568 nm). Οι φωτογραφίες 

των δειγµάτων αποκτήθηκαν µε τη χρήση 40x και 60x αντικειµενικών φακών µε τη 

βοήθεια του λογισµικού Bio-Rad LaserSharp v2000. Τα οριζόµενα χαρακτηριστικά του 

λογισµικού που χρησιµοποιήθηκαν για την απόκτηση των φωτογραφιών είναι: ένταση 

laser (power) 3-30%, διάµετρος ίριδας (iris) 3-4 mm, ενίσχυση (gain) 900-1200. 
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3.3.12 Ανάλυση πρωτεϊνικών συµπλόκων RGS4 – i4 πεπτιδίου µε 

ηλεκτροφόρηση υπό µη αποδιατακτικές συνθήκες (native gel 

electrophoresis) 

Η ανάλυση πρωτεϊνικών συµπλόκων µε ηλεκτροφόρηση υπό µη αποδιατακτικές 

συνθήκες είναι µέθοδος διαχωρισµού πρωτεϊνών ελλείψη µετουσιωτικών συνθηκών 

όπως είναι τα απορρυπαντικά, η ουρία κ.α. Κάτω από µη αποδιατακτικές συνθήκες οι 

πρωτεΐνες διατηρούν τις ανώτερες δοµές τους (δευτεροταγής, τριτοταγής δοµή) και η 

κινητικότητα των πρωτεϊνών στο πήκτωµα πολυ-ακρυλαµίδης εξαρτάται αποκλειστικά 

από τις φυσικές τους ιδιότητες όπως το σχήµα, το µέγεθος και το φυσικό φορτίο. 

Συνεπώς, µπορούν να προσδιοριστούν διάφορα φυσικά χαρακτηριστικά των 

διαχωριζόµενων πρωτεϊνών όπως είναι το φυσικό σχήµα-µέγεθος, το φορτίο τους, αλλά 

επίσης και οι αλληλεπιδράσεις που µπορεί να έχουν µε άλλες πρωτεΐνες. Με αυτόν τον 

τρόπο τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα που υποβάλλονται σε ηλεκτροφόρηση υπό µη 

αποδιατακτικές συνθήκες, παραµένουν συνδεδεµένα χωρίς αλλαγή της δοµής τους, όπως 

στην περίπτωση συµπλόκων µέσα σε ένα κύτταρο. Υπό φυσιολογικές συνθήκες το 

φορτίο των πρωτεϊνών οφείλεται στο άθροισµα των φορτίων των αµινοξέων τους. Για το 

λόγο αυτό, στην ηλεκτροφόρηση υπό µη αποδιατακτικές συνθήκες εφαρµόζεται βασικό 

pH για τις όξινες πρωτεΐνες, ώστε αυτές να φορτίζονται αρνητικά και να µετακινούνται 

προς τον θετικό πόλο. Αντίθετα, στην περίπτωση των βασικών πρωτεϊνών εφαρµόζεται 

όξινο pH, ώστε να φορτίζονται θετικά και να µετακινούνται προς τον αρνητικό πόλο 

(αντιστροφή πόλων) (Wittig and Schägger, 2005). 

 

∆ιαλύµατα: 

∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου: 30% µείγµατος ακρυλαµιδίου : bis-ακρυλαµιδίου (29% κ.ο. : 

1% κ.ο. αντίστοιχα) 

Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης: 40 mΜ οξικό οξύ, 80 mM β-αλανίνη, pH 4,4 

∆ιάλυµα πηκτώµατος διαχωρισµού: 10% κ.ο. µίγµατος ακρυλαµιδίου – δις-

ακρυλαµιδίου, ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης, 0,1% κ.ο. 

γλυκερόλη, 0,074% κ.ο. υπερθειικό αµµώνιο-APS, 0,025% κ.ο. TEMED 
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∆ιάλυµα διαλυτοποίησης δειγµάτων (2x sample buffer): 40 mΜ οξικό οξύ, 80 mM β-

αλανίνη, pH 4,4, 30% κ.ο. γλυκερόλη, 0,1% κ.ο. κυανό της 

βρωµοφαινόλης 

∆ιάλυµα µεταφοράς σε µεµβράνη: 25 mM Tris-HCl, 0,2 M γλυκίνη, 20% κ.ο. 

µεθανόλη, 1% SDS 

 

Πειραµατική διαδικασία: 

Επώαση RGS4 µε το πεπτίδιο i4: Για να µελετηθεί η ενδεχόµενη αλληλεπίδραση της 

RSG4 µε την πεπτιδική αλληλουχία των οπιοειδών υποδοχέων που αντιστοιχεί στο i4 

πεπτίδιο, επωάζονται αρχικά η His-RGS4 και το i4 πεπτίδιο µε την αναγωγική ουσία 

DTT σε ξεχωριστές αντιδράσεις. Το DTT προκαλεί λύση των δεσµών S-S σε κάθε 

πρωτεΐνη, και µε αυτόν τον τρόπο αποτρέπεται ο ενδεχόµενος αυθόρµητος σχηµατισµός 

ετεροδιµερών µεταξύ του i4 πεπτιδίου και της RGS4 µέσω δεσµών S-S µεταξύ των 

κυστεϊνών που διαθέτουν και τα δυο πεπτίδια, όταν ακολουθήσει αντίδραση συνεπώασης 

µεταξύ τους. Με αυτήν την διαδικασία δεν οδηγούµαστε σε λάθος συµπεράσµατα για το 

σχηµατισµό συµπλόκων µεταξύ RGS4 και i4 πεπτιδίου. Έτσι, επωάζονται 16 µg (0,62 

nmol) της RGS4 µε 1 mM τελική συγκέντρωση DTT σε δισαπεσταγµένο νερό, για κάθε 

δείγµα αντίδρασης αλληλεπίδρασης που έχουµε σχεδιάσει (Πίνακας 25). Παράλληλα, 

επωάζονται 840 µM του i4 πεπτιδίου µε 4 mM DTT καθώς και 1 mM του NH2 πεπτιδίου 

µε 4 mM DTT σε δισαπεσταγµένο νερό (όλες είναι τελικές συγκεντρώσεις και 

υπολογίζουµε ένα γενικό µίγµα για όλες τις αντιδράσεις αλληλεπίδρασης). Η επώαση 

κάθε πεπτιδίου µε το DTT διαρκεί 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια, η 

RGS4 συνεπωάζεται µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του i4 πεπτιδίου (τελικές 

συγκεντρώσεις 10-500 µΜ) σε διάλυµα δισαπεσταγµένου Η2Ο τελικού όγκου 10 µL 

(τελική συγκέντρωση RGS4, 62 µΜ). Η επώαση γίνεται σε πάγο (4
ο
C) για 2 ώρες. 

Ακολουθεί προσθήκη στα δείγµατα από 10 µL 2x sample buffer (όχι βράσιµο) και 

ηλεκτροφόρηση σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα. 

Ηλεκτροφόρηση σε µη αποδιατακτικές συνθήκες: Πιλοτικά πειράµατα έδειξαν ότι η 

µη αποδιαταγµένη His-RGS4 διαφεύγει από το πήκτωµα του ακρυλαµιδίου και 

κατευθύνεται προς την άνοδο, όταν χρησιµοποιείται το ρυθµιστικό διάλυµα της SDS-

PAGE ηλεκτροφόρησης. Αυτό συµβαίνει διότι η His-RGS4 είναι βασική πρωτεΐνη (pI 
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8,69) και αποκτά θετικό φορτίο σε pH 8,3 , όπως είναι το pH του ρυθµιστικού 

διαλύµατος ηλεκτροφόρησης στην SDS-PAGE. Για το λόγο αυτό, το ρυθµιστικό 

διάλυµα ηλεκτροφόρησης και το διάλυµα διαλυτοποίησης δειγµάτων που 

χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα µέθοδο έχουν όξινο pH (pH 4,4) για να προσδίδουν 

στην RGS4 ισχυρό θετικό φορτίο, ενώ παράλληλα αντιστράφηκαν οι πόλοι της 

ηλεκτροφόρησης. Με αυτόν τον τρόπο η θετικά φορτισµένη His-RGS4 εισέρχεται και 

µετακινείται µέσα στο πήκτωµα. Στις ίδιες συνθήκες το i4 πεπτίδιο (DENFKRCFRQLC) 

αποκτά επίσης θετικό φορτίο (έχει pI 8,06) και µετακινείται και αυτό µέσα στο πήκτωµα. 

 

Τελικές ποσότητες ή συγκεντρώσεις αντιδρώντων Αντιδράσεις 

επώασης/συνεπώασης RGS4 i4 πεπτίδιο DTT 

RGS4 + DTT 16 µg (0,62 nmol) ανά 

αντίδραση 

- 1 mM 

i4 πεπτίδιο + DTT - 840 µΜ 4 mM 

NH2 πεπτίδιο + DTT - 1 mM 4 mM 

16 µg (62 µΜ) 10 µΜ 

16 µg (62 µΜ) 100 µΜ 

16 µg (62 µΜ) 300 µΜ 

RGS4 + i4 πεπτίδιο σε DTT 

(τελικός όγκος 10 µL) 

16 µg (62 µΜ) 500 µΜ 

16 µg (62 µΜ) 100 µΜ 

RGS4 + NH2 πεπτίδιο σε DTT 

16 µg (62 µΜ) 500 µΜ 

X 

Πίνακας 25. Αντιδράσεις επώασης πεπτιδίων για την ανάλυση πρωτεϊνικών συµπλόκων RGS4 

πρωτεΐνης - i4 πεπτιδίου. Στο πάνω µέρος του πίνακα περιγράφονται οι αρχικές αντιδράσεις επώασης 

της RGS4 και του i4 πεπτιδίου µε το DTT. Στο κάτω µέρος του πίνακα περιγράφονται οι αντιδράσεις 

συνεπώασης της RGS4 µε το i4 πεπτίδιο και µε το NH2 πεπτίδιο, που εφαρµόστηκαν για την 

ανίχνευση των συµπλόκων RGS4 πρωτεΐνης - i4 πεπτιδίου στο πείραµα. Η συγκέντρωση του DTT σε 

αυτές τις συνεπωάσεις απεικονίζεται µε X γιατί δεν έχει σηµασία σε αυτό το στάδιο του πειράµατος 

 

Η παρασκευή του µη αποδιατακτικού πηκτώµατος βασίζεται εν γένει στην ήδη 

αναφερόµενη διαδικασία (παράγραφος 3.3.5) µε τις εξής διαφορές: δεν χρησιµοποιείται 
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το απορρυπαντικό SDS και στα πρωτεϊνικά δείγµατα προστίθεται διάλυµα 

διαλυτοποίησης πρωτεϊνών που δεν περιέχει SDS, ενώ δεν ακολουθεί βρασµός. Το 

πήκτωµα διαχωρισµού που χρησιµοποιείται είναι 10% κ.ο. σε ακρυλαµίδιο – δις-

ακρυλαµίδιο, ενώ δεν δηµιουργείται διάλυµα επιστοίβαξης. Μετά τον πολυµερισµό του 

µη αποδιατακτικού πηκτώµατος διαχωρισµού (30-45 λεπτά) και τη δηµιουργία στο ίδιο 

µέσο των φρεατίων για τα δείγµατα, τοποθετούνται µε πολύ προσοχή τα δείγµατα στο 

πήκτωµα µε τη χρήση σύριγγας Hamilton. Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση στα 90 Volt για 

50 λεπτά (οι πόλοι είναι ανεστραµµένοι και το µέτωπο δεν πρέπει να εξέλθει από το 

πήκτωµα). Μετά την ηλεκτροφόρηση ακολουθεί χρώση µε τη µέθοδο coomassie (βλ. 

παράγραφος 3.3.6) ή µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη PVDF και 

ανοσοαποτύπωση. 

Μεταφορά πρωτεϊνών σε µεµβράνη και ανοσοαποτύπωση: Για την ανοσοαποτύπωση, 

το µη αποδιατακτικό πήκτωµα επωάζεται για 45 λεπτά υπό ανάδευση σε διάλυµα 

µεταφοράς σε µεµβράνη, το οποίο περιλαµβάνει 1% SDS. Σε αυτή τη φάση δεν είναι 

απαραίτητη η έλλειψη αποδιατακτικών συνθηκών, καθώς τα πιθανά σύµπλοκα έχουν ήδη 

σχηµατιστεί και διαχωριστεί και είναι έτοιµα να µεταφερθούν σε µεµβράνες PVDF. Το 

SDS φορτίζει αρνητικά τα πεπτίδια και η µεταφορά στην PVDF µεµβράνη γίνεται 

ευκολότερα, ενώ το πρότυπο διαχωρισµού των πιθανών συµπλόκων δεν µεταβάλλεται. Η 

µεταφορά των πρωτεϊνών και η ανοσοαποτύπωση γίνεται όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 3.3.7, η δε αναγνώριση της πρωτεΐνης RGS4 γίνεται µε τη χρήση του αντι-

His αντισώµατος (µονοκλονικό, 631212, Clontech, αραίωση 1:3.000). 

 

3.4  Φαρµακολογικές Μέθοδοι 

 

3.4.1 Μελέτες εκτόπισης (displacement ή ψυχρός κορεσµός) 

Οι µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για να χαρακτηρίσουν φαρµακολογικά έναν 

υποδοχέα στηρίζονται στην αρχή ότι, όταν ένα δείγµα υποδοχέα επωάζεται µε έναν 

προσδέτη του για αρκετό χρονικό διάστηµα, τότε θα επέλθει κατάσταση ισορροπίας κατά 

την οποία δηµιουργείται µια ποσότητα συµπλόκου υποδοχέα-προσδέτη. Αυτή η αρχή 

µπορεί να περιγραφεί από την εξίσωση (1): 
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R + L  RL (1) 

Στην εξίσωση (1) µε R συµβολίζεται ο υποδοχέας και µε L ο προσδέτης, ενώ µε RL 

το σύµπλοκο υποδοχέα-προσδέτη. 

Ο προσδιορισµός της πρόσδεσης ενός µορίου σε έναν υποδοχέα σε κατάσταση 

ισορροπίας γίνεται µε δυο τρόπους: τη µελέτη κορεσµού (saturation) ενός υποδοχέα σε 

έναν ιχνηθετηµένο προσδέτη (θερµός κορεσµός) και τη µελέτη συναγωνιστικής 

εκτόπισης (displacement) (Kenakin, 2006). Η µελέτη θερµού κορεσµού παρακολουθεί 

άµεσα την πρόσδεση ενός µορίου ανίχνευσης (ραδιoσηµασµένο, φθορίζον) στον 

υποδοχέα και προσδιορίζει το µέγιστο αριθµό θέσεων πρόσδεσης (αριθµός υποδοχέων) 

και την συγγένεια πρόσδεσης του προσδέτη, έχει όµως το µειονέκτηµα ότι είναι 

απαραίτητο το µόριο να είναι ανιχνεύσιµο. Τα πειράµατα συναγωνιστικής εκτόπισης 

αποσκοπούν στη µελέτη της ικανότητας µη ιχνηθετηµένων προσδετών (ψυχροί 

προσδέτες) να συναγωνίζονται τις ίδιες θέσεις πρόσδεσης στους υποδοχείς µε έναν 

γνωστό και ιχνηθετηµένο προσδέτη, και έτσι είναι δυνατός ο προσδιορισµός της 

συγγένειας του ψυχρού προσδέτη για τον υποδοχέα. Εν ολίγοις, οι προς µελέτη ψυχροί 

προσδέτες χρησιµοποιούνται για να εκτοπίσουν τα προσδεδεµένα στους υποδοχείς µόρια 

ανίχνευσης και η µείωση στο σήµα χρησιµοποιείται για να ποσοτικοποιηθεί η συγγένεια 

των µελετούµενων µορίων. 

Στα πειράµατα συναγωνιστικής εκτόπισης, η συγκέντρωση του υποδοχέα, η 

συγκέντρωση του ραδιοσηµασµένου προσδέτη και ο χρόνος είναι σταθερά, ενώ η 

συγκέντρωση του ψυχρού προσδέτη είναι µεταβλητή. Όταν η συγκέντρωση του ψυχρού 

προσδέτη είναι µηδέν, τότε ένα µέρος του υποδοχέα θα είναι προσδεδεµένο µε 

ραδιοσηµασµένο προσδέτη, όπως περιγράφεται από την εξίσωση (1). Με την αύξηση της 

συγκέντρωσης του ψυχρού προσδέτη, ο ψυχρός προσδέτης θα ανταγωνίζεται µε τον 

ραδιοσηµασµένο προσδέτη για τη θέση πρόσδεσης στον υποδοχέα. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσµα να µειώνεται η συγκέντρωση του ελεύθερου υποδοχέα και εποµένως και η 

συγκέντρωση του συµπλόκου υποδοχέας-ραδιοσηµασµένος προσδέτης. Η εξίσωση που 

συνδέει τη συγκέντρωση του προσδεδεµένου ραδιοσηµασµένου προσδέτη (Β) µε τη 

συγκέντρωση του ψυχρού προσδέτη (Ι) είναι η (2): 
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 Β = 
)/1(

max

iD KIKF

FB

++

⋅
 (2) 

Bmax: ο µέγιστος αριθµός των θέσεων πρόσδεσης του υποδοχέα στο δείγµα 

F: η συγκέντρωση του ελεύθερου ραδιοσηµασµένου προσδέτη 

ΚD: η σταθερά διάστασης που εκφράζει τη συγγένεια του ραδιοσηµασµένου 

προσδέτη για τον υποδοχέα και είναι ουσιαστικά η συγκέντρωση του ραδιοσηµασµένου 

προσδέτη που έχει ως αποτέλεσµα 50% ειδική πρόσδεση στον υποδοχέα 

Κi: καλείται σταθερά εκτόπισης και εκφράζει τη συγγένεια του ψυχρού προσδέτη για 

τον υποδοχέα 

Μια άλλη παράµετρος που προκύπτει από την εξίσωση (2) είναι η συγκέντρωση 

αναστολής 50% ή IC50, η οποία είναι η συγκέντρωση του ψυχρού προσδέτη που 

αναστέλει (εκτοπίζει) το 50% της ειδικής πρόσδεσης του ραδιοσηµασµένου προσδέτη. 

Στην παρούσα µελέτη τα πειράµατα εκτόπισης πραγµατοποιήθηκαν σε µεµβράνες 

από κύτταρα HEK293 που εκφράζουν σταθερά το µ-OR, επισηµασµένο µε τον επίτοπο 

Glu-Glu (ΕΕ). Στόχος των πειραµάτων αυτών είναι η µελέτη της επίδρασης της 

πρωτεΐνης RGS4 στην συγγένεια πρόσδεσης του υποδοχέα για τους αγωνιστές του. 

 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

Ραδιοσηµασµένη διπρενορφίνη: [
3
Η]-διπρενορφίνη, ειδική ενεργότητα (specific 

activity) 53 Ci/mmol (ΝΕΤ-1121, PerkinElmer) 

Μη ραδιοσηµασµένοι προσδέτες: ανταγωνιστής: ναλοξόνη,  αγωνιστής: DAMGO 

Ρυθµιστικό διάλυµα επώασης ανταγωνιστών: 50 mΜ Tris-HCl, pH 7,5 , 100 mM 

NaCl, 10 mM MgCl2 

Ρυθµιστικό διάλυµα έκπλυσης: 50 mΜ Tris-HCl pH 7,5 

Υγρός σπινθηριστής: 3% PPO (2,5-Diphenyloxazole), 0,3% POPOP (2,2’-(1,4-

phenylene)bis[5-phenyl-oxazol]) σε τολουόλιο 

∆ιάλυµα αποµόνωσης µεµβρανών: βλ. παράγραφος 3.3.1 
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Λοιπά υλικά: φίλτρα ινών υάλου grade GF/B, κυκλικά (24 mm, 1821024 ή 25 mm, 

1821025, Whatman) ή µεγάλα φύλλα για συσκευή Brandel (FP-100, Grade GF/B Fired, 

size 2 ¼” 12 ¼”, Brandel Inc.) 

 

Πειραµατική διαδικασία: 

Στα πειράµατα συναγωνιστικής εκτόπισης οπιοειδών χρησιµοποιούνται µεµβρανικά 

παρασκευάσµατα από κύτταρα EE-HEK που έχουν παρασκευαστεί όπως περιγράφεται 

στην παράγραφο 3.3.1. Πειράµατα ειδικής πρόσδεσης του τριτιωµένου οπιοειδή 

ανταγωνιστή διπρενορφίνη ([
3
Η]-διπρενορφίνη) έδειξαν ότι οι µεµβράνες των EE-HEK 

περιλαµβάνουν κατά µέσο όρο 3 pmol υποδοχέα ανά mgr πρωτεΐνης. 

Το µεµβρανικό παρασκεύασµα των EE-HEK κυττάρων κλασµατώνεται σε πλαστικά 

σωληνάκια (20 µg πρωτεΐνης/σωληνάκι). Τα δείγµατα αυτά επωάζονται µε σταθερή 

συγκέντρωση 2,5 nM του ραδιοσηµασµένου προσδέτη [
3
Η]-διπρενορφίνη (πλησίον της 

σταθεράς συγγένειας KD της διπρενορφίνης για τον υποδοχέα), ο οποίος είναι διαλυµένος 

σε ρυθµιστικό διάλυµα επώασης ανταγωνιστών, και µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

«ψυχρού» µη ραδιοσηµασµένου αγωνιστή DAMGO, σε ένα εύρος τιµών 10 nM-100 µM 

(τελικός όγκος 200 µL). Τα δείγµατα επωάζονται στους 30
ο
C για 45 λεπτά και µε αυτόν 

τον τρόπο, η ειδική πρόσδεση της [
3
Η]-διπρενορφίνης που µετριέται σε κάθε δείγµα 

µειώνεται όσο αυξάνεται η συγκέντρωση του αγωνιστή DAMGO, ο οποίος εκτοπίζει την 

διπρενορφίνη από τις θέσεις πρόσδεσής της στους υποδοχείς (συναγωνιστική εκτόπιση). 

Η µη ειδική πρόσδεση της [
3
Η]-διπρενορφίνης προσδιορίζεται παρουσία περίσσειας του 

µη ραδιοσηµασµένου ανταγωνιστή ναλοξόνη (10 µΜ). 

Μετά την επώαση τα δείγµατα τοποθετούνται πάλι σε πάγο (για να σταµατήσει η 

αντίδραση) και διηθούνται σε φίλτρα ινών ύαλου GF/B στην αυτοµατοποιηµένη 

συσκευή διήθησης Μ-24 της BRANDEL ή σε συσκευή διήθησης 1225 Sampling 

Manifold της Millipore (ΧΧ2702550). Στη συνέχεια γίνεται έκπλυση µε ψυχρό 

ρυθµιστικό διάλυµα έκπλυσης και τα φίλτρα τοποθετούνται σε φιαλίδια που περιέχουν 5 

ή 10 mL υγρού σπινθηριστή. Τα φιαλίδια αναδεύονται ισχυρά και παραµένουν σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 12 ώρες. Έπειτα, η ραδιενέργεια στα φιαλίδια προσδιορίζεται 

µε µέτρηση της β-ακτινοβολίας σε έναν αναλυτή Tri-Carb 2100TR Liquid scintillation 

analyzer (PACKARD). 
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 Στην περίπτωση των πειραµάτων συναγωνιστικής εκτόπισης όπου θέλουµε να 

προσδιορίσουµε την επίδραση της RGS4 πρωτεΐνης στην δυνατότητα πρόσδεσης του µ-

OR για τον αγωνιστή DAMGO, οι µεµβράνες των EE-HEK κυττάρων υπόκεινται αρχικά 

σε µια κατεργασία. Έτσι, οι µεµβράνες επωάζονται σε σωληνάκι Eppendorf µε την 

ανασυνδιασµένη His-RGS4 τελικής συγκέντρωσης 0,5-1 µΜ, για 30 λεπτά υπό 

ανάδευση στους 4
ο
C. Το διάλυµα των µεµβρανών παραµένει σε πάγο για ακόµα 1 ώρα 

χωρίς ανάδευση και ακολούθως κλασµατώνεται σε πλαστικά σωληνάκια (20 µg 

πρωτεΐνης/σωληνάκι) για να ακολουθήσει η διαδικασία της συναγωνιστικής εκτόπισης, 

όπως αναφέρεται παραπάνω. 

Για να προσδιοριστεί η ειδική πρόσδεση για κάθε συγκέντρωση DAMGO, 

υπολογίζεται ο µέσος όρος της ολικής πρόσδεσης του ραδιενεργού για κάθε 

συγκέντρωση αγωνιστή (τριπλά δείγµατα) και αφαιρείται από αυτόν ο µέσος όρος της µη 

ειδικής πρόσδεσης (δείγµατα µε ανταγωνιστή ναλοξόνη). Ως 100% ειδική πρόσδεση 

ορίζεται η πρόσδεση στο δείγµα απουσία του ψυχρού αγωνιστή DAMGO. Το % ποσοστό 

ειδικής πρόσδεσης στα υπόλοιπα δείγµατα που επωάστηκαν µε αυξανόµενη 

συγκέντρωση DAMGO, υπολογίζεται µε τη µέθοδο των τριών. Τα ζεύγη τιµών % 

ποσοστό ειδικής πρόσδεσης προς της συγκέντρωση του DAMGO για κάθε δείγµα 

αποτυπώνονται σε σύστηµα αξόνων, όπου ο άξονας χ απεικονίζει τα % ποσοστά ειδικής 

πρόσδεσης και ο άξονας ψ τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις του DAMGO σε λογαριθµική 

κλίµακα. Με τη χρήση κατάλληλου προγράµµατος (OriginPro 7.5 της OriginLab) 

χαράσσεται η φθίνουσα σιγµοειδείς καµπύλη και υπολογίζεται η IC50 για τις περιπτώσεις 

παρουσία ή απουσία RGS4.  

 

3.4.2 Μελέτη της συσσώρευσης του ενδοκυτταρικού cAMP 

Οι οπιοειδείς υποδοχείς, ενεργοποιούµενοι από αγωνιστές, µεταβιβάζουν το ερέθισµα 

στις συζευγµένες Gi/o πρωτεΐνες. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την αναστολή της ενζυµικής 

ενεργότητας της αδενυλικής κυκλάσης και την επακόλουθη µείωση του ενδοκυτταρικού 

cAMP. 

Για τη µελέτη της ενεργοποίησης της αδενυλικής κυκλάσης στην παρούσα µελέτη, 

χρησιµοποιήθηκε η τεχνική προ-σήµανσης των κυτταρικών αποθεµάτων των 
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νουκλεοτιδίων αδενίνης µε χρήση πρόδροµων ραδιοσηµασµένων µορίων αδενίνης 

(Strada et al., 1990, Wong, 1994). Συγκεκριµένα, στο θρεπτικό υλικό κυττάρων σε 

καλλιέργεια προστίθεται τριτιωµένη αδενίνη ([
3
Η]-αδενίνη), η οποία ενσωµατώνεται στα 

κύτταρα. Τα κύτταρα στη συνέχεια παράγουν ραδιοσηµασµένα παράγωγα της αδενίνης 

(ATP, ADP, AMP, cAMP) και ακολούθως µελετώνται οι αλλαγές στη συσσώρευση του 

cAMP µετά από ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων µε αγωνιστή, παρουσία ή 

απουσία της πρωτεΐνης RGS4 που µας ενδιαφέρει να µελετήσουµε. Για τον 

προσδιορισµό του ενδοκυτταρικού cAMP αξιοποιείται τεχνική διαχωρισµού µε διπλή 

κολώνα, που συνδυάζει κατιοντοανταλλακτική χρωµατογραφία µε Dowex και 

απορρόφηση σε οξείδιο αλουµίνας (alumina oxide), για να γίνει η αποµόνωση του cAMP 

(Wong, 1994). Συγκεκριµένα, τα κυτταρικά λύµατα περνούν από κολώνα Dowex και µε 

αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται η αποµάκρυνση των αρνητικά φορτισµένων 

ραδιοσηµασµένων νουκλεοτιδίων αδενίνης µε κλιµακούµενη σειρά, ανάλογα µε το 

µέγεθος του αρνητικού τους φορτίου. Τα ραδιοσηµασµένα AMP και cAMP ([
3
Η]-AMP 

και [
3
Η]-cAMP) έχουν το µικρότερο αρνητικό φορτίο (δυο και ένα αντίστοιχα) και 

αναγκάζονται να κινούνται µε τον αργότερο ρυθµό, ενώ τα υπόλοιπα νουκλεοτίδια 

αδενίνης εκλούονται από την κολώνα. Τα [
3
Η]-AMP και [

3
Η]-cAMP παράγωγα 

εκλούονται εν τέλει από την κολώνα Dowex µε περίσσεια νερού και µεταφέρονται σε εν 

σειρά κολώνα οξειδίου της αλουµίνας, όπου προσδένεται το [
3
Η]-cAMP. Ακολουθεί 

αποδέσµευση του [
3
Η]-cAMP από την κολώνα αλουµίνας µε προσθήκη ιµιδαζολίου και 

η συλλογή του [
3
Η]-cAMP για τη µέτρηση της ραδιενέργειας του τριτίου σε αναλυτή 

υγρού σπινθηριστή. Κατά την ενεργοποίηση των κυττάρων µε αγωνιστή χρησιµοποιείται 

IBMX (3 Isobutyl-1-Methylxanthine) που είναι αναστολέας των φωσφοδιεστερασών 

(αποικοδοµούν το cAMP), και φορσκολίνη που ενεργοποιεί απευθείας την παραγωγή 

υψηλών ποσοστών cAMP από την αδενυλική κυκλάση, για να µπορεί να είναι µετρήσιµη 

η µείωση των επιπέδων του cAMP που προκαλεί η ενεργοποίηση των οπιοειδών 

υποδοχέων από αγωνιστές. 

∆ιαλύµατα και υλικά: 

Θρεπτικό υλικό κυττάρων: βλ. παράγραφο 3.1.2.2 

Ραδιενεργός αδενίνη: [
3
Η]-αδενίνη, ειδική ενεργότητα 23Ci/mmole (Amersham 

Pharmacia) 
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Αγωνιστές: Οπιοειδείς αγωνιστές (DSLET για τον δ-OR και DAMGO για τον µ-OR) 

∆ιάλυµα IBMX: 100 mΜ IBMX (3 Isobutyl-1-Methylxanthine) (Sigma, I7018) 

διαλυµένο σε DMSO 

∆ιάλυµα επώασης: 20 mM Hepes, pH 7,4 , 2 mM γλουταµίνη, 1x DMEM,  ρύθµιση pH 

µε KOH (δεν πρέπει να υπάρχουν ιόντα Να
+
 στο διάλυµα). Πριν τη χρήση 

του διαλύµατος προστίθεται  IBMX τελικής συγκέντρωσης 1 mM 

∆ιάλυµα τερµατισµού αντίδρασης: 5% TCA (Trichloroacetic acid), 1 mM ATP, 1 mM 

cAMP (Παρασκευάζεται φρέσκο πριν από κάθε πείραµα) 

Στήλες χρωµατογραφίας: κολώνες Dowex (AG 50W-X8 100-200 mesh hydrogen, 731-

6214, BioRad), αλουµίνα (Aluminum oxide (Al2O3) activity grade I, type 

WN3 neutral, A9003, Sigma-Aldrich) 

Λοιπά υλικά: 12-well plates, φορσκολίνη (Sigma, , F-6886), 0,1 Μ ιµιδαζόλιο, 1 Μ HCl, 

φιαλίδια υγρού σπινθηριστή 

Υγρός σπινθηριστής: βλ. παράγραφος 3.4.1 

 

Πειραµατική διαδικασία 

Κύτταρα ΕΕ-HEK293 που εκφράζουν σταθερά τον µ-OR, διαµολύνονται παροδικά 

µε την HA-RGS4 ή HA-∆ΝRGS4 ή κενό φορέα pcDNA3, όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 3.1.2.4. Μετά το πέρας της διαµόλυνσης (5-7 ώρες) τα κύτταρα 

τοποθετούνται την ίδια µέρα σε 12-well plates (επιφάνεια πηγαδιού 22 mm) και 

καλλιεργούνται στον κλίβανο επώασης. 16-18 ώρες µετά την διαµόλυνση (επόµενη 

µέρα) αφαιρείται το θρεπτικό υλικό και προστίθεται νέο που περιέχει [
3
Η]-αδενίνη (1,5 

µCi/πηγαδάκι) για 24 ώρες. Στη συνέχεια τα κύτταρα ξεπλένονται µε 1 mL διαλύµατος 

επώασης και προστίθεται στα πηγαδάκια νέο διάλυµα επώασης 1 mL το οποίο περιέχει 

50 µΜ φορσκολίνη, παρουσία ή απουσία (κύτταρα µάρτυρες) του µ-οπιοειδούς αγωνιστή 

DAMGO (10 nM - 10 µΜ) για 45 λεπτά στους 37
ο
C. Ακολούθως το διάλυµα αφαιρείται 

σε κάθε δείγµα κυττάρων προστίθεται 1 mL από ψυχρό διάλυµα τερµατισµού (4
ο
C) και 

τα δείγµατα παραµένουν σε αυτό για 30 λεπτά στον πάγο. Στη συνέχεια το διάλυµα κάθε 

δείγµατος συλλέγεται σε σωληνάκια Eppendorf, αναδεύεται και φυγοκεντρείται στα 750 

x g (3.000 rpm, φυγόκεντρος Eppendorf 5415C) για 10 λεπτά στους 4
ο
C, ώστε να 

κατακρηµνιστούν τα κυτταρικά θραύσµατα. Το υπερκείµενο συλλέγεται και µπορεί να 
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αποθηκευτεί στους -20
ο
C για να συνεχιστεί το 2

ο
 µέρος άλλη µέρα ή µπορεί να 

ακολουθήσει άµεσα ο διαδοχικός διαχωρισµός του παραγόµενου cAMP από κολώνες. 

Παράλληλα µε την παραπάνω διαδικασία, γίνεται εξισορρόπηση των κολώνων 

Dowex και αλουµίνας. Οι κολώνες Dowex εξισορροπούνται µε 4 mL 1 M HCl και στη 

συνέχεια ξεπλένονται µε 15 mL Η2Ο. Οι κολώνες της αλουµίνας εξισορροπούνται µε 2 

mL 0,1 Μ ιµιδαζόλιο (4 φορές, σύνολο 8 mL). Το συλλεχθέν υπερκείµενο των δειγµάτων 

από το 1
ο
 µέρος τοποθετείται στις κολώνες Dowex µαζί µε επιπλέον 3 ml Η2Ο. Το υγρό 

που εξέρχεται από τις κολώνες σε αυτή τη διαδικασία συλλέγεται σε φιαλίδια που 

περιέχουν 5 mL υγρού σπινθηριστή και µετριέται σε αναλυτή β-ακτινοβολίας Tri-Carb 

2100TR Liquid scintillation analyzer (PACKARD). Οι µετρήσεις που λαµβάνονται 

αντιστοιχούν στη ραδιενέργεια που οφείλεται στην παρουσία των [
3
Η]-ATP και [

3
Η]-

ADP. Στη συνέχεια οι κολώνες Dowex ξεπλένονται µε περίσσεια Η2Ο (10 mL) πάνω από 

τις κολώνες της αλουµίνας που βρίσκονται τοποθετηµένες εν σειρά, έτσι ώστε το 

ραδιενεργό cAMP να εισέλθει αµέσως από τις κολώνες Dowex στις κολώνες αλουµίνας. 

Το [
3
Η]-cAMP προσδένεται στο οξείδιο της αλουµίνας, και µε την προσθήκη 6 mL 

διαλύµατος ιµιδαζολίου 0,1 M στην κολώνα αλουµίνας, εκλούεται σε φιαλίδια που 

περιέχουν 5 mL υγρού σπινθηριστή. Τα φιαλίδια αναδεύονται και τοποθετούνται στον 

αναλυτή για τη µέτρηση της ραδιενέργειας. Τα αποτελέσµατα για κάθε δείγµα 

υπολογίζονται σύµφωνα µε τον παρακάτω τύπο: 

 

Συσσώρευση cAMP = 
AXPHcAMPH

cAMPH

−+−

−

][][

][
33

3

 

 

όπου [
3
Η]-cAMP η µέτρηση του αναλυτή για τα επίπεδα του ραδιοσηµασµένου cAMP 

και [
3
Η]-AXP η µέτρηση για τα επίπεδα των [

3
Η]-ATP και [

3
Η]-ADP του ίδιου 

δείγµατος (οπότε το άθροισµα [
3
Η]-cAMP + [

3
Η]-AXP αντιστοιχεί στα συνολικά 

ραδιοσηµασµένα νουκλεοτίδια αδενίνης). 

Οι τιµές του cAMP που παίρνουµε για κάθε δείγµα είναι απόλυτες τιµές και 

χρειάζεται να µετατραπούν σε επί τοις εκατό ποσοστά. 100% συσσώρευση cAMP 

αντιστοιχεί στην απόλυτη τιµή του δείγµατος από κύτταρα που έχουν ενεργοποιηθεί 

µόνο µε φορσκολίνη (δείγµα αναφοράς). Με βάση αυτό το δεδοµένο υπολογίζονται τα 
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επί τοις εκατό ποσοστά συσσώρευσης cAMP των υπολοίπων δειγµάτων (µέθοδος των 

τριών). Τα ζεύγη τιµών «επί τοις εκατό ποσοστό cAMP» προς τη «συγκέντρωση του 

DAMGO» κάθε δείγµατος αποτυπώνονται σε σύστηµα αξόνων, όπου ο άξονας ψ 

περιλαµβάνει τα επί τοις εκατό ποσοστά και ο άξονας χ την αντίστοιχη συγκέντρωση του 

DAMGO σε λογαριθµική κλίµακα. Με τη χρήση κατάλληλου προγράµµατος (OriginPro 

7.5 της OriginLab) αποτυπώνονται οι σιγµοειδείς καµπύλες και υπολογίζονται οι IC50 για 

τις τρεις περιπτώσεις παρουσία HA-RGS4, HA-∆ΝRGS4 ή κενού φορέα pcDNA3. 
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4. Αποτελέσµατα 
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4.1 Κατασκευή και έκφραση χιµαιρικών πεπτιδίων της τρίτης 
ενδοκυτταρικής θηλιάς και των καρβοξυτελικών άκρων των µ- 

και δ- οπιοειδών υποδοχέων 
 

 

Τα καρβοξυτελικά άκρα των µ- και δ-OR (µ-CT, δ-CT) αποτελούνται από 63 και 55 

αµινοξέα αντίστοιχα και αντιπροσωπεύουν τις µεγαλύτερες ενδοκυτταρικές περιοχές 

αυτών των υποδοχέων. H τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά των οπιοειδών υποδοχέων (i3L) 

αποτελείται από 23 αµινοξέα (Σχήµα 11Α και Β) και φέρει δοµικά µοτίβα υπεύθυνα α) 

για τη σύζευξη των υποδοχέων µε τις G πρωτεΐνες, β) για την ενεργοποίηση των G 

πρωτεϊνών και γ) για την εξειδίκευση της σηµατοδότησης. Τόσο η τρίτη θηλιά όσο και 

τα καρβοξυτελικά άκρα των υποδοχέων αυτών είναι σηµεία αλληλεπίδρασης µε πολλές 

διαφορετικές κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες και ευθύνονται επίσης για την 

απευαισθητοποίηση των υποδοχέων αυτών (Cen et al., 2001β). 

Σε µια προσπάθεια να προσδιορίσουµε κατά πόσο οι ενδοκυτταρικές περιοχές  των 

οπιοειδών υποδοχέων λειτουργούν σαν σηµεία άµεσης επαφής µε τις G πρωτεΐνες, αλλά 

και µε νέες σηµατοδοτικές πρωτεΐνες, χρησιµοποιήσαµε έναν αριθµό GST-χιµαιρικών 

πεπτιδίων που περιλαµβάνουν τα καρβοξυτελικά τµήµατα των µ- και δ-OR (αµινοξέα 

S329 – P398 και S311 – A372 αντίστοιχα) καθώς και την τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά του 

δ-OR (αµινοξέα  R239 – R261), τα οποία και ονοµάσαµε µ-CT, δ-CT και δ-i3L 

αντίστοιχα. Τα χιµαιρικά αυτά πεπτίδια τα εκφράσαµε και τα αποµονώσαµε από 

βακτηριακά κύτταρα, όπως περιγράφεται στις Μεθόδους (παράγραφος 3.3.3). Για να 

πιστοποιήσουµε την έκφραση τους, τα GST-χιµαιρικά πεπτίδια ακινητοποιήθηκαν σε 

σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης και έγινε έκλουση µε 1 mΜ γλουταθειόνης. Στο 

Σχήµα 11Γ, φαίνονται τα πεπτίδια µετά από SDS-PAGE και χρώση µε Coomassie, όπου 

εµφανίζονται οι πρωτεΐνες σε συγκεκριµένα µοριακά βάρη: GST πρωτεΐνη: 26 KDa, 

GST-δ-i3L: 31 KDa, GST-δ-CT: 33 KDa, GST-µ-CT: 35 KDa. Στο Σχήµα 11∆ 

φαίνονται τα ίδια πεπτίδια µετά από µεταφορά σε µεµβράνη και ανοσοεντόπιση έναντι 

του GST επιτόπου. Η καθαρότητα των αποµονωµένων χιµαιρικών πεπτιδίων είναι 

αρκετά υψηλή και η συγκέντρωση αυτών κυµαίνεται µεταξύ 0,2-0,4 mg/mL. 
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Σχήµα 11. GST-χιµαιρικά πεπτίδια. (Α) ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση των ενδοκυτταρικών 

περιοχών των οπιοειδών υποδοχέων. Απεικονίζεται η αµινοξική αλληλουχία της τρίτης 

ενδοκυτταρικής θηλιάς και του καρβοξυτελικού άκρου του µ-OR µέχρι την κυστεΐνη που 

παλµιτυλιώνεται. Με κόκκινο αποτυπώνονται οι αµινοξικές διαφορές που παρατηρούνται στην 

αµινοξική αλληλουχία µεταξύ των µ- και δ-OR. (Β) Απεικονίζονται οι αµινοξικές αλληλουχίες των µ-

OR και δ-OR που χρησιµοποιήθηκαν για να δηµιουργηθούν τα GST-χιµαιρικά πεπτίδια. Mε έντονα 

γράµµατα σηµειώνονται τα οµόλογα, συντηρηµένα αµινοξέα των καρβοξυτελικών άκρων, µέχρι την 

κυστεΐνη που παλµιτυλιώνεται (µπλε γράµµατα), ενώ µε κόκκινα γράµµατα σηµειώνονται τα 

διαφορετικά αµινοξέα στο ίδιο τµήµα του δ-CT. Στην τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά, µε κόκκινα 
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γράµµατα σηµειώνονται οι διαφορές στα αµινοξέα του δ-OR έναντι του µ-OR. (Γ, ∆) 

Ηλεκτροφόρηση των αποµονωµένων GST-χιµαιρικών πεπτιδίων και χρώση µε coomassie ή 

ανοσοαποτύπωση αντίστοιχα. Με GST συµβολίζονται οι διαδροµές που περιλαµβάνουν την πρωτεΐνη 

GST χωρίς ένθεµα, ενώ στις διαδροµές που συµβολίζονται µε δ-i3L, δ-CT και µ-CT έχουν 

διαχωριστεί τα GST-πεπτίδια που παρασκευάστηκαν από την τρίτη θηλιά του δ-OR, από το 

καρβοξυτελικό άκρο του δ-OR και από το καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR, αντίστοιχα. (Γ) Χρώση 

των πεπτιδίων µε coomassie. (∆) Περίπου 5 nmoles από κάθε χιµαιρική πρωτεΐνη φορτώθηκαν στις 

αντίστοιχες διαδροµές. Η ανοσοαποτύπωση έγινε µε αντίσωµα έναντι του GST επιτόπου (αντι-GST, 

Β-14, sc-138, Santa Cruz, αραίωση 1:5.000). 

 

Για µια πιο ενδελεχή in vitro µελέτη των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των 

καρβοξυτελικών άκρων των µ- και δ-OR µε άλλες πρωτεΐνες, κατασκευάστηκαν επίσης 

δυο MBP-χιµαιρικές πρωτεΐνες που αντιπροσωπεύουν επίσης τα καρβοξυτελικά άκρα 

του µ-OR (MBP-µ-CT) και δ-OR (MBP-δ-CT). Η παραγωγή και πιστοποίηση της 

έκφρασης των MBP-µ-CT και MBP-δ-CT χιµαιρικών πεπτιδίων έγινε όπως περιγράφεται 

στην παράγραφο 3.3.3. Στο Σχήµα 12, φαίνονται οι ζώνες που αντιπροσωπεύουν τα 

νεοσυντιθέµενα MBP-χιµαιρικά πεπτίδια µετά από διαχωρισµό σε πήκτωµα 

ακρυλαµυδίου και ανοσοεντόπιση έναντι του επιτόπου MBP. Τα µοριακά βάρη των 

χιµαιρικών πεπτιδίων υπολογίστηκαν ως εξής: MBP-µ-CT: 53 KDa, MBP-δ-CT: 51 

KDa, MBP-lacZα: 52 ΚDa (προέρχεται από την έκφραση της πρωτεΐνη που 

κωδικοποιείται από τον φορέα pMAL απουσία ενθέµατος). Η καθαρότητα των 

αποµονωµένων χιµαιρικών πεπτιδίων είναι αρκετά υψηλή και η συγκέντρωσή τους 

κυµαίνεται µεταξύ 0,3-0,4 mg/mL. 

 

 

 

 

MBP χιµαιρικά τµήµατα 

 

 
Σχήµα 12. MBP-χιµαιρικά πεπτίδια των καρβοξυτελικών άκρων του µ-OR και δ-OR. Με µ-CT 

και δ-CT συµβολίζονται οι διαδροµές που αντιστοιχούν στα χιµαιρικά πεπτίδια MBP-µ-CT και MBP-

δ-CT, αντίστοιχα, ενώ µε MBP-lacZα συµβολίζεται µια MBP χιµαιρική πρωτεΐνη που 

χρησιµοποιείται ως αρνητικός µάρτυρας στα πειράµατα πρόσδεσης. Ποσότητα 3-4 µg των MBP-

χιµαιρικών πρωτεϊνών από βακτηριακά λύµατα ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου 

πυκνότητας 12%. Ακολούθησε µεταφορά σε PVDF µεµβράνη και ανοσοεντόπιση µε αντίσωµα έναντι 

του MBP επιτόπου (αντι-MBP, Ε8030, New England Biolabs, αραίωση 1:10.000). Τα µοριακά βάρη 

των συντηγµένων πρωτεϊνών προσδιορίστηκαν µε βάση µαρτύρων γνωστών µοριακών βαρών και σε 

σύγκριση µε την πρωτεΐνη MBP-lacZα. 
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4.2 Προσδιορισµός της in vitro αλληλεπίδρασης των οπιοειδών 

υποδοχέων µε πρωτεΐνες του κύκλου ενεργοποίησης των G 

πρωτεϊνών 

 

4.2.1 Η RGS4 προσδένεται στις ενδοκυτταρικές περιοχές των οπιοειδών 

υποδοχέων 

Πρόσφατες παρατηρήσεις, όπως προαναφέρθηκε, δηλώνουν ότι οι RGS πρωτεΐνες 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της σηµατοδότησης των GPCR υποδοχέων. 

Αρχικές µελέτες του εργαστηρίου έδειξαν ότι η RGS4 αλληλεπιδρά απευθείας µε το 

καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR. Για να διαπιστώσουµε αν και ο δ-OR αλληλεπιδρά µε 

την RGS4 στο καρβοξυτελικό άκρο αλλά και στην τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά, έγιναν in 

vitro πειράµατα πρόσδεσης µε τη χρήση των GST-χιµαιρικών πεπτιδίων των 

ενδοκυτταρικών τµηµάτων του υποδοχέα, παρουσία της ανασυνδιασµένης RGS4 

πρωτεΐνης, η οποία φέρει τον αντιγονικό επίτοπο 6xHis (His-RGS4). Επώαση των GST-

χιµαιρικών πεπτιδίων δ-CT και δ-i3L µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1-1,5 µΜ της His-

RGS4 (Σχήµα 13, διαδροµές 2-5) έδειξε την παρουσία µιας ζώνης 26 KDa που 

αντιστοιχεί στην RGS4 πρωτεΐνη. Αντίθετα, η απουσία παρόµοιας ζώνης στις διαδροµές 

6 και 7, όπου η RGS4 έχει επωαστεί µε την πρωτεΐνη GST, δηλώνει ότι η RGS4 

προσδένεται ειδικά στα χιµαιρικά πεπτίδια και όχι στην πρωτεΐνη GST (αρνητικός 

µάρτυρας). 

 

 

 

 

 

Σχήµα 13. Αλληλεπίδραση της RGS4 µε τα GST-χιµαιρικά πεπτίδια δ-CT και δ-i3L. 0,5 µΜ των 

GST-χιµαιρικών πεπτιδίων του δ-CT και της δ-i3L επωάζονται µε 1 και 1,5 µΜ της αποµονωµένης 

His-RGS4 (διαδροµές 2-5). Επίσης, 0,5 µΜ της καθαρής GST πρωτεΐνης επωάζονται µε τις ίδιες 

ποσότητες της His-RGS4 (διαδροµές 6, 7). Ακολουθούν πλύσεις και ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων 

σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου 12%. Μετά από µεταφορά σε PVDF µεµβράνη, η His-RGS4 στα δείγµατα 

ανοσοεντοπίζεται µε ένα αντίσωµα έναντι του επιτόπου 6xHis (αντι-His, 631212, Clontech, αραίωση 

1:3.000). Στην διαδροµή 1 αντιπροσωπεύεται η αποµονωµένη και καθαρή His-RGS4 (1,1 µg). 
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Για να επαληθεύσουµε την πρόσδεση της πρωτεΐνης RGS4 στα καρβοξυτελικά 

τµήµατα των µ- και δ-ORs, πραγµατοποιήσαµε επιπλέον in vitro πειράµατα πρόσδεσης 

µε τη χρήση των MBP-χιµαιρικών πεπτιδίων. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 14, επώαση των 

MBP-χιµαιρικών µ-CT και δ-CT µε την RGS4 πρωτεΐνη και συνεπακόλουθη 

ανοσοεντόπιση µε το αντι-His αντίσωµα, έδειξε την παρουσία ενός πολυπεπτιδίου 26 

KDa που αντιστοιχεί στην RGS4. Αντίθετα, παρόµοια πειράµατα µε τη χρήση µιας 

MBP-χιµαιρική πρωτεΐνη που χρησιµοποιήθηκε ως αρνητικός µάρτυρας (MBP-lacZα) 

δεν έδειξαν την παρουσία αντίστοιχης ζώνης για την RGS4. Τα παραπάνω αποτελέσµατα 

επιβεβαιώνουν ότι τα MBP χιµαιρικά πεπτίδια που αντιστοιχούν στα καρβοξυτελικά 

άκρα των οπιοειδών υποδοχέων, προσδένουν την RGS4 και δηλώνουν ότι η RGS4 

αλληλεπιδρά µε τις ενδοκυτταρικές περιοχές των µ- και δ-ORs. 

 

Σχήµα 14. Άµεση αλληλεπίδραση της RGS4 µε τα MBP-χιµαιρικά πεπτίδια µ-CT, δ-CT και δ-

i3L. Τα MBP-δ-CT και MBP-µ-CT (0,5 µΜ) επωάστηκαν µε αυξανόµενες ποσότητες His-RGS4 (0,1 

µΜ, 0,3 µΜ, 0,5 µΜ). ∆ιαδροµή 1, καθαρή His-RGS4. ∆ιαδροµές 2-4, επώαση MBP-δ-CT µε His-

RGS4 0,1 , 0,3 και 0,5 µΜ αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 5-7, επώαση MBP-µ-CT µε His-RGS4 0,1 , 0,3 και 

0,5 µΜ αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 8-10, επώαση 0,5 µΜ MBP-lacZα (αρνητικός µάρτυρας) µε τις ίδιες 

ποσότητες της His-RGS4. Οι ποσότητες των ΜΒΡ-πρωτεϊνών επαληθεύτηκαν µετά από αποµάκρυνση 

του αντι-His αντισώµατος και ανοσοεντόπιση µε το αντι-ΜΒΡ αντίσωµα (αραίωση 1:1.000). 

 

4.2.2 Οι Gβγ υποµονάδες προσδένονται στις ενδοκυτταρικές περιοχές 

των µ- και δ-OR 

Οι Gβγ υποµονάδες των G πρωτεϊνών παίζουν σηµαντικό ρόλο στη µετάδοση του 

σήµατος των GPCRs µέσω πολλών διαφορετικών τελεστών, όπως είναι τα κανάλια 

ιόντων K
+
 και Ca

+2
, οι ΜΑPKs, η αδενυλική κυκλάση και η PLCβ (Clapham and Neer, 

1997, Smrcka, 2008). Λίγα, όµως, είναι γνωστά για το ρόλο των Gβγ υποµονάδων στη 
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µετάδοση του σήµατος των οπιοειδών υποδοχέων και εάν οι υποµονάδες αυτές 

αλληλεπιδρούν απευθείας µε τους οπιοειδείς υποδοχείς. Για το λόγο αυτό, µελετήσαµε 

κατά πόσο οι Gβγ υποµονάδες ενδεχοµένως προσδένονται στους µ- και δ- οπιοειδείς 

υποδοχείς, µέσω των ενδοκυτταρικών περιοχών τους. Αρχικά πειράµατα πρόσδεσης του 

εργαστηρίου µας χρησιµοποιώντας την GST-χιµαιρική πρωτεΐνη του µ-CT έδειξαν ότι οι 

Gβγ υποµονάδες προσδένονται απευθείας σε αυτό το τµήµα του µ-OR (Georgoussi et al., 

2006). Για να διαπιστωθεί κατά πόσο η πρόσδεση των Gβγ υποµονάδων στο µ-CT 

επηρεάζεται από την παρουσία των Gα υποµονάδων, έγιναν αντίστοιχα πειράµατα µε το 

ίδιο GST-χιµαιρικό (µ-CT) και την ανενεργή και ετεροτριµερή Gt (Gtαβ1γ1) πρωτεΐνη, τα 

οποία έδειξαν ότι η επώαση της Gtαβ1γ1 µε το µ-CT οδηγεί επίσης σε πρόσδεση του 

συµπλόκου Gβγ σε αυτό το τµήµα του υποδοχέα. 

Για να προσδιοριστεί εάν και ο δ-OR αλληλεπιδρά απευθείας µε τις Gβγ υποµονάδες 

ή εάν υπάρχει διαφορετικό προφίλ πρόσδεσης των Gβγ υποµονάδων σε αυτόν τον 

υποδοχέα, πραγµατοποιήσαµε αντίστοιχα πειράµατα in vitro πρόσδεσης 

χρησιµοποιώντας την ακινητοποιηµένη GST-χιµαιρική πρωτεΐνη του δ-CT και 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις της Gβ1γ1 ή της ετεροτριµερούς Gtαβ1γ1, που προέρχονται 

από αµφιβληστροειδή βοός. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 15, µετά από διαδικασία SDS-

PAGE ηλεκτροφόρησης και ανοσοεντόπιση µε αντίσωµα έναντι της Gβ υποµονάδας, 

ανιχνεύθηκε µια ζώνη που αντιπροσωπεύει ένα πολυπεπτίδιο µοριακού βάρους 36 KDa 

που αντιστοιχεί στην Gβ υποµονάδα. Τα αποτελέσµατα αυτά δηλώνουν ότι το δ-CT 

αλληλεπιδρά µε τα σύµπλοκα Gβγ είτε αυτά προέρχονται από την ετεροτριµερή Gt 

πρωτεΐνη είτε από τα Gβ1γ1 διµερή σύµπλοκα. Η πρόσδεση γίνεται µε δοσοεξαρτώµενο 

τρόπο και διαφαίνεται ότι η συγγένεια πρόσδεσης των Gβγ υποµονάδων για το δ-CT 

είναι µεγάλη, καθώς µικρές συγκεντρώσεις της Gβγ (0,1-0,5 µΜ) είναι αρκετές για να 

παρατηρηθεί η πρόσδεση. Αντίθετα, στην περίπτωση επώασης µε την GST πρωτεΐνη, δεν 

παρατηρείται καµία πρόσδεση. 
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Σχήµα 15. Οι Gβγ υποµονάδες από το σύµπλοκο Gβ1γ1 ή από την ετεροτριµερή Gtαβ1γ1 
πρωτεΐνη αλληλεπιδρούν µε το δ-CT. Σταθερή ποσότητα (0,5 µΜ) της GST-δ-CT επωάστηκε µε 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις (0,1 , 0,2 και 0,5 µΜ) της Gβ1γ1 ή της ετεροτριµερούς Gtαβ1γ1, οι οποίες 

αποµονώθηκαν από τον αµφιβληστροειδή βοός όπως αναφέρεται στους Mazzoni et al., 1991. 

∆ιαδροµές 2-4, επώαση της GST-δ-CT µε 0,1 , 0,2 και 0,5 µΜ Gβ1γ1, αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 5-7, 

επώαση 0,5 µΜ GST πρωτεΐνης µε 0,1 , 0,2 και 0,5 µΜ Gβ1γ1 αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 8-10, επώαση 

GST-δ-CT µε 0,1 , 0,2 και 0,5 µΜ Gtαβ1γ1 αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 11 και 12, επώαση 0,5 µΜ GST 

πρωτεΐνης µε 0,1 και 0,2 µΜ Gtαβ1γ1, αντίστοιχα. ∆ιαδροµή 1, αποµονωµένο και καθαρό διµερές 

Gβ1γ1 (1,8 µg). Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε πήκτωµα 12% και η Gβ υποµονάδα ανιχνεύτηκε µε ένα 

αντι-Gβ αντίσωµα (Τ20, sc-378, Santa Cruz, αραίωση 1:5.000). Η ποσότητα των GST-χιµαιρικών 

πρωτεϊνών επιβεβαιώθηκε µετά την αποµάκρυνση των αντισωµάτων από τη µεµβράνη και νέα 

ανοσοαποτύπωση µε το αντι-GST αντίσωµα (1:5.000). 

 

Παρόµοια αποτελέσµατα είχαµε όταν προσπαθήσαµε να προσδιορίσουµε εάν και 

άλλα ενδοκυτταρικά τµήµατα εκτός των καρβοξυτελικών άκρων των οπιοειδών 

υποδοχέων, όπως η τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά, προσδένουν τις Gβγ υποµονάδες. 

Γνωρίζοντας ότι οι µ- και δ-OR έχουν µεγάλο βαθµό οµολογίας στην τρίτη 

ενδοκυτταρική θηλιά (Σχήµα 11Β), χρησιµοποιήσαµε την GST-χιµαιρική πρωτεΐνη που 

αντιπροσωπεύει την δ-i3L. Η δ-i3L επωάσθηκε µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του 

συµπλόκου Gβ1γ1 ή της ετεροτριµερούς Gtαβ1γ1 πρωτεΐνης. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 

16, σε συγκεντρώσεις της Gβγ 0,1-0,5 µΜ (διαδροµές 2-4) ή της Gtαβγ 0,1-0,2 µΜ 

(διαδροµές 7 και 9) εµφανίζεται µια ζώνη 36 KDa που αντιπροσωπεύει την Gβ 

υποµονάδα, µετά από ανοσοεντόπιση µε το αντι-Gβ αντίσωµα, αποτέλεσµα το οποίο 

δηλώνει την αλληλεπίδραση της δ-i3L µε το σύµπλοκο Gβγ. Αντίθετα, όταν ανάλογο 

πείραµα γίνεται παρουσία µόνο της GST πρωτεΐνης (διαδροµές 5, 6 και 8), δεν 

εµφανίζεται καµιά ζώνη. Τα αποτελέσµατα αυτά δηλώνουν ότι οι Gβγ υποµονάδες 

αλληλεπιδρούν απευθείας µε τα ενδοκυτταρικά τµήµατα των µ- και δ- οπιοειδών 

υποδοχέων όπως είναι τα µ-CT, δ-CT και δ-i3L, η δε προέλευση των G πρωτεϊνών (εάν 
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είναι αποµονωµένα σύµπλοκα ή µέρος της ετεροτριµερούς G πρωτεΐνης) δεν επηρεάζει 

την πρόσδεσή τους. 

 

 
Σχήµα 16. Οι Gβγ υποµονάδες από τις αποµονωµένες Gβ1γ1 ή την ετεροτριµερή Gtαβ1γ1 
αλληλεπιδρούν µε την δ-i3L. ∆ιαδροµές 2-4, επώαση της GST-δ-i3L (0,5 µΜ) µε 0,1 , 0,2 και 0,5 

µΜ Gβ1γ1 αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 5 και 6, επώαση της GST πρωτεΐνης µε 0,1 και 0,2 µΜ Gβ1γ1 

αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 7 και 9, επώαση GST-δ-i3L µε 0,1 και 0,2 µΜ Gtαβ1γ1 αντίστοιχα. ∆ιαδροµή 

8, επώαση της GST πρωτεΐνης µε 0,1 µΜ Gtαβ1γ1. Στη διαδροµή 1 όλων των πειραµάτων 

αντιπροσωπεύονται οι καθαρές Gβ1γ1 υποµονάδες. Η Gβ υποµονάδα ανιχνεύτηκε µε ένα αντι-Gβ 

αντίσωµα (Τ20, sc-378, Santa Cruz, αραίωση 1:5.000). Η ποσότητα των GST-χιµαιρικών πρωτεϊνών 

επιβεβαιώθηκε µετά από αποµάκρυνση του αντι-Gβ αντισώµατος και ανοσοαποτύπωση µε το αντι-

GST αντίσωµα (1:5.000). 

 

Γνωρίζοντας ότι οι Gβγ υποµονάδες αλληλεπιδρούν µε τα καρβοξυτελικά άκρα των 

µ- και δ-OR, επαληθεύσαµε τα αποτελέσµατά µας χρησιµοποιώντας για µια ακόµη φορά 

το in vitro σύστηµα πρόσδεσης µε τις MBP-χιµαιρικές πρωτεΐνες, ώστε να εξακριβωθεί η 

συγγένεια δέσµευσης των Gβγ υποµονάδων στα µ- και δ-CT. Τα MBP-χιµαιρικά 

πεπτίδια των µ-CT και δ-CT ακινητοποιήθηκαν σε σφαιρίδια αµυλόζης-αγαρόζης και 

επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις της Gβ1γ1. Ακολούθησε ανοσοεντόπιση µε 

το αντίσωµα έναντι της Gβ, η οποία έδειξε την παρουσία ενός πολυπεπτιδίου 36 KDa 

που αντιστοιχεί στην Gβ υποµονάδα (Σχήµα 17). Η πρόσδεση των Gβ υποµονάδων στα 

καρβοξυτελικά άκρα είναι εµφανής στη συγκέντρωση 0,3 µΜ των Gβγ υποµονάδων 

(διαδροµές 4 και 7). Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν ότι οι Gβγ υποµονάδες των 

G πρωτεϊνών προσδένονται µε µεγάλη συγγένεια στα µ- και δ-CT και ότι η πρόσδεση 

αυτή παρατηρείται ακόµη και σε µικρές συγκεντρώσεις του συµπλόκου των Gβγ. 
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Σχήµα 17. Οι Gβγ υποµονάδες αλληλεπιδρούν µε τις MBP-χιµαιρικές πρωτεΐνες των µ- και δ-
CT. Περίπου 1 µΜ των συντηγµένων MBP-δ-CT και MBP-µ-CT, καθώς και της πρωτεΐνης-µάρτυρα 

MBP-lacZα, επωάστηκαν µε τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις των Gβ1γ1 υποµονάδων (0,1 µΜ, 0,2 

µΜ, 0,3 µΜ). Μετά από πλύσεις, οι προσδεδεµένες πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν και ακολούθησε 

ανοσοεντόπιση µε το αντι-Gβ αντίσωµα (αραίωση 1:5.000). ∆ιαδροµή 1, καθαρή Gβ1γ1. ∆ιαδροµές 2-

4, επώαση MBP-δ-CT µε Gβ1γ1 0,1, 0,2 και 0,3 µΜ αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 5-7, επώαση MBP-µ-CT 

µε Gβ1γ1 0,1, 0,2 και 0,3 µΜ αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 8-10, επώαση MBP-lacZα (αρνητικός µάρτυρας) 

µε τις ίδιες ποσότητες της Gβ1γ1 αντίστοιχα. Οι ποσότητες των συντηγµένων πρωτεϊνών και του 

µάρτυρα MBP lacZα πιστοποιήθηκαν µετά από αποµάκρυνση του αντισώµατος και ανοσοεντόπιση 

της ίδιας µεµβράνης µε το αντι-MBP αντίσωµα (αραίωση 1:10.000). 

 

4.2.3 ∆ιαφορική πρόσδεση των Gα πρωτεϊνών στις ενδοκυτταρικές 

περιοχές των µ- και δ-OR 

 

Γνωρίζοντας ότι οι Gβγ υποµονάδες προσδένονται στα µ- και δ-CT καθώς και στην 

δ-i3L, και µάλιστα προερχόµενες από την ετεροτριµερή διαµόρφωση της G πρωτεΐνης 

(Gαβγ), προσδιορίσαµε κατά πόσο οι περιοχές αυτές των οπιοειδών υποδοχέων 

ευθύνονται για την άµεση αλληλεπίδραση και των Gα υποµονάδων. Για τον σκοπό αυτό 

έγιναν παρόµοια πειράµατα πρόσδεσης pull down µε τη χρήση των GST-χιµαιρικών 

πεπτιδίων (µ-CT, δ-CT, δ-i3L) και της ετεροτριµερούς Gt (Gtαβγ) ή των αποµονωµένων 

Gtα υποµονάδων στην ενεργή ή ανενεργή διαµόρφωση. 

Προκαταρκτικά πειράµατα του εργαστηρίου έδειξαν ότι επώαση του 

ακινητοποιηµένου GST-χιµαιρικού µ-CT πεπτιδίου µε την Gtα δεν οδηγεί σε 

αλληλεπίδραση της Gtα µε το µ-CT, σε οποιαδήποτε διαµόρφωση κι αν βρίσκεται η 

πρωτεΐνη αυτή, δηλαδή στην ετεροτριµερή Gtαβ1γ1, ανενεργή GtαGDP ή ενεργή 

GtαGTPγS διαµόρφωσή της. Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώθηκαν επίσης όταν το µ-



 
Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε υποδοχείς που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες 

 

 153 

CT επωάστηκε και µε τις Gαi και Gαο υποµονάδες, που είναι οι G πρωτεΐνες µε τις 

οποίες αλληλεπιδρούν οι οπιοειδείς υποδοχείς. 

Σχήµα 18. Πρόσδεση της Gα υποµονάδας στο δ-CT. (Α) Η Gα υποµονάδα από την ετεροτριµερή 

Gtαβ1γ1 αλληλεπιδρά µε το δ-CT µε δοσοεξαρτώµενο τρόπο. Σταθερή ποσότητα του GST-χιµαιρικού 

δ-CT επωάστηκε µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις της ετεροτριµερούς Gtαβ1γ1 0,25 , 0,5 και 1 µΜ 

(διαδροµές 2-4 αντίστοιχα). ∆ιαδροµές 5-7, GST πρωτεΐνη επωάστηκε µε τις ίδιες ποσότητες Gtαβ1γ1. 

Η διαδροµή 1 αντιπροσωπεύει αποµονωµένη ετεροτριµερή Gtαβ1γ1 (2,5 µg). (Β) Η Gα υποµονάδα 

στην ανενεργή διαµόρφωση προσδένεται στο δ-CT. Σταθερή ποσότητα του GST-δ-CT επωάστηκε µε 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις GtαGDP 0,5 και 1 µΜ (διαδροµές 2 και 4). ∆ιαδροµές 3 και 5, GST 

πρωτεΐνη επωάστηκε µε τις ίδιες ποσότητες GtαGDP. ∆ιαδροµή 1, καθαρή GtαGTP (1,6 µg). (Γ) Η 

ενεργή Gα προσδένεται ασθενώς στο δ-CT. Σταθερή ποσότητα GST-δ-CT επωάστηκε µε 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις της GtαGTPγS (0,1 , 0,2 και 0,5 µΜ, διαδροµές 2-4 αντίστοιχα). 

∆ιαδροµή 5, GST πρωτεΐνη επωάστηκε µε 0,5 µΜ GtαGTPγS. Η διαδροµή 1 αντιπροσωπεύει την 

καθαρή GtαGTPγS (0,2 µg). Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε 12% πήκτωµα, ενώ σε όλα τα 

ανοσοαποτυπώµατα η Gα ανιχνεύθηκε µε τη χρήση ενός αντισώµατος έναντι της Gα (OC1, αραίωση 

1:1.000). Οι ποσότητες των GST-χιµαιρικών πρωτεϊνών επιβεβαιώθηκαν µετά από νέα 

ανοσοαποτύπωση στην ίδια µεµβράνη µε το αντι-GST αντίσωµα (αραίωση 1:5.000). 

 

Με γνώµονα αυτά τα αποτελέσµατα ελέγξαµε εάν οι Gα υποµονάδες προσδένονται 

στις ενδοκυτταρικές περιοχές του δ-OR, όπως είναι το δ-CT και η δ-i3L. Περίπου 1 µΜ 
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από το ακινητοποιηµένο δ-CT επωάστηκε µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του 

ετεροτριµερούς Gtαβ1γ1 ή της ανενεργής GtαGDP και ακολούθησε ανοσοεντόπιση µε 

αντίσωµα έναντι της Gα υποµονάδας (Σχήµα 18Α και Β). Στο ανοσοαποτύπωµα 

παρατηρήσαµε ένα πολυπεπτίδιο περίπου 40 KDa που αντιστοιχεί στην Gtα υποµονάδα, 

κάτι που υποδεικνύει ότι η Gα υποµονάδα, τόσο στην ετεροτριµερή όσο και στην 

ανενεργή, µονοµερή διαµόρφωση, προσδένεται στο καρβοξυτελικό άκρο του δ-OR. Για 

να προσδιορίσουµε κατά πόσο η ενεργή διαµόρφωση (GαGTPγS) της Gα υποµονάδας 

προσδένεται στο δ-CT, ακινητοποιήσαµε τo GST-χιµαιρικό δ-CT σε σφαιρίδια 

γλουταθειόνης και ακολούθησε επώαση µε την αποµονωµένη GtαGTPγS και ανίχνευση 

µε αντίσωµα έναντι της Gα. Το GTPγS είναι ένα µη υδρολυόµενο παράγωγο του GTP 

και έτσι η GtαGTPγS παραµένει στην ενεργή κατάσταση, καθώς δεν είναι δυνατόν να 

υδρολύσει το GTP µέσω της δράσης GTPάσης που διαθέτει. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 

18Γ, σε συγκέντρωση 0,5 µΜ της GtαGTPγS, παρατηρείται µια ασθενής ζώνη που 

αντιπροσωπεύει την Gα στο ανοσοαποτύπωµα (διαδροµή 4). Καµία ζώνη δεν 

παρατηρείται, όπως αναµένεται, στον αρνητικό µάρτυρα (Σχήµα 18Γ, διαδροµή 5). Το 

αποτέλεσµα αυτό υποδηλώνει ότι η ενεργή διαµόρφωση της Gα υποµονάδας 

προσδένεται επίσης στο δ-CT, ενδεχοµένως όµως µε µικρότερη συγγένεια από την 

ανενεργή διαµόρφωση (συγκρίνατε σχήµατα 18Α και 18Γ, διαδροµές 2 και 4 

αντίστοιχα). Τα παραπάνω αποτελέσµατα δεικνύουν ότι η Gα υποµονάδα αλληλεπιδρά 

µε το δ-CT σε οποιαδήποτε διαµόρφωση. 

Για να µελετήσουµε εκτενέστερα κατά πόσο υπάρχουν και άλλες θέσεις 

αλληλεπίδρασης στους µ- και δ-ORs για τις Gα υποµονάδες, ελέγξαµε την ικανότητα της 

τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς να αλληλεπιδρά µε τις Gα υποµονάδες. Για το λόγο αυτό, 

επωάσαµε την ακινητοποιηµένη GST-χιµαιρική δ-i3L µε την ετεροτριµερή Gtαβ1γ1, την 

ανενεργή GtαGDP ή την ενεργή GtαGTPγS. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 19, η δ-i3L 

προσδένει την Gα υποµονάδα, µε οποιαδήποτε από τις τρεις διαµορφώσεις της Gtα 

πρωτεΐνης και αν συνεπωαστεί. Αυξανόµενες συγκεντρώσεις της Gα υποµονάδας 

δεικνύουν µεγαλύτερη πρόσδεση στην δ-i3L. Ειδικότερα στην περίπτωση της 

GtαGTPγS, φαίνεται ότι η ενεργή Gtα προσδένεται σε ιδιαίτερα χαµηλές συγκεντρώσεις 

και αυτό αποδεικνύει ότι οι ενεργοποιηµένες Gα πρωτεΐνες εµφανίζουν µεγαλύτερη 
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συγγένεια πρόσδεσης για την δ-i3L (Σχήµα 19Γ), από ότι οι ανενεργές Gα ή το 

ετεροτριµερές. 

Σχήµα 19. Η Gα υποµονάδα προσδένεται στην τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά. (Α) Η ετεροτριµερής 

Gtα υποµονάδα αλληλεπιδρά µε την δ-i3L. Η GST-χιµαιρική δ-i3L (1 µΜ) επωάστηκε µε 0,25 , 0,5 

και 1 µΜ GtαGDP (διαδροµές 2-4), ενώ οι ίδιες συγκεντρώσεις της GtαGDP επωάστηκαν και µε την 

GST πρωτεΐνη (διαδροµές 5-7). Η διαδροµή 1 αντιπροσωπεύει την ετεροτριµερή, αποµονωµένη 

Gtαβ1γ1. (Β) Η Gα υποµονάδα στην ανενεργή διαµόρφωση προσδένεται στην δ-i3L. Η 

ακινητοποιηµένη δ-i3L (1 µΜ) επωάστηκε µε τις ίδιες συγκεντρώσεις GtαGDP (διαδροµές 2-4). (Γ) Η 

GtαGTPγS επωάστηκε µε τη δ-i3L σε χαµηλές συγκεντρώσεις 60, 120 και 250 nΜ (διαδροµές 2-4 

αντίστοιχα). Σε όλα τα ανοσοαποτυπώµατα η Gtα ανιχνεύθηκε µε τη χρήση ενός αντισώµατος έναντι 

της Gα (OC1, αραίωση 1:1.000). Οι ποσότητες των GST-χιµαιρικών πρωτεϊνών επιβεβαιώθηκαν µετά 

από νέα ανοσοαποτύπωση της µεµβράνης µε το αντι-GST αντίσωµα (αραίωση 1:5.000). 

 

4.2.4 Εξειδίκευση πρόσδεσης των Gα υποµονάδων στα καρβοξυτελικά 

άκρα των υποδοχέων 

 

Οι υποµονάδες Gqα, G11α, G14α και Gsα πρωτεΐνες ρυθµίζουν τη σηµατοδότηση 

διαφορετικών GPCRs και δεν συζεύγνυνται µε τους οπιοειδείς υποδοχείς (Offermanns 

and Simon, 1995). Για να προσδιορίσουµε κατά πόσο υπάρχει εξειδίκευση στην 

αλληλεπίδραση των διαφόρων Gα υποµονάδων στα µ- και δ-CT, µελετήσαµε την 
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ικανότητα διαφόρων Gα υποµονάδων όπως η Gqα και Gsα να προσδένονται στις 

ενδοκυτταρικές περιοχές των οπιοειδών υποδοχέων. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 20, 

επώαση µεµβρανών εγκεφάλου ποντικού, οι οποίες περιέχουν ενδογενώς τις Gsα και 

Gqα, µε τα ακινητοποιηµένα µ-, δ-CT και ακόλουθη ανοσοεντόπιση µε τα κατάλληλα 

αντισώµατα δεν έδειξε την παρουσία κάποιας ζώνης που να αντιπροσωπεύει αυτές τις 

πρωτεΐνες. Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι οι Gqα και Gsα δεν προσδένονται στα µ-, δ-CT. 

 

Σχήµα 20. Οι Gsα και Gqα δεν προσδένονται στα µ-, δ-CT. Ορισµένη ποσότητα των GST-

χιµαιρικών δ-CT και µ-CT (0,5 µΜ) επωάστηκε µε 100 µg ολικής πρωτεΐνης από µεµβράνες 

εγκεφάλου ποντικού στους 4
ο
C για 30 λεπτά (διαδροµές 2 και 3). Η ανίχνευση των Gα υποµονάδων 

έγινε µε αντισώµατα που αναγνωρίζουν της Gsα υποµονάδα (Κ-20, sc-823, Santa Cruz, αραίωση 

1:500) ή την Gqα υποµονάδα (Ε-17, sc-393, Santa Cruz, αραίωση 1:500). ∆ιαδροµή 1, αποµονωµένες 

µεµβράνες εγκεφάλου ποντικού. ∆ιαδροµή 4, επώαση της GST πρωτεΐνης µε 100 µg πρωτεΐνης από 

µεµβράνες εγκεφάλου ποντικού. Η ανίχνευση των GST-χιµαιρικών πρωτεϊνών έγινε µε το αντι-GST 

αντίσωµα (1:5.000). 

 

 

4.3 Τα καρβοξυτελικά άκρα των οπιοειδών υποδοχέων (µ-CT, 

δ-CT) ως πλατφόρµες για το σχηµατισµό πολυ-πρωτεϊνικών 

συµπλόκων: Ο ρόλος της RGS4 πρωτεΐνης 

 

Τα εξωτερικά ερεθίσµατα µεταφέρονται στο εσωτερικό των κυττάρων µέσω 

πρωτεϊνικών συµπλόκων που χρησιµοποιούν ως σηµείο πρόσδεσης (πλατφόρµα) τα 

ενδοκυτταρικά τµήµατα των GPCRs και περιλαµβάνουν εκτός από τις G πρωτεΐνες και 

άλλες διαλυτές ή µη πρωτεΐνες (Rebois and Hebert, 2003). Οι RGS πρωτεΐνες διαθέτουν, 

όπως προαναφέρθηκε, πολλαπλά µοτίβα αλληλεπίδρασης και είναι σε θέση να 

αλληλεπιδρούν εκτός από τις Gα υποµονάδες και µε άλλες πρωτεΐνες (τελεστές, 
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βοηθητικές πρωτεΐνες). Με βάση αυτά τα δεδοµένα και γνωρίζοντας ότι η RGS4 

αλληλεπιδρά µε τα καρβοξυτελικά άκρα των οπιοειδών υποδοχέων, ελέγξαµε κατά πόσο 

η RGS4 µπορεί να αποτελεί κοµβικό µόριο για το σχηµατισµό πολυ-πρωτεϊνικών 

συµπλόκων µε τις G πρωτεΐνες, χρησιµοποιώντας τα καρβοξυτελικά άκρα των οπιοειδών 

υποδοχέων ως σηµεία αγκυροβόλησης. 

 

4.3.1 Οι Gβγ υποµονάδες ανταγωνίζονται µε την RGS4 για την 

πρόσδεση στο µ-CT και δ-CT 

 

Γνωρίζοντας ότι οι Gβγ υποµονάδες και η RGS4 προσδένονται στις ίδιες περιοχές 

των οπιοειδών υποδοχέων, ελέγξαµε κατά πόσο αυτές µπορούν να αλληλεπιδρούν 

ταυτόχρονα στο µ-CT, γεγονός που θα πιστοποιούσε ανταγωνισµό µεταξύ τους στην 

πρόσδεση της ίδιας περιοχής του υποδοχέα ή δηµιουργία πολύ-πρωτεϊνικών συµπλόκων. 

Για το λόγο αυτό, το GST-χιµαιρικό µ-CT πεπτίδιο ακινητοποιήθηκε σε σφαιρίδια 

γλουταθειόνης και ακολούθησε επώαση µε σταθερή συγκέντρωση της RGS4. Στη 

συνέχεια, έγινε επώαση µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις των Gβγ υποµονάδων. Όπως 

φαίνεται στο Σχήµα 21 (πρώτο ανοσοαποτύπωµα), η ένταση της ζώνης που αντιστοιχεί 

στην RGS4 µειώνεται παρουσία αυξανόµενων συγκεντρώσεων των Gβγ υποµονάδων, σε 

σύγκριση µε τον θετικό µάρτυρα όπου διαφαίνεται η πρόσδεση της RGS4 στο µ-CT 

(Σχήµα 21, πρώτο ανοσοαποτύπωµα, συγκρίνατε διαδροµή 2 µε 3-5). Αυτό το 

αποτέλεσµα δεικνύει ότι οι Gβγ υποµονάδες ανταγωνίζονται την πρόσδεση της RGS4 

στο µ-CT και την εκτοπίζουν εν µέρει από το σύµπλοκο που σχηµατίζει µε αυτό το 

τµήµα του µ-OR. Νέα ανοσοεντόπιση της µεµβράνης µε αντίσωµα έναντι της Gβ 

υποµονάδας έδειξε ότι η πρόσδεση της Gβ υποµονάδας αυξάνεται, αυξανοµένης της 

συγκέντρωσης των Gβγ υποµονάδων (δεύτερο ανοσοαποτύπωµα, διαδροµές 3-5). Το 

αποτέλεσµα αυτό δηλώνει ότι οι Gβγ υποµονάδες προσδένονται στο µ-CT, µε τρόπο που 

είναι ανάλογος της συγκέντρωσης των υποµονάδων, ακόµα και παρουσία της RGS4. 

Ενδιαφέρον προκαλεί η παρατήρηση όπου στην περίπτωση της συνεπώασης των Gβγ 

υποµονάδων και της RGS4 µε το µ-CT, σε συγκέντρωση 0,5 µΜ για κάθε µια από τις 

Gβγ και RGS4, η ένταση της ζώνης της Gβ είναι σηµαντικά εντονότερη σε σύγκριση µε 

την ένταση της ζώνης που παρατηρείται απουσία της RGS4 (δεύτερο ανοσοαποτύπωµα, 
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συγκρίνατε διαδροµές 5 και 6 αντίστοιχα). Το αποτέλεσµα αυτό δηλώνει ότι η παρουσία 

της RGS4 οδηγεί σε αύξηση της πρόσδεσης των Gβγ υποµονάδων στο µ-CT. 

 

Σχήµα 21. Οι Gβγ υποµονάδες ανταγωνίζονται τις θέσεις πρόσδεσης της RGS4 στο µ-CT. 
Ποσότητα της GST-χιµαιρικής µ-CT (0,5 µΜ) επωάστηκε αρχικά µε 0,5 µΜ His-RGS4 για 30 λεπτά 

και στη συνέχεια µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις της Gβ1γ1 (0 , 0,1 , 0,2 και 0,5 µΜ) για 20 λεπτά, 

διαδροµές 2-5. ∆ιαδροµή 1, καθαρή His-RGS4. ∆ιαδροµή 6, επώαση µ-CT µόνο µε 0,5 µΜ Gβ1γ1. 

∆ιαδροµή 7, επώαση GST πρωτεΐνης µε 0,5 µΜ Gβ1γ1. ∆ιαδροµή 8, αποµονωµένες Gβ1γ1 

υποµονάδες. Στο πρώτο ανοσοαποτύπωµα έγινε εντοπισµός της RGS4 µε το το αντι-His αντίσωµα, 

αραίωση 1:2.500. Στο δεύτερο ανοσοαποτύπωµα έγινε ανίχνευση της Gβ υποµονάδας µε το αντι-Gβ 

αντίσωµα (αραίωση 1:5.000). Στο τρίτο ανοσοαποτύπωµα παρατηρούµε την ποσότητα της χιµαιρικής 

πρωτεΐνης και της GST πρωτεΐνης µε χρήση του αντι-GST αντισώµατος (αραίωση 1:5.000). Στα 

διαγράµµατα απεικονίζεται η ποσοτικοποίηση της πρόσδεσης της RGS4 και του Gβγ συµπλόκου στο 

µ-CT, όπως υπολογίστηκε από πυκνοµέτρηση των ζωνών τριών πειραµάτων (*p<0,05). 
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Γνωρίζοντας ότι η πρόσδεση των Gβγ υποµονάδων στο µ-CT ανταγωνίζεται την 

πρόσδεση της RGS4 και ενισχύεται επίσης από την παρουσία της δεύτερης, θελήσαµε να 

πιστοποιήσουµε εάν αυτό συµβαίνει και στην περίπτωση του δ-CT. Για το λόγο αυτό, το 

ακινητοποιηµένο δ-CT προ-επωάστηκε ή όχι µε σταθερή συγκέντρωση RGS4 και 

ακολούθησε νέα επώαση µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις των Gβγ υποµονάδων. Όπως 

φαίνεται στο Σχήµα 22, η πρόσδεση της RGS4 στο δ-CT ελαττώνεται όταν αυξάνεται η 

συγκέντρωση των Gβγ υποµονάδων, σε σύγκριση µε τον θετικό µάρτυρα όπου 

διαφαίνεται απλή πρόσδεση της RGS4 στο δ-CT (πρώτο ανοσοαποτύπωµα, συγκρίνατε 

διαδροµή 2 µε 3-5). Παρόλα αυτά, η ελάττωση αυτή στην πρόσδεση της RGS4 είναι 

µικρότερη, σε σχέση µε την αντίστοιχη ελάττωση στην πρόσδεση της RGS4 που 

παρατηρείται για το µ-CT (συγκρίνατε Σχήµα 21 και 22, διάγραµµα πρόσδεσης της 

RGS4). Αυτό το αποτέλεσµα δεικνύει ότι οι Gβγ υποµονάδες ανταγωνίζονται την 

πρόσδεση της RGS4 και στο δ-CT, όχι όµως τόσο αποτελεσµατικά όσο στο µ-CT. 

Νέα ανοσοεντόπιση της µεµβράνης µε αντίσωµα έναντι της Gβ υποµονάδας έδειξε 

ότι η παρουσία της RGS4 έχει ως αποτέλεσµα την ισχυρότερη πρόσδεση των Gβγ 

υποµονάδων στο δ-CT, όπως και στην περίπτωση του µ-OR (Σχήµα 22, δεύτερο 

ανοσοαποτύπωµα, συγκρίνατε διαδροµές 3-5 και 6-8 αντίστοιχα). Παρόλα αυτά, η 

ενίσχυση που προκαλεί η RGS4 στην πρόσδεση των Gβγ διµερών στο δ-CT είναι 

µικρότερη από αυτήν που παρατηρείται στην περίπτωση του µ-CT (συγκρίνατε Σχήµα 21 

και 22, διάγραµµα πρόσδεσης των Gβγ υποµονάδων). 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα δεικνύουν ότι οι Gβγ υποµονάδες ανταγωνίζονται την 

πρόσδεση της RGS4 και την εκτοπίζουν εν µέρει από το καρβοξυτελικό άκρο του δ- 

οπιοειδούς υποδοχέα. Από την άλλη πλευρά, η παρουσία της RGS4 ενισχύει την 

πρόσδεση των Gβγ υποµονάδων στο δ-CT και ενδεχοµένως ευνοεί τη δηµιουργία ενός in 

vitro συµπλόκου µεταξύ του δ-CT, της πρωτεΐνης RGS4 και των Gβγ υποµονάδων. 

Μπορούµε λοιπόν να συµπεράνουµε ότι το δ-CT χρησιµοποιείται, όπως και το µ-CT, ως 

πλατφόρµα για το σχηµατισµό ενός τριµερούς συµπλόκου COOH άκρο – RGS4 – Gβγ 

σε αυτό, ενώ η RGS4 αποτελεί κοµβικό µόριο διότι παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

δηµιουργία αυτού του συµπλόκου, καθώς ενισχύει την πρόσδεση του Gβγ διµερούς στα 

καρβοξυτελικά άκρα των οπιοειδών υποδοχέων. 
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Σχήµα 22. Η RGS4 ενισχύει την πρόσδεση των Gβγ υποµονάδων στο δ-CT. Ορισµένη ποσότητα 

του GST-χιµαιρικού δ-CT (0,5 µΜ) προ-επωάστηκε αρχικά µε 0,3 µΜ His-RGS4 (διαδροµές 2-5). 

Ακολούθησε επώαση µε τρεις συγκεντρώσεις Gβ1γ1 0,1 , 0,2 και 0,3 µΜ, διαδροµές 3-5. ∆ιαδροµή 2, 

πρόσδεση της RGS4 στο δ-CT απουσία Gβγ υποµονάδων. ∆ιαδροµές 6-8, επώαση τωνς Gβ1γ1 µε το 

δ-CT απουσία RGS4. ∆ιαδροµές 1 και 9, καθαρή His-RGS4 και αποµονωµένα διµερή Gβ1γ1, 

αντίστοιχα. ∆ιαδροµή 10, επώαση της GST πρωτεΐνης µε 0,3 µΜ Gβ1γ1. Πρώτο ανοσοαποτύπωµα, η 

RGS4 ανοσοεντοπίστηκε µε το αντι-His αντίσωµα (1:2.500). ∆εύτερο ανοσοαποτύπωµα, η ανίχνευση 

της Gβ έγινε µε το αντι-Gβ αντίσωµα (1:5.000). Τρίτο ανοσοαποτύπωµα, ανοσοεντόπιση του GST-

χιµαιρικού δ-CT πεπτιδίου και της GST πρωτεΐνης µε το αντι-GST αντίσωµα (1:5.000). Στα 

διαγράµµατα απεικονίζεται η ποσοτικοποίηση της πρόσδεσης της RGS4 και του Gβγ συµπλόκου στο 

µ-CT, όπως υπολογίστηκε από πυκνοµέτρηση των ζωνών τριών πειραµάτων (*p<0,05). 
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Για να διερευνήσουµε εάν τα in vitro πειράµατα επαληθεύονται σε ζωντανά κύτταρα, 

κύτταρα COS-7 διαµολύνθηκαν µε τον µη επισηµασµένο µ-OR και την ΗΑ-RGS4 

πρωτεΐνη, ενεργοποιήθηκαν ή όχι µε αγωνιστή και τα λύµατα των κυττάρων 

ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε αντισώµατα έναντι του επιτόπου HA ή της Gβ υποµονάδας. 

Οι ανοσοκατακρηµνισµένες πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν σε πήκτωµα SDS-ακρυλαµίδης 

και ακολούθησε ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα που αναγνωρίζει τη Gβ υποµονάδα ή 

τον επίτοπο ΗΑ. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 23Α, στις διαδροµές 3 και 4 δεν 

παρατηρείται ζώνη που να αντιστοιχεί στην ΗΑ-RGS4, παρόλο που έχει γίνει 

ανοσοκατακρήµνιση µε αντισώµατα έναντι της Gβ. Αντίστοιχα, στις διαδροµές 2 και 3 

του Σχήµατος 23Β, δεν ανιχνεύεται η Gβ υποµονάδα όταν έχει γίνει ανοσοκατακρήµνιση 

της ΗΑ-RGS4, ακόµα και στην περίπτωση ενεργοποίησης των κυττάρων µε 1 µΜ 

DAMGO για 15 λεπτά. Τα πειράµατα αυτά δείχνουν ότι, κάτω από τις συγκεκριµένες 

πειραµατικές συνθήκες, δεν παρατηρείται αλληλεπίδραση της Gβγ υποµονάδας µε την 

RGS4, παρουσία του µ-OR υποδοχέα. 

 

Σχήµα 23. Η RGS4 δεν αλληλεπιδρά µε τις Gβγ υποµονάδες σε κύτταρα COS-7. (Α) Ανίχνευση 

της ΗΑ-RGS4 ύστερα από ανοσο-συγκατακρήµνιση µε αντίσωµα έναντι του επιτόπου HA (Η6908, 

Sigma) ή της Gβ υποµονάδας (διαδροµές 2 και 3, 4 αντίστοιχα) και ανοσοεντόπιση µε αντίσωµα 

έναντι του επιτόπου ΗΑ (1:3.000). Το αντι-ΗΑ αντίσωµα εντοπίζει τη HA-RGS4 όταν γίνεται 

ανοσοκατακρήµνιση µε το ίδιο αντίσωµα (διαδροµή 2), δεν µπορεί όµως να ανιχνεύσει την HA-RGS4 

όταν γίνεται ανοσοκατακρήµνιση µε το αντι-Gβ αντίσωµα, σε κυτταρικά λύµατα από µη 

ενεργοποιηµένα κύτταρα (διαδροµές 3 και 4). (Β) Το αντι-Gβ αντίσωµα (αραίωση 1:5.000) ανιχνεύει 

την Gβ υποµονάδα όταν γίνεται ανοσοκατακρήµνιση µε το ίδιο αντίσωµα (διαδροµή 4), δεν µπορεί 

όµως να εντοπίσει την Gβ όταν γίνεται ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα έναντι του HA επιτόπου σε 

κυτταρικά λύµατα από ενεργοποιηµένα (DAMGO 1 µΜ για 15 λεπτά) ή µη κύτταρα (διαδροµές 3 και 

2 αντίστοιχα). Η ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων έγινε σε πήκτωµα 12%. Στις διαδροµές 1 

απεικονίζεται λύµα κυττάρων ως θετικός µάρτυρας για την έκφραση της HA-RGS4 (Α) και της Gβ 

(Β), ενώ στις διαδροµές 5 απεικονίζεται ο αρνητικός µάρτυρας όπου έχει γίνει ανοσοκατακρήµνιση 

των λυµάτων µε ορό µη ανοσοποιηµένου κουνελιού (Santa Cruz). 
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4.3.2 Η πρόσδεση της RGS4 στο µ-CT προϋποθέτει την ενεργοποίηση 

του µ-OR 

 

Είναι γνωστό ότι οι υποδοχείς προάγουν την ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών και ότι 

οι RGS πρωτεΐνες τείνουν να προσδένονται µε µεγαλύτερη συγγένεια στις 

ενεργοποιηµένες G πρωτεΐνες in vitro (Popov et al., 1997). Με βάση αυτά τα δεδοµένα 

θελήσαµε να ελέγξουµε κατά πόσο η ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων και η 

επακόλουθη ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών προάγει την πρόσδεση των RGS πρωτεϊνών 

στους υποδοχείς. Για να απαντήσουµε σε αυτά τα ερωτήµατα, κύτταρα COS-7 

διαµολύνθηκαν µε τα cDNAs που κωδικοποιούν τον µ-OR αρουραίου και την HA-RGS4 

και ακολούθως επιδράσαµε σε αυτά µε 1 µΜ του οπιοειδή αγωνιστή DAMGO για 5 

λεπτά. Στην συνέχεια, λύµατα αυτών των κυττάρων χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα 

pull down µε το ακινητοποιηµένο GST-χιµαιρικό µ-CT. 

 

Σχήµα 24. Πρόσδεση της RGS4, η οποία εκφράζεται από κύτταρα, στο µ-CT. COS-7 κύτταρα 

διαµολύνθηκαν µε το cDNA του µ-OR (3 µg) και ταυτόχρονα ή όχι µε το cDNA της HA-RGS4 (5 

µg). 48-72 ώρες µετά από τη διαµόλυνση τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν ή όχι µε 1 µΜ DAMGO για 5 

λεπτά. Στη συνέχεια τα λύµατα των κυττάρων (500-700 µg) επωάστηκαν για 60 λεπτά στους 4
ο
C µε 

το GST-µ-CT (διαδροµές 2-4) ή µε GST πρωτεΐνη (διαδροµές 5-7). Ακολούθησαν πλύσεις, 

ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων και η RGS4 ανιχνεύθηκε µε το αντι-HA αντίσωµα (1:3.000). 

∆ιαδροµή 1, λύµα από κύτταρα διαµολυσµένα µε ΗΑ-RGS4. ∆ιαδροµές 2 και 5, πείραµα pull down 

µε λύµατα κυττάρων που δεν εκφράζουν την HA-RGS4 και επώαση µε το µ-CT και την GST 

πρωτεΐνη, αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 3 και 4, pulldown µε λύµατα κυττάρων που εκφράζουν την HA-

RGS4 και επώαση µε το µ-CT, όπου στη διαδροµή 4 παρατηρείται πρόσδεση στο µ-CT της RGS4 που 

προέρχεται από ενεργοποιηµένα µε DAMGO κύτταρα. ∆ιαδροµές 6 και 7, η GST πρωτεΐνη δεν 

προσδένει την HA-RGS4 από τα κυτταρικά λύµατα. 
 

Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η RGS4 αλληλεπιδρά µε το µ-CT µόνο όταν στα 

κύτταρα COS-7 ο εκφραζόµενος µ-OR έχει ενεργοποιηθεί µε DAMGO (Σχήµα 24, 

διαδροµή 4). Αντίθετα, στην περίπτωση κυττάρων που δεν ενεργοποιούνται, δεν 
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παρατηρείται πρόσδεση της εκφρασµένης στα κύτταρα HA-RGS4 µε το πεπτίδιο µ-CT 

(διαδροµή 3),  όπως επίσης και στην περίπτωση µη διαµολυσµένων µε HA-RGS4 

κυττάρων (διαδροµή 2) ή στην περίπτωση όπου χρησιµοποιείται ως αρνητικός µάρτυρας 

η GST πρωτεΐνη στη θέση του πεπτιδίου που εκφράζει το µ-CT (διαδροµές 5-7). 

Τα αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι η RGS4 προσδένεται στο µ-CT και ότι η 

πρόσδεση αυτή είναι εφικτή µόνο όταν ο µ-OR στα κύτταρα είναι ενεργοποιηµένος. 

Μπορούµε λοιπόν να υποθέσουµε ότι η ενεργοποίηση του µ-OR έχει ως αποτέλεσµα την 

αποσύζευξη των ενδογενών Gαβγ σε Gα και Gβγ υποµονάδες. Η ενεργές Gα υποµονάδες 

µε την σειρά τους προάγουν την πρόσδεση της RGS4 στον µ-OR πιθανώς λόγω 

σχηµατισµού ενός συµπλόκου µεταξύ της RGS4, των Gα υποµονάδων και του 

καρβοξυτελικού άκρου του  µ-OR. 

 

4.3.3 Προσδιορισµός in vitro ετεροτριµερών συµπλόκων µεταξύ του µ-

OR, της RGS4 και της Gα πρωτεΐνης 

 

Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι η RGS2 δηµιουργεί σύµπλοκα µε την Gqα 

στην τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά του M1-µουσκαρινικού υποδοχέα (Bernstein et al., 

2004). Η αλληλεπίδραση αυτή παρατηρείται παρουσία ιόντων AlF4
-1

, τα οποία σε 

συνδυασµό µε τα ιόντα Mg
+2

 και το GDP (παράγοντας AMF), έχουν την δυνατότητα να 

προσδένονται στην ανενεργή Gα υποµονάδα, µεταβάλλοντας τη διαµόρφωση της 

τελευταίας σε αυτή της µεταβατικής κατάστασης (Sondek et al., 1994) (βλ. Εισαγωγή, 

RGS4 πρωτεΐνη και Σχήµα 9, σελ. 44). Η µεταβατική κατάσταση της Gα υποµονάδας 

ευνοεί την πρόσδεση των RGS πρωτεϊνών, όπως έχει δειχθεί στην περίπτωση των Giα 

και Gtα (Berman et al., 1996β, Watson et al., 1996). 

Με γνώµονα τα παραπάνω, και σε συνδυασµό µε τα προκαταρκτικά in vitro 

αποτελέσµατα του εργαστηρίου όπου έχει δειχθεί ότι η Gα υποµονάδα δεν προσδένεται 

στο καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR, υποθέσαµε ότι η RGS4 ενδεχοµένως παίζει κοµβικό 

ρόλο και προάγει την πρόσδεση των Gα υποµονάδων στον µ-OR, σχηµατίζοντας µε την 

Gα υποµονάδα και το µ-CT ένα πρωτεϊνικό σύµπλοκο. Για να διερευνήσουµε την 

υπόθεση αυτή, προ-επωάσαµε την RGS4 µε την ανενεργή Gtα-GDP παρουσία ή απουσία 
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του παράγοντα AMF και έγιναν in vitro πειράµατα πρόσδεσης χρησιµοποιώντας το 

ακινητοποιηµένο GST-χιµαιρικό µ-CT πεπτίδιο.  

 

Σχήµα 25. Η RGS4 δηµιουργεί σύµπλοκο µε την Gα υποµονάδα και το µ-CT. (Α) Ποσότητες 0,5 

µΜ της Gtα-GDP και της 0,5 µΜ His-RGS4 προ-επωάστηκαν σε PBS µε αναστολείς πρωτεασών και 

1 mM GDP παρουσία (διαδροµές 3 και 5) ή απουσία (διαδροµές 2, 4) AMF (100 mM NaF, 2 mM 

MgCl2, 100 µΜ AlF3, 1 mM GDP, βλ. Υλικά και Μέθοδοι, παράγραφος 3.3.4) για 10 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου και εν συνεχεία για 20 λεπτά στους 4
o
C. Το διάλυµα αυτό επωάστηκε µε το 

ακινητοποιηµένο GST-χιµαιρικό µ-CT για 25 λεπτά στους 4
o
C. Ακολούθησαν πλύσεις, 

ηλεκτροφόρηση και ανοσοεντόπιση µε αντι-Gα (OC1, 1:1.000) ή αντι-His (1:3.000) αντισώµατα. 

∆ιαδροµή 1, καθαρή Gtα πρωτεΐνη. (B) Αποµονωµένη Giα (0,5 µΜ) επωάστηκε µε 0,5 µΜ His-

RGS4, όπως περιγράφεται και παραπάνω, παρουσία (διαδροµή 3) ή απουσία (διαδροµές 2,4) του 

AMF για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και 20 λεπτά στους 4
ο
C. ∆ιαδροµή 1, καθαρή Giα 

πρωτεΐνη. Ποσοτικοποίηση µε το αντι-GST αντίσωµα (1:5.000) δείχνει τα ισόποσα  επίπεδα των 

χιµαιρικών πρωτεϊνών που χρησιµοποιήθηκαν. 

 

Σε συµφωνία µε τα προκαταρκτικά αποτελέσµατα, η Gtα-GDP δεν προσδένεται στο 

καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR, όταν επωάζεται µε το µ-CT παρουσία ή απουσία του 

παράγοντα AMF (Σχήµα 25Α, επάνω ανοσοαποτύπωµα, διαδροµή 4 και 5), εν αντιθέσει 

µε την RGS4 (µεσαίο ανοσοαποτύπωµα διαδροµή 2 και 3). Προ-επώαση της RGS4 

πρωτεΐνης µε την ανενεργή Gtα παρουσία του παράγοντα AMF, έδειξε την παρουσία 

µιας ζώνης που αντιστοιχεί στην Gα υποµονάδα (επάνω ανοσοαποτύπωµα, διαδροµή 3). 

Επιπλέον, όταν η Gtα προ-επωάζεται µε την RGS4 απουσία του AMF, η Gα δεν 

προσδένεται µε το µ-CT (επάνω ανοσοαποτύπωµα, διαδροµή 2). Για να επιβεβαιώσουµε 
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κατά πόσο θα έχουµε τα ίδια αποτελέσµατα µε την Giα υποµονάδα που αλληλεπιδρά in 

vivo µε τους οπιοειδείς υποδοχείς, ελέγξαµε επίσης την ικανότητα της υποµονάδας αυτής 

να σχηµατίζει σύµπλοκο µε την RGS4 και το µ-CT. Προ-επώαση της ενενεργούς Giα µε 

την RGS4 παρουσία του AMF και επακόλουθη επώαση µε το ακινητοποιηµένο µ-CT 

οδήγησε σε πρόσδεση της Giα υποµονάδας στο µ-CT, όπως και στην περίπτωση της Gtα 

υποµονάδας (Σχήµα 25Β, επάνω ανοσοαποτύπωµα, διαδροµή 3). Τα αποτελέσµατα αυτά 

αποδεικνύουν ότι η Gα υποµονάδα στη µεταβατική κατάσταση (παρουσία AMF) 

προσδένεται στον µ-OR µέσω του µ-CT µε τη βοήθεια της RGS4 πρωτεΐνης. 

Συµπεραίνουµε, λοιπόν, ότι η πρόσδεση της RGS4 στον µ-OR πιθανόν να παίζει το 

ρόλο ικριώµατος και να επάγει τη δέσµευση της Gα υποµονάδας και τη δηµιουργία ενός 

ετεροτριµερούς συµπλόκου (µ-CT – RGS4 – Gα υποµονάδας) στον µ-OR. Αξιοσηµείωτο 

είναι, επίσης, το γεγονός ότι η πρόσδεση της RGS4 στο µ-CT ενισχύεται παρουσία της 

Gα υποµονάδας και του παράγοντα AMF (µεσαίο ανοσοαποτύπωµα, συγκρίνατε 

διαδροµές 2 µε 3). Από τα αποτελέσµατα αυτά µπορεί επίσης να συµπεράνει κανείς, ότι 

η RGS4 έχει διακριτές περιοχές µε τις οποίες αλληλεπιδρά ταυτόχρονα µε την Gα 

υποµονάδα και το µ-CT. 

 

 

4.4 Χαρτογράφηση των θέσεων αλληλεπίδρασης της RGS4, 

των Gα υποµονάδων και των µ- και δ- οπιοειδών υποδοχέων 

 

4.4.1 Θέσεις πρόσδεσης της RGS4 πρωτεΐνης στο καρβοξυτελικό άκρο 

του µ-OR και δ-OR 

 

∆εδοµένου ότι τα προηγούµενα πειράµατά µας απέδειξαν ότι η RGS4 αλληλεπιδρά 

µε συγκεκριµένες ενδοκυτταρικές περιοχές των µ- και δ-OR, θελήσαµε να 

προσδιορίσουµε τις ακριβείς περιοχές αλληλεπίδρασης των µ-OR και δ-OR µε την 

RGS4, καθώς επίσης και τις περιοχές της RGS4 που ευθύνονται για την αλληλεπίδραση 

µε αυτούς τους υποδοχείς. Στόχος µας ήταν να προσδιορίσουµε εάν υπάρχει µια 
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συντηρηµένη περιοχή στα καρβοξυτελικά άκρα των οπιοειδών υποδοχέων που ευθύνεται 

για τη δηµιουργία των σταθερών συµπλόκων µεταξύ RGS4 και µ-, δ-CTs.  

 

 

Σχήµα 26. Αµινοξικές αλληλουχίες των GST-χιµαιρικών, ελλειµµατικών µ-CT και δ-CT. Με 

κόκκινα γράµµατα συµβολίζονται τα αµινοξέα που είναι συντηρηµένα στους µ-OR και δ-OR. Σε 

κίτρινο πλαίσιο ορίζονται τα µοτίβα NPXXY και YXXL. Με µπλε αστερίσκο δεικνύονται οι 

σηµειακές µεταλλαγές της Tyr 336 και της Lys 344 σε Ala και Gln αντίστοιχα. 
 

In vitro πειράµατα πρόσδεσης µε τη χρήση του ∆Ν27-µ-CT, έδειξαν ότι το τµήµα 

αυτό δεν µπορεί να προσδέσει την RGS4, σε σύγκριση µε το πλήρες καρβοξυτελικό άκρο 

(θετικός µάρτυρας) (Σχήµα 27Α, σύγκριση διαδροµής 2 µε 4). Αντίθετα, στο 

ελλειµµατικό τµήµα ∆C43-µ-CT, το οποίο περιλαµβάνει το συντηρηµένο µοτίβο, η 

RGS4 προσδένεται όπως φαίνεται από την παρουσία µιας ζώνης 26 KDa που αντιστοιχεί 

στην RGS4 (Σχήµα 27Α, διαδροµή 3). Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν την σηµασία των 
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26 αµινοξέων, που ευθύνονται για τη δηµιουργία µιας όγδοης έλικας, στην άµεση 

αλληλεπίδραση του µ-OR µε την RGS4 πρωτεΐνη. 

 

 

 

 
Σχήµα 27. Η RGS4 προσδένεται στο συντηρηµένο τµήµα του µ-CT και δ-CT. (Α) Τα GST-

χιµαιρικά ∆C43-µ-CT, ∆Ν27-µ-CT και µ-CT επωάστηκαν µε 0,5 µΜ ανασυνδιασµένη His-RGS4, 

όπως περιγράφεται στις Μεθόδους (παράγραφος 2.3.3). ∆ιαδροµή 1, καθαρή His-RGS4. ∆ιαδροµή 2, 

επώαση µ-CT αγρίου τύπου µε His-RGS4 0,5 µΜ. ∆ιαδροµή 3, επώαση ∆C43-µ-CT µε His-RGS4 0,5 

µΜ. ∆ιαδροµή 4, επώαση ∆Ν27-µ-CT µε His-RGS4 0,5 µΜ. ∆ιαδροµή 5, επώαση GST πρωτεΐνης µε 

την ίδια ποσότητα His-RGS4. (Β) Τα ∆N26-δ-CT και δ-CT επωάστηκαν µε 0,5 µΜ RGS4. ∆ιαδροµή 

1, καθαρή RGS4. ∆ιαδροµή 2, επώαση δ-CT µε RGS4. ∆ιαδροµή 3, επώαση ∆Ν26-δ-CT µε RGS4. 

∆ιαδροµή 4, επώαση GST πρωτεΐνης µε την ίδια ποσότητα RGS4. Η ανοσοεντόπιση και στα δυο 

πειράµατα έγινε µε το αντι-His αντίσωµα (αραίωση 1:3.000). 
 

 

Με γνώµονα τα αποτελέσµατα της αλληλεπίδρασης της RGS4 µε το καρβοξυτελικό 

άκρο του µ-OR, προσπαθήσαµε να διερευνήσουµε αν η αντίστοιχη περιοχή ευθύνεται 

και για την πρόσδεση της RGS4 στον δ-OR. Για το λόγο αυτό σχεδιάσαµε αντίστοιχα 

ένα GST-χιµαιρικό πεπτίδιο του δ-CT, στο οποίο απουσιάζει η συντηρηµένη αλληλουχία 

αµινοξέων, το οποίο ορίσαµε ως ∆Ν26-δ-CT (Σχήµα 26). Ακολούθησαν πειράµατα in 

vitro πρόσδεσης, στα οποία το ακινητοποιηµένο ∆Ν26-δ-CT επωάστηκε µε την His-

RGS4. Μετά από ηλεκτροφόρηση και ανοσοεντόπιση µε το αντι-His αντίσωµα δεν 

παρατηρήθηκε ζώνη που να αντιπροσωπεύει την RGS4 (Σχήµα 27, διαδροµή 3). Τo 

αποτέλεσµα αυτό δείχνει ότι η RGS4 δεν προσδένεται σε αυτήν την περιοχή του 

υποδοχέα. Αντίθετα, σε δείγµατα όπου έγινε επώαση ολόκληρου του δ-CT µε την His-

RGS4, παρατηρήθηκε όπως αναµενόταν πρόσδεση της RGS4 (διαδροµή 2). 

 

Α Β 
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Η πρόσδεση της RGS4 στο ∆C43-µ-CT µπορεί να οφείλεται σε συγκεκριµένα 

αµινοξικά κατάλοιπα και συντηρηµένα µοτίβα που περιλαµβάνονται στο µ-CT. Στη θέση 

332-336 του µ-OR (θέση 314-318 για τον δ-OR) βρίσκεται το συντηρηµένο δοµικό 

µοτίβο NPXXY (Σχήµα 26 και Εισαγωγή, παράγραφος 1.4.2), το οποίο ευθύνεται για την 

ενδοκύττωση και αποικοδόµηση των υποδοχέων και την πρόσδεση µικρών G πρωτεϊνών 

(Barak et al., 1995). Καθοδικά αυτού του µοτίβου υπάρχει ένα δεύτερο δοµικό µοτίβο, το 

YXXL που περιλαµβάνει ως αρχικό αµινοξύ την τυροσίνη του µοτίβου ΝPXXY, και 

ευθύνεται για την πρόσδεση των STAT5A και STAT5B µεταγραφικών παραγόντων 

(Mazarakou and Georgoussi, 2005, Georganta et al., 2010). Για να προσδιορίσουµε εάν η 

κοινή τυροσίνη (Tyr336) των παραπάνω µοτίβων, καθώς και όλο το YXXL µοτίβο, 

ευθύνονται για την πρόσδεση της RGS4 στο µ-CT, σχεδιάστηκαν µεταλλαγµένα πεπτίδια 

του µ-CT που παρατίθενται στο Σχήµα 26: 1) πεπτίδιο Y�A, στο οποίο η τυροσίνη έχει 

µεταλλαχθεί σε αλανίνη (Υ336�Α), 2) πεπτίδιο Y�A, K�Q, το οποίο φέρει την ίδια 

µετάλλαξη και στο οποίο η λυσίνη της θέσης 344 έχει επίσης µεταλλαχθεί σε γλουταµίνη 

(Υ336�Α, Κ344�Q), 3) πεπτίδιο ∆ΥΧΧL, στο οποίο ολόκληρο το συντηρηµένο 

µοτίβο YXXL έχει αποκοπεί. Στη συνέχεια, κατασκευάστηκαν GST-χιµαιρικές 

πρωτεΐνες µε τα παραπάνω µεταλλαγµένα πεπτίδια του µ-CT, οι οποίες εκφράστηκαν σε 

βακτήρια E. coli και χρησιµοποιήθηκαν σε in vitro πειράµατα πρόσδεσης, όπου 

επωάστηκαν µε την ανασυνδυασµένη και αποµονωµένη His-RGS4 πρωτεΐνη. Όπως 

φαίνεται στο Σχήµα 28, η έλλειψη του συντηρηµένου µοτίβου ΥΧΧL δεν είναι ικανή να 

παρεµποδίσει την πρόσδεση της RGS4 πρωτεΐνης στο µ-CT (διαδροµή 3). 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 28. Η περιοχή NPXXYXXL δεν ευθύνεται για την πρόσδεση της RGS4 στο µ-CT. Τα 

GST-χιµαιρικά πεπτίδια του µ-CT επωάστηκαν µε 0,5 µΜ His-RGS4, όπως περιγράφεται στις 

Μεθόδους (παράγραφος 2.3.3). ∆ιαδροµή 2, ∆C43-µ-CT, διαδροµή 3, µ-CT που φέρει την έλλειψη 

στο µοτίβο YXXL, διαδροµή 4, µ-CT που φέρει σηµειακή µετάλλαξη, διαδροµή 7, µ-CT που φέρει 

διπλή σηµειακή µετάλλαξη. ∆ιαδροµές 5 και 6, θετικός µάρτυρας µ-CT και αρνητικός µάρτυρας GST 

πρωτεΐνη αντίστοιχα. ∆ιαδροµή 1, καθαρή His-RGS4Η ανοσοεντόπιση έγινε µε το αντι-His αντίσωµα 

(αραίωση 1:3.000). 
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Το ίδιο αποτέλεσµα πήραµε και για τo µ-CT που φέρει τη µεταλλαγή Υ336�Α ή το µ-

CT που φέρει τη διπλή µεταλλαγή Υ336�Α και Κ344�Q (διαδροµές 4, 7 αντίστοιχα). 

Τα αποτελέσµατα αυτά δηλώνουν ότι η περιοχή NPXXYXXL δεν ευθύνεται για την 

άµεση πρόσδεση της RGS4 στο µ-CT και πιθανότατα και στο δ-CT. 

Καθοδικά της περιοχής NPXXYXXL στην συντηρηµένη περιοχή των 

καρβοξυτελικών άκρων των οπιοειδών υποδοχέων βρίσκεται η περιοχή 

DENFKRCFRΧΧC, η οποία σχηµατίζει την προβλεπόµενη έλικα VIII και περιλαµβάνει 

10 συντηρηµένα αµινοξέα µεταξύ των µ-, δ- και κ-OR υποδοχέων. Σε µια επιπλέον 

προσπάθεια να εντοπίσουµε την ακριβή θέση πρόσδεσης της RGS4 στο µ-CT και το δ-

CT, εφαρµόσαµε µια διαφορετική προσέγγιση για να εξακριβώσουµε το ρόλο της 

περιοχής DENFKRCFRΧΧC στην πρόσδεση της RGS4. Η προσέγγιση βασίζεται στο 

γεγονός ότι, εάν ένα πεπτίδιο που περιέχει τα αµινοξέα της περιοχής αυτής 

(DENFKRCFRQLC, πεπτίδιο i4) αλληλεπιδρά και δηµιουργεί σύµπλοκο µε την RGS4, 

τότε το σύµπλοκο RGS4-i4 θα ανιχνεύεται να µεταναστεύει µε αργότερο ρυθµό (σε 

µεγαλύτερο µοριακό βάρος), σε ηλεκτροφόρηση κάτω από µη αποδιατακτικές συνθήκες 

(native gel electrophoresis), όπου οι πρωτεΐνες διατηρούν τις φυσικές τους ιδιότητες και 

δεν καταστρέφονται τα πιθανά σύµπλοκα που δηµιουργούν.  

Για το λόγο αυτό, επωάσαµε την His-RGS4 µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του i4 

πεπτιδίου και στη συνέχεια τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε µη αποδιατακτικό 

πήκτωµα. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα υποβλήθηκε σε χρώση 

Coomassie και σε ανοσοαποτύπωση µε το αντι-His αντίσωµα (όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 3.3.12). Όπως φαίνεται στο Σχήµα 29, επώαση αυξανόµενων 

συγκεντρώσεων του i4 πεπτιδίου παρουσία της RGS4 πρωτεΐνης οδηγεί σε 

µετανάστευση της RGS4 σε υψηλότερο ΜΒ, για τις συγκεντρώσεις 10 και 100 µΜ του i4 

πεπτιδίου, και στις διαδροµές όπου υπάρχει και η µεγαλύτερη συγκέντρωση του i4 

πεπτιδίου, η RGS4 µεταναστεύει ακόµα πιο αργά και σταδιακά εξαφανίζεται (συγκρίνατε 

διαδροµές 3 µε 5-8). Το αποτέλεσµα αυτό υποδηλώνει ότι η RGS4 προσδένεται στο i4 

πεπτίδιο και δηµιουργεί ένα σύµπλοκο που µεταναστεύει µε αργότερο ρυθµό στην 

ηλεκτροφόρηση. Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι µέσα στα 12 αµινοξέα DENFKRCFRQL του 

πεπτιδίου i4 εντοπίζεται η περιοχή που ευθύνεται για την πρόσδεσή της RGS4 στα 

καρβοξυτελικά άκρα των οπιοειδών υποδοχέων. Αντίθετα, επώαση της RGS4 µε ένα 
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τυχαίο πεπτίδιο, το οποίο αντιστοιχεί στο αµινοτελικό άκρο του δ-OR, MELVPSAR 

(ΝΗ2), δεν οδήγησε σε οποιαδήποτε µετατόπιση της ζώνης της RGS4 κάτω από τις ίδιες 

πειραµατικές συνθήκες (συγκρίνατε διαδροµές 9 και 10 µε διαδροµή 3). 

 

Σχήµα 29. Η RGS4 δηµιουργεί σύµπλοκο µε το πεπτίδιο i4. 62 µΜ της αποµονωµένης His-RGS4 

επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις (10-500 µΜ) του i4 πεπτιδίου παρουσία DTT (διαδροµές 

5-8). Τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα και έγινε ανοσοεντόπιση µε το 

αντι-His αντίσωµα  (1:3.000). ∆ιαδροµή 1 και 3, καθαρή His-RGS4 απουσία ή παρουσία DTT, 

αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 2 και 4, 700 µΜ του i4 πεπτιδίου απουσία ή παρουσία DTT, αντίστοιχα. 

∆ιαδροµές 9 και 10, επώαση της His-RGS4 µε 100 µΜ και 500 µΜ του πεπτιδίου ΝΗ2, αντίστοιχα. 

 

4.4.2 Θέσεις πρόσδεσης της Gα πρωτεΐνης και του συµπλόκου RGS4-

Gα στο καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR και του δ-OR 

 

Τα αρχικά in vitro πειράµατα έδειξαν ότι το µ-CT δεν προσδένει την Gα υποµονάδα 

σε καµία διαµόρφωση (ενεργή, ανενεργή ή ετεροτριµερής). Επιπλέον, δείξαµε ότι η 

παρουσία της RGS4 προάγει την πρόσδεση της Gα στο µ-CT µε τη δηµιουργία ενός 

ετεροτριµερούς συµπλόκου µ-CT – Gα – RGS4. Το ερώτηµα το οποίο τίθεται είναι εάν η 

Gα υποµονάδα, προσδενόµενη µε την RGS4, αλληλεπιδρά µε το µ-CT στις ίδιες 

περιοχές. Για να απαντήσουµε σε αυτό το ερώτηµα, πραγµατοποιήσαµε πειράµατα pull 

down χρησιµοποιώντας τα GST-χιµαιρικά τµήµατα του µ-CT και του δ-CT, τα οποία 

επωάσαµε µε συγκεκριµένες συγκεντρώσεις της RGS4 και της Gtα. Όπως φαίνεται στο 

Σχήµα 30, στην περίπτωση του µ-OR η ανενεργή Gtα (GtαGTP) δεν προσδένεται στο 

∆C43-µ-CT (επάνω ανοσοαποτύπωµα, διαδροµή 2), ακόµα και παρουσία της RGS4 

(επάνω ανοσοαποτύπωµα, διαδροµή 3), παρόλο που η RGS4 πρωτεΐνη προσδένεται σε 
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αυτήν την περιοχή (µεσαίο ανοσοαποτύπωµα, διαδροµή 3). Αντιθέτως, όταν η RGS4 

πρωτεΐνη προ-επωάζεται µε την Gtα-GDP παρουσία του παράγοντα AMF (βλ. 

παράγραφο 4.3.3), τότε η Gα υποµονάδα προσδένεται στο ∆C43-µ-CT (επάνω 

ανοσοαποτύπωµα, διαδροµή 4). Από την άλλη πλευρά, στο µη συντηρηµένο τµήµα 

∆Ν27-µ-CT, όπου δεν ανιχνεύεται πρόσδεση της RGS4 (µεσαίο ανοσοαποτύπωµα, 

διαδροµές 5-7), η πρόσδεση της Gtα δεν είναι επίσης δυνατή, παρουσία ή απουσία του 

παράγοντα AMF (πάνω ανοσοαποτύπωµα, διαδροµές 5-7). 

 

 

Σχήµα 30. Το σύµπλοκο Gtα – RGS4 προσδένεται στο συντηρηµένο τµήµα του µ-CT. Η Gtα-

GDP (0,5 µΜ) και η His-RGS4 (0,5 µΜ) προ-επωάστηκαν σε PBS µε αναστολείς πρωτεασών, όπως 

περιγράφεται στις Μεθόδους (παράγραφος 2.3.3), παρουσία (διαδροµή 4 και 7) ή απουσία (διαδροµές 

3 και 6) AMF για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και 20 λεπτά στους 4
o
C. Το διάλυµα αυτό 

προστέθηκε σε σφαιρίδια µε ακινητοποιηµένο το ∆C43-µ-CT ή το ∆Ν27-µ-CT και έγινε επώαση για 

25 λεπτά στους 4
o
C. Ακολούθησαν πλύσεις, ηλεκτροφόρηση και ανοσοεντόπιση µε αντι-Gα (OC1, 

αραίωση 1:1.000) και αντι-His (αραίωση 1:3.000). ∆ιαδροµές 1 και 12, καθαρή Gtα και His-RGS4 

αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 9-11, επώαση µε GST πρωτεΐνη (αρνητικός µάρτυρας). ∆ιαδροµή 8, θετικός 

µάρτυρας µε πρόσδεση του συµπλόκου Gtα – RGS4 παρουσία AMF στο µ-CΤ αγρίου τύπου. 
 

 

Με γνώµονα το γεγονός ότι α) ο δ-OR προσδένει την RGS4 πρωτεΐνη, β) η Gα 

υποµονάδα είναι ικανή να προσδένεται σε οποιαδήποτε διαµόρφωση µε το δ-CT και γ) ο 

µ-OR σχηµατίζει σύµπλοκα µε την RGS4 και τη Gα, ελέγξαµε εάν ο δ-OR ακολουθεί το 

ίδιο πρότυπο πρόσδεσης και συµβάλλει στο σχηµατισµό ετεροτριµερών συµπλόκων 

(RGS4 – Gα – δ-OR). Γι αυτόν τον λόγο, έγιναν παρόµοια in vitro pull down πειράµατα 
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µε τη χρήση του πεπτιδίου ∆Ν26-δ-CT (στο οποίο λείπουν τα πρώτα 26 αµινοξέα), 

παρουσία των αποµονωµένων Gα υποµονάδων ή/και της RGS4 πρωτεΐνης και παρουσία 

ή απουσία του παράγοντα AMF. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι δεν είναι δυνατή η 

πρόσδεση της RGS4 και της Gα υποµονάδας σε αυτό το τµήµα του δ-OR (Σχήµα 31, 

διαδροµές 2 και 3). Στην περίπτωση όµως που η Gα υποµονάδα έχει ενεργοποιηθεί µε 

τον παράγοντα AMF παρουσία της RGS4, είναι δυνατή η πρόσδεση τόσο της RGS4 όσο 

και της Gα στο ∆Ν26-δ-CT (Σχήµα 31, διαδροµή 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 31. Το σύµπλοκο Gαt-RGS4 προσδένεται στο µη συντηρηµένο τµήµα του δ-CT. Η Gtα-

GDP (0,5 µΜ) προ-επωάζεται παρουσία της RGS4 (0,5 µΜ) σε PBS µε αναστολείς πρωτεασών 

παρουσία (διαδροµή 4) ή απουσία (διαδροµές 2, 3) AMF για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και 

20 λεπτά στους 4
o
C. Το διάλυµα αυτό προστίθεται σε σφαιρίδια γλουταθειόνης που έχουν 

ακινητοποιηµένο το ∆Ν26-δ-CT και ακολουθεί επώαση για 25 λεπτά στους 4
o
C. Ακολουθούν 

εκπλύσεις, και µετά από ηλεκτροφόρηση και ανοσοεντόπιση µε αντι-Gα (αραίωση 1:1.000) ή αντι-

His (αραίωση 1:3.000) ανιχνεύεται η Gtα ή η His-RGS4 πρωτεΐνη αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 7, 8, 

επώαση της GST πρωτεΐνης µε τις Gtα και His-RGS4, παρουσία ή απουσία AMF αντίστοιχα. 

∆ιαδροµές 1 και 6, καθαρή GtαGDP και ανασυνδιασµένη His-RGS4 αντίστοιχα. Κάτω 

ανοσοαποτύπωµα, ποσοτικοποίηση µε αντίσωµα αντι-GST (αραίωση 1:5.000) για να ανιχνευθούν τα 

επίπεδα της ∆Ν26-δ-CT και της GST πρωτεΐνης. 

 

Συµπεραίνουµε λοιπόν, ότι το µη συντηρηµένο τµήµα του δ-CT διαθέτει θέσεις 

πρόσδεσης για το σύµπλοκο RGS4-Gα, σε αντίθεση µε το αντίστοιχο τµήµα του µ-CT, 

όπου δεν παρατηρείται καµία πρόσδεση του ίδιου συµπλόκου. 
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4.4.3 Χαρτογράφηση της περιοχής αλληλεπίδρασης των Gβγ 

υποµονάδων στο καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR 

 

Με την χρήση του πεπτιδίου ∆C43-µ-CT, που περιέχει το συντηρηµένο τµήµα του µ-

CT, ελέγξαµε επίσης εάν οι Gβγ υποµονάδες χρησιµοποιούν τις ίδιες θέσεις πρόσδεσης. 

Παρόµοια in vitro πειράµατα πρόσδεσης µε τη χρήση του πεπτιδίου ∆C43-µ-CT, που 

έχει ακινητοποιηθεί σε σφαιρίδια γλουταθειόνης, και των αποµονωµένων Gβ1γ1 

υποµονάδων έδειξαν την παρουσία ενός πολυπεπτιδίου 36 ΚDa, το οποίο αντιστοιχεί 

στην Gβ υποµονάδα, µετά από ανοσοεντόπιση µε το αντι-Gβ αντίσωµα (Σχήµα 32, 

συγκρίνατε διαδροµή 2 µε 3). Η πρόσδεση της Gβγ υποµονάδας στο τµήµα ∆C43-µ-CT 

είναι ίδια µε αυτήν που παρατηρείται για το µ-CT αγρίου τύπου (Σχήµα 32, διαδροµή 3). 

Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν ότι οι Gβγ υποµονάδες των G πρωτεϊνών 

προσδένονται απευθείας και µε µεγάλη συγγένεια στο συντηρηµένο τµήµα του µ-OR, σε 

αντίθεση µε τις Gα υποµονάδες στα παραπάνω πειράµατα πρόσδεσης, όπου 

παρατηρήθηκε ότι δεν υπάρχει απευθείας πρόσδεση αυτών στο ίδιο τµήµα του µ-OR. 

 

 

 

 

Σχήµα 32. Οι Gβγ υποµονάδες προσδένονται στο συντηρηµένο τµήµα του µ-CT. ∆ιαδροµές 2 και 

3, τα GST-χιµαιρικά ∆C43-µ-CT και µ-CT επωάστηκαν µε 0,5 µΜ Gβ1γ1, αντίστοιχα . ∆ιαδροµή 1, 

καθαρή Gβ1γ1. ∆ιαδροµή 4, επώαση GST πρωτεΐνης µε την ίδια ποσότητα Gβ1γ1. Η ανοσοεντόπιση 

έγινε µε το αντι-Gβ αντίσωµα (αραίωση 1:5.000). 

 

4.4.4 Προσδιορισµός των περιοχών αλληλεπίδρασης της RGS4 µε τους 

οπιοειδείς υποδοχείς 

 

α) Το αµινοτελικό άκρο της RGS4 ευθύνεται για την αλληλεπίδραση µε τον µ- και 

δ-OR 

Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι το αµινοτελικό άκρο των RGS πρωτεϊνών 

είναι σηµαντικό για την αλληλεπίδραση µε τους GPCRs (Zeng et al., 1998; Bernstein et 
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al., 2004). Για να εξετάσουµε τη σηµασία του αµινοτελικού άκρου της RGS4 για την 

αλληλεπίδρασή της µε τους µ-OR και δ-OR, κύτταρα ΗΕΚ293 διαµολύνθηκαν µε ένα 

ΗΑ-επισηµασµένο µετάλλαγµα της RGS4, το ΗΑ-∆ΝRGS4, στο οποίο λείπουν τα 57 

αµινοτελικά αµινοξέα (Σχήµα 33 και Υλικά και Μέθοδοι, Πίνακας 15). 

 

 

Σχήµα 33. RGS4 αγρίου τύπου και ελλειµατικές µορφές της. Σε µπλε πλαίσιο φαίνεται το RGS-

Box, µε κόκκινο απεικονίζεται το αµινοτελικό άκρο που περιλαµβάνει την αµφιπαθική α έλικα και µε 

πράσινο απεικονίζεται το µικρό καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης. 

 

Λύµατα κυττάρων που εκφράζουν την ∆ΝRGS4, χρησιµοποιήθηκαν σε in vitro 

πειράµατα πρόσδεσης (pull down). Όπως φαίνεται από την έκφραση µιας ζώνης ΜΒ 34 

kDa που αντιστοιχεί στην RGS4 πρωτεΐνη στο Σχήµα 34, η RGS4 άγριου τύπου 

προσδένεται στα καρβοξυτελικά άκρα των µ-OR και δ-OR (διαδροµές 4 και 8). Η 

ενεργοποίηση των υποδοχέων παρουσία των οπιοειδών αγωνιστών DAMGO και DSLET 

(για τους µ-OR και δ-OR, αντίστοιχα) σε κύτταρα που εκφράζουν την RGS4 δεν 

φαίνεται να επηρεάζει την πρόσδεση της RGS4 σε αυτά τα τµήµατα (διαδροµές 5 και 9, 

σύγκριση µε διαδροµές 4 και 8). Αντίθετα, σε αντίστοιχα πειράµατα όπου 

χρησιµοποιήθηκαν κυτταρικά λύµατα που εκφράζουν την ∆ΝRGS4, δεν παρατηρήθηκε 

η παρουσία ζωνών που να αντιπροσωπεύουν την ∆ΝRGS4, παρουσία ή απουσία των 

οπιοειδών αγωνιστών (διαδροµές 6, 7 και 10, 11). Παρόµοια πειράµατα πρόσδεσης µε τη 

χρήση διαµολυσµένων κυττάρων µε κενό φορέα έκφρασης (διαδροµή 3) ή µε τη χρήση 

της GST πρωτεΐνης (διαδροµή 12) δεν έδειξαν την παρουσία κάποιας ζώνης που να 

υποδηλώνει την πρόσδεση της RGS4. Τα αποτελέσµατα αυτά δηλώνουν ότι η 

αµινοτελική περιοχή της RGS4 είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση αυτής µε τους µ-

OR και δ-OR. 
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Σχήµα 34. Η ΗΑ-∆ΝRGS4 δεν αλληλεπιδρά µε τα µ- και δ-CTs. Λύµατα από κύτταρα που 

εκφράζουν παροδικά την ΗΑ-RGS4 ή την ελλειµµατική στο αµινοτελικό άκρο ΗΑ-∆ΝRGS4, 

ενεργοποιούνται ή όχι µε οπιοειδείς αγωνιστές και επωάζονται µε τα GST χιµαιρικά πεπτίδια των µ- 

και δ-CT (0,5 µΜ), παρουσία διαλύµατος PBS που περιέχει αναστολείς πρωτεασών. Οι 

προσδεδεµένες πρωτεΐνες υποβάλλονται σε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση, µεταφέρονται σε PVDF 

µεµβράνη και εντοπίζονται µε τη χρήση του αντι-ΗΑ αντισώµατος (1:3.000), όπως περιγράφεται στις 

Μεθόδους (παράγραφος 2.3.3). 

 

β) Η σηµασία της 4Box περιοχής της RGS4 πρωτεΐνης 

∆εδοµένου του γεγονότος ότι το αµινοτελικό άκρο της RGS4 είναι απαραίτητο για 

την αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης µε το καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR, είναι λογικό να 

υποθέσει κανείς ότι η έλλειψη και άλλων τµηµάτων της RGS4 θα µπορούσε να 

επηρεάσει την αλληλεπίδραση αυτής τόσο µε τον υποδοχέα, όσο και µε τις Gα 

υποµονάδες. Για να διαπιστώσουµε κατά πόσο η έλλειψη τόσο του αµινοτελικού όσο και 

του καρβοξυτελικού τµήµατος της πρωτεΐνης RGS4 επηρεάζει την πρόσδεση αυτής στον 

µ-OR, χρησιµοποιήσαµε την 4Box (περιοχή που διαθέτει GAP ενεργότητα) 

ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη, η οποία είναι επισηµασµένη µε τον επίτοπο 6His και δεν 

περιλαµβάνει το αµινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο της RGS4 αγρίου τύπου. Επώαση 

του τµήµατος 4Box µε τη χιµαιρική πρωτεΐνη του καρβοξυτελικού άκρου, έδειξε ότι η 

περιοχή 4Box δεν αλληλεπιδρά µε το µ-CT (Σχήµα 35, επάνω ανοσοαποτύπωµα, 

διαδροµή 2). Επιπλέον, όπως φαίνεται στο ίδιο σχήµα, προ-επώαση του 4Box µε την 

Gtα-GDP, δεν επάγει την πρόσδεση ούτε του ίδιου 4Box (επάνω ανοσοαποτύπωµα, 

διαδροµή 3), αλλά ούτε και της Gtα-GDP στο µ-CT (µεσαίο ανοσοαποτύπωµα, διαδροµή 

3). Αντίθετα, προ-επώαση του 4Box και της GtαGDP παρουσία του παράγοντα AMF, 

εµφανίζει µια ζώνη ΜΒ 19 kDa που αντιστοιχεί στο 4Box (επάνω ανοσοαποτύπωµα, 
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διαδροµή 4). Ανοσοαποτύπωση µε ένα αντίσωµα έναντι της Gα υποµονάδας έδειξε 

επίσης µιας ζώνης που αντιστοιχεί στην Gα υποµονάδα (µεσαίο ανοσοαποτύπωµα, 

διαδροµή 4). Τα αποτελέσµατα αυτά δηλώνουν ότι το τµήµα 4Box της RGS4 

αλληλεπιδρά µε το καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR παρουσία της Gα υποµονάδας, µόνο 

όταν η τελευταία βρίσκεται στην ενεργοποιηµένη µε τον παράγοντα AMF διαµόρφωσή 

της. Τα δεδοµένα αυτά συνηγορούν στο ότι η 4Box περιοχή ευθύνεται για την 

αλληλεπίδραση του συµπλόκου RGS4-Gα στον µ-OR, ενδεχοµένως όταν ο υποδοχέας 

βρίσκεται σε κατάσταση ενεργοποίησης. 

 

 

Σχήµα 35. Το 4Box τµήµα της RGS4 δηµιουργεί ετεροτριµερές σύµπλοκο µε την Gtα και το µ-
CT. Η Gtα-GDP (0,5 µΜ) και η ανασυνδυασµένη His-4Box πρωτεΐνη (0,5 µΜ) προ-επωάζονται σε 

PBS µε αναστολείς πρωτεασών παρουσία (διαδροµές 4, 7) ή απουσία (διαδροµές 2, 3 και 5, 6) AMF 

για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και 20 λεπτά στους 4
o
C. Το διάλυµα αυτό προστίθεται στο 

ακινητοποιηµένο µ-CT και επωάσεται για 25 λεπτά στους 4
o
C. Ακολουθούν πλύσεις, ηλεκτροφόρηση 

και ανοσοεντόπιση µε αντι-Gα (OC1, αραίωση 1:1.000) ή αντι-His (αραίωση 1:3.000). ∆ιαδροµές 5-

7, αρνητικοί µάρτυρες των δειγµάτων 2-4 µε επώαση µε GST πρωτεΐνη. ∆ιαδροµή 8, καθαρή 

πρωτεΐνη 4Box. ∆ιαδροµή 1, καθαρή GtαGTP. Η ποσοτικοποίηση γίνεται µε ανοσοεντόπιση µε ένα 

αντι-GST αντίσωµα (αραίωση 1:5.000). 
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4.5 Ρόλος της RGS4 στην εξειδίκευση σύζευξης των οπιοειδών 

υποδοχέων µε τις Gα υποµονάδες 

 

4.5.1 Η RGS4 αλληλεπιδρά µε τον µ-OR και δ-OR σε κύτταρα HEK293 

 

Τα πειραµατικά δεδοµένα της παρούσας µελέτης έδειξαν για πρώτη φορά την άµεση, 

in vitro αλληλεπίδραση της RGS4 πρωτεΐνης µε τα καρβοξυτελικά άκρα των µ- και δ-OR 

καθώς επίσης και µε την τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά του δ-OR. Επιπλέον, τα 

αποτελέσµατα των πειραµάτων πρόσδεσης που έγιναν µε λύµατα στα οποία έχει 

ενεργοποιηθεί ο µ-OR, καθώς και η in vitro αλληλεπίδραση του µ-CT, της RGS4 και των 

Gα υποµονάδων προς δηµιουργία συµπλόκων µεταξύ τους, υποδηλώνουν ότι η 

αλληλεπίδραση της RGS4 µε τις ενδοκυτταρικές περιοχές των υποδοχέων επηρεάζεται 

από την κατάσταση ενεργοποίησης του υποδοχέα ή/και των G πρωτεϊνών. 

Με βάση αυτά τα δεδοµένα, θελήσαµε να προσδιορίσουµε κατά πόσο η RGS4 

αλληλεπιδρά µε τους οπιοειδείς υποδοχείς σε ολόκληρα κύτταρα και να εξακριβώσουµε 

το ρόλο που παίζει η ενεργοποίηση ή µη των οπιοειδών υποδοχέων στην αλληλεπίδραση 

αυτή. Για το λόγο αυτό, κύτταρα HEK293 που εκφράζουν σταθερά τον myc- 

επισηµασµένο µ-OR, διαµολύνθηκαν παροδικά µε την HA-RGS4 πρωτεΐνη και 

ενεργοποιήθηκαν µε αγωνιστή DAMGO. Λύµατα αυτών των κυττάρων επωάστηκαν στη 

συνέχεια µε ένα αντι-myc  αντίσωµα και ακολούθησε ανοσοαποτύπωση µε το αντι-ΗΑ 

αντίσωµα. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 36Α, η εµφάνιση µιας ζώνης στο ίδιο µοριακό 

βάρος µε τον θετικό µάρτυρα (διαδροµή 1), υποδεικνύει ότι ο µ-OR συγκατακρηµνίζει 

την RGS4 (σύγκριση διαδροµής 1 µε 3-5). Η ποσότητα της RGS4 πρωτεΐνης που 

συνκατακρηµνίσθηκε µε τον µ-OR δεν διαφέρει στα κύτταρα που έχουν κατεργαστεί ή 

όχι µε DAMGO, συµπεραίνουµε λοιπόν ότι η ενεργοποίηση του µ-OR δεν προκαλεί 

διαφορές στην αλληλεπίδραση του υποδοχέα µε την RGS4 (σύγκριση διαδροµών 3 µε 5). 

Από την άλλη πλευρά, όταν τα κυτταρικά λύµατα ενεργοποιήθηκαν µε τον παράγοντα 

AMF, παρατηρήθηκε µια αύξηση στην πρόσδεση της RGS4 µε τον µ-OR (διαδροµή 4), 

υποδηλώνοντας ότι η διαµόρφωση των G πρωτεϊνών στη µεταβατική τους κατάσταση 

(παρουσία του AMF) οδηγεί σε αυξηµένη αλληλεπίδραση της RGS4 µε τον µ-OR 
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(Σχήµα 36Α, συγκρίνατε διαδροµές 4 µε 3, 5). Τα αποτελέσµατα αυτά έρχονται σε 

συµφωνία µε τα in vitro πειράµατα, όπου αποδείχθηκε ότι η RGS4 παρουσία της Gα 

υποµονάδας και του παράγοντα AMF προσδένεται ισχυρότερα στο µ-CT και 

δηµιουργείται µε αυτόν τον τρόπο ένα σύµπλοκο µεταξύ τη RGS4, της Gα υποµονάδας 

και του µ-CT. 

 

 

 

Σχήµα 36. Η RGS4 αλληλεπιδρά µε τον µ-OR σε κύτταρα ΗΕΚ293. (Α) Κύτταρα ΗΕΚ293 που 

εκφράζουν µόνιµα τον myc-µ-OR διαµολύνθηκαν παροδικά µε 5 µg πλασµιδιακού DNA της ΗΑ-

RGS4 (διαδροµές 3-8). Μετά από ανοσοκατακρήµνιση µε 4 µg αντι-myc αντισώµατος (9Β11, #2276, 

Cell Signaling Biotechnology, Inc.) και ανοσοεντόπιση µε το αντι-HA (1:3.000), παρατηρήσαµε την 

RGS4 η οποία µεταναστεύει περίπου στα 34 KDa (διαδροµές 3-5). ∆ιαδροµές 7 και 8, θετικοί 

µάρτυρες από ανοσοκατακρήµνιση µε αντι-ΗΑ και αντι-RGS4 αντίστοιχα (4 µg). ∆ιαδροµή 6, 

αρνητικός µάρτυρας από ανοσοκατακρήµνιση µε φυσιολογικό ορό ποντικού (NMS, sc-2025, Santa 

Cruz). ∆ιαδροµή 1, λύµα κυττάρων που εκφράζουν τη HA-RGS4. ∆ιαδροµή 2, αρνητικός µάρτυρας 

από ανοσοκατακρήµνιση µη διαµολυσµένων µε την HA-RGS4 κυττάρων. (Β) Σε κύτταρα που 

εκφράζουν παροδικά την HA-RGS4 (διαδροµές 3 και 4) έγινε ανοσοκατακρήµνιση µε 4 µg από το 

αντι-ΗΑ και το αντι-RGS4 (N16, sc-6204, Santa Cruz) αντίσωµα αντίστοιχα και παρατηρήσαµε 

ανοσοεντόπιση του myc-µ-OR µε το αντι-myc αντίσωµα (1:1.000). Ο φυσιολογικός ορός κουνελιού 

(NRS, sc-2027, Santa Cruz) δεν ανοσοκατακρηµνίζει τον υποδοχέα (διαδροµή 2). ∆ιαδροµή 1, λύµα 

κυττάρων που εκφράζουν τον myc-µ-OR. 
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Ως αρνητικό µάρτυρα χρησιµοποιήσαµε δείγµατα από κύτταρα που έχουν διαµολυνθεί 

µε κενό φορέα pcDNA3 (ψευδώς διαµολυσµένα κύτταρα) ή δείγµατα διαµολυσµένων µε 

HA-RGS4 κυττάρων που ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε φυσικό ορό ποντικού, όπου δεν 

παρατηρείται η παρουσία ζώνης για την RGS4 (διαδροµές 2 και 6 αντίστοιχα). 

Αντίστοιχα, όταν λύµατα από τα ίδια κύτταρα ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε το αντι-ΗΑ ή 

ένα αντι-RGS4 αντίσωµα και έγινε ανοσοεντόπιση µε το αντι-myc αντίσωµα, 

παρατηρήσαµε µια ζώνη που αντιστοιχεί στον µ-OR και η οποία υποδηλώνει την 

συγκατακρήµνιση του υποδοχέα µε την RGS4 πρωτεΐνη (Σχήµα 36Β, διαδροµές 3 και 4). 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα αποδεικνύουν την αλληλεπίδραση της RGS4 και του µ-OR 

σε κύτταρα ΗΕΚ293. Η αλληλεπίδραση αυτή παρατηρείται ανεξαρτήτως της 

ενεργοποίησης του µ-OR, ενώ η παρουσία του AMF παράγοντα που ενεργοποιεί τις Gα 

υποµονάδες, οδηγεί στην αύξηση της αλληλεπίδρασης µεταξύ της RGS4 και του µ-OR. 

Με γνώµονα τα αποτελέσµατα αυτά θελήσαµε να ελέγξουµε επίσης τη φυσική 

αλληλεπίδραση της RGS4 και µε τον δ-OR στα ίδια HEK293 κύτταρα. Για το λόγο αυτό, 

διαµολύναµε παροδικά κύτταρα HEK293, που εκφράζουν σταθερά τον flag-

επισηµασµένο δ-OR (flag-δ-OR), µε την HA-RGS4 πρωτεΐνη. Στη συνέχεια, ο δ-OR 

ενεργοποιήθηκε ή όχι µε τον δ- οπιοειδή αγωνιστή DSLET και τα ΗΕΚ293 κύτταρα 

λύθηκαν και επωάστηκαν µε ένα αντι-flag αντίσωµα. Μετά την ανοσοκατακρήµνιση, 

ακολούθησε ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων και ανοσοεντόπιση µε το αντι-HA 

αντίσωµα, οπότε και παρατηρήσαµε την εµφάνιση µιας ζώνης στα 34 KDa που 

αντιστοιχεί στην ΗΑ-RGS4 πρωτεΐνη (Σχήµα 37Α, σύγκριση διαδροµών 1-3 µε 7). Το 

αποτέλεσµα αυτό υποδεικνύει ότι ο δ-OR µπορεί να συγκατακρηµνίσει την RGS4 

πρωτεΐνη. Σύγκριση των επιπέδων της RGS4 στις διαδροµές 1-3 δείχνει ότι η 

ενεργοποίηση του δ-OR στα κύτταρα µε τον αγωνιστή DSLET ή η κατεργασία των 

κυτταρικών λυµάτων µε AMF δεν επηρεάζει την αλληλεπίδραση της RGS4 µε τον δ-OR. 

Καµιά ζώνη για την RGS4 δεν ανιχνεύθηκε στην περίπτωση ψευδώς διαµολυσµένων 

κυττάρων (διαµόλυνση µε κενό φορέα pcDNA3, διαδροµή 4). Όταν τα ίδια κυτταρικά 

λύµατα ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε το αντι-ΗΑ ή το αντι-RGS4 αντίσωµα, 

επιβεβαιώσαµε µετά από ανοσοεντόπιση µε αντι-flag αντίσωµα ότι ο δ-OR 

συγκατακρηµνίζεται και άρα αλληλεπιδρά απευθείας µε την RGS4 πρωτεΐνη (Σχήµα 

37Β, διαδροµές 3 και 4). Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι ο δ-OR αλληλεπιδρά µε 
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την RGS4 σε ΗΕΚ293 κύτταρα και ότι αυτή η αλληλεπίδραση είναι ανεξάρτητη της 

ενεργοποίησης του υποδοχέα ή της ενεργοποίησης των G πρωτεϊνών. 

 

Σχήµα 37. Η RGS4 αλληλεπιδρά µε τον δ-OR σε κύτταρα ΗΕΚ293. (Α) Κύτταρα ΗΕΚ293 που 

εκφράζουν σταθερά τον flag-δ-OR διαµολύνθηκαν παροδικά µε την ΗΑ-RGS4 (5 µg) (διαδροµές 1-3 

και 5-7). Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν ή όχι µε 1 µΜ DSLET για 5 λεπτά και τα κυτταρικά λύµατα, 

κατεργασµένα ή όχι µε AMF, ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε 4 µg από ένα αντίσωµα έναντι του 

επιτόπου flag (monoclonal αντι-flag, F1804, Sigma). Η παρουσία της ΗΑ-RGS4 επιβεβαιώθηκε στο 

λύµα (διαδροµή 7) και στα ανοσοκατακρηµνισµένα δείγµατα µε το αντι-ΗΑ (4 µg) και το αντι-RGS4 

(4 µg) αντίσωµα (διαδροµές 5 και 6). ∆ιαδροµή 4, αρνητικός µάρτυρας µη διαµολυσµένων µε ΗΑ-

RGS4 κυττάρων. (Β) Σε κύτταρα που εκφράζουν παροδικά την HA-RGS4 (διαδροµές 3 και 4) έγινε 

ανοσοκατακρήµνιση µε αντι-ΗΑ ή αντι-RGS4 (4 µg) και παρατηρήσαµε ανοσοεντόπιση του flag-δ-

OR µε ένα πολυκλωνικό αντι-flag αντίσωµα (1:500, F7425, Sigma). Λύµατα που 

ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε NRS χρησιµοποιήθηκαν ως αρνητικοί µάρτυρες (διαδροµή 2). 

 

Συνολικά, οι παρατηρήσεις µας από τα παραπάνω πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης 

υποδεικνύουν ότι τόσο ο µ-OR όσο και ο δ-OR αλληλεπιδρούν µε την RGS4 σε ζωντανά 

κύτταρα και ότι η ενεργοποίηση του εκάστοτε υποδοχέα δεν προαπαιτείται για την 

πρόσδεση µε την RGS4. Φαίνεται ότι η RGS4 δηµιουργεί ιδιοσύστατα σύµπλοκα µε τους 

οπιοειδείς υποδοχείς, που δεν επηρεάζονται από την ενεργοποίηση των υποδοχέων 
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αυτών. Παρόλα αυτά, όµως, παρατηρούνται διαφορές µεταξύ των µ-OR και δ-OR όσον 

αφορά την πρόσδεση της RGS4 σε αυτούς τους υποδοχείς παρουσία του παράγοντα 

AMF, ο οποίος ενεργοποιεί µε τεχνητό τρόπο απευθείας τις G πρωτεΐνες. Το γεγονός ότι 

η πρόσδεση της RGS4 στον µ-OR ενισχύεται παρουσία του παράγοντα AMF έρχεται σε 

συµφωνία µε τα in vitro πειράµατα, όπου παρατηρήθηκε ότι παρουσία του παράγοντα 

AMF η RGS4 επιτρέπει την πρόσδεση της Gα στο µ-CT, ενώ παράλληλα η 

αλληλεπίδραση της ίδιας της RGS4 στο µ-CT ενισχύεται. 

 

4.5.2 Η RGS4 προάγει την αλληλεπίδραση συγκεκριµένων Gα 

υποµονάδων µε τους µ-OR και δ-OR 

 

Λαµβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι η RGS4 δηµιουργεί in vitro ετεροτριµερή 

σύµπλοκα µε την Gα υποµονάδα και τα καρβοξυτελικά άκρα των µ- και δ- υποδοχέων 

και ότι η RGS4 αλληλεπιδρά µε τους υποδοχείς σε κύτταρα ΗΕΚ293, θελήσαµε να 

ελέγξουµε κατά πόσο η RGS4 προσδίδει εξειδίκευση στους ενεργοποιηµένους υποδοχείς 

ώστε να επιλέξουν µε ποιες Gα υποµονάδες θα αλληλεπιδράσουν επιλεκτικά 

(selectivity). Για το λόγο αυτό, ελέγξαµε την ικανότητα συγκεκριµένων Gα υποµονάδων 

να αλληλεπιδρούν µε την RGS4, µετά από ενεργοποίηση ή όχι των µ- και δ-ORs σε 

κύτταρα HEK293 που εκφράζουν τους υποδοχείς αυτούς, µε πειράµατα 

συνανοσοκατακρήµνισης. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 38Α, λύµατα κυττάρων που 

εκφράζουν σταθερά τον µ-OR και παροδικά ή όχι την ΗΑ-RGS4 

ανοσοκατακρηµνίζονται µε το αντι-ΗΑ αντίσωµα (διαδροµές 2-5). Στην ανοσοεντόπιση 

χρησιµοποιήθηκε ένα αντίσωµα έναντι των Giα1,3 υποµονάδων, το οποίο αποκάλυψε την 

παρουσία µιας ζώνης που αντιστοιχεί στις Giα1,3, στα δείγµατα που έχουν κατεργαστεί µε 

DAMGO ή AMF (διαδροµές 4 και 5). Αντίθετα, καµία ζώνη δεν εντοπίστηκε στα µη 

ενεργοποιηµένα δείγµατα (διαδροµή 3), στα δείγµατα από διαµολυσµένα κύτταρα µε 

κενό φορέα pcDNA3 (ψευδώς διαµολυσµένα, διαδροµή 2) ή στα δείγµατα που 

επωάστηκαν µε φυσικό ορρό κουνελιού (διαδροµή 6). Το αποτέλεσµα αυτό υποδηλώνει 

ότι οι Giα1,3 αλληλεπιδρούν µε την RGS4 στα HEK293 όταν ο µ-OR είναι 

ενεργοποιηµένος ή όταν οι Gα πρωτεΐνες βρίσκονται στη µεταβατική διαµόρφωση. Κατά 

αντίστοιχο τρόπο, η RGS4 αλληλεπιδρά µε την Giα2 και την Gοα µόνο σε κυτταρικά 
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λύµατα που έχουν κατεργαστεί µε DAMGO ή ΑMF (Σχήµα 38Β και Γ, διαδροµές 5, 6) 

και όχι υπό συνθήκες µη ενεργοποίησης. 

Σχήµα 38. Αλληλεπίδραση της RGS4 πρωτεΐνης µε συγκεκριµένες Gα υποµονάδες σε κύτταρα 
που εκφράζουν τον µ-OR. Κύτταρα ΗΕΚ293 που εκφράζουν σταθερά τον myc-µ-OR 

διαµολύνθηκαν παροδικά µε ΗΑ-RGS4 (5 µg) ή κενό φορέα έκφρασης pcDNA3 (5 µg). (Α) Τα 

κύτταρα ενεργοποιήθηκαν ή όχι µε 1 µΜ DAMGO για 5 λεπτά και τα κυτταρικά λύµατα 

κατεργάστηκαν ή όχι µε AMF, ενώ ακολούθησε ανοσοκατακρήµνιση µε αντι-ΗΑ αντίσωµα (4 µg). 

Οι Giα1,3 υποµονάδες ανοσοεντοπίστηκαν µε ένα αντι-Giα1,3 αντίσωµα (C-10, sc-262, Santa Cruz, 

1:1.000). ∆ιαδροµή 1, οι Giα1,3 στα κυτταρικά λύµατα, διαδροµή 7, οι Giα1,3 µετά από 

ανοσοκατακρήµνιση µε το αντι-Giα1,3 αντίσωµα. Ως αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν 

ανοσοκατακρηµνισµένα λύµατα µε φυσικό ορό κουνελιού (NRS) (διαδροµή 6) ή ψευδώς 

διαµολυσµένα κύτταρα (διαδροµή 2). (Β) και (Γ) Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν ή όχι µε 1 µΜ 

DAMGO ή AMF και ακολούθησε ανοσοκατακρήµνιση µε τα αντι-Giα2 και αντι-Gαο αντισώµατα (4 

µg). Οι διαδροµές 4-6 αντιπροσωπεύουν την RGS4 µετά από ανοσοκατακρήµνιση µε ένα αντι-Giα2 ή 

αντι-Goα αντίσωµα (1: 800 και 1:1.000 αντίστοιχα), υπό συνθήκες ενεργοποίησης ή µη. Η RGS4 δεν 

ανοσοσυγκατακρηµνίζεται στα µη ενεργοποιηµένα κύτταρα (διαδροµή 4). Οι διαδροµές 1 και 8 

αντιπροσωπεύουν την παρουσία της RGS4 σε κυτταρικά λύµατα και ανοσοκατακρηµνισµένα 

δείγµατα αντίστοιχα. Ψευδώς διαµολυσµένα κύτταρα χρησιµοποιήθηκαν ως αρνητικοί µάρτυρες 

(διαδροµές 3 και 7). 
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Τα αποτελέσµατα αυτά δηλώνουν ότι η RGS4 δηµιουργεί ετεροτριµερή σύµπλοκα σε 

ΗΕΚ293 κύτταρα µε επιλεγµένες G πρωτεΐνες µόνο µετά την ενεργοποίηση του µ-OR. 

Για να διαπιστωθεί κατά πόσο η RGS4 προάγει την αλληλεπίδραση του δ-OR µε τις 

Giα2, Giα1,3 και Goα χωρίς ή µετά την ενεργοποίησή του, πραγµατοποιήθηκαν παρόµοια 

πειράµατα σε κύτταρα που εκφράζουν σταθερά τον δ-OR και διαµολύνθηκαν παροδικά 

µε την HA-RGS4. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 39Α, η ανοσοκατακρήµνιση των λυµάτων 

από HEK293 κύτταρα µε το αντι-HA αντίσωµα έδειξε την παρουσία µιας ζώνης που 

αντιπροσωπεύει την Giα2 µόνο όταν τα κύτταρα ενεργοποιούνται µε DSLET ή στην 

περίπτωση που τα κυτταρικά λύµατα κατεργαστούν µε AMF (σύγκριση ζώνης σε 

διαδροµές 1, 2 µε διαδροµές 5, 6). Καµία ζώνη δεν εντοπίστηκε σε δείγµατα απουσία 

ενεργοποίησης µε DSLET ή σε δείγµατα ψευδώς διαµολυσµένων κυττάρων (διαδροµές 

4, 3 αντίστοιχα). Αυτά τα αποτελέσµατα δηλώνουν ότι η RGS4 δηµιουργεί ετεροτριµερή 

σύµπλοκα µε την Giα2 µόνο µετά από ενεργοποίηση του δ-OR, όπως και στην περίπτωση 

του µ-OR. 

Για να ελέγξουµε εάν η ενεργοποίηση του δ-OR προάγει την πρόσδεση των Giα1,3 µε 

την RGS4, λύµατα από τα ίδια κύτταρα ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε το αντι-ΗΑ 

αντίσωµα και ακολούθησε ανοσοεντόπιση µε το αντι-Giα1,3 αντίσωµα. Όπως φαίνεται 

στο Σχήµα 39Β, οι Giα1,3 συγκατακρηµνίζονται µε την RGS4 σε δείγµατα από κύτταρα 

όπου έχει δεν ενεργοποιηθεί ο δ-OR (διαδροµή 4). Σε δείγµατα από κυτταρικά λύµατα 

που έχουν κατεργαστεί µε AMF παρατηρείται αυξηµένη συγκατακρήµνιση των Giα1,3 µε 

την RGS4 (διαδροµή 6). Από την άλλη πλευρά, η αλληλεπίδραση της RGS4 µε τις Giα1,3 

µειώνεται σηµαντικά όταν τα κύτταρα ενεργοποιούνται µε 1 µΜ DSLET (διαδροµή 5). 

Το αποτέλεσµα αυτό δηλώνει ότι ο ενεργοποιηµένος δ-OR δεν προάγει τη δηµιουργία 

ενός συµπλόκου µεταξύ της RGS4 και των Giα1,3. Επιπλέον, πειράµατα που 

πραγµατοποιήθηκαν για να ελέγξουµε την αλληλεπίδραση της RGS4 µε την Goα σε 

κύτταρα ΗΕΚ293, έδειξαν ότι η RGS4 αλληλεπιδρά µε την Goα εξίσου καλά υπό 

οποιεσδήποτε συνθήκες ενεργοποίησης ή µη (DSLET, AMF ή απουσία αγωνιστή) 

(Σχήµα 39Γ, διαδροµές 3-5). Το αποτέλεσµα αυτό δηλώνει ότι η RGS4 δηµιουργεί 

σύµπλοκα µε την Goα και τον δ-OR στα HEK293 κύτταρα και ότι ο σχηµατισµός των 

συµπλόκων αυτών δεν επηρεάζεται από την κατάσταση ενεργοποίησης του υποδοχέα. 
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Σχήµα 39. Αλληλεπίδραση της RGS4 πρωτεΐνης µε συγκεκριµένες Gα υποµονάδες σε κύτταρα 
που εκφράζουν τον δ-OR. Κύτταρα ΗΕΚ293 που εκφράζουν σταθερά τον flag-δ-OR διαµολύνθηκαν 

παροδικά µε ΗΑ-RGS4 (5 µg) ή κενό φορέα έκφρασης pcDNA3. (Α) Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν ή 

όχι µε 1 µΜ DSLET για 5 λεπτά και τα κυτταρικά λύµατα κατεργάστηκαν ή όχι µε AMF, και 

ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε αντι-ΗΑ αντίσωµα (4 µg). Η παρουσία της Giα2 ανιχνεύθηκε µε ένα 

αντι-Giα2 αντίσωµα (1:1.000). Οι διαδροµές 1 και 2 αντιπροσωπεύουν την παρουσία της Giα2 σε 

εγκεφαλικά και κυτταρικά παρασκευάσµατα αντίστοιχα. Η διαδροµή 3 αντιπροσωπεύει ψευδώς 

διαµολυσµένα κύτταρα ανοσοκατακρηµνισµένα µε ένα αντι-ΗΑ αντίσωµα. Οι διαδροµές 5 και 6 

αντιπροσωπεύουν την Giα2 που έχει συγκατακρηµνιστεί µε το αντι-ΗΑ αντίσωµα έναντι του επιτόπου 

ΗΑ της RGS4. (Β) Τα κύτταρα ΗΕΚ293 ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε το αντι-ΗΑ αντίσωµα, όπως και 

στο Α. Η παρουσία των Giα1,3 στα κυτταρικά λύµατα επιβεβαιώθηκε µε ανοσοκατακρήµνιση µε ένα 

αντι-Giα1,3 αντίσωµα (διαδροµές 7 και 8). Οι Giα1,3 αλληλεπιδρούν µε την RGS4 απουσία αγωνιστή 

(διαδροµή 4). Αυτή η αλληλεπίδραση αυξάνει όταν τα κυτταρικά λύµατα ενεργοποιούνται µε AMF 

(διαδροµή 6), ενώ αντίθετα ελαχιστοποιείται παρουσία του DSLET (διαδροµή 5). Οι διαδροµές 1 και 

2 αντιπροσωπεύουν τις Giα1,3 σε κυτταρικά και εγκεφαλικά παρασκευάσµατα αντίστοιχα. (Γ) 

Κυτταρικά λύµατα ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε αντι-Goα αντίσωµα και έγινε ανοσοεντόπιση µε αντι-

ΗΑ. Η διαδροµή 1 αντιπροσωπεύει την ΗΑ-RGS4 σε κυτταρικά λύµατα. Ως αρνητικός µάρτυρας 

χρησιµοποιήθηκε λύµα από ψευδώς διαµολυσµένα κύτταρα, το οποίο ανοσοκατακρηµνίστηκε µε 

αντι-Goα (διαδροµή 2). Οι διαδροµές 3-5 αντιπροσωπεύουν την RGS4 που έχει 

ανοσοσυγκατακρηµνιστεί µε το αντι-Gοα αντίσωµα. 
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Συµπερασµατικά, λοιπόν, στην περίπτωση του δ-OR, η έκφραση της RGS4 στα 

ΗΕΚ293 έχει ως αποτέλεσµα την ιδιοσύστατη δηµιουργία ετεροτριµερών συµπλόκων 

µεταξύ της RGS4, του υποδοχέα, των Giα1,3 και των Goα πρωτεϊνών. ∆ηλαδή, έκφραση 

του δ-OR στα κύτταρα, προάγει τη δηµιουργία ζευγών RGS4-Giα1,3 και RGS4-Goα 

απουσία ενεργοποίησης του υποδοχέα και κατά συνέπεια δηµιουργία τριµερών 

συµπλόκων µεταξύ του δ-OR υποδοχέα, των συγκεκριµένων Gα υποµονάδων και της 

RGS4. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το αποτέλεσµα όπου η ενεργοποίηση του υποδοχέα δ-

OR, έχει ως συνέπεια την αποµάκρυνση των Giα1,3 από την RGS4. Επιπλέον, τα ζεύγη 

RGS4-Goα δηµιουργούνται ανεξάρτητα από την ενεργοποίηση ή µη του δ-OR ή των 

Goα υποµονάδων. 

 

 

4.6 Επίδραση της RGS4 στην κυτταρική σηµατοδότηση των µ- 

και δ- οπιοειδών υποδοχέων 

 

α) Έκφραση RGS4 και οπιοειδών υποδοχέων στα κύτταρα 

Έχει βρεθεί ότι ο υποκυτταρικός εντοπισµός των RGS πρωτεϊνών µπορεί να 

επηρεαστεί α) από την παρουσία των G πρωτεϊνών στο εκάστοτε κυτταρικό σύστηµα και 

β) από την παρουσία των ίδιων των GPCR υποδοχέων (Roy et al., 2003). Για να 

προσδιορίσουµε την κατανοµή της RGS4 σε κύτταρα HEK293, χρησιµοποιήσαµε αρχικά 

απλή µικροσκοπία φθορισµού ώστε να λάβουµε µια γενική εικόνα της έκφρασης της 

RGS4 στα κύτταρα (το µικροσκόπιο φθορισµού δίνει µια γενική εικόνα του σήµατος και 

δεν ξεχωρίζει υποκυτταρική κατανοµή). Για το λόγο αυτό, εκφράσαµε τη χιµαιρική 

πρωτεΐνη RGS4-GFP σε κύτταρα HEK293 και παρατηρήσαµε τον φθορισµό του 

επιτόπου GFP. Οι εικόνες του φθορισµού της RGS4-GFP που λάβαµε από το 

µικροσκόπιο δείχνουν ότι η πρωτεΐνη εκφράζεται οµοιογενώς σε όλο το κύτταρο (Σχήµα 

40Α). Αντίστοιχα πειράµατα σε κύτταρα HEK293 που εκφράζουν σταθερά τους µ-OR 

και δ-OR και µε τη χρήση αντισωµάτων που δίνουν φθορισµό µετά από διέγερση µε 

υπεριώδη ακτινοβολία, έδειξαν ότι ο φθορισµός προέρχεται από όλο το κύτταρο, µε 

εντονότερο φθορισµό να προέρχεται από τη µεµβράνη περιµετρικά των κυττάρων 
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(Σχήµα 40Β και Γ αντίστοιχα). Αυτό το αποτέλεσµα υποδηλώνει εντοπισµό των 

υποδοχέων περιµετρικά της µεµβράνης, όπως αναµένεται υπό φυσιολογικές συνθήκες.  

Σχήµα 40. Κατανοµή της RGS4-GFP και των µ-OR, δ-OR στο κύτταρο. (Α) Ο φθορισµός της 

RGS4-GFP παρατηρείται οµοιογενής στο κύτταρο. Κύτταρα ΗΕΚ293 διαµολύνθηκαν µε RGS4-GFP 

και παρατηρήθηκαν σε µικροσκόπιο φθορισµού, όπου και εντοπίστηκε η έκφραση της RGS4 από το 

έντονο, χαρακτηριστικό πράσινο χρώµα που δίνει ο επίτοπος GFP. Ο φθορισµός του µ-OR (Β) και 

του δ-OR (Γ) κατανέµεται σε όλο το κύτταρο, αλλά κυρίως περιµετρικά στην κυτταροπλασµατική 

µεµβράνη, όπως και αναµένεται. Για την παρατήρηση των µ-OR και δ-OR, χρησιµοποιήθηκαν 

αντίστοιχα ΕΕ-ΗΕΚ και flag-δ-OR κύτταρα, τα οποία επεξεργάστηκαν µε ένα αντι-EE (1:1.000, 

18838, QED Bioscience Inc.) και ένα αντι-flag (1:200, monoclonal αντι-flag, Sigma) αντίσωµα 

αντίστοιχα και στη συνέχεια µε το αντι-rabbit και αντι-mouse Alexa Fluor 568 (για διαδικασία βλ. 

παράγραφο 3.3.11) που δίνει το χαρακτηριστικό κόκκινο χρώµα. 

 

β) Υποκυτταρικός εντοπισµός της RGS4 

Για να ελέγξουµε κατά πόσο η ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων επηρεάζει 

την υποκυτταρική κατανοµή της RGS4 πρωτεΐνης, κύτταρα HEK293 που εκφράζουν 

σταθερά τους myc-µ-OR ή flag-δ-OR υποδοχείς, διαµολύνθηκαν παροδικά µε την ΗΑ-

RGS4 και ενεργοποιήθηκαν ή όχι µε αγωνιστές. Ακολούθησε µονιµοποίηση των 

κυττάρων, επώαση µε αντισώµατα έναντι των επιτόπων των πρωτεϊνών και επακόλουθη 

επώαση µε δεύτερα αντισώµατα που φέρουν χρωµοφόρες οµάδες, όπως περιγράφεται 

στις Μεθόδους. Στις εικόνες της συνεστιακής µικροσκοπίας που λάβαµε (Σχήµα 41Α, 

πάνω σειρά) φαίνεται ότι στην κατάσταση ηρεµίας ο µ-OR εντοπίζεται στη µεµβράνη 

ενώ η RGS4 εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, στον πυρήνα και σε µικρότερο βαθµό 

A B 

Γ 
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παραµένει διάχυτη κατανεµηµένη στη µεµβράνη των κυττάρων, χωρίς να παρατηρείται 

συν-εντοπισµός των δυο πρωτεϊνών (υπέρθεση, πάνω σειρά). 

 

Σχήµα 41. Η RGS4 συνεντοπίζεται µε τους ενεργοποιηµένους µ- και δ-ORs. (Α) Κύτταρα 

ΗΕΚ293 που εκφράζουν σταθερά τον myc-µ-OR διαµολύνθηκαν παροδικά µε τη ΗΑ-RGS4 (5 µg) 

και ενεργοποιήθηκαν ή όχι µε 5 µΜ DAMGO για 15 λεπτά και 1 ώρα, µονιµοποιήθηκαν και ανοσο-

επισηµάνθηκαν µε το µονοκλωνικό αντι-myc (1:1.250) και το πολυκλωνικό αντι-ΗΑ αντίσωµα 

(1:500). Το κόκκινο αντιπροσωπεύει τον myc-µ-OR, το πράσινο αντιπροσωπεύει την ΗΑ-RGS4 και 

το κίτρινο αντιπροσωπεύει υπέρθεση του πράσινου και κόκκινου φθορισµού. (Β) Κύτταρα ΗΕΚ293 

που εκφράζουν σταθερά τον flag-δ-OR διαµολύνθηκαν παροδικά µε ΗΑ-RGS4, ενεργοποιήθηκαν ή 

όχι µε 10 µΜ DSLET για 15 λεπτά και 1 ώρα, µονιµοποιήθηκαν και ανοσο-επισηµάνθηκαν µε το 

µονοκλωνικό αντι-flag (1:120) και το πολυκλωνικό αντι-ΗΑ (1:500) αντίσωµα. Το κόκκινο 

αντιπροσωπεύει τον flag-δ-OR, το πράσινο αντιπροσωπεύει την ΗΑ-RGS4 και το κίτρινο 

αντιπροσωπεύει υπέρθεση του πράσινου και κόκκινου φθορισµού. Οι εικόνες είναι 

αντιπροσωπευτικές 50 κυττάρων και το πείραµα επαναλήφθηκε 3 φορές εις διπλούν. 
 

Η ενεργοποίηση των κυττάρων µε DAMGO για 15 λεπτά, οδηγεί σε αλλαγή της 

κατανοµής της RGS4. Πράγµατι, όπως φαίνεται στο Σχήµα 41A, η ενεργοποίηση του µ-

OR µε 5 µΜ DAMGO για 10 λεπτά οδηγεί σε µετατόπιση της RGS4 στην κυτταρική 

µεµβράνη, όπου συνεντοπίζεται µε τον µ-OR (Σχήµα 41Α, υπέρθεση, µεσαία σειρά). 

Από την άλλη πλευρά, όταν τα κύτταρα ενεργοποιούνται µε 5 µΜ DAMGO για 1 ώρα, η 

RGS4 συνεντοπίζεται µε τον µ-OR στο κυτταρόπλασµα, όπου σηµαντικό µέρος του 

υποδοχέα έχει πλέον εσωτερικευθεί (υπέρθεση, κάτω σειρά, δεξιά εικόνα). 
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Παράλληλα, πειράµατα σε κύτταρα που εκφράζουν τον flag-επισηµασµένο δ-OR 

έδειξαν ότι στην κατάσταση ηρεµίας του υποδοχέα, η έκφραση της RGS4 παρατηρείται 

κυρίως στον πυρήνα και στο κυτταρόπλασµα, ενώ ο υποδοχέας εντοπίζεται στο 

κυτταρόπλασµα και στη µεµβράνη (Σχήµα 41Β, πάνω σειρά). Ένα µικρό ποσοστό της 

RGS4 παρατηρείται να συνεντοπίζεται µε τον υποδοχέα στο κυτταρόπλασµα (υπέρθεση, 

πάνω σειρά). Ενεργοποίηση των κυττάρων µε DSLET για 15 λεπτά έχει ως αποτέλεσµα 

τη µετακίνηση µέρους της RGS4 προς την πλασµατική µεµβράνη και την εσωτερίκευση 

ενός ποσοστού του δ-OR στο κυτταρόπλασµα (Σχήµα 41Β, µεσαία σειρά). Στην 

υπέρθεση των δυο εικόνων της συνεστιακής µικροσκοπίας παρατηρούµε ότι η RGS4 

συνεντοπίζεται µε τον δ-OR στην πλασµατική µεµβράνη, όπως επίσης ένα σηµαντικό 

ποσοστό της RGS4 παρατηρείται να συνεντοπίζεται µε τον εσωτερικευµένο δ-OR στο 

κυτταρόπλασµα (Σχήµα 41Β, υπέρθεση, µεσαία σειρά). Ενεργοποίηση των κυττάρων µε 

DSLET για 1 ώρα οδηγεί σε σχεδόν πλήρη ενδοκύττωση του δ-OR στο κυτταρόπλασµα 

(Σχήµα 41Β, κάτω σειρά). Η RGS4 εξακολουθεί να συνεντοπίζεται µε τον υποδοχέα δ-

OR, όµως ο συνεντοπισµός αυτός παρατηρείται εξολοκλήρου στο κυτταρόπλασµα και 

όχι στην πλασµατική µεµβράνη (Σχήµα 41Β, υπέρθεση, κάτω σειρά). Τα αποτελέσµατα 

αυτά δηλώνουν ότι ο υποκυτταρικός εντοπισµός της RGS4 επηρεάζεται από την 

κατάσταση ενεργοποίησης των µ- και δ- οπιοειδών υποδοχέων. 

 

4.6.1 Λειτουργική επίδραση της RGS4 σε κύτταρα HEK293 

 

α) Επίδραση της RGS4 στη συγγένεια πρόσδεσης του µ-OR για οπιοειδείς 

προσδέτες 

Για να µελετήσουµε κατά πόσο η έκφραση της RGS4 πρωτεΐνης επηρεάζει την 

δυνατότητα πρόσδεσης του µ-OR για διάφορους αγωνιστές, έγιναν πειράµατα εκτόπισης 

χρησιµοποιώντας τον τριτιωµένο ανταγωνιστή διπρενορφίνη ([
3
Η]-διπρενορφίνη) σε 

µεµβράνες κυττάρων ΗΕΚ293 που εκφράζουν σταθερά τον µ-OR επισηµασµένο µε τον 

επίτοπο ΕΕ (ΕΕ-µ-OR) και οι οποίες επωάζονται µε την ανασυνδυασµένη His-RGS4. Τα 

αποτελέσµατα µας έδειξαν ότι η ικανότητα του µ- οπιοειδούς αγωνιστή DAMGO να 

εκτοπίζει την [
3
Η] διπρενορφίνη δεν αλλάζει µε την παρουσία της RGS4, συγκρινόµενη 

µε την πρόσδεση που παρατηρείται σε αντίστοιχες µεµβράνες κυττάρων απουσία της 
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RGS4 (Σχήµα 42). Τα αποτελέσµατα αυτά δηλώνουν ότι η RGS4 δεν τροποποιεί την 

κινητική πρόσδεσης του DAMGO στην εκτόπιση της [
3
Η]-διπρενορφίνης. ∆ηλαδή, η 

RGS4, παρόλο που αλληλεπιδρά µε τις Gα, δεν φαίνεται να οδηγεί τον υποδοχέα στην 

κατάσταση χαµηλής συγγένειας πρόσδεσης. Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι η RGS4 

επηρεάζει τη σηµατοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων, µε τους οποίους αλληλεπιδρά, 

κυρίως στο επίπεδο των τελεστών και δεν τροποποιεί τη συγγένεια πρόσδεσής τους για 

τους αγωνιστές. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 42. Η RGS4 δεν επηρεάζει την ικανότητα πρόσδεσης του µ-OR για το οπιοειδές πεπτίδιο 
DAMGO. Η µελέτη της εκτόπισης της ειδικής πρόσδεσης της [

3
Η]-διπρενορφίνης στον µ-OR από τον 

αγωνιστή DAMGO, γίνεται σε µεµβράνες κυττάρων HEK293 που εκφράζουν σταθερά τον ΕΕ-µ-OR. 

Οι µεµβράνες προ-επωάζονται ή όχι µε σταθερή συγκέντρωση της His-RGS4 (1 µM) για 30 λεπτά 

στους 4
ο
C. Ακολουθεί κλασµάτωση των µεµβρανών σε σωληνάκια και επώαση µε τον ανταγωνιστή 

[
3
Η] διπρενορφίνη (2,5 nM) και αυξανόµενες συγκεντρώσεις DAMGO για 45 λεπτά στους 30

ο
C, 

όπως περιγράφεται στις Μεθόδους (παράγραφος 3.4.1). Το αποτέλεσµα της εκτόπισης της [
3
Η]-

διπρενορφίνης από το DAMGO φαίνεται µε την κόκκινη καµπύλη. Ως αρνητικός µάρτυρας 

χρησιµοποιήθηκαν µεµβράνες των ίδιων κυττάρων που δεν προ-επωάστηκαν µε την His-RGS4 
(µαύρη καµπύλη). Η µη ειδική πρόσδεση µετρήθηκε παρουσία 10 µΜ του µη ραδιοσηµασµένου 

ανταγωνιστή ναλοξόνη. 

 

β) Επίδραση της RGS4 στην αναστολή της αδενυλικής κυκλάσης µετά από 

ενεργοποίηση του µ-OR 

Τα µέχρι τώρα αποτελέσµατά µας έχουν δείξει ότι η RGS4 αλληλεπιδρά µε τους µ- 

και δ-ORs. Οι µελέτες µας επίσης έδειξαν ότι η αλληλεπίδραση αυτή προσδίδει στους 
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υποδοχείς την ικανότητα να επιλέγουν, ανάλογα µε τις συνθήκες ενεργοποίησής τους, 

τον υποπληθυσµό των Gα υποµονάδων µε τον οποίο θα αλληλεπιδράσουν, 

υποδεικνύοντας έτσι τη σηµασία της RGS4 πρωτεΐνης στη σηµατοδότηση των οπιοειδών 

υποδοχέων. Σε µια προσπάθεια να προσδιορίσουµε την λειτουργική σηµασία της 

αλληλεπίδρασης της RGS4 µε τους οπιοειδείς υποδοχείς, εξετάσαµε την ικανότητα της 

ΗΑ-RGS4 να µεταβάλει την αναστολή της αδενυλικής κυκλάσης, σε κύτταρα ΗΕΚ293 

που εκφράζουν τον µ-OR µετά από ενεργοποίηση του υποδοχέα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 43. Η RGS4 αναστέλλει τη µείωση της συσσώρευσης του κυκλικού AMP που επάγεται 
από τη σηµατοδότηση του µ-OR. Κύτταρα ΗΕΚ293 που εκφράζουν σταθερά τον ΕΕ-µ-OR 

διαµολύνθηκαν µε την ΗΑ-RGS4 (5 µg) ή µε την ΗΑ-∆ΝRGS4 (5 µg). 24 ώρες µετά τη διαµόλυνση 

τα κύτταρα επωάστηκαν µε [
3
Η]-αδενίνη (1,5 µCi/mL) όπως περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. Η 

παραγωγή του ραδιενεργού κυκλικού AMP ([
3
Η]-cAMP) µετρήθηκε ως απόκριση στην κατεργασία 

των κυττάρων µε φορσκολίνη (50 µΜ) και αυξανόµενες συγκεντρώσεις DAMGO, σε κύτταρα που 

εκφράζουν ΗΑ-RGS4, HA-∆ΝRGS4 ή έχουν διαµολυνθεί µε κενό φορέα pcDNA3. Τα δεδοµένα 

παρατίθενται ως επί τοις εκατό της συσσώρευσης cAMP (το 100% αντιστοιχεί σε δείγµα 

ενεργοποιηµένο µε φορσκολίνη) και αντιπροσωπεύουν τη µέση τυπική απόκλιση τριπλών δειγµάτων 

από τουλάχιστον 4 πειράµατα. Οι κύκλοι (●) αντιστοιχούν σε κύτταρα που εκφράζουν την RGS4 

(κόκκινη καµπύλη), τα τετράγωνα (■) σε κύτταρα διαµολυσµένα µε κενό φορέα (µαύρη καµπύλη) και 

τα τρίγωνα (▲) σε κύτταρα που εκφράζουν την ∆ΝRGS4 (µπλε καµπύλη). 

 

Όπως φαίνεται στο Σχήµα 43, η έκφραση της HA-RGS4 στα κύτταρα µείωσε σηµαντικά 

την αναστολή που προκαλεί ο αγωνιστής DAMGO σε κύτταρα που έχουν ενεργοποιηθεί 
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µε φορσκολίνη και αυτό φαίνεται από τη µετατόπιση της καµπύλης των επιπέδων του 

συσσωρευµένου κυκλικού AMP (cAMP) προς τα δεξιά παρουσία της HA-RGS4, σε 

σύγκριση µε τα επίπεδα του cAMP που παρατηρούνται απουσία αυτής. Πράγµατι, όπως 

φαίνεται στο Σχήµα 43, κατεργασία των κυττάρων EE-HEK µε 500 nM DAMGO είχε ως 

αποτέλεσµα την αναστολή της συσσώρευσης του cAMP κατά 50±3 %, µε συγκέντρωση 

αναστολής IC50= 3,2 nM. Η αναστολή αυτή µειώνεται σε 32±8 % µετά από την έκφραση 

της RGS4 στα ΗΕΚ293 κύτταρα, µε µια µετατόπιση της IC50 στα 44 nM. Τα 

αποτελέσµατα αυτά δηλώνουν ότι η RGS4 τροποποιεί την αναστολή της αδενυλικής 

κυκλάσης που προκαλείται από την ενεργοποίηση του µ-OR και ουσιαστικά αναχαιτίζει 

τη δράση του οπιοειδούς αγωνιστή, παρεµποδίζοντας έτσι την οπιοειδή σηµατοδότηση. 

 

Ρόλος του αµινοτελικού άκρου της RGS4 στην οπιοειδή σηµατοδότηση µέσω της 

αδενυλικής κυκλάσης 

∆εδοµένου ότι το αµινοτελικό άκρο της RGS4 παίζει σηµαντικό ρόλο τόσο για την 

αλληλεπίδρασή της µε τους οπιοειδείς υποδοχείς, όσο και για τον εντοπισµό της στη 

µεµβράνη, ελέγξαµε το ρόλο της περιοχής αυτής της RGS4 στη σηµατοδότηση της 

αδενυλικής κυκλάσης µετά από ενεργοποίηση του µ-OR. Για το λόγο αυτό, 

χρησιµοποιήσαµε την ελλειµµατική µορφή της RGS4 πρωτεΐνης ΗΑ-∆ΝRGS4, από την 

οποία έχουν αποκοπεί τα 57 αµινοξέα του αµινοτελικού της άκρου (Σχήµα 33 και Υλικά 

και Μέθοδοι, Πίνακας 15). Έκφραση της ΗΑ-∆ΝRGS4 σε κύτταρα ΗΕΚ293 που 

εκφράζουν τον µ-OR και µέτρηση της συσσώρευσης του cAMP µετά από ενεργοποίηση 

των κυττάρων µε DAMGO, έδειξε ότι η παρουσία της ∆ΝRGS4 στα κύτταρα, 

αναστρέφει τη συσσώρευση του κυκλικού ΑΜΡ στα επίπεδα που παρατηρούνται 

απουσία της RGS4 πρωτεΐνης (Σχήµα 43, συγκρίνατε καµπύλες παρουσία RGS4 µε 

παρουσία ∆ΝRGS4). Το αποτέλεσµα αυτό δηλώνει ότι το αµινοτελικό άκρο της RGS4 

είναι απαραίτητο για τη δράση της RGS4 στη λειτουργία της αδενυλικής κυκλάσης. 

 

γ) Επίδραση της RGS4 στην ενεργοποίηση των ERK1,2 από τους µ- και δ-ORs 

Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι οι µ-OR και δ-OR ενεργοποιούν τις ERK1,2 

µέσω µηχανισµών που περιλαµβάνουν G πρωτεΐνες οι οποίες είναι ευαίσθητες στην 
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τοξίνη του κοκίτη (Belcheva et al., 2002, Morou and Georgoussi, 2005). Για να 

εξετάσουµε εάν η έκφραση της RGS4 µεταβάλει την ενεργοποίηση των ERK1,2 µετά 

από ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων, κύτταρα ΗΕΚ293 που εκφράζουν τους 

myc-µ-OR και flag-δ-OR, επωάζονται µε κατάλληλους αγωνιστές για διάφορους 

χρόνους. Στο Σχήµα 44Α και Β, φαίνεται ότι η ενεργοποίηση των µ-OR και δ-OR για 2 

και 5 λεπτά µε τους αγωνιστές DAMGO και DSLET αντίστοιχα, οδηγεί σε αύξηση της 

φωσφορυλίωσης των ERK1,2 (διαδροµές 5, 6). Η φωσφορυλίωση αυτή µειώνεται 

αισθητά όταν η RGS4 συνεκφράζεται στα ΗΕΚ293 κύτταρα (διαδροµές 2, 3), 

δηλώνοντας ότι η RGS4 εµπλέκεται καθοριστικά στη σηµατοδότηση των ERK1,2 από 

τους οπιοειδείς υποδοχείς.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 44. Η RGS4 µειώνει τα επίπεδα των φωσφορυλιωµένων ERK1,2 που επάγονται από την 
ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων. Κύτταρα ΗΕΚ293 που εκφράζουν σταθερά τον myc-µ-

OR (Α) ή τον flag-δ-OR (Β) διαµολύνθηκαν παροδικά µε ΗΑ-RGS4 ή κενό φορέα. 48 ώρες µετά τη 

διαµόλυνση τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν µε τους κατάλληλους αγωνιστές για 2 και 5 λεπτά και τα 

κυτταρικά λύµατα αναλύθηκαν σε 12% SDS-PAGE. Οι φωσφορυλιωµένες ERK ανοσοεντοπίστηκαν 

µε ένα αντι-pERK αντίσωµα (αραίωση 1:1.000). Ποσοτικοποίηση της ERK: η ηλεκτροφόρηση ίσων 

ποσοτήτων πρωτεϊνικών δειγµάτων επιβεβαιώθηκε ύστερα από αποµάκρυνση του αντι-pERK 

αντισώµατος και ανοσοεντόπιση µε ένα αντι-ERK αντίσωµα (1:1.000). 
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Σηµασία του αµινοτελικού άκρου της RGS4 στη σηµατοδότηση µέσω των ERK1,2 

Για να προσδιορίσουµε το λειτουργικό ρόλο του αµινοτελικού άκρου της RGS4 στη 

σηµατοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων, κύτταρα Μ27 διαµολύνθηκαν µε την 

ελλειµµατική για το αµινοτελικό άκρο HA-∆ΝRGS4 και ακολούθησε φωσφορυλίωση 

των ERK1,2 παρουσία του µ- οπιοειδούς αγωνιστή DAMGO. Μετά από ενεργοποίηση 

µε DAMGO και ηλεκτροφόρηση, τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι σε κύτταρα που 

εκφράζουν την ΗΑ-∆ΝRGS4 δεν παρατηρείται καµιά µεταβολή στα επίπεδα 

φωσφορυλίωσης των ERK1,2, σε σύγκριση µε τα επίπεδα φωσφορυλίωσης σε κύτταρα 

που διαµολύνθηκαν µε κενό φορέα (Σχήµα 45, σύγκριση διαδροµών 2, 3 µε 5, 6). Αυτά 

τα αποτελέσµατα επιβεβαιώνουν τη σηµασία του αµινοτελικού άκρου της RGS4 στη 

λειτουργική δράση της πρωτεΐνης. 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 45. Το αµινοτελικό άκρο της RGS4 ευθύνεται για τη δράση της στη φωσφορυλίωση των 
ERK1,2. Κύτταρα ΗΕΚ293 που εκφράζουν σταθερά τον myc-µ-OR διαµολύνθηκαν παροδικά µε 

ΗΑ-∆ΝRGS4 ή κενό φορέα και ενεργοποιήθηκαν µε DAMGO για τους δεικνυόµενους χρόνους. Οι 

φωσφορυλιωµένες ERK1,2 ανοσοεντοπίστηκαν µε το αντι-pERK αντίσωµα (1:1.000). Κάτω πλαίσιο: 

µετά από αποµάκρυνση του αντι-pERK αντισώµατος και ανοσοεντόπιση µε το αντι-ERK αντίσωµα 

(1:1.000) επιβεβαιώθηκαν οι ίσες ποσότητες των πρωτεϊνικών δειγµάτων. 

 

Από τα παραπάνω αποτελέσµατα διαφαίνεται η λειτουργική επίδραση της RGS4 στην 

κυτταρική σηµατοδότηση των µ- και δ- οπιοειδών υποδοχέων. Ο σηµαντικός ρόλος της 

RGS4 πρωτεΐνης έγκειται στο γεγονός ότι, όχι µόνο αλληλεπιδρά µε τους οπιοειδείς 

υποδοχείς όπως έδειξαν τα in vitro πειράµατα, αλλά επίσης η αλληλεπίδραση αυτή έχει 

λειτουργική σπουδαιότητα, καθώς ρυθµίζει καθοριστικά τη δράση των οπιοειδών 

υποδοχέων στους τελεστές τους. 
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Επίδραση της RGS4 στην ενεργοποίηση των ERK1,2 από υποδοχείς αυξητικών 

παραγόντων 

Για να µελετήσουµε κατά πόσο η επίδραση της RGS4 στη φωσφορυλίωση των 

ERK1,2 εξειδικεύεται αποκλειστικά σε µέλη της οικογένειας των GPCR (οπιοειδείς 

υποδοχείς), εξετάσαµε τις ενδεχόµενες αλλαγές που παρατηρούνται παρουσία της RGS4 

στα επίπεδα φωσφορυλίωσης των ERK κινασών από αυξητικούς παράγοντες, όπως είναι 

ο επιδερµικός αυξητικός παράγοντας (epidermal growth factor, EGF) που προκαλεί την 

ταχεία ενεργοποίηση των ERK µέσω του υποδοχέα τυροσινικής κινάσης EGFR. Για το 

λόγο αυτό, κύτταρα HEK293 που εκφράζουν ενδογενώς τον EGFR επωάστηκαν µε 10 

nM του αναπτυξιακού παράγοντα και στα λύµατά τους ανιχνεύθηκαν οι 

φωσφορυλιωµένες ERK1,2. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 46, ο υποδοχέας EGFR οδηγεί σε 

φωσφορυλίωση των ERK1,2 σε 2 και 30 λεπτά επώασης. Η έκφραση της RGS4 στα ίδια 

κύτταρα δεν µεταβάλει τη φωσφορυλίωση των ERK1,2 που προκλήθηκε από την 

ενεργοποίηση του EGF υποδοχέα. Το αποτέλεσµα αυτό αποδεικνύει ότι η RGS4 δεν 

επηρεάζει την ενεργοποίηση των ERK1,2 κινασών από έναν υποδοχέα που σηµατοδοτεί 

µέσω ενδιάµεσων µορίων, στα οποία δεν συµµετέχουν οι G και οι RGS πρωτεΐνες. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 46. Η RGS4 δεν επηρεάζει τα επίπεδα των φωσφορυλιωµένων ERK1,2 που επάγονται 
από την ενεργοποίηση του υποδοχέα EGFR. Κύτταρα ΗΕΚ293 που εκφράζουν ενδογενώς τον 

EGFR διαµολύνθηκαν παροδικά µε ΗΑ-RGS4 ή κενό φορέα (5 µg αµφότερα) και στη συνέχεια 

ενεργοποιήθηκαν µε 10 nM EGF για 2 και 30 λεπτά, ακολουθώντας τη διαδικασία που περιγράφεται 

στις Μεθόδους. ∆ιαδροµές 7 και 8, κύτταρα Μ27, τα οποία εκφράζουν τον myc-µ-OR, 

διαµολύνθηκαν µε την HA-RGS4 και κενό φορέα αντίστοιχα και ενεργοποιήθηκαν µε 1 µΜ DAMGO 

για 5 λεπτά. Κάτω ανοσοαποτύπωµα: Με τη βοήθεια του αντι-ERK αντίσωµατος (1:1.000) 

ελέγχθηκαν οι ποσότητες των πρωτεϊνικών δειγµάτων. 
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5. Συζήτηση 
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Οι οπιοειδείς υποδοχείς ευθύνονται για το φαινόµενο της αναλγησίας, εµπλέκονται 

όµως και σε δριµείες παρενέργειες στη φυσιολογία ενός οργανισµού, όπως στην ανοχή 

και εξάρτηση µετά από παρατεταµένη χρήση οπιοειδών. Τα φαινόµενα αυτά έχουν τη 

βάση τους σε µοριακούς µηχανισµούς σηµατοδότησης των οπιοειδών υποδοχέων, οι 

οποίοι ξεκινούν από την αλληλεπίδραση αυτών µε τις G πρωτεΐνες, αλλά και άλλες 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες. Τα πολυ-πρωτεϊνικά σύµπλοκα που δηµιουργούνται µε 

«πλατφόρµα» τους υποδοχείς αυτούς είναι καθοριστικά για τη µετάδοση του 

ερεθίσµατος στο εσωτερικό του κυττάρου και για το λόγο αυτό η µελέτη νέων πρωτεϊνών 

που αλληλεπιδρούν µε τους GPCRs και τους οπιοειδείς υποδοχείς ειδικότερα, θα 

µπορούσε να συµβάλλει στον προσδιορισµό νέων φαρµακολογικών παραγόντων για τη 

θεραπεία διαφόρων ασθενειών του κεντρικού νευρικού συστήµατος. 

Πρωταρχικά πειράµατα της παρούσας µελέτης έδειξαν ότι οι Gα υποµονάδες 

αλληλεπιδρούν απευθείας µε τον δ-OR µέσω της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς και του 

καρβοξυτελικού άκρου του υποδοχέα. Τα αποτελέσµατά µας επίσης δείχνουν ότι η 

συγγένεια πρόσδεσης των ενεργών Gα υποµονάδων (GαGTP) για την τρίτη 

ενδοκυτταρική θηλιά του δ-OR είναι µεγαλύτερη σε σχέση µε τη συγγένεια πρόσδεσης 

των ανενεργών και ετεροτριµερών Gα για την ίδια περιοχή του υποδοχέα. Αντίθετα, η 

συγγένεια πρόσδεσης της ενεργής Gα είναι µικρότερη για το καρβοξυτελικό άκρο του δ-

OR. Αυτό δηλώνει ότι ο δ-OR διαθέτει διακριτές κυτταροπλασµατικές περιοχές για την 

αλληλεπίδραση µε τις διαφορετικές διαµορφώσεις της Gα υποµονάδας, και είναι σε θέση 

να αλληλεπιδρά τόσο µε την ενεργή όσο και µε την ανενεργή Gα. Με αυτόν τον τρόπο ο 

δ-OR ενδεχοµένως βρίσκεται πάντα σε επαφή µε τις Gα υποµονάδες (ιδιοσύστατα) για 

να µεταβιβάζει γρήγορα το σήµα του στους τελεστές, αλλά επίσης για να είναι έτοιµος να 

δεχθεί ένα νέο ερέθισµα, αµέσως µετά την απενεργοποίησή του. 

Στην περίπτωση του µ-OR, προκαταρκτικά πειράµατα του εργαστηρίου έδειξαν ότι 

το καρβοξυτελικό του άκρο δεν είναι το σηµείο πρόσδεσης των Gα υποµονάδων και ότι 

η απουσία πρόσδεσής τους δεν µεταβάλλεται από την κατάσταση ενεργοποίησης της Gα 

πρωτεΐνης ή από τον υπότυπο της Gα, π.χ. Gtα, Giα ή Gοα. Το γεγονός ότι η Gα 

υποµονάδα δεν αλληλεπιδρά µε το καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR µπορεί να οφείλεται 

στο ότι α) η Gα αλληλεπιδρά κυρίως µε την τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά και δεν 
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χρειάζεται τη συµβολή του καρβοξυτελικού άκρου, β) οι Gβγ υποµονάδες καλύπτουν τη 

θέση πρόσδεσης για την Gα στο µ-CT, γ) η πρόσδεση της Gα στο καρβοξυτελικό άκρο 

του µ-OR γίνεται µέσω άλλων πρωτεϊνών που επίσης συµµετέχουν στη µεταφορά 

ερεθίσµατος. Το γεγονός ότι οι ενεργοποιηµένοι µ-OR και δ-OR υποδοχείς 

αλληλεπιδρούν µε διαφορετικές G πρωτεΐνες ενδεχοµένως να παίζει ρόλο στη 

διαφοροποίηση που παρατηρείται στην αλληλεπίδραση των Gα υποµονάδων µε αυτούς. 

Οι Gβγ υποµονάδες είναι γνωστό ότι παίζουν ρόλο στην ενεργοποίηση τελεστών 

(Hamm, 2001), στην ανάπτυξη της ανοχής στα οπιοειδή (Chakrabarti et al., 2001) και 

στην υπερ-ενεργοποίηση της αδενυλικής κυκλάσης (Rubenzik et al., 2001, Sunahara and 

Taussig, 2002), καθώς και σε άλλες φυσιολογικές διεργασίες των θηλαστικών, όπως 

είναι η καταστολή της διέγερσης των νευρώνων, η αναστολή της απελευθέρωσης των 

νευροδιαβιβαστών, η δράση του ανοσοποιητικού, η φλεγµονή, και τέλος η µείωση της 

επίδρασης της µορφίνης που παρατηρείται σε φαινόµενα αναλγησίας (Smrcka, 2008). Τα 

αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής πιστοποιούν για πρώτη φορά ότι οι Gβγ 

υποµονάδες αλληλεπιδρούν απευθείας µε τους οπιοειδείς υποδοχείς (µ-, δ-OR) µέσω του 

καρβοξυτελικού άκρου και της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς των υποδοχέων αυτών. 

Παράλληλα πειράµατα του εργαστηρίου µας µε τη χρήση ενδογενών Gβγ υποµονάδων 

από µεµβράνες του ραβδωτού σώµατος εγκεφάλου αρουραίου, αλλά και των Gβ1γ2 

συµπλόκων εγκέφαλου ποντικού, επιβεβαίωσαν το παραπάνω αποτέλεσµα. Τα 

αποτελέσµατά µας έδειξαν επίσης, ότι, όταν οι Gβγ υποµονάδες βρίσκονται σε σύµπλοκο 

µε τις Gα υποµονάδες (ετεροτριµερής Gαβγ), η πρόσδεσή τους στα ενδοκυτταρικά 

τµήµατα των οπιοειδών υποδοχέων συνεχίζει να υφίσταται. Αυτό υποδηλώνει ότι, είτε η 

περιοχή αλληλεπίδρασης των Gβγ υποµονάδων µε τα ενδοκυτταρικά αυτά τµήµατα είναι 

ανεξάρτητη από την περιοχή µε την οποία προσδένονται µε τις Gα υποµονάδες, είτε ότι 

οι Gβγ υποµονάδες αποσυζεύγνυνται από το Gαβγ σύµπλοκο για να αλληλεπιδράσουν µε 

τους οπιοειδείς υποδοχείς. Η δεύτερη περίπτωση µπορεί να εξηγήσει γιατί η Gα 

υποµονάδα στα πειράµατά µας, σε αντίθεση µε τις Gβγ υποµονάδες, δεν προσδένεται στο 

καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR, όταν και οι δυο προέρχονται από το ετεροτριµερές Gαβγ. 

Απευθείας αλληλεπίδραση των Gβγ συµπλόκων µε τους GPCRs είχε αναφερθεί 

αρχικά για τον υποδοχέα της ροδοψίνης, όπου η πρόσδεση των Gβγ προτείνεται ότι 
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παίζει σηµαντικό ρόλο στην ενίσχυση του σήµατος και στη ρύθµιση του υποδοχέα 

(Kelleher and Johnson, 1988). Πιο συγκεκριµένα, βρέθηκε σε µελέτες ανασύστασης µε 

λιποσώµατα (reconstitution) ότι οι Gβγ υποµονάδες της τρανσντιουσίνης (Gβ1γ1 στα 

ραβδία), αναστέλλουν την φωσφορυλίωση που προκαλεί η κινάση της ροδοψίνης στον 

υποδοχέα ροδοψίνη. Παρόµοιες µελέτες που έγιναν στους M2 και Μ3 µουσκαρινικούς 

υποδοχείς έδειξαν ότι οι Gβγ υποµονάδες προσδένονται επίσης στην τρίτη 

ενδοκυτταρική θηλιά αυτών των υποδοχέων, αλλά η πρόσδεση εξαρτάται από την 

ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών και την αποσύνδεση του ετεροτριµερούς (Wu et al., 

1998). Όσον αφορά στους οπιοειδείς υποδοχείς, µελέτες µε την τεχνική plasmon-

waveguide resonance (PWR) spectroscopy, η οποία επιτρέπει τον προσδιορισµό της 

αλληλεπίδρασης πρωτεΐνης µε πρωτεΐνη για υποδοχείς που βρίσκονται ανασυσταµένοι 

σε λιπιδικές διπλοστοιβάδες, έδειξαν ότι το αποµονωµένο Gβγ διµερές αλληλεπιδρά µε 

τον δ-OR µε µεγάλη συγγένεια (Alves et al., 2004). Στις ίδιες µελέτες φάνηκε επίσης ότι 

υπάρχει συνεργατικότητα µεταξύ των Gα και Gβγ υποµονάδων στην αλληλεπίδραση µε 

τον δ-OR, διότι η συγγένεια πρόσδεσης των αποµονωµένων Gα ή Gβγ υποµονάδων για 

τους υποδοχείς αυξάνεται όταν αυτές συνεπωάζονται, ενώ παρατηρήθηκε ότι στη 

συνεπώαση η συγγένεια των Gα για τον δ-OR αυξάνεται περισσότερο από αυτήν των 

Gβγ υποµονάδων. 

Γνωρίζοντας ότι οι RGS πρωτεΐνες αποτελούν µια νέα οικογένεια πρωτεϊνών που 

ρυθµίζουν τη σηµατοδότηση των GPCRs, θελήσαµε να ελέγξουµε τη δυνατότητα 

εµπλοκής αυτών των πρωτεϊνών στην οπιοειδή δράση. Μελέτες έχουν δείξει ότι η RGS4, 

η οποία εκφράζεται εκτενέστατα στο νευρικό σύστηµα, ενδεχοµένως να ρυθµίζει τη 

σηµατοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων (Hepler et al., 1997, Gold et al., 2003, Garnier 

et al., 2003). Πειραµατικά δεδοµένα έχουν δείξει ότι η RGS4 αναστέλλει τη δράση της 

αδενυλικής κυκλάσης παρουσία του αγωνιστή [Leu]-enkephalin, σε µεµβράνες κυττάρων 

NG-108 (Hepler et al., 1997). Άλλες µελέτες έδειξαν επίσης ότι το mRNA της RGS4 

αυξορυθµίζεται παρουσία αγωνιστών και η έκφραση της συγκεκριµένης πρωτεΐνης δρα 

ως ένας πιθανός µηχανισµός αρνητικής ανάδρασης, που συµβάλλει στην 

απευαισθητοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων και στην ανοχή και εξάρτηση σε διάφορες 

ναρκωτικές ουσίες (Nakagawa et al., 2001, Gold et al., 2003, Garnier et al., 2003). 
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Τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής έδειξαν για πρώτη φορά, τόσο in vitro όσο 

και σε ζωντανά κύτταρα, ότι η RGS4 αλληλεπιδρά απευθείας µε τους µ- και δ-ORs, 

µέσω της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς και του καρβοξυτελικού τους άκρου. Η 

αλληλεπίδραση αυτή της RGS4 µε τους οπιοειδείς υποδοχείς είναι ανεξάρτητη από την 

επίδραση οπιοειδών αγωνιστών. Το αποτέλεσµα αυτό δηλώνει ότι το ζεύγος υποδοχέα-

RGS4 σχηµατίζεται ιδιοσύστατα, δηλαδή απουσία ενεργοποίησης των υποδοχέων. Η 

δηµιουργία ζευγών RGS4-οπιοειδών υποδοχέων (µ-OR, δ-OR) ενδεχοµένως να επιτρέπει 

στην RGS4 πρωτεΐνη να στρατολογεί τις ενεργοποιηµένες G πρωτεΐνες για να ρυθµίζει 

άµεσα τη δράση αυτών στους διάφορους τελεστές. 

Η ανακάλυψη της αλληλεπίδρασης της RGS4 µε συγκεκριµένες ενδοκυτταρικές 

περιοχές των µ-OR και δ-OR έρχεται σε συµφωνία µε µελέτες µε τον Μ1-mAChR, όπου 

δείχθηκε ότι η RGS2 πρωτεΐνη αλληλεπιδρά απευθείας µε την τρίτη ενδοκυτταρική 

θηλιά του υποδοχέα αυτού (Bernstein et al., 2004). Η αλληλεπίδραση αυτή έχει ως 

αποτέλεσµα τη µείωση της υδρόλυσης του PIP2 που προκαλείται από την ενεργοποίηση 

του Μ1-mAChR υποδοχέα µέσω των Gq πρωτεϊνών. Άλλες µελέτες έδειξαν επίσης ότι η 

RGS2 αλληλεπιδρά µε την τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά του α1Α-AR και ρυθµίζει µέσω 

των Gq πρωτεϊνών τη σηµατοδότηση του συγκεκριµένου υποδοχέα (Hague et al., 2005). 

Μελέτες έδειξαν επίσης ότι η RGS4 πρωτεΐνη µεταναστεύει προς την πλασµατική 

µεµβράνη των ΗΕΚ293 κυττάρων λόγω της παρουσίας του Μ2-mAChR, ενώ η RGS2 

µετατοπίζεται στη µεµβράνη λόγω της παρουσίας του ΑΤ1Α-R και του β2-AR (Roy et al., 

2003). Η ίδια µελέτη, όµως, δεν αποδεικνύει το σχηµατισµό λειτουργικών συµπλόκων 

µεταξύ αυτών των RGS πρωτεϊνών µε τους αντίστοιχους υποδοχείς, καθώς επίσης δεν 

αποδεικνύει κατά πόσο η ενεργοποίηση των υποδοχέων οδηγεί σε στρατολόγηση των 

RGS πρωτεϊνών στη µεµβράνη. Πρόσφατες µελέτες προσδιόρισαν ότι η ενδογενής RGS4 

συνανοσοκατακρηµνίζεται µε τον µεταβοτροπικό-γλουταµεργικό υποδοχέα (mGluR5) 

από το ραβδωτό σώµα εγκεφάλου αρουραίου, απουσία αγωνιστή. Η αλληλεπίδραση 

αυτή της RGS4 µε τον mGluR5 οδηγεί στη ρύθµιση της σηµατοδότησης του mGluR5 

υποδοχέα µετά από επίδραση αµφεταµίνης στους αρουραίους (Schwendt and McGinty, 

2007). Πειράµατα της οµάδας του Garzon σε συναπτοσωµικές µεµβράνες της περιοχής 

PAG εγκεφάλου ποντικού έδειξαν ότι η RGS4 συνανοσοκατακρηµνίζεται µε τον µ-OR 

(Garzon et al., 2005β). Στις ίδιες µελέτες δείχθηκε επίσης ότι στιγµιαία χορήγηση 
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µορφίνης στα ποντίκια είχε ως αποτέλεσµα την αύξηση των επιπέδων του 

σχηµατιζόµενου συµπλόκου RGS4 – µ-OR, ενώ χρόνια χορήγηση µορφίνης οδηγούσε σε 

µείωση των επιπέδων του RGS4 – µ-OR, σε σύγκριση µε τα παρατηρούµενα επίπεδα 

απουσία αγωνιστή (µορφίνη). Από την άλλη πλευρά, η GAIP στρατολογείται στην 

πλασµατική µεµβράνη µόνο µετά από την ενεργοποίηση του D2-R (Jeanneteau et al., 

2004β). Αυτή η διαφορική συµπεριφορά των RGS πρωτεϊνών ως προς το είδος της 

αλληλεπίδρασής τους µε τους διάφορους GPCRs (παρουσία ή απουσία ενεργοποίησης 

των υποδοχέων) ενδεχοµένως να οφείλεται στο γεγονός ότι η σύζευξη RGS – υποδοχέα 

επηρεάζεται από παράγοντες όπως είναι α) τα επίπεδα έκφρασης του εκάστοτε υποδοχέα 

στο κύτταρο β) η φύση και πληθώρα των RGS και G πρωτεϊνών σε ένα συγκεκριµένο 

κυτταρικό περιβάλλον γ) τα ζεύγη συµπλόκων που δηµιουργούνται µεταξύ των τριών 

αυτών αλληλεπιδρωσών πρωτεϊνών (RGS, Gα, GPCRs) και τέλος δ) η κατάσταση 

ενεργοποίησης του υποδοχέα και των G πρωτεϊνών. 

Με τα παραπάνω συνηγορούν µελέτες που δηλώνουν ότι η µετάδοση ενός σήµατος 

από τους υποδοχείς της µεµβράνης δεν γίνεται µόνο µέσω της µετακίνησης 

ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών (π.χ. G πρωτεϊνών, από τους υποδοχείς στους τελεστές), 

αλλά επίσης µέσω της δηµιουργίας σηµατοδοτικών πρωτεϊνικών συµπλόκων που 

σχηµατίζονται στις ενδοκυτταρικές περιοχές των υποδοχέων (Abramow-Newerly et al., 

2006). Τα πρωτεϊνικά αυτά σύµπλοκα δηµιουργούνται είτε λόγω της ενεργοποίησης των 

υποδοχέων είτε προϋπάρχουν (ιδιοσύστατα). Οι ενδοκυτταρικές περιοχές των υποδοχέων  

µάλιστα, λειτουργούν ως «πλατφόρµες» για το σχηµατισµό αυτών των πολύ-

πρωτεϊνικών συµπλόκων. Επιπλέον, εικάζεται ότι µόρια-«κλειδιά» παίζουν το ρόλο 

ικριώµατος για το σχηµατισµό αυτών των πρωτεϊνικών συµπλόκων. 

Με γνώµονα το γεγονός ότι τόσο η RGS4 όσο και οι Gβγ υποµονάδες αλληλεπιδρούν 

µε τις ενδοκυτταρικές περιοχές των υποδοχέων, υποθέσαµε ότι κάθε µια από αυτές τις 

πρωτεΐνες ενδεχοµένως να λειτουργεί ως ικρίωµα για τη δηµιουργία σταθερών 

συµπλόκων µεταξύ των οπιοειδών υποδοχέων, της RSG4 και των Gβγ υποµονάδων. 

Πράγµατι, τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι υπάρχει ταυτόχρονη αλληλεπίδραση της 

RGS4 και των Gβγ υποµονάδων µε το καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR, και ότι η 

αλληλεπίδραση αυτή διέπεται από τα εξής χαρακτηριστικά: 1) οι Gβγ υποµονάδες 
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ανταγωνίζονται την RGS4 για την πρόσδεση στο µ-CT, 2) η πρόσδεση των Gβγ 

υποµονάδων και της RGS4 στο µ-CT δεν είναι αµοιβαίως αποκλειόµενη και άρα γίνεται 

ενδεχοµένως σε µερικώς αλληλοεπικαλυπτόµενα σηµεία, 3) η πρόσδεση των Gβγ 

υποµονάδων στο µ-CT ισχυροποιείται από την παρουσία της RGS4 πρωτεΐνης. 

∆εδοµένου του γεγονότος ότι υπάρχει πάντα µια ποσότητα της RGS4 που παραµένει 

προσδεδεµένη στο µ-CT ταυτόχρονα µε τις Gβγ υποµονάδες, συµπεραίνουµε ότι είναι 

δυνατή η δηµιουργία ενός ετεροτριµερούς συµπλόκου που αποτελείται από το µ-CT, την 

RGS4 πρωτεΐνη και τις Gβγ υποµονάδες in vitro. Η RGS4 παίζει συνεργατικό ρόλο στην 

πρόσδεση των Gβγ στο µ-CT, διότι ενισχύει την πρόσδεση αυτή και άρα λειτουργεί ως 

κοµβικό µόριο για τη δηµιουργία του συµπλόκου. 

Μελέτες µε ανασύσταση πρωτεϊνών σε λιπιδικές διπλοστοιβάδες και µέτρηση της 

συγγένειας πρόσδεσης µε µεθόδους φθορισµού, έδειξαν ότι οι Gβγ υποµονάδες 

προσδένονται στην RGS4 και πιθανόν την εκτοπίζουν από την απενεργοποιηµένη Gqα 

(Dowal et al., 2001). Στις ίδιες µελέτες φάνηκε ότι η συγγένεια πρόσδεσης της RGS4 για 

την Gβγ είναι µικρότερη σε σχέση µε αυτήν της Gqα, και αυτό ενδεχοµένως εξηγεί τη µη 

ανίχνευση αλληλεπίδρασης µεταξύ RGS4 και Gβγ σε ζωντανά κύτταρα στα πειράµατα 

της παρούσας µελέτης. Παρόλα αυτά η ασθενής αλληλεπίδραση της RGS4 µε την Gβγ 

στο κυτταρικό περιβάλλον ενδεχοµένως να εξυπηρετεί στη συγκράτηση της RGS4 στο 

σηµατοδοτικό σύµπλοκο που σχηµατίζει µε έναν GPCR, και πιθανώς στην τοποθέτηση 

της RGS4 σε κατάλληλο προσανατολισµό για την επαναπρόσδεσή της µε την Gqα. Η µη 

ανίχνευση αλληλεπίδρασης µεταξύ της RGS4 και των Gβγ υποµονάδων στα κύτταρα 

HEK293 συµφωνεί µε προηγούµενες µελέτες συν-ανοσοκατακρήµνισης, οι οποίες 

έδειξαν ότι η RGS4 δεν αλληλεπιδρά µε το διµερές Gβγ, σε αντίθεση µε την RGS3 (Shi 

et al., 2001). Εντούτοις, τα in vitro αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι ενδεχοµένως να 

δηµιουργείται ένα σύµπλοκο µεταξύ του µ-CT, της RGS4 πρωτεΐνης και των Gβγ 

υποµονάδων. Φαίνεται λοιπόν, ότι οι RGS4 και Gβγ, ενώ προσδένονται ταυτόχρονα στα 

καρβοξυτελικά άκρα των οπιοειδών υποδοχέων και µοιράζονται µερικώς 

αλληλοεπικαλυπτόµενες θέσεις πρόσδεσης, ενδεχοµένως να αλληλεπιδρούν µεταξύ τους 

µε µικρή συγγένεια και να µην µπορεί να ανιχνευθεί η αλληλεπίδραση στις 

συγκεκριµένες πειραµατικές συνθήκες που εφαρµόσαµε.  
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Μελέτες στους M2 και Μ3-mAChR υποδοχείς, έδειξαν επίσης ότι οι Gβγ 

υποµονάδες, εκτός του ότι σχηµατίζουν ζεύγη µε τους υποδοχείς αυτούς, βοηθούν στη 

δηµιουργία πολυ-πρωτεϊνικών συµπλόκων (Wu et al., 1998). Πράγµατι, οι συγκεκριµένες 

µελέτες έδειξαν ότι οι Gβγ υποµονάδες, προσδενόµενες στην τρίτη θηλιά του Μ3-

mAChR υποδοχέα, παίζουν το ρόλο ικριώµατος και στρατολογούν άλλες 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες, όπως τη GRK2 κινάση, που εµπλέκεται στη 

φωσφορυλίωση και στην απευαισθητοποίηση του υποδοχέα. Ο ρόλος του 

σχηµατιζόµενου πολυ-πρωτεϊνικού συµπλόκου µεταξύ υποδοχέα – Gβγ – GRK2 

φαίνεται ότι είναι η υποκυτταρική µετατόπιση της GRK2 και η τοποθέτησή της κοντά 

στον ενεργοποιηµένο υποδοχέα. Οι µελέτες των Wu et al., 1998 έδειξαν επίσης ότι οι 

Gβγ υποµονάδες, λειτουργώντας ως πρωτεΐνες πρόσδεσης, µπορούν να σχηµατίζουν µια 

επιφάνεια αλληλεπίδρασης για τους υποδοχείς, η οποία χρησιµοποιείται για την έναρξη 

και άλλων σηµατοδοτικών µονοπατιών. Πράγµατι, βρέθηκε πρόσφατα από µελέτες του 

εργαστηρίου µας ότι οι STAT5Α/Β µεταγραφικοί παράγοντες, αλληλεπιδρούν µε τις Gα 

και Gβγ υποµονάδες και την Src και δηµιουργούν ένα πολυ-πρωτεϊνικό σύµπλοκο 

χρησιµοποιώντας ως πλατφόρµα το καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR και δ-OR. Τα 

σύµπλοκα αυτά οδηγούν στη φωσφορυλίωση των STAT5 µεταγραφικών παραγόντων 

και στη γονιδιακή ρύθµιση (Mazarakou and Georgoussi, 2005, Georganta et al., 2010). 

Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατά µας δηλώνουν ότι οι Gβγ υποµονάδες ή/και η RGS4 

πρωτεΐνη, που είναι αγκυροβοληµένες στις ενδοκυτταρικές περιοχές των οπιοειδών 

υποδοχέων, παίζουν το ρόλο ικριώµατος και στρατολογούν νέα σηµατοδοτικά µόρια 

στον υποδοχέα (π.χ. Src, STAT5), οδηγώντας σε νέα σηµατοδοτικά µονοπάτια, τα οποία 

καταλήγουν ακόµα και στη µεταγραφή και στη ρύθµιση της έκφρασης συγκεκριµένων 

γονιδίων. 

Παρόλο που έχουν περιγραφεί επιδράσεις υποδοχέων σε RGS πρωτεΐνες ανεξάρτητες 

της κατάστασης ενεργοποίησης, µελέτες σε άλλα κυτταρικά συστήµατα έχουν δείξει ότι 

η αλληλεπίδραση των RGS πρωτεϊνών µε τις G πρωτεΐνες προάγεται από τους 

ενεργοποιηµένους υποδοχείς (Zeng et al., 1998, Xu et al., 1999). Έχει επίσης αποδειχθεί 

ότι η αποδοτικότητα και η εξειδίκευση της αλληλεπίδρασης των GPCRs µε 

συγκεκριµένες πρωτεΐνες µπορεί να ρυθµίζεται από τις RGS πρωτεΐνες. ∆ηλαδή, οι RGS 
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πρωτεΐνες αλληλεπιδρώντας επιλεκτικά µε τους υποδοχείς, σχηµατίζουν πρωτεϊνικά 

ικριώµατα και τους οδηγούν σε εξειδίκευση της σηµατοδότησης (Hollinger and Hepler, 

2002, Abramow-Newerly et al., 2006) 

 Όπως προαναφέρθηκε, ο τρόπος µε τον οποίο η Gα υποµονάδα αλληλεπιδρά µε τους 

µ-OR και δ-OR είναι διαφορετικός. Η απουσία απευθείας αλληλεπίδρασης της Gα µε το 

καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR ενδεχοµένως να αντισταθµίζεται από την παρουσία της 

RGS4 που δηµιουργεί ένα πρωτεϊνικό ικρίωµα. Από την άλλη πλευρά, στην περίπτωση 

του δ-OR η Gα υποµονάδα αλληλεπιδρά µε τα ενδοκυτταρικά τµήµατα του υποδοχέα, 

οπότε η παρουσία της RGS4 στο τριµερές σύµπλοκο RGS4 – Gα – υποδοχέας 

ενδεχοµένως ενισχύει αυτήν την αλληλεπίδραση. Επιπλέον, προκαταρκτικές µελέτες της 

παρούσας διατριβής έδειξαν ότι ο µ-OR σε κατάσταση ηρεµίας δεν αλληλεπιδρά µέσω 

του καρβοξυτελικού του άκρου µε την RGS4. Η πρόσδεση της RGS4 στο µ-CT 

προϋποθέτει την ενεργοποίηση του υποδοχέα και κατ’επέκταση και των G πρωτεϊνών. 

Μπορούµε λοιπόν να υποθέσουµε ότι η ενεργοποίηση του µ-OR αυξάνει τον πληθυσµό 

των σχηµατιζόµενων RGS4-GαGTP συµπλόκων σε ένα κύτταρο. Τα σύµπλοκα αυτά µε 

τη σειρά τους ενισχύουν την πρόσδεση της RGS4 στο καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR, σε 

σχέση µε την πρόσδεση της απλής RGS4, διότι τo σύµπλοκο RGS4-GαGTP διαθέτει 

περισσότερες ή νέες επιφάνειες αλληλεπίδρασης. 

Με γνώµονα τις παραπάνω παρατηρήσεις, προσδιορίσαµε κατά πόσο η RGS4 

στρατολογεί τις συγκεκριµένες Gα στο καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR, µε in vitro 

πειράµατα. Τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι οι Giα και Gtα (στη µεταβατική 

διαµόρφωση) προσδένονται στο µ-CT παρουσία της RGS4 και δηµιουργούν ένα ισχυρό 

ετεροτριµερές σύµπλοκο µε αυτό το τµήµα του µ-OR (µ-CT – RGS4 – Gi/tα, εικόνα 47). 

Επίσης, παρατηρήθηκε µια αύξηση της πρόσδεσης της RGS4 στο µ-CT παρουσία της 

GαGDP·AlF4
-1

 και αυτό συµφωνεί µε το ότι η πρόσδεση της RGS4 στο µ-CT εξαρτάται 

από την ενεργοποίηση του υποδοχέα και των G πρωτεϊνών. Τα αποτελέσµατά µας 

έρχονται σε συµφωνία µε άλλες µελέτες που έχουν δείξει ότι: 1) η RGS4 αλληλεπιδρά 

απευθείας µε µεγάλη συγγένεια µε τη διαµόρφωση που έχει η Gα υποµονάδα στη 

µεταβατική της κατάσταση (Berman et al., 1996α) και ότι 2) η RGS4 προσδένεται 

εξειδικευµένα µε συγκεκριµένες Gα υποµονάδες όπως είναι οι Giα1-2, Goα και Gqα 

(Druey et al., 1998). 



 
Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε υποδοχείς που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες 

 

 204 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 47. Η RGS4 δηµιουργεί in vitro ετεροτριµερή σύµπλοκα µε την Gα υποµονάδα και τον µ-

OR. Η RGS4 πρωτεΐνη προσδένεται στο µ-CT και λειτουργεί ως ικρίωµα για την πρόσδεση των Giα, 

Gtα. Η αλληλεπίδραση αυτή παρατηρείται όταν οι Giα, Gtα βρίσκονται στη µεταβατική κατάσταση 

ενεργοποίησης, η οποία διαµορφώνεται παρουσία του AMF παράγοντα. 

 

Στην περίπτωση του δ-OR στα κύτταρα HEK293, δεν παρατηρούµε αυξηµένη 

αλληλεπίδραση της RGS4 µε τον υποδοχέα παρουσία του παράγοντα AMF, και αυτό 

οφείλεται ίσως στην ικανότητα της Gα να αλληλεπιδρά µε το δ-OR σε οποιαδήποτε 

διαµόρφωση αυτή βρίσκεται. Επιπλέον, µια πιθανή εξήγηση είναι η ιδιοσύστατη 

ενεργότητα που διαθέτει ο δ-OR, η οποία και προάγει την αλληλεπίδρασή του µε την 

RGS4. 

Μελέτες των Bernstein et al. έδειξαν ότι η RGS2 προσδένεται στην τρίτη 

ενδοκυτταρική θηλιά του Μ1-mAChR και δηµιουργεί επίσης σταθερά ετεροτριµερή 

σύµπλοκα µεταξύ του Μ1 υποδοχέα και της Gqα, η οποία είναι ενεργοποιηµένη µε τον 

παράγοντα AMF (Bernstein et al., 2004). Άλλες µελέτες έδειξαν ότι η πρόσδεση της 

RGS4 σε έναν GPCR (που συζεύγνυται µε τις Gqα), οδηγεί στη δηµιουργία σταθερών 

συµπλόκων µεταξύ της RGS4, του υποδοχέα, της Gqα και της καλµοδουλίνης µε 

αποτέλεσµα τη ρύθµιση της σηµατοδότησης, µέσω ενός µηχανισµού που βασίζεται στα 

ιόντα Ca
+2

 και στην ανταγωνιστική πρόσδεση της PIP3 στην RGS4 (αρνητική ανάδραση) 

(Popov et al., 2000, Sierra et al., 2000). 

Γνωρίζοντας ότι in vitro σχηµατίζεται ένα τριµερές σύµπλοκο µεταξύ των RGS4 – 

Gα – µ-CT, θελήσαµε να διευκρινίσουµε αν η RGS4 είναι αυτή που οδηγεί τον υποδοχέα 

να επιλέξει µε ποια Gα πρωτεΐνη θα αλληλεπιδράσει, µετά την ενεργοποίηση ή όχι των 
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µ-, δ-ORs, σε κύτταρα HEK293 που εκφράζουν τους υποδοχείς αυτούς. Τα 

αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι η RGS4 δηµιουργεί πράγµατι ετεροτριµερή σύµπλοκα µε 

επιλεγµένες G πρωτεΐνες, όπως είναι οι Giα1,3, Giα2 και Gοα, µόνο µετά από 

ενεργοποίηση του µ-OR. Μελέτες σε κύτταρα SHSY5Y, µε τη χρήση αντισωµάτων 

έναντι διαφόρων υποτύπων των Gα υποµονάδων, έχουν δείξει ότι η ενεργοποίηση του µ-

OR έχει ως αποτέλεσµα την εξειδικευµένη σύζευξη του υποδοχέα και την ενεργοποίηση 

συγκεκριµένα των Gi3 και Go υποµονάδων, µε µεγαλύτερη συγγένεια για τις Go. Στις 

ίδιες µελέτες, η ενεργοποίηση του δ-OR οδηγεί σε σύζευξη και ενεργοποίηση κατά 

προτίµηση των Gi1,2 και Go και λιγότερο των Gi3 (Carter and Medzihradsky, 1993, 

Connor and Christie, 1999). Άλλες µελέτες στα ίδια κύτταρα έδειξαν ότι η 

σηµατοδότηση του δ-OR, που οδηγεί στην αναστολή της αδενυλικής κυκλάσης, 

αναστέλλεται από αντισώµατα έναντι των Gi1/2, Go και Gi3 υποµονάδων, ενώ η 

σηµατοδότηση του µ-OR αναστέλλεται κυρίως από αντισώµατα έναντι της Go, 

αποτελέσµατα που δηλώνουν την επιλεκτική σύζευξη των οπιοειδών υποδοχέων µε 

συγκεκριµένες Gα πρωτεΐνες (Laugwitz et al., 1993). Παρόλα αυτά, οι συγκεκριµένες 

µελέτες δεν αποδεικνύουν ότι ενδεχοµένως, ορισµένες ενδοκυτταρικές πρωτεΐνες µε τις 

οποίες αλληλεπιδρούν οι υποδοχείς, καθορίζουν την εξειδίκευση σύζευξης των Gα 

υποµονάδων µε τους υποδοχείς. Τα κύτταρα SH-SY5Y που χρησιµοποιήθηκαν για τις 

παραπάνω µελέτες εκφράζουν µεγάλες ποσότητες ενδογενούς RGS4, οπότε µπορεί να 

υποθέσει κανείς λαµβάνοντας υπόψη και τα δικά µας αποτελέσµατα, ότι τελικά αυτή η 

πρωτεΐνη καθορίζει την εξειδίκευση πρόσδεσης των οπιοειδών υποδοχέων για τις 

συγκεκριµένες Gα πρωτεΐνες, µέσω του σχηµατισµού πολύ-πρωτεϊνικών συµπλόκων. 

Παλιότερες µελέτες είχαν δώσει ενδείξεις για το γεγονός ότι ο δ-OR έχει διαφορετικό 

προφίλ αλληλεπίδρασης µε τις G πρωτεΐνες, ανάλογα µε την κατάσταση ενεργοποίησής 

του. Πειράµατα ανοσοσυγκατακρήµνισης υποδοχέων–G πρωτεϊνών έδειξαν ότι ο 

διαλυτοποιηµένος δ-OR αλληλεπιδρά µε τις υποµονάδες Giα1, Giα3, Goα και Gβ1,2 στην 

ανενεργή κατάσταση, ενώ αλληλεπιδρά µε τις Giα2, Giα3 και Gβ1,2 παρουσία αγωνιστή 

DPDPE (Law and Reisine, 1997). Αυτές όµως οι µελέτες δεν ξεκαθαρίζουν µε ποιες 

ακριβώς Gα υποµονάδες αλληλεπιδρά ο δ-OR, όταν βρίσκεται στην ενεργή ή µη ενεργή 

διαµόρφωση, και υποδηλώνουν ότι η εξειδίκευση στη σηµατοδότηση του δ-OR δεν 

εξαρτάται µόνο από αυτήν την αλληλεπίδραση. Στην περίπτωση του δ-OR στην παρούσα 
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µελέτη, διαφαίνεται ένα διαφορετικό προφίλ επιλεκτικότητας στο σχηµατισµό των 

RGS4-Gα συµπλόκων. Στην κατάσταση ηρεµίας του υποδοχέα, η RGS4 αλληλεπιδρά µε 

την Giα1,3 και την Gοα, όχι όµως µε την Giα2. Η DSLET-επαγόµενη ενεργοποίηση του δ-

OR προάγει την αλληλεπίδραση της RGS4 µε την Giα2, ενώ ελαττώνει την 

αλληλεπίδραση της µε την Giα1,3. Η κατεργασία µε τον παράγοντα AMF, σε αντίθεση µε 

τα παραπάνω, οδηγεί την RGS4 να αλληλεπιδράσει µε όλες τις Gα υποµονάδες, 

ανεξάρτητα υποτύπου (Giα1,3, Giα2 και Gοα). Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι η 

RGS4 ρυθµίζει δυναµικά την αλληλεπίδραση του δ-OR µε τις συγκεκριµένες Gα 

πρωτεΐνες, ανάλογα µε την κατάσταση ενεργοποίησης του υποδοχέα. Το γεγονός ότι 

στην περίπτωση του δ-OR παρουσιάζεται ένα διαφορετικό προφίλ επιλεκτικότητας για 

τα διάφορα σύµπλοκα RGS4-Gα που σχηµατίζονται στα ΗΕΚ293 κύτταρα, σε σχέση µε 

τον µ-OR, µπορεί να οφείλεται στο ότι α) η ιδιοσύστατη ενεργότητα (constitutive 

activity) του δ-OR επιτρέπει σε ένα συγκεκριµένο υποπληθυσµό Gα υποµονάδων να 

αλληλεπιδράσει µε την RGS4 απουσία αγωνιστή, β) ο DSLET-ενεργοποιηµένος δ-OR 

προάγει το σχηµατισµό εξειδικευµένων ζευγών µεταξύ της RGS4 και των Gα 

υποµονάδων, διαφορετικών από αυτά που επάγονται από τον παράγοντα AMF, ο οποίος 

θεωρείται ένας γενικός ενεργοποιητής των G πρωτεϊνών γ) ο δ-OR εµφανίζει 

διαφορετικό πρότυπο πρόσδεσης των συµπλόκων RGS4-Gα στο καρβοξυτελικό του 

άκρο σε σχέση µε τον µ-OR, διαθέτοντας επιπλέον θέσεις πρόσδεσης. 

Με τη χρήση µεµβρανικών παρασκευασµάτων που εκφράζουν χιµαιρικές πρωτεΐνες 

µεταξύ του α2-AR υποδοχέα και των G πρωτεϊνών, µελέτες έδειξαν ότι η RGS4 ενισχύει 

επιλεκτικά την ενεργότητα GTPάσης των Gοα1 και Giα2 υποµονάδων και όχι των Giα1 

και Giα3, µετά από ενεργοποίηση του υποδοχέα (Cavalli et al., 2000). Άλλες µελέτες 

έδειξαν ότι εξειδικευµένες αλληλεπιδράσεις των RSG2 και RGS4 µε τις G πρωτεΐνες 

επάγονται από τους υποδοχείς, καθώς πειραµατικά δεδοµένα σε κύτταρα HEK293 

έδειξαν ότι απλή έκφραση των GPCR υποδοχέων AT1A-R, β2-AR και Μ2-mAChR και 

των Gq, Gs και Gi µε τις οποίες αυτοί αλληλεπιδρούν αντίστοιχα, ήταν αρκετή για να 

στρατολογήσει κατά περίπτωση τις RGS2 και RGS4 στη µεµβράνη κοντά στους 

υποδοχείς (Roy et al., 2003). Το ερώτηµα, λοιπόν, που τίθεται είναι πώς οι RGS, οι Gα 

πρωτεΐνες, καθώς επίσης και οι υποδοχείς, αποφασίζουν να αλληλεπιδράσουν µεταξύ 

τους επιλεκτικά σε διάφορα κυτταρικά συστήµατα. Τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι: α) 
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οι οπιοειδείς υποδοχείς στρατολογούν ειδικά την RGS4 στη µεµβράνη του κυττάρου, β) 

η RGS4 οδηγεί τους οπιοειδείς υποδοχείς να επιλέξουν µε ποιες Gα υποµονάδες θα 

συζευχθούν. Γίνεται, λοιπόν, σαφές ότι η RGS4 παίζει ένα σηµαντικό ρυθµιστικό ρόλο 

στην κυτταρική σηµατοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων, διότι συµβάλλει στην 

εξειδίκευση σύζευξης των υποδοχέων αυτών µε τις G πρωτεΐνες, κάτι που ήταν άγνωστο 

µέχρι σήµερα για τη λειτουργία αυτών των υποδοχέων. 

Οι Neitzel and Hepler, βασιζόµενοι στις αλληλεπιδράσεις των RGS πρωτεϊνών µε 

τους GPCRs και τις Gα πρωτεΐνες, έχουν προτείνει ένα µοντέλο στο οποίο οι GPCRs 

λειτουργούν ως πλατφόρµες σηµατοδότησης που στρατολογούν διάφορες ρυθµιστικές 

πρωτεΐνες (Neitzel and Hepler, 2006). Σύµφωνα µε το µοντέλο αυτό, οι RGS πρωτεΐνες 

στρατολογούνται εξειδικευµένα από τους υποδοχείς και δηµιουργούν λειτουργικά 

σύµπλοκα ώστε να ρυθµίζουν τη δράση των G πρωτεϊνών ως εξής: η RGS πρωτεΐνη 

µπορεί αρχικά να είναι προσδεδεµένη στην πλασµατική µεµβράνη (πιθανώς 

ιδιοσύστατα) κοντά στους υποδοχείς-στόχους και τις G πρωτεΐνες. Παρουσία ενός 

υποδοχέα µε τον οποίο η RGS πρωτεΐνη επιλέγει να αλληλεπιδράσει, η RGS προσδένεται 

στην τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά ή το καρβοξυτελικό άκρο του υποδοχέα, απευθείας ή 

µέσω µιας βοηθητικής πρωτεΐνης. Σε ορισµένες περιπτώσεις η RGS είναι προσδεδεµένη 

ιδιοσύστατα στον ανενεργό υποδοχέα, ενώ σε άλλες περιπτώσεις η RGS προσδένεται 

στον υποδοχέα µετά από την ενεργοποίησή του. Μετά την ενεργοποίηση του τελεστή 

από την G πρωτεΐνη, η προσδεδεµένη στον υποδοχέα RGS πρωτεΐνη είναι ήδη σε θέση 

να δράσει στη GαGTP, να επιταχύνει την υδρόλυση του GTP και να τερµατίσει τη 

σηµατοδότηση των Gα και Gβγ υποµονάδων. Με αυτόν τον τρόπο οι υποδοχείς 

επιλέγουν συγκεκριµένες RGS πρωτεΐνες και τις στρατολογούν στην πλασµατική 

µεµβράνη. Εκεί οι υποδοχείς, αλληλεπιδρώντας µε τις RGS πρωτεΐνες,  προσανατολίζουν 

την GAP ενεργότητα των RGS πρωτεϊνών προς συγκεκριµένες Gα πρωτεΐνες, όπως 

επίσης µεγιστοποιούν τη δράση των RGS πρωτεϊνών προς τις επιλεγµένες Gα 

υποµονάδες, λόγω αυτής της αλληλεπίδρασης. Το συγκεκριµένο µοντέλο προτείνει ότι η 

εξειδίκευση στη ρύθµιση της σηµατοδότησης των GPCRs από τις RGS στηρίζεται στην 

αλληλεπίδραση υποδοχέα-RGS πρωτεΐνης και δεν συντελείται µόνο στο επίπεδο της 

αλληλεπίδρασης RGS-Gα, όπως είχε αρχικά θεωρηθεί. 
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Με βάση τα δικά µας αποτελέσµατα, προτείνουµε ένα δυνητικό µοντέλο σύµφωνα µε 

το οποίο η RGS4 ρυθµίζει την επιλεκτικότητα του µ-OR και δ-OR για τις G πρωτεΐνες. 

Όπως φαίνεται στο Σχήµα 48, στην κατάσταση ηρεµίας ο µ-OR αλληλεπιδρά µε την 

RGS4 πρωτεΐνη µέσω της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς και του καρβοξυτελικού άκρου, 

ενώ οι διάφοροι τύποι των Gα υποµονάδων (Giα1,3, Giα2 και Goα) δεν αλληλεπιδρούν µε 

το σύµπλοκο. Ενεργοποίηση του µ-OR προάγει τη δηµιουργία συµπλόκου µεταξύ της 

RGS4, του µ-OR και των Giα1,3, Giα2 και Goα υποµονάδων, το οποίο χρησιµοποιεί ως 

«πλατφόρµα» το καρβοξυτελικό άκρο, αλλά ενδεχοµένως και την τρίτη ενδοκυτταρική 

θηλιά του υποδοχέα. Από τα in vitro πειράµατά µας υποδηλώνεται ότι το καρβοξυτελικό 

άκρο χρησιµοποιείται ως θέση πρόσδεσης κυρίως µετά από την ενεργοποίηση του 

υποδοχέα. Η RGS4 λειτουργεί ως πρωτεΐνη-ικρίωµα για το σχηµατισµό του 

ετεριτριµερούς συµπλόκου.  

Σχήµα 48. Σχηµατισµός ετεροτριµερών συµπλόκων RGS4 – Gα – οπιοειδών υποδοχέων. (Α) 

Στην κατάσταση ηρεµίας ο µ-OR αλληλεπιδρά µε την RGS4 πρωτεΐνη στην τρίτη ενδοκυτταρική 

θηλιά και το καρβοξυτελικό άκρο. Μετά την ενεργοποίηση του µ-OR δηµιουργούνται ετεροτριµερή 

σύµπλοκα µεταξύ του υποδοχέα, της RGS4 και των Giα1,3, Giα2 και Goα. (Β) ∆ιαφορική 

αλληλεπίδραση του δ-OR µε συγκεκριµένες Gα υποµονάδες. Στην κατάσταση ηρεµίας ο δ-OR 

αλληλεπιδρά µε τα ζεύγη RGS4-Giα1,3 και RGS4-Goα. Παρουσία αγωνιστή ο δ-OR αλληλεπιδρά µε 

το ζεύγος RGS4-Giα2 και µε το ζεύγος RGS4-Goα. 
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Στην περίπτωση του δ-OR, ο υποδοχέας αλληλεπιδρά µε την RGS4 απουσία 

αγωνιστή, µέσω της τρίτης ενδοκυτταρικής θηλιάς και του καρβοξυτελικού του άκρου, 

όπως επίσης και µε τις Giα1,3 και Goα, λόγω ιδιοσύστατης ενεργότητας. Η ενεργοποίηση 

του δ-OR προάγει τη δηµιουργία νέων ζευγών RGS4-Giα2, που αλληλεπιδρούν µε τον 

υποδοχέα, ενώ οδηγεί σε αποσύζευξη των Giα1,3 υποµονάδων από το σύµπλοκο µεταξύ 

του δ-OR και της RGS4. Η συγγένεια πρόσδεσης των ετεροτριµερών συµπλόκων που 

σχηµατίζονται µεταξύ του δ-OR, της RGS4 και της Goα δεν µεταβάλλεται. Τα 

αποτελέσµατά µας δηλώνουν ότι η πρόσδεση της RGS4 στους µ-OR και δ-OR οδηγεί 

τους υποδοχείς να συζευχθούν επιλεκτικά µε ορισµένες µόνο Gα υποµονάδες και όχι µε 

άλλες, ανάλογα µε την κατάσταση ενεργοποίησης των υποδοχέων. Αυτός ο µηχανισµός 

δράσης της RGS4 για τους GPCRs δεν έχει αναφερθεί σε προηγούµενες µελέτες και 

καθιερώνει την RGS4 ως ένα βασικό ρυθµιστή της σηµατοδότησης των υποδοχέων, ο 

οποίος εµπλέκεται στη µεσεπιφάνεια (interface) µεταξύ ενός GPCR και µιας ή πολλών G 

πρωτεϊνών. Τα αποτελέσµατα αυτά καθιστούν την RGS4 πρωτεΐνη ένα νέο 

φαρµακολογικό στόχο, διότι είναι δυνατόν να κατασκευαστούν ενώσεις που να 

παρεµποδίζουν τη δράση της RGS4 στοχεύοντας στη δέσµευση της RGS περιοχής µε την 

οποία προσδένεται στις Gα υποµονάδες, αλλά και στη διάρρηξη της αλληλεπίδρασης της 

RGS4 µε τον υποδοχέα στο σηµατοδοτικό σύµπλοκο. 

Με γνώµονα τα παραπάνω επιδιώξαµε να προσδιορίσουµε αν οι δυο εµπλεκόµενες 

πρωτεΐνες του ρυθµιστικού συµπλόκου (Gα, RGS4) µοιράζονται τις ίδιες θέσεις 

αλληλεπίδρασης στα καρβοξυτελικά άκρα των οπιοειδών υποδοχέων. Προηγούµενες 

µελέτες του εργαστηρίου µας µε τη χρήση οπιοειδών πεπτιδίων έχουν δείξει ότι ένα 

τµήµα της συντηρηµένης περιοχής του καρβοξυτελικού άκρου των µ- και δ-OR που 

βρίσκεται κοντά στην έβδοµη διαµεµβρανική περιοχή (DENFKRCFRQLC), είναι 

υπεύθυνο για τη σύζευξη υποδοχέα-G πρωτεΐνης και την ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών 

(Merkouris et al., 1996, Georgoussi et al., 1997). Το ερώτηµα που τίθεται είναι εάν η ίδια 

περιοχή είναι σηµείο πρόσδεσης και για την RGS4. Τα αποτελέσµατά µας από τα 

πειράµατα µε τη χρήση ελλειµµατικών τµηµάτων του µ-CT αποδεικνύουν ότι απαλοιφή 

της περιοχής κοντά στη µεµβράνη, που περιλαµβάνει 20 συντηρηµένα αµινοξικά 

κατάλοιπα (Ser329-Ser355), καταργεί την πρόσδεση της RGS4. Πιο στοχευµένες µελέτες 



 
Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε υποδοχείς που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες 

 

 210 

έδειξαν ότι η περιοχή 12 συντηρηµένων αµινοξέων DENFKRCFRΧΧC στο 

καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR που σχηµατίζει την έλικα VIII, προσδένει απευθείας την 

RGS4, όπως φάνηκε σε in vitro πειράµατα κάτω από µη αποδιατακτικές συνθήκες. 

Σηµειακές µεταλλαγές ή ελλείψεις µικρού αριθµού αµινοξέων του καρβοξυτελικού 

άκρου του µ-OR έδειξαν ότι τα µοτίβα NPXXY και YXXL, που περιλαµβάνονται στο 

καρβοξυτελικό άκρο και βρίσκονται ακριβώς πριν την DENFKRCFRΧΧC αλληλουχία, 

δεν αποτελούν σηµεία αγκυροβόλησης της RGS4 στον µ-OR. Τα αποτελέσµατά µας 

έδειξαν επίσης ότι το αρχικό συντηρηµένο τµήµα του καρβοξυτελικού άκρου του µ-OR 

(Ser329-Ser355) είναι η θέση πρόσδεσης του συµπλόκου της RGS4 µε την Gα και 

συµβάλλει στο σχηµατισµό του ετεροτριµερούς συµπλόκου, που αποτελείται από αυτό 

το τµήµα του µ-CT, την RGS4 πρωτεΐνη και την υποµονάδα Gα. 

Πρόσφατες µελέτες που έγιναν στον υποδοχέα 2 της χολοκυστοκινίνης CCK2R, 

έδειξαν ότι η RGS2 αλληλεπιδρά µε το καρβοξυτελικό άκρο του υποδοχέα αυτού 

(Langer et al., 2009). Πράγµατι, πειράµατα πρόσδεσης αλλά και λειτουργικά πειράµατα 

µέτρησης της παραγωγής της φωσφορικής ινοσιτόλης (IP) έδειξαν ότι µια περιοχή 11 

αµινοξέων του καρβοξυτελικού άκρου, είναι υπεύθυνη για την λειτουργική 

αλληλεπίδραση του CCK2R µε την RGS2. Βρέθηκε επίσης ότι δυο αµινοξικά κατάλοιπα, 

µια Ser και µια Thr, µέσα σε αυτήν την περιοχή είναι σηµαντικά µέσω της 

φωσφορυλίωσής τους για την αλληλεπίδραση µε την RGS2 και για την ικανότητα της 

RGS2 να ρυθµίζει την παραγωγή της IP που επάγεται από τον υποδοχέα CCK2-R. 

Παρόλα αυτά, αντιστοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας του καρβοξυτελικού άκρου του 

δ-OR και του µ-OR µε αυτού του CCK2R δεν έδειξε κάποια οµολογία µεταξύ της 

περιοχής των 12 αµινοξέων, όπου προσδένεται η RGS4, µε την αντίστοιχη περιοχή του 

CCK2R όπου προσδένεται η RGS2. 

Αντίστοιχα πειράµατα χαρτογράφησης της πρόσδεσης της RGS4 στον δ-OR έδειξαν 

ότι η RGS4 χρειάζεται το τµήµα Ser311-Pro336 του καρβοξυτελικού άκρου του δ-OR 

για να προσδεθεί. Στην περίπτωση του δ-OR, η πρόσδεση του ετεροτριµερούς 

συµπλόκου RGS4 – Gα – δ-CT γίνεται επίσης και στο µη συντηρηµένο τµήµα του δ-OR, 

το ∆Ν26-δ-CT, που περιλαµβάνεται µεταξύ της Cys337 και της Ala372. Αυτό 

αποδεικνύει ότι ο δ-OR διαθέτει µια επιπλέον περιοχή (Cys337-Ala372) στο 

καρβοξυτελικό του άκρο, για τη δηµιουργία συµπλόκου RGS4-Gα-δ-CT και 
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επιβεβαιώνει για άλλη µια φορά ότι η πρόσδεση των Gα στον δ-OR γίνεται σε 

διαφορετικές περιοχές από αυτές του µ-OR. Σύγκριση του καρβοξυτελικού άκρου του δ-

OR µε αυτό του CCK2 υποδοχέα, δείχνει ότι στο τµήµα Cys337-Ala372 του δ-OR 

υπάρχει µια αντίστοιχη περιοχή που παρουσιάζει έναν βαθµό οµοιότητας µε την περιοχή 

των 11 αµινοξέων του CCK2R όπου προσδένεται η RGS2, και αυτό υποδηλώνει ότι σε 

αυτήν την περιοχή του δ-CT ενδεχοµένως προσδένεται το σύµπλοκο RGS4-Gα (Langer 

et al., 2009, Πίνακας 26). Τα αποτελέσµατα στην περίπτωση του δ-OR δηλώνουν επίσης 

ότι η αλληλεπίδραση της RGS4 µε την ενεργή Gα, δηµιουργεί ένα πρωτεϊνικό διµερές 

σύµπλοκο, το οποίο διαθέτει νέες θέσεις αλληλεπίδρασης σε σχέση µε αυτές που 

παρατηρούνται για τις µονοµερείς RGS4 ή Gα. Αυτός ο σχηµατισµός του διµερούς 

συµπλόκου επιτρέπει στις RGS4 και Gα να προσδένονται στο µη συντηρηµένο τµήµα 

του καρβοξυτελικού άκρου του δ-OR, και ενισχύει την υπόθεση για την πολυπλοκότητα 

του µηχανισµού αλληλεπίδρασης της RGS4 και των ενεργών ή µη Gα υποµονάδων σε 

ένα κυτταρικό περιβάλλον µετά από την επίδραση οπιοειδών αναλόγων. 

Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι η στρατολόγηση νέων 

κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών ή συµπλόκων στο καρβοξυτελικό άκρο των οπιοειδών 

υποδοχέων γίνεται σε συγκεκριµένες αµινοξικές αλληλουχίες των υποδοχέων. Τα 

υπεύθυνα για την αλληλεπίδραση µε την RGS4 αµινοξικά κατάλοιπα βρίσκονται στη 

συντηρηµένη περιοχή που σχηµατίζει την τέταρτη ενδοκυτταρική θηλιά 

DENFKRCFRQLC για τον δ-OR και DENFKRCFREFC για τον µ-OR. Η περιοχή 

αυτή περιλαµβάνει 2 αρνητικά φορτισµένα (1D, 1E) και 3 θετικά φορτισµένα αµινοξέα 

(2R, 1K) στην περίπτωση του δ-OR, ενώ ο µ-OR διαθέτει τα ίδια θετικά φορτισµένα 

αµινοξέα και ένα παραπάνω αρνητικό (1D, 2E). Τα αµινοξέα αυτής της περιοχής 

σχηµατίζουν µια αµφιπαθική α έλικα που τοποθετείται παράλληλα µε την κυτταρική 

µεµβράνη µέχρι το αµινοξικό κατάλοιπο της κυστεΐνης, το οποίο παλµιτυλιώνεται και 

αγκυροβολεί στην κυτταρική µεµβράνη (Palczewski et al., 2000). Εδώ θα πρέπει να 

τονιστεί ότι ο ρόλος του τµήµατος των καρβοξυτελικών άκρων που δεν περιλαµβάνει την 

συντηρηµένη περιοχή είναι εξίσου σηµαντικός, όπως διαπιστώθηκε µε πειράµατα που 

αποδεικνύουν ότι στην περίπτωση του δ-OR συµµετέχουν επιπλέον αλληλουχίες για την 

πρόσδεση του RGS4-Gα συµπλόκου σε αυτόν τον υποδοχέα. Συµπερασµατικά, σε αυτό 
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το µη συντηρηµένο τµήµα των καρβοξυτελικών άκρων ενδεχοµένως να οφείλεται η 

διαφορική σηµατοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων  προς τους τελεστές. 

 

Πίνακας 26. Αντιστοίχιση των καρβοξυτελικών άκρων των υποδοχέων δ-OR και CCK2R. 
Σηµειώνονται τα αµινοξικά κατάλοιπα που είναι ταυτόσηµα (*), αυτά που είναι συντηρηµένα (:) και 

τα αµινοξικά κατάλοιπα που είναι ηµι-συντηρηµένα (.). Με κίτρινο σηµειώνεται η περιοχή του 

καρβοξυτελικού άκρου του CCK2R (CCK2R-CT), όπου προσδένεται η RGS2, και η αντίστοιχη 

περιοχή του δ-CT. Η αντιστοίχιση των αµινοξικών καταλοίπων έγινε µε το πρόγραµµα CLUSTAL W. 

 

Από την πλευρά της RGS4, το αµινοτελικό της άκρο αποτελείται από 57 αµινοξικά 

κατάλοιπα και περιλαµβάνει µια αµφιπαθική α έλικα (33 πρώτα αµινοξέα) και δυο 

σηµεία παλµιτυλίωσης (Πίνακας 27) (Srinivasa et al., 1998, Bernstein et al., 2000). 

Μελέτες έχουν δείξει ότι η περιοχή αυτή παίζει σηµαντικό ρόλο στην στόχευση της 

πρωτεΐνης στη µεµβράνη και στη δράση της στην αναστολή της ενεργοποίησης των G 

πρωτεϊνών (Srinivasa et al., 1998, Chatterjee and Fisher, 2000, Bernstein et al., 2000, Xie 

and Palmer, 2005, Bansal et al., 2007). Με την απαλοιφή του αµινοτελικού άκρου της 

RGS4 (∆ΝRGS4), τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι η RGS4 δεν αλληλεπιδρά µε τους 

οπιοειδείς υποδοχείς. Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι η αµινοτελική περιοχή της RGS4 είναι 

υπεύθυνη για την αλληλεπίδρασή της µε τους µ-OR και δ-OR. Σε συµφωνία µε τα 

αποτελέσµατα αυτά άλλες µελέτες έδειξαν ότι το αµινοτελικό άκρο της RGS2 ευθύνεται 

επίσης για την αλληλεπίδραση αυτής µε την τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά των Μ1-mAChR 

και α1Α-AR (Bernstein et al., 2004; Hague et al., 2005). Μεταλλάξεις στο αµινοτελικό 

άκρο των RGS4 και RGS16 πρωτεϊνών τις αποτρέπουν να προσδεθούν στην κυτταρική 

µεµβράνη και µεταβάλλουν τον υποκυτταρικό εντοπισµό τους (Zeng et al., 1998, 

Chatterjee and Fisher, 2000). 

 

Καρβοξυτελικά άκρα 

 

δ-OR  311 SSLNPVLYAFLDENFKRCFRQLCRTPCGRQEPGSLRR--PRQATTR--ERVTACTPSD-GPGGGAAA 372 

 

CCK2R 396 --------RFRQACLETCAR-CCPRPP-RARPRALPDEDPPTPSIASLSRLSYTTISTLGPG----- 447 

 

                   * :  :: * *  *  *  * .* :*    *  .:    .*::  * *  ***      
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Πίνακας 27. Αµινοξική αλληλουχία του αµινοτελικού άκρου και της περιοχής Box της RGS4. 
Με κίτρινο σηµειώνεται η περιοχή του αµινοτελικού άκρου, η οποία θεωρείται ότι σχηµατίζει την 

αµφιπαθική α έλικα. Με κόκκινο σηµειώνονται οι κυστεΐνες στις θέσεις 2 και 12 που θεωρούνται ότι 

παλµιτυλιώνονται. 
 

Η συντηρηµένη περιοχή Box των RGS πρωτεϊνών, όπως προαναφέρθηκε, είναι η 

περιοχή µε την οποία οι RGS πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν µε τις Gα υποµονάδες (Πίνακας 

27) (Tesmer et al.., 1997). Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι οι αµινοξικές 

αλληλουχίες που βρίσκονται εκατέρωθεν της 4Box περιοχής στην RGS4 είναι 

απαραίτητες για την δραστικότητα της GAP ενεργότητας έναντι της Giα υποµονάδας στη 

σηµατοδότηση των Μ2 µουσκαρινικών υποδοχέων (Popov et al., 1997). Μελέτες έχουν 

δείξει επίσης ότι, εκτός από την GAP δράση, το 4Box περιέχει µέσα στην αµινοξική του 

αλληλουχία µια περιοχή πυρηνικού εντοπισµού (nuclear localization signal, NLS) ικανή 

να ρυθµίζει τον υποκυτταρικό εντοπισµό και πιθανόν και τη δράση ολόκληρης της RGS4 

(Chatterjee and Fisher, 2000). 

Τα πειράµατά µας µε την ανασυνδιασµένη RGS περιοχή της RGS4 (4Box), έδειξαν 

ότι αυτό το τµήµα της RGS4 δεν προσδένεται στο µ-CT, επιβεβαιώνοντας τη σηµασία 

των αµινο- και καρβοξυ- τελικών περιοχών της RGS4 για τις αλληλεπιδράσεις µε τους µ-

OR και δ-OR. Παρόλα αυτά, όταν η Gα βρίσκεται στη µεταβατική διαµόρφωση λόγω 

του AMF παράγοντα (Σχήµα 9, Εισαγωγή), τότε το ζεύγος 4Box – GαGDP·AlF4
-1

 

προσδένεται στο µ-CT, πιθανώς λόγω σχηµατισµού νέων επιφανειών αλληλεπίδρασης 

του συµπλόκου. Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν για µια ακόµη φορά την 

πολυπλοκότητα της σύζευξης των Gα πρωτεϊνών, της RGS4 και του συµπλόκου που 

αυτές δηµιουργούν µεταξύ τους. Επιπλέον, δεικνύουν ότι οι µεσεπιφάνειες επαφής 

µεταξύ υποδοχέων, G πρωτεϊνών και RGS εξαρτώνται από πολλούς και διαφορετικούς 

παράγοντες όπως για παράδειγµα α) το είδος του υποδοχέα και την κατάσταση 

ενεργοποίησής του, β) το είδος των G πρωτεϊνών και την κατάσταση στην οποία αυτές 

ΝΗ2 RGS4 1-MCKGLAGLPASCLRSAKDMKHRLGFLLQKSDSCEHNSSHNKK 

DKVVICQRVSQEEVK-57 

4Box 

58-KWAESLENLISHECGLAAFKAFLKSEYSEENIDFWISCEEYK 

KIKSPSKLSPKAKKIYNEFISVQATKEVNLDSCTREETSRNMLEPT 

ITCFDEAQKKIFNLMEKDSYRRFLKSRFYLDL-205 



 
Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε υποδοχείς που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες 

 

 214 

βρίσκονται (ενεργή, ανενεργή, µεταβατική) και τέλος γ) την πολυπλοκότητα των 

πρωτεϊνικών συµπλόκων που σχηµατίζονται µεταξύ των υποψήφιων πρωτεϊνών. 

Προηγούµενες µελέτες έδειξαν επίσης ότι ένα ελλειµµατικό πεπτίδιο που αντιστοιχεί 

στην περιοχή 4Box, αν και µπορεί από µόνο του να ρυθµίζει τη σηµατοδότηση του 

υποδοχέα Μ3-mAChR και του υποδοχέα της χολοκυστοκινίνης CCK-R, δεν εµφανίζει 

επιλεκτικότητα στην ρύθµιση της σηµατοδότησης του Μ3-mAChR έναντι του CCK-R, 

όπως συµβαίνει µε ολόκληρη την πρωτεΐνη RGS4 αγρίου τύπου. Αυτό υποδηλώνει ότι το 

αµινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο της RGS4 ενισχύουν την δραστικότητα της 

πρωτεΐνης και µεσολαβούν στην αναγνώριση του αλληλεπιδρώντος υποδοχέα (Zeng et 

al., 1998). Εν κατακλείδι, τα αποτελέσµατά µας δηλώνουν ότι το αµινοτελικό, αλλά 

ενδεχοµένως και το καρβοξυτελικό άκρο της RGS4 πρωτεΐνης είναι απαραίτητα και 

συνεισφέρουν ουσιαστικά στη διαµόρφωση της πρωτεΐνης, στην πρόσδεσή της µε τους 

οπιοειδείς υποδοχείς, και συµβάλλουν στη δηµιουργία πολύ-πρωτεϊνικών συµπλόκων. 

Περαιτέρω µελέτες µας έδειξαν ότι η ενδοκυτταρική µετακίνηση της RGS4 και η 

στρατολόγησή της από τους υποδοχείς, τροποποιείται µετά την ενεργοποίηση των 

οπιοειδών υποδοχέων. Πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού έδειξαν ότι η RGS4 

εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα και στον πυρήνα, ενώ µικρή ποσότητα υπάρχει 

εντοπισµένη στη µεµβράνη. Η ενεργοποίηση των οπιοειδών υποδοχέων µε DAMGO (µ-

OR) ή DSLET (δ-OR) οδήγησε στη µετατόπιση της RGS4 στη µεµβράνη όπου 

συνεντοπίζεται µε τους µ-OR και δ-OR, αντίστοιχα. Μεγαλύτερη έκθεση µε τους ίδιους 

αγωνιστές, οδήγησε σε εσωτερίκευση της RGS4 µαζί µε τους υποδοχείς και 

συνεντοπισµό αυτών στο κυτταρόπλασµα. Στην περίπτωση του δ-OR, µικρή ποσότητα 

της RGS4 βρέθηκε να συνεντοπίζεται µε τον δ-OR στο κυτταρόπλασµα, απουσία 

αγωνιστή. Μια πιθανή εξήγηση για αυτό θα µπορούσε να είναι το γεγονός ότι ένας 

πληθυσµός του δ-OR εµφανίζει ιδιοσύστατη ενεργότητα (constitutive activity), και 

µετατοπίζεται στο κυτταρόπλασµα πριν την ενεργοποίηση του υποδοχέα όπου 

συνεντοπίζεται µε την RGS4. Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι η κατανοµή της RGS4 δεν 

επηρεάζεται από την έκφραση των οπιοειδών υποδοχέων, αλλά ο υποκυτταρικός 

εντοπισµός της µεταβάλλεται ανάλογα µε την κατάσταση ενεργοποίησης αυτών. Τα 

αποτελέσµατα αυτά συνηγορούν µε προηγούµενα αποτελέσµατα που δείχνουν ότι η 
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RGS4 στρατολογείται στη µεµβράνη µετά από την ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών, ενώ 

παράλληλα ένας µικρός πληθυσµός της RGS4 στο κύτταρο παραµένει προσδεδεµένος 

στη µεµβράνη οποιαδήποτε στιγµή (Druey et al., 1998). Άλλες µελέτες έχουν δείξει ότι 

συνέκφραση της RGS4 µε τον Μ2-mAChR οδήγησε στην στρατολόγηση της RGS4 στην 

κυτταρική µεµβράνη ανεξάρτητα από την ενεργοποίηση του υποδοχέα ή των G 

πρωτεϊνών (Roy et al., 2003). Η παρατήρηση ότι µέρος της RGS4 συνεντοπίζεται µε τον 

δ-OR στο κυτταρόπλασµα, πριν και πολύ περισσότερο µετά την ενεργοποίηση αυτού, 

συµφωνεί µε µελέτες του εργαστηρίου µας που δείχνουν αλλαγές στην εσωτερίκευση του 

δ-OR παρουσία της RGS4. Πράγµατι, πειράµατα κυτταροµετρίας ροής σε κύτταρα 

HEK293 που εκφράζουν τον δ-OR, έδειξαν ότι παρουσία της RGS4 επιταχύνεται ο 

ρυθµός εσωτερίκευσης του δ-OR, µετά από την ενεργοποίηση του τελευταίου µε τον 

αγωνιστή DSLET. Στα ίδια πειράµατα φάνηκε επίσης ότι ο δ-OR στην κατάσταση 

ηρεµίας του, παρουσιάζει αυξηµένη εσωτερίκευση, παρουσία της RGS4. Τα 

αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν τη σηµασία της RGS4 πρωτεΐνης στην εσωτερίκευση 

του υποδοχέα και τον πιθανό ρόλο αυτής στα φαινόµενα ανοχής και απευαισθητοποίησης 

(µέρος διδακτορικής διατριβής Μ. Παπακωνσταντίνου). 

Μελέτες έχουν δείξει ότι οι RGS πρωτεΐνες ρυθµίζουν τους τελεστές επιταχύνοντας 

την απενεργοποίηση των Gα υποµονάδων ή δρουν απευθείας ως ανταγωνιστές των 

τελεστών (Bernstein et al., 2004, Anger et al., 2004). Προκαταρκτικές µελέτες του ρόλου 

της στους τελεστές είχαν δείξει ότι η RGS4, όταν επωάζεται µε µεµβράνες κυττάρων 

NG-108, αναστρέφει την αναστολή της συσσώρευσης του cAMP που προκαλείται από 

την εγκεφαλίνη (Hepler et al., 1997). Με δεδοµένο ότι η RGS4 δεν επηρεάζει τη 

συγγένεια πρόσδεσης του µ-OR για µ- οπιοειδείς αγωνιστές, εξετάσαµε κατά πόσο η 

έκφρασή της ρυθµίζει τη σηµατοδότηση του µ- και δ-OR καθοδικά, επηρεάζοντας την 

αναστολή που προκαλείται στα επίπεδα του cAMP. Τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι η 

έκφραση της RGS4 τροποποιεί την αναστολή της αδενυλικής κυκλάσης. Η 

παρατηρούµενη µείωση της αναστολής του παραγόµενου cAMP παρουσία της RGS4 

πρωτεΐνης θα µπορούσε να αποδοθεί στη δράση της πρωτεΐνης αυτής ως ενεργοποιητής 

της δράσης GTPάσης (GAP – GTPase activating protein) των G πρωτεϊνών, χωρίς να 

αποκλείεται το γεγονός ότι η RGS4 µπορεί να λειτουργεί και ως ανταγωνιστής της 
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αδενυλικής κυκλάσης (effector antagonist), παρεµποδίζοντας δηλαδή την πρόσδεση των 

Gα υποµονάδων σε αυτήν. Πράγµατι, µελέτες µε ανασύσταση του Μ1-mAChR σε 

φωσφολιπιδικά κυστίδια έδειξαν ότι η RGS4 πρωτεΐνη εµποδίζει τη σηµατοδότηση στην 

PLCβ µέσω των Gqα πρωτεϊνών που ενεργοποιούνται από το GTPγS, ένα µη-

υδρολυόµενο GTP ανάλογο (Hepler et al., 1997). Αυτή η παρατήρηση δεικνύει ότι η 

RGS4, στο σύστηµα των ανασυσταµένων φωσφολιπιδικών κυστιδίων, λειτουργεί ως 

ανταγωνιστής του τελεστή PLCβ µε το να δεσµεύει την Gqα και να την εµποδίζει να 

αλληλεπιδράσει µε την PLCβ, χωρίς να επιταχύνει την ενεργότητα GTPάσης της Gqα. 

Άλλες µελέτες έχουν δείξει ότι µέλη της C/R7 υποοικογένειας των RGS πρωτεϊνών 

µπορούν να δρουν ως ανταγωνιστές των τελεστών όπως συµβαίνει στην περίπτωση του 

µ-OR στο κεντρικό νευρικό σύστηµα (Garzon et al., 2005α). Σε αυτές τις µελέτες 

δεικνύεται ότι οι RGS πρωτεΐνες της R7 υποοικογένειας προσδένουν και συσσωρεύουν 

τις ενεργοποιηµένες από τους οπιοειδείς υποδοχείς Gi/o/zα υποµονάδες. Με αυτόν τον 

τρόπο ανταγωνίζονται τους τελεστές και οδηγούν τους υποδοχείς σε απευαισθητοποίηση 

και τον οργανισµό σε βραδύτερη ανοχή. Μελέτες µε τη χρήση µ- και δ- χιµαιρικών 

οπιοειδών υποδοχέων, στους οποίους έχει γίνει ανταλλαγή των καρβοξυτελικών τους 

άκρων, αναφέρουν επίσης ότι η RGS4 µειώνει δραστικά την αναστολή της αδενυλικής 

κυκλάσης που παρατηρείται µετά από την ενεργοποίηση του µ-OR, χωρίς να προκαλεί 

καµιά αλλαγή στη λειτουργία της αδενυλικής κυκλάσης στην περίπτωση του δ-OR (Xie 

et al., 2007). 

Σε συµφωνία µε αυτές τις µελέτες, µη δηµοσιευµένα δεδοµένα του εργαστηρίου µας 

έχουν δείξει ότι στην περίπτωση του δ-OR, η RGS4 πρωτεΐνη δεν επηρεάζει τη 

σηµατοδότηση του υποδοχέα στην αδενυλική κυκλάση (διδακτορική διατριβή Μ. 

Παπακωνσταντίνου). Το ερώτηµα που ανακύπτει είναι τελικά γιατί υπάρχει 

διαφοροποίηση στη δράση της RGS4 στη σηµατοδότηση των µ-OR και δ-OR. Μια 

εξήγηση για αυτό θα µπορούσε να αποτελεί το γεγονός ότι στην περίπτωση της 

ενεργοποίησης του µ-OR, η RGS4 δεσµεύει και λειτουργεί ως GAP (ή/και ως 

ανταγωνιστής του τελεστή αδενυλική κυκλάση) για τις Giα1, Giα2 και Giα3 υποµονάδες, 

όπως µας έδειξαν τα πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης. Στην περίπτωση όµως του 

ενεργοποιηµένου δ-OR, τα πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης δεικνύουν ότι η RGS4 

απελευθερώνει τις Giα1,3 και δεν δηµιουργεί πλέον ζεύγη µε αυτές. Έτσι οι Giα1,3 είναι 
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ενδεχοµένως ελεύθερες να δράσουν και να ενεργοποιήσουν την αδενυλική κυκλάση. Μια 

δεύτερη πιθανή εξήγηση για την διαφοροποίηση στη δράση της RGS4 στους µ-OR και δ-

OR, είναι ότι ο δ-OR ενδεχοµένως σηµατοδοτεί µέσω διαφορετικής ισοµορφής της 

αδενυλικής κυκλάσης έναντι του µ-OR, και η RGS4 λειτουργεί ως ανταγωνιστής της 

αδενυλικής κυκλάσης αλληλεπιδρώντας απευθείας και µόνο µε τον υπότυπο της 

αδενυλικής κυκλάσης στην οποία σηµατοδοτεί ο µ-OR, µην επιτρέποντας έτσι την 

πρόσδεση των Giα πρωτεϊνών σε αυτόν τον τελεστή. 

Από τα αποτελέσµατά µας επίσης διαφαίνεται ότι το αµινοτελικό άκρο της RGS4 

είναι απαραίτητο για την δράση της στην αναστολή της αδενυλικής κυκλάσης. Το 

γεγονός αυτό µπορεί να οφείλεται στο ότι η ελλειµµατική RGS4 δεν µπορεί να 

στρατολογηθεί στη µεµβράνη ή/και να αλληλεπιδράσει µε τον υποδοχέα, και αποδεικνύει 

της σηµασία αυτής της περιοχής για την RGS4 στη σηµατοδότηση των οπιοειδών 

υποδοχέων. Πειράµατα όπου προσδιορίστηκαν οι περιοδικές µεταβολές της ροής ιόντων 

Cl
-
 λόγω µετατόπισης του ενδοκυτταρικού Ca

+2
 από την ενεργοποίηση των Μ3-mAChR 

και CCK-R υποδοχέων, έδειξαν ότι η έλλειψη του αµινοτελικού άκρου της RGS4 

προκαλεί δραµατική µείωση στην αναστολή του σήµατος, σε σχέση µε αυτή που 

παρατηρείται για την RGS4 αγρίου τύπου (Zeng et al., 1998). Από τις ίδιες µελέτες 

φάνηκε επίσης ότι η έλλειψη του αµινοτελικού άκρου της RGS4 την αποτρέπει να 

αναστείλει επιλεκτικά τη σηµατοδότηση του Μ3-mAChR, έναντι της σηµατοδότησης 

του CCK-R. Σε άλλες µελέτες φάνηκε ότι η έλλειψη του ΝΗ2 άκρου από την RGS4 

οδηγεί σε απώλεια της ανασταλτικής δράσης της RGS4 στη σηµατοδότηση των 

φεροµονών στο S. cerevisiae και στον τερµατισµό της ανάπτυξης της ζύµης (Srinivasa et 

al., 1998). Πιο πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι η απώλεια του ΝΗ2 άκρου της RGS4 

µειώνει σηµαντικά την δραστικότητα της RGS4 στην επιτάχυνση του ρυθµού 

απενεργοποίησης των Kir3 καναλιών που προκαλείται από τη δράση της ακετυλοχολίνης 

στον Μ2-mAChR υποδοχέα (Jaen and Dupnik, 2006), ενώ η RGS4 αγρίου τύπου 

ρυθµίζει δυναµικά τη λειτουργία των Kir3 καναλιών, διότι στοχεύεται µέσω του 

αµινοτελικού της άκρου στο συζευγµένο Μ2-mAChR υποδοχέα. Οι µελέτες αυτές 

οδηγούν σε ένα µοντέλο όπου η RGS4 συνδέεται µε τον υποδοχέα ήδη πριν την 

ενεργοποίησή του, µέσω του αµινοτελικού της άκρου (pre-coupling), και έτσι αποκτά 
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µεγαλύτερη ικανότητα να επιταχύνει την κινητική των συζευγµένων Kir3 καναλιών. Στις 

ίδιες µελέτες δείχθηκε ότι µια άλλη RGS πρωτεΐνη, η RGS3 που δεν µπορεί να 

προσδένεται µε το αµινοτελικό άκρο της στους υποδοχείς, µπορεί και αυτή να ρυθµίσει 

τη λειτουργία των Kir3 καναλιών, όµως αυτή η ικανότητά της είναι περιορισµένη σε 

σχέση µε την RGS4, όπως εξηγεί στην περίπτωσή της ένα µοντέλο πρόσκρουσης-

σύζευξης (collision-coupling). 

Έχει δειχθεί ότι οι RGS πρωτεΐνες, και µεταξύ αυτών και η RGS4, εµπλέκονται στη 

σηµατοδότηση των MAPK µέσω των GPCRs. Πειράµατα σε COS-7 κύτταρα που 

εκφράζουν παροδικά την RGS4 και τους υποδοχείς της βοµβεσίνης (BB-R) και τον D2-R 

ντοπαµινεργικό υποδοχέα, έδειξαν ότι η RGS4 αναστέλλει την ενεργοποίηση των MAP 

κινασών διαµέσου των Giα και Gq/11 πρωτεϊνών (Yan et al., 1997). Με βάση αυτά τα 

δεδοµένα θεωρήσαµε ότι η RGS4 πρωτεΐνη είναι σε θέση να αναστείλει την 

ενεργοποίηση των ERK1,2 που προκαλείται από την ενεργοποίηση των οπιοειδών 

υποδοχέων. Πράγµατι, οι µελέτες µας έδειξαν ότι η RGS4 αναστέλλει τη φωσφορυλίωση 

των ERK1,2 που προκαλείται από τους ενεργοποιηµένους µ- και δ- οπιοειδείς υποδοχείς. 

Επιπλέον, για άλλη µια φορά επιβεβαιώθηκε ο σηµαντικός ρόλος του αµινοτελικού 

άκρου της RGS4 στη ρυθµιστική της δράση. Σε άλλες µελέτες σε κύτταρα ανθρώπινου 

νευροβλαστόµατος παρατηρήθηκε ότι η RGS4 µειώνει την ενεργοποίηση των ERK1,2 

κινασών που προκαλείται από την ενεργοποίηση του υποδοχέα 5-HT1B της σεροτονίνης, 

ενώ πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι η συνέκφραση των RGS2, 3, 4, 5 και 16 σε κύτταρα 

COS-7 που εκφράζουν τους Μ2 και Μ3-mAChRs, οδηγεί σε διαφορική αναστολή της 

ενεργοποίησης των ERK1,2 που προκαλείται από ενεργοποίηση των υποδοχέων µε 

καρµπακόλη (Leone et al., 2000, Anger et al., 2007). Οι µελέτες αυτές δείχνουν ότι η 

δράση των RGS πρωτεϊνών στην ενεργοποίηση των MAPKs οφείλεται σε µια συνολική 

ικανότητά τους, αφενός να ασκούν GAP ενεργότητα έναντι των Giα ή Gqα υποµονάδων 

και αφετέρου στην ικανότητα που έχουν να αλληλεπιδρούν µε τις Gα υποµονάδες, να τις 

αποµονώνουν και εν τέλει να µην επιτρέπουν την αλληλεπίδρασή τους µε τους τελεστές 

των υποδοχέων (ανταγωνισµός των τελεστών, effector antagonism). Στην περίπτωση 

όµως της παρούσας διατριβής, η δράση της RGS4 στη σηµατοδότηση των ERK1,2 δεν 

διαφέρει µεταξύ των µ-OR και δ-OR. Αυτό οφείλεται ενδεχοµένως στο γεγονός ότι η 
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RGS4, σε αντίθεση µε την περίπτωση της αδενυλικής κυκλάσης, δρα ως GAP σε κοινές 

για τους δυο υποδοχείς Gα υποµονάδες, µέσω των οποίων οι µ-OR και δ-OR 

µεταβιβάζουν το σήµα τους στις ERK1,2. Για παράδειγµα, οι Giα2 υποµονάδες δείχνουν 

το ίδιο πρότυπο αλληλεπίδρασης µε την RGS4 και τους µ-, δ-OR, όπως φαίνεται από τα 

πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης. Μια δεύτερη πιθανότητα για το γεγονός ότι δεν 

υπάρχει διαφορά στη δράση της RGS4 στη σηµατοδότηση των ERK1,2 από τους µ-,δ-

ORs, είναι ότι ενδεχοµένως στο σύστηµά µας οι οπιοειδείς υποδοχείς µεταφέρουν το 

ερέθισµα µέσω των Gβγ υποµονάδων, οι οποίες είναι κοινές και για τους δυο τύπους 

υποδοχέων που εξετάσαµε. 

Συµπερασµατικά, µε τη χρήση διαφορετικών λειτουργικών πειραµατικών µεθόδων 

αποδείξαµε ότι η RGS4 µπορεί να θεωρηθεί ως ένας νέος «αρνητικός» ρυθµιστής της 

κυτταρικής σηµατοδότησης των οπιοειδών υποδοχέων. Τα πειράµατά µας έδειξαν ότι η 

RGS4 είναι ένα µόριο-κλειδί για την ρύθµιση της σηµατοδότησης των οπιοειδών 

υποδοχέων, γιατί α) αλληλεπιδρά απευθείας µε τους οπιοειδείς υποδοχείς, β) συµµετέχει 

ενεργά και καθοριστικά στην οργάνωση των σηµατοδοτικών συµπλόκων RGS4 – Gα – 

OR στις ενδοκυτταρικές περιοχές των υποδοχέων, γ) είναι υπεύθυνη για την εξειδίκευση 

σύζευξης των υποδοχέων αυτών µε συγκεκριµένες Gα υποµονάδες και δ) τροποποιεί τη 

δράση των τελεστών (αδενυλική κυκλάση, MAP κινάσες) µετά από ενεργοποίηση των µ-

OR και δ-OR. 

Το κύριο ερώτηµα που αναδύεται από την παρούσα µελέτη είναι γιατί τελικά υπάρχει 

εξειδίκευση στην αλληλεπίδραση της RGS4 µε τις G πρωτεΐνες και τους οπιοειδείς 

υποδοχείς, και πώς αυτή η εξειδίκευση στην αλληλεπίδραση µεταφράζεται σε 

διαφοροποίηση του λειτουργικού της ρόλου στη σηµατοδότηση του εκάστοτε οπιοειδούς 

υποδοχέα. Είναι γνωστό ότι η RGS4 αλληλεπιδρά in vitro µε συγκεκριµένες 

υποοικογένειες των Gα πρωτεϊνών, όπως τις Giα και Gqα, για να επιταχύνει την 

ενεργότητα GTPάσης τους, χωρίς όµως να ξεχωρίζει συγκεκριµένους υποτύπους αυτών 

των υποοικογενειών. Η πληθώρα των µελετών που αναφέρθηκαν δείχνουν επίσης, ότι η 

RGS4 αλληλεπιδρά εξειδικευµένα µε πολλούς GPCRs, ενώ τα δικά µας αποτελέσµατα 

έδειξαν ότι η RGS4 αλληλεπιδρά και µε τους µ- και δ- οπιοειδείς υποδοχείς (ακόµα και 

µε τον κ-OR, µη δηµοσιευµένα αποτελέσµατα). Φαίνεται λοιπόν, ότι τα ζεύγη RGS4-Gα 
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και RGS4-GPCRs που µπορούν να δηµιουργηθούν είναι πολλά και δεν εξηγούν την 

εξειδίκευση στη δράση της RGS4 στα διάφορα συστήµατα. Αυτό, όµως, που δεικνύεται 

από τα πειράµατά µας είναι ότι η RGS4 συµµετέχει και οργανώνει το σχηµατισµό 

εξειδικευµένων τριµερών συµπλόκων οπιοειδούς υποδοχέα – RGS4 πρωτεΐνης – G 

πρωτεϊνών, τα οποία περιλαµβάνουν συγκεκριµένες Gα υποµονάδες (Giα1,3, Giα2, Goα), 

ανάλογα µε τον υπότυπο του οπιοειδούς υποδοχέα  (µ- ή δ-) και µε την κατάσταση 

ενεργοποίησής του. Συνεπώς, η εξειδίκευση στη σηµατοδότηση των οπιοειδών 

υποδοχέων δεν «χτίζεται» σε επίπεδο αλληλεπίδρασης δυο πρωτεϊνών (RGS4-Gα ή 

RGS4-OR), αλλά σε επίπεδο αλληλεπίδρασης περισσότερων πρωτεϊνών µέσα σε ένα 

πολύ-πρωτεϊνικό σύµπλοκο. Με αυτόν τον τρόπο µια RGS πρωτεΐνη µπορεί να 

αλληλεπιδρά µε όλους τους οπιοειδείς υποδοχείς, αλλά να σχηµατίζει ένα λειτουργικό 

σηµατοδοτικό σύµπλοκο µε συγκεκριµένους υποτύπους οπιοειδών υποδοχέων και Gα 

υποµονάδων, κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες (ενεργοποίηση ή µη). Η µετάδοση του 

σήµατος µέσω αυτών των εξειδικευµένων συµπλόκων θα µπορούσε να οδηγήσει ακόµα 

και υποδοχείς της ίδιας κατηγορίας (π.χ. µ-, δ-ORs) σε διαφορετικές αποκρίσεις στους 

τελεστές, όπως είναι η αδενυλική κυκλάση, οι MAPKs ή άλλοι. Επιπλέον, οι µηχανισµοί 

απευαισθητοποίησης και εσωτερίκευσης των υποδοχέων ενδεχοµένως να βασίζονται σε 

αυτά τα εξειδικευµένα σύµπλοκα και µε τον τρόπο αυτόν να διαφοροποιούνται ακόµα 

και για υποδοχείς της ίδιας οικογένειας. 

Είναι σηµαντικό να αναλυθούν περισσότερο οι δοµικοί καθοριστές της 

αλληλεπίδρασης της RGS4 µε τους µ- και δ- οπιοειδείς υποδοχείς. Σε µια προσπάθεια για 

εξεύρεση των συγκεκριµένων αµινοξικών καταλοίπων του καρβοξυτελικού άκρου των µ-

OR και δ-OR που είναι απαραίτητα για τις µεταξύ τους αλληλεπιδράσεις, θα µπορούσαν 

να δηµιουργηθούν νέα χιµαιρικά πεπτίδια των καρβοξυτελικών άκρων µε σηµειακές 

αµινοξικές µεταλλαγές µέσα στο τµήµα που βρήκαµε ότι ευθύνεται για την 

αλληλεπίδραση, και να πραγµατοποιηθούν πειράµατα in vitro πρόσδεσης. Από την άλλη 

πλευρά, η αναζήτηση των αµινοξικών καταλοίπων της RGS4 που ευθύνονται για την 

αλληλεπίδραση µε τους οπιοειδείς υποδοχείς θα µπορούσε να πραγµατοποιηθεί µε 

παρόµοιο τρόπο, δηµιουργώντας µεταλλαγµένες µορφές της RGS4 σε συγκεκριµένα 

αµινοξικά κατάλοιπα ή περιοχές του αµινοτελικού της άκρου. Η ανακάλυψη των 
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περιοχών της RGS4 που είναι σηµαντικές για την αλληλεπίδραση µε τους οπιοειδείς 

υποδοχείς θα ανοίξει το δρόµο για στόχευση αυτών των περιοχών από φαρµακολογικούς 

παράγοντες, όπως αναλύεται παρακάτω. Η δοµική µελέτη θα µπορούσε να ολοκληρωθεί 

µε την προσπάθεια συγκρυστάλλωσης της RGS4 µε το καρβοξυτελικό άκρο του µ-OR 

και του δ-OR, ώστε να αποκαλυφθούν οι δοµικές παράµετροι της αλληλεπίδρασης αυτών 

των πρωτεϊνών χωροταξικά. 

Πέραν όµως από τις δοµικές µελέτες, θα ήταν ενδιαφέρον να αναλυθεί περαιτέρω και 

η επίδραση που έχει η RGS4 στην εξειδίκευση της µετάδοσης του σήµατος των 

οπιοειδών υποδοχέων προς τους τελεστές τους. Με δεδοµένο το γεγονός ότι κατά την 

ενεργοποίηση των µ- και δ- οπιοειδών υποδοχέων δηµιουργούνται πρωτεϊνικά σύµπλοκα 

µεταξύ των υποδοχέων, της RGS4 και συγκεκριµένων Gα υποµονάδων, θα ήταν δυνατό 

µε τεχνικές υπερέκφρασης αρνητικών επικρατών (dominant negative) µεταλλαγµάτων 

συγκεκριµένων Giα υποµονάδων σε κύτταρα, να µελετηθεί η σηµατοδότηση στους 

τελεστές παρουσία της RGS4. Από την άλλη πλευρά, θα µπορούσε να µελετηθεί ο ρόλος 

και των Gβγ υποµονάδων στη σηµατοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων παρουσία της 

RGS4. Χρησιµοποιώντας µόρια που αποµονώνουν τις Gβγ υποµονάδες (Gβγ scavengers) 

θα ήταν δυνατό να διαπιστωθεί ο ρόλος των Gβγ υποµονάδων στην αναστολή της 

σηµατοδότησης των υποδοχέων από την RGS4 και στη δηµιουργία των εξειδικευµένων 

τριµερών συµπλόκων µεταξύ υποδοχέων, RGS4 και συγκεκριµένων Gα υποµονάδων. 

Ένα επίσης αναπάντητο ερώτηµα που παραµένει, είναι κατά πόσο η RGS4 λειτουργεί 

τελικά ως GAP ή ως ανταγωνιστής των τελεστών στη σηµατοδότηση των οπιοειδών 

υποδοχέων. Με χρήση του µη υδρολυόµενου GTPγS αναλόγου ή dominant negative 

µεταλλάξεων της RGS4 που αλληλεπιδρούν µε τις Giα και δεν διαθέτουν GAP 

ενεργότητα, θα µπορούσε να διαπιστωθεί εάν η RGS4 παρεµποδίζει τη σηµατοδότηση 

λειτουργώντας ως GAP για τις Gα υποµονάδες ή απλά δεσµεύοντας και συσσωρεύοντας 

τις Gα υποµονάδες (ανταγωνισµός έναντι των τελεστών), αποτρέποντας µε αυτόν τον 

τρόπο τη µετάδοση του σήµατος στους τελεστές. Τέλος, θα ήταν σηµαντικό να µελετηθεί 

ο ρόλος της RGS4 στη σηµατοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων µετά από µεγάλης 

διάρκειας χορήγηση αγωνιστών σε κύτταρα. Η χορήγηση οπιοειδών αναλόγων για 

µεγάλο χρονικό διάστηµα οδηγεί σε απευαισθητοποίηση και εσωτερίκευση των 

οπιοειδών υποδοχέων. Αποτελέσµατα του εργαστηρίου µας έχουν δείξει ότι η RGS4 
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επιταχύνει το ρυθµό εσωτερίκευσης του δ-OR, ενώ οι έρευνες συνεχίζονται για την 

εξεύρεση άλλων RGS πρωτεϊνών που ενδεχοµένως εµπλέκονται στην 

απευαισθητοποίηση των διαφόρων υποτύπων των οπιοειδών υποδοχέων. Η χρόνια 

χορήγηση οπιοειδών οδηγεί, επίσης, σε φαινόµενα όπως η υπερευαισθητοποίηση της 

αδενυλικής κυκλάσης και θα ήταν ενδιαφέρον να µελετηθεί ο ρόλος της RGS4 στη 

σηµατοδότηση της υπερευαισθητοποιηµένης κυκλάσης σε αυτές τις περιπτώσεις. 

Με γνώµονα το γεγονός ότι οι RGS πρωτεΐνες ρυθµίζουν αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης 

µε πρωτεΐνη, τον υποκυτταρικό εντοπισµό σηµατοδοτικών µορίων και την εν γένει 

σηµατοδότηση στους τελεστές από τους ενεργοποιηµένους GPCRs, είναι φανερό ότι οι 

πρωτεΐνες αυτές εξυπηρετούν σηµαντικές λειτουργίες σε διάφορες φυσιολογικές και 

παθολογικές καταστάσεις του οργανισµού και µπορούν να θεωρηθούν ως νέοι 

φαρµακολογικοί στόχοι (Sjogren et al., 2010). Για το λόγο αυτό, η RGS4 µπορεί να 

θεωρηθεί ως ένας νέος φαρµακολογικός στόχος για την επιλεκτική παρέµβαση στα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια των οπιοειδών υποδοχέων, ώστε να γίνει δυνατή η ρύθµιση της 

δράσης, της ειδικότητας και της διάρκειας επίδρασης συγκεκριµένων οπιοειδών 

αναλόγων. Με αυτόν τον τρόπο, θα ήταν δυνατόν να αποτραπούν οι ενδεχόµενες 

αρνητικές επιδράσεις που προκαλεί η µορφίνη και άλλες ναρκωτικές ουσίες. Μελέτες µε 

knock out ποντίκια για την RGS4 δεν έδειξαν µεταβολές στη στιγµιαία ή χρόνια 

απόκριση στα οπιοειδή (Grillet et al., 2005). Παρόλα αυτά µια πρόσφατη µελέτη έδειξε 

ότι τοπική αποσιώπηση της έκφρασης της RGS4 στον επικλινή πυρήνα αυξάνει την 

ανταµοιβή στην µορφίνη (Han et al., 2010). Η ίδια µελέτη έδειξε, επίσης, ότι στοχευµένη 

αποσιώπηση της RGS4 στον υποµέλανα τόπο αυξάνει τη φυσική εξάρτηση στη µορφίνη. 

Από αυτές τις µελέτες συµπεραίνει κανείς ότι η RGS4 ενδεχοµένως εµπλέκεται σε 

φαινόµενα που παρατηρούνται µε την κατάχρηση ναρκωτικών ουσιών, υπόθεση που 

χρήζει περισσότερης έρευνας. Το ερώτηµα που επίσης τίθεται είναι κατά πόσο υπάρχουν 

και άλλες RGS πρωτεΐνες, εκτός από την RGS4, που εµπλέκονται στη ρύθµιση της 

δράσης των οπιοειδών υποδοχέων. Έχει ήδη αναφερθεί η RGS9-2 πρωτεΐνη, η οποία 

εµπλέκεται στη δράση αγωνιστών του µ-OR, καθώς επίσης και στη σηµατοδότηση και 

εσωτερίκευση του υποδοχέα. Μια άλλη ενδιαφέρουσα πρωτεΐνη είναι η RGS2 για την 

οποία υπάρχουν ενδείξεις ότι εµπλέκεται σε φαινόµενα αναλγησίας (Garzon et al., 
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2005α) και ότι παρεµβαίνει στη δράση της αδενυλικής κυκλάσης µε διαφορετικό τρόπο 

στους µ-, δ- και κ- οπιοειδείς υποδοχείς (µη δηµοσιευµένα αποτελέσµατα του 

εργαστηρίου). 

Με βάση τα παραπάνω δεδοµένα, η δηµιουργία νέων φαρµακολογικών παραγόντων 

µπορεί να στοχεύει είτε στην αναστολή της GAP ενεργότητας της RGS4, είτε στη 

διάρρηξη της αλληλεπίδρασης αυτής µε τους υποδοχείς ή ακόµα και στην τροποποίηση 

της εξειδίκευσης σύζευξης των G πρωτεϊνών µε τους διάφορους GPCR υποδοχείς. Ήδη 

ερευνητικές οµάδες έχουν κατασκευάσει µικρά κυκλικά πεπτίδια, µε παρόµοια δοµή 

αυτής της περιοχής διακόπτη Ι της Giα υποµονάδας, τα οποία παρεµποδίζουν την GAP 

δράση της RGS4 (Jin et al., 2004). Αυτοί οι φαρµακολογικοί παράγοντες παρεµβαίνουν 

άµεσα στην περιοχή αλληλεπίδρασης της RGS4 µε την Gα υποµονάδα. Νεώτερες 

µελέτες µε τη χρήση τεχνικών high throughput screening αναγνώρισαν ένα 

φαρµακολογικό παράγοντα, τον CCG-4986, ένα µη πεπτιδικό συστατικό, ο οποίος 

προσδένεται στην RGS4 και αναστέλλει την GAP ενεργότητα της RGS4 in vitro καθώς 

και τη δράση της στη σηµατοδότηση του µ-OR στην αδενυλική κυκλάση. Η δράση του 

CCG-4986 παράγοντα είναι εξειδικευµένη για την RGS4 και δεν επιδρά σε άλλες RGS 

πρωτεΐνες (Roman et al., 2007). Μελέτες επίσης του εργαστηρίου του Neubig έδειξαν ότι 

η δράση του CCG-4986 οφείλεται στο ότι το φάρµακο αυτό τροποποιεί οµοιοπολικά την 

Cys148, η οποία βρίσκεται στην επιφάνεια απέναντι από την RGS Box περιοχή της 

RGS4 (Roman et al., 2010). Η δράση αυτή του µορίου έχει ως αποτέλεσµα τη διάρρηξη 

της αλληλεπίδρασης µεταξύ του ζεύγους RGS-Gα, µέσω ενός αλλοστερικού µηχανισµού. 

Από τις µελέτες που έχουν γίνει µέχρι στιγµής για τις RGS πρωτεΐνες και τα 

αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής διαφαίνεται ότι οι RGS πρωτεΐνες δεν έχουν µόνο 

έναν περιορισµένο ρόλο στην απενεργοποίηση των Gα πρωτεϊνών και στην παρεµπόδιση 

της σηµατοδότησης των GPCRs, αλλά ένα γενικότερο ρόλο στην εξειδικευµένη ρύθµιση 

της σηµατοδότησης των υποδοχέων αυτών καθοδικά. Για το λόγο αυτό, είναι επιτακτική 

η αναζήτηση νέων φαρµακολογικών παραγόντων που να στοχεύουν στις RGS πρωτεΐνες 

και όχι στους υποδοχείς ή στις G πρωτεΐνες. Με αυτόν τον τρόπο θα αποτρέπονται 

παρενέργειες, όπως στην περίπτωση ενός φαρµακολογικού παράγοντα που επιδρά 

γενικευµένα στη σηµατοδότηση πολλών GPCRs. Βασιζόµενοι στα αποτελέσµατα της 

παρούσας µελέτης, ένας τρόπος για να επιτευχθεί εξωγενώς η ακριβής ρύθµιση της 
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σηµατοδότησης είναι η αναζήτηση φαρµακολογικών παραγόντων, οι οποίοι θα 

εµποδίζουν την αλληλεπίδραση µιας RGS πρωτεΐνης µε τον υποδοχέα. Ένα µόριο-

αναστολέας θα µπορούσε επίσης να στοχεύει στη διάρρηξη της στόχευσης της RGS 

πρωτεΐνης στη µεµβράνη. Θα µπορούσαν επίσης να κατασκευαστούν εξειδικευµένοι 

ενεργοποιητές, οι οποίοι θα ενισχύουν τις επιδράσεις των RGS πρωτεϊνών. Τέτοια 

σκευάσµατα θα µπορούσαν να ενισχύσουν για παράδειγµα την επίδραση της RGS2, 

έλλειψη της οποία προκαλεί σύσφιξη των αγγείων (Heximer et al., 2003), για την 

αντιµετώπιση της υπέρτασης, καθώς επίσης να βοηθήσουν στην αντιµετώπιση της νόσου 

του Parkinson ως µια εξειδικευµένη θεραπεία επιλεκτικής ρύθµισης στο επίπεδο της 

RGS9, υπερέκφραση της οποίας στο ραβδωτό σώµα τρωκτικών και πρωτευόντων 

καταστέλλει την προκαλούµενη από L-DOPA δυσκινησία (Gold et al., 2007, Sjogren et 

al., 2010). 

Οι µελλοντικές προοπτικές για τη στοχευµένη παρεµπόδιση ή ενίσχυση της 

λειτουργίας των RGS πρωτεϊνών διευρύνονται καθηµερινά µε µελέτες στο χώρο των 

RGS πρωτεϊνών και της συµµετοχής αυτών σε νέες θεραπευτικές καινοτόµες 

µεθοδολογίες. Όσον αφορά στη δράση της RGS4, η οποία αποτελεί το αντικείµενο 

µελέτης της παρούσας διατριβής, είναι φανερό από τα προαναφερθέντα ότι ανοίγει µια 

νέα προοπτική για την ανακάλυψη φαρµάκων που θα µπορούσαν να µειώνουν τις 

παρενέργειες των οπιοειδών αναλόγων, διατηρώντας τις ευεργετικές επιδράσεις των 

οπιοειδών στα φαινόµενα αναλγησίας. 
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7. Παράρτηµα 
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Σχήµα 49. Συνοπτικός χάρτης και πολυ-κλωνική περιοχή του φορέα pMAL c2E. 

 

 

Σχήµα 50. Συνοπτικός χάρτης και πολυ-κλωνική περιοχή του φορέα pGEX 5x3. 
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            T7 promoter           Hind III             HA epitope 

861 ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTTACCATG GCTTACCCAT ACGATGTTCC 

            Nhe I    BamH I                            EcoR I    EcoR V 

921 AGATTACGCT AGCTTGGATC CACTAGTAAC GGCCGCCAGT GTGCTGGAAT TCTGCAGATA 

                  Not I  Xho I         Xba I  Apa I         Sp6 promoter 

981 TCCATCACAC TGGCGGCCGC TCGAGCATGC ATCTAGAGGG CCCTATTCTA TAGTGTCACC 

 

1041 TAAATG 

 

Σχήµα 51. Χάρτης του φορέα pcDNA3-HA. Στον πίνακα φαίνεται η νουκλεοτιδική αλληλουχία της 

πολυκλωνικής περιοχής του φορέα που περιλαµβάνει επίσης τον επίτοπο της αιµατογλουτινίνης (ΗΑ, 

κόκκινο χρώµα). Με διαφορετικά χρώµατα δεικνύονται επίσης οι περιοχές των εκκινητών T7 και Sp6, 

καθώς και οι περιοχές αναγνώρισης γνωστών περιοριστικών ενζύµων. 
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Σχήµα 52. Συνοπτικός χάρτης και πολυ-κλωνική περιοχή του φορέα pEGFP-N1. ∆εικνύονται 

µοναδικές θέσεις περιοριστικών ενζύµων 

 

        10         20         30         40         50         60 

MCKGLAGLPA SCLRSAKDMK HRLGFLLQKS DSCEHNSSHN KKDKVVICQR VSQEEVKKWA 

 

        70         80         90        100        110        120 

ESLENLISHE CGLAAFKAFL KSEYSEENID FWISCEEYKK IKSPSKLSPK AKKIYNEFIS 

 

       130        140        150        160        170        180 

VQATKEVNLD SCTREETSRN MLEPTITCFD EAQKKIFNLM EKDSYRRFLK SRFYLDLVNP 

 

       190        200  

SSCGAEKQKG AKSSADCASL VPQCA 

 

  1 atgtgcaaag ggcttgcagg tctgccggct tcttgcttga ggagtgcaaa agatatgaaa 

 61 catcggctag gtttcctgct gcaaaaatct gattcctgtg aacacaattc ttcccacaac 

121 aagaaggaca aagtggttat ttgccagaga gtgagccaag aggaagtcaa gaaatgggct 

181 gaatcactgg aaaacctgat tagtcatgaa tgtgggctgg cagctttcaa agctttcttg 

241 aagtctgaat atagtgagga gaatattgac ttctggatca gctgtgaaga gtacaagaaa 

301 atcaaatcac catctaaact aagtcccaag gccaaaaaga tctataatga attcatctca 

361 gtccaggcaa ccaaagaggt gaacctggat tcttgcacca gggaagagac aagccggaac 

421 atgctagagc ctacaataac ctgctttgat gaggcccaga agaagatttt caacctgatg 

481 gagaaggatt cctaccgccg cttcctcaag tctcgattct atcttgattt ggtcaacccg 

541 tccagctgtg gggcagaaaa gcagaaagga gccaagagtt cagcagactg tgcttccctg 

601 gtccctcagt gtgccta 

Σχήµα 53. Νουκλεοτιδική και αµινοξική αλληλουχία της RGS4 πρωτεΐνης ανθρώπου. Με κίτρινο 

χρώµα δεικνύεται η αµινοξική αλληλουχία της RGS περιοχής. 
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8. ∆ηµοσιεύσεις σε επιστηµονικά περιοδικά 
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In vitro studies have shown that the Regulator of G protein Signaling 4 (RGS4) interacts with the C-termini of
μ- and δ-opioid receptors (μ-OR, δ-OR) (Georgoussi et al., 2006, Cell. Signal.18, 771–782). Herein we
demonstrate that RGS4 associates with these receptors in living cells and forms selective complexes with Gi/
Go proteins in a receptor dependent manner. This interaction occurs within the predicted fourth intracellular
loop of μ, δ-ORs as part of a signaling complex consisting of the opioid receptor, activated Gα and RGS4. RGS4
is recruited to the plasma membrane upon opioid receptor stimulation. Expression of RGS4 in HEK293 cells
attenuated agonist-mediated extracellular signal regulated kinase (ERK1,2) phosphorylation for both
receptors and accelerated agonist-induced internalization of the δ-OR. RGS4 lacking its N-terminal domain
failed to interact with both opioid receptors and to modulate opioid receptor signaling. Our findings
demonstrate that RGS4 plays a key role in G protein coupling selectivity and signaling of the μ- and δ-ΟRs.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Functional analysis of a considerable number of G protein coupled
receptors (GPCRs) has shown that a given receptor subtype although
displaying a high degree of promiscuity interacts with high affinity
with a distinct subset of G proteins. Opioid receptors are classically
described to couple to members of the Giα/Goα family and agonist
occupancy of these receptors has been reported to result in the
inhibition of adenylyl cyclase and in the regulation of diverse second
messenger systems ranging from phospholipase Cβ, mitogen-acti-
vated protein kinase (MAPK), ion channels, as well as other signaling
intermediates [1,2]. Such diverse signaling events are mediated by

various G protein subtypes in a pertussis toxin (PTX) sensitive or
insensitive manner depending on the system studied and the opioid
agonists employed [1,3–5].

A number of hypotheses are raised regarding the mechanisms that
allow activated GPCRs to couple to more than one G protein(s) and
subsequently regulate different effectors. Substantial evidence sug-
gests that GPCRs either alone or in coordination with G proteins can
selectively recruit certain other proteins to the plasma membrane to
determine the fate of the signaling function of these receptors [6].
Recent studies have shown that the Regulators of G protein signaling
(RGS) proteins which comprise a large and diverse family of proteins
(N30 family members) can bind directly to Gα subunits to attenuate
their signaling [7–9]. Although the molecular basis of RGS-Gα inter-
actions has been extensively studied, little is known on how RGS
selectivity for G protein signaling pathways is determined in living
cells [8,9]. Growing evidence indicates that RGS proteins, by their
ability to shorten the lifetime of activated Gα, confer selectivity for
signaling pathways [10]. However, it is still unclear to what degree
G protein activation influences RGS binding, how stable RGS-G protein
association is and how GPCRs might influence RGS-G protein
association [10,11]. Indeed, it was found that RGS proteins can directly
interact with preferred receptors to regulate their function, whereas
localization studies have provided evidence that RGS proteins are
recruited to the membrane in a receptor-specific manner [11]. Direct
interaction of RGS2 to the third loop of the M1 muscarinic acetylcho-
line receptor [12], and the α1Α-adrenergic receptor has also been
reported [13], whereas RGS4 has been shown to bind to metabotropic
glutamate receptor subtype 5 in rat striatum [14]. Recent observations
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employing pull down assays utilizing the C-terminal domain of the μ-
OR and δ-OR (μ-CT and δ-CT) expressed as a glutathione-S-transferase
(GST) fusion peptides demonstrated the ability of purified RGS4 to
interact directlywith these receptors andmodulate [D-Ala2,N-MePhe4,
Gly5-ol]-enkephalin (DAMGO)-mediated adenylyl cyclase inhibition
in HEK293 cells. This interaction was part of a signaling complex
consisting of the receptor, Gα, Gβγ and RGS4 [15].

Based on these observations in the present study we investigate
the nature of RGS4 interaction with μ-OR and δ-OR in living cells and
provide for the first time evidence for the selectivity of RGS-Gα pairs
formed upon opioid receptor stimulation. The structural determinant
responsible for RGS4 and RGS4-Gα complex association relies within
the proximal conserved region of the μ- and δ-CTs. We further explore
the effectiveness of the N-terminal region of RGS4 in μ- and δ-OR
binding and signaling modulation in HEK293 cells and demonstrate
for the first time that [D-Ser2, Leu5, Thr6]-enkephalin (DSLET)-
mediated internalization of the δ-ΟR is accelerated by the presence
of RGS4. Finallywe indicate that activation of μ- and δ-ΟRs by selective
opioid ligands leads to recruitment of RGS4 to the plasma membrane.
Collectively, our data demonstrate that RGS4 by interactingwith the μ-
and δ-ORs confers selectivity to the activated receptors to couple with
a specific subset of G proteins and subsequently to alter their signaling
pathways.

2. Material and methods

2.1. Constructs and reagents

The rat myc-tagged μ-OR (in the pcDNA3 vector) was generously
provided by Dr S. George, University of Toronto, Toronto, Canada.
GtαGDP purified from bovine retina was kindly provided by Dr H.
Hamm, Vanderbilt University, Nashville, TN, USA. Hemagglutinin (HA)-
tagged human RGS4 (HA-RGS4), anti-Goα (OCI) and anti-Giα2 (SG3)
antibodieswere kindly providedbyDrG.MilliganUniversity of Glasgow,
Glasgow, Scotland. Hexahistidine (6xHis)-tagged RGS4 (His-RGS4) and
6xHis-RGS domain of RGS4 (His-4Box) in pQE60 vector were kindly
provided by Dr T.M. Wilkie, University of Texas, TX, USA. [3H]-adenine
(23Ci/mmol) was fromAmersham Pharmacia (Vienna, Austria). Opioid
ligand DAMGO, protease inhibitors, monoclonal anti-flag antibody
and all other reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Lipofectamin 2000 and anti-mouse Alexa Fluor 568
secondary antibody were purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA). Protein A and A/G plus sepharose beads and antibodies against
RGS4, Giα1,3, p-ERK1,2 and ERK1,2 were from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA). Monoclonal anti-c-myc was from Cell Signaling
Technology Inc. (Danvers, MA, USA) and polyclonal anti-EE was from
QED Bioscience Inc. (San Diego, CA, USA). Anti-rabbit fluorescein
isothiocyantate (FITC) conjugated secondary antibody was purchased
from Jackson Immunoresearch Laboratories (Suffolk, UK).

2.2. Generation of the N-terminal deletion constructs of RGS4

2.2.1. ΔΝRGS4 for E. coli expression
For the generation of the truncated N terminus of RGS4 for E. coli

expression two oligonucleotides partially complementary to the 5′
and 3′ ends of rat RGS4 lacking the N-terminal 57 aminoacids, were
engineered so that the 5′ end primer contained an NcoI site and a
methionine (ATG) for translation initiation and the 3′ end primer an
XhoI site: 5′-ATGTCCATGGAGAAATGGGCTGAAT-CGCTGG-3′ (forward)
and 5′-ATACCTCGAGGGCACACTGAG GGACTAG-3′ (reverse). The PCR
product was digested and cloned into the pET28b vector (Novagen,
EMDBiosciences) using T4 ligase. Positive cloneswere selected and the
presence of the insertwas verified bynucleotide sequence analysis. For
protein expression, 0.5 L of LB mediumwas inoculated and isolation of
the recombinant truncated 6xHistidine-tagged ΔΝRGS4 protein was
carried out as described by [16].

2.2.2. HA-ΔΝRGS4 for mammalian expression
For the generation of the human HA-ΔΝRGS4 the following

primers were designed: forward 5′-CGGCGGAT-CCGAAATGGGCTGA-
ATCACTGGAAAAC-3′ containing a BamHI site and reverse 5′-ATATG-
CGGCCGCTTAGGCACACTGAGGGACCA-3′ containing a NotI site. The
digested PCR product was ligated to a hemaglutinin (HA)-tagging
pcDNA3 vector (kindly provided by Dr G. Mosialos, University of
Thessaloniki, Thessaloniki, Greece). Positive clones were verified by
sequence analysis.

2.3. Preparation of the GST fusion constructs

GST fusion peptides encompassing the C termini of the μ- and δ-OR
were generated from cDNA clones of the rat μ-OR and mouse δ-OR
as described by [15]. For the production of the truncated C termini of
μ- and δ-ORs, the following primers were designed for PCR: a) ΔC43-
μ-CT, 5′-ACTGGGATCCACAGCTGCCTGAATCCAGTTC-3′ (forward) and
5′-ACGCGAATTCTCACGAGGTTGGGATGCAGAACT-3′ (reverse) b) ΔΝ27-
μ-CT, 5′-ACTAGGATCCCGTCCACGATCGAACAGCAA-3′ (forward) and
5′-ACGCGAATTCTTAGGGCAATGGAGCAGTTTC-3′ c) ΔC36-δ-CT, 5′-
ACTGG-GATCCACAGCAGCCTCAACCCGGTTC-3′ (forward) and 5′-ACGC-
GAA-TTCTCAGGGCGTGCGACAGAGCTG-3′ (reverse) d) ΔΝ26-δ-CT,
5′-ATTGGGA-TCCCCTGCGGCCGCCAAGAACC-3′ (forward) and 5′-
ACGCGAATTCT-CAGGCGGCAGCCCACCG-3′. The PCR products were
engineered into the pGEX-5×3 vector (GE Healthcare). Positive
clones were transformed in E. coli (BL21) and the production of
the proteins was carried out after induction with 0.5 mM Isopropyl
β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) as described by [2]. All posi-
tive constructs were verified by nucleotide sequence analysis.

2.4. GST pull down assays

Approximately 1 μM of the GST-fusion proteins of μ-OR and δ-OR
in phosphate-buffered saline (PBS) containing protease inhibitor
cocktail, 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 20 μg/ml
leupeptin and 20 μg/ml antipain, were immobilized on glutathione-
sepharose 4B beads in PBS following the procedure as described by
[15].

2.5. Cell cultures and transient transfections

HEK293 cells stably expressing either a EYMPME (EE)-tagged or a
myc-tagged version of the μ-OR or the flag-tagged δ-OR, were grown in
Dulbecco's modified Eagle's medium containing 2 mM glutamine,
100U/mlpenicillin,100 μg/ml streptomycin and 10% fetal bovine serum
under 5% CO2 at 37 °C. Transient transfections were performed using
Lipofectamine 2000 according to the manufacturer's instructions.

2.6. Co-immunoprecipitation assays

HEK293 cells stably expressing themyc-tagged μ-OR or the flag-δ-OR
were transiently transfected with empty vector or the HA-RGS4. 48 h
post transfection, the cells were stimulated or not with opioid agonists
for the indicated times and rinsed in PBS buffer containing 1 mM PMSF
and 1 mM sodium orthovanadate. Cells were lysed in lysis buffer A
containing 1% Triton X-100, 10 mM Tris (pH 7.6), 5 mM EDTA, 50 mM
NaCl, 50mMNaF, 30mMNa4P207, supplementedwith 1 μg/ml antipain,
1 μg/ml leupeptin,1 μg/mLbenzamidine, complete EDTA-free inhibitors,
1 mM PMSF and 1 mM sodium orthovanadate. Approximately 0.5–1 mg
of the clarified cell lysates were incubated overnight at 4 °C with
polyclonal antibodies against HA, RGS4, Goα, Giα3, Giα2 or monoclonal
antibodies against themyc or theflagdependingon the receptor studied.
Normalmouse serum (NMS) or normal rabbit serum (NRS) was used as
control. Immune complexes were recovered on protein A or protein A/G
plus sepharose beads and washed extensively. Protein samples were
subjected to sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
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(SDS-PAGE) and transferred onto polyvinylidene (PVDF) membranes.
Immunoprecipitation of cell lysate proteins was verified by immuno-
blotting using the appropriate antibodies as described previously [17].

2.7. Measurements of cAMP accumulation

Measurements of adenylyl cyclase activity were performed as
described by [18]. Briefly, HEK293 cells stably expressing the EE-
tagged μ-OR were transiently transfected with the RGS4, ΔΝRGS4 or
empty vector and incubated in a medium containing [3H]adenine
(1.5 μCi/well) for 24 h. The generation of [3H] cAMP in response to
treatment of the cells with various concentrations of opioid agonist
was then assessed. Results are calculated as the ratio of levels of [3H]
cyclic AMP to total [3H] adenine nucleotides (×1000) and the data are
presented as percentage in comparison to 100% of the forskolin-
stimulated cells.

2.8. Detection of MAPK phosphorylation

HEK293 cells expressing stably the μ, δ-ORs (μ-HEK293, δ-HEK293),
were transiently transfected with empty pcDNA3 vector, RGS4 or the
truncated ΔΝRGS4 and cultured in 6 well plates for 48 h. Sixteen hours
before the addition of drugs, the culture medium was removed and
replaced by fresh serum-free medium. Agonists were added to the cells
and allowed to incubate at 37 °C. Measurement of MAPK phosphoryla-
tion was performed as described by [17].

2.9. Fluorescent-activated Cell Sorting (FACS) analysis

HEK293 cells stably expressing the flag-δ-ORwere transfectedwith
RGS4 (4 μg), the truncated ΔΝRGS4 (4 μg) or pcDNA3. Cells were

treated for 15 min and 1 h with 1 μM DSLET. Samples of 500.000 cells
were acquired and incubated overnight with a polyclonal anti-flag
serum (1:300) (Sigma F7425) at 4 °C under rotation. Cells were
subsequently washed with PBS containing 2% Foetal Bovine Serum
prior to 1 h incubation with an anti-rabbit FITC conjugated secondary
antibody (1:200). Cells were extensively washed and fixedwith PBS in
the presence of 2% formaldehyde before analysis on a FACScan
flow cytometer (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, Inc).
Mean fluorescence intensity of 10,000 cells was collected for each
sample. Internalized receptors were calculated according to the fol-
lowing equation: internalized receptors (% of surface receptors)=
100%− [(the mean fluorescence of 10,000 live cells with drug treat-
ment)/the mean fluorescence of 10,000 live cells without drug)]×
100% as described by [19].

2.10. Confocal microscopy

HEK293 cells stably expressing the myc-tagged μ-OR or the flag-
tagged δ-OR were transiently transfected with HA-RGS4 protein.
Cells were treated with 1 μM of DAMGO or DSLET for 15 min, fixed
with 4% formaldehyde and permeabilized with 0.1% Triton X-100.
After blocking for 1 h at room temperature with PBS containing
3% BSA the cells were incubated overnight with anti-HA (1:500),
anti-myc (1:1250) or monoclonal anti-flag (1:150) sera, using as
secondary antibodies the anti-mouse Alexa 568 (1:1000) and anti-
rabbit FITC (1:250). The cells were finally mounted on slides with
Vectashield mounting media (Vector Laboratories Inc., Burlingame,
CA, USA) and visualized using a Nikon Eclipse E600 microscope
coupled to an MRC-1024 laser scanning confocal microscope (Bio-
Rad). Images represent single equatorial planes obtained with a 60×
oil objective lens.

Fig. 1. RGS4 interacts with the μ-OR and δ-OR in HEK293 cells. (A) HEK293 cells stably expressing the myc-tagged μ-OR, were transfected with HA-RGS4 (5 μg). The cells were
stimulated for 5min or notwith 1 μMDAMGO and cell lysates, treated or notwith AMF, were immunoprecipitatedwith amyc antibody. The presence of HA-RGS4was verified in crude
lysate and in the immunoprecipitates using anti-HA or RGS4 sera. Control samples of immunoprecipitated mock transfected cells or NMS-immunoprecipitated cell lysates are
presented. Quantification of the immunoprecipitated RGS4was performed by densitometric analyses. The data of the non treated cells were taken as 1; data represent mean±SEM of
three experiments, ⁎pb0.0001. (B) The presence of μ-OR was also visualized after immunoprecipitation with 4 μg of either HA or RGS4 antibodies respectively. Samples of NMS-
immunoprecipitated lysates were used as control. C) HEK293 cells stably expressing the flag-δ-OR were transfected with HA-RGS4 (5 μg). The cells were challenged for 5 min or not
with 1 μM DSLET. Immunoprecipitation of cell lysates pretreated or not with AMF was performed with an anti-flag antibody following the procedure described in panel (A). Mock
transfected cells were used as control (lane 4). All co-immunoprecipitation experiments have been repeated at least three times. (D) Cell lysates were immunoprecipitated with
antibodies recognizing RGS4 and immunoblotting with a flag antibody.
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3. Results

3.1. RGS4 forms tight complexes with the μ-OR and δ-OR in HEK293 cells

Employing pull down assays utilizing the C termini of μ, δ-ORs
and the i3L expressed as GST-fusion protein, we have demonstrated
that RGS4 interacts directly with both ORs [15]. To further explore
whether RGS4 interaction is influenced by the activated state of the
receptor and/or the G protein(s) in a cellular context, HEK293 cells
stably expressing the myc-μ-ΟR, or the flag-δ-OR were transiently
transfected with HA-RGS4. 48 h post-transfection, cells were
stimulated with opioid agonists, and lysates from these cells were
immunoprecipitated with the appropriate antibodies and immuno-
blotted with an anti-HA antibody. As demonstrated in Fig. 1A, the
anti-myc antibody co-immunoprecipitated RGS4, as identified by a
same molecular weight band in cell lysates (compare lanes 1 with
3–5). The amount of RGS4 co-precipitated with μ-OR was similar in
untreated cells compared with DAMGO-treated cells (compare
lanes 3, 5). However, AMF (100 μM AlCl3, 2 mΜ MgCl2, 100 mM
NaF, 1 mM GDP)-treated cell lysates showed an increase in the
immunoprecipitated RGS4 protein. No bands were detected in

similarly treated samples of either mock-transfected HEK293 cells
or in cells that were immunoprecipitated with normal mouse
serum (lanes 2 and 6). These results demonstrate the interaction of
RGS4 with the μ-OR in HEK293 cells. Similarly, immunoprecipita-
tion of the same cell lysates with anti-HA, or anti-RGS4 antibodies
revealed a band corresponding to the μ-OR (Fig. 1B, lanes 3, 4),
after immunoblotting with the anti-myc antibody. In parallel, when
HEK293 cells stably expressing the flag-δ-OR were transiently
transfected with HA-RGS4 and lysates were immunoprecipitated
with an anti-flag antibody, a polypeptide corresponding to RGS4
was revealed (Fig. 1B, compare lanes 1–3 with 7). This band was
absent in mock transfected cells (lane 4), thus demonstrating the
direct interaction of RGS4 with the δ-OR in HEK293 cells. Activation
of the δ-OR with DSLET or treatment with AMF did not alter the
levels of immunoprecipitated RGS4, as compared with immuno-
precipitated RGS4 under unstimulated conditions (lanes 1–3), sug-
gesting that RGS4 associates with δ-OR in an agonist independent
manner. The interaction of RGS4 with the δ-OR was also confirmed
when HEK293 cell lysates were immunoprecipitated with either
anti-HA or anti-RGS4 antibodies (Fig. 1D, lanes 3, 4). Collectively,
these observations suggest that μ- and δ-OR physically interact

Fig. 2. In vitro binding of RGS4 in specific regions of the μ- and δ-CTs. (A) Generation of opioid receptor subdomain GST fusion proteins. Alignment and amino acid composition of the
C-terminal tails of the μ, δ-ORs and their truncated forms: peptideΔΝ27-μ-CT (amino acids 356–398) of the rat μ-OR inwhich the 27 amino acids fragment that contain the conserved
19 amino-acid residues next to the seventh transmembrane domain are eliminated; peptide ΔC43-μ-CT (amino acids 329–355) consisting of the 43 amino-acids of the final part of
the C-terminal domain of the μ-CT; peptide ΔΝ26-δ-CT (amino acids 337–372), which consists of the final 36 amino acids of the C-terminal tail of the mouse δ-ΟR; fragment peptide
ΔC36-δ-CT, which contains the 26 first amino acids next to the seventh transmembrane domain (amino acids 311–336). The identical amino acids between the two opioid receptor
subtypes are underlined. (B) RGS4 interacts with ΔC43-μ-CT. Upper panel: A fixed amount of 6xHis-RGS4 (0.3 μM) was incubated with μ-CT (1 μΜ) and the truncated peptides as
described in (A), and pull down experiments were performed as described in Materials and methods. (C) RGS4 interacts with ΔC36-δ-CT. Upper panel: Pull down experiments were
performed with δ-CT and truncated versions following the same procedure as described in panel (A). Lower panels of B and C: The amount of GST fusions loaded was verified after
stripping and reprobing with an anti-GST antibody (1:5000). (D) RGS4 forms complexes with Gαwithin specific subdomains of the μ-CT. Purified GtαGDP (0.3 μM) and 6xHis-RGS4
(0.5 μΜ) were incubated in PBS with protease inhibitors and 1 mM GDP in the presence or absence of AMF for 10 min at room temperature and 20 min at 4 °C. The μ-CT and the
truncated peptides bound to glutathione-sepharose beads were added to the above samples and incubated for 25 min at 4 °C under rotation. Bound proteins were subjected to SDS-
PAGE, transferred to PVDF and detected using an anti-Gα or anti-His antibody. (E) RGS4 forms complexes with Gαwithin specific subdomains of the δ-CT. Fusion peptidesΔΝ26-δ-CT
and δ-CT were incubatedwith a fixed amount of GtαGDP (lane 1) and RGS4 (lane 6) in the presence or absence of AMF as described above. Lower panels represent equal protein levels
verified after stripping and reprobing with a GST antibody (1:5000). Results shown are representative of four independent experiments.
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with RGS4 in living cells and that activation of these receptors is
not a prerequisite for RGS4 association.

3.2. A conserved region within the C termini of the μ- and δ-ORs is
critical for RGS4 and RGS4-Gα complex interaction

The μ- and δ-CTs are 70 and 62 amino acids long respectively and
share a conserved domain consisting of the first 18 amino acids region
(LNPVLYAFLDENFKRCFR) close to the seventh transmembrane
domain (Fig. 2A). We have previously demonstrated using receptor

derived peptides that the proximal element of the C terminus close to
the juxtamembrane segment of the μ- and δ-ORs reduces high affinity
opioid agonist binding and probably interferes in receptor G protein
coupling [20,21]. In an attempt to map the sites of interaction of RGS4
within the C termini of the μ- and δ-ORs, four truncated GST fusion
proteins were generated (Fig. 2A). In vitro pull down experiments
using the fusion peptide that lacks the first 27 amino acids (ΔΝ27-μ-
CT), failed to retain RGS4 binding, as compared with the amount of
RGS4 detected in full length μ-CT (Fig. 2B, lanes 2, 4). In contrast, the
GST-peptide fragment, ΔC43-μ-CT, that contains only the first portion

Fig. 3. RGS4 interacts with different Gα subunits in HEK293 cells stably expressing the μ- and δ-ORs. μ-and δ-ΗΕΚ293 cells were transiently transfected with HA-RGS4 (5 μg) or vector
alone. (A) RGS4 interacts with Gαi1,3 upon receptor or G protein stimulation. μ-HEK293 cells were stimulated or not with 1 μM DAMGO for 5 min and cell lysates were pretreated or
not with AMF, following immunoprecipitation with an anti-HA antibody (4 μg). Immune complexes were electrophoresed and transferred to PVDF membranes as described in
Materials and methods. Gαi1,3 subtype was visualized by immunoblotting with an anti-Gαi1,3 antibody (1:1000). Lane 1 represents the presence of Giα1,3 in cell lysates and lane 7
represents the same protein immunoprecipitatedwith anti-Gαi1-3 antibody. Immunoprecipitated lysates with NRS ormock transfected cells were used as control. RGS4 protein levels
were verified by sripping and reprobing the membranes with an anti-HA antibody (middle panel). Quantification of Gα1,3 was performed after normalization with
immunoprecipitated RGS4 (lower panel). Data represent mean±SEM of three independent experiments, ⁎pb0.001, ⁎⁎pb0.0001 as compared with the untreated samples. (B) RGS4
interacts with Gαi2 upon receptor stimulation. μ-HEK293 lysates treated with 1 μMDAMGO or treated with AMF were immunoprecipitated with the indicated antibodies. RGS4 was
not co-immunoprecipitated in unstimulated cells (lane 4). Lanes 4–6, represent RGS4 after immunoprecipitation with an anti-Giα2 antibody, under both stimulated and
unstimulated conditions. Lanes 1 and 8 represent the presence of RGS4 in cell lysates and immunoprecipitated samples. Mock transfected cells were used as control. (C) RGS4
interacts with Goα upon receptor or G protein stimulation. Co-immunoprecipitation of RGS4with an anti-Goα antibody was detected as described in panel B. (D) RGS4 interacts with
Gαi2 in δ-HEK293 cells. Cell lysates stimulated with 1 μMDSLET for 5 min or treated with AMF were immunoprecipitated with anti-HA antibody as described above. The presence of
Gαi2 protein subtypewas visualized by immunoblottingwith an anti-Gαi2 (SG3) antibody (1:1000). Lanes 1 and 2, represent the presence of Gαi2 in brain extracts and δ-HEK293 cell
lysates respectively. Lane 3, represents immunoprecipitatedmock transfected cells with an anti-HA antibody. Lanes 5 and 6, represent the presence of Giα2 immunoprecipitated with
the HA epitope of RGS4. (E) Interaction of RGS4 with Gαi1,3 in δ-HEK293 cells. δ-HEK293 cell lysates, pretreated with DSLET or with AMF, were immunoprecipitated with an anti-HA
antibody. The presence of Gαi1,3 in cell lysates was confirmed by immunoprecipitation with an anti-Gαi1,3 antibody (lanes 7, 8). Giα1,3 associates with RGS4 in absence of agonist
(lane 4). This interaction increases upon AMF stimulation of the cell lysates (lane 6), whereas it is attenuated in the presence of DSLET stimulation of δ-OR (lane 5). Lanes 1 and 2,
represent the presence of Giα1,3 in δ-HEK293 cell lysates and brain extracts respectively. (F) RGS4 interacts with Goα independently of receptor activation in δ-HEK293 cells. Cell
lysates, pretreated with DSLET or with AMF, were immunoprecipitated with anti-Goα (4 μg) antibody and immunoblotted with an anti-HA antibody. Lane 1, represents HA-RGS4
expression in crude lysate extract. Immunoprecipitation of cell lysates from mock transfected cells with Goα antibody was used as control (lane 2). Lanes 3–5, represent amount of
RGS4 immunoprecipitated with the anti-Goα. The results are representative of one experiment repeated at least four times.
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of the μ-CT, bound RGS4 (compare lanes 2, 3). These results de-
monstrate the importance of the juxtamembrane region of the μ-CT
in RGS4 recognition and binding. Similarly, in the case of δ-OR, the
peptide fragment ΔΝ26-δ-CT in which the first 26 amino acids are
deleted, failed to interact with RGS4. In contrast, the remaining
portion of the δ-CT encompassing the peptide ΔC36-δ-CT bound
RGS4 in a similar manner as the entire δ-CT (Fig. 2C, lanes 2, 3). These
data delimited the interaction of RGS4 within the amino acid regions
329–355 for the μ-OR and 311–336 for the δ-OR and therefore suggest
that the conserved region shared between the two ORs is a critical
structural determinant for RGS4 recognition and binding.

It is already known that μ- and δ-ORs exhibit differential binding
profiles for Gα subunits and that RGS4 complexed with activated Gα
promotes binding of the latter to the μ-CT [15]. A possible question
therefore that arises is whether RGS4 by interacting with Gα displays
the same or different interactive domains within the μ- and δ-CTs. To
test this possibility, we performed pull down experiments using
purified RGS4, inactive GtαGDP and the truncated fusion peptides. As
shown in Fig. 2D, Gα alone or together with RGS4 did not associate
with the ΔC43-μ-CT peptide (Fig. 2D, upper panel, lanes 2,3) despite
the fact of RGS4 association under these conditions. However, when
RGS4 and GtαGDP were preincubated together in the presence of
AMF, and the same pull down was performed, we observed that Gαt
interacts with the ΔC43-μ-CT (compare lanes 4 with 8). In contrast,
when the ΔΝ27-μ-CT was incubated with RGS4 and Gtα, either in the
absence or the presence of AMF, no heterotrimeric complex between
them was detected (compare lanes 6, 7 with 8). These observations
suggest that RGS4-Gα complexes use the juxtamembrane region of μ-
CT for binding.

In the case of δ-OR, when RGS4 was pre-incubated with GtαGDP,
peptideΔΝ26-δ-CT failed to bind any of these proteins (Fig. 2E, lanes 3
upper and middle panel). However, both Gtα and RGS4 associate with
theΔΝ26-δ-CTwhen the cell lysates are stimulatedwith AMF (lane 4).
These results suggest that RGS4 complexed with active Gα uses an
additional interactive domain within δ-CT, as compared with the
corresponding region of the μ-CT. It also suggests that RGS4 and Gα
form a heterotrimeric complex within the region (amino-acids 337–
372) of the δ-CT.

3.3. RGS4 forms selective complexes with specific Gα subunits in HEK293
cells expressing the μ- and δ-ORs

Taking into account that RGS4 and Gα subunits form in vitro a
heterotrimeric complex with the C termini of μ-OR and δ-OR and that
RGS4 interacts directly with the opioid receptors in HEK293 cells, we
sought to determine, whether RGS4 confers selectivity to the activated
μ- and δ-ORs for coupling with a particular subset of Gα proteins. To
answer this question, the ability of specific Gα subunits of G proteins to
interact with RGS4 upon agonist stimulation of the μ, δ-ORs in HEK293
cells was tested. As shown in Fig. 3Α, μ-HEK293 cell lysates immuno-
precipitated with an anti-HA and immunoblotted with an anti-Giα1,3

antibody revealed the presence of a weak band corresponding to Giα1,3

in untreated samples (lane 3). This band is significantly increased in cell
lysates thatwere treatedwith DAMGO or AMF (lanes 4, 5). No bandwas
detected in untransfected cell lysates (lane 2). Τhese results suggest that
association of Giα1,3 with RGS4 in μ-HEK293 cells is enhanced upon
activation of the μ-OR. In a similar manner, RGS4 interacted with Giα2

and Goα in cell lysates that were either treated with DAMGO or AMF
(Fig. 3B, C, lanes 5, 6 respectively) and not under basal conditions. These
results suggest that RGS4 forms tight heterotrimeric complexes with
selective G proteins upon μ-OR stimulation in HEK293 cells.

To identify whether similar interactions between RGS4 and Gα
subunits are also detected in δ-HEK293 cells, the ability of Giα2, Giα1,3

and Goα to immunoprecipitate with transiently expressing HA-RGS4
upon stimulation of the δ-OR in HEK293 cells was tested. As de-
monstrated in Fig. 3D, the anti-HA antibody co-immunoprecipitated
Giα2 only when cells were stimulated with DSLET or treated with
AMF (lanes 5 and 6). No bands were detected in samples of either
untransfected or unstimulated cell lysates (lanes 3, 4). These results
suggest that RGS4 forms an active heterotrimeric complex with Giα2

upon δ-OR stimulation. In addition, to test whether Giα1,3 follows the
same pattern of interaction with RGS4 as that detected for Giα2, the
ability of Giα1,3 to co-immunoprecipitate with RGS4 before and after
stimulation in δ-HEK293 cells was detected. As shown in Fig. 3E, Giα1,3

interacted with RGS4 either in unstimulated conditions or after
AMF treatment of cell lysates (lanes 4, 6). However, upon stimulation
of cells with 1 μMDSLET (or [D-Pen2,D-Pen5] enkephalin-DPDPE, data

Fig. 4. Effect of opioid receptor stimulation on the intracellular localization of RGS4. (A) HEK293 cells stably expressing the myc-tagged μ-OR were transiently transfected with HA-
RGS4. 48 h post-transfection, cells were treated with 1 μMDAMGO for 15min, fixed, permeabilized and immuno-labeled with monoclonal anti-myc (secondary antibody anti-mouse
alexa-fluor 568 under 605/32 emission filter) and anti-HA (secondary antibody anti-rabbit FITC under 522/35 emission filter). Shown are immunostaining images of the nuclear
equatorial plane of the cell, as determined by a z axis series. Red represents the myc-μ-OR, green represents HA-RGS4 and yellow (in the overlay image) represents overlapping green
and red fluorescence. (B) HEK293 cells stably expressing the flag-tagged δ-OR and transiently expressing HA-RGS4 were immunolabeled with a monoclonal anti-flag antibody,
following the procedure as above. Stimulation of cells was employed using 1 μM DSLET. Red represents the flag-δ-OR, green represents HA-RGS4 and yellow (in the overlay image)
represents overlapping green and red fluorescence. Images show cells with low to intermediate fluorescence intensity and are representative of at least 50 cells transfected with the
same constructs. The experiment was repeated three times in duplicate sets.
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not shown) the interaction of RGS4 with Giα1,3 was dramatically
decreased (lane 5). This result suggests that the agonist activated δ-OR
does not promote the formation of a complex between RGS4 and
Giα1,3. On the other hand, RGS4 was able to interact with Goα equally
well under both stimulated and unstimulated conditions in the same
cell lysates (Fig. 4F, lanes 3–5). Collectively, these observations suggest
that the RGS4 has the capacity to select a particular subset of G proteins
depending on the conformation of the G protein and the presence and
activation state of the receptor.

3.4. Subcellular localization of RGS4

It has been previously shown that intracellular distribution of RGS
proteins can be affected by G protein and GPCR expression [22]. We
therefore detected whether subcellular distribution of transiently
transfected HA-RGS4 in HEK293 cells stably expressing the myc-μ-OR
and flag-δ-OR, was altered before and after opioid agonist adminis-
tration. As shown in Fig. 4A (upper panel), under basal conditions the
receptorwas localized in the plasmamembrane andRGS4was found to
the cytosol, the nucleus and diffusively distributed to the plasma
membrane of HEK293 cells. No detectable co-localization between the
μ-OR and the HA-RGS4 was observed (right merge, upper panel).
However, DAMGO stimulation of cells for 15 min led to redistribution
of RGS4 to the plasma membrane where it co-localizes with the μ-OR
(Fig. 4A, right merge, lower panel). Similarly, in δ-HEK293 cells, the
expressedHA-RGS4 localizes in the resting state of the receptormainly
in the cytoplasm and the nucleus and to a lesser extent in the plasma
membrane (Fig. 4B, upper middle panel). A small fraction of RGS4 can
also be found together with the receptor. DSLET stimulation of cells

resulted in the movement of RGS4 to the plasma membrane, where it
co-localizes with the δ-OR. RGS4 is also found to co-localize with the
internalized δ-OR (Fig. 4B, right merge, lower panel). These results
suggest that agonist activation of μ-OR and δ-OR affects the intra-
cellular localization of RGS4.

3.5. The N-terminus of RGS4 is responsible for μ- and δ-opioid receptor
association

Previous observations have demonstrated that the N-terminus of
RGS proteins is important for the interactionwith GPCRs [12,23]. In an
attempt to examine the significance of the N-terminus of RGS4 for the
μ- and δ-OR interaction, pull down experiments were performed using
an N-terminal truncated mutant of 6xHis-tagged RGS4, in which
the first 57 amino acids of the protein were deleted (ΔΝRGS4). As
previously shown [15], wild type RGS4 binds equally well to all sub-
domains of the μ- and δ-ORs tested (Fig. 5A, lanes 2–4). However, no
detectable band was observed when similar pull downs were per-
formed utilizing the μ, δ-CTs and the i3L together with the mutant
ΔΝRGS4, thus suggesting that the N-terminal region of RGS4 is
responsible for μ- and δ-OR association (lanes 6–8). In order to provide
additional evidence concerning the role of the N-terminal domain of
RGS4 in μ-CT and δ-CT association we tested the association of the
ΔΝRGS4 mutant in a cellular context. For that reason μ-HEK293 or δ-
ΗΕΚ293 cells were transiently transfected with the cDNA expressing
the HA taggedΔΝRGS4. Lysates from these cells were examined in pull
down assays using the immobilized CTs after stimulationwith DAMGO
or DSLET. As shown in Fig. 5B, although wild type RGS4 interacts with
both C-termini of the opioid receptors (lanes 4, 6), no detectable band

Fig. 5. RGS4 domains responsible for μ- or δ-ORs interaction. (A) Wild type recombinant RGS4 (0.3 μM) and ΔΝRGS4 (0.3 μΜ) isolated from E. coli as described in Materials and
methods, were incubated with the GST fusion peptides encompassing the δ-i3L, δ-CT and μ-CT in the presence of PBS containing protease inhibitors for 25 min at room temperature.
Bound proteins were subjected to SDS-PAGE, transferred to PVDF and detected using an anti-His antibody. (B) N-terminal truncated RGS4 (ΔΝRGS4) does not interact with the opioid
receptor CTs. HEK293 cells stably expressing the μ-OR or the δ-ΟR were transiently transfected with the cDNA expressing the HA-RGS4, HA-ΔΝRGS4, or vector alone (5 μg each). 48 h
post-transfection cells were stimulated with DAMGO or DSLET for 5 min. Cell lysates (700 μg) were incubated with 1 μΜ of the GST fusions encompassing the μ-CT the δ-CT or GST
alone. Protein complexes were washed, separated on 10% SDS and detected for RGS4 bound with an anti-HA antibody. Lane 1 and lane 2 represent transfected cell lysates with wild
type RGS4 and ΔΝRGS4 respectively. ΔΝRGS4 expressing cell lysates did not interact with the C-termini of the μ-and δ-ORs (lanes 5, 7 respectively). (C) 4Box-Gα complexes interact
with the μ-CT. Purified GtαGDP (0.5 μM) and 4Box (0.5 μΜ) were incubated with the μ-CT in the presence, or absence of AMF for 10 min at room temperature and 20 min at 4 °C. The
μ-CT bound to glutathione-sepharose beads was added to the reactions and incubated for 25 min at 4 °C under rotation. Bound proteins were detected using an anti-Gα or anti-His
antibody. Lower panels: equal amounts of the fusions were verified after stripping and reprobing with an anti-GST antibody.
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corresponding to the truncated ΔΝRGS4 was detected (lanes 5, 7).
Similar pull down employing either mock transfected cell lysates or
GST alone did not display any binding (lanes 3 and 8). To further
explore whether other sites beyond the N terminus of RGS4 are
responsible for opioid receptor and Gα-RGS4 complex interaction, we
tested the ability of the RGS domain of RGS4 (4Box), inwhich both the
N- and C-termini are truncated to interact with the μ-CT. Pull down
experiments utilizing the μ-CT have shown that 4Box weakly
interacted with this domain (Fig. 5C middle panel, lane 4). However,
when equal amounts of 4Box and Gαt were preincubated in the
presence of AMF, not only binding of 4Box was significantly enhanced
but binding of Gαt to the μ-CTwas also detected (Fig. 5C, lane 3middle
and upper panels respectively). No detectable band corresponding to
Gαt was observed when the same experiment was performed in the

absence of AMF. These results suggest that sites within the GTPase
Activating Protein (GAP) domain of RGS4 are not only necessary
for binding to active Gα, but also for promoting complexes, thus
facilitating association of these interacting proteins to the receptor.

3.6. The N-terminal domain of RGS4 is implicated in μ-OR-mediated
adenylyl cyclase inhibition

In an attempt to examine in greater detail the functional signi-
ficance of the N-terminal region of RGS4 in opioid receptor signaling,
we analyzed the ability of an N-terminal deletion mutant of RGS4
(ΔΝRGS4) in DAMGO-mediated adenylyl cyclase inhibition in μ-
HEK293 cells. As shown in Fig. 6, 500 nΜ DAMGO treatment of cells
resulted in 55±2% inhibition of cyclic AMP accumulation. This inhi-
bition was altered to 34±3% by the presence of the wild type RGS4.
Expression of the truncated ΔΝRGS4 reversed cyclic AMP accumula-
tion to similar levels as those detected in cells expressing vector alone,
hence, the N terminus of RGS4 is essential for Gi-mediated adenylyl
cyclase inhibition.

3.7. Effect of RGS4 on ERK activation by the μ- and δ-opioid receptors

Others and we have previously demonstrated that μ- and δ-ORs
expressed in HEK293 cells stimulate ERK1,2 activity via pertussis
toxin-sensitive G protein signaling mechanisms [17,24]. To examine
whether expression of RGS4 alters ERK1,2 activation in response to μ-
and δ-opioid agonist stimulation, HEK293 cells were challenged with
opioid selective agonists. As shown in Fig. 7A and B respectively,
both DAMGO and DSLET enhanced ERK1,2 phosphorylation after 2
and 5 min stimulation of these receptors. This phosphorylation was
attenuated when RGS4 was co-expressed in HEK293 cells, suggesting
that RGS4 interferes in the μ-OR and δ-OR-mediated signaling of
ERK1,2. When similar phosphorylations were detected in DAMGO-
stimulated HEK293 cells co-expressing the ΔΝRGS4 mutant, no
alteration in the levels of ERK1,2 were detected (Fig. 7C). These
observations suggest that the N-terminal region of RGS4 is the
functional domain that plays a significant role in modulating opioid
receptor signaling. To detect the significance of the RGS4 effect on ERK
phosphorylation mediated by the opioid receptors, we also adminis-
tered the receptor tyrosine kinase ligand Epidermal Growth Factor
(EGF) in HEK293 cells, a treatment known to cause rapid activation of
ERKs. EGF-mediated phosphorylation of ERK was indeed observed; in

Fig. 6. Effect of ΔΝRGS4 on μ-OR-mediated adenylyl cyclase inhibition. HEK293
cells stably expressing the μ-OR were transfected with HA-RGS4 (5 μg) or HA-ΔΝRGS4
(5 μg). 24 h post-transfection, cells were incubated with [3H] adenine (1.5 μCi/mL) as
described in Materials and methods. Generation of [3H] cAMP was measured in
response to treatment with forskolin (50 μM) and increasing concentrations of DAMGO
in cells expressing HA-RGS4, HA-ΔΝRGS4 or vector alone. Data are presented as the
percentage of cAMP accumulation (100% corresponds to the forskolin stimulated
sample) and represent themean±SEM of triplicate determinations of five independent
experiments. ⁎pb0.005 as compared to the corresponding values of mock transfected
cells.

Fig. 7. RGS4 modulates opioid receptor-mediated ERK1,2 phosphorylation. (A, B) Expression of RGS4 attenuates ERK phosphorylation mediated by the δ, μ-ORs. Upper panels: stably
transformed HEK293 cells expressing the myc-μ-OR (A) or the flag-δ-OR (B) were transiently transfected with HA-RGS4 or empty vector. 48 h post-transfection, the cells were
stimulated with the appropriate receptor agonists for 2 and 5min and cell lysates were resolved in SDS-PAGE (12%). The phosphorylated ERKwas visualized by immunoblotting with
a phospho-ERK antibody. (C) ΔΝRGS4 has no effect on ERK phosphorylation. Upper panel: HEK293 cells expressing the μ-OR were transiently transfected with ΔΝRGS4 or empty
vector as described above. (D) ERK phosphorylation mediated by EGFR stimulation is not influenced by the expression of RGS4. HEK293 cells were stimulated with 10 nM EGF for 2
and 30 min following the procedure as described above. Lower panels: equal loading was verified by stripping and reprobing the PVDF membranes with a specific anti-ERK antibody
(bottom). Results shown are representative of four independent experiments.
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contrast to the situationwith opioid agonists, however, ERK phosphor-
ylationwas not affected by the presence of RGS4, suggesting that RGS4
expression cannot influence ERK1,2 activation by a receptor that
signals through mediators other than G proteins (Fig. 7D).

3.8. Effect of RGS4 in the internalization of the δ-opioid receptor

As opioid receptor internalization is an important parameter of
opioid receptor signaling and RGS proteins have been suggested to be
implicated in the internalization of GPCRs [25,26], we sought to deter-
mine whether expression of RGS4 alters the rate of internalization
of the δ-OR in HEK293 cells by flow cytometry. As shown in Fig. 8\
DSLET administration for 15min led to the internalization of the surface
δ-OR in mock transfected HEK293 cells by 32±5. However, when
HEK293 cells expressing the RGS4 were treated with DSLET for 15 min,
the levels of the internalized receptors increased to 62±6%, as the
levels of cell surface δ-OR (62±5%) in mock transfected cells after 1 h
exposure. No further increase at the levels of internalized δ-receptor
(66±3%) was detected when cells expressing RGS4 were exposed to
DSLET for 1 h. These results suggest that RGS4 accelerates the rate of
internalization of the δ-OR. In contrast, expression of the deletion
mutant of RGS4 (ΔNRGS4) in HEK293 cells resulted in an identical
internalization rate of δ-OR (34±4 at 15 min and 62±2% after 1 h
DSLET exposure) as that observed for the mock transfected cells. These
observations suggest that the N-terminal domain of RGS4 is a key
functional determinant required to facilitate δ-OR internalization.

4. Discussion

Opioid receptors signal predominately via members of the Gi/Go
family. Recent observations have shown that these receptors can also
effectively associate with various other partners that play distinct roles
in the signaling, trafficking intracellular sorting and fine tuning of each
of these receptors [26,27]. Employing pull down assays that utilize the
C-termini of the μ-OR, δ-ΟR and the third intracellular loop expressed as
GST fusion proteins, we have recently demonstrated the ability of RGS4
to interact directly with these receptors and provided evidence for the
potency of RGS4 to form a heterotrimeric complex with activated Gα
within the μ-CT [15]. In line of these observations, we further explored
whether similar effects can also be detected in living cells and observed
the effects RGS4 exerts in G protein selectivity and opioid receptor-

mediated signaling. For that reason, we initially examined whether
RGS4 interactionwith the μ- and δ-ORs in HEK293 cells is influenced by
opioid administration. Our results have shown that activation of the μ-
and δ-ORs did not significantly enhance the levels of interacting RGS4
with them, thus suggesting that RGS4 can associate with both stably
expressed μ-OR and δ-OR in HEK293 cells even in the resting state of
these receptors. Activation of the G proteins with AMF, that promotes a
high affinity complex with Gα, resulted in a stronger interaction of
RGS4 with the μ-OR, demonstrating that active Gα subunits can
promote stronger RGS4-μ-OR associations, an observationwhich is also
confirmed with our in vitro studies [15]. However, in the case of δ-OR,
the presence of AMF did not confer any stronger interaction of RGS4
than that detected upon DSLET activation of the receptor. The observed
lack of enhanced interaction of RGS4 with δ-OR in the presence of AMF
might be due to the ability of Gα to associate with the δ-CTequally well
at any conformation (active or inactive) compared with the μ-CT as
previously reported [15]. The fact that in our cell system RGS4 co-
immunoprecipitates with both opioid receptors in the absence of
agonist, suggests that RGS4 can physically associate with these
receptors. Up to date, there is no clear indication on the way RGS
proteins pair with GPCRs. Previous observations have reported that
RGS2 and RGS4 are recruited to the plasmamembrane by G protein and
or expressed receptors in an agonist-independent manner [22]. On the
other hand, GAIP was found to be recruited to the plasma membrane
upon activation of the dopamine D2 receptor [28]. A possible
explanation regarding the association of RGS proteins with various
receptors could be that RGS-GPCR pairs may be influenced by different
factors such as a) the levels of expression of the receptors, b) the nature
and abundance of the G and RGS proteins present in a certain cellular
milieu, c) the pairs formed between all these three interactive partners
and finally d) the activation state of the receptor. Further experimenta-
tion is required to clarify to which degree G protein expression and
activation influences RGS4 association with GPCRs.

Our next challengewas to understand the temporal characteristics,
spatial organization and sites of interaction between opioid receptors,
G proteins and RGS4. We know that the predicted fourth intracellular
loop, forming helix VIII of rhodopsin, which is composed by thio-
acylated cysteine residues, provides contact sites and plays a critical
role in G protein activation [29]. Using opioid receptor derived pep-
tides we have previously found that part of the conserved stretch
(LNPVLYAFLDENFKRCFR) derived from the C-termini of the δ- and μ-
ORs proximal to the seventh transmembrane domain is responsible
for receptor-G protein coupling and G protein activation [20,21,30]. A
critical question therefore that arises is whether RGS4 can also use this
opioid receptor domain for association. Mapping the sites of inter-
action within the μ-CT, demonstrated that lack of the juxtamembrane
domain encompassing the conserved 18 amino-acid stretch, abolished
binding of RGS4 and failed to form a heterotrimeric complex with
RGS4 and activated Gα. However, association of RGS4-Gα complexes
can be found in more regions within the δ-CT, as that detected within
the μ-OR. Indeed, pull down experiments revealed that the ΔΝ26-δ-CT
region can serve to position RGS4-Gα complex, providing the δ-OR
with an additional interacting domain for RGS4-Gα association. We
can thus conclude that RGS4-Gα complexes act as new entities with
new interactive attributes than each of these proteins separately.
Therefore someone can assume that the μ- and δ-CTs serve as plat-
forms to recruit pairs of RGS4-Gα depending on the agonist-activated
receptor or the receptor-G protein complexes formed.

Knowing that opioid receptors couple to several Gα subunits
irrespective of receptor density and/or agonist potency [31,32] and
that RGS proteins exert their GAP activity by interactingwithmembers
of the Gα subunits, we sought to address whether RGS4 promotes
selectivity to specific G proteins upon μ- and δ-OR activation. Our
results have shown that in cells expressing the μ-OR, RGS4 preferen-
tially interacted with all Gα subunits tested, i.e. Giα1,3, Giα2 and Goα
and that this interaction was enhanced upon AMF treatment or

Fig. 8. Effect of RGS4 expression on the internalization rate of δ-OR. RGS4 increases the
rate of δ-OR internalization. Flag-tagged δ-HEK293 cells were transfected with the HA-
RGS4, the HA-ΔΝRGS4 or vector alone. Cells were treated with 1 μMDSLET for 15min or
1 h. Cells were processed for surface immunofluorescence staining and analyzed by
fluorescence flow cytometry. Internalized receptors were determined as described in
Materials and methods. Each value represents the mean±S.E.M. of four experiments
performed in triplicate. ⁎pb0.05 as compared to the corresponding values of mock
transfected cells.
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receptor activation. We can thus conclude that RGS4 pairs with any of
the endogenous G proteins tested in HEK293 cells upon μ-OR stimu-
lation. In contrast, the δ-OR exhibits a differential selectivity profile for
RGS4-Gα complex formation in δ-HEK293 cells. In the absence of
agonist, RGS4 interacts with Giα1,3 and Goα but not with Giα2. Agonist
activation of the δ-OR enhances coupling between RGS4 with Giα2,
whereas it attenuates RGS4-Giα1,3 association. In contrast to agonist
stimulation, AMF treatment forces RGS4 to couplewith all Gα subunits
tested. These results suggest that a) the δ-OR by being constitutive
active may allow a specific subset of Gα subunits to interact with RGS4
in the absence of agonist; b) the agonist-activated δ-ΟR promotes
selective RGS4-Gα interactions different than those produced by the
presence of AMF, which is a more generic G protein activator. These
data demonstrate that RGS4 can dynamically regulate δ-OR selectivity
for specific Gα subunits even in the absence of agonist. They also
suggest that the potency of selectivity with which RGS4 interacts with
Giα2 can change in response to agonist-stimulation of the δ-OR. To our
knowledge this is the first indication for an RGS-driven selection
coupling with a specific G protein population depending on the
presence or the activation state of a given receptor in living cells.
Previous results have demonstrated using two-hybrid approaches that
GAIP shows strong interaction with Gi1, Gi3, Go1 and weak interaction
with Gi2 [33], whereas using α2Α-adrenoreceptor-G protein fusions it
was shown that RGS4 selectively enhances the GTPase activity of Goα1

and Giα2 upon receptor stimulation [34]. However, these studies do
not address whether selectivity of these interactions can be achieved
by the activation state of the receptors.

Intracellular localization of RGSproteins is critical for their functional
properties [11,22,35,36]. Most of the B/R4 family members of RGS
proteins are localized to subcellular compartments distinct from the
plasma membrane. Our immunofluorescence studies in HEK293 cells
indicate that the majority of RGS4 was localized to the cytosol and the
nucleus and diffusely associated to the plasma membrane, thus
confirming previous studies [22,37–39]. Agonist stimulation of both
opioid receptors led to the translocation of RGS4 to the plasma
membrane where it co-localized with both surface receptors. No co-
localizationwasdetected in the resting state of the μ-ΟR; however, in the
case of δ-OR, a fraction of RGS4 can be found to co-localizewith the δ-OR
in the cytosol. A possible explanation for this result could be that the
amount of constitutive active δ-ORs present in HEK293 cells are
beginning to internalize earlier due to the presence of RGS4 as
demonstrated in our flow cytometry measurements. Co-localization of
RGS4 with the accelerated internalized δ-OR was detected in the
cytoplasm after 15 min DSLET stimulation. We can thus conclude that
RGS4 distribution is not influenced by the expressed opioid receptor but
mainly by the activation state of these receptors. Our findings are in
accordancewith previous observations indicating that RGS4 is indirectly
recruited to the plasma membrane by G protein activation and only a
relatively small proportion of cellular RGS4 is membrane-bound at any
given time [37]. Other findings have shown that co-expression of RGS4
with the M2 muscarinic receptor led to recruitment of RGS4 to the
plasmamembrane independent of agonist or Gα protein activation [22].
Thus distribution of RGS4 to the plasma membrane and the cytosol is a
regulatorymechanismthat canbemodulatednot only byGPCRs but also
by other signaling components that merit further investigation.

The N-terminal domain of RGS4, which contains an amphipathic α-
helix and two palmitoylation sites, has been demonstrated to play a
significant role both in targeting the protein to the membrane, to
participate in GPCR recognition and to be responsible for RGS inhibition
of G protein activation and signaling [25,35,38–40]. Our in vitro
experiments demonstrated that deletion of the N terminus of RGS4
resulted in complete lossof RGS4associationwith both opioid receptor C
termini. In accordance with our findings it was shown that the N
terminus of RGS2 is responsible for association with the third
intracellular loop of M1 muscarinic and α1A adrenergic receptors
[12,13]. Additional studies have also shown that N-terminal mutants of

RGS4 and RGS16 abrogate their interactionswith the plasmamembrane
and alter their subcellular localization [23,38]. Knowing that the RGS
domain alone is capable of binding Gα subunits and accelerate GTP
hydrolysis we hypothesized that the 4Box domain complexed with Gα
subunits might display additional interactive sites within the C-termini
of the opioid receptors. Our results indicated that the GDP-AlF−4-Gα
promotes a high affinity complex with 4Box capable to bind to the μ-CT
and form a heterotrimeric complex. In support with these findings
previous observations have shown that the 4Box inhibited Ca2+

signaling by the muscarinic 3 and cholocystokinin receptors equiva-
lently [23]. These results suggest that both N and C termini of RGS4
combine to yield the behaviour of the intact protein.

RGS4 protein was shown to accelerate the inactivation of Gα sub-
units and to have an antagonistic effect on effectors, we therefore
examinedwhether RGS4expression inHEK293 cellsmodulates μ- and δ-
opioid receptor signaling. Opioid receptors stimulate ERK1/2 activity via
PTX-sensitive and insensitive G protein signaling mechanisms [17,24]
and growing evidence indicates that RGS proteins, and among them
RGS4, are implicated in MAPK signaling through GPCRs [41–44]. In the
present study, we also demonstrate that RGS4 presence attenuates
MAPK phosphorylation of both activated μ- and δ-ORs. This inhibitory
effect was fully reversed when the cells express the mutant ΔNRGS4,
suggesting that the NH2 domain plays a critical role in G protein
inactivation cycle. The fact that N-terminal truncated RGS4 does not
inhibit opioid agonist-induced MAPK activation can be explained by its
inability to be recruited to the membrane. Similarly the N-terminal
truncated mutant of RGS4 had no effect in modulating adenylyl cyclase
inhibition induced by the activated μ-OR, thus reinforcing the functional
significance of this domain for opioid receptor signaling. In accordance
with our findings the N-terminus of RGS4 was required for high affinity
and receptor selective inhibition [23], for modulating pheromone
signaling in yeast [35] and for Kir3 channels deactivation [45].

Opioid analgesia and tolerance development involve complex
cellular and molecular mechanisms as a result for the loss of mem-
brane surface opioid receptors [46,47]. In view of these considerations
someone would think that RGS proteins may be implicated in opioid
receptor internalization. Indeed, recent studies have shown that GAIP
facilitated δ-ΟR internalization and recycling via clathrin-coated
vesicles [48], whereas RGS14 prevented morphine-induced μ-OR phos-
phorylation and internalization in mice neurons [49], and RGS9-2
expressed in PC12 cells delays agonist-mediated internalization of the
μ-opioid receptor [50]. Measurements of the δ-OR internalization fate
indicated that the presence of RGS4 accelerated the early rate of the δ-
OR endocytosis, whereas, on the other hand, ΔΝRGS4 was unable to
regulate the endocytotic pathway of the δ-OR. Thus, demonstrating that
indeed the RGS4-N-terminus possesses a significant functional key role
in opioid receptor mediated signaling.

Collectively, we have provided evidence for the function and
selectivity of RGS4 in regulating μ- and δ-OR signaling that lies in its
ability to interact with Giα and Goα subunits in addition to the opioid
receptors. Differential RGS4-Gα complex formation at the cytoplasmic
face of μ- and δ-ORs promoted by opioid-agonist stimulation seems to
define signaling selectivity at a higher level than that of simple
receptor-RGS4 protein interaction. Finally, it was demonstrated that
RGS4 plays a critical role in δ-OR internalization which can form the
basis for the possible effects RGS4 may exert in opioid tolerance. We
can therefore conclude that RGS4 can be an attractive target to
selectively manipulate G protein pathways and regulate the potency,
selectivity and duration of action of opioids in order to prevent the
adverse effects of tolerance and dependence.
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Abstract

To define receptor subdomains important for protein interaction and identify components of novel signal transduction complexes for the

A- and y-opioid receptors (A-OR, y-OR), we generated glutathione S-transferase fusion proteins of the carboxyl-termini of the A-opioid
receptor (A-CT), the y- (y-CT), and the third intracellular loop of the y-opioid receptor (y-i3L) to search for interactive proteins. Results from

pull down experiments have demonstrated for the first time that Ghg complexes, derived from the heterotrimeric Gath1g1, purified Gh1g1,
or Gh endogenously present in cell lysates and rat striatal extracts, interact with all A- and y-opioid receptor subdomains. On the other hand,

the C-terminal peptides of the y- and the A-ORs exhibit differential profiles for Ga subunit binding. Indeed, while A-CT was unable to bind

any form of Ga, both the y-CT and the y-i3L displayed interactive regions for heterotrimeric Gath1g1, inactive GaGDP and active GaGTPgS.

Regulators of G protein signaling (RGS) proteins are another class of proteins that can modulate G protein signaling events. We demonstrate

for the first time that RGS4 directly interacts with the A-CT, the y-CT as well as y-i3L in a dose dependent manner. Moreover, RGS4

modulates A-OR signaling and can form stable heterotrimeric complexes with the activated Ga. Collectively, our data demonstrate that the C-

termini of the A- and y-ORs provide direct physical scaffolding in which G protein subunits and RGS4 protein can be bound.

D 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: A-, y-opioid receptors; Ga, Ghg subunits; RGS proteins; Signaling complex; GST fusion peptides

1. Introduction

All three opioid receptor subtypes (A, y, n) belong to the

superfamily of G protein coupled receptors (GPCRs), and

mediate the actions of endogenously produced opioid

neuropeptides and exogenously administrated opiate drugs.

Opioid receptors mediate their responses in the nervous

system via coupling to members of the Gi/Go proteins [1]

and their activation results in adenylyl cyclase inhibition

and/or the regulation of various ion channels and other

effector systems [2,3]. Extended observations in respect to

opioid receptor signaling mechanisms have demonstrated

that the cytoplasmic face of these receptors, and particularly

0898-6568/$ - see front matter D 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.cellsig.2005.07.003

Abbreviations: GPCRs, G protein coupled receptors; GST, glutathione

S-transferase; A-CT, GST fusion of the C-terminal region of the A-opioid
receptor; y-CT, GST fusion of the C-terminal region of the y-opioid
receptor; y-i3L, GST fusion of the third intracellular loop of the y-opioid
receptor; A-OR, A-opioid receptor; y-OR, y-opioid receptor; GTPgS,

guanosine 5V-3-O-(thio)triphosphate; GDP, guanosine diphosphate; RGS,

regulators of G protein signaling; GAP, GTPase-activating protein; PBS,

phosphate-buffered saline; SDS, sodium dodecylsulfate; IPTG, isopro-

pylthio-h-galactoside; DAMGO, [d-Ala2,MePhe4,Gly5-ol]enkephalin;

DTT, dithiothreitol; HA, hemagglutinin; mAChR, muscarinic acetylcholine

receptor; i3, intracellular third loop; PLC, phospholipase C; HEK293,

human embryonic kidney.
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the third intracellular loop and the COOH-tails, are critical

in mediating the signal through the interaction with G

proteins. Indeed, previous observations using receptor

derived peptides from predicted regions of the y-opioid
receptor have shown that the third intracellular loops and the

juxtamembranous region of the C-terminal tail of the A- and
y-opioid receptors are critical for functional receptor-G

protein interaction [4–6]. These observations have con-

firmed that there are different determinants for receptor-G

protein coupling and G protein activation.

The COOH-termini of all three opioid receptors have the

same size, but exhibit a variability in amino acid compo-

sition with one region close to the seven transmembrane

domain which forms an additional fourth loop by a

conserved palmitoylated cysteine residue [3]. Mutagenesis

and deletion studies of the COOH-termini of the A- and y-
receptors have shown that this region is the target for

various kinases [2] and plays a key role for agonist-

dependent phosphorylation [7], therefore it is believed that

this region is involved in the regulation of cellular

compartmentalization, desensitization and in other signaling

mechanisms. In order to map opioid receptor subdomains

important for protein interaction and to begin to identify the

components of a putative signal transduction complex

mediated by the intracellular domains of the opioid

receptors, we initially focused on the COOH termini and

the third intracellular loop of the A- and y-opioid receptors

and generated GST fusion peptides from these domains to

be used as affinity matrices for screening interacting

partners in pull down experiments.

Much attention has been paid recently to the functional

consequences of Ghg binding to various intracellular

domains of GPCRs. It is believed that interaction of Ghg
with the intracellular domains of the receptors may facilitate

the interface of GPCRs to diverse signaling pathways.

Direct interaction of Ghg with the i3 loop of the M2- and

M3-muscarinic receptors has been reported [8]. However,

up to now direct interaction of these complexes with the

opioid receptors has not been demonstrated and therefore

our first approach was focused in determining whether

direct binding of Ghg subunits complexes to the intra-

cellular domains of the A- and y-opioid receptors exist. In

addition we demonstrate the differential binding of the Ga

subunits to the C-terminal tails of both A- and y-ORs.
Another class of proteins, that can directly interact with

GPCRs and serve as scaffolds regulating their function, is

the RGS proteins. RGS isoforms can act upon members of

Gi/Go classes of heterotrimeric G proteins [9,10] that

mediate the physiological effects of opioid receptors. Recent

observations reveal that RGS proteins integrate, by associ-

ation, G proteins in signaling pathways linked to such

diverse cellular responses as cell growth and differentiation,

cell motility, and intracellular trafficking, indicating that

RGS proteins play fundamental roles in physiology and

disease [11–13]. Regulation of RGS proteins by chronic

morphine treatment in rat locus coeruleus has been reported

[14] and opioid agonists have been proposed to up-regulate

RGS4 mRNA levels in PC12 cells which might contribute

to opioid desensitization [15]. RGS2 and RGS9 have been

shown to attenuate signaling by A-opioid receptor [16],

whereas recombinant RGS4 has been shown to blunt the

inhibitory effect of [Leu]-enkephalin, acting via the y-opioid
receptor on cAMP accumulation in NG108-15 membranes

[17]. These results indicate that RGS proteins and partic-

ularly RGS4 could potentially modulate opioid receptor

signaling pathways, however, the function and the structural

determinants responsible for such regulatory mechanisms

are still unknown. Therefore our second approach was

focused on defining whether RGS4 preferentially binds to

specific intracellular regions of the A- and y-opioid
receptors. Our results demonstrate for the first time that

RGS4 a) interacts with both A- and y-opioid receptors, b)

forms stable complexes with the A-CT and active Gat and c)

modulates DAMGO-mediated adenylyl cyclase inhibition in

HEK293 cells.

2. Experimental procedures

2.1. Purified proteins

Transducin heterotrimer or individual Ga and Ghg
subunits were purified from bovine retina as described [18].

Preparation of recombinant histidine tagged (6xHisRGS4)

and the RGS domain of RGS4 (4Box) were purified after

expression in Escherichia coli (BL21-SI) from the pQE60

vectors (kindly provided by Dr T. Wilkie, University of

Texas, TX, USA) as described in Ref. [19]. Gia and Gio

protein subunits were purified as described previously [20].

2.2. Preparation of fusion constructs

GST fusion protein constructs for the COOH-termini and

the intracellular loop of the opioid receptors were generated

from cDNA clones of the rat A- and mouse y-opioid
receptors generously provided by Dr G. Bell, Chicago, IL,

USA. For the production of the fusion protein the following

oligonucleotides a) COOH A-OR-GST-5V-CAC CAG CTG

CCT GAA TCC AGT TCT TTA C-3V and 5V-TTA GGG

CAA TGG AGC AGT TTC TGC CTC-3, b) i3loop y-OR-
GST-5V-CAC CCG CCT GCG CAG CGT-3V and 5V-CTA
GCG CGT GAT GCG CCG CAG-3V and finally c) COOH

y-OR-GST-5V-CAC CAG CAG CCT CAA CCC GGT TCT

CTA-3V and 5V-TCA GGC GGC AGC GCC ACC-3V were

designed for PCR using the directional TOPO cloning

procedure following the manufacturer’s instructions (Invi-

trogen). Positive transformants were transferred from Entry

Clones to the Destination Vector pDest-15 for N-terminal

GST fusion expression from a T7 promoter, using the

Gateway Cloning System. Transformation was carried out

using DH5a cells and all positive clones were verified by

nucleotide sequence analysis.
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2.3. Protein expression

Positive clones were transformed in E. coli (BL21-SI)

cells for protein expression (Invitrogen). 500 ml of LB media

with ampicillin (100 Ag/ml) were inoculated with an over-

night culture started from a single colony. GST fusion

proteins were induced with arabinose (0.2%) at OD600=0.6

cultures and shaken at 37 -C for 3–4 h. Thereafter, cells were

pelleted, lysed by freezing, sonicated with 20 ml PBS buffer

pH 7.6 containing 1% Triton, 0.2 mM PMSF, 20 Ag/ml

leupeptin and antipain and a protease inhibitor cocktail

(Complete Roche Diagnostics), and incubated under rotation

at 4 -C for 1 h. Soluble protein was obtained after

centrifugation at 150,000 rpm for 1 h at 4 -C. Glycerol
(50%) was added to the Triton-supernatant and the lysates

were stored in�20 -C. In order to purify the fusion peptides,
1-ml aliquots of the glycerol lysates were immobilized to 50

Al of a 50% glutathione–sepharose (Amersham Biosciences)

slurry in PBS and after incubation and extensive washing

with PBS and 0.1% Igepal. Fusion proteins were eluted from

the affinity matrix and resolved by 10% or 10–20% gradient

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and Coo-

massie Blue staining (Fig. 1).

2.4. In vitro binding of GST fusion proteins (GST pull down

assays)

0.5 ml of PBS containing protease inhibitor mixture

Complete (Roche Diagnostics), 0.2 mM PMSF, 20 Ag/ml

leupeptin and 20 Ag/ml antipain, was added to 200–500 Al
of the GST glycerol lysates (to yield a final concentration of

0.5–1 AM) and were immobilized on glutathione–Sephar-

ose 4B beads (50 Al of pre-equilibrated 1 :1 glutathione–

sepharose slurry) in PBS. The mixture was washed three

times with 0.5 ml of PBS, and the immobilized fusion

proteins were incubated with purified proteins (0.5–2 AM)

for 45 min at room temperature to a final volume of 100 or

200 Al PBS. The GST-slurry with the bound proteins was

subsequently washed four times with 500 Al PBS and 0.1%

Igepal and bound proteins were eluted with 20 Al of

Laemmli loading buffer, boiled and resolved by SDS-PAGE

(10–20%).

2.5. Cell cultures and transient transfection

COS-7 and/or HEK293 cells were grown in Dulbecco’s

modified Eagle’s medium (DMEM) containing 2 mM

glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 Ag/ml streptomycin

and 10% bovine serum. Transfections were performed on

80% confluent monolayers in 100 mm dishes. Rat A-opioid
receptor (3 Ag) and HA-RGS4 (3 Ag) c-DNAs were

transiently transfected in COS-7 cells using lipofectamine

according to the manufacturer’s instructions. Assays were

performed 48–72 h after transfection.

2.6. Western blotting

Protein samples were subjected to gradient 10–20% or

10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and then

electroblotted to Polyvinylidene difluoride (PVDF) mem-

branes. The membranes were blocked with 5% milk, PBS,

0.1% Triton for 30 min followed by an overnight incubation

with the appropriate antibody. Bound proteins were visual-

ized using antisera that specifically recognize the purified

37 -

25 -

GST -i3L -CT µµ-CT
B C

37 -

25 -

GST -i3L -CT µ-CT

COOH-termini
Rat-µ: 329 SCLNPVLYAFLDENFKRCFREFCIPTSSTIEQQNSTRVRQNTREHPS
TANTVDRTNHQLENLEAETAPLP 398

Mouse- : 311 SSLNPVLYAFLDENFKRCFRQLCRAPCGGQEPGSLRRPRQATARER
VTACTPSDGPGGGAAA 372

Third intracellular loop

Rat –µ: 258 RLKSVRMLSGSKEKDRNLRRITR 280

Mouse – : 239 RLRSVRLLSGSKEKDRSLRRITR 261

A

δ

δ

δ δδ δ

Fig. 1. Generation of opioid receptor subdomain GST fusion proteins. (A) Alignment and amino acid composition of the COOH-tails and the third intracellular

loop of the y- and A-ORs. Carboxyl-terminal tails: in italics are indicated the amino acid similarities between the A- and y-opioid receptors. Third intracellular

loops: In bold are indicated the amino acid differences between the two receptor subtypes. B, C. Peptides corresponding to segments of y-i3L and the rat A-CT
and mouse y-CTwere generated as fusion proteins in bacteria and cell lysates were purified using a glutathione affinity matrix as described under Experimental

procedures. Proteins were electrophoresed on denaturing PAGE (12.5%), and visualized by Coomassie staining (B), or western blotting (C) using a GST

antibody (1 :5000, Santa Cruz, Biotechnology). Numbers at the left represent the migration position of prestained molecular mass standards in kilodaltons. The

molecular weights for the GST fusions were for the A-CT 35,000 Da, for the y-CT 33,000 Da, for the y-i3L 31,000 Da, and for the GST alone 29,000 Da.
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proteins followed by horseradish–peroxidase-coupled sec-

ondary antibodies as described in Ref. [21]. Detection was

performed with enhanced chemiluminescence (ECL)

(Amersham) using either X-ray FUJI film or a Fluor-S

Imager (Bio-Rad).

2.7. Measurements of cAMP accumulation

Measurements of adenylyl cyclase activity were per-

formed as described previously [4]. Briefly, COS-7 cells,

transiently transfected with the A-OR and HA-RGS4 as

described above, were split to 12-well plates and incubated

in a medium containing [3H] adenine (1.5 ACi/well) for 24
h. The generations of [3H] cAMP in response to treatment of

the cells with various concentrations of DAMGO were then

assessed. Results are calculated as the ratio of levels of [3H]

cAMP to total [3H] adenine nucleotides (�1000) and the

data are shown as percentage inhibition of forskolin-

stimulated cells.

3. Results

3.1. Gbc complexes bind to the carboxyl-termini of the l-
and d-opioid receptors

The carboxyl-terminal tails of the A- and y-ORs are 69

and 61 amino acids in length respectively and represent the

largest intracellular domains of these receptors (Fig. 1,

upper panel). The juxtamembrane segments of the third

intracellular loop and the COOH-tail close to the VII

membrane span of the A- and y-ORs have been shown to be

critical for coupling and G protein activation [5,22] and

participate in receptor desensitization [23] and other aspects

of signaling [24,25]. In an attempt to define whether these

intracellular domains of the A- and y-ORs serve as contact

sites for Ghg complexes, or other signaling molecules the

C-terminal regions (Ser329–Pro398) and (S311–A372) of the

A- and y-ORs respectively and the third intracellular loop of

the y-OR (R239–R261) were constructed as GST fusion

proteins termed A-CT, y-CT and y-i3L respectively. These

GST fusion proteins were expressed in bacteria and purified

with a glutathione–Sepharose column to near homogeneity

(Fig. 1, lower panel).

Ghg subunits of G protein play a leading role in

transducing signals in many cellular contexts using differ-

ent effectors [26], however, little is known which role the

Ghg complexes play in opioid receptor signaling and

whether these proteins can directly interact with these

receptors. Thus, initially we observed whether the C-

terminal tails of the A- and y-ORs are capable of binding

Ghg complexes in vitro. For this reason the COOH-

terminal peptides of the A- and y-ORs, as well as the third

intracellular loop of the y-OR, were bound to a gluta-

thione–Sepharose matrix and incubated with bovine retinal

heterotrimeric Gt protein (Gath1g1) or purified Gh1g1

complexes. The resin was washed, and retained proteins

were resolved by SDS/PAGE and subsequent immunoblot-

ting with an anti-Gh antibody. As shown in Fig. 2 (upper

panel), incubation of the A-CT with increasing concen-

trations of Gh1g1, or heterotrimeric transducin followed by

immunoblotting, recognized a 36 kDa polypeptide corre-

sponding to Gh for both transducin and the dimeric

purified Gh1g1 complexes. There was an increase in Gh
binding as more Ghg complex was added. In contrast, no

detectable band was observed in pull downs using GST

alone as control (Fig. 2, lanes 5, 6 and 10, 11).

To define whether the C-terminal tail of the y-OR also

interacts with Ghg complexes, similar pull down experi-

ments were performed using equal amounts of the GST

fusion encompassing the y-CT. As shown in Fig. 2 (middle

panel), y-CT binds in a concentration dependent manner

Ghg complexes either from heterotrimeric Gt or purified

Gh1g1 after immunoblotting with a Gh antibody, compared

to GST alone where no binding was detected.

Since both C-terminal tails of the A- and y-ORs interact
effectively with Gh1g1, we wondered whether other intra-

cellular parts of these receptors also participate in Ghg
binding. Both A- and y-ORs share a high degree of similarity

within their third intracellular loops, we therefore used the

fusion protein corresponding to the y-i3 loop. Pull down

experiments using this y-i3L domain and either Gh1g1
complexes or Gath1g1 demonstrated that Ghg complexes

are also capable of interacting with this receptor subdomain

as compared to GST alone (Fig. 2, lower panel, compare

lanes 2–4, 7, 9 with lanes 5, 6 and 8 respectively). These

results demonstrate that the i3L together with the C-terminal

domains of the y- and the A-ORs bind with Gh1g1 and

provide the first biochemical evidence for the direct

interaction between the A- and y-ORs with Ghg complexes.

The direct interaction of the C-terminal peptide of the A-
OR with Ghg was also verified in pull down experiments

using endogenous Gh present in COS-7 cell lysates.

Experiments using whole COS-7 cell extracts transiently

expressing the A-OR following DAMGO administration for

5 or 15 min showed binding of endogenous Gh with the A-
CT (Fig. 3, upper panel). Binding of Ghg to the A-CT was

independent of time and agonist exposure (compare lanes 4

with 5 and 6). In contrast parallel pull down experiments

using empty GST were unable to bind Ghg from the same

cell lysates (lanes 1–3). Since brain Ghg complexes consist

mainly of h1g2 isoforms and in attempt to provide additional

evidence for the role the g subunit might play in the

recognition of Ghg complex by the A-CT, or to other

intracellular domains of the y-opioid receptor, similar pull

down experiments were performed using purified brain

Gh1g2 and rat striatal membranes. As shown in Fig. 3 (lower

panel), pull down experiments employing either purified

Gh1g2 complexes, or striatal membranes, which endoge-

nously contain Ghg, with either the y-i3L, or the y- and A-CT
peptides demonstrated the direct interaction of Gh1g2
complexes with all opioid receptor subdomains. As brain
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and transducin Ghg complexes differ in their g subunits

[27], the g subunit does not appear to play an important role

in the recognition of Ghg complex by both A- and y-ORs.

3.2. Differential binding of Ga to the l- and d-ORs
intracellular domains

Since Gh1g1 binds to both A- and y-OR C-terminal tails

and the y-i3L, we wanted to determine whether the same

regions are targets for direct Ga binding. For that reason

similar GST-pull down experiments were performed using

the same fusion proteins and various forms of Gat. As

shown in Fig. 4A, A-CT was unable to bind heterotrimeric

(lane 5), inactive GaGDP (lane 2), or active GaGTPgS (lane 7)

at 1 AM concentration of Gat used as assessed by

immunoblotting with a Ga antibody. This indicates that

any conformation of Gat failed to effectively interact with

the A-CT. Similar observations were obtained when Gai, or

Gao were used (Fig. 4A, lower panel). However when

similar preincubations were performed using the immobi-

lized y-CT with increasing concentrations of heterotrimeric

Gat and GatGDP we were able to observe polypeptides

corresponding to Ga after immunoblotting with a specific

anti-Ga, indicating that this receptor subdomain binds in a

dose dependent manner heterotrimeric Gt protein (Fig. 4B,

left upper panel, lanes 2–4), inactive GatGDP (Fig. 4B, lanes

2, 4 right upper panel), as compared with GST alone (Fig.

4B, left panel, lanes 5–7 and 3, 5 right panel). GatGTPgS was

also bound to y-CTwith lower affinity than that observed for

the inactive and heterotrimeric Gt (Fig. 4B, lower panel). To

verify the specific Ga binding within the y-CT we measured

the ability of Gaq and Gas that do not couple with opioid

receptors to interact with this domain. As shown in Fig 4C,

the y-CT failed to interact with either Gaq or Gas in pull

down experiments using mouse brain membranes that

contain these proteins. Similarly, A-CT was unable to bind

any Ga subunits derived from mouse brain membranes.

These results suggest that the y-CT has the potential to

differentiate between the various Ga subunits tested.

Since the C-terminal tails of the A- and y-ORs display

different profiles for Ga subunit binding we sought to

determine the ability of the y-i3L region to interact with

Gat. When similar experiments were performed using the y-
i3L and either heterotrimeric transducin (Fig. 4D, left upper

panel), inactive GatGDP (Fig. 4D, right upper panel), or

various low concentrations of active GatGTPgS we were able

Gβ

GST GST

0.5 1 2   1 2 

0.5  1  2   1 2

µ-CT

GSTGST

Gβ

0.1 0.2 0.5 0.1 0.2

0.1 0.2 0.5 0.1 0.2 0.5

δ-CT

Gβ

0.1 0.2  0.5 0.1  0.2

δ-i3L

Gβ1γ1 (µM)

GST
fusions

GST GST

Gαtβ1γ1(µM)

Gβ1γ1 (µM)

Gβ1γ1 (µM)

Gαtβ1γ1(µM)

Gαtβ1γ1(µM)

0.1  0.1 0.2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10   11

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11   12

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fig. 2. Ghg from purified Gh1g1 or heterotrimeric Gath1g1 interacts with A-CT and y-CT and the y-i3L. Upper panel: the A-CT interacts with Gh1g1 either

from the purified complex Gh1g1 or from the heterotrimeric transducin Gath1g1. A fixed amount (0.4 AM) of GST-A-CTwas incubated with increasing amounts

of Gh1g1 (0.5–2 AM). Lane (1), purified Gh1g1; lanes (2–4), GST-A-CTwith Gh1g1 at 0.5, 1 and 2 AM respectively; lanes (5, 6) GST alone with Gh1g1 at 1,
and 2 AM; lanes (7–9), A-CTwith Gath1g1 at 0.5, 1 and 2 AM respectively; lanes (10, 11) GST alone with Gath1g1 at 1 and 2 AM; pull down experiments were

performed as described in Experimental procedures. Experiments were repeated five times. Middle panel: y-CT binds Gh1g1. A fixed amount (0.2 AM) of y-CT
was incubated with increasing concentrations of Gh1g1 and/or heterotrimeric Gath1g1 (0.1–0.5 AM). Lane 1, purified Gh1g1; lanes 2–4, y-CTwith Gh1g1 at
0.1, 0.2 and 0.5 AM respectively; lanes 5–7, GST alone with the same amounts of Gh1g1 respectively; lanes 8–10, y-CTwith Gath1g1 at 0.1, 0.2 and 0.5 AM
respectively; lanes 11, 12 GST alone with 0.1 and 0.2 AM Gath1g1 respectively. Lower panel: The y-i3L binds to Gh from Gh1g1 and Gath1g1. Gh1g1
interacts with the third intracellular loop of the y-opioid receptor. Lane, 1 purified Gh1g1; lanes 2–4 correspond to the y-i3L peptide incubated with increasing

concentrations of Gh1g1 (0.1, 0.2, 0.5 AM); lanes 5, 6 are GST alone incubated with 0.1 and 0.2 AM of Gh1g1 respectively; lanes 7, 9 represent the y-i3L
incubated with 0.1 and 0.2 AM of Gath1g1 respectively; lane 8 is GST alone with 0.1 AMGath1g1. The final concentrations of the GST and y-i3L fusions were

0.2 AM. There is an increase in Gh1g1 binding as more Gath1g1 is added. Gh was visualized with an anti-Gh antibody (1 :5000, T20 Santa Cruz,

Biotechnology). The amount of GST fusions loaded was verified after stripping and reprobing with an anti-GST antibody (Santa Cruz at 1 :5000).
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in all cases to detect a 39 kDa polypeptide corresponding to

Ga, indicating the ability of the i3-loop peptide to interact

with all conformations of Gat as compared with that of GST

alone where no binding was detected (Fig. 4D).

3.3. Direct interaction of RGS4 protein with the l- and
d-ORs

Recent observations have demonstrated that RGS pro-

teins can selectively interact with different GPCRs [12,28].

To elucidate whether RGS proteins can form complexes with

the A- and/or the y-ORs subdomains, similar pull down

experiments were performed using purified recombinant

6xhistidine tagged RGS4 (6xHis-RGS4). As shown in Fig.

5A, incubation of increasing concentrations of RGS4 with

the immobilized A-CT, the y-CT and the y-i3L and

subsequent immunoblotting with an anti-His monoclonal

antibody identified a 26 kDa polypeptide indicating that A-
and y-OR subdomains interact in a dose dependent manner

with RGS4 protein. In contrast, no corresponding band was

observed when A-CT was incubated with another RGS

protein, purified RGS9DPSR/Gh5, or GST alone (Fig. 5B,

GST

δ-i3L

1 2 31 2 3 4 5

Gβ γ1 2 (µM) 2 1 2 1

Gβ

GST µ-CT

Gβ

4

µ-CT

DAMGO  1µM (min) 0 5   15  0    5   15

1 2 3 4 5 76

δ-CT

µ-CT

COS-7 cell lysates

Gβ1γ2

Striatal membranes

GST-fusions

Fig. 3. Binding of endogenous Ghg complexes and brain Gh1g2 to the A- and y-OR subdomains. Upper panel: the carboxyl-terminal tail of the A-OR binds

endogenous Ghg complexes from COS-7 cells. Lysates of COS-7 cells, transiently transfected with the rat A-opioid receptor as described in Experimental

procedures, were stimulated for 5 and 15 min with DAMGO (1 AM), and incubated either with GST alone (Lanes 1–3), or the GST-A-CT (Lanes 4–6). Lane 7

represents the presence of endogenous Ghg in COS-7 cell lysate (input). Proteins were resolved by SDS-PAGE and immunoblotted with an anti-Gh polyclonal

antibody (T20, Santa Cruz). Left lower panel: Gh1g2 complexes isolated from brain extracts as described by Mazzoni et al. [18] interact with the A-CT. Lanes
1 and 2 correspond to GST alone with Gh1g2 at 2 and 1 AM respectively; lanes 3 and 4, A-CT with Gh1g2 at 2 and 1 AM, and lane 5 represents purified

Gh1g2. Right lower panel: A-CT interacts with Ghg complexes present in rat striatal brain membranes. 50 Ag (lane 1, input) of rat striatal extracts were

incubated either with y-i3L (lane 2), y-CT (lane 3), or A-CT (lane 4), as described in Experimental procedures. Experiments were repeated at least three times.

Bound proteins were analyzed with an anti-Gh antibody.

Fig. 4. Differential binding of heterotrimetic Gat, inactive Gat-GDP, or active Gat-GTPgS to the A-CT, the y-CT and the y-i3L. A. Upper panel, A-CT does not

bind to the heterotrimetic Gat, inactive Gat-GDP or active GatGTPgS. A-CT was incubated with 1 AM of heterotrimeric Gat (lane 2), GatGDP (lane 5) and

GatGTPgS (lane 7). GST alone was used as control with 1 AM of heterotrimeric Gat (lane 3), GatGDP (lane 6) and GatGTPgS (lane 8) respectively. Lanes 1, 4, 9

(input) correspond to purified heterotrimeric transducin, GaGDP and GatGTPgS respectively. The concentrations of the GST and A-CT were estimated to be 0.4

AM. Results are representative from five independent experiments. Lower panel, A-CT does not bind Gao and Gai. Purified Gai (1 AM) lane 1, heterotrimeric

Gt (1 AM) lane 2, and Gao lane 7 (1 AM) were incubated with A-CT (lanes 2, 5, 8), or GST alone (lanes 3, 6, 9) respectively. B. Heterotrimeric Gath1g1
interacts with the y-CT in a dose dependent manner. A fixed amount of GST fusion of the y-OR was incubated with increasing amounts of Gath1g1 (0.25, 0.5

and 1 AM), lanes 2–4, respectively; lanes 5–7 are GST alone using the same amounts of Gath1g1. Lane 1 represents purified heterotrimeric Gt. Binding of

GaGDP to the y-CT. GaGDP interacts with the COOH-tail of the y-OR in a dose dependent manner. A fixed amount of y-CT was incubated with GaGDP at 0.5

and 1 AM respectively, lanes 2, 4; lanes 3 and 5 are GST with the same amounts of GaGDP respectively used as controls. GatGTPgS binds to the y-CT. y-CT
was incubated with GatGTPgS (0.1, 0.2 and 0.5 AM lanes 2, 3, 4) or GST alone (lanes 5, 6), with the same amounts of GatGTPgS respectively. Ga was identified

using an antibody (OC1 1 :1000) generously provided by Dr G. Milligan, University of Glasgow, UK. C. y-CT does not interact with Gaq and Gas. y-CT was

incubated with mouse brain membranes (100 Ag) for 30 min at 4 -C in a total volume of 250 Al. The resin was washed and bound proteins were visualized by

immunoblotting of membrane transfers following SDS-PAGE. The membrane transfers were incubated with anti-Gaq and anti-Gas antibodies (1 :1000, Santa

Cruz) and then stripped and reprobed for GST antiserum. Lane 1 represents brain G protein without resin incubation. D. y-i3L binds heterotrimetic Gat, active

and inactive Gat-GDP. Left panel: y-CT (0.2 AM) was incubated with 0.25, 0.5 and 1 AM of heterotrimeric Gat (lanes 2–4) or GST alone (lanes 5–7); lane 1

represents purified Gat. Right panel. y-CTwas incubated with 0.25, 0.5 and 1 AM of GatGDP (lanes 2–4) or GST alone (lanes 5–7). Lane 1 represents purified

GatGDP. GatGTPgS binds to the third intracellular loop of the y-OR. A fixed amount of GST-y-i3L was incubated with GatGTPgS at 0.06, 0.12 and 0.25 AM
respectively, lanes 2–4; lanes 5–7 are GST alone with the same amounts of GatGTPgS and lane 1 corresponds to purified GatGTPgS. The amounts of GST

fusion used were verified after stripping and reprobing with an anti-GST antibody (Santa Cruz at 1 :5000). Experiments were repeated at least four times.
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lane 2). These results provide the first biochemical evidence

demonstrating the direct binding of RGS4 protein with the

intracellular domains of the y- and A-ORs.

Since all peptides encompassing selective domains of the

y- and A-ORs bind RGS4 we concentrated our further studies
on the A-CT. It is known that receptors promote G protein
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activation and that RGS proteins tend to bind with higher

affinity to activated G proteins in vitro [29], we therefore

anticipated that agonists would promote binding of RGS

proteins to the plasma membrane by receptors. In order to

investigate this possibility and provide additional evidence

concerning the association of RGS4 with the A-CTwe tested

the ability of RGS4 binding in a cellular context where a

more native milieu and other signaling molecules of the

opioid receptors participate. COS-7 cells were transiently

transfected with the cDNAs expressing the HA-RGS4 and

the rat A-opioid receptor. Receptor expression assessed by

[3H]-diprenorphine binding showed the presence of

1500T120 fmol/mg of membrane protein (data not shown).

Lysates of these cells were examined in pull down experi-

ments using the immobilized A-CT, before and after

stimulation for 5 min with DAMGO. As shown in Fig. 5C,

HA-RGS4 interacts with the A-CTonly in cells that have been
stimulated with DAMGO (compare input lane 1, with lanes 3

and 4). Pull down experiments using either mock-transfected

cell lysates, or GST alone did not display any RGS4 binding

(lanes 2, 5–7). These results show that RGS4 binds to the A-
CT in the context of cell lysates, which contains native

proteins involved in signaling when the A-OR is activated,

suggesting that the relative expression of the receptor and the

RGS4 in COS-7 cells together with the presence of

endogenous G proteins may allow a tight RGS4-A-CT
complex to be formed in the presence of opioid agonist.

3.4. Do RGS4 and Gbc bind concurrently within the l-CT?

Because RGS4 and Ghg bind to the A-CT, we wondered
whether these proteins use distinct or similar overlapping

binding sites within the C-terminal domain of the A-OR.
Keeping A-CT and RGS4 concentrations constant we

examined whether increasing amounts of Ghg could

displace binding of RGS4 to the immobilized A-CT. Indeed,
as shown in Fig. 6, increasing concentrations of Ghg
reduced RGS4 binding (upper panel, lanes 3–5); thus

demonstrating competition for the same sites between these

two proteins. Interestingly, when Ghg and RGS4 were at

equimolar concentrations, Gh showed a stronger binding to

A-CT than that observed in the absence of RGS4 (Fig. 6,

middle panel, compare lane 5 with 6). Because there is a

reduction of RGS4 and an increase in Ghg binding, the

binding between these proteins seems to be competitive but

not mutually exclusive, since there is always a residual

RGS4 binding observed to the A-CT.

3.5. Effect of RGS4 protein in l-OR signaling

In an attempt to investigate the functional significance of

the interaction between RGS4 and the A-OR we examined

the ability of the expressed HA-tagged RGS4 to alter

DAMGO-mediated adenylyl cyclase inhibition in HEK293

cells stably expressing the A-OR. As shown in Fig. 7,

1 2 3

RGS 9

RGS4
1 2 3 4 5 6 7 8 9

δ-CT δ-i3LGS Tµ-CT

RGS4 (µM) 2 4 2 4 1 1.5 1 1.5

RGS9∆PSR/Gβ5 + +

1 2 3 4 5 6 7

HA-RGS4

µ-CT GST  alone

A

B

C

DAMGO (1µM) - - + - - +

Fig. 5. Direct binding of the RGS4 to the A- and y-OR subdomains. A. RGS4 interacts with the A-CT, y-CT and y-i3L. GST-A-CT (0.5AM) (lanes 2,3), GST-y-
CT (lanes 6,7), GST-y-i3L (0.2 AM) (lanes 8 and 9), or GST alone (0.5AM) (lanes 4 and 5) were incubated with the indicated amount of RGS4 isolated from E.

coli as described in Experimental procedures. Experiments were repeated at least four times. Bound proteins were analyzed using a His-monoclonal antibody

(1 :2500, Clontech). B. RGS9 does not interact with the A-CT. Purified RGS9DPSR/Gh5 (2 AM) (lane 1) was incubated with A-CT (lane 2), or GST alone (lane

3) and reactions were processed as described in Experimental procedures. Results are representative of two individual experiments. C. The A-CT interacts with

HA-RGS4 from COS-7 in an agonist-dependent manner. COS-7 co-transfected with the c-DNA expressing the A-OR and HA-RGS4 (3 Ag each), or with vector
alone as described in Experimental procedures. 72 h post-transfection cells were stimulated or not with 1 AM DAMGO for 5 min. Subsequently COS-7 cell

lysates (500 Ag) challenged or not with DAMGO (lanes 4 and 3 respectively) were incubated for 30 min at room temperature with 1 AM of the GST fusion

protein encompassing the A-CT (lanes 2–4), or with GST alone (lanes 5–7). Protein complexes were washed, separated on 10% SDS-PAGE and detected for

RGS4 bound with an anti-HA antibody. In the presence of DAMGO, RGS4 binds to A-CT (lane 4), whereas in its absence, RGS4 does not interact with the A-
CT (lane 3). RGS4-expressing cell lysates did not interact with GST alone (lanes 6, 7). Lane 1 represents transfected COS-7 cell lysates with RGS4; lane 2 and

lane 5 represent pull down of mock-transfected cells with A-CT and GST, respectively.
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expression of HA-RGS4 significantly reduced DAMGO-

mediated inhibition of forskolin-stimulated adenylyl cyclase

as demonstrated by a significant shift at the right of the

levels of cAMP accumulation observed in the presence of

HA-RGS4 compared with the inhibition observed in its

absence. Indeed, in control HEK293 cells transfected with

vector alone, 50 nM DAMGO resulted in 55T1.5%
inhibition of cAMP accumulation with an IC50 of 3.2 nM,

which was significantly attenuated in cells expressing HA-

RGS4 (30T2%) with an IC50 of 44 nM respectively. This

reversed A-opioid agonist mediated inhibition of the cAMP

accumulation could be attributed to the ability of RGS4 to

block receptor and Gi/Go coupling to adenylyl cyclase.

3.6. RGS4 forms complexes with active Ga and the l-CT

Previous studies have demonstrated that GPCRs selec-

tively recruit members of B/R4 subfamily of RGS proteins to

modulate G protein signaling [12]. Moreover, it was recently

shown that RGS2 could form stable heterotrimeric com-

plexes with activated Gaq and the third loop of the M1-

muscarinic receptor [28]. In an attempt to examine whether

similar complexes between the C-terminal tail of A-OR and

the RGS4 can be formed, we preincubated RGS4 and

GatGDP in the presence or absence of AlF�4 and Mg2+

(AMF). As demonstrated previously, we found that GatGDP
alone either in the presence or the absence of AMF did not

associate with the A-CT (Fig. 8A, lanes 4, 5, upper panel),

whereas RGS4 binds to the A-CT (Fig. 8A, lanes 2, 3, lower

panel). However, when RGS4 and GatGDP were preincu-

bated together in the presence of AMF, and the same pull

down was performed, we observed that Gat interacts with

the A-CT (Fig. 8A, lane 3). In contrast, when RGS4 and Gat

were incubated in absence of AMF, no Ga associated with

the RGS4 bound to the A-CT (Fig. 8A, lane 2). Similar

results were also obtained when Gai was employed in the

case of Gat. Indeed, as demonstrated in Fig. 8B, Gai was

bound to the A-CTonly when it was preincubated with RGS4

and in the presence of AMF, (Fig. 8B, compare lane 3 with

lanes 2 and 4). These observations suggest that the RGS4

and Ga subunit(s) form a heterotrimeric complex with the A-
CT. These findings also demonstrate that Ga has the ability

to interact with the C-terminal domain of the A-OR only in

the presence of RGS4 and that the latter probably uses

distinct domains to bind both activated Ga and the A-CT.

4. Discussion

Little is known whether the intracellular domains of the

A- and the y-ORs play a distinct role in mediating protein–

protein interactions by recruiting cytoplasmic proteins at

specific modular domains located in them. As part of an

effort to define interacting proteins at the inner face of these

receptors, the C-termini of the A- and y-ORs were fused to

glutathione-S-transferase protein and their ability to interact

with partners of the activation cycle of G proteins, such as

the Ghg complexes, known to play a role in effector

activation [30], in opioid tolerance [31] and adenylyl

cyclase superactivation [32], and the RGS4 protein reported

to be up-regulated upon opioid receptor activation [15,33]

was investigated.

Our observations have shown that both C-termini of the

y- and A-ORs together with the third loop of the y-OR
interact with Gh1g1 complexes in a dose dependent manner.
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Fig. 7. Effect of RGS4 on A-opioid receptor mediated adenylyl cyclase

inhibition. HEK 293 cells stably expressing the A-OR were transfected with

5 Ag of HA-tagged RGS4 (generously provided by Dr G. Milligan,

University of Glasgow, UK). 48 h post-transfection cells were incubated

with [3H] adenine as described in Experimental procedures. Generation of

[3H] cAMP was measured in response to treatment with forskolin (50 AM)

and increasing concentrations of DAMGO in cells expressing HA-RGS4, or

vector alone used as control. Results are represented as the percentage of

inhibition of forskolin induced-cAMP accumulation and represent the

meanTSD of triplicate determinations of three independent experiments.

1 2 3 4 5 6 7 8
µ- CT GST

Gβγβγ:
RGS4 (0.5 µM):

+
-

+
-

-
+

-
-
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RGS4

Gβ

GST fusions

Fig. 6. Ghg competes with RGS4 binding to the A-CT. To assess whether

there is a competition in binding between RGS4 and Ghg for the A-CT, a
fixed amount of A-CT was incubated for 20 min with 0.5 AM of RGS4,

lanes 2–5, followed by a 20 min incubation with increasing amounts of

Gh1g1 (0.1, 0.2, 0.5 AM), lanes 3–5. Lane 1 is purified RGS4 (0.2 AM)

and lane 8, purified Gh1g1 (0.25 AM). Immunoblotting was performed as

described in Experimental procedures. Proteins were visualized first

employing an anti-His-monoclonal antibody then stripped and reprobed

with an anti-Gh (1 :5000, Santa Cruz).
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This interaction was also verified in pull down experiments

using endogenous Gh present in COS-7 cells or rat striatal

membranes. In addition, A-CT also binds purified brain

Gh1g2 complexes. This is the first report showing that the

intracellular domains of the A- and y-ORs directly bind with

these G protein complexes. Two important points concern-

ing the interaction of Ghg with the intracellular domains of

the opioid receptor can be made. First, is that all the fusion

peptides recognize both brain and transducin Ghg com-

plexes, indicating that this Ghg interaction is not isoform-

selective. Second, is that Ghg binding does not require

dissociation of the heterotrimeric G protein. The finding that

Ghg interaction with the A-CT occurs in an agonist

independent manner also supports the above observation.

The fact that Ghg binding to the intracellular domains of the

A- and y-ORs is independent of heterotrimeric dissociation

may indicate that there are possibly two binding sites on

these receptors for Ghg interaction, i.e., one for free Ghg
and a second that is employed when it is in its heterotrimeric

state as previously reported for the third intracellular loop of

the M3-M2-muscarinic receptors [34]. Previous results

using peptides from the COOH-terminus and the intra-

cellular portions of the y-OR have shown that these regions

are key sites responsible for G protein coupling and

activation [5,22,35], for arrestin binding [23], and for opioid

receptor phosphorylation and desensitization [7,36]. Direct

interaction of Ghg complexes with GPCRs was also

reported for the photon receptor rhodopsin, where binding

of Ghg was suggested to play an important role in signal

amplification and/or receptor regulation [37]. On the other

hand direct interaction of Ghg complexes with the third

intracellular loop of the M2- and M3-muscarinic receptors

was reported to be dependent on G protein activation and

resulted in the formation of a ternary complex with GRK2

[8,34]. These observations suggest that direct Ghg associ-

ation with the A- and y-ORs may provide an interface that

acts as a docking site to facilitate novel signaling responses.

In line of these considerations it was recently found that

STATs can directly interact with the A-CT [38] supporting

the concept that multicomponent signal transduction com-

plexes are formed within the C-terminal tails of the opioid

receptors.

In this study we also show that A- and y-ORs display

different profiles in Ga subunit binding. The y-i3L has the

ability to bind to all conformational states of Ga protein

with higher affinity compared with the binding observed

with the y-CT. In contrast, the A-CT does not interact with

Gai or Gao or with either form of transducin tested, even

when it is in a heterotrimeric state. This result is surprising

since GPCRs are known to interact with the whole

heterotrimer. The inability of Ga subunit to bind to the A-
CT could be explained that either i) binding of Ghg masks

the site of Ga binding, ii) Ga subunits interact mainly with

the intracellular loops of the A-OR rather than its C-terminal

tail and iii) binding of Ga subunit to the A-CT is promoted

by other participating molecules of the activation cycle of G

proteins. To test the latter hypothesis we tested the ability of

the A-OR to bind to members of the RGS family known to

play an essential role in opiate action [15, 39]. It is already

evident that the signaling efficiency and specificity of

GPCRs can be modulated by RGS proteins, which can

selectively interact with different GPCRs and can integrate

signaling pathways by physical scaffolding mechanisms

[12,28]. Our efforts were mainly focused on RGS4, because

it was shown that this protein was up-regulated in response

to opioid agonists [15,33] and was found to blunt the

inhibitory effects of y-opioid agonists on cAMP accumu-

lation [17]. We demonstrate for the first time the direct

association of RGS4 to all the GST fusion proteins

encompassing the A-CT, the y-CT, as well as the y-i3L.
RGS4 binding to the A-CT was markedly attenuated by the

presence of Ghg complexes indicating that both proteins

Gα

1 2 3 4  5

AMF - + - + - + -

His-RGS4: 0.5 0.5 - - 0.5 0.5 -

GST fusion

RGS4

1 2 3 4

Gα
tGDP Gα iGDP

A B

input input

Fig. 8. RGS4 forms a complex with Ga and the A-CT. A. Purified GatGDP (0.5 AM) and His-RGS4 (0.5 AM) were incubated in PBS with protease inhibitors

and 1 mM GDP in the presence (lanes 3, 5) or absence (lanes 2, 4) of AMF (100 mM NaF, 2 mMMgCl2, 100 AMAlF3) for 10 min at room temperature and 20

min at 4 -C. GST-A-CT bound to glutathione–Sepharose beads were added to the reactions and incubated for 25 min at 4 -C under rotation and bound proteins

were subjected to SDS-PAGE, transferred, and detected using an anti-Ga antibody or an anti-His antibody as previously described. B. Purified Gai (0.5 AM)

was incubated with His-RGS4 as described above with 1 mM GDP in the presence (lane 3) or absence (lanes 2, 4) of AMF for 10 min at room temperature.

Equal protein levels were verified by stripping and reprobing the membranes with a specific GST antibody (lower panel). Results are representative of three

independent experiments.
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use overlapping sites for interaction. In accord with our

findings it was found that Ghg binds and displaces RGS4

from deactivated Gaq although the RGS4’s affinity for

Gh1g1 was much weaker than that of Gaq [40]. It would be

important to identify the specific contact sites on RGS4 and

Ghg within the A-CT and determine whether these sites

overlap or are distinct.

Our findings also suggest that the A-OR and RGS4

protein are not prebound prior to agonist stimulation of the

receptor, since it was noted that in COS-7 cells co-

expressing HA-RGS4 and the A-OR, binding of RGS4 to

the A-CT was detected only when the cells were challenged

with the opioid agonist DAMGO. This result suggests that

RGS4 and the A-OR in COS-7 cells are not complexed in

the resting state of the receptor and that G protein

activation increases RGS binding. Although G protein

independent effects of receptors on RGS proteins have been

demonstrated previous studies have shown that RGS

protein-G protein interactions are promoted by receptors

[41,42]. In line with these observations we can assume that

A-opioid receptor stimulation increases a pool of RGS-Ga

complexes. These complexes facilitate a faster binding of

RGS4 to the C-terminal tail than RGS4 alone that probably

has a weaker binding affinity for the A-CT, suggesting that

activated G proteins can promote RGS–receptor interac-

tions. It was found that receptors might help to localize and

orient RGS proteins to optimize their GAP activity towards

Ga at the plasma membrane [12]. Moreover it was shown

that the recruitment of RGS4 to the plasma membrane in

response to heterologous receptor expression reflects

increases in the abundance and affinity of target G proteins,

implying the importance of G protein activation in RGS

coupling [43]. Since recombinant RGS4 directly interacts

with both C-termini of the A- and y-ORs, we could

therefore suggest that these domains assume an active

conformation that promotes RGS4 binding in in vitro

assays. Fluorescence resonance energy transfer studies

reported that purified RGS4 bound to Gq, Ghg and PLCh1
and that the strongest interactions are those between RGS4

and activated Ga and that the interactions with other

components of the signaling pathway were significantly

weaker [40].

A new role for RGS proteins as direct regulators of

adenylyl cyclase has been proposed [44]. Our data indicated

that RGS4 expression in HEK293 cells attenuated

DAMGO-mediated adenylyl cyclase inhibition indicating

that RGS4 serves as an effector antagonist in A-OR
signaling. Consistent with these findings it was also reported

that inclusion of RGS4 in NG-108 membranes reversed

enkephalin-mediated inhibition of cAMP accumulation and

enhanced PGE1-stimulated activity significantly [17], that

RGS3 inhibits Gh1g2-mediated production of inositol

phosphate [45] and that RGS2 and RGS16 can each act as

effector antagonists for M1 mAChR-directed Gq/11a

signaling [28,46]. RGS4 was also found to be involved in

5-HT1a-mediated neurotransmitter release in vivo [47], in

a2A-adrenoreceptor stimulation of Go1a and Gi2a [48] and

in regulation of serotoninergic signaling pathways [49].

Since RGS4 interacts with several Ga subunits [50] and

RGS proteins negatively regulate Ga signaling by serving as

GAPs [17,51], we sought to determine whether RGS4 could

recruit activated Ga to bind to the A-CT. It was shown that

GDP-AlF4
� 1-Gia promotes a high affinity complex with

RGS4 and GDP-AlF4�-Gta was an effective competitor

indistinguishable from Gia1 and Goa in competition assays

employing RGS4-stimulated GTP hydrolysis by a-GDP-

AlF4
� 1-bound complexes [52]. In this respect we were able

to find that Ga binds to the A-CT following exposure to

AlF4
� 1 in the presence of RGS4, suggesting that activated

Ga prebound with RGS4 could form a heterotrimeric

complex with the A-CT. This finding can also explain the

agonist-dependent RGS4 binding to the A-CT. Indeed,

stronger interaction of RGS4 to the A-CT, following

exposure to AlF4
� 1-activated Ga, was observed as compared

to RGS4 binding in its absence (data not shown). In support

with our findings previous observations have demonstrated

i) that RGS4 interacts directly and with high affinity with the

transition state conformation of a subunit [52], ii) that RGS4

selectively interacts with Ga [50], and iii) that RGS2

prebound with Gqa could associate with the third loop of

the M1 muscarinic acetylcholine receptor to form a stable

heterotrimeric complex [28]. RGS protein-G protein inter-

actions can also be promoted by receptors [42,43]. Recruit-

ment of RGS2 to the plasma membrane of GPCRs was also

demonstrated, while others report RGS2 localization to the

plasma membrane when expressed in CHO cells [9,28,43].

Taken together, these results demonstrate that the C-

terminal tail of the A-OR can contribute to the formation of a

signal transduction complex employing Ghg complexes,

monomeric Ga and RGS4. The interaction of RGS4 with

Ga and possibly with Ghg at the A-CT may serve to

position RGS4 in a signaling complex close to the

membrane. The dynamics of such interactions are not yet

clarified, and it is not known whether the formation of such

complexes are stabilized by agonist binding to the receptor,

or whether the agonist initiates the formation of a signal

transduction complex de novo. Our data suggest that regions

critical for A- and y-OR signaling are contained within the

C-terminal tails of these receptors and raise the possibility

that RGS4 could have a yet undiscovered role in opioid

action.
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- M.-P. Papakonstantinou, L.J. Leontiadis, F. Nikolos, M. Sarris, Z. Georgoussi. 

“Regulators of G protein signaling RGS4 and RGS2: Novel modulators of delta and 

kappa opioid receptor signaling”. ∆ιηµερίδα της Ελληνικής Εταιρείας Νευροεπιστηµών, 

1-2 Οκτωβρίου 2010, Αθήνα. (αναρτηµένη ανακοίνωση) 

 

- L.J. Leontiadis, M.-P. Papakonstantinou, Z. Georgoussi. “Regulator of G protein 

signaling 4:  a novel regulator of µ- and δ-opioid receptor signaling”. 6
ο
 Πανελλήνιο 

Συνέδριο Φαρµακολογίας, Ελληνική Εταιρεία Φαρµακολογίας (Ε.Ε.Φ.), 4-6 Ιουνίου 

2010, Ηράκλειο. (αναρτηµένη ανακοίνωση) 

 

- Μ.-Π. Παπακωνσταντίνου, Μ. Σαρρής, Φ. Νικολός, Λ. Λεοντιάδης, ∆.∆. Φούρλα, και 

Ζ. Γεωργούση. «Η πρωτεΐνη RGS2: ένας νέος ρυθµιστής της κυτταρικής σηµατοδότησης 

των οπιοειδών υποδοχέων». 60
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας Βιοχηµείας 

και Μοριακής Βιολογίας, 20-22 Νοεµβρίου 2009, Ζάππειον Ίδρυµα, Αθήνα. 

(αναρτηµένη ανακοίνωση) 

 

- L.J. Leontiadis, M.-P. Papakonstantinou, M. Sarris, Z. Georgoussi. “RGS4 protein 

interacts with µ- and δ- opioid receptors to modulate their internalization fate”. 22
ο
 

Συνέδριο της Ελληνικής Εταιρείας Νευροεπιστηµών “From Cells to Behavior”, 16-19 

Οκτωβρίου 2008, Ευγενίδιο Ίδρυµα, Αθήνα. (αναρτηµένη ανακοίνωση) 

 

- L.J. Leontiadis, M-P. Papakonstantinou, M. Sarris  and Z. Georgoussi. “RGS4 and 

RGS2 differentially modulate opioid receptor signaling”. 5
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο 
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Φαρµακολογίας, Ελληνική Εταιρεία Φαρµακολογίας, 23-25 Μαΐου 2008, Αθήνα. 

(αναρτηµένη ανακοίνωση) 

 

- L.J. Leontiadis, E.-M. Georganta, M.-P. Papakonstantinou, D.-D. Fourla, M. Sarris, A. 

Agalou, Z. Georgoussi. “Chimeric peptides corresponding to intracellular regions of 

opioid receptors as “baits” for screening novel receptor-interacting partners”. 6
th
 Hellenic 

Forum on Bioactive peptides, 18-20 Μαΐου 2008, Πάτρα. (προφορική ανακοίνωση) 

 

- Λ.Ι. Λεοντιάδης, Ζ. Γεωργούση. «RGS4 πρωτεΐνη: ένας νέος ‘παίχτης’ στη 

σηµατοδότηση των µ- και δ- οπιοειδών υποδοχέων». 59
o 
Πανελλήνιο Συνέδριο 

Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας, 7-9 ∆εκεµβρίου 2007, Αθήνα. (προφορική 

ανακοίνωση) 

 

- Λ. Λεοντιάδης, Μ-Π. Παπακωνσταντίνου, Μ. Σαρρής και Ζ. Γεωργούση. 

«Χαρτογράφηση των λειτουργικών περιοχών των οπιοειδών υποδοχέων που ευθύνονται 

για την αλληλεπίδραση µε την RGS4 πρωτεΐνη». 29
ο
 Επιστηµονικό Συνέδριο Ελληνικής 

Εταιρείας Βιολογικών Επιστηµών, 17-19 Μαΐου 2007, Καβάλα. (προφορική και 

αναρτηµένη ανακοίνωση) 

 

- Λ. Λεοντιάδης και Ζ. Γεωργούση (2007). «Η RGS4 πρωτεΐνη προσδένεται στα 

καρβοξυτελικά άκρα των µ- και δ- οπιοειδών υποδοχέων». 8
η
 Ηµερίδα Φαρµακολογίας, 

Ελληνική Εταιρεία Φαρµακολογίας, 24 Φεβρουαρίου 2007, Αθήνα. (αναρτηµένη 

ανακοίνωση) 

 

- Λ. Λεοντιάδης και Ζ. Γεωργούση. «Το καρβοξυτελικό άκρο του µ- και δ-οπιοειδούς 

υποδοχέα: ‘µαγική ουρά’ εν δράσει». 58
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας 

Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας, 9-11 Νοεµβρίου 2006, Πάτρα. (προφορική 

ανακοίνωση) 

 

- Λ. Λεοντιάδης, H. Hamm και Ζ. Γεωργούση. «Το καρβοξυτελικό άκρο του µ- 

οπιοειδούς υποδοχέα, σηµείο εκκίνησης ενός σταθερού συµπλόκου µεταξύ της RGS4 

πρωτεΐνης και της Gα υποµονάδας των G πρωτεϊνών, υπεύθυνο για τη σηµατοδότηση 

του υποδοχέα». 57
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας Βιοχηµείας και 

Μοριακής Βιολογίας, 9-11 ∆εκεµβρίου 2005, Αθήνα. (αναρτηµένη ανακοίνωση) 

 

- Λ. Λεοντιάδης, H. Hamm, Ζ. Γεωργούση. «∆ιαφορική πρόσδεση των Gα και όχι των 

Gβγ συµπλόκων των G πρωτεϊνών στις ενδοκυτταρικές περιοχές των µ- και δ- οπιοειδών 

υποδοχέων». 27
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας Βιολογικών Επιστηµών, 

12-14 Μαΐου 2005, Ναύπλιο. (προφορική και αναρτηµένη ανακοίνωση) 

 

- L.Leontiadis, G.Mazarakou, H. Hamm and Z. Georgoussi. «∆ιαφορική πρόσδεση των 

G πρωτεϊνών στα καρβοξυτελικά άκρα των µ- και δ- οπιοειδών υποδοχέων». 56
ο
 

Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας, 25-27 

Νοεµβρίου 2004, Λάρισα. (αναρτηµένη ανακοίνωση) 
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9. ΠΑΡΑΚΟΛΟΥΘΗΣΗ ΑΛΛΩΝ ΣΥΝΕ∆ΡΙΩΝ – ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΣΕ 

ΣΕΜΙΝΑΡΙΑ 
 

 

Συνέδρια 

 

- 2011 Αύγουστος : ISN-ESN 2011, 23
rd

 Biennial Meeting, Megaron, Athens  

- 2009 Σεπτέµβριος : 23
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας 

Βιολογικών Επιστηµών και 41
ο
 Ετήσιο Γενικό Συνέδριο 

της Ευρωπαϊκής Εταιρείας Εγκεφάλου και Συµπεριφοράς 

- 2003 Νοέµβριος : 55
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας 

Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας 

- 2002 Οκτώβριος : 54
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας 

Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας 

- 2001 ∆εκέµβριος : 53
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας 

Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας. 

- 2001 Ιούλιος : Θερινό σχολείο «Ηµέρες Βιολογίας», Ινστιτούτο 

Βιολογίας του ΕΚΕΦΕ «∆ηµόκριτος». 

- 2001 Μάιος   : 23
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας 

Βιολογικών Επιστηµών 

- 2000 ∆εκέµβριος : 1
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Πανελλήνιας Ένωσης 

Βιολόγων 

- 2000 Μάιος   : 22
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας 

Βιολογικών Επιστηµών 

- 1999 Μάιος   : 21
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας 

Βιολογικών Επιστηµών 

- 1998 Μάιος   : 20
ο
 Πανελλήνιο Συνέδριο Ελληνικής Εταιρείας 

Βιολογικών Επιστηµών 

 

 

Σεµινάρια 

 

Συµµετοχή µε προφορική παρουσίαση σε ερευνητικά και βιβλιογραφικά σεµινάρια 

του Ι.Β. Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «∆ηµόκριτος» για το χρονικό διάστηµα 2001-2006 

 

 

 

10. ΜΕΛΟΣ ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΩΝ ΕΤΑΙΡΕΙΩΝ 
 

- Αρωγό µέλος της Ελληνικής Εταιρείας Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας 

(Ε.Ε.Β.Μ.Β. – µέλος της F.E.B.S.) 

 

- Μέλος της Ελληνικής Εταιρείας για τις Νευροεπιστήµες (Ε.Ε.Ν.) και των 

διεθνών εταιρειών F.E.N.S. και I.B.R.O. 
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11. ΕΚΠΑΙ∆ΕΥΤΙΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ 

 

- Επικουρική διδασκαλία εργαστηριακών ασκήσεων προπτυχιακών µαθηµάτων 

Βιοχηµείας Ι, Βιοχηµείας ΙΙ, Κλινικής Χηµείας, τµηµάτων Βιολογίας και 
Φαρµακευτικής, Σχολή Θετικών Επιστηµών, Ε.Κ.Π.Α. 

 

- Επικουρική επίβλεψη διπλωµατικών φοιτητών και υποψηφίων διδακτόρων στο 

Εργαστήριο Κυτταρικής Σηµατοδότησης και Μοριακής Φαρµακολογίας, Ινστιτούτο 

Βιολογίας, Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «∆ηµόκριτος». 

 



 

 

 


