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Εικόνα εξώφυλλου: Απεικόνιση με συνεστιακή μικροσκοπία των αυξημένων 
επιπέδων των αυτοφαγοσωμάτων σε νευρικά κύτταρα παρουσία του κ-οπιοειδούς 
αγωνιστή U50,488H. Για τη λήψη της εικόνας χρησιμοποιήθηκε το πολυφωτονικό 
συνεστιακό μικροσκόπιο Leica TCS SP8 MP της Μονάδας Συνεστιακής 
Μικροσκοπίας, Ινστιτούτο Βιοεπιστημών και Εφαρμογών, ΕΚΕΦΕ «Δημόκριτος»     
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 

 

7TMRs Seven-transmembrane receptors, επτά-ελικοειδείς υποδοχείς 

AC Adenylyl cyclase, αδενυλική κυκλάση 

ADP Adenosine diphosphate, διφωσφορική αδενοσίνη 

AMPA.     α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

AMPK      AMP-activated protein kinase;  

APS      Ammonium persulfate, υπερθειϊκό αμμώνιο  

ATF      Activating transcription factor 

ATG5      Autophagy Related Gene 5 

ATP        Adenosine triphosphate, τριφωσφορική αδενοσίνη 

BSA     Bovine serum albumin, αλβουμίνη βόειου ορού 

cAMP     Cyclic adenosine monophosphate, κυκλική μονοφωσφορική 

αδενοσίνη 

ChIP       Chromatin immunoprecipitation, Aνοσοκατακρήμνιση χρωματίνης 

CREB     cAMP response element-binding protein 

DADLE   [D-Ala2, D-Leu5]-enkephalin  

DAG Diacylglycerol, διάκυλο-γλυκερόλη 

DAMGO [D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol5]-enkephalin 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO      Dimethyl sulfoxide, διμέθυλο-σουλφοξείδιο 

DPDPE    [D-Pen2, D-Pen5]-enkephalin 

DSLET     [D-Ser2, Leu5]-enkephalin-Thr6 

DTT       Dithiothreitol, διθειοθρεϊτóλη  

ECL       Enhanced chemiluminescence, ενισχυμένη χημειοφωταύγεια 

EDTA       Ethylenediaminetetraacetic acid, αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ 

EGTA       Ethylene glucol tetraacetic acid, αιθυλενογλυκολτετραοξικό οξύ 

ERK  Extracellular signal-regulated kinase, κινάση ρυθμιζόμενη από 

εξωκυτταρικά σήματα 

EtBr       Ethidium bromide, βρωμιούχο αιθίδιο 

FST          Forced swim test, Δοκιμασία εξαναγκασμένης κολύμβησης  

GABA       Gamma-aminobutyric acid, γ-αμινοβουτυρικό οξύ  

GAP       GTPase activating protein 



GDP      Guanosine-5΄-diphosphate, διφωσφορική γουανοσίνη 

GIRK       G protein-activated inwardly rectifying potassium channel 

GPCR G protein-coupled receptor, υποδοχέας που συζεύγνυται με G 

πρωτεΐνες 

GR Glucocorticoid receptor, υποδοχέας γλυκοκορτικοειδών 

GRK GPCR kinase, GPCR κινάση 

GST Glutathione S-transferase, S-τρανσφεράση της γλουταθειόνης 

GTP       Guanosine-5΄-triphosphate, τριφωσφορική γουανοσίνη 

ΗPA          Hypothalamic-pituitary-adrenal axis  

HRP Horseradish peroxidase, υπεροξειδάση της ραπανίδας  

IP3 Inositol trisphosphate, τριφωσφορική ινοσιτόλη  

IPTG Isopropyl-β-D-thio-galactoside 

JNK       c-Jun ΝΗ2-terminal kinase 

LB       Lysogeny broth 

LC3          microtubule-associated protein Light Chain-3 

LIR           LC3-interacting region 

MAPK  Mitogen-activated protein kinase, πρωτεϊνική κινάση   

MRs          Mineralocorticoid receptors, μεταλλοκορτικοειδείς υποδοχείς  

mTOR       mechanistic target of rapamycin 

NAc           Eπικληνής πυρήνας 

NBR1        Neighbor of BRCA1 gene 1 

NF-κB Nuclear factor-κB, πυρηνικός παράγοντας-κΒ 

nor-BNI     nor-binaltorphimine;  

NRS Normal rabbit serum, φυσιολογικός ορός κουνελιού 

Ν2Α          Νeuroblastoma cell line 2A 

OD       Optical density, οπτική πυκνότητα 

OPTN       Optineurin 

ORL-1       Opioid receptor-like 1 

ORs          Opioid receptors, Oπιοειδείς υποδοχείς  

PAG       Periaqueductal grey matter, περιϋδραγωγός φαιά ουσία  

PAGE       Polyacrylamide gel electrophoresis, ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

PBS       Phosphate buffered saline, ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 

PCR       Polymerase chain reaction, αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης  

PI3K  Phosphatidylinositol 3-kinase, κινάση 3 της φωσφατίδυλο- 



PIP2       Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, 4,5-διφωσφορική ινοσιτόλη  

PKA Protein kinase A, πρωτεϊνική κινάση A 

PLC Phospholipase C, φωσφολιπάση C 

PMSF       Phenylmethylsulfonyl fluoride 

PSD95     Postsynaptic Density Protein 95 

PTX      Bordetella pertussis toxin, τοξίνη του κοκίτη 

PVDF      Polyvinylidene fluoride 

RGS  Regulators of G protein signaling, ρυθμιστές της σηματοδότησης 

των G πρωτεϊνών 

rpm       Revolutions per minute 

SDS       Sodium dodecyl sulfate, θειικό δωδεκυλικό νάτριο  

SNPs        Single nucleotide polymorphisms 

SNAP25   Synaptosomal Associated Protein 25  

TAD  Transcriptional activation domain 

TAE Tris acetate EDTA 

TEMED     N,N,N΄,N΄-tetramethylethylene diamine 

U50,488H  2-(3,4-dichlorophenyl)-N-methyl-N-[(1R,2R)-2-pyrrolidin-1-

ylcyclohexyl] acetamide.  

VTA      Ventral tegmental area, κοιλιακή ωχρά σφαίρα 

δ-OR δ-opioid receptor, δ-οπιοειδής υποδοχέας 

κ-OR        κ-opioid receptor, κ-οπιοειδής υποδοχέας 

μ-OR      μ-opioid receptor, μ-οπιοειδής υποδοχέας 

 

 

 

 

 

 

 



ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι οπιοειδείς υποδοχείς (μ-ΟR, δ-ΟR και κ-OR) ανήκουν στην 

υπεροικογένεια των υποδοχέων που συζευγνύονται με τις G πρωτεΐνες 

(GPCRs), οι οποίοι κατανέμονται στο κεντρικό και περιφερικό νευρικό 

σύστημα και ρυθμίζουν διεργασίες που σχετίζονται με τη διάθεση και το 

αίσθημα ανταμοιβής. Οι κ-οπιοειδείς υποδοχείς (κ-ORs) εκφράζονται ευρέως 

σε όλο το κεντρικό νευρικό σύστημα και ενεργοποιούνται από ειδικά ενδογενή 

οπιοειδή που προέρχονται από το γονίδιο της προδυνορφίνης και από 

εξωγενείς προσδέτες. Οι αγωνιστές των κ-οπιοειδών υποδοχέων προκαλούν 

δυσφορία, ανηδονία και καταθλιπτικές συμπεριφορές σε ανθρώπους και 

μοντέλα τρωκτικών ενώ οι ανταγωνιστές του κ-OR αποτρέπουν τις 

συμπεριφορικές αποκρίσεις που προκαλούνται από το στρες. Για το λόγο 

αυτό το ενδογενές σύστημα δυνορφίνης/κ-OR παίζει πολύ σημαντικό ρόλο σε 

διαταραχές της διάθεσης όπως ο εθισμός, το άγχος και η κατάθλιψη. Ο κ-OR 

προσδένεται με τις πρωτεΐνες Gi/o για να ρυθμίσει καθοδικά μόρια τελεστές 

όπως η αδενυλική κυκλάση, οι διαύλοι K+/Ca+2, η φωσφολιπάση C και οι ΕRK 

1,2 κινάσες επηρεάζοντας έτσι την μεταγραφή γονιδίων και την κυτταρική 

φυσιολογία. Έχει αποδειχθεί ότι ένας αριθμός διαφορετικών GPCRs ρυθμίζει 

την αυτοφαγία, μέσω διαφορετικών μηχανισμών. Η αυτοφαγία αποτελεί έναν 

ομοιοστατικό μηχανισμό αποικοδόμησης κυτταροπλασματικού υλικού μέσω 

των λυσοσωμάτων και στο νευρικό κύτταρο ρυθμίζει την ανάπτυξη, τη 

λειτουργία των αξόνων, των δενδριτών και των συνάψεων. Ανεπαρκής ή 

υπερβολική αυτοφαγία στους νευρώνες συμβάλλει σε εκφυλισμό αυτών των 

δομών οδηγώντας σε παθολογικές αλλαγές. Η αυτοφαγία μεταβάλλει επίσης 

την κινητική της απελευθέρωσης νευροδιαβιβαστών και την πυκνότητα των 

συναπτικών κυστιδίων συμβάλλοντας έτσι σε μηχανισμούς συναπτικής 

πλαστικότητας. Η παρούσα εργασία έχει ως πρώτο στόχο να διερευνήσει εάν 

η ενεργοποίηση του κ-οπιοειδούς υποδοχέα από εξειδικευμένα, εξωγενή ή 

ενδογενή πεπτίδια, όπως το U50,488H και η Δυνορφίνη1-13, αντίστοιχα, 

ρυθμίζουν τον μηχανισμό της αυτοφαγίας στους νευρώνες in vitro και in vivo. 

Επιπλέον, να ελέγξει τις αλλαγές που παρατηρούνται σε διάφορες 

συναπτοσωμικές πρωτεΐνες και στη μορφολογία των νευρώνων. Eπιπλέον ως 

δεύτερο στόχο έχει να προσδιορίσει το μοριακό μονοπάτι μέσω του οποίου ο 



ενεργοποιημένος κ-ΟR ρυθμίζει τον αυτοφαγικό μηχανισμό και να διερευνήσει 

τυχόν αλλαγές που προκαλούνται στην έκφραση αυτοφαγικών γονιδίων. 

Τέλος, με γνώμονα το γεγονός ότι, το ενδογενές σύστημα δυνορφίνης/κ-ΟR 

ενεργοποιείται σε καταστάσεις άγχους και κατάθλιψης ένας σημαντικός και 

τρίτος στόχος της μελέτης μας είναι να διερευνήσει αν το οξύ στρες 

ενεργοποιεί την αυτοφαγία μέσω του κ-ΟR και επηρεάζει τις συνάψεις. Τα 

πειραματικά δεδομένα της παρούσας διατριβής δηλώνουν ότι έκθεση 

νευρωνικών κυττάρων στον αγωνιστή του κ-OR, U50,488H και στο ενδογενές 

νευροπεπτίδιο δυνορφίνη, οδηγούν στην αύξηση κομβικών αυτοφαγικών 

δεικτών με δόσο- και χρόνο- εξαρτώμενο τρόπο. Η επίδραση αυτή 

αντιστρέφεται από επιλεκτικούς ανταγωνιστές του κ-OR. Οι πρωτεΐνες Gi/o και 

ERK1,2 κινασες είναι υπεύθυνες για την U50,488H-επαγόμενη αυτοφαγία. 

Ένα ενδιαφέρον εύρημα της μελέτης μας ήταν ότι η εξαρτώμενη από την 

U50,488H ενεργοποίηση του CREB ρυθμίζει τη μεταγραφή του 

προαυτοφαγικού γονιδίου becn1, επιβεβαιώνοντας ότι ο κ-ΟR οδηγεί σε 

αύξηση της μεταγραφής συγκεκριμένων αυτοφαγικών γονιδίων. Αναστολή 

των ERK1,2 κινασών αποτρέπει την U50,488H-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση 

του CREB, δηλώντας ότι τα σημαντικότερα καθοδικά σηματοδοτικά συστατικά 

που συμμετέχουν στην επαγόμενη από τον κ-ΟR αυτοφαγία εκτός από τις 

Gi/o και ERK1,2 κινάσες περιλαμβάνουν και τον μεταγραφικό παράγοντα 

CREB, ο οποίος προσδένεται στον υποκινητή διαφόρων αυτοφαγικών 

γονιδίων. Ιn vivo πειράματα, ύστερα από χορήγηση του U50,488H, έδειξαν ότι 

η επαγόμενη από τον κ-ΟR αυτοφαγία εμφανίζεται μόνο στον ιπποκάμπο και 

όχι στο ραβδωτό και το φλοιό όπως αποδεικνύεται με τα αυξημένα επίπεδα 

των αυτοφαγικών δεικτών LC3-II και Beclin1. Επιπλέον, η χορήγηση 

U50,488H σε μύες οδήγησε στην αποικοδόμηση των βασικών συναπτικών 

πρωτεϊνών όπως οι σπινοφιλίνη, PSD95 και SNAP25 μόνο στον ιππόκαμπο. 

Οι πρωτεΐνες αυτές συμμετέχουν στην αναδιαμόρφωση και λειτουργία των 

δενδριτικών ακάνθων και με βάση τα ευρήματα της παρούσας μελέτης 

βρέθηκε ότι αλληλεπιδρούν με την πρωτεϊνη LC3 καθώς εντοπίζονται στο 

εσωτερικό απομονωμένων αυτοφαγοσωμάτων. Επιπλέον, η αναστολή της 

αυτοφαγίας δεν οδήγησε σε μείωση των συναπτοσωμικών πρωτεϊνών 

συμπεραίνοντας ότι η αποικοδόμηση αυτών των πρωτεϊνών οφείλεται στην 

εσωτερίκευσή τους στα αυτοφαγοσώματα. Πρωτογενείς καλλιέργειες 



νευρώνων έδειξαν επίσης ότι η ενεργοποίηση του κ-ΟR μειώνει τον αριθμό 

των διακλαδώσεων των νευριτών στον ιππόκαμπο αποδεικνυώντας ότι η 

ενεργοποίηση της αυτοφαγίας επηρεάζει άμεσα την μορφολογία των 

νευρώνων. Ένα άλλο ενδιαφέρον αποτέλεσμα της παρούσας μελέτης ήταν ότι 

η εξαναγκασμένη κολύμβηση (FST) σε μύες οδήγησε στην επαγωγή της 

αυτοφαγίας. Η επίδραση αυτή αναστέλλεται με τη χορήγηση του ειδικού 

ανταγωνιστή του κ-OR, nor-BNI. Τέλος, ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός 

ότι η χορήγηση του nor-BNI σε μύες σε καταστάσεις στρες, οδηγεί στην 

μείωση της σπινοφιλίνης, της PSD-95 και της SNAP-25, στον ιππόκαμπο 

αλλά όχι στον φλοιό των ζώων που υποβλήθηκαν σε στρες. Τα αποτελέσματα 

αυτά δηλώνουν ότι κάτω από συνθήκες οξέος στρες, η απελευθέρωση της 

δυνορφίνης ενεργοποιεί τον αυτοφαγικό μηχανισμό που οδηγεί σε 

συναπτοσωμικές μεταβολές στον ιππόκαμπο. Η ταχέως αναπτυσσόμενη 

βιβλιογραφία σχετικά με την λειτουργία του κ-OR εστιάζει το ενδιαφέρον της 

στην ανάπτυξη ανταγωνιστών του υποδοχέα για νέες θεραπευτικές αγωγές 

για την κατάθλιψη και τις αγχώδεις διαταραχές, καθώς και για τη ρύθμιση του 

στρες και τη μείωση της δυσφορίας σε καταστάσεις εθισμού. Τα 

αποτελέσματα μας παρουσιάζουν ένα νέο σηματοδοτικό μονοπάτι του κ-OR, 

όπου οι επιλεκτικοί προσδέτες του μπορούν να ρυθμίζουν την αυτοφαγία και 

να προκαλούν αλλαγές στις συνάψεις σε καταστάσεις οξέος στρες. Τα 

ευρήματα αυτά μπορούν επίσης να εξηγήσουν τον τρόπο δράσης των ειδικών 

κ-οπιοειδών ανταγωνιστών που βρίσκονται σήμερα σε κλινικές δοκιμές φάσης 

ΙΙI για τη θεραπεία νευροψυχιατρικών διαταραχών λόγω του στρες. Τα 

αποτελέσματα της παρούσης διατριβής θα διευρύνουν την υφιστάμενη γνώση 

που υπάρχει σε σχέση με την λειτουργικότητα και το ρόλο που παίζει ο κ-OR 

σε θέματα που αφορούν αλλαγές στην νευρωνική πλαστικότητα και θα 

βοηθήσει στον προσδιορισμό νέων φαρμακολογικών παραγόντων και στόχων 

για την καταπολέμηση των νευροψυχιατρικών παθήσεων που σχετίζονται με 

το άγχος και την κατάθλιψη. 

 

 

 



SUMMARY 

The molecular mechanisms that govern anxiety, depression and 

associated stress-related neural responses and pathologies are poorly 

understood. Opioid receptors (μ-ΟR, δ-ΟR and κ-OR) regulate motivational 

processes and are important players in psychiatric disorders. Accumulating 

evidence suggests that κ-ΟR antagonists and δ-ΟR agonists exert promising 

antidepressant potential. Consistent with these findings the κ-ΟR and its 

endogenous neuropeptide ligand dynorphin A were found to play a key role in 

modulating stress and mood and specific κ-ΟR antagonists are currently in 

phase III clinical trials. Opioid receptors and their complex signalling are 

known to regulate neuronal plasticity and neurotransmission; however, the 

underlying mechanisms remain as yet, unclarified. A growing body of 

evidence indicates that systemic administration of κ-ΟR ligands produces 

mood altering effects in classical models of depression. Notably, κ-ΟR 

agonists and antagonists showed depressant and antidepressant effects 

respectively, in the forced swim test and learned helplessness in rats. Stress 

blocks LTP through release of endogenous opioids, a finding supporting 

previous observations that stress is accompanied by release of the 

endogenous κ-OR agonist dynorphin and subsequent activation of the κ-ΟR 

with an as yet unknown mechanism. Emerging evidence suggests that G 

protein-coupled receptors (GPCRs) are direct sensors involved in regulation 

of the autophagic machinery while autophagy is recently shown to regulate 

synaptic morphogenesis and function. 

Αutophagy is a regulated process for degradation of cytosolic 

components and organelles through delivery to lysosomes. Its primary role is 

to ensure cell survival under stress conditions. In neurons, basal levels of 

autophagy help to control the cellular quality of proteins and protect cells from 

protein aggregation. Recent results suggest that autophagy regulates the 

development and function of axons, dendrites and synapses whereas, 

insufficient or excessive neuronal autophagy contributes to pathological 

changes in these structures. Autophagy alters the kinetics and 

neurotransmitter release and the density of synaptic vesicles. The modulation 

of vesicle numbers or evoked neurotransmitter release by presynaptic 



autophagy may contribute to synaptic plasticity mechanisms such as synaptic 

potentiation and depression. Autophagy has also been implicated in the 

degradation of postsynaptic receptors such as GABAA and AMPA receptors. 

Moreover, it was previously demonstrated that activation of the δ-ΟR with 

selective agonists is implicated in the regulation of neuronal differentiation, 

neurite outgrowth and survival through the formation of a dynamic protein 

complex “signalosome” composed of Gi/o, RGS proteins transcription factors 

and the neuronal protein spinophilin.  

Using in vitro and in vivo studies, this study aims to clarify the potential 

role of autophagy and κ-opioid receptor (κ-OR) signaling on synaptic structure 

and integrity. We hereby demonstrate that the selective κ-opioid receptor (κ-

OR) agonist, U50,488H and the endogenous neuropeptide dynorphin induce 

autophagy in a time-and dose-dependent manner in neuronal cells by 

upregulating microtubule-associated protein light chain 3-II (LC3-II), Beclin 1, 

Atg5 and reducing p62 protein levels. Moreover, pre-treatment of neuronal 

cells with pertussis toxin blocked the above κ-OR-mediated cellular changes, 

indicating the involvement of Gi/o proteins in the κ-OR effects. Our molecular 

analysis also revealed a κ-OR-driven upregulation of becn1 gene through 

ERK1,2-dependent activation of the transcription factor CREB in neuronal 

cells. Our in vivo studies demonstrate that mice treated with U50,488H 

displayed profound increases of specific autophagic markers in the 

hippocampus with a concomitant decrease of several pre- and post-synaptic 

proteins such as spinophilin, PSD-95 and SNAP25, which interact with LC3, 

suggesting that these proteins are plausibly engulfed in the κ-OR-induced 

autophagic cargo. Αlso, using acute stress (force swim), a stimulus known to 

trigger synaptic loss and also increase levels of the natural ligand of κ-OR, 

dynorphin, we demonstrated that the administration of the κ-ΟR selective 

antagonist, nor-binaltorhimine (norBNI) before stress blocked the stress-

evoked reduction of synaptic protein and the accompanied induction of 

autophagy in the hippocampus. Finally, pre-treatment of neuronal cells with 

the κ-ΟR antagonist CERC-501, which is at clinical phase III as anxiolytic 

drug, inhibits κ-OR mediated autophagy in vitro. These findings provide novel 

insights about the essential role of autophagic machinery into the 

mechanisms through which κ-OR and its signaling regulated brain plasticity. 



Elucidating these molecular mechanisms will revolutionize disease diagnosis, 

allow the identification of new therapeutic targets and lead to the discovery of 

novel therapeutic agents and effective treatments. 
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1.1 Eπτα-ελικοειδείς διαμεμβρανικοί υποδοχείς που συζευγνύονται 

με G-πρωτεΐνες (GPCRs)  

Οι επταελικοειδείς διαμεμβρανικοί υποδοχείς που συζευγνύονται με τις G-

πρωτεΐνες (G-Protein Coupled Receptors, GPCRs) αποτελούν τη μεγαλύτερη και 

πιο πολυποίκιλη οικογένεια διαμεμβρανικών υποδοχέων στους ευκαρυώτες. 

Χαρακτηριστικό είναι το γεγονός ότι τα γονίδια που κωδικοποιούν αυτή την ομάδα 

υποδοχέων αποτελούν περισσότερο του 1% του ανθρώπινου γονιδιώματος (Allen & 

Roth, 2011). Αυτοί οι διαμεμβρανικοί υποδοχείς μεταφέρουν ενδοκυτταρικά το σήμα 

δεχόμενοι μηνύματα όπως η ενέργεια του φωτός, πεπτίδια, λιπίδια, σάκχαρα και 

πρωτεϊνες. Η λειτουργία τους αυτή επιτρέπει την διακυτταρική επικοινωνία με σκοπό 

τα κύτταρα να αντιληφθούν την παρουσία ή την απουσία φωτός, θρεπτικών ουσιών 

που διατηρούν τη ζωή στο περιβάλλον τους και να  μεταφέρουν πληροφορίες που 

αποστέλλονται από άλλα κύτταρα. Η οικογένεια των GPCRs που εντοπίζονται στον 

άνθρωπο χωρίζεται σε 4 μεγάλες κατηγορίες ανάλογα με την αμινοξική τους 

αλληλουχία: 

I. A (rhodopsin),  

II. B (secretin and adhesion),  

III. C (glutamate), και  

IV. F (Frizzled) υποοικογένεια 

 

Παραδείγματα τέτοιων υποδοχέων αποτελούν οι υποδοχείς ορμονών 

(καλσιτονίνης), νευροδιαβιβαστών όπως της σεροτονίνης, της ντοπαμίνης, των 

οπιοειδών, των ιόντων, του φωτός, ή και οσμών. Οι GPCRs ελέγχουν τη φυσιολογία 

των κυττάρων σε όλους σχεδόν τους οργανισμούς καθώς λειτουργούν ως ρυθμιστές 

πληθώρας κυτταρικών σηματοδοτικών μονοπατιών ως απόκριση σε διαφορετικά 

είδη ερεθισμάτων και για αυτούς του λόγους η δράση τους έχει συνδεθεί με 

διάφορες παθολογίες. Η συμμετοχή των GPCRs στη φυσιολογία και σε ασθένειες 

που σχετίζονται με την δυσλειτουργία τους, κατατάσσουν αυτή την οικογένεια 

υποδοχέων στους πρώτους φαρμακολογικούς στόχους θεραπείας σε σχέση με 

άλλους υποδοχείς. Υπολογίζεται ότι πάνω από το 36% των φαρμάκων που έχουν 

εγκριθεί από το αντίστοιχο φορέα της Αμερικής FDA στοχεύουν σε κάποιο από τα 

μέλη της οικογένειας των GPCRs. Τελευταία στατιστικά δεδομένα δηλώνουν ότι 527 

φαρμακευτικές ουσίες καθώς και 60 ακόμα υποψήφια φάρμακα που έχουν εγκριθεί 

από τον FDA στοχεύουν σε GPCRs. Οι μελέτες για την κατανόηση της λειτουργίας 
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των GPCRs χάρισαν το 2012 το βραβείο Nobel στους ειδικούς επιστήμονες στον 

χώρο των GPCRs, Robert Lefkowitz και Brian Kobilka καθώς ήταν οι πρώτοι που 

ολοκλήρωσαν την κλωνοποίηση, την αλληλούχιση και κρυστάλλωση του β2-

αδρενεργικού υποδοχέα ανοίγοντας έτσι τον δρόμο για τον προσδιορισμό και την 

ανάλυση της δομής ακόμα περισσότερων GPCRs (Schaffhausen, 2013). Η 

ενεργοποίηση των GPCRs από διαφορετικούς προσδέτες οδηγεί σε αλλαγή της 

στερεοδιαμόρφωσης του υποδοχέα με αποτέλεσμα να πυροδοτεί την κυτταρική 

σηματοδότηση μέσω δύο κύριων μονοπατιών, αυτό των G-πρωτεϊνών αλλά και 

ανεξάρτητα από τις G-πρωτεΐνες όπως είναι η σηματοδότηση μέσω των 

αρρεστινών. Οι προσδέτες των GPCRs, ανάλογα με την επίδραση που έχουν ως 

προς την ενεργοποίηση των G-πρωτεϊνών, διαχωρίζονται σε πλήρεις αγωνιστές, 

μερικοί αγωνιστές, ανταγωνιστές και αντίστροφους αγωνιστές. Οι αγωνιστές των 

GPCRs προκαλούν την ενεργοποίηση πολλαπλών βιοχημικών αντιδράσεων 

καθοδικών μορίων τελεστών με αποτέλεσμα την γονδιακή ρύθμιση ενώ οι μερικοί 

αγωνιστές ή οι αντίστροφοι αγωνιστές προκαλούν μειωμένες αποκρίσεις 

συγκρινόμενοι με τους αγωνιστές. Αντίθετα, οι ανταγωνιστές μπορούν να 

εμποδίσουν την μετάδοση ενδοκυτταρικά του σήματος καθώς μπορούν να 

προσδεθουν σε αυτους και να παρεμβάλλουν στην πρόσδεση του αγωνιστη ή να 

οδηγούν στην απενεργοποίηση του υποδοχέα μέσω της εσωτερίκευσης του. Έτσι, η 

λειτουργία των GPCRs και η διαφορική δράση των προσδετών τους παίζουν πολύ 

σημαντικό ρόλο στην φυσιολογία του ανθρώπινου σώματος και η κατανόηση αυτών 

των υποδοχέων έχει επηρεάσει σε μεγάλο βαθμό τη σύγχρονη ιατρική. 

1.2 Oπιοειδείς υποδοχείς 

Οι οπιοειδείς είναι διαµεµβρανικοί υποδοχείς που ανήκουν στην οικογένεια Α 

της υπεροικογένειας των υποδοχέων που συζεύγνυνται µε G πρωτεΐνες (G protein 

coupled receptors, GPCRs) (Corbett et al, 2006). Οι τρεις βασικοί υπότυποι των 

οπιοειδών υποδοχέων μ-, δ- και κ- (μ-OR, δ-ΟR, κ-ΟR), κωδικοποιούνται από τα 

αντίστοιχα γονίδια OPRM1, OPRD1, OPRK και αναλύσεις των αλληλουχιών τους 

έδειξαν μεγάλο ποσοστό ομολογίας μεταξύ τους (Law et al, 2013). Κάθε τύπος 

υποδοχέα κατηγοριοποείται σε διάφορους υποτύπους οι οποίοι χαρακτηρίζονται από 

διαφορετική συγγένεια πρόσδεσης για διάφορους προσδέτες, αγωνιστές και 

ανταγωνιστές (Dietis et al, 2011). Ταυτόχρονα έχει ταυτοποιηθεί ένας ακόμα τύπος 

οπιοειδούς υποδοχέα, ο opioid receptor like-1 (ORL1), ο οποίος ενώ είναι στενά 
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συγγενικός με τους υπόλοιπους, βάση της αμινοξικής ομολογίας που παρουσιάζει με 

αυτούς (περισσότερο από 60%), χαρακτηρίζεται από χαμηλή συγγένεια πρόσδεσης 

για τους οπιοειδείς προσδέτες (Mika et al, 2011).  

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 τους έλικες (Chen 

et al, 1993; Waldhoer et al, 2004). Οι οπιοειδείς υποδοχείς (ΟRs) ενεργοποιούνται 

από µια σειρά χηµικών µορίων όπως τα ενδογενή οπιοειδή, διάφορα οπιοειδή 

πεπτίδια και τα αλκαλοειδή (φυσικά ή συνθετικά). Λαµβάνουν µέρος σε διάφορες 

εγκεφαλικές διεργασίες που σχετίζονται με την αναλγησία, τη διάθεση, το άγχος, την 

κατάθλιψη και το αίσθημα ανταμοιβής. Τόσο οι ORs όσο και τα ενδογενή οπιοειδή 

πεπτίδια (β-ενδορφίνες, εγκεφαλίνες, δυνορφίνες για τον μ-OR, δ-OR και κ-OR 

αντίστοιχα) που προσδένονται σε αυτούς εκφράζονται σε όλο το κεντρικό και 

περιφερικό νευρικό σύστημα, στο νευροενδοκρινικό σύστημα (γαστροεντερική οδός, 

ουροδόχος κύστη, θυρεοειδής αδένας), στα κύτταρα του ανοσοποιητικού, της 

καρδιάς και του δέρματος (Stein & Machelska, 2011). Οι περιοχές του εγκεφάλου 

όπου εντοπίζονται οι οπιοειδείς υποδοχείς είναι υπεύθυνες για τη ρύθμιση του 

πόνου, της ευφορίας, της ευχαρίστησης, του αισθήματος ανταμοιβής, της απόκρισης 

στο στρες και το άγχος (Eικόνα 1). Ταυτόχρονα, οι οπιοειδείς υποδοχείς εκφράζονται 

επιλεγμένα σε ιστούς και όργανα διαφορετικά του νευρικού, όπως σε κύτταρα του 

μυοκαρδίου, ενδοκρινικά και νευρικά κύτταρα του πεπτικού συστήματος, αλλά και σε 

ενδοθηλιακά κύτταρα των κυψελίδων των πνευμόνων. Έτσι εμπλέκονται σε 

λειτουργίες όπως η ρύθμιση της καρδιακής λειτουργίας, η καρδιοπροστασία έναντι 

ισχαιμίας και η ανασταλτική ρύθμιση της δράσης του γαστρεντερικού και 

αναπνευστικού συστήματος (De Luca & Coupar, 1996; Sobanski et al, 2014; Wong 

et al, 2010; Zebraski et al, 2000).  

Οι οπιοειδείς υποδοχείς συζεύγνυνται κυρίως µε τις Gi/o πρωτεΐνες και 

μεταβιβάζουν το σήμα ρυθμίζοντας έτσι καθοδικά μόρια τελεστές. Συγκεκριμένα 

προκαλούν την καταστολή της ενεργότητας της αδενυλικής κυκλάσης (adenylyl 

cyclase, AC), με αποτέλεσμα τη µείωση των επιπέδων του κυκλικού AMP (cAMP) 

στο κύτταρο (Standifer et al, 2007). Επιπλέον, οι οπιοειδείς υποδοχείς παίζουν ρόλο 

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 
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kinases - MAPKs) αλλά και των ιοντικών καναλιών Κ+ και Ca+2 (Corbett et al, 2006; 

Law & Loh, 1999; Law et al, 2000).  

 
 

 

Εικόνα 1: Κατανομή των τριών κύριων ενδογενών οπιοειδών πεπτιδίων και των τριών 
υποδοχέων μ-OR, δ-OR και κ-OR, στη περιοχή του εγκεφάλου σε εγκάρσιες τομές. Τα σχετικά 
επίπεδα έκφρασης των διαφορετικών πεπτιδίων και υποδοχέων αντιστοιχούν στη διαβάθμιση 
του μεγέθους των συμβόλων (Benarroch, 2012). 

 

Σύμφωνα με δεδομένα του 2018 από το National Institute of Drug Abuse της 

Αμερικής, 128 άνθρωποι χάνουν τη ζωή τους καθημερινά από υπερβολική δόση 

οπιοειδών επιφέροντας μια γενικευμένη κρίση στο σύστημα υγείας αλλά και την 

κοινωνικοοικονομική ζωή. Η καταπολέμηση αυτών των φαινομένων εξάρτησης και 

ανοχής προϋποθέτει βαθύτερη κατανόηση των μηχανισμών δράσης των οπιοειδών 

υποδοχέων στη κυτταρική φυσιολογία μέσω της μεταγωγής σήματος ώστε να 
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διατηρήσουν τις αναλγητικές ιδιότητες παρακάμπτοντας τις παρενέργειες (Volkow & 

Baler, 2018). 

1.3 Δομή των οπιοειδών υποδοχέων 

Οι οπιοειδείς υποδοχείς αποτελούνται από επτά διαμεμβρανικές έλικες που 

συνδέονται με τρεις εξωκυτταρικές και τρεις ενδοκυτταρικές θηλιές. Το αμινοτελικό 

άκρο εντοπίζεται εξωκυττάρια και μαζί με τις εξωκυττάριες θηλιές ευθύνονται για την 

αναγνώριση και την αλληλεπίδραση με τους προσδέτες (Εικόνα 2).  

Eικόνα 2: Σχηματική απεικόνιση της δομής των οπιοειδών υποδοχέων. Τα αμινοξέα που είναι 
συντηρημένα μεταξύ των ανθρώπινων μ-ΟR, δ-OR, κ-OR είναι με κόκκινο χρώμα. 
Απεικονίζονται δυνητικές θέσεις γλυκοζυλίωσης ασπαραγίνης στο εξωκυτταρικό αμινοτελικό 
άκρο και δυνητικές θέσεις παλμιτυλίωσης καταλοίπων κυστεΐνης στο καρβοξυτελικό άκρο. Ο 
ρόλος της Asp στην τρίτη διαμεμβρανική περιοχή (ΤΜ3:08) και της His στην έκτη 
διαμεμβρανική περιοχή (ΤΜ6:17) έχει αποδειχθεί ότι είναι σημαντική για τη πρόσδεση 
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οπιοειδών αναλόγων. Η  μεγάλη ενδοκυτταρική θηλιά μεταξύ ΤΜ5 και ΤΜ6 αποτελεί θέση 
επαφής με την α-υπομονάδα της G πρωτεΐνης. 
 

Οι εξωκυτταρικές θηλιές παρουσιάζουν κάποια συντηρημένα δομικά 

χαρακτηριστικά όπως ο δισουλφιδικός δεσμός μεταξύ αμινοξέων της τρίτης και 

δεύτερης έλικας που ρυθμίζει τη σταθερότητα της δομής του υποδοχέα στο 

εξωκυττάριο τμήμα και σχηματίζει το σημείο εισόδου του προσδέτη στο binding 

pocket. Η πρώτη εξωκυτταρική θηλιά παρέχει δομική στήριξη στο εξωκυττάριο τμήμα 

του υποδοχέα και μπορεί να επηρεάσει τη θέση δέσμευσης του προσδέτη ενώ η 

δεύτερη, που διαθέτει τη μικρότερη ομολογία μεταξύ των υποδοχέων, ευθύνεται για 

την επιλεκτικότητα των προσδετών και την αλλοστερική ρύθμιση του υποδοχέα. Η 

τρίτη εξωκυτταρική θηλιά επηρεάζει τόσο την πρόσδεση όσο και την ενεργοποίηση 

του υποδοχέα από τους προσδέτες (Peeters et al, 2011). 

Η τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά των οπιοειδών υποδοχέων είναι αρκετά 

συντηρηµένη µεταξύ των τριών υποτύπων µ-, δ-, κ-OR και θεωρείται ως ο βασικός 

καθοριστής της εξειδίκευσης στη σύζευξη µεταξύ διαφορετικών υποµονάδων των G 

πρωτεϊνών. 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 (Georgoussi et al, 1997; Megaritis et al, 2000; Merkouris et al, 1996). 

Επιπλέον, µελέτες έδειξαν ότι η τρίτη ενδοκυτταρική θηλιά των οπιοειδών 

υποδοχέων µεσολαβεί στην ειδική ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών από 

συγκεκριµένους αγωνιστές (Chaipatikul et al, 2003, Merkouris et al, 1996). 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 κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες 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, Georgoussi et al, 2006). In vitro πειράµατα pulldown πρόσδεσης 

έδειξαν ότι η τρίτη θηλιά του δ-OR διαθέτει επίσης σηµεία αλληλεπίδρασης µε τις β-

αρρεστίνες 1 και 2 (Cen et al, 2001).  

Tο καρβοξυτελικό άκρο των GPCRs, που διαθέτει την έλικα VIII, αποτελεί µια 

δυναµική περιοχή για την ρύθµιση των υποδοχέων αυτών, καθώς παίζει σηµαντικό 
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ρόλο στη µετάδοση του ερεθίσµατος, στην αναδίπλωση, όπως επίσης και στην 

ενεργοποίηση των GPCRs (Bockaert et al, 2003). Η έλικα VIII αναγνωρίζει διάφορες 

αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες όπως είναι οι G-πρωτεΐνες, πρωτεϊνες ικριώματα όπως η 

σπινοφιλίνη και άλλες ρυθμιστικές πρωτεϊνες όπως οι αρρεστίνες (Georgoussi et al, 

1997, Georgoussi et al, 2012). Οι αλληλεπιδράσεις αυτές επηρεάζουν την 

ενεργοποίηση, την ενδοκυττάρωση του υποδοχέα αλλά και την σηματοδότηση του 

υποδοχέα. 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 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. 

Τα καρβοξυτελικά άκρα των οπιοειδών υποδοχέων είναι περιοχές 

αλληλεπίδρασης για πάνω από 10 GIPs (Georgoussi, 2008; Milligan, 2005). Το 

καρβοξυτελικό άκρο των οπιοειδών υποδοχέων είναι επίσης στόχος 

φωσφορυλίωσης για τις GRKs και άλλες κινάσες, καθώς περιέχει πολλά κατάλοιπα 

σερίνης/θρεονίνης. Πειραματικά δεδομένα έχουν δείξει πως η  αντικατάσταση  3 

αµινοξέων-κλειδιών στο καρβοξυτελικό άκρο του δ-OR, αποτρέπει την πρόσδεση της 

GRK στον υποδοχέα και τη φωσφορυλίωση του (Guo et al, 2000). Aκόμα, 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 (Georganta et al, 

2010; Mazarakou & Georgoussi, 2005).  

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 
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πρωτεϊνών, για τον τερµατισµό του σήµατος και τέλος για την ενδοκύττωση του 

υποδοχέα και τη µεταγραφή διαφόρων γονιδίων. 

1.4 Προσδέτες των οπιοειδών υποδοχέων 

Oι προσδέτες των οπιοειδών υποδοχέων αποτελούν πεπτίδια που 

παράγονται ενδογενώς, μόρια που εντοπίζονται στην φύση, όπως το αλκαλοειδές 

μορφίνη, συνθετικά και ημισυνθετικά εργαστηριακά μόρια από τροποποιήσεις 

φυσικών οπιοειδών. Οι διάφοροι προσδέτες διαφέρουν ως προς την συγγένεια 

πρόσδεσης που εμφανίζουν για κάθε τύπο υποδοχέα καθώς και ως προς την 

κυτταρική απόκριση, ακόμα και για τον ίδιο τύπο υποδοχέα. Για το λόγο αυτό οι 

οπιοειδείς προσδέτες κατηγοριοποιούνται ως ειδικοί, ή μη ειδικοί, ανάλογα με την 

συγγένεια πρόσδεσης που παρουσιάζουν μεταξύ των υποδοχέων, ως αγωνιστές, 

μερικούς αγωνιστές ή ανταγωνιστές ανάλογα με την βιολογική απόκριση που 

επάγουν μετά την πρόσδεσή τους. 

Τα ενδογενή οπιοειδή πεπτίδια παράγονται σε νευρώνες του κεντρικού 

νευρικού συστήματος και σε ενδοκρινείς δομές, δρώντας στο ίδιο τον νευρώνα ή σε 

γειτονικό είτε σε περισσότερο απομακρυσμένους στόχους. Στα ενδογενή πεπτίδια 

περιλαμβάνονται οι εγκεφαλίνες, οι δυνορφίνες και ενδορφίνες τα οποία προέρχονται 

από τα μεγαλύτερα προπεπτίδια όπως οι προεγκεφαλίνες, προδυνορφίνη και 

προοπιομελανοκορτίνη αντίστοιχα. Τα παραπάνω ενδογενή πεπτίδια διαθέτουν 

διαφορετική ικανότητα πρόσδεσης για κάθε ένα από τους τρεις τύπους οπιοειδών 

υποδοχέων μ-ΟR, δ-OR και κ-OR. Τα περισσότερα ενδογενή οπιοειδή προκύπτουν 

από πρόδρομες ενώσεις και περιέχουν τη γνωστή οπιοειδή αμινοξική ακολουθία Tyr-

Gly-Gly-Phe-Met/Leu στο αμινοτελικό τους άκρο (opioid motif). Στο αμινοτελικό άκρο 

αυτών των πεπτιδίων εμφανίζεται το ίδιο τετραπεπτίδιο [Leu]Enkephalin (YGGF), και 

ενώ καθένα παρουσιάζει διαφορετική συγγένεια για τον κάθε οπιοειδή υποδοχέα, 

κανένα από αυτά δεν προσδένεται αποκλειστικά σε έναν μόνο υπότυπο. Ωστόσο 

εκτός από τα ενδογενή υπάρχουν και πολλά συνθετικά οπιοειδή με δράση αγωνιστή, 

ανταγωνιστή και μερικού αγωνιστή. Οι ενδορφίνες εμφανίζουν προτίμηση στους μ-

ΟR και δ-ORs, με πολύ μικρότερη συγγένεια για τον κ-OR, ενώ οι εγκεφαλίνες έχουν 

μεγάλη συγγένεια για τον δ-OR, πολύ μικρότερη για τον μ-OR και αμελητέα για τον κ-

OR. Στον κ-OR προσδένονται εκλεκτικά οι δυνορφίνες, οι οποίες έχουν μικρή 

συγγένεια και με τους άλλους δύο υποδοχείς, ενώ η ορφανίνη αποτελεί προσδέτη 

των ORL1, με το πρώτο αμινοξύ της να διαφοροποιείται από Τyr σε Phe (Meunier et 
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al, 1995). Το τετραπεπτίδιο του αμινοτελικού άκρου είναι η αλληλουχία που παρέχει 

την πληροφορία για αναγνώριση των οπιοειδών υποδοχέων, την μεταγωγή του 

σήματος και τελικά την βιολογική απόκριση, ενώ το καρβοξυτελικό άκρο του εκάστοτε 

πεπτιδίου επηρεάζει την συγγένεια πρόσδεσης και την ειδικότητα για τον κάθε 

υποδοχέα (Goodman et al, 1993). Βασιζόμενοι στην δομή και τα χαρακτηριστικά των 

ενδογενών οπιοειδών πεπτιδίων έχουν παραχθεί εργαστηριακά, πολλά συνθετικά 

πεπτίδια τα οποία χρησιμοποιούνται για τις διάφορες φαρμακολογικές μελέτες των 

οπιοειδών υποδοχέων. 

Σχετικά με τα αλκαλοειδή οπιοειδή, ο γνωστότερος αγωνιστής είναι η μορφίνη. 

Το συγκεκριμένο μόριο χαρακτηρίζεται κυρίως ως αγωνιστής του μ-OR λόγω της 

υψηλής συγγένειας πρόσδεσης με τον συγκεκριμένο υποδοχέα ωστόσο παρουσιάζει 

χαμηλή συγγένεια πρόσδεσης με τους άλλους δύο υποδοχείς (Takemori & 

Portoghese, 1987). Από την άλλη πλευρά η ναλοξόνη είναι ένα συνθετικό 

αλκαλοειδές που έχει δράση ανταγωνιστή δηλαδή προσδένεται στον υποδοχέα 

διατηρώντας τον σε μία ανενεργή κατάσταση μη επιτρέποντας να αλληλεπιδράσει με 

τους αγωνιστές. Χαρακτηρίζεται ως γενικός ανταγωνιστής των οπιοειδών, αφού 

προσδένεται ισχυρά σε όλους τους τύπους οπιοειδών υποδοχέων και αποτρέπει την 

ενεργοποίησή τους από αγωνιστές (Blumberg & Dayton, 1973). Υπάρχουν όμως και 

παραδείγματα ανταγωνιστών, όπως οι ανταγωνιστές nor-BNI, JDTic, CERC-501 με 

επιλεκτική πρόσδεση στον κ-OR, η ναλτρινδόλη (naltrindole) και ναλτρεξόνη 

(naltrexone) για τον δ-OR και CTOP, CTAP για τον μ-ΟR  (Portoghese et al, 1987). 

(Πίνακας 1). 

 Υποδοχέας 
                 μ-ΟR          δ-ΟR κ-ΟR 

Αγωνιστές 

Μορφίνη 
Φεντανύλη 
Μεθαδόνη 
DAMGO  
Ενδομορφίνες 
εγκεφαλίνες    
β-ενδορφίνες 

Εγκεφαλίνες 
β-ενδορφίνες 
DSLET 
DADLE 
DPDPE 

U50,488H  
U69593  
nalfurafine  
asimadoline 
σαλβινορίνη  
δυνορφίνη  

Ανταγωνιστές 

CTOP 
CTAP  
ναλοξόνη    
alvimopan 

Naltrindole 
 ναλοξόνη 
 

norbinaltorphimine  
ναλοξόνη 
JDTic 
CERC-501 

Δράση των 
αγωνιστών 

Αναλγησία, 
Κατάθλιψη, 
Ευφορία, 
Φυσική εξάρτηση, 
Αναπνευστική καταστολή 

Αναλγησία 
Αναστολή 
έκκρισης 
ντοπαμίνης 

Αναλγησία 
Διούρηση 
Δυσφορία 
Κατάθλιψη 
Αγχωτικές διαταραχές 

Πίνακας 1. Προσδέτες των οπιοειδών υποδοχέων 
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1.5 Κυτταρική σηματοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων μέσω των 

G-πρωτεϊνών  

Η ενεργοποίηση ενός οπιοειδoύς υποδοχέα παρουσία του προσδέτη, 

σύμφωνα με το κλασικό μονοπάτι σηματοδότησης μέσω των G πρωτεϊνών, αλλάζει 

τη στερεοδιαμόρφωση του. Υφίστανται μία μεταβολή στη διαμόρφωσή του που 

διευκολύνει την αλληλεπίδραση ενός ενδοκυτταρικού τμήματος του υποδοχέα 

(κυρίως της 2ης και 3ης ενδοκυτταρικής θηλιάς και του καρβοξυτελικού άκρου) με μια 

ετεροτριμερή G πρωτεΐνη (Kobilka & Deupi, 2007). Αυτή η αλληλεπίδραση οδηγεί 

στην ενεργοποίηση της G πρωτεΐνης, διευκολύνοντας την ανταλλαγή του 

δεσμευμένου στην Gα υπομονάδα GDP με ένα μόριο GTP και την ενεργοποίηση της 

G πρωτεΐνης με το GTP προσδεδεμένο σε αυτή. Η ενεργοποιημένη G πρωτεΐνη, στη 

συνέχεια, αποσυζεύγνυται από τον υποδοχέα και διασπάται στην ενεργή GTP- 

δεσμευμένη Gα υπομονάδα και το ελεύθερο Gβγ διμερές. Οι ενεργοποιημένες Gα 

υπομονάδες αλληλεπιδρούν με διάφορους τελεστές, οι οποίοι περιλαμβάνουν 

κινάσες, φωσφατάσες, ιοντικά κανάλια και άλλες διαμεμβρανικές ή μη πρωτεΐνες 

μεταδίδοντας το σήμα καθοδικά. Μετά την ενεργοποίηση σύζευξη των G 

υπομονάδων με τους τελεστές, η Gα υπομονάδα αλληλεπιδρά με GAP (GTPase 

Activating Proteins) πρωτεΐνες, όπως είναι οι RGS (Regulators of G protein 

Signaling), που αυξάνουν την ενδογενή ενεργότητα GTPάσης της Gα υπομονάδας. 

Με τον τρόπο αυτό, η ενεργή Gα-GTP υπομονάδα υδρολύει τη γ-φωσφορική ομάδα 

και μετατρέπεται σε Gα-GDP. Αυτή η GDP-Gα μορφή της G-πρωτεϊνης έχει 

υψηλότερη συγγένεια πρόσδεσης για τις Gβγ υπομονάδες και ανασχηματίζεται το 

ανενεργό Gαβγ ετεροτριμερές, ολοκληρώνοντας τον κύκλο ενεργοποίησης των G 

πρωτεϊνών (Εικόνα 3) (Bridges & Lindsley, 2008). Η μεταγωγή του σήματος μέσω 

των μ-, δ- και κ-οπιοειδών υποδοχέων πραγματοποιείται κυρίως με την οικογένεια 

των ανασταλτικών G πρωτεΐνών Gαi/o που περιλαµβάνει τα µέλη Gαi1-3, Gαo1-2, 

Gαgust, Gαz, Gαtrod και Gαtcon. Τα µέλη της οικογένειας αυτής Gαi1-3, Gαo και Gαz είναι 

οι κύριοι αλληλεπιδρώντες εταίροι των οπιοειδών υποδοχέων (Standifer and 

Pasternak, 1997). Λειτουργικά θεωρούνται ανασταλτικές Gα υποµονάδες διότι 

αναστέλλουν τη δράση της αδενυλικής κυκλάσης και των καναλιών Ca+2 , ενώ 

αντίθετα διεγείρουν τα κανάλια Κ+ και ενεργοποιούν την Src τυροσινική κινάση και 

συµµετέχουν στη θετική ρύθµιση των ERK/MAP κινασών (Extracellular signal-

Regulated protein Kinase). Οι Gαtrod και Gαtcon, που βρίσκονται στα ραβδία και τα 

κωνία του οθαλµού αντίστοιχα, µετέχουν στην µεταγωγή σήµατος από τους 
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φωτοϋποδοχείς ρυθµίζοντας τη φωσφοδιεστεράση του cGMP (cyclic guanosine 

monophosphate) ενώ η Gαgust µετέχει στη µετάδοση της γεύσης από τους 

γευστικούς υποδοχείς. Όλες οι Gαi/o µε εξαίρεση την Gαz, είναι ευαίσθητες στην 

βακτηριακή τοξίνη του κοκίτη (pertussis toxin ή PTX) η οποία τις ριβοζυλιώνει µε ADP 

(αδενοσική διφωσφορική ριβόζη) και τις αδρανοποιεί διατηρώντας αυτές στη ADP-

ετεροτριµερή µορφή. Συνολικά τα γεγονότα αυτά οδηγούν σε µειωµένη 

διεγερσιµότητα των νευρικών κυττάρων που οδηγεί σε µείωση στη µετάδοση των 

νευρικών ερεθισµάτων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3: Κύκλος ενεργοποίησης των G-πρωτεϊνών. Μετά την ενεργοποίηση ενός οπιοειδούς 
υποδοχέα από έναν αγωνιστή, προκαλείται η αποσύζευξη του συμπλόκου των Gαβγ 
πρωτεϊνών από τον υποδοχέα, επιτρέποντας την ενεργοποίηση καθοδικών μορίων τελεστών 
τόσο από την ενεργή Gα-GTP όσο και από το διμερές Gβγ. Η ενδογενής ενεργότητα GTPάσης 
της Gα υπομονάδας υδρολύει το GTP τερματίζοντας έτσι τη δράση της. Η διαδικασία της 
υδρόλυσης από πρωτεΐνες που αυξάνουν την ενεργότητα τριφωσφατάσης της γουανοσίνης 
της Gα υπομονάδας (GAPs), όπως είναι οι ρυθμιστές της σηματοδότησης των G πρωτεϊνών 
(RGS). Η επανασύζευξη της Gα-GDP με το Gβγ σύμπλοκο τερματίζει τη ρύθμιση των 
τελεστών από τις βγ υπομονάδες και ολοκληρώνει τον κύκλο. 

H διάρκεια της σηματοδότησης των GPCRs μπορεί να ρυθμιστεί από δύο 

παράγοντες: τον ενδογενή ρυθμό υδρόλυσης του GTP από την Gα υπομονάδα και 

την επιτάχυνση του εν λόγω ρυθμού από ορισμένους τελεστές της Gα υπομονάδας, 

όπως είναι για παράδειγμα η φωσφολιπάση Cβ (PLCβ). Ωστόσο, η επιτάχυνση του 
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ρυθμού υδρόλυσης μπορεί να επιτευχθεί από τους ρυθμιστές της σηματοδότησης 

των G πρωτεϊνών (RGS, regulators of G protein signaling), οι οποίοι αυξάνουν την 

ενεργότητα τριφωσφατάσης της γουανοσίνης της Gα υπομονάδας επηρεάζοντας 

τους μηχανισμούς σηματοδότησης των οπιοειδών υποδοχέων (De Vries et al, 1996; 

Druey et al, 1996). Οι πρωτεΐνες αυτές αποτελούνται από ένα συντηρημένο τμήμα 

περίπου 125 αμινοξέων, που ονομάζεται  «RGS box». Μέχρι σήμερα έχουν 

προσδιοριστεί πάνω από 30 RGS πρωτεΐνες στα θηλαστικά, κάθε μία εκ των οποίων 

περιέχει 23 συντηρημένα υδρόφοβα κατάλοιπα μέσα στο «RGS box». Οι RGS 

πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν άμεσα με τις ενεργές Gα υπομονάδες και δρουν ως 

αρνητικοί ρυθμιστές της σηματοδότησης των G πρωτεϊνών, επιταχύνοντας την 

ενδογενή δράση GTPάσης της Gα υπομονάδας και ανταγωνιζόμενοι τη δέσμευση 

του τελεστή σε αυτήν (Εικόνα 3). Ως αποτέλεσμα, μειώνεται τόσο η διάρκεια όσο και 

η ακεραιότητα της σηματοδότησης (Ross & Wilkie, 2000).   

Eνδιαφέρον αποτελεί το γεγονός πως η ρύθμιση της κυτταρικής 

σηματοδότησης και κατ’επέκταση της λειτουργίας των οπιοειδών υποδοχέων γίνεται 

ακόμη πιο πολύπλοκη καθώς η αποσύζευξη της Gα-GTP από τις Gβγ υπομονάδες 

δεν συμβαίνει κάθε φορά ή δεν είναι πάντα πλήρης. Έτσι, έχει βρεθεί ότι σε 

ορισμένες περιπτώσεις οι G υπομονάδες παραμένουν δεσμευμένες στην 

ετεροτριμερή τους μορφή ακόμη και μετά την ενεργοποίησή τους από τον υποδοχέα 

(Gales et al, 2006). 

1.5.1 G-πρωτεΐνες 

Οι G-πρωτεΐνες αποτελούνται από τρεις υπομονάδες τις α, β και γ και 

ταξινομούνται σε τέσσερις μεγάλες οικογένειες (Gαs,Gαi, Gαq/11, Gα12/13), ενώ ο 

διαχωρισμός αυτός βασίζεται στη νουκλεοτιδική ομολογία των 21 αναγνωρισμένων 

ανθρώπινων Gα που κωδικοποιούνται από 16 διαφορετικά γονίδια. Η Gα 

υπομονάδα αποτελείται από δύο διακριτές περιοχές, μία που αποτελείται από 

μεγάλο ποσοστό α-ελίκων και είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση του GTP και μία που 

φέρει μεγάλη ομολογία για την Ras GTPάση [ras-homology domain (RHD)]. Τα μέλη 

των Gαs ενεργοποιούν καθοδικούς τελεστές ενώ αντίθετα η Gαi αναστέλλει καθοδικά 

μόρια της σηματοδότησης των οπιοειδών υποδοχέων, αποτελώντας τη μεγαλύτερη 

και πιο ποικιλόμορφη υποοικογένεια, (Gαi1, Gαi2, Gαi3, Gαo, Gαt, Gαg and Gαz) η 

οποία εκφράζονται σε όλους τους ιστούς (Syrovatkina et al, 2016). Η τοξίνη του 

κοκίτη καταλύει την ADP-ριβοσυλίωση ενός συγκεκριμένου καταλοίπου κυστεΐνης 

στη θέση -4 από το καρβοξυτελικό άκρο της α υπομονάδας και με αυτό τον τρόπο 
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παρεμποδίζει την αλληλεπίδραση της G πρωτεΐνης με τον υποδοχέα και συνεπώς 

μπλοκάρει τα μονοπάτια καθοδικά του υποδοχέα (Sunyer et al, 1989). Ένας ιδιαίτερα 

σημαντικός ρόλος των Gαi/o-επαγόμενων σηματοδοτικών μονοπατιών είναι αυτός 

που διαδραματίζουν στη νευριτική ανάπτυξη μετά την ενεργοποίηση ορισμένων 

GPCRs. 

Gα υπομονάδες  

Τα μέλη της Gi/o οικογένειας περιλαμβάνουν τις Gαi1, Gαi2, Gαi3 και Gαο, οι 

οποίες αναστέλλουν την αδενυλική κυκλάση (AC). Επιπλέον, περιλαμβάνουν δύο 

ισομορφές της α υπομονάδας του αμφιβληστροειδούς, Gαt1 και Gαt2, την α 

υπομονάδα της γεύσης, Gαgust και την Gαz. Όλες οι ισομορφές, με εξαίρεση τη Gαz, 

μπορούν να αποσυζευχθούν μη αντιστρεπτά από τους υποδοχείς παρουσία της 

τοξίνης του κοκίτη (PTX) (Kaslow and Burns, 1992).  

Η Gs οικογένεια περιλαμβάνει την Gαs και την οσφρητική α υπομονάδα, Gαolf. Η 

σηματοδότηση γενικά των GPCRs μέσω Gs υπομονάδων έχει συνδεθεί με την 

ενεργοποίηση της AC και την παραγωγή κυκλικής μονοφωσφορικής αδενοσίνης 

(cAMP, cyclic adenosine monophosphate) (Cotton & Claing, 2009; Neves et al, 

2002). Η Gαs υπομονάδα ριβοσυλιώνεται από την ενεργοποιημένη Α-υπομονάδα της 

τοξίνης της χολέρας, καταλήγοντας στη συνεχή ενεργοποίηση της δραστηριότητας 

της αδενυλικής κυκλάσης (Milligan & Kostenis, 2006). 

Στην οικογένεια Gq περιέχονται οι Gαq, Gα11, Gα14, Gα15 και Gα16 πρωτεΐνες. Η 

ενεργοποίηση των Gq υπομονάδων οδηγεί στην ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης C 

(PLC) και στη μετατροπή της μεμβρανικής φωσφατίδυλο-ινοσιτόλης (PIP2) σε 

τριφωσφορική ινοσιτόλη (IP3) και διάκυλο-γλυκερόλη (DAG). Η πρόσδεση της IP3 

στους υποδοχείς της στο ενδοπλασματικό δίκτυο οδηγεί σε αύξηση της 

ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης ασβεστίου, ενός πολύ σημαντικού δευτερογενούς 

αγγελιοφόρου. Με τη σειρά της, η  DAG επάγει την ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής 

κινάσης C (PKC), η οποία φωσφορυλιώνει αρκετούς καταρροϊκούς τελεστές όπως 

την καλμοδουλίνη που ρυθμίζει την εξαρτώμενη από το ασβέστιο σηματοδότηση 

(Cotton & Claing, 2009; Neves et al, 2002). 

Η ενεργοποίηση των G12/13 υπομονάδων οδηγεί στην ενεργοποίηση των 

μικρών G πρωτεϊνών της Rho οικογένειας που προσδένουν GTP. Αυτές οι μικρές 

πρωτεΐνες με ενεργότητα τριφωσφατάσης της γουανοσίνης έχουν χαρακτηριστεί ως 

ρυθμιστές του κυτταροσκελετού της ακτίνης και αποτελούν «σταυροδρόμι» μεταξύ 

των σηματοδοτικών μονοπατιών των GPCRs και των κινασών τυροσίνης. 
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Oι Gα υπομονάδες δεν διαθέτουν κάποια περιοχή σύνδεσης με τη μεμβράνη, 

όλες τους συνδέονται με την πλασματική μεμβράνη (Casey et al, 1994). Οι Gαi και 

Gαo υπομονάδες τροποποιούνται μετά-μεταφραστικά με την προσθήκη του 

μυριστικού οξέος σε ένα αμινοτελικό κατάλοιπο γλυκίνης, και η τροποποίηση αυτή 

απαιτείται για τη σύνδεσή τους στη μεμβράνη. Όλες οι Gα υπομονάδες, με εξαίρεση 

την Gαt, υποβάλλονται επίσης σε παλμιτοϋλίωση ενός ή περισσότερων αμινοτελικών  

καταλοίπων κυστεΐνης, μία εξίσου σημαντική τροποποίηση για τον εντοπισμό τους 

στη μεμβράνη.  

Gβγ υπομονάδες  

Οι Gβ1-4 είναι οι πρώτες τέσσερις Gβ υπομονάδες που ανακαλύφθηκαν,  

έχουν μέγεθος περίπου 36 kDa και εμφανίζουν 78-88% αμινοξική ταυτότητα. Η Gβ5 

(40 kDa) διαφέρει δομικά από τις υπόλοιπες Gβ υπομονάδες, παρουσιάζοντας μόνο 

51-53% αμινοξική ταυτότητα με τις άλλες 4 ισομορφές. Οι Gβ1-4 είναι πανταχού 

παρούσες, σε αντίθεση με τη Gβ5, η οποία εκφράζεται μόνο στο κεντρικό νευρικό 

σύστημα. Οι Gβ υπομονάδες μοιράζονται μία κοινή τρισδιάστατη δομή με το 

αμινοτελικό τους άκρο να εμφανίζει coiled-coil δομή, στην οποία συνδέεται στενά η 

Gγ υπομονάδα (Smrcka et al, 2008).  

Οι Gγ υπομονάδες (7-8.5 kDa) διαφέρουν περισσότερο μεταξύ τους από ότι οι 

Gβ και μοιράζονται από 27% έως 76% αμινοξική ομολογία. Στην ετεροτριμερή 

κατάσταση, η Gβ υπομονάδα εφάπτεται τόσο με το αμινοτελικό άκρο, όσο και με 

εκτεταμένες θέσεις στην περιοχή GTP/GDP πρόσδεσης της Gα υπομονάδας. Η α-

ελικοειδής Gγ υπομονάδα είναι στενά ενσωματωμένη στην επιφάνεια της Gβ 

υπομονάδας και δεν έρχεται σε επαφή με τη Gα. Οι Gβγ υπομονάδες είναι 

πρωτεΐνες, οι οποίες προσδένονται στην πλασματική μεμβράνη μέσω μετά-

μεταφραστικών τροποποιήσεων. Tο ελεύθερο Gβγ σύμπλοκο έχει την ικανότητα να 

ρυθμίζει, εξίσου με τη Gα υπομονάδα, τη δράση διαφόρων τελεστών, όπως είναι η  

PLCβ, οι ΜΑΡKs, διάφορες ισομορφές της AC, κανάλια ιόντων και η ΡΙ3-κινάση, 

μεταξύ άλλων. Ταυτόχρονα, είναι σε θέση να αλληλεπιδρά με τους υποδοχείς, μέσω 

της καρβοξυτελικής περιοχής των β και γ υπομονάδων, και να προσδένεται στην 

κυτταρική μεμβράνη, λειτουργώντας ως ικρίωμα για τη δημιουργία συμπλόκων με 

άλλες πρωτεΐνες. Αξίζει να σημειωθεί ότι το Gβγ διμερές δεν έχει κάποια καταλυτική 

περιοχή και συνεπώς ρυθμίζει τη σηματοδότηση μέσω πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων (Smrcka et al, 2008). 
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Επιπλέον, οι Gβγ υπομονάδες αλληλεπιδρούν άμεσα με μια σειρά GPCRs, 

συμπεριλαμβανομένων των Μ2 και Μ3 μουσκαρινικών, των β-αδρενεργικών καθώς 

και των μ- και δ- οπιοειδών (Gales et al, 2006; Georgoussi et al, 2006). Οι Gβγ 

υπομονάδες συμμετέχουν επίσης στη στρατολόγηση των GRKs στους 

ενεργοποιημένους υποδοχείς.  

1.5.2 Ρυθμιστές των G-πρωτεϊνών (RGS πρωτεΐνες) 

Σε φυσιολογικές συνθήκες η υπομονάδα Gα λειτουργεί ως μοριακός 

διακόπτης μεταφοράς των εξωκυττάριων σημάτων από τους υποδοχείς στο 

εσωτερικό των κυττάρων. Η Gα υπομονάδα έχει τη δυνατότητα να μεταπίπτει με 

μεγάλη ταχύτητα στην ενεργή και ανενεργή κατάσταση μέσω της υδρόλυσης του 

GTP. Στις πρώτες μελέτες οι ερευνητές παρατήρησαν πως η απομονωμένη in vitro 

πρωτεΐνη Gα διαθέτει πολύ περιορισμένη ικανότητα υδρόλυσης του GTP 

συγκριτικά με αυτή που εμφανίζει στα κυτταρικά συστήματα. Η απάντηση σε αυτή 

την περίεργη παρατήρηση δόθηκε όταν νέα δεδομένα χαρακτήρισαν μια νέα 

οικογένεια κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών στα θηλαστικά, οι οποίες επιτάχυναν 

την δραστικότητα GTPασης των Ras and Ras-like μικρών G-πρωτεϊνών (Trahey et 

al. 1987) και αύξησαν την υδρόλυση του GTP και κατά συνέπεια επηρέασαν το 

χρόνο της σηματοδότησης οπότε και χαρακτηρίστηκαν ως GAPs (GTPase-

accelerating proteins). Οι αντίστοιχες πρωτεΐνες με GAP δραστικότητα για τις 

υπομονάδες Gα των θηλαστικών ανακαλύφθηκαν λίγο αργότερα και ονομάστηκαν 

Regulators of G protein signaling (RGS) (De Vries et al, 2000; Druey et al, 1996). 

Έχουν χαρακτηριστεί τουλάχιστον 20 και πλέον RGS πρωτεΐνες και 17 RGS-like 

πρωτεΐνες με πολυλειτουργικούς ρόλους στην κυτταρική σηματοδότηση (Ross & 

Wilkie, 2000; Willars, 2006).  

 Οι RGS πρωτεΐνες δρουν και ελέγχουν με πολλαπλούς τρόπους την GPCR 

σηματοδότηση συμβάλλοντας στη ρύθμιση και στον τερματισμό του ενδοκυττάριου 

μηνύματος μέσω των G-πρωτεϊνών. Εκτός από την ιδιότητα GTPάσης που 

διαθέτουν και επιταχύνουν το ρυθμό υδρόλυσης του GTP των ενεργοποιημένων Gα 

υπομονάδων αλληλεπιδρώντας άμεσα με αυτές, οι RGS σταθεροποιούν την 

ανενεργή Gα υπομονάδα που έχει προσδέσει το GDP εμποδίζοντας την 

απελευθέρωση του και τη δέσμευση μορίων GTP. 

Υπάρχουν πολυάριθμες μελέτες που δεικνύουν την άμεση επιρροή της 

RGS4 στη λειτουργία και τη σηματοδότηση διαφορετικών GPCRs όπως είναι οι 
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οπιοειδείς υποδοχείς, οι υποδοχείς της ακετυλοχολίνης και αυτοί της σεροτονίνης. 

Μελέτες in vitro με καθαρές χιμαιρικές πρωτεΐνες αλλά και πειραματικά δεδομένα σε 

κύτταρα ΗΕΚ293 απέδειξαν για πρώτη φορά την άμεση αλληλεπίδραση της RGS4 

με τον μ- δ- και κ-OR. In vitro μελέτες απέδειξαν την άμεση αλληλεπίδραση του 

καρβοξυτελικού άκρου (συντηρημένο τμήμα) του μ-OR με την RGS4 μόνο παρουσία 

αγωνιστή. Eπιπρόσθετα πειράματα έχουν δείξει πως η RGS4 καθοδηγεί τον μ-OR 

να αλληλεπιδρά επιλεκτικά με τις Gαi1-3, Gαi2, Gαo μόνο στην ενεργοποιημένη του 

κατάσταση. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές μεταξύ της RGS4 και του μ-OR φαίνεται πως 

δεν επηρεάζουν την ικανότητα πρόσδεσης του αγωνιστή DAMGO ενώ αντίθετα 

αναστέλλουν τη μειωμένη παραγωγή cAMP που επάγεται από τον μ-OR καθώς 

μειώνουν και τα επίπεδα των φωσφορυλιωμένων ERK μετά την ενεργοποίηση του 

μ-OR με τον ειδικό αγωνιστή DAMGO (Leontiadis et al. 2009). Η αλληλεπίδραση της 

RGS4 με τους τρεις τύπους οπιοειδών υποδοχέων φαίνεται πως επηρεάζει 

διαφορετικά τη σηματοδότηση τους. Για τον δ-OR, προσδιοριστήκαν οι ακριβείς 

θέσεις αλληλεπίδρασης του υποδοχέα με την RGS4. Συγκεκριμένα, η 3η 

ενδοκυτταρική θηλιά και το καρβοξυτελικό άκρο του υποδοχέα μπορεί να 

αλληλεπτιδράσει με το αμινοτελικό άκρο της RGS4 (Leontiadis et al. 2009). 

Συγκεκριμένα,  το πεπτίδιο των 12 αμινοξέων της VIII έλικας που ανήκει στο 

καρβοξυτελικό άκρο του δ-OR μπορεί να αλληλεπιδράσει με τα πρώτα 17 αμινοξέα 

του αμινοτελικού άκρου της RGS4. Επιπλέον, μελέτες προσομοίωσης μοριακής 

δυναμικής έχουν παρουσιάσει, δυνητικά, τον τρόπο με τον οποίο διαμορφώνεται 

στον χώρο το ετεροτριμερές σύμπλοκο δ-OR/RGS4/Gαi (Eικόνα 4) (Karoussiotis et 

al, 2020). Έχει δειχθεί επιπλέον ότι η έκφραση της RGS4 μειώνει τα επίπεδα των 

φωσφορυλιωμένων MAPK κινασών (ERK1/2) μετά την ενεργοποίηση του δ-OR με 

DSLET ενώ αντίθετα η RGS4 δεν επηρεάζει σε μεγάλο βαθμό την αναστολή του 

cAMP μετά από χορήγηση DPDPE (Leontiadis et al. 2009).  

Η δράση της RGS4 στη σηματοδότηση του κ-οπιοειδούς υποδοχέα 

προσδιορίστηκε σε μία σειρά πειραμάτων σε κύτταρα ΗΕΚ293 που υπερεκφράζουν 

σταθερά τον κ-ΟR. In vitro pull down μελέτες προσδιόρισαν την άμεση 

αλληλεπίδραση της RGS4 με τον κ-OR με υπεύθυνη περιοχή το αμινοτελικό άκρο 

της RGS4 και το καρβοξυτελικό άκρο του κ-OR. Επιπρόσθετες μελέτες έδειξαν την 

ικανότητα της RGS4 να καθοδηγεί τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ του κ-OR με 

συγκεκριμένες Gα υπομονάδες όπως με τις Gαi2 και Gαo ενώ με την Gαi1-3, δεν 

παρατηρείται καμία αλληλεπίδραση με την RGS4. Το λειτουργικό αποτέλεσμα των 
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παραπάνω αλληλεπιδράσεων φαίνεται από τη μειωμένη αναστολή του cAMP και των 

μειωμένων επιπέδων φωσφορυλιωμένης ERK που μεσολαβείται μετά την 

ενεργοποίηση του κ-OR (Papakonstantinou et al. 2015).  

Εκτός από τους οπιοειδείς υποδοχείς άλλες μελέτες απέδειξαν ότι η RGS4 

μπορεί να αλληλεπιδράσει μέσω του αμινοτελικού της άκρου με την τρίτη 

ενδοκυτταρική θηλιά των υποδοχέων ντοπαμίνης D2 και D3 με λειτουργική απόρροια 

τη μείωση της αναστολής του παραγόμενου cAMP (Min et al. 2012). Παλαιότερες 

μελέτες έδειξαν πως η RGS4 προσδένεται στους υποδοχείς ακετυλοχολίνης 

ρυθμίζοντας αρνητικά τη μεταγωγή σήματος μέσω της PLCβ αλλά και τη μεταφορά 

των ιόντων Ca2+ στα κανάλια Cl- που ελέγχονται από το ασβέστιο (Xu et al. 1999). 

Πειράματα συν-ανοσοκατακρήμνισης έδειξαν ότι η RGS4 αλληλεπιδρά ενδογενώς 

στο ραβδωτό σώμα, με τους μεταβολοτροπικούς υποδοχείς mGluR5 αλλά και με 

άλλες πρωτεΐνες που σχετίζονται με τον mGluR5 όπως οι υπομονάδες Gα(q/11), η 

φωσφολιπάση C-β1 ρυθμίζοντας τη συναπτική πλαστικότητα (Schwendt et al. 2007) 

Παρά το γεγονός ότι δεν υπάρχει άμεση αλληλεπίδραση της RGS4 με τους 

υποδοχείς σεροτονίνης, πειραματικά δεδομένα έχουν δείξει η RGS4 μειώνει τη 

σηματοδότηση των υποδοχέων 5-HT1A μέσω των Gαi υπομονάδων και επηρεάζει το 

παραγόμενο cAMP (Beyer et al. 2004). 

Επιπλέον, οι RGS πρωτεΐνες ρυθμίζουν τη σηματοδότηση και σε επίπεδο 

τελεστών, καθώς ανταγωνίζονται για τις θέσεις δέσμευσης στις ενεργοποιημένες Gα 

υπομονάδες τερματίζοντας τη μεταγωγή σήματος Εκτός από τη σηματοδότηση των 

Gα υπομονάδων οι RGS πρωτεΐνες ρυθμίζουν επίσης και τη σηματοδότηση των 

Gβγ υπομονάδων καθώς μεταβάλλουν τον αριθμό των ελεύθερων Gβγ 

υπομονάδων που μπορούν να αλληλεπιδράσουν με τους τελεστές. Με αυτό τον 

τρόπο αυξάνεται η ικανότητα δέσμευσης των ανενεργών Gα με τις Gβγ υπομονάδες 

ενισχύοντας τον επανασχηματισμό του τριμερούς συμπλόκου Gαβγ και την 

μετάπτωση στην ανενεργή κατάσταση (De Vries et al. 2000). Ένα εναλλακτικό 

μοντέλο δράσης των RGS πρωτεϊνών στον κύκλο ενεργοποίησης των G-πρωτεϊνών 

είναι αυτό της ενισχυμένης κινητικής του τριμερούς συμπλόκου αγωνιστή/GPCR/G-

πρωτεϊνών μέσω της άμεσης αλληλεπίδρασης των RGS με τις Gα υπομονάδες 

(Benians, 2015). 
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Εικόνα 4: Μοντέλο του τριμερούς συμπλόκου δ-OR, RGS4 και Gα όπως προέκυψε από 
προσομοιώσεις μοριακής δυναμικής. Aλληλεπίδραση της RGS4 και Gαi μέσω του RGS-box 
και πρόσδεση του αμινοτελικού άκρου της RGS4 και του καρβοξυτελικού άκρου του δ-OR. 
(PDB ID: 1AGR, orange transparent), αμινοτελικό άκρο της RGS4 (pink transparent), δομή 
του ενεργοποιημένου δ-OR (cyan transparent) και κρυσταλλογραφική δομή της 
ενεργοποιημένης Gαi (PDB ID: 2OED, grey transparent) (Karoussiotis et al., 2020). 

1.5.3 Σηματοδότηση των οπιοειδών υποδοχέων ανεξάρτητα από τις G 

πρωτεΐνες  

Πληθώρα βιοχημικών και κυτταρικών μελετών έχουν αποδείξει ότι οι GPCRs 

έχουν την δυνατότητα να μετάγουν το σήμα τους ανεξάρτητα από τις G πρωτεΐνες 

(Rajagopal et al, 2005). Ωστόσο οι δύο τύποι σηματοδότησης, είτε ανεξάρτητης είτε 

εξαρτώμενης από τις G πρωτεΐνες, μέσω του ίδιου υποδοχέα δεν αποκλείουν ο ένας 

τον άλλο. Παράδειγμα αποτελεί ο β2AR, ο οποίος μεταβαίνει από τη μεσολαβούμενη 
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μέσω των G πρωτεϊνών στην ανεξάρτητη από τις G πρωτεΐνες ενεργοποίηση των 

ERK ανάλογα με τη συγκέντρωση του αγωνιστή. Σε χαμηλές συγκεντρώσεις 

αγωνιστή, ο β2AR μετάγει το σήμα μέσω των G πρωτεϊνών. Αντίθετα, σε υψηλές 

συγκεντρώσεις αγωνιστή, ο β2AR αλληλεπιδρά άμεσα με τη Src κινάση, η 

ενεργοποίηση της οποίας επάγει το ERK/MAPK μονοπάτι ανεξάρτητα των G 

πρωτεϊνών (Sun et al, 2007). Ένα άλλο παράδειγμα αποτελέι η ενεργοποίηση των 

ΕRK1/2 κινασών από το κ-οπιοιειδή υποδοχέα. H οξέια χορήγηση του ειδικού για τον 

κ-OR αγωνιστή U50,488H για 15 λεπτά οδηγεί στην φωσφορυλίωση των ERK1/2 

κινασών μέσω των G πρωτεϊνών ενώ η παρατεταμένη χορήγηση του αγωνιστή 

(μερικές ώρες) οδηγεί στην ενεργοποίηση των κινασών μέσω ‘’συνεργαστικής 

δράσης’’ των G πρωτεϊνών και μιας άλλης οικογένειας αλληλεπιδρώσων πρωτεϊνών 

τις αρρεστίνες (Gesty-Palmer et al. 2006, McLennan et al. 2008). Συνεπώς, γίνεται 

σαφές ότι υπάρχουν πολλά μονοπάτια ενδοκυτταρικής μεταγωγής σήματος, τα οποία 

δεν εξαρτώνται από τις G πρωτεΐνες, αλλά μπορούν να επηρεάσουν τη δραστικότητα 

πολλών κλασικών τελεστών, ενισχύοντας την πολυπλοκότητα των GPCR 

σηματοδοτικών μηχανισμών (Woehler & Ponimaskin, 2009). 

Επιπλέον, η απευαισθητοποίηση των GPCRs και κατ’ επέκταση των οπιοειδών 

υποδοχέων δεν εξαρτάται από τις G πρωτεΐνες καθώς οι GRKs φωσφορυλιώνουν 

αμινοξικά κατάλοιπα σερίνης ή θρεονίνης στις κυτταροπλασματικές θηλιές και τα 

καρβοξυτελικά άκρα των ενεργοποιημένων GPCRs και οι φωσφορυλιώσεις αυτές 

καταλήγουν στην πρόσδεση των αρρεστινών και στην απευαισθητοποίηση των 

υποδοχέων η οποία ακολουθείται από την ενδοκυττάρωσή τους (Shenoy & 

Lefkowitz, 2005). Εκτός από τις G πρωτεΐνες, οι οπιοιειδείς υποδοχείς 

αλληλεπιδρούν με έναν μεγάλο αριθμό πρωτεϊνών με τις οποίες οι GPCRs 

σχηματίζουν λειτουργικά σύμπλοκα (Bockaert et al, 2004; Bockaert et al, 2010). Οι 

αλληλεπιδρώσες αυτές πρωτεΐνες ρυθμίζουν την κυκλοφορία, τον υποκυτταρικό 

εντοπισμό, την κινητική και την ισχύ της σηματοδότησης των οπιοειδών υποδοχέων 

και εν γένει των GPCRs (Ritter & Hall, 2009). Oλες αυτές οι αλληλεπιδράσεις γίνονται 

ακόμη πιο πολύπλοκες από το γεγονός ότι λαμβάνει χώρα α) ο διμερισμός ή ο 

ολιγομερισμός των GPCRs (Milligan & McGrath, 2009), και β) εντοπισμός των 

GPCRs σε συγκεκριμένα διαμερίσματα της μεμβράνης (Insel et al, 2005). Οι 

αλληλεπιδράσεις αυτές μεταξύ ίδιων ή διαφορετικών υποδοχέων φαίνεται ότι 

παράγουν νέες σηματοδοτικές οντότητες, οι οποίες εμφανίζουν διαφορετικό 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3671863/#R33
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3671863/#R68
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φαρμακολογικό προφίλ και διαφορετικές επιδράσεις από τους αντίστοιχους 

μονομερείς υποδοχείς (Fuxe & Kenakin, 2010; Milligan & McGrath, 2009).   

1.5.4 Η μεταγωγή της πληροφορίας ενός GPCR υποδοχέα εξαρτάται 

από το είδος του προσδέτη («biased agonism») 

Η πρόσδεση ενός αγωνιστή σε έναν GPCR κατά πλειοψηφία οδηγεί στην 

ενεργοποίηση πολλαπλών καθοδικών μορίων τελεστών ή σηματοδοτικών 

μονοπατιών με διαφορετική ένταση ή και με διαφορετικό  μοτίβο ενεργοποιημένων 

τελεστών. Το γεγονός αυτό φαίνεται ότι σχετίζεται με το γεγονός ότι πολλοί GPCRs 

συζεύγνυνται με περισσότερες από μία G πρωτεΐνες, οι οποίες με τη σειρά τους 

ενεργοποιούν πολλαπλά σηματοδοτικά μονοπάτια, μεσολαβούμενα ή μη από τις G 

πρωτεΐνες (Rajagopal et al, 2010). Έτσι, κάποιος θα υπέθετε ότι οι GPCRs και κατ’ 

επέκταση οι οπιοειδείς υποδοχείς παρουσιάζουν απλώς δύο εκδοχές των 

διαμορφώσεων τους την ενεργή (‘on’) και την ανενεργήν (‘off’). Επομένως οι 

προσδέτες τους χωρίζονται σε δύο μεγάλες κατηγορίες, αυτούς που ενεργοποιούν 

τον υποδοχέα (αγωνιστές) ή παρεμποδίζουν την ενεργοποίησή του (ανταγωνιστές). 

Ωστόσο τα δεδομένα δείχνουν να είναι διαφορετικά  καθώς φαίνεται ότι κάθε 

προσδέτης μπορεί να σταθεροποιεί μια συγκεκριμένη ενεργή διαμόρφωση ενός 

υποδοχέα, από τις πολλές που μπορεί να υιοθετήσει, επιτυγχάνοντας την επιλογή 

μιας συγκεκριμένης πορείας μεταγωγής του σήματος, αντί μιας διαφορετικής (Pineyro 

& Archer-Lahlou, 2007).Συμπεραίνεται λοιπόν, ότι ορισμένοι προσδέτες εμφανίζουν 

συγκριτικά διαφορετική λειτουργική επίδραση στην ενεργοποίηση διαφορετικών 

σηματοδοτικών μονοπατιών, επάγοντας ή/και σταθεροποιώντας συγκεκριμένες 

διαμορφώσεις του υποδοχέα, οι οποίες μπορούν να αλληλεπιδράσουν α) μόνο με 

ορισμένες G πρωτεΐνες και όχι άλλες, ή β) με ορισμένους τελεστές, με αποτέλεσμα 

να παράγουν διαφορετικές κυτταρικές αποκρίσεις (Εικόνα 5) (Galandrin et al, 2007). 

Το φαινόμενο αυτό ορίζεται ως «λειτουργική επιλεκτικότητα» (‘functional selectivity’ 

or ‘biased agonism’), ή «σηματοδότηση κατευθυνόμενη από τον αγωνιστή» (‘agonist-

directed trafficking of signaling’), μεταξύ άλλων (Pineyro, 2009; Smith et al, 2011). 

Επιπλέον, οι διαφορετικοί αγωνιστές, εκτός από την αλλαγή διαμόρφωσης στο 

επίπεδο του υποδοχέα, μπορούν να μεταβάλλουν την αλληλεπίδραση του υποδοχέα 

με το ετεροτριμερές Gαβγ (Audet & Bouvier, 2008). Έτσι, λοιπόν, καταλήγουμε να 

θεωρούμε ότι συγκεκριμένες διαμορφώσεις του υποδοχέα ευνοούν περισσότερο ή 

λιγότερο την πρόσδεση συγκεκριμένων G πρωτεϊνών στον εκάστοτε υποδοχέα.  
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To φαινόμενο αυτό παρατηρείται και στην περίπτωση του κ-OR. O προσδέτης 

του κ-OR, U50,488H, αποτελεί μια πολλά υποσχόμενη θεραπευτική αγωγή για τον 

πόνο και τη φαγούρα χωρίς να προκαλεί τις ανεπιθύμητες ενέργειες της καταστολής 

και της δυσφορίας. Ο συγκεκριμένος αγωνιστής του κ-OR (unbiased agonism) 

προκαλεί τη σύζευξη και ενεργοποίηση τόσο της G πρωτεΐνης όσο και της β-

αρρεστίνης. Ως αποτέλεσμα, αν και καταστέλλει αποτελεσματικά τις αισθήσεις πόνου 

και κνησμού μέσω της εξαρτώμενης από την G πρωτεΐνη οδού σηματοδότησης, 

οδηγεί επίσης σε δυσφορία και καταστολή, ενδεχομένως μέσω των εξαρτώμενων 

από την β-αρρεστίνη. Πρόσφατα ανακαλύφθηκε ότι ένας αγωνιστής με την ονομασία 

Triazole 1.1, ενεργοποιεί εκλεκτικά την πρωτεΐνη Gαi έναντι της β-αρρεστίνης. Σε 

ζωικά μοντέλα ποντικιών και αρουραίων, το Triazole 1.1 διατήρησε τις αναλγητικές 

ιδιότητες του και την καταστολή της φαγούρας ωστόσο δεν οδήγησε σε ηρεμιστικές 

και δυσφορικές αποκρίσεις. Τα αποτελέσματα αυτά ενισχύουν την ιδέα ότι αγωνιστές 

του κ-OR μπορούν να ενεργοποιούν επιλεκτικά καθοδικά μονοπάτια σηματοδότησης 

in vivo και επιπλέον μπορούν να αποτελέσουν μοντέλο σχεδιασμού αναλγητικών 

φαρμάκων χωρίς την εμφάνιση κοινών ανεπιθύμητων ενεργειών. Οι ανεπιθύμητες 

παρενέργειες της δυσφορίας και της καταστολής αποδίδονται, εν μέρει, στην 

ικανότητα των αγωνιστών του κ-OR να μειώνουν την εξωκυτταρική συγκέντρωση 

ντοπαμίνης στις ντοπαμινεργικές νευρικές απολήξεις. Όπως αναμενόταν το 

U50,488H μείωσε σημαντικά την κινητική δραστηριότητα των ποντικών με 

δοσοεξαρτώμενο τρόπο ενώ το Triazole 1.1 δεν μετέβαλε σημαντικά την κινητική 

απόκριση. Είναι ενδιαφέρον ότι αυτή η απουσία ηρεμιστικής επίδρασης του Triazole 

1.1 προκύπτει από την αδυναμία του να μειώσει την απελευθέρωση ντοπαμίνης στο 

ραβδωτό σώμα των ποντικών, μη επηρεάζοντας έτσι αρνητικά τη ντοπαμινεργική 

μετάδοση. Τα αποτελέσματα αυτά τεκμηριώνουν άμεσα την ικανότητα του αγωνιστή 

Triazole 1.1 να διαχωρίζει φυσιολογικά τα σηματοδοτικά μονοπάτια που σχετίζονται 

με την καταστολή της φαγούρας από τα ηρεμιστικά και δυσφορικά συμπτώματα, 

ενεργοποιώντας κατά προτίμηση την Gαi έναντι των β-αρρεστινών ύστερα από την 

ενεργοποίηση του κ-OR. Ο αγωνιστής του μ-OR, TRV130, ενεργοποιεί εκλεκτικά την 

Gαi και βρίσκεται σε κλινική δοκιμή φάσης ΙΙΙ για τη διαχείριση του μέτριου έως 

σοβαρού οξέος πόνου. Ο αγωνιστης TRV130 παρουσιάζει επίσης επιλεκτική σύζευξη 

και ενεργοποίηση του Gαi έναντι των β-αρρεστινών. Σε σύγκριση με τη μορφίνη, ο 

TRV130 εμφανίζει μειωμένες ανεπιθύμητες ενέργειες, όπως αναπνευστική 

καταστολή και γαστρεντερική δυσλειτουργία, σε ζωικά μοντέλα, διατηρώντας 
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παράλληλα τα επιθυμητά αναλγητικά αποτελέσματα παρόμοια με εκείνα της 

μορφίνης.  

Η ιδιότητα της «επιλεκτικής κατευθυνόμενης σηματοδότησης» έχει δειχθεί, εκτός 

των άλλων, για τους υποδοχείς 5-HT2A και 5-HT2B της σεροτονίνης (Cussac et al, 

2008), τον CB1 κανναβινοειδή υποδοχέα (Georgieva et al, 2008), τον β2-αδρενεργικό  

και επίσης για τους οπιοειδείς υποδοχείς (Pineyro, 2009; Pineyro & Archer-Lahlou, 

2007) και αποτελεί πλέον ένα νέο πεδίο της φαρμακολογίας, το οποίο αναθεωρεί την 

μέχρι σήμερα κρατούσα άποψη ότι η ενεργοποίηση ενός GPCR επάγει μόνο ένα 

κυτταρικό μονοπάτι και μια ορισμένη βιολογική απόκριση. Αντίθετα, είναι πλέον 

αποδεκτό ότι η φύση του εκάστοτε αγωνιστή καθορίζει την πορεία μεταγωγής του 

σήματος από τον υποδοχέα στα καθοδικά σηματοδοτικά μόρια.  

Εικόνα 5: Σχηματική απεικόνιση της εξαρτώμενης από τον προσδέτη κυτταρικής 
σηματοδότησης ενός οπιοειδούς υποδοχέα. Ο ισορροπημένος προσδέτης ενεργοποιεί εξίσου 
δύο διαφορετικά σηματοδοτικά μονοπάτια σε αντίθεση με εκείνους που ρυθμίζουν διαφορικά 
του καθοδικούς τελεστές της οπιούχας δράσης. 

1.6 O ρόλος των οπιοειδών υποδοχέων στο νευρικό σύστημα 

1.6.1 Ο ρόλος του μ-OR στο νευρικό σύστημα 

 Ο µ-οπιοειδής υποδοχέας (µ-OR) ήταν ο πρώτος του οποίου η δοµή 

λύθηκε κρυσταλλογραφικά (Manglik et al, 2012). Οι διαφορές μεταξύ των 

παραλλαγών του γονιδίου OPRM1 συσχετίζονται σε μεγάλο βαθμό με τις αλλαγές 

στις απαιτήσεις δοσολογίας για ορισμένα εξωγενή οπιοειδή. Το πιο κοινό SNP στο 

γονίδιο OPRM1 είναι η υποκατάσταση A/G (rs 1799971) στο εξώνιο 1, που προκαλεί 

αλλαγή στην αλληλουχία αμινοξέων της πρωτεΐνης μ-OR (Asn→Asp, N40D). Αυτό το 

SNP ενισχύει τη συγγένεια δέσμευσης της β-ενδορφίνης στο μ-OR, η οποία προκαλεί 

αυξημένη ισχύ στον υποδοχέα. O µ-OR εντοπίζεται σε όλο το κεντρικό νευρικό 

σύστηµα σε περιοχές που εµπλέκονται στην αισθητική και κινητική λειτουργία 

συµπεριλαµβανοµένων και περιοχών που ευθύνονται για την αντίληψη, την 

επεξεργασία πληροφοριών, την µακράς διάρκειας µνήµη, την όσφρηση και την 
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επεξεργασία των συναισθηµάτων όπως το µεταιχµιακό σύστηµα. Βρίσκονται κυρίως 

στο εγκεφαλικό στέλεχος και στον έσω θάλαμο, αλλά εκφράζονται επίσης και σε 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος (Mansour et al, 1995). Το mRNA του µ-OR 

ανιχνεύεται στους οσφρητικούς βολβούς, στον ιππόκαµπο, στην οδοντωτή έλικα, 

στην αµυγδαλή, στον βασικό πυρήνα της τελικής ταινίας, σε περιοχές του ραβδωτού 

σώµατος, στην υποµεσολόβια περιοχή, στον επικλινή πυρήνα, στην ωχρά σφαίρα 

και στον πυρήνα του διαφράγµατος. Επίσης υψηλά επίπεδα του mRNA του µ-OR 

υπάρχουν σε αρκετούς θαλαµικούς πυρήνες και στον έσω προοπτικό πυρήνα του 

υποθαλάµου αλλά επίσης και στην κεντρική φαιά ουσία. O µ-OR εντοπίζεται 

µετασυναπτικά ωστόσο, υπάρχουν ορισµένες περιπτώσεις συνεντοπισµού µε τον 

παράγοντα Tau και την συναπτοφυσίνη, τα οποία είναι δείκτες για νευράξονες 

(Arvidsson et al, 1995). 

Οι υποδοχείς αυτοί αντιπροσωπεύουν τους κύριους μοριακούς στόχους της 

μορφίνης in vivo και μεσολαβούν στις ευεργετικές αλλά και στις αρνητικές επιπτώσεις 

των ευρέως χρησιμοποιούμενων οπιοειδών αναλόγων (Matthes et al, 1996). Είναι 

υπεύθυνοι για φαινόμενα όπως η αναλγησία, η αναπνευστική καταστολή, η ευφορία, 

η μειωμένη κινητικότητα του γαστρεντερικού σωλήνα και φυσικά η εξάρτηση. Ο 

προσυναπτικός εντοπισµός του µ-OR στους πρωτογενείς προσαγωγούς νευρώνες 

του ραχιαίου κέρατος του νωτιαίου µυελού, οι οποίοι αναστέλλουν την αποδέσµευση 

γλουταµινικού, δίνει στον µ-OR ρυθµιστικό ρόλο στη µετάδοση των αισθητικών 

ερεθισµάτων από τις ίνες C (µικρής διαµέτρου ίνες χωρίς µυελίνη) για τη µετάδοση 

απαλών µηχανικών, θερµικών και χηµικών ερεθισµάτων όπως φαγούρα και αβλαβής 

θερµότητα και τις ίνες Αδ (διάµεσης διαµέτρου ίνες µε µυελίνη) για τη µετάδοση 

ισχυρότερων αισθήσεων από µηχανικά, θερµικά και χηµικά ερεθισµάτα όπως 

υψηλότερη θερµότητα και πόνος.  

 Η κεντρική φαιά ουσία (ΚΦΟ: periaqueductal grey) είναι µια περιοχή του 

µεσεγκεφάλου που εµπλέκεται στον κεντρικό έλεγχο της µεταβίβασης του πόνου. Η 

εκροή ερεθισµάτων από την ΚΦΟ µεταβιβάζεται στον νωτιαίο µυελό όπου δρα 

αναστέλλοντας την µετάδοση των ερεθισµάτων πόνου από τις προσαγωγές ίνες και 

είναι στο σύνολό της γνωστή ως κατιούσα ανασταλτική οδός ελέγχου. Στην ΚΦΟ ο µ-

OR εκφράζεται σε μεγάλη συγκέντρωση και η αναλγησία που προκαλούν κάποια 

οπιοειδή έχει προταθεί ότι προκαλείται από την αποµάκρυνση του κατασταλτικού 

τόνου του γ-αµινοβουτυρικού οξέος (GABA) σε αυτή την περιοχή του εγκεφάλου. Το 
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GABA είναι ο κύριος κατασταλτικός διαβιβαστής στον εγκέφαλο και δρα µειώνοντας ή 

αποτρέποντας την εκροή αναλγητικών νευροδιαβιβαστών από την ΚΦΟ.  

Η καταστολή του αναπνευστικού συστήµατος µέσω της µείωσης της 

ευαισθησίας των χηµειοϋποδοχέων σε υπερκαπνία και η µείωση των εκκρίσεων και 

των περισταλτικών κινήσεων του γαστρεντερικού σωλήνα µε συνεπακόλουθη 

δυσκοιλιότητα συγκαταλέγονται στις σηµαντικές παρενέργειες που σχετίζονται µε 

τους αγωνιστές του µ-OR. Οι κύριες αναλγητικές επιδράσεις του µ-OR και των 

αγωνιστών του προκαλούνται από την ενεργοποίηση των υποδοχέων που 

βρίσκονται στο κεντρικό νευρικό σύστημα, ενώ ο αριθµός των συνηθισµένων 

παρενεργειών του ρυθµίζεται από την ενεργοποίηση των υποδοχέων που 

εντοπίζονται περιφερικά. Παρατεταμένη έκθεση του μ-OR σε διάφορους αγωνιστές, 

οδηγεί στη φωσφορυλίωσή του από τις κινάσες των GPCRs (GRKs) με επακόλουθη 

δέσμευση των αρρεστινών στον υποδοχέα. Μετά τη σύζευξή του με τις β-αρρεστίνες 

ο μ-OR κατευθύνεται στα ενδοσώματα, όπου αποφωσφορυλιώνεται και στη συνέχεια 

ανακυκλώνεται, επανερχόμενος «ευαισθητοποιημένος» στην πλασματική μεμβράνη, 

έτοιμος για έναν νέο κύκλο ενεργοποίησης (Corbett et al, 2006). Ο μ-OR, ο οποίος, 

σε αντίθεση με τον δ-OR, εντοπίζεται κυρίως στην πλασματική μεμβράνη, 

χαρακτηρίζεται ως ένας ταχέως ανακυκλούμενος υποδοχέας (Wang et al, 2018). O 

ενεργοποιημένος με το αλκαλοειδές μορφίνη μ-OR εμφανίζει μοναδικά 

χαρακτηριστικά, καθώς δεν φωσφορυλιώνεται από τις GRKs και ούτε στρατολογεί 

αποτελεσματικά τις αρρεστίνες, παρότι βρίσκεται σε ενεργή διαμόρφωση. Επιπλέον, 

η μορφίνη αδυνατεί να προάγει την ενδοκυττάρωση του μ-OR, τόσο σε κυτταρικές 

καλλιέργειες, όσο και στους νευρώνες, σε αντίθεση με τους ενδογενείς πεπτιδικούς 

προσδέτες και τα περισσότερα εξωγενώς χορηγούμενα οπιοειδή φάρμακα (Waldhoer 

et al, 2004).  

Μελέτες σε διαγονιδιακά knockout (KO) ποντίκια για τον µ-OR έδειξαν ότι 

αυτά εµφάνιζαν αυξηµένη ευαισθησία σε θερµικό αλλά όχι σε µηχανικό πόνο 

καταδεικνύοντας ότι η αναλγητική δράση του µ-OR είναι διαφορετική και εξαρτάται 

από το είδος του ερεθίσµατος. Καµία από τις προβλεπόµενες επιδράσεις ή 

παρενέργειες της µορφίνης δεν παρατηρήθηκαν σε ποντίκια που στερούνται τον µ-

OR. Τα διαγονιδιακά αυτά KO μοντέλα δεν εµφάνιζαν αναλγησία ή αλλαγή στον τόνο 

του αναπνευστικού συστήµατος µετά τη χορήγηση µορφίνης ή άλλων εξωγενώς 

χορηγούµενων οπιοειδών αγωνιστών (Mogil & Grisel, 1998). Τα δεδοµένα από τα 

KO ποντίκια για τον µ-OR καταδεικνύουν ότι αυτός ο υποδοχέας κατέχει έναν 
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θεµελιώδη ρόλο στην επεξεργασία του αισθήµατος ανταµοιβής τόσο από φυσικά 

ερεθίσµατα όσο και από την κατάχρηση ουσιών. Η ισχυρή του αυτή επίδραση 

συµβάλλει στην χρήση ναρκωτικών και διευκολύνει την έναρξη των εθιστικών 

συµπεριφορών. Το ισχυρό αίσθηµα επιβράβευσης των µ-OR αγωνιστών πιθανόν 

συµβάλλει στην αναφερόµενη επιτυχία της οπιοειδούς θεραπείας ενάντια στην 

κατάθλιψη (Tenore, 2008). Σε αντίθεση µε τα παραπάνω, δύο ερευνητικές οµάδες 

ανέφεραν µείωση στις αγχώδεις και καταθλιπτικές συµπεριφορές σε ποντικούς µε 

ανεπάρκεια σε µ-OR, υποδεικνύοντας το παράδοξο ο µ-OR να έχει και κατευναστικό 

ρόλο στη ρύθµιση συναισθηµατικών αντιδράσεων (Yoo et al, 2004), δείχνοντας ότι η 

εµπλοκή του υποδοχέα αυτού σε µηχανισµούς ελέγχου της διάθεσης µπορεί να είναι 

πιο περίπλοκη από ό, τι αναµενόταν προηγουµένως (Lutz & Kieffer, 2013).  

 

1.6.2 Ο ρόλος του δ-OR στο νευρικό σύστημα 

 Ο δ-οπιοειδής υποδοχέας του ποντικού ήταν ο πρώτος οπιοειδής υποδοχέας 

που κλωνοποιήθηκε (Evans et al, 1992; Kieffer et al, 1992). O δ-οπιοειδής 

υποδοχέας αποτελείται από 372 αμινοξέα. Ο απλός νουκλεοτιδικός πολυμορφισμός 

A/G (rs569356) αποδείχθηκε ότι αυξάνει την έκφραση του γονιδίου OPRD1 με 

αποτέλεσμα την αυξημένη ανταμοιβή σε περιπτώσεις κατάχρησης ναρκωτικών 

ουσίων. Εκτός από τις θέσεις φωσφορυλίωσης που διαθέτουν οι δ-ORς στο 

καρβοξυτελικό άκρο τους ώστε να σηματοδοτούν την ενδοκυττάρωση τους (Zhao et 

al, 1997), διαθέτουν επιπλέον θέσεις μετά-μεταφραστικών τροποποιήσεων όπως δύο 

θέσεις γλυκοζυλίωσης στο αμινοτελικό άκρο που συμβάλουν στην αναδίπλωση του 

υποδοχέα και στην έξοδο του από το ενδοπλασματικό δίκτυo.  

 Στα θηλαστικά, in vivo φαρμακολογικές μελέτες έχουν προτείνει την ύπαρξη 

δύο υποτύπων του υποδοχέα, των δ1 και δ2 (Vanderah et al, 1994).Ο δ1-υποδοχέας 

θεωρείται ότι ενεργοποιείται από τα πεπτίδια DPDPE, DADLE και μπλοκάρεται από 

την [Ala2, Leu5, Cys6]εγκεφαλίνη. Ο δ2-υποδοχέας έχει προταθεί ότι ενεργοποιείται 

από τη δελτορφίνη ΙΙ (deltorphin II) και το πεπτίδιο DSLET και η δράση του 

παρεμποδίζεται παρουσία της ναλτρινδόλης.  

Ο δ-OR φωσφορυλιώνεται, μετά την ενεργοποίηση του, από τις GRKs στις 

θέσεις Ser 363 και Thr 358 (Guo et al, 2000), αλλά μπορεί επίσης να φωσφορυλιωθεί  

και από την πρωτεϊνική κινάση C στη θέση Ser 344 (Xiang et al, 2001) και τη Src 

τυροσινική κινάση στη θέση Tyr 318 (Kramer et al, 2000). Η φωσφορυλίωση του δ-

OR οδηγεί στη στρατολόγηση των β-αρρεστινών, με αποτέλεσμα την εσωτερίκευση 
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του υποδοχέα (Zhang et al, 2008). Ο ρυθμός της επαγόμενης από τον αγωνιστή 

εσωτερίκευσης του δ-OR φαίνεται να είναι ταχύτερος από ότι των μ- και κ-οπιοειδών 

υποδοχέων. Μετά την εσωτερίκευση, ο δ-OR υπόκειται σε σημαντική απορρύθμιση, 

η οποία οφείλεται κατά κύριο λόγο στην αποικοδόμηση αυτού στα λυσοσώματα.  

Οι δ-οπιοειδείς υποδοχείς εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα στις περισσότερες 

περιοχές του εγκεφάλου με τη μεγαλύτερη έκφραση να εντοπίζεται στο φλοιό, στις 

δομές του μεταιχμιακού συστήματος όπως είναι η αμυγδαλή και ο ιππόκαμπος, 

στους οσφρητικούς λοβούς, στο ραβδωτό σώμα, στον επικλινή πυρήνα, στην 

αμυγδαλή, στον φλοιό, στον θάλαμο, στον υποθάλαμο και σε νευρώνες που 

συνδέονται με την κίνηση. Ακόμα εντοπίζονται σε περιφερικούς ιστούς, όπως σε 

δερματικά κύτταρα (Bigliardi et al, 2009), σε Τ και Β σειρές λεμφοκυττάρων 

(Gaveriaux et al, 1995), στους κερατοειδείς, στα βλέφαρα και τα χείλη (Wenk & 

Honda, 1999). Όλες οι παραπάνω περιοχές έχουν συνδεθεί με εγκεφαλικές 

λειτουργίες όπως η γνωστική λειτουργία, η μνήμη και η μάθηση, η κίνηση, διάθεση 

αλλά και με διαταραχές του νευρικού συστήματος όπως το άγχος, ο πόνος  και με το 

αίσθημα ανταμοιβής και κινήτρου (Gendron et al, 2015).  

Σε κυτταρικό επίπεδο οι δ-υποδοχείς κατανέμονται στο κυτταρόπλασμα των 

νευρώνων, ενώ μόνο ένα μικρό υποσύνολο των υποδοχέων αυτών εντοπίζεται στην 

πλασματική μεμβράνη (Cahill et al, 2001). Δημιουργία φλεγμονής ή παρατεταμένη 

χορήγηση μορφίνης μπορεί να οδηγήσει σε μετανάστευση των δ-υποδοχέων στην 

κυτταρική επιφάνεια. Οι δ-OR βρίσκονται επίσης προσυναπτικά στους πρωτογενείς 

προσαγωγούς νευρώνες όπου αναστέλλουν την απελευθέρωση των 

νευροδιαβιβαστών. Τόσο µέσω νωτιαίων όσο και των υπερνωτιαίων θέσεων του ο δ-

OR εµπλέκεται στην καταπραϋντική και αναλγητική δράση των οπιοειδών ουσιών 

στα ερεθισµάτα πόνου. Όµως οι δ-αγωνιστές έχει επίσης δειχθεί ότι µειώνουν την 

κινητικότητα του γαστρεντερικού σωλήνα και προκαλούν αναπνευστική καταστολή. 

Φαρμακολογικές μελέτες σε τρωκτικά που τους χορηγήθηκαν δ-οπιοειδείς 

αγωνιστές σε περιοχές, όπως η αμυγδαλή και ο φλοιός, παρουσίασαν μειωμένη 

συμπεριφορική απόκριση στο στρες και την κατάθλιψη ενώ η χορήγηση 

ανταγωνιστών του δ-OR, όπως η ναλτρινδόλη, αύξησε τις συμπεριφορές άγχους. Ο 

δ-OR φαίνεται πως κατέχει ρυθμιστικό ρόλο στον εθισμό από το αλκοόλ καθώς 

πολλά δεδομένα έχουν αποδείξει πως η χορήγηση δ-ανταγωνιστών όπως η 

ναλτρινδόλη, naltriben και SORI-9409 μείωσε την εκούσια κατανάλωση ή αναζήτηση 
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αλκοόλ ενώ αντίθετα η χορήγηση δ-οπιοειδών αγωνιστών σε συγκεκριμένες περιοχές 

του εγκεφάλου αυξάνει το αίσθημα εύρεσης αλκοόλ.  

Σε μοριακό επίπεδο έχει αποσαφηνιστεί ο ρόλος του δ-OR στο σύστημα της 

εξάρτησης από τα οπιοειδή μέσω της αυξημένης προσυναπτικής απελευθέρωσης 

της ντοπαμίνης στις περιοχές της κοιλιακής ωχράς σφαίρας και του επικλινούς 

πυρήνα οι κύριες περιοχές που σχετίζονται με την ανάπτυξη της εξάρτησης 

(Klenowski et al, 2015). Όλα τα παραπάνω δεδομένα υποδηλώνουν ότι ο δ-OR 

μπορεί να αποτελέσει φαρμακευτικός στόχος για τη θεραπεία του υποτροπιασμού σε 

φαινόμενα εθισμού.  

Με δεδομένο ότι ο δ-OR εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στο ραβδωτό σώμα το 

οποίο ρυθμίζει την κινησιολογία και το συγχρονισμό των εκούσιων κινήσεων, η 

χορήγηση χαμηλών δόσεων δ-οπιοειδών αγωνιστών όπως το SNC80 και το UFP-

512 στη συγκεκριμένη περιοχή έδειξε πως ενίσχυε τον συγχρονισμό κινήσεων σε 

παρκινσονικά μοντέλα μυών. Σε κυτταρικό επίπεδο, η δράση του δ-οπιοειδούς 

υποδοχέα έχει συσχετιστεί με την νευροπροστασία σε πρωτογενείς καλλιέργειες 

νευρώνων (Pallaki et al, 2017) καθώς και σε υποξικούς και ισχαιμικούς εγκεφάλους 

(Wang et al, 2016). Η ενεργοποίηση του δ-OR εμπλέκεται σε καρδιοπροστατευτικές 

(Gross et al, 2004), αντικαταθλιπτικές (Jutkiewicz, 2006) και νευροπροστατευτικές 

νευρογενετικές δράσεις. Πράγματι η ενεργοποίηση του υποδοχέα από τον αγωνιστή 

SNC80 οδηγεί στην επιβίωση των PC12 κυττάρων, αλλά και νευρώνων του 

κεντρικού νευρικού συστήματος, τους οποίους προστατεύει από κυτταρικό θάνατο 

(Narita et al, 2006). Πολλά ερευνητικά δεδομένα έδειξαν ότι η ενεργοποίηση του δ-

OR ενισχύει την επιβίωση των νευρικών κυττάρων περιορίζοντας την απόπτωση 

τους λόγω του κυτταρικού ισχαιμικού θανάτου ενώ σε ζωικά μοντέλα ισχαιμίας η 

ενδοεγκεφαλική χορήγηση DADLE (intracerebroventricular) αύξησε τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό και την νευρική διαφοροποίηση στον ιππόκαμπο οδηγώντας σε 

αλλαγές που βελτιώνουν τη μνήμη (Wang et al, 2016).  

Απαλοιφή του γονιδίου του δ-OR σε διαγονιδιακά μοντέλα μυών (δ-OR-/-) έδειξε 

ότι αυτά είναι βιώσιμα, γόνιμα και δεν παρουσιάζουν ανατομικές ανωμαλίες αλλά 

εµφανίζουν υπερκινητικότητα. Τα δεδομένα αυτά συνηγορούν στο γεγονός ότι ο δ-

OR υπό φυσιολογικές συνθήκες ρυθµίζει την κινητική συµπεριφορά δρώντας 

ηρεµιστικά. Τα διαγονιδιακά (δ-OR-/-) ποντίκια εµφανίζουν αυξηµένα επίπεδα 

καταθλιπτικών συµπεριφορών και άγχους σε δοκιµές εξαναγκασµένης κολύµβησης 

και δοκιµής φωτός-σκότους (Filliol et al, 2000; Roberts et al, 2001). Ακόμα 
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παρουσιάζουν αυξημένη κατανάλωση αλκοόλ πιθανά λόγω των υψηλών επιπέδων 

άγχους που παρουσιάζουν συμπεραίνοντας ότι η κατανάλωση αλκοόλ αποτελεί ένα 

είδος αυτό-ρύθμισης του άγχους (Chu et al, 2013). Επιπλέον, τόσο ο φλεγμονώδης 

όσο και ο νευροπαθητικός πόνος είναι εντονότεροι στα δ-OR-/- ποντίκια (Nadal et al, 

2006).  

1.6.3 Ο ρόλος του κ-OR στο νευρικό σύστημα 

Ο κ-οπιοειδής υποδοχέας (κ-OR) ήταν ο δεύτερος της οικογένειας των 

οπιοειδών υποδοχέων που κλωνοποιήθηκε αρχικά από τον εγκέφαλο αρουραίου 

(Chen et al, 1993) και ακολούθησαν αυτό του ποντικού (Yasuda et al, 1993) και του 

ανθρώπου (Mansson et al, 1994). Αποτελεί τον τρίτο κατά σειρά από τους οπιοειδείς 

που ανακαλύφθηκε η δομή του (Wu et al, 2012) και ονομάστηκε έτσι λόγο του 

πρώτου αγωνιστή που βρέθηκε να προσδένεται σε αυτόν, την κετοκυκλαζοσίνη 

(Εικόνα 6). Στον άνθρωπο το γονίδιό του κ-OR, το OPRK1, βρίσκεται στο 

χρωµόσωµα 8, έχει έκταση 26 kbp και αποτελείται από 4 εξώνια που δίνουν την 

κωδικοποιούσα αλληλουχία ενώ δίνει 3 διαφορετικά προϊόντα µατίσµατος. Είναι 

αξιοσηµείωτο ότι οι θέσεις µατίσµατος και των τριών γονιδίων µ-ΟR, δ-OR και κ-OR 

είναι στα ίδια αµινοξέα των κωδικοποιουσών αλληλουχιών γεγονός που καταδεικνύει 

πως πιθανόν να εξελίχθηκαν από κοινό προγονικό γονίδιο. Πειράματα πρόσδεσης 

(binding assays) έχουν ταυτοποιήσει τρείς υποτύπους, τον κ1, κ2 και κ3 με τον κ1 να 

είναι ο μοναδικός που έχει κλωνοποιηθεί (Mansson et al, 1994; Rothman et al, 1989). 

Αυξημένα επίπεδα mRNAs και πρωτεϊνης τόσο της δυνορφίνης όσο και του κ-OR 

παρατηρείται στις περιοχές του ιπποκάμπου (hippocampus), της αμυγδαλής 

(amygdala), του παρακοιλιακού πυρήνα του υποθαλάμου (paraventricular nucleus of 

hypothalamus), του επικληνή πυρήνα (nucleus accumbens), του ραβδωτού σώματος 

(striatum) και της μέλανας ουσίας (substantia nigra) στα τρωκτικά (Mansour et al, 

1996; Peng et al, 2012). Παρόμοιο πρότυπο έκφρασης παρουσιάζεται και στον 

ανθρώπινο εγκέφαλο αποδεικνύοντας με αυτό τον τρόπο πως το ενδογενές σύστημα 

του κ-OR υποδοχέα με τα ενδογενή πεπτίδια έχουν συντηρημένο ρόλο στα 

διαφορετικά είδη οργανισμών (Hurd, 1996; Simonin et al, 1995). 

Ο κ-OR, όπως οι µ- και δ- υποδοχείς, υφίστανται µετα-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις όπως γλυκοζυλίωση η οποία σχετίζεται με τον εντοπισμό τους, στην 

κυτταρική μεμβράνη και την σηματοδότηση τους. Ο ανθρώπινος κ-OR (hκ-OR) 

υφίσταται γλυκοζυλίωση τόσο Ν- όσο και Ο-τύπου. Η Ν-γλυκοζυλίωση προστατεύει 

τον υποδοχέα από τη φωσφορυλίωση, την απευαισθητοποίηση, την εσωτερίκευση 
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και τελικά την αποικοδόμηση του, διαδικασία λόγω της ενεργοποίσης του από 

αγωνιστή όµως την ίδια ώρα καθυστερεί την ωρίµανσή του και την προαγωγή του 

από το ΕΔ στα κυστίδια Golgi (Li et al, 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Eικόνα 6: Κρυσταλλική δομή του ανθρώπινου κ-οπιοειδούς υποδοχέα. Κρυσταλλογραφία με 
ακτίνες Χ του ανθρώπινου κ-OR σε σύμπλοκο με τον οπιοειδή αγωνιστή εποξυμορφινάνης 
(MP1104) και το νανοσωματίδιο (Νb39) που σταθεροποιεί την ενεργή του κατάσταση (Che et 
al, 2018). 
 

Οι κ-υποδοχείς, σε αντιστοιχία με τους δ, βρίσκονται κατά κύριο λόγο σε 

ενδοκυτταρικά διαμερίσματα και μετατοπίζονται στην πλασματική μεμβράνη ως 

απόκριση στα διάφορα ερεθίσματα (Corbett et al, 2006; Wang et al, 2008). Η 

ενεργοποίηση του κ-OR φαίνεται να ανταγωνίζεται πολλές από τις επιδράσεις του μ-

OR στον εγκέφαλο, συμπεριλαμβανομένων της αναλγησίας, της ανοχής, του 

αισθήματος ανταμοιβής και των λειτουργιών μνήμης και μάθησης (Pan, 1998).  

Οι περισσότερες από τις εγκεφαλικές περιοχές στις οποίες εντοπίζεται ο 

υποδοχέας ανήκουν στο σύστημα ανταμοιβής, με την ενεργοποίηση του κ-OR να 

εμπλέκεται στην ανασταλτική ρύθμιση των ντοπαμινεργικών νευρώνων του 

συστήματος, μέσω μείωσης της νευροδιαβίβασης. Η δράση αυτή του κ-οπιοιειδούς 

υποδοχέα σχετίζεται άμεσα με τις περιπτώσεις χρόνιας χρήσης ουσιών, όπως η 
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κοκαΐνη και η αιθανόλη, όπου η μείωση των υψηλών επιπέδων ντοπαμίνης 

λειτουργεί ως ένας ομοιοστατικός μηχανισμός που αποτρέπει την νευροτοξικότητα. 

Αρκετά SNPs κυρίως στον υποκινητή του γονιδίου OPRK1, που οδηγούν σε 

αυξημένη μεταγραφική ενεργότητα με συνέπεια την αύξηση των επιπέδων του κ-OR, 

έχουν συσχετιστεί με την εξάρτηση από το αλκοόλ. Ταυτόχρονα όμως 

παρουσιάζονται καταστάσεις δυσφορίας κατά την απόσυρση από τις ουσίες αυτές, 

μέσω της αναστολής του αισθήματος ανταμοιβής (Di Chiara & Imperato, 1988; 

Bruijnzeel, 2009; Logrip et al, 2009; Chartoff et al, 2016;). 

Οι κ-ΟR παίζουν σημαντικό ρόλο στην αναλγησία, ωστόσο δημιουργούν, 

όπως και οι μ-ORs, πολλές ανεπιθύμητες παρενέργειες, όπως είναι η δύσπνοια και η 

δυσφορία (Trescot et al, 2008). Αντίθετα, όταν οι κ-οπιοειδείς αγωνιστές 

περιορίζονται μόνο στην περιφέρεια, εκτός του κεντρικού νευρικού συστήματος, 

ανακουφίζουν ή προλαμβάνουν τον πόνο, αποφεύγοντας τις παρενέργειες που 

σχετίζονται με το ΚΝΣ (Vanderah, 2010). Οι κ-οπιοειδείς αγωνιστές έχουν πρόσφατα 

μελετηθεί για τις θεραπευτικές τους δυνατότητες έναντι του εθισμού. Τα δεδομένα 

έδειξαν ότι η δυνορφίνη, ο ενδογενής κ-αγωνιστής αποτελεί έναν φυσικό μηχανισμό 

ελέγχου του σώματος στον εθισμό (Frankel et al, 2008). Επιπλέον, πολλοί κ-

οπιοειδείς αγωνιστές επιδεικνύουν νευροπροστατευτική δράση σε περιπτώσεις 

υποξίας και ισχαιμίας, υποδεικνύοντας τον κ-OR ως έναν νέο θεραπευτικό στόχο 

(Zeynalov et al, 2006).  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός ότι ο κ-ΟR συμμετέχει σε 

νευρολογικές διεργασίες που σχετίζονται με τη διάθεση και έχει συσχετιστεί άμεσα με 

την εμφάνιση αγχωτικών διαταραχών (Bruchas et al, 2010). Συμπεριφορικές μελέτες 

σε τρωκτικά που είχαν υποβληθεί σε ψυχολογικά στρεσσογόνα ερεθίσματα 

κατέδείξαν αυξημένα επίπεδα mRNA του ενδογενούς προσδέτη του κ-OR, την 

δυνορφίνη, όπως και του ίδιου του υποδοχέα, σε περιοχές του εγκεφάλου που 

εμπλέκονται με το στρες, όπως η αμυγδαλή και ο ιππόκαμπος. Η παρατεταμένη 

σηματοδότηση του κ-OR, ως απόκριση σε χρόνιο ή ανεξέλεγκτο στρες, παρατηρείται 

από διάφορους στρεσογόνους παράγοντες όπως η κοινωνική ήττα και η 

επαναλαµβανόµενη εξαναγκασµένη κολύµβηση (Knoll & Carlezon, 2010) που μπορεί 

να οδηγήσει σε αλλαγές στη συμπεριφορά των ζώων όμοιες με αυτές που 

παρατηρούνται σε διαταραχές κατάθλιψης στον άνθρωπο. Συγκεκριμένα, η 

χορήγηση αγωνιστών του κ-ΟR, σε αρουραίους, όπως το U69493 και το U50,488H 

καθώς οι ανταγωνιστές όπως το JDTic και το nor-BNI οδηγούν σε αγχωτικές και 



32 

 
 

 

αγχωλυτικές συμπεριφορές αντίστοιχα, σε δοκιμασίες συμπεριφοράς όπως η 

εξαναναγκασμένη κολύμβηση (Knoll et al, 2007). Το στρες παρεμποδίζει την 

μακρόχρονη ενδυνάμωση της νευρικής ώσης (Long-Term Potentiation, LTP) μέσω 

της απελευθέρωσης ενδογενών οπιοειδών και της ενεργοποίησης των υποδοχέων 

(Atwood et al, 2014). Το εύρημα αυτό ενισχύεται από προηγούμενες μελέτες που 

αναφέρουν ότι κάτω από στρεσογόνες καταστάσεις παρατηρείται απελευθέρωση του 

ενδογενούς κ-οπιοειδούς πεπτιδίου δυνορφίνη και συνεπακόλουθη ενεργοποίηση 

του κ-ΟR με ένα ανεξερεύνητο μέχρι σήμερα μηχανισμό (Bruchas et al, 2010). Το 

ενδογενές σύστημα της δυνορφίνης/κ-ΟR παρουσιάζει σήμερα εξαιρετικό 

φαρμακολογικό ενδιαφέρον καθώς ανταγωνιστές των κ-οπιοειδών υποδοχέων όπως 

ο ALKS5461 (Alkermes) και ο CERC-501 (LY2456302) από την Eli-Lilly βρίσκονται 

σε κλινικές δοκιμές φάσης ΙΙΙ για την χορήγηση τους ως αγχολυτικά φάρμακα. Για το 

λόγο αυτό η καταλυτική συμμετοχή του κ-OR σε καταστάσεις άγχους και κατάθλιψης 

τον αναδεικνύει ως ένα πιθανό θεραπευτικό στόχο (Hang et al, 2015; Land et al, 

2008; McLaughlin et al, 2003; Tejeda et al, 2015). Επιπλέον, ενδιαφέρον αποτελεί το 

γεγονός ότι οι προσδέτες του κ-OR πλεονεκτουν έναντι άλλων οπιοειδών 

προσδετών, καθώς δεν προκαλούν αναπνευστική καταστολή.  

Μελέτες σε άτομα διαγνωσμένα με ψυχιατρικές διαταραχές όπως η 

σχιζοφρένεια υποστηρίζουν την εμπλοκή του συστήματος του κ-OR σε αυτές 

(Shippenberg, 2009; Tejeda et al, 2012). Τέλος, ένας φυσικός αλλά εξωγενής 

αγωνιστής του κ-OR, η σαλβινορίνη  που προέρχεται από το φυτό Salvia divinorum, 

εμφανίζει ψυχοτρόπες και παραισθησιογόνες ιδιότητες ανάλογες αυτού του 

λυσεργικού οξέος (LSD), δηλώνοντας την συμμετοχή του κ-OR και σε συστήματα 

ανώτερων εγκεφαλικών λειτουργιών, όπως αυτό της αντίληψης (Butelman & Kreek, 

2015).  

Απαλοιφή του γονιδίου του κ-OR (knockout) σε διαγονιδιακά μοντέλα μυών 

δεν παρουσιάζουν αλλαγή στα βασικά επίπεδα ευαισθησίας σε θερµικό ή µηχανικό 

πόνο, ενώ αυξάνεται η ευαισθησία των μυών σε ενδοπεριτοναϊκές ενέσεις οξικού 

οξέος (Simonin et al, 1998) και για το λόγο αυτό, οι κ-οπιοειδείς αγωνιστές µπορεί να 

θεωρηθούν ως κατάλληλα αναλγητικά για τη θεραπεία του σπλαγχνικού πόνου 

(Gebhart et al, 2000). Επιπλέον, κ-OR-/- μύες δεν εµφανίζουν αλλαγές στην 

αναλγησία που προκαλείται από το στρες µετά από δοκιµασία εξαναγκασµένης 

κολύµβησης (Gaveriaux-Ruff et al, 2003). Ο κ-OR συµµετέχει σε συμπεριφορικές 

αποκρίσεις που οφείλονται στο στρες όπως έχει δειχθεί από την µειωµένη ακινησία 
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που εµφανίζουν τα ζώα µε έλλειψη του γονιδίου της προδυνορφίνης ως απόκριση σε 

στρες. Αυτό το φαινόµενο έχει επίσης παρατηρηθεί και σε ποντίκια άγριου τύπου 

κατά τη χορήγηση του κ-ειδικού ανταγωνιστής norΒΝΙ (McLaughlin et al, 2003). Τα 

δεδοµένα αυτά από διαγονιδιακά ζώα κ-OR-/- δηλώνουν ότι ο υποδοχέας µειώνει την 

ανταµοιβή και την εξάρτηση σε ουσίες όπως η κοκαΐνη (Bruchas et al., 2010α) 

(Bruchas et al, 2010), αν και αυτό δεν είναι ανιχνεύσιµο για όλες τις ουσίες στις 

οποίες γίνεται κατάχρηση και προκαλούν εθισμό.   

Tέλος, αναφορικά με τα περιφερειακό σύστημα, η παρουσία του κ-ΟR σε 

νευρώνες του αυτόνομου νευρικού συστήματος, του εντερικού νευρικού δικτύου αλλά 

και κύτταρα του μυοκαρδίου, σχετίζεται με μείωση της γαστρεντερικής κινητικότητας 

(Holzer, 2009) και την συμμετοχή στην ρύθμιση και προστασία της καρδιακής 

λειτουργίας (Cao et al, 2003; Sobanski et al, 2014). Ο κ-ΟR εντοπίζεται επίσης στο 

ανοσοποιητικό σύστημα σε κύτταρα όπως τα μακροφάγα και τα Τ-λεμφοκύτταρα και 

η ενεργοποίησή του οδηγεί σε μεταβολές των επιπέδων πολλών κυτοκινών και 

κατ΄επέκταση σε πιθανή καταστολή της παραγωγής αντισωμάτων (Bidlack, 2000; 

Radulovic et al, 1995). 

 

1.6.3.1 Κυτταρική σηματοδότηση του κ-OR στο νευρικό σύστημα 

 Οι κ-ORs αλληλεπιδρούν κυρίως με την ομάδα των ανασταλτικών Gαi/o 

υπομονάδων των G πρωτεϊνών (Law et al, 2000). Μελέτες ενσωµάτωσης του [α-32P]-

GTP-αζιδοανιλιδίου σε Gα υποµονάδες σε κύτταρα CHO που εξέφραζαν σταθερά 

τον κ-OR έδειξαν ότι ο υποδοχέας ενεργοποιούσε τις υποµονάδες Gαi3, Gαi2, Gαo2, 

δηλώνοντας πως ο κ-OR διαθέτει την ικανότητα αλληλεπίδρασης µε πολλαπλές G 

πρωτεΐνες (Standifer and Pasternak, 1997). 

 Η ενεργοποίηση του κ-OR από ενδογενείς ή συνθετικούς αγωνιστές 

οδηγούν στην αναστολή της ενεργότητας της αδενυλικής κυκλάσης (Lawrence & 

Bidlack, 1993), μειώνει την κυτταρική διέγερση και απελευθέρωση των 

νευροδιαβιβαστών μεταβάλλοντας τη λειτουργία των καναλιών ασβεστίου και καλίου. 

Όταν το cDNA του κ-OR διαµολύνθηκε σε κύτταρα ΗΕΚ293 οι αγωνιστές του 

ανέστειλαν την συσσώρευση του cAMP µέσω ενδογενώς εκφραζόµενων G 

πρωτεϊνών ευαίσθητων στην PTX δηλώνοντας πως η ενεργοποίηση του υποδοχέα 

οδηγεί σε μείωση της συσσώρευσης του cAMP μέσω των Gαi/o. Ακόμα, η 

ενεργοποίηση του κ-OR, σε νευρώνες και αστροκύτταρα, ενεργοποιεί το μονοπάτι 

των ΜΑP κινασών (mitogen activated protein kinase, MAPK) και συγκεκριμένα των 
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ΕRK1/2 κινασών (Extracellular signal-Regulated Kinases) (Belcheva & Coscia, 2002; 

Bohn et al, 2000; Papakonstantinou et al, 2015).  Eκτός από την φωσφορυλίωση των 

ΕRK1/2 κινασών, η ενεργοποίηση του κ-OR επάγει τη φωσφορυλίωση της p38 

κινάσης σε αστροκύτταρα και νευρώνες μέσω του GRK3/αρρεστινών μονοπατιού 

σηματοδότησης. H οικογενεία των ΜΑP κινασών ανταποκρίνεται σε μια σειρά από 

εξωγενή ερεθίσματα ρυθμίζοντας κυτταρικές διαδικασίες όπως ο πολλαπλασιασμός, 

η διαφοροποίηση, η απόπτωση και η γονιδιακή έκφραση. Επιπλέον, μελέτες που 

πραγματοποιήθηκαν σε ιστούς από την παρεγκεφαλίδα του ινδικού χοιριδίου, όπου ο 

κ-OR είναι ιδιαίτερα εµπλουτισµένος, έδειξαν ότι ο υποδοχέας αναστέλλει τις 

δραστικότητες της GTPασης και της PLC µέσω των Gαi1 και Gαi2, αλλά όχι της Gαo. Η 

επίδραση της κ-OR σηματοδότησης στα ιοντικά κανάλια οδηγεί στην απότομη και 

οξεία απελευθέρωση νευροδιαβιβαστών που πιθανόν να σχετίζεται με τις 

συμπεριφορές ύστερα από οξύ στρες ενώ η επαγόμενη από τον κ-OR γονιδιακή 

ρύθμιση πιθανόν να παίζει ρόλο στις καταστάσεις χρόνιου στρες (Knoll & Carlezon, 

2010). Η ενεργοποίηση των MAPK, τις οδηγεί στον πυρήνα που άμεσα ή έμμεσα 

φωσφορυλιώνουν μεταγραφικούς παράγοντες συμπεριλαμβανομένων των CREB, 

zif268, Fos και Jun. Ο μεταγραφικός παράγοντας CREB έχει ως αποτέλεσμα την 

πρόσδεση του με τις περιοχές του υποκινητή που περιλαμβάνουν σημείο 

αλληλεπίδρασης με τον μεταγραφικό παράγοντα (CRE) σε διάφορα γονίδια και ως εκ 

τούτου στρατολογεί την έναρξη της μεταγραφής και έκφρασης γονιδίων (Carlezon & 

Krystal, 2016). Η ενεργοποίηση των MAPK μέσω του κ-OR μπορεί να οδηγήσει σε 

οξείες επιδράσεις του στρες μέσω γρήγορων αλλαγών στην κυτταρική 

διεγερσιμότητα, καθώς και μεταγενέστερων αποκρίσεων σε στρεσογόνα ερεθίσματα 

προκαλώντας δομικές και λειτουργικές νευρικές αλλαγές (Thomas et al, 2004). 

Παρατεταμένη ενεργοποίηση του κ-OR έχει ως αποτέλεσμα τη φωσφορυλίωση 

και απευαισθητοποίησή του υποδοχέα. Οι θέσεις φωσφορυλίωσης βρίσκονται 

κυρίως στο καρβοξυτελικό άκρο του υποδοχέα και επιτελούνται από τις κινάσες GRK 

(G-protein coupled Receptor Kinase) (Land et al, 2008). Ο φωσφορυλιωμένος 

υποδοχέας διαθέτει μειωμένη συγγένεια πρόσδεσής του με το ετεροτριμερές των G 

πρωτεϊνών ενώ αυξάνεται η συγγένεια για τα μόρια των αρρεστινών. Παρόλο που η 

απευαισθητοποίηση και η ενδοκύττωση του κ-OR εξαρτάται από την δέσμευσή του 

με τις αρρεστίνες, υπάρχουν μελέτες που δηλώνουν ότι το σύμπλοκο του 

φωσφορυλιωμένου υποδοχέα-αρρεστίνης δεν είναι ανενεργό αλλά μπορεί και επάγει 

ένα νεό κύμα σηματοδότησης μέσω των ΜΑΡΚ κινασών (Lefkowitz & Shenoy, 2005). 
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Η πρόσδεση του κ-OR με τις αρρεστίνες εξαρτάται και από το είδος του αγωνιστή 

καθώς κάθε προσδέτης μπορεί να σταθεροποιεί μια συγκεκριμένη ενεργή 

διαμόρφωση ενός υποδοχέα, από τις πολλές που μπορεί να υιοθετήσει (biased 

agonism). 

Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι τα οπιοειδή αναστέλλουν την απελευθέρωση 

νευροδιαβιβαστών, όπως είναι η ακετυλοχολίνη και η νοραδρεναλίνη, στο ΚΝΣ. Η 

απελευθέρωση του γλουταμικού, του γ-αμινοβουτυρικού οξέος (GABA) και της 

γλυκίνης στο ΚΝΣ παρεμποδίζεται από οπιοειδή ανάλογα ειδικά για κάθε υπότυπο 

οπιοειδούς υποδοχέα (Williams et al, 2001). 

Η ενεργοποίηση του κ-OR επηρεάζει τη συναπτοσωμική πλαστικότητα και τη 

φυσιολογία των κυττάρων στο νευρικό σύστημα μέσω αλλαγών στην έκφραση 

συγκεκριμένων γονιδίων (Christie, 2008). Αυτές οι αλλαγές στη γονιδιακή έκφραση 

σχετίζονται με την ανάπτυξη των νευρώνων και συμβάλλουν σε φαινόμενα ανοχής 

και εξάρτησης που παρατηρούνται με παρατεταμένη χρήση ναρκωτικών ουσιών. Η 

έκθεση σε οπιοειδή προκαλεί γενετικό επαναπρογραμματισμό της λειτουργίας των 

νευρώνων. Για παράδειγμα, πολλές από τις προσαρμογές και διαφοροποιήσεις που 

συμβαίνουν μετά τη χρόνια χορήγηση οπιοειδών, οδηγούν σε αλλαγές στην 

αρχιτεκτονική των νευρώνων, των συνάψεων, στη μορφολογία των δενδριτών και 

στις διακλαδώσεις των νευρικών αξόνων, λόγω της ενεργοποίησης του μεταγραφικού 

παράγοντα CREB ή της επαγωγής του μεταγραφικού παράγοντα deltaFosB 

(Zachariou et al, 2006) (Εικόνα 7). 

 

 

 

 

 

 
 
 
Eικόνα 7: Γραφική απεικόνιση των κύριων σηματοδοτικών μονοπατιών της ενεργοποίησης 
του κ-OR. Μετά την ενεργοποίηση από ειδικούς αγωνιστές, οι κ-ORs μετάγουν το ερέθισμα 
μέσω των Gα, του διμερούς Gβγ, αλλά και μέσω μονοπατιών ανεξάρτητων από τις G 
πρωτεΐνες. Οι τελεστές που ενεργοποιούνται οδηγούν σε φαινόμενα που σχετίζονται με την 
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αναλγησία, την νευριτική ανάπτυξη, την κυτταρική επιβίωση και την εμφάνιση αγχωτικών 
διαταραχών.  

1.6.3.2 Προσδέτες του κ-OR 

Δυνορφίνες 

Τα νευροπεπτίδια της δυνορφίνης αποτελούν τους ενδογενείς αγωνιστές του 

κ-οπιοειδούς υποδοχέα και έχουν μεγάλη συγγένεια πρόσδεσης σε αυτόν (Chavkin 

et al, 1982). Τα πεπτίδια αυτά προκύπτουν από την πρωτεολυτική δράση ενζύμων, 

σε ένα μεγαλύτερο μόριο, την προδυνορφίνη (Pdyn) (Berman et al, 2000). Με αυτόν 

τον τρόπο παράγονται η δυνορφίνη 1-32 και από αυτήν η δυνορφίνη Α (1-17), η 

δυνορφίνη Β (1-13), καθώς και μικρότερα πεπτίδια, τμήματα των μεγαλύτερων 

μορίων (Dupuy et al, 1994; Kakidani et al, 1982) (Εικόνα 8).  

Το πρώτο μόριο δυνορφίνης που χαρακτηρίστηκε και μελετήθηκε είναι το 

τμήμα της δυνορφίνης Α(1-13). Το τμήμα αυτό χρησιμοποιήθηκε εκτεταμένα σε 

μελέτες καθώς έχει δειχθεί να εμφανίζει υψηλή ικανότητα πρόσδεσης και 

ενεργοποίησης του υποδοχέα και δεν εκτοπίζεται εύκολα παρουσία, του γενικού 

ανταγωνιστή των οπιοειδών υποδοχέων, ναλοξόνη, δείχνοντας έτσι μεγάλη 

εξειδίκευση πρόσδεσης για τον κ-ΟR (Goldstein et al, 1979).  

Μελέτες πρόσδεσης σε κυτταρικές μεμβράνες κυττάρων από ιστούς 

εγκεφάλου έδειξαν ότι η δυνορφίνη Α(1-17), όπως και άλλες δυνορφίνες, 

προσδένονται στον κ-OR με μεγαλύτερη συγγένεια απ’ ότι στους δύο άλλους 

οπιοειδείς υποδοχείς. Αντίθετα, μικρότερα μόρια που παράγονται από την 

προδυνορφίνη όπως η δυνορφίνη (1-8) αλλά και η β-νέο-ενδορφίνη, εμφανίζουν 

μικρότερη συγγένεια για τον κ-OR και σημαντική συγγένεια πρόσδεσης προς του 

άλλους δύο οπιοειδείς υποδοχείς (James et al, 1984). 

Δομικές αναλύσεις της δυνορφίνης, έδειξαν ότι τα βασικά κατάλοιπα του 

καρβοξυτελικού άκρου της (αργινίνη-7, λυσίνη-11, λυσίνη-13) ευθύνονται για την 

εξειδίκευση σύζευξης της δυνορφίνης Α για τον κ-OR μέσω αλληλοεπίδρασης με την 

αρνητικά φορτισμένη εξωκυττάρια θηλιά του υποδοχέα (Εικόνα 8). Αντίθετα, άλλα 

τμήματα της προδυνορφίνης όπως η δυνορφίνη (1-8) και η β-νέο-ενδορφίνη που δεν 

φέρουν τις λυσίνες του καρβοξυτελικού τμήματος παρουσιάζουν μικρότερη ειδικότητα 

για τον κ-οπιοειδή υποδοχέα (Chavkin & Goldstein, 1981). 
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Εικόνα 8: Σχηματική απεικόνιση της διαδικασίας παραγωγής των πεπτιδίων δυνορφίνης από 
το πρόδρομο μόριο της προδυνορφίνης (ProDyn). Στο προπεπτίδιο επισημαίνονται σημεία 
κοπής ως βασικά αμινοξέα (Κ, λυσίνη και R, αργινίνη) και τα παραγόμενα πεπτίδια, α-
neoendorphin (a-NE), DynA/B (1-32), DynA(1-17), DynB(1-13), DynA(1-8), Leu-enkephalin-
Arg, Leu-enkephalin (Hauser et al, 2005).   

 

Συνθετικά αλκαλοειδή 

Ο κυριότερος συνθετικός αγωνιστής του κ-οπιοειδούς υποδοχέα είναι το 

αλκαλοειδές U50,488Η. Ένα άλλο μόριο που ανήκει στην συγκεκριμένη κατηγορία 

και εμφανίζει ιδιαίτερες ιδιότητες έναντι του κ-OR, είναι η νορ-μπιναλτορφιμίνη (nor-

BNI) (Eικόνα 9). Χαρακτηρίζεται ως ένας ειδικός και μακράς διάρκειας ανταγωνιστής 

του κ-OR, με την ανταγωνιστική δράση του να διαρκεί in vivo έως και αρκετές ημέρες 

(Endoh et al, 1992). Η δράση του μορίου αυτού δεν είναι αντίστοιχη όπως αυτή της 

ναλοξόνης η οποία αποτρέπει την σηματοδότηση του κ-OR καθιστώντας την 

διαμόρφωση του υποδοχέα σε μία ανενεργή κατάσταση. Ο nor-BNI διακόπτει την 

μετάδοση του σήματος του κ-OR μέσω ενός μονοπατιού που περιλαμβάνει την 

φωσφορυλίωση της JNK κινάσης και την μετέπειτα εσωτερίκευση και 

απευαισθητοποίηση του υποδοχέα (Bruchas et al, 2010).  

Tέλος φαρμακολογικό ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι ο επίσης ειδικός 

ανταγωνιστής του κ-OR, CERC-501, βρίσκεται σε κλινική φάση IΙΙ (Janssen 

Pharmaceuticals) ως αγχολυτικό φάρμακο σε περιπτώσεις αγχωτικών διαταραχών 

σε ασθενείς με πρόβλημα χρόνιου αλκοολισμού (Domi et al, 2018). Το CERC-501 

αποτελεί έναν ισχυρό, εκλεκτικό, βραχείας δράσης ανταγωνιστή με Ki = 0,81 nM 
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έναντι 24,0 nM και 155 nM για τον μ-OR και τον δ-OR αντίστοιχα. Σε ζωϊκά 

συμπεριφορικά μοντέλα μείζονος κατάθλιψης το CERC-501 παρουσιάζει ισχυρή 

συνεργιστική αποτελεσματικότητα σε συνδυασμό με άλλα αντικαταθλιπτικά, όπως η 

σιταλοπράμη και η ιμιπραμίνη (Urbano et al, 2014). Η απεικόνιση με τομογραφία 

εκπομπής ποζιτρονίων έδειξε ότι οι κ-ΟRs στην περιοχή του εγκεφάλου ήταν 

κορεσμένοι 2,5 ώρες μετά από χορήγηση 10 mg του CERC-501 ενώ παράλληλα 

όλες οι ανεπιθύμητες ενέργειες που παρατηρήθηκαν ήταν ήπιες έως μέτριες και δεν 

θεωρήθηκε ότι οφείλονταν στoν ανταγωνιστή CERC-501 (Naganawa et al, 2016). Η 

δια στόματος βιοδιαθεσιμότητα του CERC 

 -501 είναι 25% και το φάρμακο απορροφάται ταχέως, με τις μέγιστες 

συγκεντρώσεις να εμφανίζονται 1-2 ώρες μετά τη χορήγηση του (Li et al, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Εικόνα 9: Χημική δομή του ενδογενούς ειδικού αγωνιστή για τον κ-οπιοειδή υποδοχέα 
δυνορφίνη Α(1-13) και συνθετικού πεπτιδίου U50,488H καθώς και των ειδικών ανταγωνιστών 
του κ-OR norBNI και CERC-501. 
 

1.6.3.3 Ο ρόλος του κ-οπιοειδούς υποδοχέα στη ψυχοπαθολογία του 

άγχους και της καταθλιψης 

 Το ενδογενές οπιοειδές σύστημα περιλαμβάνει τρεις οικογένειες 

νευροπεπτιδίων τις ενδορφίνες, εγκεφαλίνες και δυνορφίνες που προσδένονται 

αντίστοιχα στον μ-, δ-, κ- οπιοειδή υποδοχέα και αποτελεί ένα σημαντικό ρυθμιστή 

των συναισθηματικών συμπεριφορών και των αντιδράσεων σε στρεσσογόνα 

ερεθίσματα. Η οικογένεια των δυνορφινών περιλαμβάνει έξι πεπτίδια διαφορετικού 

μήκους που σχηματίζονται από το πρόδρομο μόριο της προδυνορφίνης (Schwarzer, 
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2009) τα οποία ενεργοποιούν τον κ-OR και εντοπίζονται στο περιφερικό και στο 

κεντρικό νευρικό σύστημα. Η ενεργοποίηση των μ-, δ- και κ- οπιοειδών υποδοχέων 

οδηγεί σε φαινόμενα αναλγησίας μέσω αναστολής της νευροδιαβίβασης σε περιοχές 

του εγκεφάλου που σχετίζονται με τον πόνο ωστόσο η σηματοδότηση του κ-ΟR 

oδηγεί σε αντίθετα αποτελέσματα στη διάθεση (Lutz & Kieffer, 2013). Πράγματι, η 

ενεργοποίηση του κ-ΟR προκαλεί δυσφορία, που ορίζεται ως μια δυσάρεστη ή 

αποτρεπτική κατάσταση, στους ανθρώπους και καταθλιπτικές συμπεριφορές 

συμπεριλαμβανομένων εκείνων που αντικατοπτρίζουν την ανηδονία, τη δυσφορία και 

το άγχος στα τρωκτικά (Carlezon, 2003; Carlezon et al, 2006; Carlezon et al, 2009; 

Mague et al, 2003) ενώ η ενεργοποίηση του μ-OR ή του δ-OR βελτιώνει τη διάθεση 

(Filliol et al, 2000; Shippenberg, 2009). Η σαλβινορίνη Α, ένας ειδικός αγωνιστής του 

κ-OR που σήμερα κυκλοφορεί ως μία ασφαλής και νόμιμη ψυχοτρόπος ουσία, οδηγεί 

σε αγχογενή ερεθίσματα στους ανθρώπους (Gonzalez & Robinson, 2004).  

 Σε καταστάσεις οξέος στρες η σηματοδότηση του κ-OR αυξάνει τη φυσική 

ικανότητα (προκαλώντας αναλγησία) και το κίνητρο για διαφυγή της απειλής 

(προκαλώντας αποστροφή) διευκολύνοντας έτσι την ανάπτυξη συμπεριφορών 

προσαρμογής. Ωστόσο, η παρατεταμένη ενεργοποίηση του κ-OR ως απόκριση στο 

χρόνιο ή ανεξέλεγκτο στρες μπορεί να οδηγήσει σε μόνιμες αλλαγές στη 

συμπεριφορά που είναι χαρακτηριστικές εκείνων που παρατηρούνται στις 

καταθλιπτικές διαταραχές του ανθρώπου (Nestler & Carlezon, 2006; Pittenger & 

Duman, 2008). Συμπεριφορικές μελέτες σε τρωκτικά έδειξαν ότι οι καταθλιπτικές 

συμπεριφορές που προκύπτουν από το χρόνιο στρες μειώνονται ύστερα από 

χορήγηση ανταγωνιστών του κ-OR ή απαλοιφή του γονιδίου που κωδικοποιεί τον 

υποδοχέα (Mague et al, 2003; McLaughlin et al, 2003). Επιπλέον, το οξύ στρες 

προκαλεί πολυάριθμες αλλαγές στη φυσιολογία και συμπεριφορά που 

διαμεσολαβούνται από τη σηματοδότηση του κ-OR στις μεταιχμιακές περιοχές του 

εγκεφάλου. Η απελευθέρωση δυνορφίνης μπορεί να είναι τόσο η αιτία όσο και η 

συνέπεια της απελευθέρωσης της ορμόνης του στρες ή μπορεί να συμβεί ως άμεσο 

αποτέλεσμα αυξήσεων της νευρωνικής δραστηριότητας που προκαλούνται από το 

στρες. Τα στοιχεία υποδηλώνουν ότι οι οξείες επιδράσεις του στρες προκαλούνται, 

τουλάχιστον εν μέρει, από την ενεργοποίηση του ενδογενούς συστήματος 

δυνορφίνης/κ-OR (Land et al, 2008).  

 Πειραματικές μελέτες έχουν δείξει ότι τόσο στους ανθρώπους όσο και σε 

πειραματόζωα, οι αγωνιστές του κ-OR προκαλούν δυσφορία και ανηδονία, τα οποία 
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είναι χαρακτηριστικά γνωρίσματα των πασχόντων ατόμων από καταθλιπτικές 

διαταραχές (American Psychiatric Association DSM-IV-TR, 2000). Οι συμπεριφορές 

αυτές φαίνεται να διαμεσολαβούνται, τουλάχιστον εν μέρει, από τη μειωμένη 

λειτουργία του μεσομεταιχμιακού συστήματος ντοπαμίνης, το οποίο είναι ένα 

κεντρικό σύστημα στο δίκτυο ανταμοιβής του εγκεφάλου (Carlezon et al, 2009). Οι 

συμπεριφορές αποστροφής που παρατηρούνται ύστερα από συστηματική χορήγηση 

(Land et al, 2008; Shippenberg, 2009) ή μικροέγχυση τους στο μεσομεταιχμιακό  

σύστημα ντοπαμίνης (Bals-Kubik et al., 1993· Sante et al., 2000) αποδεικνύωντας 

την αλληλεπίδραση του συστηματος του κ-OR με το ντοπαμινεργικό σύστημα. Οι ίδιοι 

παράγοντες δεν προκαλούν αποστροφή σε κ-OR-/- μύες (Simonin et al, 1998), 

αποδεικνύοντας ότι τα αποτρεπτικά αυτά αποτελέσματα απαιτούν την σηματοδότηση 

του κ-OR. Τα πειραματικά δεδομένα αυτά συνάδουν με μελέτες που δείχνουν πως 

χορήγηση των ανταγωνιστών του κ-OR καθώς και μύες που στερούνται το γονίδιο 

της προδυνορφίνης (Pdyn-/-) παρουσιάζουν αγχολυτική δράση ύστερα από 

δοκιμασίες εξαναγκασμένης κολύμβησης (Force Swim Test) ή δοκιμασία ήπιων 

χτυπημάτων ποδιού (Foot Shock stress) (Land et al, 2008).  

 Οι προ-καταθλιπτικές ιδιότητες των αγωνιστών του κ-OR οφείλονται στη 

μειωμένη μετάδοση της ντοπαμίνης στο μεσομεταιχμιακό σύστημα, όπου οι κ-ORs 

εκφράζονται σε νευρώνες του VTA (Ventral Tegmental Area) και στα προσυναπτικά 

άκρα των προσαγωγών νευρώνων από το VTA προς τον επικληνά πυρήνα (Νucleus 

Accumbens) (Margolis et al, 2003; Svingos et al, 1999). Παραδόξως, το ήπιο στρες 

αυξάνει τα επίπεδα ντοπαμίνης στον επικληνή πυρήνα ενώ το έντονο ή χρόνιο στρες 

προκαλεί σημαντικές μειώσεις (Marinelli et al, 2007; Yadid et al, 2001). Τόσο το 

στρες όσο και διάφορες ναρκωτικές ουσίες ενεργοποιούν τον μεταγραφικό  

παράγοντα CREB και αυξάνουν τη δυνορφίνη στο επικληνή πυρήνα (ΝAc) σε 

τρωκτικά (Shirayama et al, 2004; Walters et al, 2005). Συγκεκριμένα, η 

επαναλαμβανόμενη έκθεση σε ναρκωτικές ουσίες ενεργοποιεί τον μεταγραφικό 

παράγοντα CREB και τα επίπεδα δυνορφίνης με ταυτόχρονη εμφάνιση αρνητικών 

συναισθηματικών καταστάσεων (π.χ. δυσφορία και άγχος) (Cole et al, 1995; Koob, 

2009). 

 Από την άλλη πλευρά, έχει βρεθεί ότι η επαναλαμβανόμενη έκθεση σε 

στρεσσογόνα ερεθίσματα όπως δοκιμασίες εξαναγκασμένης κολύμβησης προκαλεί 

την ενεργοποίηση των p38 και ERK1/2 κινασών που μεσολαβείται από τον κ-OR στο 

NAc (Bruchas et al, 2010). Ζωικά διαγονιδιακά μοντέλα κ-OR−/− ή PDyn−/− ή ακόμη 
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και GRK3−/− προκαλούν μείωση της ακινησίας σε δοκιμασίες εξαναγκασμένης 

κολύμβησης, ένα φαινόμενο που χαρακτηρίζεται ως αγχολυτικός φαινότυπος 

δηλώνοντας ότι η σηματοδότηση του κ-OR οδηγεί σε νευρικές προσαρμογές που 

συμβάλλουν στην εμφάνιση αγχωτικών φαινοτύπων (Bruchas et al, 2009; 

McLaughlin et al, 2003). 

 Ο ιππόκαμπος είναι μια περιοχή του εγκεφάλου που εμπλέκεται στη 

νευροβιολογία του στρες. Οι οπιοειδείς υποδοχείς εκφράζονται σε μέτρια έως υψηλά 

επίπεδα στην περιοχή του ιπποκάμπου (Drake et al, 2007). Πολυάριθμοι 

στρεσογόνοι παράγοντες (εξαναγκασμένη κολύμβηση, δοκιμασία εγκλωβισμού, ήπια 

χτυπήματα ποδιού) αυξάνουν τα επίπεδα της δυνορφίνης στον ιππόκαμπο 

(Shirayama et al, 2004), ενώ αντίθετα μικροεγχύσεις ανταγωνιστών του κ-OR, σε 

εγκεφάλους μυών, έχουν αντικαταθλιπτική δράση (Εικόνα 10). Η δυνορφίνη 

εκφράζεται στους νευρωνικούς άξονες και δενδρίτες των granule cells και η οξεία 

απελευθέρωση δυνορφίνης μειώνει τη νευρική ώση και αναστέλλει τη 

μακροπρόθεσμη ενίσχυση του νευρικού σήματος  (Drake et al, 2007). 

Συμπεριφορικές μελέτες έχουν δείξει πως η άμεση έγχυση της δυνορφίνης και άλλων 

αγωνιστών του κ-OR στην περιοχή CA3 του ιπποκάμπου προκαλεί έλλειψη μνήμης 

(Daumas et al, 2007). Το επαναλαμβανόμενο στρες ύστερα από εξαναγκασμένη 

κολύμβηση προκαλεί επίσης προβλήματα στη μνήμη καθώς και σε δοκιμασίες 

αναγνώρισης νεόυ αντικειμένου (Νοvel Object Recognition, NOR) τα οποία 

αποτρέπονται ύστερα από χορήγηση ανταγωνιστών του κ-ΟR ή απαλοιφή του 

γονιδίου της PDyn (Carey et al, 2009). Παρόλο που το NOR περιλαμβάνει τον 

περιρινικό φλοιό, αυτή η περιοχή έχει αμοιβαία συνδεσιμότητα με τον ιππόκαμπο 

υποδηλώνοντας ότι ο κ-OR μπορεί να επηρεάσει τη λειτουργία ευρύτερων 

νευρωνικών δικτύων που εμπλέκονται στη μάθηση και τη μνήμη (Carey et al, 2009).  

 

Eικόνα 10: Γραφική απεικόνιση της συμμετοχής του κ-OR στην νευροδιβίβαση και συναπτική 
πλαστικότητα σε κατάσταση στρες. Κατά τη διάρκεια του στρες, η δέσμευση της δυνορφίνης 
στους κ-ORs πυροδοτεί την μετάβαση του υποδοχέα σε μια παρατεταμένη ενεργή κατάσταση. 
Εμποδίζοντας την πρόσδεση της δυνορφίνης είτε με τον ανταγωνιστή norBNI είτε με 6β-
naltrexol (6βΝal) παρεμποδίζεται η μείωση της απελευθέρωσης του GABA. H δράση του 
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norBNI σχετίζεται με το JNK μονοπάτι σηματοδότησης το οποίο μειώνει μη ανταγωνιστικά τη 
δραστηριότητα του κ-ΟR (Polter et al, 2017). 

 
 Πολλά συστήματα που ανταποκρίνονται στα στρεσσογόνα ερεθίσματα 

έχουν εμπλέκονται στην αιτιολογία και την παθοφυσιολογία των διαταραχών της 

διάθεσης, συμπεριλαμβανομένων εκείνων της κορτιζόλης, του παράγοντα 

απελευθέρωσης της κορτικοτροπίνης (CRF), της βασσοπρεσσίνης και του BDNF 

(Duman & Monteggia, 2006; Koob, 2008; Mathews et al, 2008).  

 Οι υποδοχείς των γλυκοκορτικοειδών εμπλέκονται στις διαδικασίες που 

σχετίζονται με την απόκριση του εγκεφάλου στο στρεσσογόνο ερέθισμα και 

εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα στον ιππόκαμπο. Η παρατέταμένη σηματοδότηση 

των γλυκοκορτικοειδών επηρεάζει τη συναπτική πλαστικότητα των νευρώνων στην 

περιοχή του ιπποκάμπου καθώς παρατηρείται δενδριτική ατροφία και μειωμένη 

νευρογένεση (McEwen et al, 1999; Meaney, 2001). Αυτές οι νευρωνικές αλλαγές 

συχνά συνδέονται με καταθλιπτικές συμπεριφορές σε ζωικά μοντέλα τρωκτικών 

(Pittenger & Duman, 2008) αν και διάφορες μελέτες προτείνουν ότι μπορεί να 

αντικατοπτρίζουν προσαρμοστικές διαδικασίες που προστατεύουν τον εγκέφαλο από 

εκτεταμένες βλάβες (McEwen, 2008). Το μοτίβο έκφρασης των κ-ORs και η 

αλληλεπικάλυψη του με τα συστήματα που παραδοσιακά εμπλέκονται στην 

απόκριση του στρες αυξάνει την πιθανότητα να συμμετέχουν στη ρύθμιση του άξονα 

HPA (hypothalamic–pituitary–adrenal) (Εικόνα 11). Το στρες προκαλεί 

απελευθέρωση δυνορφίνης και η ενεργοποίηση των κ-ORs αυξάνει τα επίπεδα 

κορτικοστερόνης (CORT) σε αρουραίους, τα επίπεδα κορτιζόλης σε πιθήκους rhesus 

και ανθρώπους. Ο μηχανισμός μέσω του οποίου οι κ-ORs ενεργοποιούν τον άξονα 

HPA είναι ασαφής, αλλά πιθανότατα περιλαμβάνει διέγερση της απελευθέρωσης 

CRF (corticotropin release factor) στον υποθάλαμο καθώς και μηχανισμούς 

ανεξάρτητους από το CRF (Buckingham & Cooper, 1986; Calogero et al, 1996; 

Nikolarakis et al, 1987). Τα επίπεδα CORT μειώνονται τόσο σε PDyn-/- διαγονιδιακά 

ζωικά μοντέλα όσο και σε μύες άγριου τύπου μετά από χορήγηση του ανταγωνιστή 

norBNI. Μειωμένα επίπεδα CORT παρατηρούνται επίσης και σε αρουραίους που 

τους χορηγήθηκε norBNI ως απόκριση στον περιορισμό της τροφής και στην 

πρόκληση/αναζήτησης κοκαΐνης (Allen et al, 2013) . Ωστόσο, θα πρέπει να 

σημειωθεί πως η ενεργοποίηση του κ-OR δεν είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση 

του άξονα HPA που προκαλείται από το στρες. Τα πειραματικά αυτά δεδομένα 

αποδεικνύουν ότι η σηματοδότηση που ρυθμίζεται από το ενδογενές σύστημα 



43 

 
 

 

δυνορφίνης/κ-OR επηρεάζει και επηρεάζεται από αυτά τα συστήματα τονίζοντας την 

συμμετοχή του οπιοιεδούς συστήματος σε αγχωτικές διαταραχές. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Eικόνα 11: Ο άξονας HPA και οι νευρωνικές συνδέσεις. Το στρες προκαλεί την 
απελευθέρωση του CRF και AVP από τους νευρώνες στο PVN που προβάλλουν στην 
πρόσθια υπόφυση. Η συνεπακόλουθη έκκριση ACTH οδηγεί σε σύνθεση γλυκοκορτικοειδών 
και απελευθέρωση από τον φλοιό των επινεφριδίων. Οι δράσεις των γλυκοκορτικοειδών 
διαμεσολαβούνται από τους GR και MR υποδοχείς σε όλο τον εγκέφαλο και την περιφέρεια. 
Τα γλυκοκορτικοειδή ενεργοποιούν βρόγχους αρνητικής ανάδρασης εντός του PVN, της 
υπόφυσης και του ιπποκάμπου. Οι νευρωνικές εισροές από τον HIPP, BNST, PFC και AMY 
ρυθμίζουν τη δραστηριότητα του HPA άξονα. Oι κ-ORs εκφράζονται σε περιοχές του 
εγκεφάλου που επηρεάζουν την ενεργοποίηση του άξονα HPA. Οι διακεκομμένες γραμμές 
αντιπροσωπεύουν έμμεσες συνδέσεις με το PVN.  
ACTH: αδρενοκορτικοτροπική ορμόνη, ΑΜΥ:αμυγδαλή, AVP: αργινίνη vasopressin, BNST: 
πυρήνας κλίνης του stria terminalis, CRF:παράγοντας απελευθέρωσης κορτικοτροπίνης, 
GR:υποδοχέας γλυκοκορτικοειδών, HIPP:ιππόκαμπος, HPA axis:Άξονας υποθαλάμου-
υπόφυσης-επινεφριδίων, MR: υποδοχέας μεταλλοκορτικοειδών, PFC:προμετωπιαίος φλοιός, 
PVN:παρακοιλιακός πυρήνας του υποθαλάμου (Van't Veer & Carlezon, 2013). 

1.7 Ρύθμιση του μηχανισμού της αυτοφαγίας  

Tα κύτταρα έχουν ανάγκη από μια συνεχή ανανέωση των 

κυτταροπλασματικών τους συστατικών ώστε να δημιουργούν μακρομοριακά δομικά 

στοιχεία και να παράγουν ενέργεια τόσο υπό φυσιολογικές όσο και σε στρεσσογόνες 

καταστάσεις. Η αυτοφαγία είναι μια ρυθμισμένη διαδικασία αποικοδόμησης 

κυτταροπλασματικών συστατικών καθώς και κατεστραμμένων ή δυσλειτουργικών 

οργανιδίων μέσω της λυσοσωματικής οδού. Η διεργασία αυτή είναι απαραίτητη για 

την επιβίωση, τη διαφοροποίηση, την ανάπτυξη, την ομοιόσταση και συμβάλλει 
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σημαντικά στην κυτταροπροστασία μέσω αναγέννησης των κυτταροπλασματικών 

υλικών εμποδίζοντας ταυτόχρονα τη συσσώρευση τοξικών παραγόντων και πολυ-

ουβικιτινιωμένων πρωτεϊνών. Η αυτοφαγία λειτουργεί σε βασικά επίπεδα στα 

περισσότερα κύτταρα, εξαλείφοντας συσσωματώματα πρωτεϊνών και κατεστραμμένα 

οργανίδια προκειμένου να διατηρηθεί η κυτταροπλασματική ομοιόσταση. Αυτό 

περιλαμβάνει την αποικοδόμηση των δυσλειτουργικών μιτοχονδρίων μέσω της 

μιτοφαγίας, μιας κυτταροπροστατευτικής διαδικασίας που περιορίζει τόσο την 

παραγωγή δραστικών ριζών οξυγόνου (ROS) όσο και την απελευθέρωση τοξικών 

ενδομιτοχονδριακών πρωτεϊνών (Lieberman & Sulzer, 2020; Nikoletopoulou et al, 

2015; Nikoletopoulou & Tavernarakis, 2018; Shen et al, 2015). Η αυτοφαγία επάγεται 

κατά τη διάρκεια διαφόρων παθολογικών και φυσιολογικών καταστάσεων, όπως η 

ασιτία. Η επαγόμενη από την έλλειψη θρεπτικών συστατικών αυτοφαγία αποτελεί μια 

εξελικτικά συντηρημένη απόκριση στους ευκαρυώτες που επιτρέπει την 

αποικοδόμηση πρωτεϊνών, υδατανθράκων και λιπιδίων με αποτέλεσμα το κύτταρο 

να προσαρμόσει το μεταβολισμό του για να καλύψει τις ενεργειακές του ανάγκες 

(Nixon, 2013). Πράγματι, η επαγωγή της αυτοφαγίας στα νεογέννητα ποντίκια 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη διατήρηση των επιπέδων ενέργειας σε διάφορους 

ιστούς μετά τη διακοπή της παροχής θρεπτικών συστατικών από τη μητέρα μέσω 

του πλακούντα. Επιπλέον, η επαγόμενη από την ασιτία αυτοφαγία έχει 

κυτταροπροστατευτική δράση εμποδίζοντας την επαγωγή της απόπτωσης από τα 

μιτοχόνδρια. Στα νευρικά κύτταρα η αυτοφαγία ελέγχει την ακεραιότητα των 

πρωτεϊνών και προστατεύει τα κύτταρα από συσσωματώματα, κατεστραμμένα 

οργανιδία και είναι απαραίτητη κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης και της 

διαφοροποίησης.  

Πιθανή δυσλειτουργία στο μηχανισμό της αυτοφαγίας έχει συσχετιστεί άμεσα 

με ένα μεγάλο αριθμό ανθρώπινων ασθενειών όπως μολυσματικές ασθένειες, 

καρκίνος, νευροεκφυλισμός και ψυχοπαθολογίες. Επίσης έχει αναφερθεί εμπλοκή 

της στην νευρωνική πλαστικότητα σε ντοπαμινεργικούς νευρώνες, μέσω της μείωσης 

της νευροδιαβίβασης (Hernandez et al, 2012; Nixon, 2013). 

Υπάρχουν τρείς τύποι αυτοφαγίας, η μάκρο-αυτοφαγία, η μίκρο-αυτοφαγία και 

η διαμεσολαβούμενη από συνοδές πρωτεϊνες αυτοφαγία (Chaperone Mediated 

Autophagy), εκ των οποίων όλοι επάγουν την πρωτεολυτική αποικοδόμηση 

κυττοσολικών συστατικών στα λυσοσώματα. Η διαφοροποίηση μεταξύ των τριών 

έγκειται στον τρόπο με τον οποίο μεταφέρεται το προς αποικοδόμηση υλικό στα 
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λυσοσώματα. Κατά την μάκρο-αυτοφαγία η παράδοση του υποστρώματος γίνεται 

μέσω ενός κυστιδίου με διπλή μεμβράνη, του αυτοφαγοσώματος, το οποίο 

συντήκεται με το λυσόσωμα. Αντίθετα στην μίκρο-αυτοφαγία, το υπόστρωμα 

προσλαμβάνεται απευθείας από το λυσόσωμα μέσω εγκόλπωσης της μεμβράνης 

του. Στην διαμεσολαβούμενη από συνοδές πρωτεϊνες αυτοφαγία, στοχευμένες 

πρωτεΐνες που διαθέτουν ένα μοτίβο της συντηρημένης ακολουθίας KFERQ 

μεταφέρονται στο εσωτερικό του λυσοσώματος μέσω του σχηματισμού συμπλόκων 

με τσαπερόνες, οι οποίες αναγνωρίζονται από την λυσοσωμική μεμβρανική πρωτεΐνη 

LAMP-2A (Glick et al, 2010).  

1.7.1 Στάδια της μακροαυτοφαγίας 

H μακροαυτοφαγία είναι μια διαδικασία μαζικής αποικοδόμησης 

κυτταροπλασματικού υλικού και εμπλέκεται στην εκκαθάριση μακράς διάρκειας 

πρωτεϊνών και οργανιδίων. Κατά τη διάρκεια της αυτοφαγίας, οι φαγοφόροι που 

ονομάζονται προ-αυτοφαγικές δομές επιμηκύνονται και ένα μέρος του 

κυτταροπλάσματος εσωτερικεύεται σχηματίζοντας τα αυτοφαγοσώματα που 

αποτελούνται από δύο μεμβράνες διαθέτοντας μέγεθος ~300-900nm. Τα 

αυτοφαγοσώματα αρχικά συγχωνεύονται με τα ενδοσώματα για να σχηματίσουν 

υβριδικά οργανίδια που ονομάζονται αμφισώματα που αργότερα συγχωνεύονται με 

όξινα λυσοσώματα όπου τα εγκλωβισμένα κυτοσολικά περιεχόμενα 

αποικοδομούνται. Μέσω του συγκεκριμένου τύπου αυτοφαγίας είναι δυνατή η 

εγκόλπωση και αποικοδόμηση μεγάλου μεγέθους υποστρωμάτων, όπως τα 

μιτοχόνδρια ή τμήματα του ενδοπλασματικού δικτύου, μέσω εκλεκτικών ή μη 

μηχανισμών. Μεγάλο μέρος των μηχανισμών ρύθμισης και διεκπεραίωσης του 

φαινομένου έχει μελετηθεί στην ζύμη (Saccharomyces cerevisiae), με αποτέλεσμα να 

έχουν ταυτοποιηθεί τουλάχιστον 32 σχετιζόμενα με την αυτοφαγία γονίδια (Atg 

genes) πολλά εκ των οποίων είναι συντηρημένα από τα φυτά έως τα θηλαστικά 

(Nakatogawa et al, 2009).  

Η προέλευση του αυτοφαγοσώματος, ως αφετηρία της μακροαυτοφαγίας, έχει 

χαρακτηριστεί ως μια μικρή δομή που ονομάζεται μεμβράνη απομόνωσης ή 

φαγοφόρος. Ως πηγή της μεμβράνης απομόνωσης έχουν προταθεί διάφορες 

ενδοκυτταρικές μεμβράνες, όπως το ενδοπλασματικό δίκτυο, η συσκευή Golgi, τα 

μιτοχόνδρια, καθώς και η πλασματική μεμβράνη. Ωστόσο, οι μηχανισμοί που 
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διέπουν τη στρατολόγηση αυτών των μεμβρανών για το σχηματισμό 

αυτοφαγοσωμάτων παραμένουν ασαφείς (Dikic & Elazar, 2018) 

.  

Εικόνα 12: Bασικοί τύποι αυτοφαγίας:Μακροαυτοφαγία, μικροαυτοφαγία και αυτοφαγία 
διαμεσολαβούμενη από συνοδούς πρωτεϊνες. 
 

Εκκίνηση της μακροαυτοαφαγίας  

Η έναρξη του μηχανισμού της αυτοφαγίας είναι ο σχηματισμός της μεμβράνης 

απομόνωσης, γνωστής ως φαγοφόρος. Πρόκειται για μία λιπιδική διπλοστιβάδα με 

πιθανότερη προέλευση τις μεμβράνες του ενδοπλασματικού δικτύου, του 

συστήματος Golgi και των ενδοσωμάτων (Simonsen & Tooze, 2009). Η έναρξη 

περιλαμβάνει τη συγκρότηση του πρωτεϊνικού συμπλόκου ULK που απαρτίζεται από 

τις ULK1, Atg13, FIP200 και Atg101 στις μεμβράνες απομόνωσης. Το πρωτεϊνικό 

αυτό σύμπλοκο συνεργάζεται και με άλλες πρωτεΐνες που σχετίζονται με την 

αυτοφαγία για την έναρξη του σχηματισμού αυτοφαγοσωμάτων όπως οι πρωτεϊνες 

Αtg. H μακροαυτοφαγία επάγεται επίσης μέσω της μεταβολής της μεταγραφής 

γονιδίων της μακροαυτοφαγίας ή της μείωσης των κυτταρικών επιπέδων της 1,4,5-

τριφωσφορικής ινοσιτόλης (IP3). Είναι ενδιαφέρον ότι τα μειωμένα επίπεδα IP3 

μειώνουν περαιτέρω την συγκέντρωση ιόντων ασβεστίου ενδοκυτταρικά και τη 

δραστικότητα καλπαΐνης οπότε μειώνονται τα επίπεδα του cAMP, με αποτέλεσμα να 

δημιουργείται ένας βρόγχος ανάδρασης για την ενεργοποίηση του μηχανισμού της 

μακροαυτοφαγίας. Οι Atg5 και Atg12 πρωτεϊνες, που εντοπίζονται στις μεμβράνες 

σχηματισμού των αυτοφαγοσωμάτων, είναι επίσης βασικοί ρυθμιστές της 
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μακροαυτοφαγίας. Η αλληλεπίδραση της Atg5 με την Atg16L1 στις μεμβράνες 

απομόνωσης διευκολύνει τον σχηματισμό αυτοφαγοσωμάτων (Dikic & Elazar, 2018; 

Glick et al, 2010; Johansen & Lamark, 2020; Lieberman & Sulzer, 2020; 

Nikoletopoulou et al, 2015; Nixon, 2013).  

Σχηματισμός της μεμβράνης απομόνωσης  

Ο σχηματισμός των αυτοφαγοσωμάτων προχωρά με την εμπυρήνωση και 

επιμήκυνση των μεμβρανών απομόνωσης για τη δημιουργία κυστιδιακών δομών. Η 

δημιουργία των μεμβρανών απομόνωσης απαιτεί το σχηματισμό ενός μεγάλου 

πρωτεϊνικού συμπλόκου, γνωστού ως σύμπλοκο της 3-κινάσης- 

φωσφατιδυλινοσιτόλη (PI3K) Beclin 1/Class III, το οποίο περιλαμβάνει 

αλληλεπιδρώντα σύμπλοκα διαφόρων πρωτεϊνών, συμπεριλαμβανομένης της Beclin 

1, της UV irradiation resistance-associated tumor suppressor gene (UVRAG), Atg14, 

B-cell leukemia/lymphoma-2 (Bcl-2), p150, Αmbra1, endophilin B1, και PI3K 

Vacuolar protein sorting 34 (Vps34) (Turco et al, 2020). Ο σχηματισμός του 

συμπλόκου Beclin 1/PI3K και η δραστικότητα της PI3K αναστέλλονται όταν η Beclin 

1 είναι συνδεδεμένη με την Bcl-2, αλλά διεγείρονται κατά την πρόσληψη της UVRAG 

στο σύμπλοκο. Η Ambra1 δεσμεύει επίσης την Beclin 1 για να ρυθμίσει το 

σχηματισμό του συμπλόκου Beclin 1/PI3K. Είναι ενδιαφέρον ότι η Atg14 και η 

UVRAG, που αποτελούν μέρος του συμπλόκου Beclin 1-PI3K, ανταγωνίζονται για τη 

προόσδεση τους με την Beclin 1 για το σχηματισμό των αυτοφαγοσωμάτων (Kang et 

al, 2011). Ακόμα, η ενδοφιλίνη B1, επίσης γνωστή ως παράγοντας αλληλεπίδρασης 

με τον Bax 1 (Bif-1) είναι μέχρι στιγμής η μόνη πρωτεΐνη που περιέχει την περιοχή 

Bin-Amphiphysin-Rvs (N-BAR) με Ν-τελικό άκρο που έχει αναγνωριστεί σε αυτό το 

σύμπλοκο Beclin 1/PI3K και πιστεύεται ότι δημιουργεί καμπυλότητα μεμβρανών κατά 

τη διάρκεια του σχηματισμού των κυστιδίων. Κάποιες ακόμα πρωτεΐνες, όπως η 

PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1), η death-associated protein kinase (DAPK), 

ο υποδοχέας IP3 και το high mobility group box 1, έχουν επίσης αναγνωριστεί ως 

πρωτεΐνες που δεσμεύουν την Beclin 1 και ρυθμίζουν τη μακροαυτοφαγία (Zhang & 

Ney, 2009). Μετά το στάδιο της εμπυρήνωσης, στρατολογούνται άλλες Atg 

πρωτεΐνες στη μεμβράνη των προ-αυτοφαγοσωμάτων για να προωθήσουν την 

επιμήκυνση, την επέκταση και τελικά την ολοκλήρωση του σχηματισμού του 

αυτοφαγοσώματος. Κατά τη διάρκεια των σταδίων επιμήκυνσης και επέκτασης, οι 

πρωτεϊνες Atg7 και Atg10 διευκολύνουν τον σχηματισμό ενός ομοιοπολικά 

συνδεδεμένου συμπλόκου Atg5-Atg12, το οποίο αλληλεπιδρά επίσης με την Atg16L1 



48 

 
 

 

(Dikic & Elazar, 2018). Η μεμβράνη απομόνωσης επεκτείνεται και σχηματίζει ένα 

κυστίδιο που εγκολπώνει το προς αποικοδόμηση κυτταρικό υλικό, όπως πρωτεϊνικά 

συσσωματώματα, ουβικουϊτινομένες πρωτεΐνες και ελαττωματικά οργανίδια, έως 

ότου ολοκληρωθεί ο σχηματισμός του αυτοφαγικού κυστιδίου, στο οποίο το φορτίο 

περικλείεται από μία διπλή λιπιδική στοιβάδα (Eικόνα 13). 

 

Εικόνα 13. Μοριακοί μηχανισμοί εμπλεκόμενοι στην επαγωγή της αυτοφαγίας και στην 
βιογένεση των αυτοφαγοσωμάτων (Sarkar, 2013).   
 
Ωρίμανση και αποικοδόμηση των αυτοφαγοσωμάτων 

Τα αυτοφαγοσώματα συντήκονται με διάφορους τύπους κυστιδίων 

προερχόμενα από τα ενδοσωμικά/λυσοσωμικά μονοπάτια. Κατά συνέπεια, η 

ωρίμανση και η αποικοδόμηση των αυτοφαγοσωμάτων απαιτεί τη δράση της 

πρωτεΐνης-δείκτη των ώριμων ενδοσωμάτων Rab7 καθώς και της λυσοσωμικής 

μεμβρανικής πρωτεΐνης LAMP-2. Οι μοριακοί μηχανισμοί που διέπουν την ωρίμανση 

των αυτοφαγοσωμάτων παραμένουν ασαφείς. Πρόσφατες μελέτες έχουν εντοπίσει 

νέους ρυθμιστές της ωρίμανσης και της αποικοδόμησης των αυτοφαγοσωμάτων, 

όπως αυτή του συμπλόκου SNARE, syntaxin-5. Η UVRAG αλληλεπιδρά με το 

σύμπλοκο πρωτεϊνών τάξης C, έναν βασικό μηχανισμό για την ενδοσωματική 

σύντηξη, και ενισχύει τη δραστικότητα της Rab7 για την προώθηση της σύντηξης των 



49 

 
 

 

αυτοφαγοσωμάτων με τα όψιμα ενδοσώματα και τα λυσοσώματα. Είναι ενδιαφέρον 

ότι η αλληλεπίδραση του UVRAG με το Rubicon ρυθμίζει αρνητικά την ωρίμανση των 

αυτοφαγοσωμάτων (Barth et al, 2010; Dikic & Elazar, 2018; Glick et al, 2010). Μετά 

την ολοκλήρωση της σύντηξης των άκρων της μεμβράνης απομόνωσης προς 

σχηματισμό του κυστιδίου, το αυτοφαγόσωμα συντήκεται είτε με το λυσόσωμα προς 

παραγωγή του αυτολυσοσώματος, είτε με κάποιο ενδόσωμα, προς σχηματισμό 

αμφισωμάτων, τα οποία θα συντηχθούν στην συνέχεια με τα λυσοσώματα 

(Eskelinen, 2008; Mizushima, 2007). Με την ολοκλήρωση της σύντηξης, η εσωτερική 

μεμβράνη του αυτοφαγοσώματος αποικοδομείται, με την LC3-ΙΙ που βρίσκεται σε 

αυτήν να υδρολύεται, ενώ η LC3-II της εξωτερικής μεμβράνης ανακυκλώνεται.  

Προϋπόθεση της λειτουργικότητας του αυτολυσοσώματος είναι η όξυνση του 

pH σε ~4,5-5,0, ώστε τα υδρολυτικά ένζυμα που περιέχονται σε αυτό να είναι ενεργά. 

Η όξυνση αυτή πραγματοποιείται μεσώ μίας αντλίας ιόντων υδρογόνου, η οποία 

βρίσκεται στην λυσοσωμική μεμβράνη (Saftig & Klumperman, 2009). Mόρια τα οποία 

αναστέλλουν την λειτουργία της αντλίας αυτής, όπως είναι η μπαφιλομυκήνη, η 

οποία οδηγεί σε αδυναμία ολοκλήρωσης της αυτοφαγίας και την συσσώρευση της 

πρωτεΐνης LC3-II στο κυτταρόπλασμα (Mauvezin et al, 2015).  

Ενδιαφέρον είναι ότι πρόσφατα δεδομένα δηλώνουν ότι η "βασική" και η 

"επαγόμενη από στρες/παθολογική" μακροαυτοφαγία μπορεί να αναδειχθούν ως δύο 

υποτύποι μακροαυτοφαγίας που πιθανώς εμπλέκονται διαφορετικοί μηχανισμοί. Για 

παράδειγμα, σε νευρώνες αρουραίου, η φωσφορυλίωση της ενδοφιλίνης B1 από την 

Cdk5 απαιτείται για τη μακροαυτοφαγία και τον νευρωνικό θάνατο που προκαλείται 

από διάφορα ερεθίσματα που προκαλούν στρες ή θάνατο, αλλά είναι περιττή για τη 

βασική μακροαυτοφαγία (Ugland et al, 2011). Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι η 

πιθανή παρουσία διαφορετικών μακροαυτοφαγικών μηχανισμών για τη "βασική" και 

την "επαγόμενη από στρες/παθολογική" μακροαυτοφαγία ενισχύει την πιθανότητα να 

πρόκειται για δύο διφορετικούς υποτύπους μακροαυτοφαγίας.  

1.7.2 Συμμετοχή της μακροαυτοφαγίας στη νευρωνική πλαστικότητα 

Η πλαστικότητα του κεντρικού νευρικού συστήματος (ΚΝΣ) σχετίζεται με 

αναγέννηση των νευρώνων τόσο ανατομικά όσο και λειτουργικά ώστε να μπορέσουν 

να σχηματίσουν νέες συναπτικές συνδέσεις. Η προσαρμοστικότητα στο νευρικό 

σύστημα επιτρέπει στον εγκέφαλο να αντιμετωπίσει βλάβες ή διαταραχές και να 
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μειώσει τις επιπτώσεις των αλλάγών που οφείλονται σε ασθένειες όπως η Parkinson, 

η νόσος Alzheimer, σκλήρυνση κατά πλάκας και άλλες νευροεκφυλιστικές ασθένειες. 

Ο ενήλικος εγκέφαλος αποτελεί ένα εξαιρετικά δυναμικό όργανο που 

μεταβάλλει συνεχώς τη δομή του μέσω της εξάλειψης και του σχηματισμού νέων 

συνδέσεων. Οι αλλαγές αυτές χαρακτηρίζονται ως εγκεφαλική και νευρωνική 

πλαστικότητα (Viscomi & D'Amelio, 2012). Η πλαστικότητα του εγκεφάλου θα 

μπορούσε να χωριστεί σε πλαστικότητα δομής και σε πλαστικότητα λειτουργίας. Η 

δομική πλαστικότητα του εγκεφάλου αναφέρεται στο γεγονός ότι οι συνδέσεις μεταξύ 

των συνάψεων ανάμεσα στους νευρώνες μπορούν να δημιουργηθούν λόγω της 

επίδρασης της μάθησης και της εμπειρίας ενώ η λειτουργική πλαστικότητα σχετίζεται 

με την νευροδιαβίβαση και τη δομή των συνάψεων (De Pitta et al, 2016). 

Πρόσφατα δεδομένα δείχνουν ότι η αυτοφαγία είναι ένας ομοιοστατικός 

μηχανισμός που επιδρά άμεσα στο μικροπεριβάλλον της σύναψης επηρεάζοντας την 

νευροδιαβίβαση. Η νευρωνική πλαστικότητα μεταβάλλεται εξαιτίας της βιογένεσης και 

της αποικοδόμησης οργανιδίων και πρωτεϊνών που ρυθμίζουν την λειτουργία των 

συνάψεων. Ως εκ τούτου, η αυτοφαγία αποτελεί ένα μηχανισμό ΄΄ποιοτικού ελέγχου΄΄ 

των οργανιδίων και των πρωτεϊνών στους νευρώνες που διαδραματίζει σημαντικό 

ρόλο στη φυσιολογία και την παθολογία τους (Viscomi & D'Amelio, 2012). Βασικός 

ρυθμιστής της αυτοφαγίας αποτελεί η πρωτεϊνη mTOR που διαδραματίζει σημαντικό 

ρόλο στην αυτοφαγία διαμορφώνοντας τη μακροχρόνια συναπτική πλαστικότητα, τη 

μνήμη και τη μάθηση μέσω της ρύθμισης της σύνθεσης των δενδριτικών πρωτεϊνών 

(Bockaert & Marin, 2015).  

Η μακροαυτοφαγία μειώνει την απελευθέρωση νευροδιαβιβαστών στο 

προσυναπτικό άκρο μειώνοντας έτσι τη νευροδιαβίβαση και τροποποιεί την 

προσυναπτική δομή. Ελλειπής λειτουργία της μακροαυτοφαγίας έχει ως αποτέλεσμα 

την εμφάνιση νευροεκφυλιστικών παθήσεων (Hernandez et al, 2012) (Εικόνα 14).  

Οι δενδριτικές άκανθες αποτελούν δυναμικές δομές καθώς η δομή και ο 

αριθμός τους μπορεί να αλλάζει σε σύντομα (μερικά λεπτά) και μεγάλα (ημέρες έως 

εβδομάδες) χρονικά διαστήματα (Alvarez & Sabatini, 2007; Trachtenberg et al, 2002; 

Yang et al, 2009). Αυτή η διαφοροποίηση της μορφολογίας των συνάψεων 

επηρεάζεται από το μηχανισμό της αυτοφαγίας μέσω ανακύκλωσης δομικών 

συναπτοσωμικών πρωτεϊνων. Οι εν λόγω συνάψεις είναι κρίσιμες για την 

αποθήκευση της μνήμης και οι αλλαγές στη δομή και την ισχύ τους σχετίζονται με 
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μορφές μάθησης υποδηλώνοντας την συμμετοχή της αυτοφαγίας στην συναπτική 

πλαστικότητα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eικόνα 14: O ρυθμιστικός ρόλος της αυτοφαγίας στις συναπτικές απολήξεις. (Α) Το  
κυτταροπλασματικό υλικό συμπεριλαμβανομένων των λανθασμένων αναδιπλωμένων 
πρωτεϊνών και οργανιδίων εσωκλείωνται από τα αυτοφαγοσωμάτια.Τα περισσότερα από τα 
αυτοφαγοσωμάτια συντίθενται τοπικά στους άξονες και στη συνέχεια μεταφέρονται κατά μήκος 
των μικροσωληνίσκων προς το κυτταρικό σώμα. (Β) Στις προσυναπτικές απολήξεις των 
ντοπαμινεργικών νευρώνων, η αυτοφαγία οδηγεί στην αποικοδόμηση των συναπτικών 
κυστιδίων και καταστέλλει την απελευθέρωση DA. (Γ) Στα μετασυναπτικά άκρα η αυτοφαγία 
συμβάλλει στην αποικοδόμηση των μετασυναπτικών υποδοχέων, όπως οι GABARs και οι 
AMPARs. (Shen et al, 2015). 
 

Συναπτοσωμικές μεταβολές, που επηρεάζουν την αναδιαμόρφωση των 

δενδριτικών ακάνθων, που προκαλούνται από την επαγόμενη αυτοφαγία 

παρατηρούνται και σε καταστάσεις νηστείας. Έλλειψη θρεπτικών συστατικών οδηγεί 

σε επαγωγή της αυτοφαγίας μέσω του BDNF με αποτέλεσμα την αποικοδόμηση των 

πρωτεϊνών PSD95, PICK1, SHANK3 και την συνεπακόλουθη μείωση του αριθμού 

των δενδριτκών ακάνθων (Nikoletopoulou et al, 2017) (Εικόνα 15).  

Βιβλιογραφικά δεδομένα υποστηρίζουν ότι οι MAPKs μπορούν να ρυθμίσουν 

την μακροαυτοφαγία(Wang & Ren, 2016). Οι ERK1,2 και p38 κινάσες  

διαδραματίζουν βασικό ρόλο στον έλεγχο της αυτοφαγίκής διαδικασίας κατά τη 

διάρκεια της ωρίμανσης του αυτοφαγοσώματος (Corcelle et al, 2007). Πολλοί 

νευροτροφικοί παράγοντες που εμπλέκονται στη συναπτική πλαστικότητα 

ενεργοποιούν τις ERK1,2 κινάσες δρώντας σε κυτταροπλασματικό και πυρηνικό 
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επίπεδο. Η βραχυπρόθεσμη συναπτική πλαστικότητα, δηλαδή ο σχηματισμός ή/και η 

απαλοιφή συνάψεων βασίζονται στο μονοπάτι της αυτοφαγίας που διαμεσολαβείται 

από την ενεργοποίηση των MAPKs (Giachello et al, 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eικόνα 15: Σχηματική απεικόνιση της επίδρασης της αυτοφαγίας, στους πυραμιδικούς 

διεγερτικούς νευρώνες, στην επαγωγή της μακρόχρονης αποδυνάμωσης της νευρικής ώσης 
(LTD). Στο σχήμα παρουσιάζεται η τοπική βιογένεση αυτοφαγικών κυστιδίων (AVs) στους 
δενδρίτες κατά την LTD, με την οποία τα μετασυναπτικά συστατικά οδηγούνται προς 
αυτοφαγική αποικοδόμηση (Kallergi & Nikoletopoulou, 2021). 

 

1.7.3 Ρόλος της μακροαυτοφαγίας στις νευροεκφυλιστικές ασθένειες 

και στην ψυχοπαθολογία 

Η αυτοφαγία είναι μια λυσοσωμική οδός αποικοδόμησης, η οποία συμβάλλει 

όχι μόνο στην παροχή θρεπτικών συστατικών αλλά και στην απομάκρυνση 

επιβλαβών υλικών, όπως λανθασμένα αναδιπλωμένες πρωτεϊνες, για την 

υποστήριξη της κυτταρικής ομοιόστασης και επιβίωσης. Δυσλειτουργία στο 

μηχανισμό της αυτοφαγίας έχει συσχετιστεί με διάφορες ανθρώπινες ασθένειες, 

όπως ο καρκίνος, οι μεταβολικές διαταραχές και οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες 

(Kroemer & White, 2010). 
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Οι νευρώνες είναι ιδιαίτερα ευάλωτοι στη δυσλειτουργία της αυτοφαγίας 

καθώς διαθέτουν μεγάλες ποσότητες κυτταροπλάσματος και χωρικά ετερογενείς 

ενδοσωματικούς πληθυσμούς με αποτέλεσμα τη συσσώρευση κυτταρικών 

αποβλήτων που δημιουργεί τοξικό φορτίο για τα κύτταρα. Τα κυτταρικά απόβλητα 

επίσης δεν μειώνονται, καθώς οι νευρώνες δεν διαιρούνται. Έχει βρεθεί ότι 

διαγονιδιακά ποντίκια που στερούνται τα γονίδια Atg παρουσίαζαν εμβρυϊκή ή 

νεογνική θνησιμότητα. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει την σπουδαιότητα της 

αυτοφαγίας στην εγκεφαλική λειτουργία και ομοιόσταση (Nixon, 2013). Επιπλέον, 

διαγονιδιακά μοντέλα μυών που στερούνται τη βασική πρωτεΐνη της αυτοφαγίας, 

ATG5 ή ATG7, προκάλεσε συσσώρευση πολυουβικουιτινιωμένων συσσωμάτων και 

συμπεριφορικές αλλαγές. Παρομοίως, η αποσιώπηση είτε της ATG5 είτε της ATG7 

στα κύτταρα Purkinje προκάλεσε κινητική δυσλειτουργία (Nishiyama et al, 2007). Η 

απαλοιφή μιας επίσης σημαντικής πρωτεΐνης στον μηχανισμό της αυτοφαγίας, όπως 

η FIP200, σε νευρώνες ποντικών οδήγησε σε μείωση του σχηματισμού 

αυτοφαγοσωμάτων και εκφύλιση της παρεγκεφαλίδας με προοδευτική απώλεια 

νευρώνων (Liang et al, 2010). Τέλος, η αποσιώπηση της p62, ενός αυτοφαγικού 

υποδοχέα που αναγνωρίζει ειδικά τις πολυουβικουιτινιωμένες πρωτεΐνες, αύξησε τον 

σχηματισμό νευροϊνιδιακών δεσμών και δημιούργησε ανωμαλίες συμπεριφοράς σε 

μοντέλα μυών και zebrafish (Lattante et al, 2015) 

Τα περισσότερα νευροεκφυλιστικά νοσήματα εμφανίζουν συσσωματώματα 

πρωτεϊνών, παθολογικά στην πλειοψηφία τους, όπως στις περιπτώσεις στη νόσο του 

Alzheimer (AD) με την Αβ, στη νόσο του Parkinson (PD) με τη μεταλλαγμένη α-

συνουκλεΐνη, στη νόσο του Huntington (HD) με τα συσσωματώματα polyQ Huntigtin 

και στην αμυοτροφική πλευρική σκλήρυνση (ALS) με τη μεταλλαγμένη υπεροξειδική 

δισμουτάση 1 (SOD1) και TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43). Αυτά τα 

πρωτεϊνικά συσσωματώματα απομακρύνονται κυρίως μέσω της οδού 

αποικοδόμησης της αυτοφαγίας/λυσοσώματος. Γενετικές μεταλλάξεις σε υποδοχείς 

της αυτοφαγίας, όπως οι p62, OPTN, NBR1 και ALFY/WDFY3, έχουν συχνά 

συσχετιστεί με νευροεκφυλιστικές νόσους. Η γήρανση, αποτελεί τον πιο κοινό 

παράγοντα κινδύνου για νευροεκφυλισμό καθώς μειώνει σημαντικά την αυτοφαγική 

δραστηριότητα. Ως εκ τούτου, η δυσλειτουργική αυτοφαγία μπορεί να οδηγήσει στην 

ανάπτυξη νευροεκφυλιστικών ασθενειών (Jung et al, 2020b). 

Η AD είναι η πιο κοινή νευροεκφυλιστική νόσος, που προκαλεί άνοια. Η 

συσσώρευση πλακών Aβ και νευροϊνιδιακών δεσμών tau στον εγκέφαλο των 
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ασθενών θεωρείται παθολογικό χαρακτηριστικό της νόσου, καθώς και κρίσιμο 

κομμάτι της παθογένειάς της. Η απομάκρυνση της Aβ επιτυγχάνεται κυρίως μέσω 

της αυτοφαγίας (Uddin et al, 2018). Η αύξηση της δραστηριότητας της p62 ή του 

μεταγραφικού παράγοντα EB (TFEB) αποδείχθηκε ότι μειώνει τον σχηματισμό 

πλακών Aβ, με αποτέλεσμα τη βελτίωση της παθολογίας της AD σε μύες (Song et al, 

2020). Αντίθετα, τα αυξημένα ολιγομερή του Aβ εμπόδισαν την αυτοφαγική 

δραστηριότητα μέσω της μειωμένης διακίνησης και της βιογένεσης των 

λυσοσωμάτων σε ζωικά μοντέλα (Tammineni et al, 2017). Συσσώρευση πρωτεϊνών 

της αυτοφαγικής-λυσοσωματικής οδού, όπως οι p62, LC3 και LAMP1, καθώς και 

αυτοφαγικές και λυσοσωματικές βλάβες παρατηρήθηκαν στους μεταθανάτιους 

εγκεφάλους ασθενών που είχαν AD (Piras et al, 2016).  

Η νόσος του Παρκινσον (PD) είναι μια προοδευτική νευροεκφυλιστική 

διαταραχή της κίνησης που χαρακτηρίζεται από συσσωματώματα α-συνουκλεΐνης 

που ονομάζονται σωμάτια Lewy στους ντοπαμινεργικούς νευρώνες της μέλανας 

ουσίας (substantia nigra). Πειραματικά δεδομένα έχουν αποδείξει ότι η απωσιώπηση 

του γονιδίου ATG7 προκαλεί μια εξαρτώμενη από την ηλικία αύξηση του 

σχηματισμού συσσωματωμάτων της α-συνουκλεΐνης που περιέχουν την πρωτείνη 

p62 σε ντοπαμινεργικούς νευρώνες και ελλείμματα κινητικής λειτουργίας σε 

ηλικιωμένα ποντίκια (Sato et al, 2018). Αρκετές μελέτες δείχνουν ότι η α-συνουκλεΐνη 

που φέρει παθογόνες μεταλλάξεις αποικοδομείται από το σύστημα αυτοφαγίας-

λυσοσώματος. Κατά τη διάρκεια του συμπτωματικού σταδίου της PD, όταν οι 

περισσότεροι ντοπαμινεργικοί νευρώνες στον μέσο εγκέφαλο έχουν ήδη χαθεί, η 

διαμεσολαβούμενη από την TFEB μεταγραφή των Beclin-1, CTSD και LAMP1 είναι 

μειωμένη σε σύγκριση με το προσυμπτωματικό στάδιο (Decressac et al, 2013). 

Ορισμένες μελέτες έχουν δείξει ότι η απώλεια της LRRK2 εξασθενεί το μονοπάτι 

αυτοφαγίας-λυσοσώματος, με αποτέλεσμα τον κυτταρικό θάνατο (Ramonet et al, 

2011).  

Η νόσος του Huntington (HD) είναι μια αυτοσωμική επικρατούσα προοδευτική 

νευροεκφυλιστική νόσος, που παρουσιάζει κινητική δυσλειτουργία, διαταραχές 

συμπεριφοράς και γνωστική δυσλειτουργία. Η υπερέκφραση της μεταλλαγμένης  

πρωτεϊνης Huntingtin που αποτελείται από επαναλαμβανόμενα polyQ προκαλεί 

προοδευτικά κινητικές δυσλειτουργίες που συνοδεύονται από τη συσσώρευση 

αυτοφαγοσωμάτων. Παρομοίως, η συσσώρευση αυτοφαγικών κυστιδίων 

παρατηρήθηκε σε ασθενείς με HD (Heng et al, 2010). Ακόμα ανάλυση στο γονιδίωμα 
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στην περιοχή του ραβδωτού σώματος έδειξε ότι πολλά γονίδια που σχετίζονται με 

την αυτοφαγία, όπως τα Atg4b και Tfeb φαίνεται να προλαμβάνουν την τοξικότητα 

της μεταλλαγμένης mHtt (Wertz et al, 2020).  

Eκτός όμως από τη συμμετοχή της αυτοφαγίας σε διάφορες 

νευροεκφυλιστικές ασθένειες η διαδικασία αυτή φαίνεται πως παίζει πολύ σημαντικό 

ρόλο σε ψυχοπαθολογικές ασθένειες όπως το άγχος και η κατάθλιψη. Το 

προγεννητικό στρες (Prenatal Stress) επιφέρει πολυάριθμες επιπτώσεις στους 

απογόνους, όπως άγχος, συμπεριφορά που μοιάζει με κατάθλιψη και άλλες 

γνωστικές διαταραχές. Είναι ενδιαφέρον ότι το PS αύξησε σημαντικά τα επίπεδο 

αυτοφαγίας στον ιππόκαμπο αρσενικών απογόνων. Επίσης, διαπιστώθηκε ότι οι 

αναστολείς της αυτοφαγίας εξάλειψαν σημαντικά τις μεταβολές της γονιδιακής 

έκφρασης που προκαλούνται από την κορτικοστερόνη. Τα αποτελέσματα 

υποδηλώνουν ότι η ρύθμιση της αυτοφαγίας μπορεί να αποτελέσει μια νέα 

στοχευμένη θεραπεία για την ανακούφιση των βλαβών που προκαλούνται από την 

PS σε έφηβους αρσενικούς απογόνους (Zhang et al, 2017).  

To xρόνιο στρες ή παρατεταμένη χορήγηση γλυκοκορτικοειδών οδηγεί σε 

απώλεια νευρώνων του ιππόκαμπου και σε μείωση του μεγέθους της περιοχής 

αυτής. Έτσι πειραματικά δεδομένα αποδεικνύουν πως η χρόνια δοκιμασία 

εγκλωβεισμού (Restraint Stress) σε μύες καταστέλλει τη νευρογένεση με την 

επαγωγή του αυτοφαγικού κυτταρικού θανάτου (ACD) των νευρικών βλαστικών 

κυττάρων του ιππόκαμπου (NSCs) (Εικόνα 16). Όπως προκύπτει από διαγονιδιακά 

μοντέλα όπου έχει αποσιωποιηθεί το γονίδιο της Atg7 φαίνεται ότι είχαν άθικτο 

αριθμό NSCs και επίπεδο νευρογένεσης υπό χρόνιο στρες και ήταν ανθεκτικά σε 

γνωστικές δυσλειτουργίες που προκαλούνται από το στρες ή την κορτικοστερόνη 

(Jung et al, 2020a). Αυτά τα ευρήματα αποδεικνύουν πως η αυτοφαγία είναι 

εξαιρετικά σημαντική για την ομοιόσταση των νευρώνων κάτω από συνθήκες 

ψυχολογικού στρες κάτι που μπορεί να αποτελέσει μια νέα θεραπευτική οδό για την 

θεραπεία των ψυχολογικών διαταραχών που προκαλούνται από στρεσσογόνα 

ερεθίσματα.  

 

 



56 

 
 

 

Eικόνα 16: Το χρόνιο στρες εγλωβισμού (CRS) ή η χορήγηση κορτικοστερόνης επάγει τον 
αυτοφαγικό κυτταρικόθάνατο (ACD) στα NSCs στον ιππόκαμπο ενήλικων μών μέσω SGK3 in 
vivo και in vitro. Το CRS μειώνει τη νευρογένεση του ιππόκαμπου των ενηλίκων, η οποία 
συνοδεύεται από άγχος, κατάθλιψη και γνωστικές δυσλειτουργίες. Tροποποιημένη εικόνα από 
(Jung et al, 2020b). H εικόνα του ποντικού χρησιμοποιήθηκε από το 
http://togotv.dbcls.jp/ja/pics.html και του αυτοφαγοσώματος από το (Kraft & Martens, 2012). 

1.7.4 Συμμετοχή των GPCRs στην αυτοφαγία 

 Ένας μεγάλος αριθμός βιβλιογραφικών αναφορών έχουν δείξει τη 

συμμετοχή των GPCRs στη ρύθμιση του μηχανισμου της αυτοφαγίας (Wauson et al, 

2014). Η κυτταρική σηματοδότηση των GPCRs περιλαμβάνει την ενεργοποίηση της 

οικογένειας των MAPΚ οι οποίες έχει αποδειχθεί ότι μπορούν να ρυθμίσουν τον 

μηχανισμό της αυτοφαγίας. Συγκεκριμένα βρέθηκε ότι η ERK2 κινάση 

φωσφορυλιώνει την GAIP (G alpha interacting protein), που αποτελεί μέλος των 

RGS πρωτεϊνών και επιταχύνουν την δραστικότητα GTPάσης οδηγώντας έτσι σε 

αυτοφαγία εξαρτώμενη από τη Gαi3. Η σηματοδότηση μέσω των ERK1,2 κινασών 

μπορεί να ρυθμίσει την έκφραση αυτοφαγικών και λυσοσωμικών γονιδίων μέσω της 

φωσφορυλίωσης του μεταγραφικού παράγοντα TFEB (Ogier-Denis et al, 2000). 

Επιπλέον, μια πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι οι ERK1/2 κινάσες συνεντοπίζονται με 

πρωτεΐνες που σχετίζονται με την αυτοφαγία στην εξωτερική πλευρά των 

αυτοφαγοσωμάτων καθώς και στο πυρήνα (Martinez-Lopez et al, 2013). 

 Η ενεργοποίηση των υποδοχέων D2 και D3 της ντοπαμίνης (DRD2 και 

DRD3) με τους αντίστοιχους ειδικούς αγωνιστές ενισχύει τη μεταγραφή του γονιδίου 

της BECN1 οδηγώντας σε επαγωγή της αυτοφαγίας σε διάφορες κυτταρικές σειρές 

καθώς και σε πρωτογενείς νευρώνες του μεσεγκεφάλου (Wang et al, 2015). Η 

ενεργοποίηση της αυτοφαγίας από τους υποδοχείς αυτούς έχουν τη δυνατότητα να 

μειώσουν τη συσσώρευση α-συνουκλεϊνης (SNCA) σε παρκινσονικά μοντέλα μέσω 

αποικοδόμησης της από τα αυτοφαγοσώματα. Ομοίως, η ενεργοποίηση του β2-

αδρενεργικού υποδοχέα ρυθμίζει την αυτοφαγία και αυξάνει την αποικοδόμηση του 

κολλαγόνου προκειμένου να διατηρηθεί η ομοιόσταση της καρδιακής εξωκυτταρικής 

μήτρας (Aranguiz-Urroz et al, 2011). Eπιπλέον, η ενεργοποίηση του mGluR 

υποδοχέα επάγει την αυτοφαγία και έχει ως αποτέλεσμα την αποικοδόμηση πολύ 

σημαντικών δομικών και λειτουργικών συναπτοσωμικών πρωτεϊνών (Kallergi & 

Nikoletopoulou, 2021). Όσον αφορά τους οπιοειδείς υποδοχείς,  μορφίνη επάγει την 

αυτοφαγία σε κύτταρα νευροβλαστώματος SH-SY5Y και στον ιππόκαμπο αρουραίου 

μέσω του μ-OR αυξάνοντας τα πρωτεϊνικά επίπεδα της Beclin 1 και μειώνοντας την 

αλληλεπίδραση μεταξύ Beclin 1 και Bcl-2. Οι Beclin 1 και ATG5 παίζουν βασικό ρόλο 

http://togotv.dbcls.jp/ja/pics.html
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στην επαγόμενη από τη μορφίνη αυτοφαγία, η οποία μπορεί να συμβάλει στην 

επαγόμενη από τη μορφίνη νευρωνική βλάβη (Zhao et al, 2010). Aκόμα η επαγόμενη 

από τη μορφίνη αυτοφαγία διαταράσσει τη συναπτική ισορροπία στον ιππόκαμπο, 

μία πολύ βασική περιοχή του εγκεφάλου υπεύθυνη για τη μάθηση και την μνήμη 

μέσω ενός νέου σηματοδοτικού μονοπατιού που περιλαμβάνει τις δραστικές μορφές 

οξυγόνου (ROS), το στρες στο ενδοπλασματικό δίκτυο (ER) και την αυτοφαγία. Οι 

νευρώνες του ιππόκαμπου οδηγούνται σε μείωση της πυκνότητας διεγερτικών 

συνάψεων με ταυτόχρονη αύξηση της πυκνότητας των ανασταλτικών συνάψεων 

μέσω της ενεργοποίησης του μ-οπιοειδούς υποδοχέα (Cai et al, 2016). Ως εκ τούτου, 

η επαγόμενη αυτοφαγία από διάφορους GPCRs διατηρεί την κυτταρική ομοιόσταση 

και επηρεάζει την συναπτική πλαστικότητα αποδεικνύωντας το κεντρικό ρόλο που 

κατέχει στη λειτουργία των νευρώνων. Συνεπώς γίνεται αντιληπτό πως 

δυσλειτουργία στην συγκεκριμένη διαδικασία μπορεί να οδηγήσει σε εμφάνιση 

νευροεκφυλιστικών ασθενειών καθώς και ψυχοπαθολογιών καθιστώντας την 

αυτοφαγία ως φαρμακολογικό στόχο για την αντιμετώπιση τους.  
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2. Σκοπός 
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Τα οπιοειδή ανάλογα επηρεάζουν την νευροδιαβίβαση και νευρωνική 

πλαστικότητα ρυθμίζοντας διαδικασίες που σχετίζονται με τον πόνο και τη διάθεση. 

Επιπλέον, εξειδικευμένοι οπιοειδής πρσδέτες διαθέτουν νευροπροστατευτική δράση 

συντελώντας έτσι στην αποκατάσταση της κυτταρικής ομοιόστασης. Πρόσφατες 

μελέτες δείχνουν ότι η ενεργοποίηση του μ-OR με τη μορφίνη, οδηγούν στο 

μηχανισμό της αυτοφαγίας με ένα άγνωστο μέχρι σήμερα μηχανισμό.  

Με βάση τα δεδομένα αυτά, η παρούσα εργασία έχει ως πρώτο στόχο να 

διερευνήσει εάν η ενεργοποίηση του κ-οπιοειδούς υποδοχέα από εξειδικευμένα, 

εξωγενή ή ενδογενή πεπτίδια, όπως το U50,488H και η Δυνορφίνη1-13, αντίστοιχα, 

ρυθμίζουν τον μηχανισμό της αυτοφαγίας στους νευρώνες in vitro και in vivo. Ακόμα, 

να ελέγξει τις αλλαγές που παρατηρούνται σε διάφορες συναπτοσωμικές πρωτεΐνες 

και στη μορφολογία των νευρώνων. Eπιπλέον ως δεύτερο στόχο έχει να 

προσδιορίσει το μοριακό μονοπάτι μέσω του οποίου ο ενεργοποιημένος κ-ΟR 

ρυθμίζει τον αυτοφαγικό μηχανισμό και να διερευνήσει τυχόν αλλαγές που 

προκαλούνται στην έκφραση αυτοφαγικών γονιδίων. Τέλος, με γνώμονα το γεγονός 

ότι, το ενδογενές σύστημα δυνορφίνης/κ-ΟR ενεργοποιείται σε καταστάσεις άγχους 

και κατάθλιψης ένας σημαντικός και τρίτος στόχος της μελέτης μας είναι να 

διερευνήσει αν το οξύ στρες ενεργοποιεί την αυτοφαγία μέσω του κ-ΟR και επηρεάζει 

τις συνάψεις. 
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3. Τεχνικές και μέθοδοι 
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3.1      Υλικά και Μέθοδοι Κυτταρικής Βιολογίας 

3.1.1 Κυτταροκαλλιέργειες 

3.1.1.1 Καλλιέργειες κυττάρων θηλαστικών  

Neuro-2A: Τα Neuro-2A κύτταρα είναι ένα κλασικό κυτταρικό μοντέλο μελέτης 

σηματοδοτικών μονοπατιών των νευρικών κυττάρων και μορφολογικών 

χαρακτηριστικών. Τα κύτταρα αυτά διαθέτουν την ίδια μορφολογία με τα νευρικά 

βλαστοκύτταρα που τους επιτρέπουν να διαφοροποιηθούν σε διάφορες αποκρίσεις 

του περιβάλλοντος και επιπλέον διαθέτουν πολλά από τα χαρακτηριστικά των 

νευρώνων όπως τα νευροϊνίδια. Τα κύτταρα αυτά είναι νευροβλαστικά κύτταρα 

εγκεφάλου μυών (mouse Albino neuroblastoma) απομονωμένα από έναν αυθόρμητο 

όγκο σε μύες του είδους albino strain A. Η χρήση τους είναι διαδεδομένη στην έρευνα 

στον τομέα της Νευροβιολογίας, αφού παρά το γεγονός ότι πρόκειται για καρκινικά 

κύτταρα, προσφέρουν ένα κυτταρικό υπόστρωμα πολύ συγγενικό με τα νευρικά 

κύτταρα που συναντώνται στον άνθρωπο. Οι συνθήκες καλλιέργειας τους 

περιλαμβάνουν την ανάπτυξη τους σε θρεπτικό μέσο DMEM παρουσία εμβρυικού 

ορού βοδιού (1x ρυθμιστικό διάλυμα αλάτων Dulbecco's Modified Eagle's Medium, 

10% Fetal Bovine Serum, 0.375% όξινο ανθρακικό νάτριο pH 7.2, 2mM L-

γλουταμίνη, 100units/mL πενικιλίνη, 100μg/mL στρεπτομυκίνη). Η κυτταρική σειρά 

Νeuro2Α δεν εκφράζει ενδογενώς οποιοειδείς υποδοχείς, συνεπώς για την μέλετη 

της δράσης του κ-οποιοειδούς υποδοχέα, σε νευρικό κυτταρικό περιβάλλον, 

κατασκευάστηκε μια τροποποιημένη γενετικά κυτταρική σειρά. Η έκφραση του 

υποδοχέα επιτεύχθηκε μετά από μόνιμη διαμόλυνση των κυττάρων Ν2Α με 

ανασυνδυασμένο πλασμιδιακό φορέα pA3M, που φέρει την αλληλουχία του myc 

επιτόπου και το γονίδιο του ανθρώπινου κ-οπιοειδή υποδοχέα. Η έκφραση του 

υποδοχέα, μετά την κατασκευή της σειράς, προσδιορίστηκε με φαρμακολογικές 

μεθόδους στα 292 fmoles υποδοχέα/mg πρωτεΐνης μεμβρανών. 

3.1.1.2 Πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων του ιπποκάμπου από 

εγκέφαλο εμβρύων μυών  

Οι πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων χρησιμοποιούνται ευρέως για τη 

μελέτη της φυσιολογίας του νευρικού συστήματος in vitro ως μοντέλο διαφόρων 

νευροεκφυλιστικών ασθενειών και αποτελεί πολύ σημαντικό εργαλείο μελέτης της 
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λειτουργίας και της σηματοδότησης των οπιοειδών υποδοχέων καθώς εκφράζονται 

ενδογενώς. 

Οι καλλιέργειες αναπτύσσονται σε θρεπτικό υλικό ανάπτυξης Neurobasal 

media στο οποίο προστίθενται 2% v/v Β27 supplement, 0.5mM γλoυταμίνης και 1% 

πενικιλλινη-στρεπτομυκίνη. Για την καλλιέργεια νευρικών κυττάρων, αρχικά έγινε 

απομόνωση της περιοχής του ιπποκάμπου από έμβρύα μυών τα οποία βρίσκονταν 

στην 16.5 ημέρα ανάπτυξης τους (Ε16.5) και αφαιρούνται οι μήνιγγες που 

αποτελούν πηγή μόλυνσης για τις in vitro καλλιέργειες καθώς εντοπίζεται μεγάλος 

αριθμός ερυθρών αιμοσφαρίων και σημαντική ποσότητα αίματος. Η παραπάνω 

διεργασία γίνεται σε ένα αποστειρωμένο τρυβλίο σε κρύο αποστειρωμένο 1Χ PBS 

με τη χρήση στερεοσκοπίου. Oι περιοχές του εγκεφάλου ξεπλένονται σε παγωμένο 

PBS και φυγοκεντρούνται σε 300rpm για 5 min, σε θερμοκρασία δωματίου. 

Ακολουθεί επώαση στο διάλυμα θρυψινοποίησης (0.25% θρυψίνη και 100mg/ml 

DNAse διαλυμένα σε PBS) για 25 min, στους 37°C με διαρκή ανακίνηση κάθε 10 

min. Με το πέρας των 25 min, η θρυψίνη απορρίπτεται και προστίθεται στα κύτταρα 

ίσος όγκος διαλύματος DMEM παρουσία 10% FBS, ώστε να επέλθει 

απενεργοποίηση των υπολειμμάτων θρυψίνης και μηχανική αποκόλληση των 

κυττάρων. Ο ιστός φυγοκεντρείται για 5 min στους 300rpm σε θερμοκρασία 

δωματίου. Το ίζημα ξεπλένεται και επαναδιαλύεται έντονα 2 φορές με DMEM 

απουσία ορού και τα κύτταρα επαναφυγοκεντρούνται στις 800rpm για 5 λεπτά. Μετά 

τη δεύτερη φυγοκέντρηση το ίζημα των κυττάρων επαναδιαλύεται, στο θρεπτικό 

μέσο για πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων Νeurobasal+B27, έντονα με τη χρήση 

πιπέτας ώστε να γίνει η λήψη μονήρων κυττάρων. Τέλος οι νευρώνες επιστρώνονται 

σε τρυβλία 12 θέσεων που περιέχουν ή όχι γυάλινες καλυπτρίδες των 18-mm, σε 

πυκνότητα 100.000 κύτταρα/cm2. Τα τρυβλία προεπωάζονται σε διάλυμα poly-L-

lysine (1μg/ml poly-L-lysine σε 1Χ PBS) για 12-16 ώρες πριν την καλλιέργεια. Όλες 

οι πειραματικές διαδικασίες πραγματοποιούνται 10 μέρες μετά την επίστρωση των 

νευρώνων, ώστε να έχει επιτευχθεί η ωρίμανση των νευρώνων. 

3.1.1.3   Συνθήκες καλλιέργειας κυτταρικών σειρών-πρωτογενών 

καλλιεργειών νευρώνων 

Oι καλλιέργειες κυττάρων αναπτύσσονται σε στείρες συνθήκες σε θάλαμο 

κάθετης νηματικής ροής τύπου laminar air flow και με αποστειρωμένα μέσα όπως 

πιπέτες, δοχεία 15ml και αποστειρωμένα υλικά (θρεπτικό μέσο, θρυψίνη, PBS) ώστε 

να µην υπάρχουν εξωτερικές µολύνσεις από βακτήρια και µύκητες. Τα κύτταρα 
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τοποθετούνται σε θρεπτικό υλικό μέσα σε αποστειρωμένες φλάσκες 75cm2 ή τρυβλία 

διάφορων μεγεθών (100, 35 ή 22mm) και επωάζονται σε επωαστικούς θαλάμους σε 

σταθερές συνθήκες θερμοκρασίας 37oC και ατμόσφαιρας 5% διοξειδίου του άνθρακα. 

Με το πέρας των ημερών τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται με αποτέλεσμα 

όταν καλύψουν το 80-90% της επιφάνειας της φλάσκας ανακαλλιεργούνται 

προκειμένου να διατηρηθούν ζωντανά και να αφαιρούνται τα προϊόντα του 

μεταβολισμού τους εκ των οποίων ορισμένα αποτελούν τοξικούς παράγοντες. Για το 

λόγο αυτό αφαιρείται το θρεπτικό υλικό και τα κύτταρα επωάζονται με 1ml θρυψίνης 

(0.05% σε ddH2O) στους 37oC στον κλίβανο επώασης για 2 min. Στη συνέχεια τα 

κύτταρα συλλέγονται με 10ml θρεπτικού υλικού και φυγοκεντρούνται στις 1200rpm 

για 3 min. Το κυτταρικό ίζημα επαναδιαλύεται σε 5ml θρεπτικού με καλή ανάδευση 

και μέρος των διαλυμένων κυττάρων τοποθετούνται εκ νέου στις φλάσκες όπου ήδη 

έχουν προστέθει 10ml θρεπτικού υλικού (όταν πρόκειται για 75cm2 φλάσκα) ώστε να 

διατηρηθούν στις καλλιέργειες ή τοποθετούνται σε τρυβλία για την εκτέλεση 

πειραματικών διαδικασιών. Όσον αφορά τις συνθήκες καλλιέργειας των 

απομονομένων νευρώνων, τα κύτταρα διατηρούνται σε επωαστικούς θαλάμους με 

σταθερές συνθήκες θερμοκρασίας 37oC και ατμόσφαιρας 5% διοξειδίου του άνθρακα 

με αλλαγή της μισής ποσότητας θρεπτικού μέσου (Neurobasal+B27) κάθε τρεις 

μέρες ώστε να αποβάλλεται μεγάλο μέρος τοξικών μεταβολιτών και να διατηρούνται 

στο θρεπτικό μέσο νευροτροφικοί παράγοντες που εκκρίνονται. 

3.1.1.4 Κρυο-συντήρηση και απόψυξη κυττάρων από βαθιά 

κατάψυξη/υγρό άζωτο  

Τα ευκαρυωτικά κύτταρα διατηρούνται για μεγάλα χρονικά διαστήματα στο 

υγρό άζωτο (-196oC). Ακολουθώντας τα βήµατα της παραπάνω διαδικασίας, το 

αρχικό ίζηµα των κυττάρων από µια φλάσκα που χρειάζεται ανακαλλιέργεια 

επαναδιαλύεται σε διάλυµα ψύξης κυττάρων που αποτελείται από εμβρυικό βόειο 

ορό (FBS) και διμεθυλο-σουλφοξείδιο (DMSO) (90% FBS και 10% DMSO). Το 

DMSO προστατεύει την καταστροφή των κυττάρων από την κρυστάλλωση του 

ύδατος εξαιτίας των χαμηλών θερμοκρασιών. Τα κύτταρα αποθηκεύονται σε 

αποστειρωμένες κρυοπροστατευτικές αμπούλες όπου ψύχονται βαθµιαία στους -

80οC και οι αµπούλες αποθηκεύονται σε δοχείο µε υγρό άζωτο (-196οC, δοχείο 

Taylor Wharton). Για την απόψυξη των παγωμένων κυττάρων τοποθετούνται 

κατευθείαν από το υγρό άζωτο σε υδατόλουτρο 37οC ώστε να πραγματοποιηθεί η 

άμεση απόψυξη αυτών. Όταν ξεπαγώσει το κυτταρικό εναιώρημα, μεταφέρεται σε 
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falcon που περιέχει 5mL πλήρους θρεπτικού υλικού και κατόπιν φυγοκέντρούνται για 

5 min στις 3000rpm, ώστε να κατακρημνιστούν τα κύτταρα. Tο υπερκείμενο 

απορρίπτεται ώστε το κυτταρικό ίζημα να επαναδιαλυθεί σε νέο θρεπτικό υλικό 

απαλλαγμένο από το DMSO που σε συνήθεις συνθήκες θερμοκρασίας αποτελεί  

τοξικό παράγοντα. Τα κύτταρα επιστρώνονται σε φλάσκα ή τρυβλίο και 

τοποθετούνται σε κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 37οC και 5% CO2. 

3.1.1.5 Μέτρηση κυτταρικής επιβίωσης με τη χρωστική Trypan blue 

Kύτταρα Neuro-2A επιστρώνονται σε τρυβλίο 6 θέσεων. Κάθε θέση περιέχει 

250.000 κύτταρα και 6 ώρες μετά την επίστρωση επωάζονται με τον ειδικό για τον κ-

οπιοιειδη υποδοχέα U50,488H για 6, 24, 48 ώρες. Ο συνολικός πληθυσμός των 

κυττάρων συλλέγεται στο θρεπτικό τους και τοποθετείται σε ένα σωληνάριο. Το 

εναιώρημα των κυττάρων αναμειγνύεται σε ίση ποσότητα trypan blue και ο 

πληθυσμός των ζωντανών κυττάρων καταμετρείται. Το Trypan Blue χρωματίζει τα 

κύτταρα με διερρηγμένες μεμβράνες χαρακτηριστικό των κυττάρων που είναι νεκρά 

ή έχουν εισέλθει στο στάδιο της απόπτωσης οπότε και αυτά αποκλείονται από τη 

μέτρηση. Ο αριθμός των ζωντανών κυττάρων ποσοτικοποιήθηκε συγκρινόμενα με 

το δείγμα αναφοράς, δηλαδή Νeuro2Α κύτταρα που δεν είχαν επωαστεί με τον 

αγωνιστή και υπολογίστηκαν οι καμπύλες βιωσιμότητας.  

3.2 Βιοχημικές μέθοδοι 

3.2.1 Απομόνωση πρωτεϊνικών κυτταροπλασματικών εκχυλισμάτων 

από κύτταρα Νeuro2A 

Για την απομόνωση των κυτταροπλασματικών πρωτεϊνών από κύτταρα 

Neuro-2A, όλα τα διαλύματα που θα χρησιμοποιηθούν πρέπει να βρίσκονται σε 

θερμοκρασία 4οC  ώστε να διατηρηθεί η ακεραιότητα των πρωτεϊνών και να μειωθεί 

η δραστικότητα των πρωτεολυτικών ενζύμων που απελευθερώνονται από τα 

κύτταρα. Για το λόγο αυτό, αφαιρείται όλη η ποσότητα του θρεπτικού υλικού που 

βρίσκεται στα επιστρωμένα Νeuro2Α κύτταρα και ξεπλένονται με ποσότητα κρύου 

1Χ PBS ώστε να απομακρυνθούν υπολείμματα του FBS και του θρεπτικού υλικού. 

Τα κύτταρα επαναδιαλύονται στο PBS και το εναιώρημα φυγοκεντρείται για 5 min 

στις 3000 rpm. Ακολούθως, το υπερκείμενο απορριπτεται και στο κυτταρικό ίζημα 

προστίθεται διάλυμα λύσης (25mM Tris–HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 1mM Na2EDTA, 

1% v/v Igepal, 1mM DTT, 100μΜ sodium orthovanadate, 0.2mM PMSF, 2 μg/mL 
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λευπεπτίνη (αναστολέας πρωτεασών σερίνης, κυστεΐνης και θρεονίνης), 1 μg/mL 

βενζαμιδίνη (αναστολέας θρυψίνης και πρωτεασών σερίνης), διάλυμα αναστολέων 

πρωτεασών (Protease inhibitors coctail), αναστολείς φωσφατασών (Phosphatase 

inhibitors)). Τα κύτταρα επωάζονται στoυς 4oC με το παραπάνω διάλυμα για 30 

λεπτά με συνεχείς αναδεύσεις με τη χρήση πιπέτας. Μετά το πέρας του χρόνου 

επώασης, τα κύτταρα φυγοκεντρούνται στις 8000 rpm για 30 min. Ο χρόνος και η 

ταχύτητα της φυγοκέντρησης εξαρτώνται από τις ιδιότητες και το μέγεθος των 

πρωτεϊνών που απομονώνεται. Το υπερκείμενο της φυγοκέντρησης συλλέγεται σε 

καθαρά σωληνάρια και ακολουθεί ποσοτικός προσδιορισμός της συνολικής 

συγκέντρωσης της πρωτεΐνης του δείγματος με τη μέθοδο Bradford όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.5. Το κυτταρικό λύμα σε αυτό το στάδιο μπορεί 

να αποθηκευτεί στους -80οC (μακρά αποθήκευση) ή στους -20οC (βραχεία 

αποθήκευση). Επιπλέον, δύναται να χρησιμοποιηθεί άμεσα σε πειράματα συν-

ανοσοκατακρήμνισης ή μπορεί να μελετηθεί με σκοπό τον πρωτεινικο διαχωρισμό 

με τη μεθοδο του SDS-PAGE αφού προηγουμένως βρεθεί σε αποδιατακτικές 

συνθήκες βρασμού για 5 min μετά την παρουσία αναγωγικών παραγόντων. 

3.2.2 Απομόνωση λυμάτων από εγκεφάλους μυών 

Οι απομονωμένες περιοχές από τους εγκεφάλους ενήλικων μυών, 

ομογενοποιούνται σε 25 όγκους διαλύματος RIPA (1% v/v Τriton X-100, 0.2% v/v 

SDS, 50mM Tris – HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 1mM Na2EDTA, 1% v/v sodium 

deoxycholate, 100μΜ sodium orthovanadate, 0.2mM PMSF, 2 μg/mL λευπεπτίνη, 1 

μg/mL βενζαμιδίνη, διάλυμα αναστολέων πρωτεασών, αναστολείς φωσφατασών). 

Οι ιστοί επωάζονται για 1 ώρα στο διάλυμα λύσης σε θερμοκρασία 4ΟC. Aκολούθως 

τα δείγματα των εγκεφάλων υποβάλλονται σε υπερήχους (ένταση:40%, κύκλοι:0.5) 

για 10sec ώστε να πραγματοποιηθεί επαρκής λύση του ιστού. Στη συνέχεια 

επωάζονται περεταίρω για 30 min στους 4οC και το εκχύλισμα φυγοκεντρείται στις 

10.000 rpm για 30 λεπτά. Το υπερκείμενο συλλέγεται και προσδιορίζεται η 

συγκέντρωση των δειγμάτων με την μέθοδο Bradford (παραγραφος 3.2.5). 

3.2.3 Απομόνωση συναπτοσωμάτων ιππόκαμπου εγκεφάλων μυών   

Η απομόνωση συναπτοσωμάτων δίνει την δυνατότητα μελέτης της 

νευροδιαβίβασης και της διερεύνησης τυχόν αλλαγών σε δομικά χαρακτηριστικά 

όπως οι συναπτοσωμικές πρωτείνες που επηρεάζουν την νευροδιαβίβαση, τα 
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συναπτικά κυστίδια ή οι υποδοχείς νευροδιαβιβαστών. Οι μετασυναπτικές 

μεμβράνες ενώνονται με το προσυναπτικό άκρο του νευρώνα μέσω μορίων 

προσκόλλησης και παραμένουν προσκολλημένα καθ 'όλη τη διάρκεια της 

διαδικάσίας καθαρισμού των συναπτοσωμάτων οπότε επιτυγχάνεται η ύπαρξη του 

προσυναπτικού και του μετασυναπτικού άκρου. Τα απομονωμένα συναπτοσώματα 

χρησιμεύουν ως υλικό έναρξης για την απομόνωση καθαρών συναπτικών 

μεμβρανών πλάσματος (SPM) που στερούνται οργανιδίων από το εσωτερικό 

περιβάλλον του νευρικού τερματικού, όπως μιτοχόνδρια και συναπτικά κυστίδια. Τα 

απομονωμένα SPM μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την μελέτη των καναλιών 

ιόντων νατρίου και ασβεστίου, καθώς καθώς και διαλυτοποιημένους παράγοντες 

όπως οι νευροδιαβιβαστές. Η διαδικασία απομόνωσης των συναπτοσωμάτων 

πραγματοποιήθηκε όπως περιγραφεται (Carlin et al, 1980). Συγκεκριμένα, C57BL/6 

μύες κατά την μεταγεννητική ημέρα 90 θανατώνονται 3 ώρες μετά την τελευταία 

χορήγηση ή μη με τον κ-οπιοειδή αγωνιστή όπως περιγράφεται στην παράγραφο 

3.5. Στη συνέχεια, απομονώνονται οι ιππόκαμποι από τους εγκεφάλους των δύο 

ομάδων ζώων, ξεπλένονται με 1Χ PBS και με τη χρήση ομογενοποιητή dounce 

ομογενοποιούνται στο διάλυμα σουκρόζης (0.32 M sucrose, 1mM sodium carbonate 

(NaHCO3), 1mM MgCl2, 0.5 mM CaCl2.6H20, 10mM sodium pyrophosphate, 

protease inhibitors, ddH20). Aκολουθεί φυγοκέντρηση στα 1400xg για 10 min στους 

4oC και συλλέγονται τα υπερκείμενα. Τα ιζήματα επαναδιαλύονται σε διάλυμα 

ομογενοποίησης σουκρόζης κατα 10% w/v και φυγοκεντρούνται στα 710xg για 10 

min. Tα υπερκείμενα συλλέγονται ενωποιούνται με τα υπερκέιμενα που 

συλλέχθηκαν στο προηγούμενο βήμα και φυγοκεντρούνται στα 13,800xg για 10 min 

στους 4oC. Τα ιζήματα που προέκυψαν επαναδιαλύονται σε διάλυμα που 

αποτελούνταν από 0,32Μ σουκρόζης, 1 mM NaHCO3 και επιστρώνονται ήπια στην 

επιφάνεια διαλύματος με διαβαθμισμένη συγκεντρωση σουκρόζης (στρώματα 10 ml 

1.2 Μ, 1.0 Μ και 0.85 Μ σουκρόζη). Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 82,500xg για 2 

ώρες και τα απομονωμένα συναπτοσώματα από τους μύες που είχαν χορηγηθεί με 

U50,488Η και φυσιολογικό ορό απομονώθηκαν από το στρώμα που δημιουργήθηκε 

μεταξύ της σουκρόζης 1.2-1Μ (Εικόνα 17).  

Τα συναπτοσώματα διατηρούνται σε θερμοκρασία -20ΟC και κρίθηκε 

απαραίτητο πριν την οποιαδήποτε πειραματική χρήση να διερευνήθεί η καθαρότητα 

των κλασμάτων που απομονώθηκαν ως προς τον επλουτισμό τους σε 

συναπτοσώματα. Για το λόγο αυτό ελέγχονται τα επίπεδα της συναπτοσωμικής 
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πρωτεϊνης PSD95 (PostSynapticDensity 95) που εντοπίζεται κυρίως στις συνάψεις 

τόσο στο κλάσμα των συναπτοσωμάτων (Syn) όσο και στα υπερκείμενα που 

προέκυψαν από την ομογενοποίηση του εγκεφάλου (Υ1) και αυτό της τελευταίας 

φυγοκέντρησης (Υ2) πριν την τοποθέτηση του υλικού στο διάλυμα διαβαθμισμένης 

συγκέντρωσης σουκρόζης (Σχήμα 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Eικόνα 17: Σχηματική απεικόνιση της πειραματικής διαδικάσίας απομόνωσης 
συναπτοσωμάτων από τον ιππόκαμπο μυών. 

 

Όπως φαίνεται και στο Σχήμα 1 ανοσοστύπωση κατά western σε απομονωμένα 

συναπτοσώματα από μύες που έχει χορηγηθεί ή μη U50,488H έδειξε ότι υπάρχει 

μια πολύ μεγάλη αύξηση στα πρωτεϊνικά επίπεδα της PSD95 στο τελικό κλάσμα 

των συναπτοσωμάτω συγκρινόμενα με τα κλάσματα που λήφθησαν σε 

προηγούμενα στάδια. 
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Σχήμα 1: Προσδιορισμός καθαρότητας των απομονωμένων συναπτοσωμάτων από την 
περιοχή του ιπποκάμπου. Η πρωτεϊνη PSD-95 ανιχνεύθηκε με τη χρήση ειδικού 
αντισώματος (PSD-95: 1.1000) σε στύπωμα κατά Western. Η ποσοτικοποίηση γίνεται με τον 
προσδιορισμό της ακτίνης με ειδικό αντίσωμα (β-ΑCTIN 1:1000).  

3.2.4 Απομόνωση αυτοφαγοσωμάτων από τον ιππόκαμπο 

εγκεφάλων μυών   

Για την απομόνωση των αυτοφαγοσωμάτων 10 αρσενικοί μύες θυσιάστηκαν 

και απομονώθηκαν οι ιπποκάμποι όπου συλλέχθηκαν σε 5ml διάλυμα 

ομογενοποίησης (Ηοmogenization Βuffer 1Χ: 250mM sucrose, 10mM HEPES, 1mM 

EDTA pH 7.3). Οι ιστοί ομογενοποιήθηκαν με 20 χτυπήματα χρησιμοποιώντας 

γυάλινο ομογενοποιητή Dounce. Στη συνέχεια, το ομογενοποιημένο προϊόν 

μεταφέρεται σε 15ml δοχείο και προστέθηκε μισός όγκος (2,5ml) από το διάλυμα 

ομογενοποίησης που περιείχε 1,5mΜ γλυκυλ-L-φαινυλαλανίνη 2-ναφθυλαμίδη 

(GPN), ώστε να επιτευχθεί τελική συγκέντρωση GPN 0,5mM. Το υλικό επωάστηκε 

στους 37οC για 7min ώστε τα λυσοσώματα να διασπαστούν οσμωτικά και στη 

συνέχεια ψύχθηκε στους 4οC. Από αυτό το βήμα και μετά όλες οι διαδικασίες 

πραγματοποιούνται σε πάγο. Το ομογενοποιημένο προϊόν φυγοκεντρήθηκε στα 

2000xg για 2min και συλλέχθηκε το υπερκείμενο. Το ίζημα που προέκυψε εκπλύθηκε 

μία φορά με 2 ml HB 1Χ και φυγοκεντρήθηκε εκ νέου. Τα υπερκείμενα ενωποιήθηκαν 

για να προκύψει το ενιαίο μεταπυρηνικό υπερκείμενο (PNS) από το οποίο 

φυλάσσονται ~ 300μλ ώστε να χρησιμοποιήθούν για τον έλεγχο της καθαρότητας του 

δείγματος.  

Για την απομάκρυνση των μιτοχονδρίων και των υπεροξεισωμάτων 

παρασκευάστηκαν ασυνεχείς κλίσεις Nycodenz (60% w/v) χρησιμοποιώντας ανά 

κλίση 4.5ml Nycodenz 22,5% και 10.35ml Nycodenz 9,5% διαλυμένα σε διάλυμα 

ομογενοποίησησς ΗΒ. Το PNS τοποθετήθηκε στην κορυφή των βαθμίδων σε 

σωληνάρια και φυγοκεντρήθηκε στα 140.000g για 1 ώρα στους 4 οC. Η διεπιφάνεια 

(Aυτοφαγοσώματα και ενδοπλασματικό δίκτυο) απομονώθηκε (~4-5 ml) και 

αραιώθηκε σε ίσο όγκο διαλύματος HB 1Χ. Από το διάλυμα αυτό φυλάσσονται 

~300μλ ώστε να διαπιστωθεί η καθαρότητα του τελικού μας προϊόντος από το 

ενδοπλασματικό δίκτυο. Στη συνέχεια το υπόλοιπο υλικό τοποθετείται σε κλίσεις 

Nycodenz-Percoll, προκειμένου να απομακρυνθεί το μη μεμβρανώδες υλικό. Οι 

κλίσεις Nycodenz-Percoll παρασκευάστηκαν σε σωληνάρια τοποθετώντας στον 

πυθμένα 7 ml Nycodenz 22,5% (1,127 g/ml) με ρυθμιστικό διάλυμα HB και 21 ml 

Percoll 33% σε διπλής ισχύος διάλυμα ομογενοποίησης (ΗΒ 2Χ) στην κορυφή. Στη 
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συνέχεια, το υλικό φυγοκεντρήθηκε στις 72.000Χg (φυγόκεντρο Sorvall) για 30min 

στους 4oC για την απομάκρυνση του ενδοπλασματικού δικτύου και η διεπιφάνεια 

συλλέχθηκε εκ νέου.  

Στη συνέχεια το υλικό που περιέχει τα αυτοφαγοσώματα αραιώθηκε με 0,7 

όγκους του διαλύματος Optiprep 60%. Το Optiprep 60% προηγουμένως είχε 

ρυθμιστεί με την προσθήκη διαλύματος 1Μ ΗEPES pH 7.3 - 0,1Μ ΕDTA σε αναλογία 

100:1 (10ml Optiprep+100μλ ρυθμιστικού διαλύματος). Ύστερα ακολούθησε η 

απομάκρυνση των σωματιδίων Percoll με την τοποθέτηση του αραιωμένου υλικού σε 

σωληνάρια στον πυθμένα, την επικάλυψη με 30% Optiprep (60% Optiprep+ίσος 

όγκος ΗΒ 1Χ) και ένα ανώτερο στρώμα από το διάλυμα ομογενοποίησης HB 1Χ. Στη 

συνέχεια, το υλικό φυγοκεντρήθηκε στα 72.000g για 30min στους 4oC με αποτέλεσμα 

τα σωματίδια του Percoll να καθιζάνουν στον πυθμένα του σωλήνα και η ζώνη των 

αυτοφαγοσωμάτων να επιπλέει στη διεπιφάνεια του Optiprep/HB. Τα 

αυτοφαγοσώματα συλλέχθηκαν και αραιώθηκαν με τρεις όγκους του διαλύματος HB 

και αναμείχθηκαν. Το υλικό μοιράστηκε ισομερώς σε σωληνάρια των 1.5ml 

φυγοκεντρήθηκε σε στις 15.000rpm για 20 λεπτά για να αποθηκευτoύν ως 

κατεψυγμένα ιζήματα για την ανάλυση Western blot ή για την πραγματοποίηση 

πειραμάτων εκχύλισης ανθρακικών αλάτων.  

 

Eικόνα 18: Σχηματική απεικόνιση της πειραματικής διαδικάσίας απομόνωσης 
αυτοφαγοσωμάτων από τον ιππόκαμπο μυών. 

3.2.5 Συν-ανοσοκατακρήμνιση πρωτεϊνικών συμπλόκων  

Η συν-ανοσοκατακρήμνιση αποτελεί μια βιοχημική τεχνική μέσω της οποίας 

μπορεί κανείς να προσδιορίσει πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Η μεθοδολογία 

στηρίζεται στη δυνατότητα ενός αντισώματος που ανιχνεύει μια συγκεκριμένη 

πρωτεΐνη-στόχο, να δεσμεύεται σε αυτήν σχηματίζοντας έτσι ένα ανοσο-σύμπλοκο 

με την πρωτεΐνη-στόχο στο εκάστοτε μίγμα. Το ανοσο-σύμπλοκο δεσμεύεται και 

ακινητοποιείται στα σφαιρίδια αγαρόζης πάνω στα οποία βρίσκονται 
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ακινητοποιημένες πρωτεΐνες δέσμευσης αντισωμάτων (όπως π.χ Protein A ή G). Οι 

πρωτεΐνες που δεν δεσμεύονται στα σφαιρίδια αγαρόζης ξεπλένονται και 

απομακρύνονται και μένουν ακινητοποιημένες μόνο οι αλληλεπιδρώσες πρωτεϊνες. 

Τα ανοσοσυμπλέγματα, τέλος, εκλούονται από τα σφαιρίδια με διάλυμα πλύσης 

(25mM Tris-HCl pH 7.4, 300mM NaCl, 1mM EGTA, 1mM EDTA, 1% v/v Triton X-

100, 0.2mM PMSF, 0.2mΜ sodium orthovanadate) και αναλύονται σε πήκτωμα 

πολύ-ακρυλαμίδης SDS-PAGE ακολουθώντας ανάλυση κατά western. Τα σφαιρίδια 

της αγαρόζης έχουν συνδεδεμένες τις πρωτεΐνες Α, G ή Α/G. Οι Α/G πρωτεΐνες είναι 

γενετικά τροποποιημένες που συνδυάζουν την περιοχή IgG της πρωτεΐνης Α και της 

G. Η Α/G πρωτεΐνη αποτελείται από 4 περιοχές δέσμευσης ανοσοσφαιρινών (δυο 

από Α και δύο από G) οι οποίες έχουν τη δυνατότητα να αλληλεπιδρούν με τη βαριά 

αλυσίδα των ανοσοσφαιρινών και έχουν μέγεθος 50kDa. Κάθε μια από τις 

πρωτεΐνες δέσμευσης ανοσοσφαιρινών έχει διαφορετικό προφίλ δέσμευσης 

αντισωμάτων καθώς εξαρτάται από το είδος του οργανισμού και τον τύπο του 

αντισώματος. Για την συν-ανοσοκατακρήμνιση χρησιμοποιούνται 700μg 

πρωτεϊνικού λύματος για κάθε δείγμα, στο οποίο προστίθεται μια ποσότητα 

αντισώματος (2-4μg) έναντι της πρωτεϊνης-στόχου. Στη συνέχεια το διάλυμα 

πρωτεϊνών και αντισώματος επωάζεται για τουλάχιστον 16 ώρες στους 4oC υπό 

ανάδευση. Προκειμένου να ελεγθεί εαν η εκάστοτε ανοσοκατακρήμνιση με ένα 

γνωστό αντίσωμα είναι ειδική για την πρωτεΐνη ενδιαφέροντος στο πρωτεϊνικό λύμα 

προστίθεται, αντί για το αντίσωμα, η ίδια ποσότητα ορού μυός ή κουνελιού ανάλογα 

με τα χαρακτηριστικά του πρώτου αντισώματος. Την επόμενη μέρα στο διάλυμα 

πρωτεϊνών και αντισώματος προστίθενται (20-40μl) σφαιρίδια αγαρόζης στα οποία 

είναι ακινητοποιημένες οι πρωτεΐνες Α/G και αναδεύονται για 3 ώρες στους 4oC. Τα 

ακινητοποιημένα πρωτεϊνικά σύμπλοκα ξεπλένονται με 1ml διάλυμα πλύσης (όπως 

περιγράφεται παραπάνω) και το μίγμα φυγοκεντρείται διαδοχικά στις 3000rpm για 5 

min στους 4oC. Τα σφαιρίδια καθιζάνουν, επαναδιαλύονται σε Laemmli buffer 

(300mM Tris–HCl pH 6.8, 12% SDS, 47% γλυκερόλη, 0.6% κυανούν της 

βρωμοφαινόλης, 600mM β-μερκαπτοαιθανόλη, ddH2O) και τα δείγματα βράζονται 

στους 100oC για 10 λεπτά.  

3.2.6 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford  

Για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης ολικής πρωτεΐνης σε διάλυµα 

ακολουθήθηκε η µέθοδος Bradford. Aποτελεί µια χρωµατοµετρική µέθοδος και 
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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, λόγω του αρνητικού της φορτιού 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 πρωτεϊνικών προτύπων γνωστής 

συγκέντρωσης που παρουσιάζουν ένα προφίλ γραµµικής απορρόφησης, το οποίο 

µπορεί να αποτυπωθεί µε µια καµπύλη αναφοράς. Η εξίσωση από την κατασκευή 

της πρότυπης καμπύλης όπου συσχετίζονται οι γνωστές συγκεντρώσεις της 

πρωτεϊνης BSA (μg/μl) (xx’ άξονας) με τις οπτικές απορροφήσεις στα 595nm (yy’ 

άξονας) χρησιμοποιείται ώστε να υπολογιστεί η ολική πρωτεΐνη στα άγνωστα 

δείγματα. Τα δείγματα που θα χρησιμοποιηθούν για την πρότυπη καμπύλη 

περιέχουν διαδοχικές συγκεντρώσεις 2, 4, 6, 8 και 10 μg/μλ BSA σε 1,5ml διάλυμα 

Bradford (5,25mg χρωστικής Coomassie Blue G-250 (Sigma, B-1131), 8,8% 

φωσφορικό οξύ, 4,25% αιθανόλη). Το τυφλό διάλυμα που χρησιμοποιείται για το 

μηδενισμό του φωτόμετρου δεν περιέχει ποσότητα BSA αλλά το διάλυμα με το 

οποίο διαλυτοποιήθηκε το κυτταρικό υλικό. Ακολουθεί ισχυρή ανάδευση και μέτρηση 

στα 595nm. 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. Εάν το διάλυµα των αγνώστων δειγµάτων περιέχει απορρυπαντικό, 

όπως στην περίπτωση του διαλύµατος λύσεως κυττάρων, τότε γίνεται µεγαλύτερη 

αραίωση για να αποφευχθεί η λανθασµένη µέτρηση λόγω παρεµβολής του 

απορρυπαντικού. 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. 

3.2.7 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου με 

αποδιατακτικούς παράγοντες (SDS-PAGE) 

Οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται με βάση το μέγεθος τους και το φορτίο τους σε 

πηκτώματα πολυακρυλαμίδης. Οι πρωτεΐνες ηλεκτροφορούνται σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμίδης το οποίο αποτελεί ένα τρισδιάστατο πλέγμα αποτελούμενο από 
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αλειφατικές αλυσίδες πολυακρυλαμίδης οι οποίες συνδέονται με μόρια Ν-Ν-

μεθυλενο-δις-ακρυλαμίδης (bis-acrylamide). Το πήκτωμα πολυμερίζεται, σε 

θερμοκρασία δωματίου (25oC), λόγω του πολυμερισμού των μονομερών 

ακρυλαμίδης και δις-ακρυλαμίδης και η διαδικασία αυτή επιταχύνεται με τη βοήθεια 

των πολυμεριστικών παραγόντων του υπερθειικού αμμωνίου (ammonium 

persulfate, APS) και του TEMED (N,N,N,N-τετραμέθυλο-1,2-διαμινο-αιθάνιο), το 

οποίο καταλύει το σχηματισμό ελεύθερων ριζών από το APS. Στο πήκτωμα 

πολυακρυλαμίδης οι πρωτεΐνες μπορούν να διαχωριστούν με βάση το μεγέθος τους 

(Dalton) και όχι του φορτίου τους σε αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PolyAcrylamide 

Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) όπου έχει προστεθεί αναγωγικό διάλυμα 

διαλυτοποίησης πρωτεϊνών, το οποίο περιέχει δωδεκακυλοθειικό νάτριο (SDS) και 

β-μερκαπτοαιθανόλη. Το SDS αποτελεί ένα ανιονικό απορρυπαντικό που δίνει 

αρνητικό φορτίο στις πρωτεΐνες με αποτέλεσμα να διαχωρίζονται στο πήκτωμα με 

βάση το μέγεθος τους και όχι το διαφορετικό τους φορτίο. Η μερκαπτοαιθανόλη 

ανάγει τους δισουλφιδικούς δεσμούς μεταξύ των κυστεινών αποδιατάσσοντας την 

τριτοταγή δομή των πρωτεϊνών, η οποία ολοκληρώνεται μετά από βρασμό στους 

100oC για 5-10 λεπτά κάθε πρωτείνη πλεον αποκτά τη δομή ενός πολυπεπτιδίου 

χωρίς αναδιπλώσεις. 

Το αποδιατακτικό πήκτωμα αποτελείται από:  

 το πήκτωμα επιστοίβαξης (5% w/v Acrylamide, 0.125M Tris-HCl, 0.1% w/v 

SDS, 0.1% w/v APS, 0.006ml TEMED, distilled water) 

 το πήκτωμα διαχωρισμού (10%-17% w/v Acrylamide, 0.375M Tris-HCl, 0.2% 

w/v SDS, 0.2% w/v APS, 0.006ml TEMED, distilled water) 

Το πήκτωμα επιστοίβαξης έχει μικρότερο μέγεθος συγκριτικά με το πήκτωμα 

διαχωρισμού καθώς εξυπηρετεί στη δημιουργία θέσεων φόρτωσης των δειγμάτων 

και εξασφαλίζει μια κοινή αφετηρία στο πήκτωμα διαχωρισμού για το σύνολο των 

δειγμάτων. Τα δείγματα τοποθετούνται στις κενές θέσεις στο πήκτωμα επιστοίβαξης, 

παρουσία του ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης (25mM Tris, 0.01% w/v 

SDS, 200mM γλυκίνη) και με τη βοήθεια τάσης (100V) περνούν στο πήκτωμα 

διαχωρισμού όπου και διαχωρίζονται βαθμιαία. Να επισημανθεί πως ο χρόνος της 

ηλετροφόρησης σχετίζεται με την συγκέντρωση ακρυλαμίδης στο πήκτωμα 
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3.2.7.1 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών κατά Western 

Η ανοσοαποτύπωση κατά Western περιλαμβάνει την μεταφορά των 

διαχωρισμένων πρωτεϊνών από το πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου σε μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης ή PVDF (polyvinylidene dufluoride) ώστε να γίνει ανίχνευση των 

πρωτεϊνών ενδιαφέροντος με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων (ανοσοανίχνευση). Για 

να πραγματοποιηθεί η μεταφορά απαιτείται αρχικά η ενεργοποίηση της PVDF ώστε 

να μετατραπεί από υδρόφοβη σε υδρόφιλη ώστε οι πρωτεΐνες να αλληλεπιδράσουν 

και να προσδεθούν σε αυτή. Για το λόγο αυτό η μεμβράνη επωάζεται με 100% 

μεθανόλη για 2-5λεπτά. Κάτι παρόμοιο δεν απαιτείται αν χρησιμοποιηθεί μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης καθώς δεν χρειάζεται κάποια παρόμοια επεξεργασία παρα μόνο 

επώαση για 10-15 λεπτά με το διάλυμα μεταφοράς (25mM Tris, 200M γλυκίνη, 20% 

v/v μεθανόλη). Στη συνέχεια η μεμβράνη τοποθετείται πάνω στο πήκτωμα 

διαχωρισμού από το οποίο έχει αποκοπεί και απορριφθεί το πήκτωμα επιστοίβαξης 

και εκατέρωθεν της μεμβράνης και του πηκτώματος τοποθετούνται χαρτιά 

Whatmann και σφουγγαράκια εμβαπτισμένα στο διάλυμα μεταφοράς τα οποία είναι 

τοποθετημένα στην ειδική κασέτα της συσκευής Mini Trans-Blot Electrophoretic 

Transfer Cell της Bio-Rad. Ακολούθως η κασέτα τοποθετείται στο δοχείο της 

συσκευής από όπου υπάρχει διαβίβαση ρεύματος, παρουσία του διαλύματος 

μεταφοράς, σταθερής τάσης 100Volt για 100 λεπτά σε θερμοκρασία 4οC. Μετά τη 

λήξη της μεταφοράς των πρωτεϊνών στη μεμβράνη, αυτή επωάζεται σε διάλυμα 

δέσμευσης μη ειδικών θέσεων 5% καζεΐνης διαλυμένη σε PBS-Tween 0.1% για μία 

ώρα σε συνθήκες δωματίου (25oC). Η καζεΐνη του γάλακτος καλύπτει τις μη ειδικές 

θέσεις πρωτεϊνών της PVDF εξασφαλίζοντας πως τα ειδικά για την πρωτεΐνη-

ενδιαφέροντος θα προσδεθούν ειδικά στην συγκεκριμένη πρωτεΐνη και όχι σε 

κάποια μη ειδική θέση δέσμευσης της μεμβράνης. 

3.2.7.2 Ανοσοεντόπιση πρωτεϊνών με χημειοφωταύγεια 

Η μέθοδος αυτή περιλαμβάνει την ανίχνευση των πρωτεϊνών στη μεμβράνη 

με την χρήση των υπο μελέτη αντισωμάτων Αφότου, έχει ολοκληρωθεί η επώαση 

της μεμβράνης με το διάλυμα δέσμευσης μη ειδικών θέσεων, ακολουθεί επώαση της 

μεμβράνης με το πρώτο αντίσωμα το οποίο χρησιμοποιείται σε αραίωση 1:1000-

1:3000 διαλυμένο σε διάλυμα δέσμευσης μη ειδικών θέσεων 3% αλβουμίνης για 24 

ώρες στους 4οC. Ακολουθούν τρεις διαδοχικές πλύσεις της μεμβράνης με διάλυμα 

έκπλυσης μεμβρανών (PBS-Tween 0.1%) και στη συνέχεια επωάζεται με το 
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δευτερογενές αντίσωμα για μία ώρα σε θερμοκρασία δωματίου σε αραίωση 1:5000-

1:20000. Το δεύτερο αντίσωμα αναγνωρίζει τη σταθερή περιοχή του πρώτου 

αντισώματος και ταυτόχρονα έχει συζευγμένο το ένζυμο της υπεροξειδάσης του 

ραπανιού (HRP) το οποίο οξειδώνεται παρουσία υπεροξειδίου του υδρογόνου 

(H2O2) και στην αναγωγική του μορφή οξειδώνει τη λουμινόλη οδηγώντας στην 

εκπομπή ορατού φωτός. Στις ανοσοχημικές τεχνικές τα αντισώματα που 

χρησιμοποιούνται, είναι κυρίως τύπου IgG. H βασική δομή των αντισωμάτων IgG 

είναι παρόμοια και ειδικότερα για τον ίδιο οργανισμό. Για παράδειγμα εάν το πρώτο 

αντίσωμα αναπτύχθηκε σε κουνέλι προστίθεται ανοσοσφαιρίνη από αντι-ορό 

κουνελιού. Μετά την ολοκλήρωση της επώασης με το δεύτερο αντίσωμα 

ακολουθούν τρεις διαδοχικές πλύσεις με διάλυμα έκπλυσης των μεμβρανών για 5 

λεπτά ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια των αντισωμάτων που δεν έχουν 

προσδεθεί στις πρωτεϊνες. Η μεμβράνη τέλος επωάζεται για 2 λεπτά με το διάλυμα 

ανίχνευσης χημειοφωταύγειας ECL το οποίο περιλαμβάνει δύο διαφορετικά 

αντιδραστήρια το υπόστρωμα (H2O2) και το διάλυμα ενισχυτή τα οποία πριν τη 

χρήση τους στη μεμβράνη αναμειγνύονται σε αναλογία 1:1. Μετά το πέρας της 

επώασης η μεμβράνη τοποθετείται στον αναλυτή Luminescent Image Analyzer, 

Fujifilm LAS-4000 και η εκπομπή της χημειοφωταύγειας ανιχνεύεται και 

καταγράφεται. 

3.2.8 Επίδραση της τοξίνης του κοκίτη (PTX)  

Η τοξίνη του κοκίτη (Pertussis ToXin- PTX) απoμονώθηκε από το βακτήριο 

Bordetella pertussis και βρέθηκε ότι ADP-ριβοζυλιώνει ένα κατάλοιπο κυστεΐνης στο 

καρβοξυτελικό άκρο των G-πρωτεϊνών και συγκεκριμένα των Gαi, Gαo και Gαt. Η 

τροποποίηση αυτή στο κατάλοιπο της κυστεΐνης έχει ως αποτέλεσμα την 

παρεμπόδιση της αλληλεπίδρασης μεταξύ των Gα υπομονάδων με τους υποδοχείς 

(GPCRs). Συνεπώς οι υπομονάδες Gαi/o παραμένουν στην ανενεργή κατάσταση 

τους έχοντας προσδεδεμένο το μόριο του GDP και αποσυζεύγνυται από τους 

υποδοχείς με αποτέλεσμα να μην μπορούν να δράσουν καθοδικά και να 

ενεργοποιήσουν καθοδικά μόρια τελεστές της GPCR σηματοδότησης (Milligan 

2006). Η επίδραση της τοξίνης του κοκίτη πραγματοποιείται για 18 ώρες σε 

συγκέντρωση 100ng/ml και ύστερα ακολουθεί επώαση με αγωνιστές για τη μελέτη 

της συμμετοχής των Gi/o πρωτεϊνών (Georgoussi et al. 1997). 
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3.2.9 Επίδραση του αναστολέα των ERK1,2 κινασών (PD98059) 

 Το PD98059 είναι ένας εξαιρετικά εκλεκτικός in vitro αναστολέας της 

ενεργοποίησης της ΜΕΚ1 κινάσης. Το φλαβονοειδές PD98059 συνδέεται με 

ανενεργές μορφές της ΜΕΚ1 και εμποδίζει την ενεργοποίηση από ανοδικά μόρια 

ενεργοποιητές, όπως το c-Raf. Ακόμα το PD98059 δεν αναστέλλει την ενεργοποίηση 

άλλων πρωτεϊνικών κινασών. Έτσι επώαση των κυττάρων με τον συγκεκριμένο 

αναστολέα εμποδίζει την φωσφορυλίωση της ERK1,2 κινάσης εμποδίζοντας με αυτό 

τον τρόπο την μεταδοση του σήματος σε στόχους των συγκεκριμένων κινασών. Για 

να μελετηθεί λοιπόν η συμμετοχή των ERK1,2 κινασών στις διαδικασίες που 

εξετάστηκαν τα κύτταρα προ-επωάστηκαν για 2 ώρες με 20 μΜ του PD98059 και 

ύστερα ακολούθησε επώαση με αγωνιστές.   

3.2.10 Επίδραση του αναστολέα της αυτοφαγίας Βafilomycin A1 

H Bafilomycin A1 ανήκει στην οικογένεια των μακρολίδων αντιβιοτικών που 

παράγονται από μια ποικιλία στρεπτομυκητών και παρουσιάζουν ένα ευρύ φάσμα 

βιολογικής δραστηριότητας, συμπεριλαμβανομένης της αντικαρκινικής, 

αντιπαρασιτικής, ανοσοκατασταλτικής και της αντιμυκητιασικής δραστηριότητας. Η 

Bafilomycin A1 αποτελεί έναν ισχυρό αναστολέα της μακροαυτοφαγίας. 

Συγκεκριμένα στοχεύει το ένζυμο H+-ATPase (V-ATPase) που εντοπίζεται στη 

μεμβράνη των λυσοσωμάτων και δημιουργεί το όξινο περιβάλλον στο λυσόσωμα. 

Έτσι εμποδίζεται η σύντηξη των αυτοφαγοσωμάτων με το λυσόσωμα με 

αποτέλεσμα να μην πραγματοποιείται η αποικοδόμηση του αυτοφαγικού φορτίου. 

Για τα in vitro πειράματα, κύτταρα Νeuro2A προ-επωάστηκαν με 30nM Bafilomycin 

A1 για 16 ώρες και ύστερα ακολούθησε επώαση με τον ειδκό αγωνιστη U50,488H 

για 6 ή 24 ώρες. 

3.2.11   Συνεστιακή μικροσκοπία 

Η συνεστιακή μικροσκοπία (confocal laser scanning microscopy) είναι μια 

τεχνική οπτικής απεικόνισης αυξημένης ανάλυσης και αντίθεσης. Το κύριο 

χαρακτηριστικό της συνεστιακής μικροσκοπίας είναι η καταγραφή του δείγματος σε 

πολλαπλές εικόνες 2-διαστάσεων με διαφορετικό βάθος προσφέροντας έτσι τη 

δυνατότητα ανάπλασης τρισδιάστατων δομών μέσα στο ίδιο το δείγμα. Η ανίχνευση 

των πρωτεϊνών γίνεται με φθορίζουσες ουσίες (GFP) ή με ειδικά αντισώματα. Τα 

κύτταρα ξεπλένονται με PBS 1X και στη συνέχεια μονιμοποιούνται με διαφορετικούς 
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τρόπους ανάλογα με τις ιδιότητες του πρώτου αντισώματος που θα χρησιμοποιηθεί 

για τη χρώση της συγκεκριμένης πρωτεΐνης. Ύστερα, από το τέλος των επωάσεων 

των κυττάρων με τους κατάλληλους αγωνιστές και ανταγωνιστές ακολουθεί είτε 

μονιμοποίηση με παραφορμαλδεϋδη όπου τα κύτταρα επωάζονται σε 4% PFA 

διαλυμένο σε PBS σε θερμοκρασία δωματίου για 10’-20’ είτε μονιμοποίηση με 100% 

μεθανόλη για 10’ στους -20oC. Μετά το πέρας του χρόνου επώασης με το διάλυμα 

μονιμοποίησης τα κύτταρα ξεπλένονται με PBS 1X τρεις φορές και επωάζονται με το 

διάλυμα κάλυψης των μη ειδικών θέσεων (5% BSA σε 0.1% Triton-X100 διαλυμένο 

σε PBS) για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια τα coverslips όπου 

βρίσκονται τα ακινητοποιημένα κύτταρα επωάζονται με το πρωτογενές αντίσωμα το 

οποίο είναι διαλυμένο σε 2,5% BSA Triton-X100 διαλυμένο σε PBS 1Χ για 16 ώρες 

στους 4oC. Την επόμενη μέρα τα coverslips ξεπλένονται 3 φορές σε διάλυμα PBS 

1X και στη συνέχεια επωάζεται με το δευτερογενές αντίσωμα τα οποία είναι 

συνδεδεμένα με μια χρωμοφόρα ομάδα οπότε είναι φωτοευαίσθητο (anti-mouse 

Alexa Fluor 568 ή anti-rabbit CFL 488). Το δεύτερο αντίσωμα διαλύεται σε 2.5% 

BSA Triton-X100 διαλυμένο σε PBS 1Χ ενώ παράλληλα στο ίδιο διάλυμα με το 

δεύτερο αντίσωμα προστίθεται η χρωστική TO-PRO-3 που σημάνει τους πυρήνες 

των κυττάρων σε αραίωση 1:500. Τα κύτταρα επωάζονται σε αυτό το διάλυμα για 2 

ώρες και σε θερμοκρασία δωματίου σε μαύρο αδιαφανές κουτί. Μετά το πέρας οι 

καλυπτρίδες με τα κύτταρα ξεπλένονται τρεις φορές σε αποστειρωμένο PBS, η 

τελευταία πλύση γίνεται σε ddH2O και στη συνέχεια τοποθετούνται σε 

αντικειμενοφόρες πλάκες στις οποίες έχει προστεθεί μια σταγόνα MOWIOL (μείγμα 

στεγάνωσης και προσκόλλησης). Η παραπάνω διαδικασία πραγματοποιείται σε 

δωμάτιο με περιορισμένο φως για να μην αλλοιωθεί η ποιότητα των δειγμάτων. Για 

την παρατήρηση των δειγμάτων στο μικροσκόπιο χρησιμοποιήθηκε το συνεστιακό 

μικροσκόπιο Leica και χρησιμοποιήηκαν τα φίλτρα εκπομπής 488 

(absorbance/emission 495/519) για την ανίχνευση του FITC και 594 

(absorbance/emission 590/617) για το Alexa Fluor-red. Η χρωστική TO-PRO-3 

εκπέμπει στο υπέρυθρο, o φακός που χρησιμοποιήθηκε ήταν σε μεγέθυνση 40Χ-

60Χ και ο αριθμός Ζ-stucks είναι μεταξύ 4-6, και step size ~ 0.5 

3.2.12 Mέτρηση οξειδωτικού στρες και ποσοστών απόπτωσης με 

κυτταρομετρία ροής 

Η κυτταρομετρία ροής (Flow Cytometry) είναι μια τεχνική που χρησιμοποιείται 

για την ανίχνευση και τη μέτρηση φυσικών και χημικών χαρακτηριστικών ενός 
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πληθυσμού κυττάρων. Κατά τη διαδικασία αυτή, ένα δείγμα που περιέχει κύτταρα 

αιωρείται σε ένα υγρό και εγχέεται στο κυτταρομετρητή ροής. Το δείγμα ρέει και 

ιδανικά μοναδιαίο κύτταρο περνά μέσα από μια δέσμη λέιζερ, όπου το φως που 

σκεδάζεται είναι χαρακτηριστικό των κυττάρων και των συστατικών τους. Τα κύτταρα 

συχνά επισημαίνονται με φθορίζοντες δείκτες, ώστε το φως να απορροφάται και στη 

συνέχεια να εκπέμπεται σε μια ζώνη μηκών κύματος. Δεκάδες χιλιάδες κύτταρα 

μπορούν να εξεταστούν γρήγορα με αποτέλεσμα καλύτερη ποσοτικόποίηση των 

δεδομένων.  

Μέτρηση οξειδωτικού στρες (Reactive Oxygen Species, ROS) 

Η χρήση της ουσίας (CMDCFH-DA) αποτελεί μία από τις πιο ευρέως 

χρησιμοποιούμενες τεχνικές για την άμεση μέτρηση της οξειδοαναγωγικής 

κατάστασης ενός κυττάρου. Η DCFH-DA είναι μια κυτταροδιαπερατή, μη φθορίζουσα 

πρόδρομη ουσία της DCF και μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως ενδοκυτταρικός 

ανιχνευτής για το οξειδωτικό στρες. Η τεχνική αυτή είναι εξαιρετικά ευαίσθητη στις 

αλλαγές στην οξειδοαναγωγική κατάσταση ενός κυττάρου και μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για την παρακολούθηση των αλλαγών στις ROS (Reactive Oxygen 

Species) κατά τη πάροδο του χρόνου. Οι ενδοκυτταρικές εστεράσες διασπούν το 

DCFH-DA, παράγοντας ένα σχετικά πολικό και αδιαπέραστο από την κυτταρική 

μεμβράνη ικανό προϊόν, H2DCF. Αυτό το μη φθορίζον μόριο συσσωρεύεται 

ενδοκυττάρια και η επακόλουθη οξείδωση δίνει το εξαιρετικά φθορίζον προϊόν DCF. 

Η οξειδοαναγωγική κατάσταση του δείγματος μπορεί να παρακολουθείται με την 

ανίχνευση της αύξησης του φθορισμού. Η συσσώρευση DCF στα κύτταρα μπορεί να 

μετρηθεί με αύξηση του φθορισμού στα 530 nm όταν το δείγμα διεγείρεται στα 485 

nm. Ο φθορισμός σε 530 nm μπορεί να μετρηθεί με κυτταρόμετρο ροής και θεωρείται 

ότι είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του υπεροξειδίου του υδρογόνου στο στα 

κύτταρα. 

Έτσι, κύτταρα Ν2Α (250.000κύτταρα/well) επωάστηκαν ή όχι με 20 μM 

U50,488H για 6 ώρες. Στη συνέχεια τα κύτταρα επωάζονται με 0,5 mM CMDCFH-DA 

σε μέσο χωρίς ορό για 30 λεπτά σε επωαστήρα με θερμοκρασία 37οC και 5% CO2. 

Μετά το πέρας της επώασης τα κύτταρα ξεπλένονται με PBS ώστε να απομακρυνθεί 

η περίσσεια της χρωστικής. Τα κύτταρα αποκολλούνται και αναλύονται στον 

κυτταρομετρητή ροής ώστε να ανιχνευθούν τα επίπεδα φθορισμού. Από κάθε δείγμα 

40.000 κύτταρα περάσαν από το FACS και αναλύθηκαν. 
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Μέτρηση επιπέδων απόπτωσης με την ενσωμάτωση του Propidium Iodide (PI)  

Το ιωδιούχο προπίδιο (Propidium Iodide, PI) είναι ένα μικρό φθορίζον μόριο 

που συνδέεται με το DNA αλλά δεν μπορεί να διαπεράσει την κυτταρική μεμβράνη 

παθητικά αν τα κύτταρα διαθέτουν άθικτη πλασματική μεμβράνη. Η πρόσληψη του PI 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη διάκριση νεκρών κυττάρων, στα οποία οι 

πλασματικές μεμβράνες γίνονται διαπερατές ανεξάρτητα από τον μηχανισμό 

θανάτου, από τα ζωντανά κύτταρα με άθικτες μεμβράνες. Το PI διεγείρεται από μήκη 

κύματος μεταξύ 400 και 600 nm και εκπέμπει φως μεταξύ 600 και 700 nm επομένως 

είναι συμβατό με τα λέιζερ και τους φωτοανιχνευτές που χρησιμοποιούνται συνήθως 

στα κυτταρόμετρα ροής.  

Kύτταρα Ν2Α (500.000κύτταρα/well) επωάστηκαν ή όχι με 20 μM U50,488H 

για 6 ή 24 ώρες. Συλλέγονται τα κύτταρα σε PBS και φυγοκεντρούνται στα 300xg για 

5 λεπτά. Tοποθετούνται σε σωλήνα πολυπροπυλενίου 15 ml και προστίθονται 5 ml 

κρύας αιθανόλης 70% στάγδην ενώ ταυτόχρονα αναδεύονται ήπια με vortex. Εάν τα 

κύτταρα δεν αναδεύονται με vortex κατά την προσθήκη της αιθανόλης, θα 

προσκολληθούν μεταξύ τους δημιουργώντας συσσωματώματα. Ύστερα ξεπλένονται 

2 φορές τα κύτταρα με PBS με ενδιάμεσες φυγοκεντρήσεις στα 600xg. Tέλος, 

προστίθεται 1 ml διαλύματος χρώσης PI (50μg/ml) και επωάζεται σε θερμοκρασία 

δωματίου για 30 λεπτά με την προσθήκη διαλύματος RNase A (τελική συγκέντρωση 

0,5ug/ml). Τα κύτταρα μεταφέρονται στον κυτταρομετρητή όπου μετρήθηκαν 40.000 

κύτταρα ανα δείγμα. 

3.3 Ενδοπεριτοναικες ενέσεις σε ενήλικους μύες  

Για τη μελέτη της κ-OR επαγόμενης αυτοφαγίας σε in vivo ζωικά μοντέλα 

πραγματοποιήθηκαν ενδοπεριτoναικες ενέσεις με τον είδικό αγωνιστή U50,448H. Ο 

συγκεκριμένος αγωνιστής έχει τη δυνατότητα να διαπεράσει τον αιματοεγκεφαλικό 

φραγμό ενεργοποιώντας τους υποδοχείς στις διάφορες περιοχές του εγκεφάλου. 

Έτσι μέσω των ενδοπεριτοναιακών ενέσεων η ουσία περνάει στην κυκλοφορία του 

αίματος και μεταφέρεται στην περιοχή του εγκεφάλου. Όλα τα πειράματα 

πραγματοποιήθηκαν σε ενήλικους μύες 90 ημερών με γενετικό υπόβαθρο άγριου 

τύπου C57BL/6J. Αρσενικοί μύες χωρίστηκαν σε δύο ομάδες 4 ανα ομάδα και 

εγχύθηκαν μία φορά την ημέρα με φυσιολογικό ορό (Saline), ή 5 mg/kg U50,488H 

για 7 ημέρες. Το U50,488H υπο μορφή σκόνης διαλυτοποιήθηκε σε φυσιολογικό 

ορό (0,9% NaCl) ώστε να προκύψει διάλυμα 5μg/μλ και σε κάθε μυ με συνολικό 
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βάρος 30 γραμμαρίων χορηγούνταν 30μλ. Με το πέρας του πειραματικού 

πρωτοκόλλου οι μύες θυσιάστηκαν 3 ώρες μετά την τελευταία ένεση 

U50,488H/φυσιολογικό ορό και ο ιππόκαμπος, ο φλοιός και το ραβδωτό σώμα 

απομονώθηκαν από τους εγκεφάλους. Οι ιστοί διαλυτοποιήθηκαν σε διάλυμα λύσης 

ιστού 1% v/v Τriton X-100, 0.2% v/v SDS, 50mM Tris – HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 

1mM Na2EDTA, 1% v/v sodium deoxycholate, 100μΜ sodium orthovanadate, 

0.2mM PMSF, 2 μg/mL λευπεπτίνη, 1 μg/mL βενζαμιδίνη, διάλυμα αναστολέων 

πρωτεασών, αναστολείς φωσφατασών) και έγινε έλεγχος των αυτοφαγικών 

πρωτεϊνών.  

 Επιπλέον, για τη διερεύνηση της συμμετοχής της αυτοφαγίας μέσω του 

ενδογενούς συστήματος Δυνορφίνης/κ-OR σε διαδικασίες οξέου στρες 

πραγματοποιήθηκαν ενδοπεριτoναικες ενέσεις με τον ειδικό ανταγωνιστή norBNI ο 

οποίος έχει τη δυνατότητα να διαπεράσει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό. Όλα τα 

πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε ενήλικους μύες 90 ημερών με γενετικό υπόβαθρο 

άγριου τύπου C57BL/6J. Αρσενικοί μύες χωρίστηκαν σε 4 ομάδες 6 ανα ομάδα και 

εγχύθηκαν μία φορά την πρώτη ημέρα με φυσιολογικό ορό (Saline), ή 10 mg/kg 

norBNI. Το norBNI υπο μορφή σκόνης διαλυτοποιήθηκε σε φυσιολογικό ορό ώστε να 

προκύψει διάλυμα 10μg/μλ και σε κάθε μυ με συνολικό βάρος 30 γραμμαρίων 

χορηγούνταν 30μλ. Με το πέρας του πειραματικού πρωτοκόλλου 1 ώρα μετά οι μύες 

θυσιάστηκαν με αυχενική μετατόπιση και ακολούθησε διάρρηξη του κρανίου με 

προσεκτική απομόνωση του εγκεφάλου. Η παρεγκεφαλίδα απορρίφθηκε και 

ακολούθησε απομόνωση των περιοχών του ιπποκάμπου, προμετωπιαίου φλοιού και 

ραβδωτού. Οι εγκέφαλοι βρίσκονταν καθ’ όλη τη διαρκεία της απομόνωσης των 

διαφόρων περιοχων σε παγωμένο PBS.  

3.4 Μοριακές μέθοδοι 

3.4.1 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από βακτήρια 

Οι μοναδιαίες αναπτυγμένες βακτηριακές αποικίες που προέκυψαν μετά από 

μετασχηματισμό βακτηρίων αποσπώνται από το τρυβλίο που περιέχει στερεό 

θρεπτικό υλικό με αντιβιοτικά και τοποθετούνται σε υγρό θρεπτικό υλικό LB (1% w/v 

tryptone, 0.5% w/v εκχύλισμα ζύμης, 0,5%ΝaCl, 1,5% w/v άγαρ). Αυτές οι 

βακτηριακές αποικίες περιέχουν το DNA της επιλογής μας. Στη συνέχεια 

τοποθετούνται στους 37οC υπο ανάδευση (220rpm) για 12-16 ώρες και την επόμενη 

μέρα το υγρό θρεπτικό υλικό όπου έχουν αναπτυχθεί τα βακτήρια φυγοκεντρείται και 
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το βακτηριακό ίζημα χρησιμοποιείται για την απομόνωση του DNA, συγκεκριμένα του 

πλασμιδιακού φορέα που έχει ενσωματωθεί το γονίδιο του ανθρωπινου κ-OR, με τη 

χρήση των QIAprep Spin Miniprep Kit και Midiprep kit της εταιρίας Qiagen 

ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

3.4.2 Απομόνωση RNA  

Τα κύτταρα Νeuro 2A, αφού προηγουμένως είχαν επωαστεί ή όχι για 6 ώρες 

με τον ειδικό αγωνιστή του κ-οπιοειδή υποδοχέα U50,488H σε συγκεντρωση 20 μΜ, 

συλλέγονται σε 1mL διάλυμα TRizol και επαναδιαλύονται έντονα με vortex για 1’ 

όπου επωάζονται σε θερμοκρασία δωματίου (15-30οC) για 5’. Στη συνέχεια, 

προστίθεται 200μl χλωροφόρμιο για κάθε 1ml TRIzol, το διάλυμα ανακινείται  έντονα 

για 15’’ και ακολουθεί αναμονή σε θερμοκρασία δωματίου ώστε να διαχωριστούν οι 

φάσεις. Στη συνέχεια γίνεται φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 10000rpm σε 

θερμοκρασία 4oC. Η υδατική φάση μεταφέρεται σε καθαρό αποστειρωμένο 

σωληνάριο και αφού προστεθεί 200μl χλωροφόρμιο ανακινείται έντονα για 15’’, 

επωάζεται για 2-3’ σε θερμοκρασία δωματίου και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 15’ 

στις 10000rpm σε θερμοκρασία 4oC. Η υδατική φάση μεταφέρεται σε καθαρό 

σωληνάριο και προστίθεται 800μl ισοπροπανόλης και το εναιώρημα επωάζεται για 

10’ στους 25-30oC όπου στη συνέχεια φυγοκεντρείται για 10’ στις 10000rpm στους 

4oC. Το υπερκείμενο απορρίπτεται, το ίζημα (RNA) ξεπλένεται με 1ml 75% 

αιθανόλης και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 7500rpm για 5’ σε θερμοκρασία 4oC. 

Στη συνέχεια το υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα αφήνεται ώστε να εξατμιστεί 

πλήρως η αιθανόλη. Tέλος το RNA επαναδιαλύεται σε 50μl DEPC ddH2O. Για να 

ελεγθεί η ποιότητα του RNA χρησιμοποιούμε μια μικρή ποσότητα (~500ng) όπου 

ηλεκτροφορείται σε gel αγαρόζης, όπως περιγράφεται στην παραγραφο 3.4.7, 

συγκέντρωσης 2% χρησιμοποιώντας DEPC νερό και RNA loading buffer. 

3.4.3 Προσδιορισμός συγκέντρωσης και καθαρότητας του 

πλασμιδιακού DNA και RNA 

Η συγκέντρωση του DNA προσδιορίζεται φασματομετρικά με μετρήσεις στα 

260nm (απορρόφηση των νουκλεϊκών οξέων) και στα 280nm (απορρόφηση για 

πρωτεΐνες). Ο λόγος της οπτικής απορρόφησης στα 260nm/280nm δηλώνει την 

καθαρότητα του δείγματος. Οι τιμές των δειγμάτων με πλασμιδιακό DNA που 

πλησιάζουν στο 1,8 δηλώνουν πως το δείγμα είναι καθαρό και απαλλαγμένο από 
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πρωτεΐνες ενώ για το RNA οι τιμές του λόγου 260/280 που δείχνουν την καθαρότητα 

του δείγματος θα πρέπει να βρίσκονται κοντά στο 2.  

3.4.4 Σύνθεση cDNA  

Η σύνθεση του cDNA έγινε με τον ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση 

(Invitrogen SuperscriptIII). To ένζυμο χρησιμοποιει ως καλούπι το RNA για να 

συνθέσει μια μονόκλωνη συμπληρωματική αλυσίδα DNA (cDNA). Η σύνθεση του 

cDNA πραγματοποιείται σε 2 στάδια σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή της 

αντίστροφης μεταγραφάσης. Απαιτείται η παρασκευή διαλυμάτων (master mixes-

mix1 και mix 2) όπως αναγράφονται στους παρακάτω πίνακες.   

 

ΜΙΧ 1 

RNA μήτρα  1μg 

dNTPs 10mM 1μl 

Random Primers 250ng 

ddH
2
0 ~13μλ 

 

Το διάλυμα 1 (ΜΙΧ 1) επωάζεται σε θερμοκρασία 65oC για 5 λεπτά και αμέσως 

μεταφέρεται στον πάγο για τουλάχιστον 1’. Στα ίδια δοχεία με τα παραπάνω 

δείγματα προστίθενται το διάλυμα 2 (ΜΙΧ 2) και αναμειγνύονται έντονα. Στη 

συνεχεία τα δείγματα που περιέχουν ΜΙΧ 1 και ΜΙΧ 2 επωάζονται στους 25oC για 5’ 

εφόσον χρησιμοποιούνται random primers. Στη συνέχεια τα ίδια δείγματα 

επωάζονται στους 50oC για 45’ και η αντίδραση αδρανοποιείται με θέρμανση στους 

70oC για 15΄. Το cDNA που προκύπτει αποθηκεύεται στους -20oC όπου διατηρείται 

για μεγάλο χρονικό διάστημα. 

3.4.5 Σχεδιασμός Primers για ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση 

πραγματικού χρόνου quantitative Real-Time PCR 

Από τη βάση δεδομένων Pubmed καταγράφηκε η αλληλουχία της κωδικής 

αλυσίδας των αυτοφαγικών γονιδίων ΑTG5, Βeclin 1 και GAPDH για τον οργανισμό 

mus musculus αφού τα πειράματα θα πραγματοποιηθούν σε κύτταρα Neuro-2A που 

προέρχονται από νευροβλαστωμα μυών. Για τη δημιουργία εκκινητών τέθηκαν 

συγκεκριμένες προϋποθέσεις σχετικά με το μέγεθος του PCR προϊόντος το οποίο 

έπρεπε να κυμαινόταν από 70 έως 300bp. Ακόμα επιλέχθηκαν εκκινητές με πολύ 

ΜΙΧ 2 

5X Fisrt-Strand buffer 4μl 

DTT 0.1M 0.5μΜ 

RNase Inhibitors  40u 

Superscript III RT 200u 

Vτελικο 20μl 
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κοντινές θερμοκρασίες τήξης (Tm), που να αναγνωρίζουν την γονιδιακή αλληλουχία 

εντός της μεταγραφόμενης περιοχής (UCSC in silico PCR) και δεν αποτελούν 

κομμάτι κάποιου άλλου γονιδίου (έλεγχος με BLAST). 

Οι εκκινητές των γονιδίων στόχων που θα ελεγχθούν στη παρούσα μελέτη 

παρατίθενται στον Πίνακα 2. 

Οι βέλτιστες συνθήκες θερμοκρασίας για την παραγωγή προϊόντος 

ρυθμίζονται με απλή PCR. Τα αποτελέσματα της PCR μας δίνει τη δυνατότητα να 

ελέγξουμε εάν υπάρχουν παραπροϊόντα ή διμερή των εκκινητών. Tα διαλύματα 

προετοιμάζονται σύμφωνα με τις οδηγίες και τις κατάλληλες συγκεντρώσεις του 

κατασκευαστή της DNA πολυμεράσης.  

Πίνακας 2.  Εκκινητές της qRT- PCR των αυτοφαγικών γονιδίων  

 

3.4.6 Ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πραγματικού χρόνου  

Ο έλεγχος για την έκφραση των γονιδίων στόχων πραγματοποιείται με την 

ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πραγματικού χρόνου 2 σταδίων σύμφωνα με τις 

οδηγίες του κατασκευαστή KAPPA SYBR GREEN. Τρία είναι τα βασικά στάδια κάθε 

κύκλου της RT-PCR (40 κύκλοι συνολικά).  

 Θερμοκρασία αποδιάταξης (melting temperature) 

Η θερμοκρασία αποδιάταξης είναι υψηλή (95oC) ώστε να επιτευχθεί η 

αποδιάταξη του δίκλωνου μορίου cDNA σε δύο μονόκλωνα μόρια. Η θερμοκρασία 

αποδιάταξης μπορεί να αυξηθεί εάν το ποσοστό της μήτρας είναι υψηλό σε GC. 

 Θερμοκρασία υβριδισμού (annealing) 

Κατά τη διάρκεια του υβριδισμού συμπληρωματικές αλληλουχίες ως προς το 

μονόκλωνο μόριο έχουν την ικανότητα να υβριδίζονται υπο συγκεκριμένη 

θερμοκρασία σύμφωνα με την υπολογισμένη τιμή Tm των εκκινητών (5°C 

χαμηλότερη του Tm των εκκινητών). 

 

Γονίδιο Εκκινητές 

ATG5 

(Autophagy-related gene 5) 

FWD: 5’AAGTCTGTCC-TTCCGCAGTC3’ 

RV: 5’GAAGAAAGTTATCTGGGTAGCTCA3’ 

Beclin 1 FWD: 5’GGCCAATAAGATGGGTCTGA3’ 

RV: 5’GAAGAAAGTTATCTGGGTAGCTCA3’ 

GAPDH FWD: 5’GGCCAATAAGATGGGTCTGA3’  

RV: 5’CCTGCTTCACCACCTTCTTGA3’ 
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 Θερμοκρασία επιμήκυνσης  

Σε θερμοκρασία 70-72°C η DNA πολυμεράση πραγματοποιεί την επέκταση 

των εκκινητών με ρυθμό 100 βάσεις/δευτερόλεπτο.  

Η διαδικασία της μέτρησης και ποσοτικοποίησης του mRNA σε πραγματικό 

χρόνο συνοπτικά περιγράφεται παρακάτω: 

Η προετοιμασία των αντιδράσεων μέτρησης του mRNA πραγματοποιείται στους 4οC 

και όταν τα δείγματα τοποθετούνται στο μηχάνημα μέτρησης η θερμοκρασία 

σταδιακά αυξάνεται. Με δεδομένο ότι κάθε προϊόν έχει την αντίστοιχη και 

συγκεκριμένη θερμοκρασία όπου το δίκλωνο μόριο cDNA ανοίγει (melting 

temperature-αποδιάταξης) και ότι η SYBR προσδένεται μόνο σε δίκλωνα μόρια 

παρατηρείται μια απότομη πτώση του φθορισμού λόγω μη πρόσδεσης του SYBR. Οι 

καμπύλες στην ανάλυση αποτελεσμάτων Dissociation Curves θα πρέπει να 

παρουσιάζουν μια μόνο κορυφή εφόσον το προϊόν της PCR είναι ειδικό και περιέχει 

μόνο το προϊόν του γονιδίου που μας ενδιαφέρει. Η παρουσία περισσότερων της 

μίας κορυφής, σημαίνει πως η αντίδραση έχει παραπροϊόντα, γεγονός που εμποδίζει 

τη σωστή ποσοτικοποίηση οπότε και χρήζει βελτιστοποίηση των θερμοκρασιών. 

Τα αποτελέσματα ερμηνεύονται από το συνδυασμό των καμπυλών ενίσχυσης και 

αποδιάταξης καθώς και από τις τιμές Ct.  

Οι καμπύλες ενίσχυσης (amplification plots) δίνουν πληροφορίες για την 

έκφραση του γονιδίου, τον ακριβή κύκλο που εμφανίζεται το προϊόν της αντίδρασης 

καθώς και τον αριθμό των μεταγράφων του συγκεκριμένου γονιδίου. Οπότε όσο 

μικρότερος είναι ο κύκλος που εμφανίζεται το προϊόν τόσο μεγαλύτερη η ποσότητα 

του αντίστοιχου mRNA του γονιδίου στο δείγμα (κανονικοποιείται με την αντίστοιχη 

τιμή για το γονίδιο αναφοράς). Οι καμπύλες αποδιάταξης δίνουν πληροφορίες για την 

καθαρότητα του προϊόντος της PCR και η δυνατότητα αυτή στηρίζεται στην ικανότητα 

της χρωστικής SYBR Green να φθορίζει όταν και μόνο δεσμευτεί σε δίκλωνα μόρια 

DNA. Για την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων ορίζεται ένα δείγμα ως control που 

είναι ο μάρτυρας οπότε όλα τα υπόλοιπα που έχουν υποστεί την επίδραση διάφορων 

παραγόντων συγκρίνονται ως προς αυτό. Η τιμή του control ορίζεται αυθαίρετα στο 1 

και η έκφραση των υπο μελέτη γονιδίων αναγράφεται ως σχετική αύξηση ή μείωση 

της έκφρασης. 

3.4.7 Ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης (chIP) 

 Η ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης (Chromatin ImmunoPrecipitaiton) που 

χρησιμοποιείται για τη διερεύνηση μιας συγκεκριμένης αλληλεπίδρασης μεταξύ 
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πρωτεΐνης-DNA, πολλών αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-DNA και αλληλεπιδράσεων 

σε ολόκληρο το γονιδίωμα ή ένα υποσύνολο γονιδίων. Για το λόγο αυτό 

χρησιμοποιούνται αντισώματα που επιλεκτικά αναγνωρίζουν και δεσμεύουν 

πρωτεΐνες, συμπεριλαμβανομένων των ιστονών, των τροποποιήσεων ιστόνης, των 

μεταγραφικών παραγόντων και των συμπαραγόντων και παρέχει πληροφορίες 

σχετικά με τη γονιδιακή μεταγραφή.  

 Για το λόγο αυτό 5Χ107 κύτταρα κ-Neuro-2A επωάστηκαν ή όχι με 20μΜ 

U50,488Η για 6 ώρες. Στη συνέχεια απορρίφθηκε το θρεπτικό υλικό και τα κύτταρα 

μονιμοποιήθηκαν με 1% φορμαλδεΰδη για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (25 

oC) και ακολούθησε επώαση 5 λεπτών με διάλυμα 125 mM γλυκίνης για την διακοπή 

της διαδικασίας της μονιμοποίησης όπως περιγράφεται από (Carey et al, 2009). 

Αποτελεί σημαντικό στοιχείο το γεγονός πως η προσθήκη της γλυκίνης 

πραγματοποιείται στάγδην καθώς αναδεύονται τα κύτταρα στη φορμαλδεΰδη. 

Ύστερα τα κύτταρα ξεπλένονται με παγωμένο PBS και με ξύστρα συλλέγονται τα 

κύτταρα που φυγοκεντρούνται για 5 λεπτά στις 1200rpm σε θερμοκρασία 4ΟC. To 

κυτταρικό ίζημα επαναδιαλύεται σε 750 μL διάλυμα λύσης για κάθε 1x107 κύτταρα, 

(ChIP lysis buffer: 0.5% v/v Igepal, 20mM Tris – HCl pH 7.4, 85mM KCl, Protease 

inhibitors, ddH20) και επωάζονται για 10 min στον πάγο. Στη συνέχεια, ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 10.000rpm για 10 min στους 4ΟC. Το ίζημα επαναδιαλύεται σε 

500 μλ από το διάλυμα λύσης πυρήνων (ChIP nuclei lysis buffer: 1% v/v SDS, 20mM 

Tris – HCl pH 8, 10mM Na2EDTA,Protease inhibitors, ddH20) και το διάλυμα 

επωάζεται για 30min στους 37οC με το ένζυμο MNase, που διασπά τα 

νουκλεοσώματα, ώστε να κατακερματιστεί το DNA σε κομμάτια μικρότερα των 

900bp. Aκόμα, το διάλυμα δέχεται επώαση με υπερήχους για 3 min (amplitude:50%, 

cycle:0.5 30sec sonication-30sec rest) με σκοπό την αποτελεσματικότερη 

κατακερμάτιση του DNA. Aκολουθεί φυγοκέντρηση για 10 min στις 7.500rpm στους 

4°C. Συλλέγουμε το υπερκείμενο για να προχωρήσουμε στην διαδικασία της 

ανοσοκατακρήμνισης καθώς επιπλέον συλλέγουμε 50 μL από το δείγμα για να 

προσδιοριστεί η συγκέντρωση του DNA αλλά και να διαπιστώσουμε τον 

κατακερματισμό του DNA μέσω ηλεκτροφόρησης σε 1,5% w/v πήκτωμα αγαρόζης. 

 Για την διαδικασία της ανοσοκατακρήμνισης χρησιμοποίησαμε 25 μg 

απομονωμένης χρωματίνης με αναστολείς πρωτεασών και το επαναδιαλύσαμε σε 

διάλυμα RIPA 1:10. Τα δείγματα ανοσοκατακρημνίστηκαν χρησιμοποιώντας ένα 

αντίσωμα βαθμού ChIP έναντι του μεταγραφικού παράγοντα CREB (cAMP 
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Response Element-Binding Protein, CST 9197) ή του φυσιολογικού ορού κουνελιού 

(NRS) ανακινώντας για 24h στους 4°C. Τα συμπλέγματα διασυνδεδεμένων 

πρωτεϊνών επωάστηκαν με 60 µL προ-επωασμένων (salmon sperm DNA-5% BSA) 

A/G σφαιριδίων αγαρόζης για 2 ώρες στους 4oC υπό περιστροφή. Aποτελεί 

σημαντικό στοιχείο να αποσύρουμε 50 µL από τη χρωματίνη που θα χρησιμοποίηθει 

ως δείγμα αναφοράς. Τα ανοσοσυμπλέγματα προσδεδεμένα πλέον στα σφαιρίδια, 

δέχονται 1 πλύση με διάλυμα πλύσης χαμηλής συγκέντρωσης αλάτων(0.1% v/v 

SDS, 20mM Tris – HCl pH 8, 1% v/v Triton X-100, 2mM Na2EDTA, 150mM NaCl, 

Protease inhibitors, ddH20), 1 πλύση με διάλυμα πλύσης ανοσοσυμπλεγμάτων 

χρωματίνης υψηλής συγκέντρωση αλάτων (0.1% v/v SDS, 20mM Tris – HCl pH 8,1% 

v/v Triton X-100, 2mM Na2EDTA, 500mM NaCl, Protease inhibitors, ddH20) και 2 

πλύσεις με διάλυμα πλύσης ανοσοσυμπλεγμαάτων χρωματίνης LiCl (0.25M LiCl, 1% 

v/v Igepal, 10mM Tris – HCl pH 8, 1% v/v sodium deoxycholate, 1mM Na2EDTA, 

500mM NaCl, Protease inhibitors, ddH20). Ανάμεσα τις πλύσεις μεσολαβουν 

φυγοκεντρήσεις για 5min στις 2000rpm στους 4oC και έπεται η διαδικασία έκλουσης 

του ανοσοκατακρημνισμένου DNA. 

 Για το λόγο αυτό, τα σφαιρίδια επωάστηκαν για 16 ώρες στους 65°C με 70 

µL από το διάλυμα έκλουσης (100mM NaHCO3, 0.1%SDS) και προστίθενται 4.8 µL 

NaCl (5 M) και 2 µL RNase A (10 mg/mL). Μετά το πέρας της επώασης προστίθενται 

10 µL από proteinase K (20 mg/mL) και επωάζονται στους 60°C για 1 h. Το DNA 

που εκχυλίστηκε καθαρίστηκε με PCR cleaning kit (Zymo Research) σύμφωνα με τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. To απομονωμένο πλέον DNA χρησιμοποιήθηκε ως 

μήτρα για την αντίδρασης της PCR με σκοπό να διαπιστώσουμε αν συντηρημένα  

σημεία πρόσδεσης για τον CREB, που εντοπίζονται στους υποκινητές αυτοφαγικών 

γονιδίων, ανοσοκατακρημνίστηκαν ύστερα από την ενεργοποίηση του κ-OR. Έτσι, 

σχεδιάστηκαν εκκινητές που υβριδοποιούνται εκατέρωθεν του σημείου πρόσδεσης 

CRE στον υποκινητή του γονιδίου Becn1 μυός. Τα προϊόντα της PCR διαχωρίστηκαν 

σε πηκτώματα αγαρόζης 2% w/v όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.4.8. 
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Πίνακας 3.  Εκκινητές της αντίδρασης PCR και το πρόγραμμα της αντίδρασης από το 
chIP των αυτοφαγικών γονιδίων  

3.4.8 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 

H ηλεκτροφόρηση του DNA σε πήκτωμα αγαρόζης επιτρέπει τον 

προσδιορισμό του μοριακού βάρους ενός μορίου καθώς και τον ποιοτικό του έλεγχο. 

Η ηλεκτροφόρηση βασίζεται στην ικανότητα των αρνητικά φορτισμένων μορίων DNA 

να κινούνται μέσα σε ηλεκτρικά πεδία. Το φορτίο είναι ανάλογο του μοριακού βάρους 

του μορίου. Η πυκνότητα του πηκτώματος εξαρτάται από την συγκέντρωση της 

αγαρόζης σε αυτό, με πηκτώματα χαμηλής συγκέντρωσης  να χρησιμοποιούνται για 

το διαχωρισμό μεγάλων μορίων DNA ενώ πηκτώματα υψηλής συγκέντρωσης, για 

μικρά μόρια. Αρχικά υπολογίζεται η επιθυμητή πυκνότητα του πηκτώματος και 

ζυγίζεται με ακρίβεια η κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης. Αυτή προστίθεται σε 100mL 

διαλύματος ΤΑΕ, το οποίο ήδη θερμαίνεται και γίνεται περιοδική ανάδευση του 

μίγματος καθώς βράζει, ώστε η αγαρόζη να διαλυθεί πλήρως. Όταν γίνει πλήρης 

ομογενοποίηση, το διάλυμα αφήνεται να κρυώσει για μερικά λεπτά, αλλά όχι τόσο 

ώστε η επέλθει πήξη, και προστίθεται σε αυτό βρωμιούχο αιθίδιο σε τελική 

συγκέντρωση 0.5mg/mL. Το διάλυμα τοποθετείται σε καλούπι και αφήνεται να 

κρυώσει για 1-2 ώρες. Η ιδιότητα του βρωμιούχου αιθιδίου είναι η ενσωμάτωσή του 

μεταξύ των βάσεων του δίκλωνου DNA, η αποελίκωσή του και ο φθορισμός του υπό 

υπεριώδη ακτινοβολία.  

Εκκινητές 

FWD: 5' CGGGTAAACAGGGATCTGGAG 3' 
RV: 5’ GCCAGGGACTC-3TAGGCTTT 3’ 

                       PCR αντίδραση Πρόγραμμα αντίδρασης 

Συστατικά 
Τελική 

συγκέντρωση 
95οC 3 min 1 κύκλος 

DNA μήτρα 20ng 
98οC 20 sec  

30 κύκλοι 
Εκκινητής FWD 

0.3μΜ 65οC 15 sec 

Εκκινητής RV 
0.3μΜ  72οC 60 sec 

Πολυμεράση 2 units 
72οC 5 min 1 κύκλος 

5Χ Ρυθμιστικό διάλυμα 
1Χ Ρυθμιστικό 

διάλυμα 

4οC 5 min 1 κύκλος 

dNTPs 0.3mM   

ddH2O 
~25μL τελικός 

όγκος αντίδρασης 
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Μετά την πήξη, το πήκτωμα τοποθετείται στην συσκευή ηλεκτροφόρησης η 

οποία γεμίζεται με ΤΑΕ 1Χ, με τα φρεάτιά του να βρίσκονται προς τον αρνητικό πόλο 

και φορτώνονται τα δείγματα DNA, καθώς και ένα δείγμα μάρτυρα το οποίο 

αποτελείται από διάφορα τμήματα γνωστών μοριακών βαρών. Πριν την 

ηλεκτροφόρηση έχει γίνει προσθήκη χρωστικής στα δείγματα σε τελική συγκέντρωση 

1Χ. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται για 45 λεπτά στα 80V. Όταν τελειώσει, το πήκτωμα 

τοποθετείται σε συσκευή εκπομπής υπεριώδους ακτινοβολίας και παρατηρούνται οι 

ζωνώσεις του DNA.   

Επιπλέον αν θέλουμε να εξετάσουμε το μέγεθος του πλασμιδιακού DNA 

πραγματοποιείται πέψη με περιοριστική ενδονουκλεάση που κόβει σε ένα μοναδικό 

σημείο, ευθυγραμμίζει το μόριο και κατά την ηλεκτροφόρηση εμφανίζεται μία μόνο 

ζώνη που αντιστοιχεί στο μοριακό του βάρος.  

Η σύσταση της γέλης σε αγαρόζη εξαρτάται από το μέγεθος των γραμικών 

μορίων DNA, για την ανίχνευση μορίων DNA με πολλές βάσεις χρειάζεται μικρή 

περιεκτικότητα σε αγαρόζη ενώ για μικρότερα κομμάτια ή για ανίχνευση RNA η 

περιεκτικότητα αυξάνεται ~2%. Τα προϊόντα της PCR από τα πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης ηλεκτροφορήθηκαν σε 2% πήκτωμα αγαρόζης 

3.5 Δοκιμασία εξαναγκασμένης κολύμβησης (Force Swim Test) 

 Η δοκιμασία εξαναγκασμένης κολύμβησης ή Force Swim Test (FST) 

αποτελεί ένα περιβαλλοντικό ερέθισμα που προσομοιάζει το οξύ και αναπόφευκτο 

στρες παρέχοντας έτσι πληροφορίες για την απόκριση του νευρικού συστήματος 

κάτω από αυτές τις συνθήκες. Το στρες, ιδιαίτερα το χρόνιο στρες, είναι ένας 

παράγοντας που συμβάλλει στην εμφάνιση κατάθλιψης στους ανθρώπους. 

Επιπλέον, τα αντικαταθλιπτικά φάρμακα που είναι αποτελεσματικά στους 

ανθρώπους συνήθως παρουσιάζουν αποτελεσματική αντιμετώπιση στο FST. Κατά 

συνέπεια, η συγκεκριμένη δοκιμασία μας δίνει τη δυνατότητα να μελετήσουμε 

αλλαγές που συμβαίνουν στο νευρικό ιστό κατά το οξύ στρες και να διερευνήσουμε 

την επίδραση αντικαταθλιπτικών φαρμάκων στην βιοχημεία των νευρώνων. Τα 

τρωκτικά που υπόκεινται στην πειραματική διαδικασία αυτή καλούνται να 

‘’κολυμπησουν’’ σε νερό όπου βιντεοσκοπούνται οι κινήσεις τους. Στη συνέχεια, με τη 

χρήση ειδικών ηλεκτρονικών προγραμμάτων προσδιορίζεται ο χρόνος κίνησης του 

ζώου καθώς και ο χρόνος ακινησίας που χαρακτηρίζει την ‘’αγχωτικό’’ φαινότυπο. 
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Eικόνα 19: Απεικόνιση της δοκιμασίας εξαναγκασμένης κολύμβησης όπου τα τρωκτικά 
τοποθετούνται σε γυάλινο κύλινδρο με νερό και αφήνονται ελεύθερα να κολυμπήσουν. Όπως 
φαίνεται αριστερά το ζώο προσπαθεί να σταθεί στην επιφάνεια ενώ δεξιά το ζώο βιώνει την ‘’ 
‘’απόγνωση’’ παραμένοντας ακίνητο. Προσδιορίζεται ο χρόνος κίνησης και ακινησίας των 
ζώων.  

 Η δοκιμασία εξαναγκασμένης κολύμβησης (FST) πραγματοποιήθηκε όπως 

περιγράφεται στο McLaughlin et al, 2003. Οι μύες χωρίστηκαν σε 4 ομάδες (6 ζώα 

ανά ομάδα) και την πρώτη ημέρα 2 ομάδες μυών ενέθηκαν ενδοπεριτοναϊκά με 

φυσιολογικό ορό (Saline group) και οι υπόλοιπες 2 με τον ανταγωνιστή του κ-ΟR, 

nor-BNI (norBNI group). Μία ώρα μετά τις ενέσεις, μία ομάδα από το Saline group και 

1 ομάδα από το nor-BNI group τοποθετήθηκαν σε ποτήρι ζέσεως 5 λίτρων (ύψους 40 

cm×25 cm διάμετρο) γεμάτο με 2,5 l νερού θερμοκρασίας 30±1°C ώστε να 

κολυμπήσουν για μία μόνο δοκιμασία 15 λεπτών. Είναι πολύ σημαντικό το γεγονός 

πως η θερμοκρασία του νερού ήταν αυστηρά στους 30°C καθώς τα οπιοειδή 

ανάλογα προκαλούν υποθερμία. Αυτή η μεταβλητή θα μπορούσε να επηρεάσει τις 

παρατηρήσεις μας καθώς η πιθανή ‘’ακινησία’’ θα μπορούσε να ήταν αποτέλεσμα 

της υποθερμίας και όχι του ‘’αγχωτικού φαινοτύπου’’. Τη δεύτερη ημέρα, τα ζώα από 

τις δύο ομάδες τοποθετήθηκαν σε νερό για να κολυμπήσουν για 6 λεπτά σε 4  

διαδοχικά σετ δοκιμασιών. Στα ενδιάμεσα χρονικά διαστήματα οι μύες αφήνονταν 

στους κλώβους τους για τουλάχιστον 6 λεπτά πριν από περαιτέρω δοκιμασία. Η 

‘’ακινησία’’ ορίστηκε ως η παραμονή του ζώου σε ακίνητη θέση ή πραγματοποιώντας 

μόνο μικρές κινήσεις που δεν σχετίζονται με τη διαφυγή. Για να χαρακτηριστεί ως 

ακινησία κάθε στάση πρέπει να είναι καθαρά ορατή και να διατηρείται για 

τουλάχιστον 2 δευτερόλεπτα. Η δυσκολία στην κολύμβηση ή η παραμονή στην 

επιφάνεια ήταν κριτήρια για τον αποκλεισμό του κάθε ζώου από την πειραματική 
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διαδικασία, ωστόσο, κανένα ποντίκι δεν πληρούσε αυτά τα κριτήρια σε αυτή τη 

μελέτη. 

3.6 Υπολογιστικά προγράμματα 

3.6.1 Mέτρησης μήκους νευριτών 

Oι διακλαδώσεις των νευρώνων μετρήθηκαν χρησιμομποιώντας το 

πρόγραμμα NeuronJ (ImageJ-Public Domain). Απομονωμένοι νευρώνες από την 

περιοχή του ιπποκάμπου εμβρύων ποντικών Ε16.5 επωάστηκαν με 20μΜ U50,488H 

για 16 ώρες. Στη συνέχεια οι νευρώνες ανοσοσημάνθηκαν με το αντίσωμα έναντι της 

β-ΙΙΙ τουμπουλίνης (TUJ-1, 1:1000) και ποσοτικοποιήθηκε ο αριθμός των 

διακλαδώσεων σε ~300 κύτταρα ανά συνθήκη. Στο τέλος προκύπτει ο μέσος όρος 

± Standard Error of the Mean (SEM) και ο αριθμός αυτός συγκρίνεται με τα 

αντίστοιχα νευρικά κύτταρα που δεν επωάστηκαν με κανένα παράγοντα. 

 

3.6.2      Ποσοτικοποίηση με πυκνομέτρηση (GELPRO analyzer) 

Η ποσοτικοποίηση των εικόνων από τις ανοσοαποτυπώσεις κατά WESTERN 

γίνεται με το υπολογιστικό πρόγραμμα GELPRO analyzer. Οι εικόνες ηλεκτρονικής 

μορφής έχουν ληφθεί από τον αναλυτή Fujifilm LAS-4000. Οι τιμές της 

πυκνομέτρησης (τουλάχιστον 3 πειραμάτων) παρουσιάζονται ως μέσος όρος 

με  ±  Standard Error of the Mean (SEM). Τα αποτελέσματα εμφανίζονται ως φορές 

αύξησης ή μείωσης (fold of change) και αποδίδονται (κανονικοποίηση) πάντα ως 

προς το αντίστοιχο δείγμα ελέγχου (control). 

3.6.3 Στατιστική επεξεργασία 

Τα πειράματα επαναλήφθηκαν τουλάχιστον τρεις φορές αλλά και οι 

μετρήσεις κυττάρων περιλάμβανε ένα μεγάλο αριθμό κυττάρων σε κάθε συνθήκη. 

Τα αποτελέσματα αναγράφουν τους μέσους όρους όλων των πειραμάτων με τις 

τιμές σφάλματος ± SEM. Οι συγκρίσεις σε όλες τις μετρήσεις γίνονται μεταξύ της 

πειραματικής ομάδας και της ομάδας ελέγχου. Η στατιστική επεξεργασία έγινε με το 

students t-test, one-way ANOVA ή two-way ANOVA και post-hoc analysis και οι 

διαφορές στις τιμές που προέκυψαν χαρακτηρίστηκαν σημαντικές εφόσον ήταν 

*p<0.05, **p<0.01,*** p<0.001. 
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4. Αποτελέσματα 
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4.1 Η ενεργοποίηση του κ-OR επάγει την αυτοφαγία σε κύτταρα 

Νeuro-2A 

Πρωτίστως εξετάστηκε η επίδραση του κ-οπιοειδούς υποδοχέα στην 

ρύθμιση του σηματοδοτικού μονοπατιού της αυτοφαγίας. Κατά το σχηματισμό των 

αυτοφαγοσωμάτων η κυτταροπλασματική μορφή της LC3 πρωτεΐνης (LC3-I, 

μοριακό βάρος:18kDa) μετατρέπεται στην μεβρανό-συνδεόμενη μορφή LC3-ΙΙ 

(μοριακό βάρος:16kDa). Η LC3-II εντοπίζεται στη μεμβράνη του νεοσυντιθέμενου 

αυτοφαγοσώματος και η συσσώρευση της στο κυτταρόπλασμα είναι ενδεικτική της 

αύξησης του αριθμού των αυτοφαγοσωμάτων και για το λόγο αυτό την καθιστά τον 

πιο αξιόπιστο μάρτυρα της αυτοφαγίας. Για να ελέγξουμε εάν η ενεργοποίηση του κ-

OR επάγει το μηχανισμό της αυτοφαγίας μελετήθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα του 

βασικού αυτού δείκτη της αυτοφαγίας. Κύτταρα Νeuro-2A που εκφράζουν σταθερά 

τον ανθρώπινο κ-OR (myc-hk-OR) επωάστηκαν για 6 ώρες με αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις (10, 20, 50 μΜ) του ειδικού για τον κ-υποδοχέα, αγωνιστή U50,488H 

και μελετήθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα της LC3-II (Σχήμα 1A). Όπως φαίνεται και 

στο σχήμα παρατηρείται μια δοσο-εξαρτώμενη αύξηση της LC3-II στα κύτταρα 

γεγονός που δηλώνει την αύξηση αυτοφαγοσωμάτων συγκρινόμενα με τα κύτταρα 

αναφοράς.  

Η διαδικασία του αυτοφαγικού θανάτου περιλαμβάνει τον σχηματισμό των 

αυτοφαγοσωμάτων ενδοκυτταρικά και την αποικοδόμησή τους από τα λυσοσώματα. 

Ωστόσο, η αύξηση της LC3-II πρωτεΐνης δηλώνει την συσσώρευση των 

αυτοφαγοσωμάτων είτε εξαιτίας κάποιου ερεθίσματος που επάγει την σύνθεση τους 

είτε λόγω δυσλειτουργικής αποικοδόμησης τους από τα λυσοσώματα. Για να 

αποσαφηνιστεί ο ρόλος του κ-ΟR στην αύξηση της LC3-II που παρατηρείται ύστερα 

από την ενεργοποίηση του, κύτταρα Νeuro-2Α προεπωάστηκαν με τον αναστολέα 

του λυσοσώματος, την Bafilomycin A1, που παρεμποδίζει την σύντηξη των 

αυτοφαγοσωμάτων με το λυσόσωμα με αποτέλεσμα την ελλιπή αποικοδόμηση 

τους. Επώαση Νeuro-2A κυττάρων με τον αγωνιστή U50,488H παρουσία και 

απουσία της Bafilomycin A1 (ΒafA1) είχε σαν αποτέλεσμα την σημαντική αύξηση 

στα επίπεδα της LC3-II παρουσία της ΒafA1, συγκρινόμενα με την απουσία αυτής 

(Σχήμα 1Β).  

Τα αποτελέσματα αυτά δηλώνουν πως η αύξηση της LC3-II πρωτεΐνης που 

παρατηρείται ύστερα από την ενεργοποίηση του υποδοχέα δείχνουν την αύξηση 
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των αυτοφαγοσωμάτων και όχι κάποια δυσλειτουργία στην λυσοσωματική 

αποικοδόμηση.   

Σχήμα 2: Ενεργοποίηση του κ-οπιοειδούς υποδοχέα οδηγεί στην αύξηση 
σχηματισμού αυτοφαγοσωμάτων σε Νeuro-2A κύτταρα. A) Νeuro-2A κύτταρα 
επωάστηκαν με αυξανόμενες συγκεντρώσεις (10, 20, 50 μΜ) του ειδικού, για τον κ-οπιοειδή 
υποδοχέα, αγωνιστή U-50,488H για 6 ώρες. Η πρωτεΐνη LC3-I και LC3-II ανιχνεύθηκαν με τη 
χρήση ειδικού αντισώματος (LC3B 1:1000) έναντι των πρωτεϊνών αυτών σε ανοσοστύπωμα 
κατά Western. Β) Νeuro 2A κύτταρα προεπωάστηκαν με 30nM Bafilomycin A1(BafA1) για 16 
ώρες και ακολούθως επωάστηκαν με U-50,488H σε συγκέντρωση 50 μM για 6 ώρες. Oι 
πρωτεΐνες LC3-I και LC3-II ανιχνεύθηκαν με τη χρήση ειδικού αντισώματος (LC3B 1:1000) 
έναντι των πρωτεϊνών αυτών σε στύπωμα κατά Western. Η ποσοτικοποίηση γίνεται με τον 
προσδιορισμό της ακτίνης με ειδικό αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης (β-ACTIN 1:1000). Tα 
αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών διαφορετικών πειραμάτων και εκφράζονται ως 
±SEM χρησιμοποιώντας one-way ή two-way ANOVA με *p <0.05, **p <0.01 συγκρινόμενα με 
το Control και 

#
p <0.05 συγκρινόμενα με το δείγμα U50,488H. 

 

Στη συνέχεια με σκοπό να επιβεβαιωθεί ότι η αύξηση της LC3-II πρωτεΐνης 

είναι αποτέλεσμα της ενεργοποίησης του κ-ΟR και δεν αποτελεί κάποια 

μεμονωμένη δράση του αγωνιστή U50,488H, προ-επωάστηκαν Neuro-2A κύτταρα  

με τον ανταγωνιστή των οπιοιεδών υποδοχέων ναλοξονη. Για το λόγο αυτό κύτταρα 

Νeuro-2A προ-επωάστηκαν για 45 min με 50μΜ του ανταγωνιστή των οπιοειδών 

υποδοχέων ναλοξόνη με επακόλουθη ενεργοποίηση του κ-OR με τον αγωνιστή 

U50,488H σε συγκεντρώσεις 20 και 50 μΜ. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 2 η κ-ΟR 

επαγόμενη αυτοφαγία αναστέλλεται παρουσία ναλοξόνης επιβεβαιώνοντας το 

γεγονός πως πρόκειται για ένα φαινόμενο που επιτελέιται μέσω του υποδοχεά. 

 

 

 

 

 



93 

 
 

 

U50,488H 

TO-PRO-3 

Control 

LC3 MERGE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Σχήμα 3: Aναστολή της κ-ΟR επαγόμενης αυτοφαγίας παρουσία του ανταγωνιστή 
ναλοξόνη. Νeuro-2A κύτταρα προεπωάστηκαν με 50μΜ ναλοξόνης για 45 λεπτά και 
ακολούθως με 20 και 50 μΜ U50,488H για 6 ώρες. Οι πρωτεΐνες LC3-I και LC3-II 
ανιχνεύθηκαν με τη χρήση ειδικού αντισώματος (LC3B 1:1000) έναντι των πρωτεϊνών αυτών 
σε στύπωμα κατά Western. Η ποσοτικοποίηση γίνεται με τον προσδιορισμό της ακτίνης με 
ειδικό αντίσωμα (β-actin 1:1000) έναντι της πρωτεΐνης.Tα αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο 
τριών διαφορετικών πειραμάτων και εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας two-way 
ANOVA με *p <0.05, συγκρινόμενα με το Control και 

#
p <0.05 συγκρινόμενα με το δείγμα 

U50,488H. 
 

Για να διερευνήσουμε περαιτέρω την κ-OR επαγόμενη αυτοφαγία ελέγξαμε 

την αύξηση των αυτοφαγοσωμάτων παρουσία του U50,488H με πειράματα 

συνεστιακής μικροσκοπίας. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 4 επώαση των Neuro-2A 

κυττάρων για 6 ώρες με τον αγωνιστή U-50,488H και συνεπακόλουθη  ανοσοχρώση 

με αντίσωμα έναντι της LC3 πρωτεΐνης έδειξε την αύξηση των στηκτών στιγμάτων 

της LC3 που αντικατοπτρίζουν τα αυτοφαγοσώματα συγκρινόμενα με το Control. 
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Σχήμα 4: Έλεγχος του αριθμού των αυτοφαγοσωμάτων σε Νeuro-2A κύτταρα ύστερα 
από ενεργοποίηση του κ-οπιοειδούς υποδοχέα. Νeuro 2A κύτταρα επωάστηκαν με 20μM 
U-50,488H για 6 ώρες και ακολούθως μονιμοποιήθηκαν με 100% μεθανόλη όπως 
περιγράφεται στην παραγραφο 3.2.11. Tα κύτταρα μελετήθηκαν με συνεστιακή μικροσκοπία 
αφού είχε πραγματοποιηθεί ανοσοεπισήμανση με αντίσωμα LC3B (1:200) για τον εντοπισμό 
των αυτοφαγοσωμάτων και με συγκεκριμένα δεύτερα αντισώματα που φέρουν χρωμοφόρες 
ομάδες (Αlexa-Fluor565nm, 1:200). Η χρώση του πυρήνα έγινε με ΤΟ-PRO-3 iodide (1:500). 
 

Tέλος για να επιβεβαιώθουν τα ευρήματα αυτά σε ένα κυτταρικό σύστημα 

που εκφράζει ενδογενώς τον κ-OR πραγματοποιήθηκαν πειράματα συνεστιακής 

μικροσκοπίας σε πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων από την περιοχή του 

ιπποκάμπου εμβρύων μυών. Νευρώνες από την περιοχή του ιπποκάμπου 

απομονώθηκαν από έμβρυα μυων Ε16.5, επιστρώθηκαν σε καλυπτρίδες και 

επωάστηκαν για 10 μέρες όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.1.1.2. Στην 

συνέχεια, οι πρωτογενείς καλλιέργειες επωάστηκαν ή οχι με 20μΜ U50,488H για 6 

ώρες όπου παρατηρήθηκε αύξηση των αυτοφαγοσωμάτων ύστερα από 

ενεργοποίηση του κ-OR.  

Σχήμα 5: Έλεγχος του αριθμού των αυτοφαγοσωμάτων σε πρωτογενείς καλλιέργειες 
νευρώνων ιπποκάμπου ύστερα από ενεργοποίηση του κ-οπιοειδούς υποδοχέα. 
Απομονωμένοι νευρώνες επωάστηκαν με 20μM U-50,488H για 6 ώρες και ακολούθως 
μονιμοποιήθηκαν με 4% παραφορμαλδεϋδη όπως περιγράφεται στην παραγραφο 3.2.11. Tα 
κύτταρα μελετήθηκαν με συνεστιακή μικροσκοπία αφού είχε πραγματοποιηθεί 
ανοσοεπισήμανση με αντίσωμα LC3B (1:200) για τον εντοπισμό των αυτοφαγοσωμάτων, 
ΤUJ-1(1:1000) για τη σήμανση των ώριμων νευραξόνων και ΤΟ-PRO-3 iodide (1:500) για τη  
χρώση του πυρήνα. Tα αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών διαφορετικών πειραμάτων 
ποσοτικοποιώντας 30 κύτταρα ανα συνθήκη μετρώντας τον αριθμό των LC3 στιγμάτων ανά 
κύτταρο και εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας one-way ANOVA με *p <0.05, 
συγκρινόμενα με το Control. 
 

Τα ευρήματα αυτά αποδεικνύουν πως η ενεργοποίηση του κ-OR από τον 

ειδικό αγωνισή U50,488H επάγει την αυτοφαγία σε νευρωνικά κύτταρα. 
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4.2 Προσδιορισμός των επιπέδων απόπτωσης και οξειδωτικού στρες 

(ROS) ύστερα από ενεργοποίηση του κ-OR σε κύτταρα Νeuro-2Α 

H αυτοφαγία λειτουργεί ως ένας ομοιστατικός μηχανισμός που επάγεται ώστε 

να εμποδιστεί ή ακόμα και να καθυστερήσει η έναρξη του αποπτωτικού θανάτου. 

Γνωρίζοντας ότι η αυτοφαγία μπορεί να ενεργοποιηθεί λόγω της αύξησης των ριζών 

οξυγόνου (ROS) όπου οδηγούν σε στρες στο ενδοπλασματικό δίκτυο (ΕR stress) 

(Cai et al, 2016) εξετάστηκε αν η ενεργοποίηση του κ-ΟR οδηγεί σε οξειδωτικό 

στρες. Για το λόγο αυτό κύτταρα Νeuro-2A επωάστηκαν ή όχι με U50,488H για 

διάφορα χρονικά διαστήματα και με ανάλυση κυτταρομετρίας ροής εξετάστηκαν τα 

επίπεδα του οξειδωτικού στρες και της απόπτωσης των κυττάρων. Όπως φαίνεται 

στο Σχήμα 6Α τα επίπεδα των ROS παρουσία U50,488H παρέμειναν σταθερά 

συγκρινόμενα με τα κύτταρα ελέγχου. Παρόμοια απότλέσματα παρατηρήθηκαν και 

στα επίπεδα απόπτωσης όπως φαίνεται στο Σχήμα 6Β όπου παρέμειναν 

αμετάβλητα ύστερα από τη ενεργοποίηση του κ-OR για διάφορες χρονικές στιγμές. 

 

 

 

 

 

 
 
Σχήμα 6: Ενεργοποίηση του κ-ΟR δεν οδηγεί σε αλλαγές στα επίπεδα ROS και 
απόπτωσης σε Νeuro-2A κύτταρα. Α) Νeuro-2A κύτταρα επωάστηκαν με 20μM U50,488H 
για 6 ώρες και ακολούθως επωάστηκαν με το φθορίζον μόριο CM-H2-DCFDA για την 
ποσοτικοποίηση των επιπέδων ελεύθερων ριζών οξυγόνου. B) Παρομοίως Νeuro-2A 
κύτταρα επωάστηκαν με 20μM U50,488H για 6,24 και 48 ώρες. Τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν 
με 70% αιθανόλη, στη συνέχεια έγινε χρώση με Propidium Iodide (50μg/ml) και αναλύθηκαν 
με κυτταρομετρία ροής οπου ποσοτικοποιήθηκε το ποσοστό των αποπτωτικών κυττάρων. Tα 
αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών διαφορετικών πειραμάτων και εκφράζονται ως 
±SEM χρησιμοποιώντας one-way συγκρινόμενα με το Control. 
 

Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι η ενεργοποίηση του κ-οπιοειδή 

υποδοχέα από το U50,488H δεν οδηγεί σε οξειδωτικό στρες στα κύτταρα και 

ως εκ τούτου δεν αποτελέι αυτό το ενδοκυτταρικό ερέθισμα για την επαγωγή 

της αυτοφαγίας. Επιπλέον, η επώαση των κυτταρων με τον ειδικό αγωνιστή 

δεν οδηγεί σε αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο δείχνοντας πως δεν αποτελεί 

τοξικό παράγοντα για τα κύτταρα.   
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4.3 Έλεγχος της κ-OR επαγόμενεης αυτοφαγίας παρουσία της 

δυνορφίνης1-13, σε πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων ποντικού. 
 

Έχοντας ήδη αποδείξει ότι η ενεργοποίηση του κ-OR από το αλκαλοειδές 

U50,488H επάγει την αυτοφαγία σε νευρικά κύτταρα ακολούθως ελέγξαμε εάν και η 

ενεργοποίηση του υποδοχέα με το ενδογενές νευροπεπτίδιο, δυνορφίνη1-13, επιφέρει 

παρόμοια αποτελέσματα. Όπως προαναφέρθηκε, η δυνορφίνη Α αποτελεί ένα 

ενδογενές οπιοειδές πεπτίδιο, με αυξημένη συγγένεια και αγωνιστική δράση για τον 

κ-οπιοειδή υποδοχέα.  

Σύμφωνα με τα παραπάνω, νευρικά κύτταρα ποντικών απομονώθηκαν από 

τον εγκέφαλο εμβρύων Ε16.5 (Βλέπε παράγραφο 3.4) και επιστρώθηκαν σε τρυβλία 

που περιείχαν γυάλινες καλυπτρίδες επιστρωμένες με poly-D-lysine. Τα κύτταρα 

αφέθηκαν στον θάλαμο επώασης (37οC, 5%CO2) να αναπτυχθούν για δέκα ημέρες 

ώστε να επιτευχθεί η ωρίμανση τους. Εν συνεχεία έγινε προεπώαση αυτών με 5 μΜ 

norBNI για 1 ώρα, που αποτελεί ένα ειδικό για τον κ-OR ανταγωνιστή και 

ακολούθησε επώαση με την δυνορφίνη1-13 για 6 ώρες. Όπως φαίνεται και στο 

Σχήμα 7Α η ενεργοποίηση του κ-ΟR από το ενδογενές πεπτίδιο οδηγεί στην 

επαγωγη της αυτοφαγίας, όπως παρατηρήθηκε από τα αυξημένα επίπεδα της LC3-

II, ένα φαινόμενο που  αναστέλλεται παρουσία του norBNI, που επιβεβαιώνει ότι η 

επαγωγή της αυτοφαγίας επιτελείται μέσω του κ-OR. Aκόμα, εξετάστηκαν τα 

πρωτεϊνικά επίπεδα της Βeclin 1, παρουσία της δυνορφίνη1-13, που αποτελεί ένα 

βασικό παράγοντα ρύθμισης του σχηματισμού των αυτοφαγοσωμάτων και παίζει 

κεντρικό ρόλο στην εκκίνηση και ολοκλήρωση της διαδικασίας της αυτοφαγίας. Έτσι, 

πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων επωάστηκαν με διαδοχικές συγκεντρώσεις 

δυνορφίνης1-13 για 6 ώρες. Παρατηρήθηκε, αύξηση των επιπέδων της Beclin 1 

ύστερα από ενεργοποίηση του κ-OR από το ενδογενές νευροπεπτίδιο 

συμπεραίνοντας έτσι πως η κ-OR επαγόμενη αυτοφαγία μπορεί να 

πραγματοποιηθεί και από την δυνορφίνη1-13 (Σχήμα 7Β).    

 Παράλληλα, έλεγχος των επιπέδων της LC3 πρωτεΐνης με την μέθοδο της 

συνεστιακής μικροσκοπίας έδειξε αύξηση των χαρακτηριστικών LC3 στιγμάτων σε 

πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων ιπποκάμπου παρουσία δυνορφίνης1-13  

συγκρινόμενα με αυτά που απουσίαζε το ενδογενές οπιοειδές (Σχήμα 7Γ). Η 

τουμπουλίνη του κυτταροσκελετού  των νευρικών κυττάρων (β-ΙΙΙ tubulin ή TUJ-1) 

εμφανίζεται με πράσινο χρώμα καθώς το δευτερογενές αντίσωμα έναντι της anti-β-

ΙΙΙ-τουμπουλίνης είναι συζευγμένο με πράσινo χρωμοφόρο. Μέσω αυτής της 
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σήμανσης γίνεται ο διαχωρισμός των νευρώνων από τα υπόλοιπα κύτταρα που 

μπορεί να περιέχονται στην καλλιέργεια, όπως τα γλοιακά και οι ανώριμοι νευρώνες. 

Να σημειωθεί το γεγονός ότι τα επίπεδα γλοίας στα έμβρυα στο συγκεκριμένο 

αναπτυξιακό στάδιο είναι πολύ χαμηλά κάτι που εξασφαλίζει την δημιουργία σχετικά 

‘’αμιγών’’ νευρωνικών καλλιεργειών. Ταυτόχρονα πραγματοποιείται χρώση των 

κυτταρικών πυρήνων με μπλέ χρωστική (TO-PRO-3), ώστε να είναι εμφανή τα 

ζώντα κύτταρα.  
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Σχήμα 7 . Επαγωγή της αυτοφαγίας μετά από ενεργοποίηση του κ-OR με τον ενδογενή 
αγωνιστή δυνορφίνη Α1-13 σε πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων ποντικού. 
Απομονωμένοι νευρώνες από έμβρυα μυών Ε16.5 Α) προεπωάστηκαν με 5μΜ norBNI για 1 
ώρα και ακολούθησε επώαση με 1μΜ δυνορφίνη Α1-13 για 6 ώρες. Η πρωτεΐνη LC3-I και LC3-
II ανιχνεύθηκαν με τη χρήση ειδικού αντισώματος (LC3B 1:1000) έναντι των πρωτεϊνών 
αυτών σε στύπωμα κατά Western. Tα αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών 
διαφορετικών πειραμάτων και εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας one-way ANOVA με 
*p <0.05, **p <0.01 συγκρινόμενα με το Control. Β) Τα κύτταρα επωάστηκαν για 6 ώρες με 
0.1, 1 και 20 μΜ και η πρωτεϊνη ανιχνεύθηκε με ειδικό αντίσωμα (1:3000). Η ποσοτικοποίηση 
γίνεται με τον προσδιορισμό της ακτίνης με ειδικό αντίσωμα (β-ΑCTIN 1:1000) έναντι της 
πρωτεΐνης. Tα αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών διαφορετικών πειραμάτων και 
εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας two-way ANOVA με *p <0.05, συγκρινόμενα με το 
Control και #

p <0.05. Γ) Τα νευρικά κύτταρα επωάστηκαν με 1μΜ δυνορφίνη Α1-13 για 6 ώρες 
και ακολούθως μονιμοποιήθηκαν με 100% μεθανόλη. Tα κύτταρα μελετήθηκαν με συνεστιακή 
μικροσκοπία αφού είχε πραγματοποιηθεί ανοσοεπισήμανση με αντίσωμα LC3B (1:200) για 
τον εντοπισμό των αυτοφαγοσωμάτων, TUJ-1 (1:1000) για την σήμανση των ώριμων 
νευραξόνων και με συγκεκριμένα δεύτερα αντισώματα που φέρουν χρωμοφόρες ομάδες 
(Αlexa-Fluor565nm, 1:200 και Αlexa-Fluor488nm 1:200). Τα αυτοφαγοσώματα 
παρουσιάζονται ως κόκκινα στίγματα, λόγω συσσώρευσης της LC3-II σε αυτά, με πράσινο ο 
κυτταρικός σκελετός των νευρώνων ενώ με μπλέ χρώμα παρουσιάζονται οι πυρήνες των 
κυττάρων της καλλιέργειας. Η χρώση του πυρήνα έγινε με ΤΟ-PRO-3 iodide (1:500).Τέλος 
παρουσιάζεται συγχώνευση όλων των χρωματισμών. Tα αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο 
τριών διαφορετικών πειραμάτων και εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας one-way 
ANOVA  συγκρινόμενα με το Control. Ποσοτικοποιήθηκαν 30 κύτταρα ανά συνθήκη και 
μετρήθηκε ο αριθμός των LC3 στιγμάτων ανά κύτταρο. 
 

4.4 Η ενεργοποίηση του κ-οπιοειδούς υποδοχέα οδηγεί στην αύξηση 

των προ-αυτοφαγικών πρωτεϊνών PAS, Βeclin 1 και Atg5. 

Η δημιουργία των αυτοφαγικών κυστιδίων κατά το μηχανισμό της 

μακροαυτοφαγίας περιλαμβάνει πολλά διακριτά στάδια στα οποία συμμετέχουν ένας 

πολύ μεγάλος αριθμός πρωτεϊνών (βλεπε παράγραφο 1.7.1). Για να 

αποσαφηνίσουμε τον μοριακό μηχανισμό μέσω του οποίου η ενεργοποίηση του κ-

OR επάγει την αυτοφαγία ελέγξαμε την επίδραση της επώασης των κυττάρων με τον 

ειδικό αγωνιστή U50,488H σε προ-αυτοφαγικές πρωτεϊνες που συμμετέχουν σε 

διάφορα στάδια της δημιουργίας των αυτοφαγοσωμάτων. 

Αρχικά εξετάσαμε τα πρωτεϊνικά επιπεδα των προ-αυτοφαγικών δομών (PAS 

components) μετά από επώαση πρωτογενών καλλιεργειών νευρώνων εμβρύων 

μυών με 20μΜ U50,488H για διάφορα χρονικά διαστήματα. Όπως φαίνεται και στο 

Σχήμα 8Α η ενεργοποίηση του υποδοχέα οδήγησε στην αύξηση των πρωτεϊνών 

FIP200 και ULK1 που σχηματίζουν ένα πολύ-πρωτεϊνικό σύμπλοκο για την εκκίνηση 

της διαδικασίας. Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός ότι η αυξηση αυτή φτάνει στο 

μέγιστο ύστερα από 6 ώρες επώαση με το U50,488H και συνεχίζουν να παραμένουν 

αυξημένες έως και 24 ώρες μετά υποδηλώνοντας ότι η αυτοφαγία επάγεται και 

παραμένει αυξημένη για αρκετό χρονικό διάστημα.  
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Επιπλέον, μελετήθηκαν δύο βασικές πρωτεϊνες όπως οι Βeclin 1 και Αtg5 που 

συμμετέχουν στην επάγωγή της αυτοφαγίας ρυθμίζοντας διάφορα στάδια του 

μηχανισμού της. Αρχικά, ελέγθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα της Βeclin 1 ύστερα από 

ενεργοποίηση του κ-ΟR με 20μΜ U50,488H σε κύτταρα Neuro-2A για διάφορα 

χρονικά διαστήματα. Στο  Σχήμα 8Β παρατηρειται αύξηση της Βeclin 1 μετά από μία 

ώρα ενεργοπόίησης και συνεχίζει να αυξάνεται μέχρι και 6 ώρες αργοτερα. Στην 

συνέχεια ελέγθηκαν τυχόν τροποποιήσεις στα επίπεδα των προ-αυτοφαγικών 

πρωτεϊνών μετά από ενεργοποίηση του κ-ΟR. Για το λόγο αυτό κύτταρα Neuro-2A 

επωάστηκαν για 6 ώρες με διάφορες συγκεντρώσεις U50,488H. Όπως φαίνεται στο 

Σχήμα 8Γ τα πρωτεϊνικά επίπεδα των Βeclin1 και Αtg5 αυξάνονται παρουσία 

U50,488H κατά δοσο-εξαρτώμενο τρόπο. Γνωρίζοντας ότι η αυτοφαγία αποικοδομεί 

πολύ-ουβικιτινιωμένες ή μη πρωτεΐνες ελέγξαμε παράλληλα και τα επίπεδα της 

πρωτεΐνης p62, η οποία χαρακτηρίζεται ως ‘’autophagy receptor protein’’ και 

αλληλεπιδρά με τις ουβικιτίνες οδηγώντας τα αυτοφαγοσώματα να αναγνωρίσουν το 

προς αποικοδόμηση κυτταροπλασματικό φορτίο (autophagic cargo). Για το λόγο 

αυτό ελέγχθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα της p62 σε κύτταρα Νeuro-2A μετά από 

επώαση 6 ωρών σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις U-50,488H. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν μείωση των επιπέδων της p62 σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις του αγωνιστή 

σε σύγκριση με τα λύματα απουσίας αγωνιστή (control) (Σχήμα 8Γ). Tα 

αποτελέσματα αυτά δηλώνουν ότι η επαγόμενη από τον κ-ΟR αυτοφαγία οδηγεί στην 

αποικοδόμηση πολύ-ουβικιτινιωμένων πρωτεϊνών και επιβεβαιώνουν την από τον κ-

ΟR επαγόμενη αυτοφαγία. 

Τέλος, επιδιώκοντας να αποσαφηνιστεί αν η ενεργοποίηση του κ-ΟR επηρέαζει 

σε μεταγραφικό επίπεδο τις προ-αυτοφαγικές πρωτεϊνες μελετήθηκαν τα επίπεδα 

των mRNAs Βecn1 και Αtg5 γονιδίων μετά από ενεργοποίηση του υποδοχέα σε 

κύτταρα Neuro-2A. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 8Δ, επώαση για 6 ώρες με 20μΜ του 

ειδικού αγωνιστή U50,488H, απομόνωση του ολικού RNA και ποσοτική μελέτη των 

μεταγράφων των γονιδίων Becn1 και Αtg5 με Real time PCR, έδειξε ότι υπάρχει 

αύξηση των mRNA επιπέδων των Βecn1 και Αtg5 γονιδίων.  
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Σχήμα 8: H ενεργοποίηση του κ-ΟR οδηγεί σε αλλαγές στα επίπεδα διαφόρων προ-
αυτοφαγικων πρωτεϊνών. Α) Απομονωμένοι νευρώνες επωάστηκαν σε συγκέντρωση 20 μΜ 
παρουσία του ειδικού για τον κ-ΟR αγωνιστή U50,488H για 1, 6, 24 ώρες. Ποσοτικοποίηση  
των πρωτεϊνικών επιπέδων FIP200 και ULK1 έγινε με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων έναντι 
των πρωτεΐνών αυτών FIP200 (1:1000), ULK1 (1:1000). H πρωτεϊνη Τuj-1 χρησιμοποιήθηκε 
για την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων. Β) Νeuro-2A κύτταρα επωάστηκαν σε συγκέντρωση 

Γ 

Δ 
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20μM παρουσία του ειδικού αγωνιστή U50,488H για 0,5-6h και ποσοτικοποιήθηκαν.τα 
πρωτεϊνικά επίπεδα της BECN1 (1:1000). Γ) Νeuro-2A κύτταρα επωάστηκαν σε συγκέντρωση 
20-50 μM παρουσία του ειδικού αγωνιστή U50,488H για 6 ώρες και τα πρωτεϊνικά επίπεδα 
των Beclin 1, ATG5, p62 έγινε με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων έναντι των πρωτεΐνών αυτών 
ATG5 (1:500), BECN1 (1:3000) και (P62 1:500). Η ποσοτικοποίηση έγινε με τον 
προσδιορισμό της ακτίνης (β-ACTIN 1:1000). Tα αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών 
διαφορετικών πειραμάτων και εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας one ή two-way 
ANOVA με *p <0.05, **p <0.01 συγκρινόμενα με το Control. 

4.5 H συμμετοχή των G πρωτεϊνών στην κ-OR επαγόμενη αυτοφαγία 

Γνωρίζοντας ότι ο κ-οπιοειδής υποδοχέας συζεύγνυται με ένα συγκεκριμένο 

πληθυσμό Gi/o πρωτεϊνών και ότι η ενεργοποίηση του οδηγεί στη φωσφορυλίωση 

των MAP κινασών (Papakonstantinou et al, 2015) ο επόμενος στόχος ήταν να 

ελεγχθεί η συμμετοχή των Gi/o κινασών στην ρύθμιση της κ-OR επαγόμενης 

αυτοφαγίας. Κύτταρα Neuro-2A που εκφράζουν σταθερά τον κ-OR προεπωάστηκαν 

για 16 ώρες με την τοξίνη του κοκκύτη (Pertussis-toxin, PTX) σε συγκέντρωση 100 

ng/ml και στη συνέχεια κατεργάστηκαν σε 20 και 50μΜ U50,488H. Η PTX οδηγεί στη 

ρυβοζυλίωση της Gα υπομοναδας των Gi/o πρωτεϊνών με αποτέλεσμα την 

απενεργοποίηση αυτών. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 9Α, τα πρωτεϊνικά επίπεδα της 

LC3-II μειώθηκαν παρουσία της τοξίνης συγκρινόμενα με τα αντίστοιχα απουσίας 

αυτής στα κύτταρα που είχε ενεργοποιηθεί ο υποδοχέας. Παρόμοια αποτελέσματα 

παρατηρήθηκαν και στα επίπεδα της Βeclin 1 (Σχήμα 9B).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Σχήμα 9: Ρόλος των Gi/o πρωτεΐνών στην ρύθμιση της αυτοφαγίας μέσω του κ-OR. Α) 
Νeuro-2A κύτταρα προεπωάστηκαν με 100 ng/ml παρουσία τη τοξίνης του κοκκύτη (PTX) για 
16 ώρες και ακολούθως επωάστηκαν με αυξανόμενες συγκεντρώσεις του U50,488H (20, 50 
μM) για 6 ώρες. Η ανάλυση των επιπέδων της LC3-I και LC3-II με τη χρήση ειδικού 
αντισώματος (LC3B 1:1000) έναντι των πρωτεϊνών αυτών σε στύπωμα κατά Western. Β)Τα 
επίπεδα της Βeclin 1 ανιχνεύθηκαν σε ανοσοστύπωμα κατά Western. Η πρωτεΐνη LC3-I και 
LC3-II ανιχνεύθηκαν.Η ποσοτικοποίηση γίνεται με τον προσδιορισμό της ακτίνης με ειδικό 
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αντίσωμα (β-actin 1:1000) έναντι της πρωτεΐνης.Tα αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών 
διαφορετικών πειραμάτων και εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας two-way ANOVA με *p 
<0.05,**p<0.01 συγκρινόμενα με το control και 

#
p<0.05,

 ##
p<0.01 συγκρινόμενα με το 

U50,488H.  
 
Τα δεδομένα αυτά δείχνουν πως η απενεργοποίηση των G πρωτεϊνών οδηγεί σε 

μείωση i) των επιπέδων της προαυτοφαγικής πρωτεΐνης Beclin 1 και ii) σε μείωση 

της επαγόμενης από τον κ-οπιοειδή υποδοχέα αύξησης της LC3-II επιβεβαιώνοντας 

την υπόθεση πως η επαγόμενη από τον κ-OR αυτοφαγία γίνεται με τη μεσολάβηση 

των Gi/o πρωτεϊνών.  

4.6 H συμμετοχή των ΕRK1,2 κινασών στην κ-OR επαγόμενη αυτοφαγία 

Όπως ήδη έχει αναφερθεί η ενεργοποίηση του κ-OR οδηγεί στην 

φωσφορυλίωση των ERK1,2 κινασών που με την σειρά τους ρυθμίζουν καθοδικά 

σηματοδοτικά μονοπάτια. Για το λόγο αυτό εξετάσαμε την συμμετοχή των ERK1,2 

κινασών στην επαγόμενη από τον κ-ΟR αυτοφαγία. Kύτταρα Neuro-2A 

προεπωάστηκαν για 2 ώρες με τον ειδικό αναστολέα των ERK1,2 κινασών 

PD98059 και ακολούθησε έκθεση των κυττάρων στον κ- αγωνιστή U50,488H. 

Παρατηρείται ότι η ενεργοποίηση του κ-OR από το U50,488H για 6 ώρες πράγματι 

οδήγεί στην φωσφορυλίωση των ERK 1,2 κινασών και η φωσφορυλίωση αυτή 

αναστέλλεται παρουσία του αναστολέα PD98059 (Σχήμα 10Α). Επιπλέον, η 

αναστολή της φωσφορυλίωσης των ERK1,2 κινασών οδηγεί στην μείωση της κ-OR 

επαγόμενης αυτοφαγίας καθώς παρατηρήθηκε μείωση των επιπέδων της προ-

αυτοφαγικής πρωτεΐνης Βeclin 1 και της LC3-II.  

Για να αποσαφηνιστεί αν οι ΕRK 1,2 κινάσες είναι οι μοναδικές ανάμεσα στην 

οικογένεια των MAP κινασών που συμμετέχουν στην κ-OR επαγόμενη αυτοφαγία 

ελέγθηκε επίσης η συμμετοχή των JNK κινασών. Κύτταρα Neuro-2A 

προεπωάστηκαν για 1 ώρα με τον ειδικό αναστολέα της ενεργοποίησης των JNK 

κινασών SP600125 και ακολούθησε επώαση των κυττάρων με U50,488H. 

Παρατηρήθηκε ότι τα πρωτεϊνικά επίπεδα της LC3-II δεν παρουσίασαν αντίστοιχες 

μεταβολές στα επίπεδα αυτοφαγίας παρόλο που η ενεργοποίηση του υποδοχέα 

οδήγησε στην φωσφορυλίωση των JNK κινασών υποδηλώνοντας τη μη συμμετοχή 

των JNK κινασών στην κ-OR επαγόμενη αυτοφαγία. (Σχήμα 10Β). 
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Σχήμα 10: Οι ERK 1,2 κινάσες συμμετέχουν στην κ-OR επαγόμενη αυτοφαγία. Α) Νeuro- 
2A κύτταρα προεπωάστηκαν με 20μΜ PD98059 για 2 ώρες και ακολούθως ενεργοποιήθηκαν 
με 20 μM U50,488H για 6 ώρες. Οι πρωτεΐνες LC3-I, LC3-II, Beclin 1, p-ERK1,2 (1:500) και 
ERK1,2 (1:1000), που χρησιμοποιήθηκε για την ποσοτικοποίηση, ανιχνεύθηκαν με τη χρήση 
ειδικών αντισωμάτων έναντι των πρωτεϊνών αυτών σε ανοσοστύπωμα κατά Western. Β) 
Νeuro-2A κύτταρα προεπωάστηκαν με 10 μΜ SP600125 για 1 ώρα και ακολούθως 
ενεργοποιήθηκαν με 20 μM U50,488H για 6 ώρες. Οι πρωτεΐνες LC3-I, LC3-II, p-JNK (1:500) 
ανιχνεύθηκαν με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων έναντι των πρωτεϊνών αυτών. H πρωτεϊνη 
GAPDH (1:1000) χρησιμοποιήθηκε για την ποσοτικοποίηση, σε ανοσοστύπωμα κατά 
Western. Tα αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών διαφορετικών πειραμάτων και 
εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας two-way ANOVA με *p <0.05,**p<0.01 συγκρινόμενα 
με το control και 

#
p<0.05 συγκρινόμενα με το U50,488H.  

 

Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν πως ο κ-οπιοειδής υποδοχέας ρυθμίζει την 

αυτοφαγία μέσω ενός σηματοδοτικού μονοπατιού που εμπλέκονται ειδικά οι ERK1,2 

κινάσες. 

4.7  Η ενεργοποίηση του κ-ΟR επάγει την φωσφορυλίωση του 

μεταγραφικού παράγοντα CREB και ρυθμίζει την έκφραση του 

γονιδίου της Βecn1. 

Για την κατανόηση του μοριακού μονοπατιού μέσω του οποίου η ενεργοποίηση 

του κ-ΟR αυξάνει τα επίπεδα της προ-αυτοφαγικής πρωτείνης Βeclin 1 ελέγξαμε την 

αλληλουχία του υποκινητή του αντίστοιχου γονιδίου. Bιβλιογραφικές αναφορές 

αποδεικνύουν την ύπαρξη ενός συντηρημένου σημείου πρόσδεσης για τον 

μεταγραφικό παράγοντα CREΒ στους υποκινητές διαφόρων αυτοφαγικών γονιδίων, 

Α Β 



104 

 
 

 

όπως Βeclin 1, Atg5, Ulk1 σε ζωικά μοντέλα μυών (Seok et al.,2014). Όπως φαίνεται 

στο Σχήμα 11Α, ανοδικά του γονιδίου της Βeclin 1 εντοπίζεται ένα CRE συντηρημενο 

σημείο πρόσδεσης (5’-TGACGTCA-3’) για το μεταγραφικό παράγοντα CREB. 

Γνωρίζοντας ότι ο κ-OR συζεύγνυται με G πρωτεΐνες ρυθμίζοντας καθοδικούς 

σηματοδοτικούς στόχους όπως η αδενυλική κυκλάση, οι ΜΑP κινάσες και άλλους 

τελεστές σε συνδυασμό και με το γεγονός ότι οι ERK 1,2 κινάσες φωσφορυλιώνουν 

τον μεταγραφικό παράγοντα CREB στη σερίνη 133 ελέγξαμε αν η ενεργοποίηση του 

κ-ΟR φωσφορυλιώνει τον CREB μέσω των ERK1,2 κινασών. Έπώαση κυττάρων 

Neuro-2A με U50,488H και μετέπειτα έλεγχος των επιπέδων της φωσφορυλιωμένης 

μορφής CREB έδειξαν την φωσφορυλίωση του μεταγραφικού παράγοντα (Σχήμα 

11Β). Αντίθετα, σε κύτταρα που είχαν προ-επωαστεί με τον ειδικό αναστολέα των 

ERK 1,2 κινασών PD98059 έδειξαν μείωση της επαγόμενης από τον κ-OR 

φωσφορυλίωσης του CREB. Τα αποτελέσματα αυτά δηλώνουν ότι ο κ-OR 

φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί του CREB μέσω των ΕRK 1,2 κινασών. Για να 

διαπιστώσουμε αν οντως ο ενεργοποιημένος μεταγραφικός παράγοντας CREB 

οδηγεί στην μεταγραφή του becn1 γονιδίου μετά από ενεργοποίηση του κ-OR 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα ανοσοκατακρήμνισης της χρωματίνης. Όπως 

φαίνεται στο Σχήμα 11Γ η ενεργοποίηση του κ-OR ενισχύει την πρόσδεση του CREB 

στον υποκινητή του γονιδίου σε σύγκριση με το δείγμα αναφοράς (ζώνες 3-4). Τα 

αποτελέσματα αυτά δηλώνουν ότι ο μεταγραφικός παράγοντας CREB συμβάλλει 

στην από τον κ-OR επαγόμενη αύξηση της έκφρασης του becn1 γονιδίου. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Α 

B 
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Σχήμα 11: Ο μεταγραφικός παράγοντας CREB επάγει την μεταγραφή του Βecn1 
γονιδίου μετά από ενεργοποίηση του κ-ΟR Α) Σχηματική απεικόνιση του συντηρημένου 
σημείου προσδεσης (TGACGTCA) για τον μεταγραφικό παράγοντα CREB στον υποκινητή του 
γονιδίου της Βecn1. Β) Νeuro-2A κύτταρα προεπωάστηκαν με 20μM PD98059 για 2 ώρες και 
ακολούθως επωάστηκαν με 20 μΜ U50,488H για 6 ώρες. Η φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη p-
CREB (1:1000) ανιχνεύθηκε με τη χρήση ειδικού αντισώματος έναντι της πρωτεΐνης αυτής και 
τα επίπεδα αυτά ποσοτικοποιήθηκαν συγκριτικά με τα ολικά επίπεδα της πρωτεΐνης CREB 
(1:1000) σε ανοσοστύπωμα κατά Western. Tα αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών 
διαφορετικών πειραμάτων και εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας two-way ANOVA με 
**p<0.01 συγκρινόμενα με το control και 

 ##
p<0.01 συγκρινόμενα με το U50,488H. Γ) Νeuro2A 

κύτταρα επωάστηκαν ή όχι με 20 μΜ U50,488H για 6 ώρες και μονιμοποιήθηκαν με 4% 
παραφορμαλδευδή με σκοπό την ακινητοποίηση των πρωτεϊνών στην χρωματίνη. Στην 
συνέχεια, απομονώθηκαν οι πυρήνες και παρελήφθηκε το γενετικό υλικό σε θραύσματα των 
200 βάσεων. Τα δείγματα επωάστηκαν με αντίσωμα που αναγνωρίζει το μεταγραφικό 
παράγοντα CREB ή ορού ποντικού (αρνητικός μάρτυρας) και ακολούθησε συν-
ανοσοκατακρήμνιση των συμπλόκων αντίσωματος-μεταγραφικού παράγοντα-χρωματίνης σε 
σφαιρίδια αγαρόζης. Σχεδιάστηκαν ειδικά ολιγονουκλεοτίδια που προσδένονται στον 
υποκινητή του Becn1 γονιδίου, εκατέρωθεν του CRE σημείου πρόσδεσης. Το DNA 
απομονώθηκε από τa ανοσοσυμπλέγματα και με PCR πολλαπλασιάσαμε το σημείο του 
υποκινητή του γονιδίου που προσδένεται ο CREB. Τα αντίγραφα που προέκυψαν 
ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 2% w/v. Tα αποτελέσματα αυτά αποτελούν μέσο όρο 
τριών διαφορετικών πειραμάτων με *p<0.05, συγκρινόμενα με το control. 

 
Με βάση όλα τα παραπάνω συμπεραίνουμε ότι ο ενεργοποιημένος κ-ΟR 

φωσφορυλιώνει τις ΕRK1,2 κινάσες που με τη σειρά τους ενεργοποιούν τον 

μεταγραφικό παράγοντα CREB o οποίος μεταβαίνει στον πυρήνα, προσδένεται στη 

ρυθμιστική περιοχή του becn1 γονιδίου και επάγει την μεταγραφή και αύξηση της 

έκφρασης της πρωτεϊνης Βeclin 1. Η αύξηση αυτή της Beclin 1 συμβάλλει στο 

σχηματισμό των αυτοφαγοσωμάτων και στην επαγωγή της αυτοφαγίας. 

4.8 Έλεγχος της επαγόμενης αυτοφαγίας μετά από ενεργοποίηση του κ-ΟR σε 

ζωικά μοντέλα  

Έχοντας αποδείξει ότι η ενεργοποίηση του κ-ΟR επάγει την αυτοφαγία σε 

κύτταρα νευροβλαστόματος Νeuro 2A και σε πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων 

ποντικού ο επόμενος στόχος ήταν να επιβεβαιώσουμε αν αυτό το φαινόμενο 

παρατηρείται και σε in vivo ζωικά μοντέλα μυών. Για το λόγο αυτό, χορηγήθηκε 

Γ 
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ενδοπεριτοναιακά σε δύο ομάδες μυών (C57BL/6) καθημερινά, για 7 ημέρες, 5mg/kg 

U50,488H και το έκδοχο (φυσιολογικός ορός). Μετά το τέλος της χορήγησης οι μύες 

θανατώθηκαν και απομονώθηκαν τρεις διαφορετικές περιοχές του εγκεφάλου όπως 

ο φλοιός, το ραβδωτό σώμα και ο ιπποκαμπός για τον έλεγχο των επιπέδων της 

πρωτεϊνης LC3 και της Beclin 1. Ανάλυση κατά Western έδειξε ότι χορήγηση 

U50,488H οδήγησε σε σημαντική αύξηση της LC3-II πρωτείνης στον ιππόκαμπο 

δηλώνοντας την επαγωγή της αυτοφαγίας στην συγκεκριμένη περιοχή (Σχήμα 12Α). 

Αντίθετα, καμία αλλαγήστα επίπεδα της LC3 δεν παρατηρήθηκε στα λύμματα 

εγκεφάλων από τις περιοχές του φλοιού και του ραβδωτού σώματος (Σχήμα 12Β-

12Γ).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Β 
Φλοιός 

Γ 
Ραβδωτό σώμα  

Ιππόκαμπος 
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Σχήμα 12: Μελέτη της ρύθμισης της αυτοφαγίας μετά από χορήγηση U50,488H in vivο 
σε ζωικά μοντέλα μυών. Ελέγθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα των LC3-I, LC3-II και Beclin 1 
στις περιοχές του  Α) ιπποκάμπου, Β) φλοιού και Γ) ραβδωτού ύστερα από χορήγηση του 
U50,488H. Eνήλικοι μύες C57BL/6 ενέθηκαν ενδοπεριτοναιακά 7 συνεχόμενες μέρες με τον 
ειδικό αγωνιστή U50,488H διαλυμένο σε φυσιολογικό ορό (0.9%ΝaCl) σε συγκέντρωση 
5mg/kg  ή με το έκδοχο (φυσιολογικός ορος). Μετά το πέρας των ενέσεων απομονώθηκαν οι 
τρεις πραπάνω περιοχές του εγκεφάλου και οι προαναφερθέντες πρωτεϊνες δείκτες της 
αυτοφαγίας ανιχνεύθηκαν με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων (LC3B 1:1000, Βeclin 1:1000) 
έναντι των πρωτεϊνών αυτών σε στύπωμα κατά Western. Η ποσοτικοποίηση γίνεται με τον 
προσδιορισμό της τουμπουλίνης με ειδικό αντίσωμα (β-tubulin 1:1000). Tα αποτελέσματα 
αποτελούν μέσο όρο τριών διαφορετικών πειραμάτων (n=4 ζώα ανά γκρουπ) και εκφράζονται 
ως ±SEM χρησιμοποιώντας οne-way ANOVA με *p<0.05 συγκρινόμενα με το saline group. 
 

Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν πως η χρόνια χορήγηση U50,488H in vivo σε 

ζωικά μοντέλα ενήλικων μυών οδηγεί σε επαγωγή της αυτοφαγίας στον ιππόκαμπο.  

4.9 Συναπτοσωμικές αλλαγές ύστερα από ενεργοποίηση του κ-ΟR σε in vivο 

ζωικά μοντέλα 

Στα νευρικά κύτταρα η αυτοφαγία συμμετέχει στην συναπτική πλαστικότητα 

καθώς μπορεί να μειώσει τη νευροδιαβίβαση μέσω αποικοδόμησης των συναπτικών 

κυστιδίων προσυναπτικά ή των υποδοχέων μετασυναπτικά (Hernandez et al, 2012). 

Πολλοί υποδοχείς όπως ο ΝMDA και ο mGLUR έχουν την δυνατότητα να ρυθμισουν 

την νευροδιαβίβαση μέσω επαγωγής της αυτοφαγίας (Kallergi et al., 2021). 

Με γνώμονα τα παραπάνω, διερευνήσαμε αν η κ-ΟR επαγόμενη αυτοφαγία 

οδηγεί σε αλλαγές στη μορφολογία των νευρώνων και ελέγξαμε αν παρατηρούνται 

αλλαγές σε συγκεκριμένες συναπτοσωμικές πρωτεΐνες μετά από χορήγηση του 

U50,488H σε μύες. Για το λόγο αυτό χορηγήθηκαν ενδοπεριτοναϊκά σε δύο ομάδες 

μυών (C57BL/6) U50,488H και το έκδοχο (φυσιολογικός ορός) για 7 ημέρες. Μετά το 

τέλος της χορήγησης, οι μύες θανατώθηκαν και απομονώθηκαν ο ιππόκαμπος, το 

ραβδωτό και ο φλοιός ώστε να ελεγθούν τα επίπεδα των συναπτοσωμικών 

πρωτεϊνών Spinophilin, PSD95 και SNAP25. 

Η μελέτη των συγκεκριμένων συναπτοσωμικών πρωτεϊνών δεν αποτέλεσε τυχαία 

επιλογή καθώς και οι τρεις εντοπίζονται είτε προσυναπτικά είτε μετασυναπτικά αλλά 

επιπλέον όπως προκύπτει από in silico αναλύσεις της αμινοξικής αλληλουχίας αυτων 

των τριών πρωτεϊνών διαθέτουν μοτίβο αλληλεπίδρασης με την πρωτεϊνη LC3. Το 

μοτίβο αυτό ‘’LIR motif’’ (LC3 Interacting Region) χαρατηρίζεται από την αλληλουχία 

W/Y/FxxI/L/V όπου προηγούνται 1 ή 2 φορτισμένα αμινοξέα και τα “x” 

αντιπροσωπεύουν οποιαδήποτε αμινοξέα.  
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Εικόνα 18 : Πιθανά LIR μοτίβα για τις τρεις συναπτοσωμικές πρωτεϊνες Νeurabin II 
(Spinophilin), PSD95 και SNAP25. Πίνακας με το μοντέλο πρόβλεψης για δυνητικά σημεία 
αλληλεπίδρασης με την πρωτεϊνη LC3 για τις πρωτεϊνες Neurabin II, PSD95 και SNAP25. Η 
αλληλουχία που χρησιμοποιήθηκε στο iLIR database (https://ilir.warwick.ac.uk/search.php) 
προέρχεται από το είδος του mus musculus στο οποίο πραγματοπoιήθηκαν και τα δικά μας 
πειράματα. 
 

Γνωρίζοντας ότι η πρωτεϊνη LC3 είναι δυνητικά σε θέση να αλληλεπιδράσει 

με πρωτεϊνες που διαθέτουν περιοχές αναγνώρισης LIR που υπάρχουν σε διάφορες 

πρωτεΐνες (Johansen & Lamark, 2020) καθώς και το γεγονός ότι οι Spinophilin, PSD-

95 και SNAP25 διαθέτουν αυτό το πρότυπο αναγνώρισης στην αλληλουχία τους, 

όπως προέκυψε από τη βάση δεδομένων iLIR, εξετάσαμε εάν αυτές οι 

συναπτοσωμικές πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν με την LC3. Για το λόγο αυτό, 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα συν-ανοσοκατακρήμνισης σε λύματα ιπποκάμπου 

χρησιμοποιώντας αντίσωμα έναντι της LC3. Όπως φαίνεται και στο Σχήμα 13Α η 

LC3 συνκατακρήμνισε και τις τρεις συναπτοσωμικές πρωτεϊνες Spinophilin, PSD-95 

και SNAP-25 μετά από ανοσοστύπωση με τα αντίστοιχα αντισώματα που τις 

αναγνωρίζουν. Αντίθετα, ανοσοκατακρήμνιση με ΙgG (αρνητικός μάρτυρας) δεν 

έδειξε καμία από τις παραπάνω πρωτεϊνες δείχνοντας ότι όντως η LC3 σχηματίζει 

πρωτεϊνικά σύμπλοκα με τις εν λόγω πρωτεϊνες. Επιπλέον για να επιβεβαιωθεί ότι 

πράγματι αυτές οι πρωτεϊνες εγκολπωνονται στα αυτοφαγοσώματα απομονώθηκαν 

https://ilir.warwick.ac.uk/search.php
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αυτοφαγικά κυστίδια από την περιοχή του ιπποκάμπου. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 

13Β στα απομονωμένα αυτοφαγοσώματα παρατηρείται η παρουσία και των τριών 

συναπτοσωμικών πρωτεϊνών. Για να ταυτοποιηθεί η καθαρότητα των 

αυτοφαγοσωμάτων με πιθανές προσμίξεις από το ενδοπλασματικό δίκτυο που κατά 

την πειραματική διαδικασία βρίσκονται στην ίδια διεπιφάνεια εξετάστηκαν τα 

πρωτεϊνικά επίπεδα της GRP94 που αποτελεί πρωτεϊνη μαρτυρα του 

ενδοπλασματικού δικτύου. Όπως φαίνεται η GRP94 απουσιάζει από το τελικό 

κλάσμα που αποτελεί τα απομονωμένα αυτοφαγοσώματα σε σχέση με το αντίστοιχο 

που περιείχε τα αυτοφαγοσώματα και το ενδοπλασματικό δίκτυο.  

Έτσι, συμπεραίνουμε ότι η LC3 έχει τη δυνατότητα να αλληλεπιδράσει με 

αυτές τις συναπτοσωμικές πρωτεϊνες, να τις εγκολπώσει με αυτό τον τρόπο στο 

αυτοφαγόσωμα αποτελώντας έτσι το αυτοφαγικό φορτίο ώστε να αποικοδομηθούν 

ακολούθως από το λυσόσωμα.   

 

Σχήμα 13: Αλληλεπίδραση των συναπτικών πρωτεϊνών Spinophilin, PSD-95, SNAP-25 
με την LC3 και εσωτερίκευση στα αυτοφαγοσώματα στην περιοχή του ιπποκάμπου. Α) 
Για την ανοσοκατακρήμνιση 700μg λυμάτων από την περιοχή του ιπποκάμπου επωάστηκαν 
με 2μg αντισώματος LC3B ή παρουσία ΙgG για 16 ώρες. Τα ανοσοσυμπλέγματα μελετήθηκαν 
σε στύπωμα κατά Western και οι πρωτεΐνες Spinophilin, PSD-95, SNAP-25 ανιχνεύθηκαν με 
τη χρήση ειδικών αντισωμάτων (PSD-95:1.1000, SNAP-25:1.1000, Spinophilin:1.1000). Η 
παρουσία των πρωτεϊνών αυτών στο δείγµα ανοσοκατακρήµνισης με την LC3 υποδηλώνει την 
αλληλεπίδραση τους με αυτή την πρωτεϊνη ενώ η παντελής έλλειψη τους από το δείγμα του 
ΙgG υποδηλώνουν την ειδικότητα της πειραματικής διαδικασίας (αρνητικός μάρτυρας). Λύματα 
ιπποκάμπου (50μg) για την παρουσία των πρωτεϊνών αυτών στα δείγματα μας 
χρησιμοποιήθηκαν ως θετικός μάρτυρας. Β) Για τον προσδιορισμό της παρουσίας των 
συναπτικών πρωτεϊνών στα αυτοφαγοσώματα, 50μg από τα απομονωμένα αυτοφαγικά 
κυστίδια όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.4 μελετήθηκαν κατά Western και οι 
πρωτεΐνες Spinophilin, PSD-95, SNAP-25 ανιχνεύθηκαν με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων 
(PSD-95:1.1000, SNAP-25:1.1000, Spinophilin:1.1000). Ίση ποσότητα από λύμα ιπποκάμπου 
και του κλάσματος που περιείχε αυτοφαγοσωματα και ενδοπλασματικό δίκτυο χησιμοποιήθηκε 
για τον προσδιορισμό της καθαρότητας ανιχνεύοντας την πρωτεϊνη GRP94 (GRP94 1:500).   
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Για να μελετήσουμε αν η κ-ΟR επαγόμενη αυτοφαγία προκαλεί αλλαγές σε 

αυτές τις πρωτεϊνες in vivo χορηγήθηκε σε μύες U50,488H για 6 μέρες. Όπως 

φαίνεται στο Σχήμα 14Α λύματα ιπποκάμπου μυών που τους είχε χορηγηθεί ο κ-

οπιοειδής αγωνιστής είχε σαν αποτέλεσμα τη μείωση των επιπέδων της σπινοφιλίνης 

και της PSD-95. Αντίθετα, καμία αλλαγή στα επίπεδα αυτών των πρωτεϊνών δεν 

παρατηρήθηκε στα λύμματα εγκεφάλων από τις περιοχές του φλοιού και του 

ραβδωτού σώματος (Σχήμα 14Β και 14Γ). Τα αποτελέσματα αυτά δεικνύουν ότι 

αυτές οι αλλαγές στις συναπτοσωμικές πρωτεϊνες παρατηρούνται στην περιοχή του 

ιπποκάμπου όπου και παρατηρήθηκε επαγωγή της αυτοφαγίας (Σχήμα 12) ενώ δεν 

παρατηρήθηκαν παρόμοιες αλλαγές στις υπόλοιπες περιοχές που δεν υπήρχε καμία 

τροποποίηση του μηχανισμού της αυτοφαγίας. 
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Ραβδωτό σώμα 
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Σχήμα 14: Μείωση των συναπτοσωμικών πρωτεϊνών στον ιππόκαμπο μετά από 
ενεργοποίηση του κ-ΟR σε ζωικά μοντέλα μυών. A) ιππόκαμπος , B) φλοιός, Γ) 
ραβδωτό σώμα. Ελέγθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα των Spinophilin, PSD-95 και SNAP-25 
στις περιοχές του  Α) ιπποκάμπου, Β) φλοιού και Γ) ραβδωτού μετά από χορήγηση, με 
ενδοπεριτοναιακές ενέσεις, ενήλικων μυών για 6 μέρες με U50,488H διαλυμένο σε 
φυσιολογικό ορό (0.9%ΝaCl) σε συγκέντρωση 5mg/kg  ή με το έκδοχο (φυσιολογικός ορος). 
Μετά το πέρας των ενέσεων απομονώθηκαν οι τρεις παραπάνω περιοχές του εγκεφάλου και 
οι προαναφερθείσες πρωτεϊνες ανιχνεύθηκαν με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων (PSD-
95:1.1000, SNAP-25:1.1000, SPL:1.1000) σε στύπωμα κατά Western. Η ποσοτικοποίηση 
γίνεται με τον προσδιορισμό της β-τουμπουλίνης με ειδικό αντίσωμα (β-tubulin 1:1000). Tα 
αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών διαφορετικών πειραμάτων (n=4 ζώα ανά γκρουπ) 
και εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας οne-way ANOVA με *p<0.05 συγκρινόμενα με το 
saline group. 
 

Για να επιβεβαιωθεί περαιτέρω αν οι αλλαγές στα επίπεδα των πρωτεϊνών 

αυτών, που διαμεσολαβούνται μέσω ενεργοποίησης του κ-OR, επηρεάζουν τις 

συνάψεις, πραγματοποιήθηκαν παρόμοιες μελέτες σε απομονωμένα 

συναπτοσώματα από την περιοχή του ιππόκαμπου. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 15, 

παρατηρείται μια σημαντική μείωση της σπινοφιλίνης, της PSD-95 και της SNAP-25 

στα συναπτοσώματα μυών στους οποίους χορηγήθηκε U50,488H σε σύγκριση με 

αυτούς που τους είχε χορηγηθεί φυσιολογικός ορός.  

 

Σχήμα 15: Μείωση συναπτικών πρωτεϊνών σε απομονωμένα συναπτοσώματα από την 
περιοχή του ιπποκάμπου. Oι πρωτεΐνες Spinophilin, PSD-95, SNAP-25 ανιχνεύθηκαν με τη 
χρήση ειδικών αντισωμάτων (PSD-95:1.1000, SNAP-25:1.1000, SPL:1.1000) σε στύπωμα 
κατά Western. Η ποσοτικοποίηση γίνεται με τον προσδιορισμό της ακτίνης με ειδικό αντίσωμα 
(β-ACTIN 1:1000). Tα αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών διαφορετικών πειραμάτων 
(n=4 ζώα ανά γκρουπ) και εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας οne-way ANOVA με 
*p<0.05 συγκρινόμενα με το saline group. 

 
Τέλος, για να επιβεβαιώσουμε ότι αυτή η μείωση των συναπτοσωμικών πρωτεϊνών 

οφείλεται στην αυτοφαγία μελετήσαμε τα επίπεδα της σπινοφιλίνης και της PSD-95 

σε κ-Νeuro-2A κύτταρα μετά από ενεργοποίηση του κ-OR παρουσία ή απουσία του 

αναστολέα της αυτοφαγίας ΒafA1. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 16 η ενεργοποίηση του 

κ-OR για 16 ώρες με 20μΜ U50,488H οδήγησε στη μείωση των πρωτεϊνικών 

Συναπτοσώματα ιπποκάμπου 
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επιπέδων της σπινοφιλίνης και PSD-95 ένα φαινόμενο που αναστρέφεται παρουσία 

της BafA1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 16: Η κ-OR επαγόμενη αυτοφαγία οδηγεί στην αποίκοδόμηση των 
συναπτοσωμικών πρωτεϊνών. κ-Νeuro-2A κύτταρα προ-επωάστηκαν ή όχι με 20nM BafA1 
για 16 ώρες και μετά τα κύτταρα επωάστηκαν με 20μΜ U50,488H για 16 ώρες. Οι πρωτεΐνες 
Spinophilin, PSD-95 ανιχνεύθηκαν με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων (PSD-95:1.1000, 
SPL:1.1000) σε στύπωμα κατά Western. Η ποσοτικοποίηση γίνεται με τον προσδιορισμό της 
τουμπουλίνης με ειδικό αντίσωμα (β-TUBULIN 1:1000). Tα αποτελέσματα αυτά αποτελούν το 
μέσο όρο τριών διαφορετικών πειραμάτων. *p<0.05, συγκρινόμενα με το control και 

#
p<0.05 

συγκρινόμενα με το U50,488H. Tα αποτελέσματα αποτελούν μέσο όρο τριών διαφορετικών 
πειραμάτων (n=4 ζώα ανά γκρουπ) και εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας two-way 
ANOVA με *p<0.05 συγκρινόμενα με το saline group. 
 

Τα αποτελέσματα αυτά δηλώνουν ότι ο κ-OR επάγει την αυτοφαγία in vivo στον 

ιππόκαμπο μυών και οδηγεί στην αποικοδόμηση των συναπτοσωμικών πρωτεϊνών 

επηρεάζοντας έτσι την λειτουργία των συνάψεων. 

Έχοντας αποδείξει ότι η χορήγηση του κ-οπιοειδούς αγωνιστή U50,488H σε 

μύες οδηγεί σε επαγωγή της αυτοφαγίας αλλά και στη μείωση των συναπτοσωμικών 

πρωτεϊνών ειδικά στον ιππόκαμπο εγκεφάλου και όχι στις περιοχές του φλοιού και 

του ραβδωτού ελέγξαμε τυχόν τροποποιήσεις που μπορεί να παρατηρηθούν στην 

μορφολογία των νευρώνων. Για το λόγο αυτό, πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων 

εμβρύων ποντικών απομονωμένες από την περιοχή του ιπποκάμπου επωάστηκαν 

με 20μΜ U50,488H για 24 ώρες. Εν συνεχεία, οι  νευρίτες σημάνθηκαν με αντίσωμα 

έναντι της β3-τουμπουλίνης (TUJ-1) που ανιχνεύει τους ώριμους νευρώνες για να 

γίνει η παρατήρηση των διακλαδώσεων των νευρώνων. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 

17 η χορήγηση U50,488H είχε σαν αποτέλεσμα την σημαντική μείωση των 

διακλαδώσεων (branches) συγκρινόμενα με τα κύτταρα Control. Tα αποτελέσματα 

αυτά δηλώνουν ότι η κ-OR επαγόμενη αυτοφαγία μεταβάλλει την νευριτική ανάπτυξη 

(sprouting) πιθανόν λόγω της αποικοδόμησης των συναπτοσωμικών πρωτεϊνών.  
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Σχήμα 17: Η ενεργοποίηση του κ-ΟR οδηγεί στη μείωση του αριθμού των 
διακλαδώσεων των νευρώνων. Νευρώνες από έμβρυα μυών (Ε16.5) και επωάστηκαν για 
10 μέρες ώστε να επιτευχθεί η ωρίμανση τους. Στη συνέχεια επωάστηκαν ή όχι για 24 ώρες με 
20 μΜ U50,488H. Ανοσοανίχνευση της πρωτεΐνης β3-τουμπουλίνης, με τη χρήση ειδικού 
αντισώματος (TUJ-1:1.000), που εντοπίζεται στους ώριμους δενδρίτες. Η ανίχνευση της TUJ-1 
πραγματοποιήθηε με τη χρήση δεύτερου αντισώματος Alexa Fluor 488 anti-Rabbit (1:500). Οι 
πυρήνες σημάνθηκαν με τη χρωστική ΤΟ-PRO-3 (1:500) που εκπέμπει στο υπεριώδες και 
εμφανίζεται ως ‘’ψευδοχρώμα’’ με μπλέ χρώμα. Tα αποτελέσματα αποτελούν το μέσο όρο 
τριών διαφορετικών πειραμάτων (n=100 κύτταρα ανά γκρουπ) και εκφράζονται ως ±SEM 
χρησιμοποιώντας οne-way ANOVA με ***p<0.001, συγκρινόμενα με το Control.  
 

4.10 Η συμμετοχή της κ-OR επαγόμενης αυτοφαγίας σε καταστάσεις 

οξέος στρες. 

Η αυτοφαγία είναι ένας μηχανισμός που ρυθμίζει την νευρική ώση μέσω 

αποικοδόμησης των υποδοχέων στις συνάψεις και των συναπτικών κυστιδίων. 

Δεδομένα υποστηρίζουν την συμμετοχή της αυτοφαγίας σε διαδικασίες χρόνιου ή 

οξέος στρες (Hernandez et al, 2012; Xiao et al, 2018). Προηγούμενες μελέτες, έχουν 

δείξει ότι σε καταστάσεις οξέος ή χρόνιου στρες, παρατηρείται έκκριση δυνορφινών 

με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του κ-OR. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα αφ’ενός την 

αλλαγή στην νευροδιαβίβαση σε συγκεκριμένες περιοχές του εγκεφάλου και 

αφ’ετέρου αλλαγές στην νευρωνική μορφολογία επηρεάζοντας έτσι την συναπτική 

πλαστικότητα (Bruchas et al, 2010; Dogra & Yadav, 2015). Για να διερευνηθεί η 

πιθανή συμμετοχή της κ-OR επαγόμενης αυτοφαγίας σε καταστάσεις οξέος στρες 

τέσσερις ομάδες μυών 3 μηνών υποβλήθηκαν σε δοκιμασία εξαναγκασμένης 

κολύμβησης (Force Swim Τest) μετά από χορήγηση του ειδικού για τον κ-OR 

ανταγωνιστή nor-BNI και του εκδόχου φυσιολογικού ορού.       

Πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων 
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Όπως φαίνεται στο Σχήμα 18Α, την πρώτη μέρα, δύο ομάδες μυών (C57BL/6) 

χορηγήθηκαν ενδοπεριτοναϊκά με τον κ-οπιοειδή ανταγωνιστή nor-BNI και δύο άλλες 

ομάδες με το έκδοχο (φυσιολογικός ορός). Μέτα από μία ώρα υποβάλαμε τις δύο 

ομάδες ζώων, τη πρώτη που είχε χορηγηθεί ο φυσιολογικός ορός και τη δεύτερη που 

είχε χορηγηθεί με τον ανταγωνιστη (Stressed groups) σε δοκιμασία εξαναγκασμένης 

κολύμβησης για 15 λεπτά. Ταυτόχρονα, οι υπόλοιπες δύο ομάδες ζώων παρέμεναν 

στους κλώβους τους στον ίδιο χώρο (Unstressed groups). Την επόμενη μέρα οι δύο 

ομάδες ζώων (Stressed groups) υποβλήθηκαν σε 4 διαδοχικές δοκιμασίες διάρκειας 

6 λεπτών εξαναγκασμένης κολύμβησης. Δύο ώρες, μετά το πέρας των δοκιμασιών οι 

μύες θανατώθηκαν και απομονώθηκαν οι περιοχές του ιπποκάμπου και του 

προμετωπιαίου φλοιού για τον έλεγχο των επιπέδων των αυτοφαγικών πρωτεϊνών 

LC3, Βeclin 1 καθώς και των συναπτοσωμικών πρωτεϊνών PSD-95, SNAP-25 και  

Spinophilin.   

Για να διαπιστώσουμε ότι όντως τα ζώα βρισκόνταν σε κατάσταση στρες 

προσδιορίστηκε ο χρόνος ακινησίας του ζώου, που αποτελεί κλασσικό φαινότυπο 

εμφάνισης άγχους για τη συγκεκριμένη διαδικασία ανάμεσα στην ομάδα που είχε 

λάβει τον φυσιολογικό ορό και σε αυτή που είχε δεχθεί τον ανταγωνιστή nor-BNI. 

Αυτό μας επιτρέπει να επιβεβαιώσουμε ότι πράγματι τα ζώα έχουν υποστεί το 

περιβαλλοντικό στρεσσογόνο ερέθισμα και υπάρχουν διαφορές ύστερα από τη 

χορήγηση του ανταγωνιστή norBNI. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 18Β παρατηρούμε ότι 

ο χρόνος ακινησίας των μυών ήταν μικρότερος στα ζώα που είχαν δεχθεί τον 

ανταγωνιστή norBNI, σε σύγκριση με αυτά που τους είχε χορηγηθεί φυσιολογικός 

ορός. Το γεγονός αυτό δηλώνει ότι η χορήγηση του ανταγωνιστή nor-BNI και η 

συνεπακόλουθη αναστολή, της από την δυνορφίνη (λόγω στρες), ενεργοποίησης του 

κ-OR, μειώνει την αγχωτική συμπεριφορά των μυών σε σύγκριση με αυτά που είχαν 

δεχθεί τον φυσιολογικό ορό. 

 

 

 

 

 

 
Σχήμα 18: Συμμετοχή της κ-OR επαγόμενης αυτοφαγίας σε κατάσταση οξέος στρες. Α) 
Σχηματική απεικόνιση του πειραματικού πρωτοκόλλου της εξαναγκασμένης κολύμβησης όπου 
υποβλήθηκαν τα ζωικά μοντέλα μετά τη χορήγηση του ανταγωνιστή nor-BNI (10mg/kg) ή 
φυσιολογικού ορού. Β) Μέτρηση του χρόνου ακινησίας του ζώου (φαινότυπος εμφάνισης 

Α Β 
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άγχους) ανάμεσα στην ομάδα που είχε λάβει τον φυσιολογικό ορό και σε αυτή που είχε δεχθεί 
τον ανταγωνιστή nor-BNI (10mg/kg). Για τις συμπεριφορικές μελέτες ο χρόνος ακινησίας 
ποσοτικοποιήθηκε με τη χρήση ειδικού λογισμικού ανάλυσης των κινήσεων όπως 
περιγράφεται στις Μεθόδους. Tα αποτελέσματα αυτά αποτελούν το μέσο όρο n=6 ζώα ανά 
γκρουπ.*p<0.05, συγκρινόμενα με το Control χρησιμοποιώντας one-way ANOVA.   
 

Από την άλλη πλευρά η έκθεση των μυών σε οξύ στρες είχε ως αποτέλεσμα να 

παρατηρηθεί αύξηση των πρωτεϊνών LC3-II και Beclin 1 στην περιοχή του 

ιπποκάμπου υποδηλώνοντας την επαγωγή της αυτοφαγίας Σχήμα 19Α. Aντίθετα, 

μέτρηση των ίδιων αυτοφαγικών δεικτών δεν έδειξε στην περιοχή του προ-

μετωπιαίου φλοιού Σχήμα 19Β. Τα αποτελέσματα αυτά δηλώνουν ότι σε καταστάσεις 

οξέος στρες επάγεται η αυτοφαγία λόγω της απελευθέρωσης της δυνορφίνης με 

συνεπακόλουθο την ενεργοποίηση του κ-OR στην περιοχή του ιπποκάμπου.  

Επιπλέον, μελετήθηκαν τα επίπεδα των συναπτοσωμικών πρωτεϊνών στην 

περιοχή του ιπποκάμπου και φλοιού στις αντίστοιχες ομάδες μυών. Όπως φαίνεται 

στο Σχήμα 19Γ παρατηρήθηκε μείωση των συναπτοσωμικών πρωτεϊνών στην 

ομάδα των μυών που υποβλήθηκαν σε εξαναγκασμένη κολύμβηση και είχαν δεχθεί 

το φυσιολογικό ορό συγκριτικά με τους μύες που δεν είχαν υποστεί στρες στον 

ιππόκαμπο. Αντίθετα, δεν παρατηρήθηκε μείωση των αντίστοιχων πρωτεϊνών στα 

ζώα που είχε προηγηθεί η χορήγηση του ανταγωνιστή nor-BNI. Ενδιαφέρον αποτελεί 

το γεγονός ότι δεν παρατηρήθηκαν παρόμοιες αλλαγές στην περιοχή του προ-

μετωπιαίου φλοιού (Σχήμα 18Δ).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Α 
Ιππόκαμπος 

Β Φλοιός 
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Σχήμα 19: Συμμετοχή της κ-OR επαγόμενης αυτοφαγίας σε κατάσταση οξέος στρες. Α) 
Mελέτη της αυτοφαγίας στον ιππόκαμπο και Β) στο φλοιό, σε ζωικά μοντέλα κατά τη διάρκεια 
οξέος στρες ή μη παρουσία ή απουσία του ανταγωνιστή nor-BNI (10mg/kg). 
Ποσοτικοποιήθηκαν οι αυτοφαγικοί δείκτες Beclin 1, LC3-I και LC3-II με τη χρήση ειδικού 
αντισώματος (BECN1 1:1000, LC3B 1:1000) σε στύπωμα κατά Western. Τα επίπεδα των 
πρωτεϊνών αυτών συγκρίθηκαν ανάμεσα  στις 4 ομάδες ζώων. Γ) Aνάλυση των 
συναπτοσωμικών πρωτεϊνών Spinophilin, PSD95 και SNAP-25 σε στύπωμα κατά Western με 
τη χρήση ειδικών αντισωμάτων (SPL 1:2000, PSD-95 1:1000, SNAP-25 1:1000) στον 
ιππόκαμπο και Δ) στο φλοιό μυών ύστερα από εξαναγκασμένη κολύμβηση ή μη παρουσία ή 
απουσία του ανταγωνιστή nor-BNI. Η ποσοτικοποίηση γίνεται με τον προσδιορισμό της β-
τουμπουλίνης με ειδικό αντίσωμα (β-ΤUBULIN 1:1000). Tα αποτελέσματα αυτά αποτελούν το 
μέσο όρο n=6 ζώα ανά γκρουπ και εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας two-way 
ANOVA.*p<0.05, συγκρινόμενα με το γκρούπ των non stressed ζώων που του είχε χορηγηθεί 
φυσιολογικός ορός, 

#
p<0.05 συγκρινόμενα με το γκρούπ των stressed ζώων που τους είχε 

χορηγηθεί φυσιολογικός ορός.  

 
Συμπεραίνουμε λοιπόν ότι η επαγωγή της αυτοφαγίας μέσω του κ-ΟR μετά 

από οξύ στρες οδηγεί σε μείωση των συναπτοσωμικών πρωτεϊνών στην περιοχή του 

ιππόκαμπου κάτι που δεν συνέβη στον προμετωπιαίο φλοιό. 

4.11 Επίδραση του ειδικού ανταγωνιστή CERC-501 στην κ-OR 

επαγόμενη αυτοφαγία. 

Γνωρίζοντας ότι η ρύθμιση του σηματοδοτικού μονοπατιού του κ-οπιοειδούς 

υποδοχέα αποτελεί φαρμακολογικό στόχο για την ανάπτυξη αγχολυτικών φαρμάκων 

(Domi et al, 2018; Jacobson et al, 2020) ελέγξαμε την δράση του κ-οπιοειδούς 

ανταγωνιστή CERC-501 που βρίσκεται σε κλινική φάση ΙΙΙ ως αγχολυτικό φάρμακο. 

Γ Δ 
Ιππόκαμπος Φλοιός 
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Για το λόγο αυτό, κύτταρα Νeuro-2A προεπωάστηκαν με 5 μM CERC-501 για 1 ώρα 

και στη συνέχεια επωάστηκαν παρουσία του U50,488Η για 6 ώρες. Όπως φαίνεται 

στο Σχήμα 20 προ-επώαση των κυττάρων με τον ανταγωνιστή CERC-501 οδήγησε 

στη μείωση της κ-OR επαγόμενης αύξησης της Beclin 1 πρωτεϊνης και της LC3-II 

υποδηλώνοντας την αναστολή της κ-OR επαγόμενης αυτοφαγίας. 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Σχήμα 20: Επίδραση του ανταγωνιστή CERC-501 στην κ-OR επαγόμενη αυτοφαγία. 
Κύτταρα Νeuro-2A επωάστηκαν με 20 μΜ U50,488H για 6 ώρες παρουσία ή όχι 5μΜ CERC-
501 για 1 ώρα. Τα κύτταρα λύθηκαν και το κυτταροπλασματικό υλικό αναλύθηκε με 
αναοσοστύπωση κατά Western. Η πρωτεΐνη Beclin 1, LC3-I και LC3-II ανιχνεύθηκαν με τη 
χρήση ειδικών αντισωμάτων (Beclin 1 1:1000, LC3B 1:1000) έναντι αυτών σε στύπωμα κατά 
Western. Η ποσοτικοποίηση γίνεται με τον προσδιορισμό της β-ακτίνης με ειδικό αντίσωμα (β-
ΑCTIN 1:1000). Tα αποτελέσματα αυτά αποτελούν το μέσο όρο n=3 πειραμάτων και 
εκφράζονται ως ±SEM χρησιμοποιώντας two-way ANOVA me *p<0.05, συγκρινόμενα με το 
Control και το U50,488H.  
 

Tα αποτελέσματα αυτά δηλώνουν ότι η επαγωγή της αυτοφαγίας μέσω του κ-ΟR 

αναστέλλεται από την δράση του ανταγωνιστή CERC-501 και μας οδηγεί να 

υποθέσουμε ότι η αγχολυτική δράση του CERC-501 πιθανόν να σχετίζεται με την 

ρύθμιση της κ-ΟR επαγόμενης αυτοφαγίας και των συναπτοσωμικών αλλαγών που 

αυτή προκαλεί. Το αποτέλεσμα αυτό οδηγεί σε ένα νέο πεδίο έρευνας για την δράση 

και κλινική εφαρμογή συγκεκριμένων αγχολυτικών και αντι-καταθλιπτικών φαρμάκων.   
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5. Συζήτηση 
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 Οι οπιοειδείς υποδοχείς ρυθμίζουν τις διεργασίες που σχετίζονται με τη διάθεση 

και αποτελούν σημαντικούς παράγοντες στις ψυχιατρικές διαταραχές που 

χαρακτηρίζονται από δυσλειτουργία στα συστήματα της ανταμοιβής, όπως ο εθισμός 

και η κατάθλιψη. Επιπλέον, τα οπιοειδή ρυθμίζουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

και την επιβίωση, αλλά οι μοριακοί μηχανισμοί που διέπουν αυτά τα φαινόμενα δεν 

έχουν ακόμη αποσαφηνιστεί. Και οι τρεις υπότυποι οπιοειδών υποδοχέων μ-, δ- και 

κ- είναι υποδοχείς συζευγμένοι με G-πρωτεΐνες (GPCRs) που κατανέμονται στο 

κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστημα. Ενεργοποιούνται από ενδογενή πεπτίδια ή 

από τη χορήγηση οπιοειδών φαρμάκων. Τα οπιοειδή τροποποιούν σημαντικά τη 

νευροδιαβίβαση και να μεταβάλουν τη φυσιολογική συναπτική λειτουργία, 

συμπεριλαμβανομένων των LTP και LTD (Dacher and Nougent 2011; Drake et al, 

2007). Επιπλέον, τα ενδογενή οπιοειδή πεπτίδια έχουν πρόσφατα αποδειχθεί ότι 

προκαλούν μακροχρόνιες αλλαγές στη νευρωνική δραστηριότητα στον υποθάλαμο 

και τον ιππόκαμπο (Atwood et al, 2014). 

 Μελέτες έχουν δείξει ότι στον εγκέφαλο ο κ-ΟR εμπλέκεται στις αποκρίσεις που 

σχετίζονται με το στρες και στη νευρογένεση των ενηλίκων καθώς αγωνιστές και 

ανταγωνιστές του κ-ΟR ασκούν ισχυρή προ- και αντικαταθλιπτική δράση, αντίστοιχα, 

σε τρωκτικά (Kibaly et al, 2019; Lutz & Kieffer, 2013). Η ενεργοποίηση του κ-ΟR in 

vivo προάγει την αποστροφή, τη δυσφορία, την κατάθλιψη και συμπεριφορές που 

μοιάζουν με άγχος (Hang et al, 2015; Lalanne et al, 2014; Lutz & Kieffer, 2013; 

Tejeda et al, 2012). Αντίθετα, οι ανταγωνιστές του κ-OR αποτρέπουν πολλές 

επιδράσεις του στρες και τις συμπεριφορικές αποκρίσεις που προκαλούνται από το 

στρες και για το λόγο αυτό θεωρούνται ως νέα θεραπευτικά μέσα για διαταραχές που 

σχετίζονται με το στρες (Jacobson et al, 2020; Rorick-Kehn et al, 2014). Το 

ενδογενές σύστημα δυνορφίνης/κ-OR διαδραματίζει σημαντικό ρόλο σε καταστάσεις 

στρες (Van't Veer and Carlezon 2013; Lallane et al, 2014; Hang et al., 2015). Το 

στρες μπλοκάρει τη μακροχρόνια ενδυνάμωση του νευρικού σήματος (LTP) μέσω 

της απελευθέρωσης ενδογενών οπιοειδών, συμπεριλαμβανομένης της 

απελευθέρωσης του ενδογενούς κ-οπιοειδούς νευροπεπτιδίου, της δυνορφίνης. Το 

στρες είναι μια σύνθετη φυσιολογική διαδικασία που έχει πρωτίστως προσαρμοστική 

αξία, αλλά μπορεί να οδηγήσει σε παθολογικές καταστάσεις κατά τη διάρκεια 

παρατεταμένων και υπερβολικών στρεσογόνων εμπειριών. Είναι πλέον 

τεκμηριωμένο ότι τα ενδογενή οπιοειδή συστήματα διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο 

σε καταστάσεις άγχους, σε φαινόμενα ανταμοιβής και στη ρύθμιση της διάθεσης. Η 
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παρατεταμένη σηματοδότηση του κ-OR ως απόκριση σε χρόνιο ή ανεξέλεγκτο στρες 

μπορεί να οδηγήσει σε μόνιμες αλλαγές στη συμπεριφορά που είναι χαρακτηριστικές 

αυτών που παρατηρούνται στις ανθρώπινες καταθλιπτικές διαταραχές (Nestler & 

Carlezon, 2006; Pittenger και Duman, 2008). Ο καταθλιπτικός φαινότυπος που 

αποτελεί συνέπεια του στρες στα τρωκτικά μειώνεται με χορήγηση ανταγωνιστών του 

κ-OR ή με απαλοιφή των γονιδίων που κωδικοποιούν τους κ-οπιοειδείς υποδοχείς ή 

την προδυνορφίνη (Mague et al, 2003; McLaughlin et al, 2003; McLaughlin et al, 

2006; Bruchas et al, 2007). Αυτοί οι καταθλιπτικοί φαινότυποι είναι συχνά 

περισσότερο εμφανείς μετά από επαναλαμβανόμενο στρες, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι το σύστημα του κ-OR μπορεί να είναι ιδιαίτερα σημαντικό για την 

ενίσχυση ή την ευαισθητοποίηση αυτών των αποκρίσεων.  Αν και ο ρόλος των κ-ORs 

στη ρύθμιση της διάθεσης δεν είναι πλήρως κατανοητός, η δυνορφίνη και οι κ-ORs 

εκφράζονται σε όλες τις περιοχές του μεταιχμιακού εγκεφάλου που εμπλέκονται στην 

παθοφυσιολογία της κατάθλιψης και των αγχωτικών διαταραχών. Στους ανθρώπους, 

οι επιλεκτικοί αγωνιστές του κ-OR παράγουν αρνητικές καταστάσεις διάθεσης, 

συμπεριλαμβανομένης της δυσφορίας και του άγχους. Ο McLaughlin και οι 

συνεργάτες του ήταν οι πρώτοι που ανακάλυψαν τον ρόλο των δυνορφινών και των 

κ-ORs στη μετάδοση των επιδράσεων του κοινωνικού στρες. Ανταγωνιστές του κ-OR 

ή η απαλοιφή του γονιδίου του κ-OR έχουν ως αποτέλεσμα την μείωση της ακινησίας 

σε δοκιμασίες εξαναγκασμένης κολύμβησης (Forced Swim Test) (Mague et al, 2003; 

McLaughlin et al, 2006a; McLaughlin et al, 2003a; Pliakas et al, 2001). Παρόμοια 

αποτελέσματα παρατηρούνται επίσης όταν η χορήγηση ανταγωνιστών του κ-OR 

πραγματοποιείται πριν τα ζωικά μοντέλα υποβληθούν σε δοκιμασία εξαναγκασμένης 

κολύμβησης, γεγονός που υποδηλώνει ότι η αναστολή του συστήματος του κ-OR 

μπορεί να είναι επαρκής για την πρόληψη των νευρικών προσαρμογών που 

διευκολύνουν την ακινησία. Παρομοίως, η χορήγηση nor-BNI μετά από στρεσσογόνο 

ερέθισμα παράγει αντικαταθλιπτικά αποτελέσματα σε δοκιμασία footshock (Wiley et 

al, 2009).  

Η αυτοφαγία εμπλέκεται στην κυτταρική αύξηση, την επιβίωση, την ανάπτυξη 

και τον θάνατο, επομένως τα επίπεδα της αυτοφαγίας πρέπει να ρυθμίζονται 

κατάλληλα, όπως υποδεικνύει το γεγονός ότι η απορρυθμισμένη αυτοφαγία έχει 

συνδεθεί με πολλές ανθρώπινες παθοφυσιολογίες, όπως ο καρκίνος, οι μυοπάθειες, 

ο νευροεκφυλισμός, οι καρδιακές και ηπατικές παθήσεις και οι γαστρεντερικές 

διαταραχές. Πειραματικά δεδομένα δείχνουν ότι η αυτοφαγία ρυθμίζει την ανάπτυξη 
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και τη λειτουργία των αξόνων, των δενδριτών και των συνάψεων, ενώ η ανεπαρκής ή 

υπερβολική αυτοφαγία στους νευρώνες συμβάλλει σε παθολογικές αλλαγές στις 

δομές αυτές (Shen et al, 2015; Nikoletopoulou et al, 2017). Καθώς η νευρωνική 

αυτοφαγία είναι υπεύθυνη για το ∼70% της μεταγεννητικής εξάλειψης των 

δενδριτικών ακάνθων είναι πιθανό ότι η βασική αυτοφαγία ρυθμίζει την εξάλειψη τους 

σε συνεργασία με πρόσθετους ρυθμιστικούς μηχανισμούς του mTOR, 

συμπεριλαμβανομένου του εξαρτώμενου από τον eIF4E μεταφραστικού ελέγχου και 

της νευρωνικής εκφύλισης (Santini et al, 2012), και άλλους μη νευρωνικούς 

ενδογενείς ρυθμιστικούς μηχανισμούς, συμπεριλαμβανομένων των 

νευροανοσολογικών διαταραχών και της ενεργοποίησης των αστροκυττάρων. Η 

αυτοφαγία μεταβάλλει την κινητική της απελευθέρωσης νευροδιαβιβαστών και την 

πυκνότητα των συναπτικών κυστιδίων. Αυτή η διαμόρφωση του αριθμού των 

κυστιδίων ή της προκλητής απελευθέρωσης νευροδιαβιβαστών από την 

προσυναπτική αυτοφαγία μπορεί να συμβάλει σε μηχανισμούς συναπτικής 

πλαστικότητας, όπως η συναπτική ενδυνάμωση και αποδυνάμωση. Η αυτοφαγία 

επίσης ευθύνεται για την αποικοδόμηση των μετασυναπτικών υποδοχέων, όπως οι 

ανασταλτικοί υποδοχείς GABAA και AMPA, προκαλώντας έτσι τη συναπτική LTD 

(Shehata et al, 2012). Τα αποτελέσματα υποδεικνύουν μια άμεση σύνδεση μεταξύ 

της mTOR-αυτοφαγίας και της μείωσης των συναπτικών συνδέσεων κατά τη διάρκεια 

της μεταγεννητικής ανάπτυξης και υποδηλώνουν ότι η στόχευση της νευρωνικής 

αυτοφαγίας θα μπορούσε να προσφέρει θεραπευτικό όφελος. Ωστόσο, η συμβολή 

της αυτοφαγίας στις ανώτερες εγκεφαλικές λειτουργίες και στους υποκείμενους 

μηχανισμούς της συναπτικής διαμόρφωσης μόλις τώρα αρχίζει να εξετάζεται. Αυτό 

σε συνδυασμό με το γεγονός ότι είναι άγνωστο πώς τα οπιοειδή μεσολαβούν στη 

νευρωνική πλαστικότητα και κατά πόσον η αυτοφαγία εμπλέκεται σε αυτά τα 

φαινόμενα αποτελεί ένα νέο εύρημα και θα θέσει τη βάση για μακροπρόθεσμες 

έρευνες για το ρόλο των GPCRs στη ρύθμιση της αυτοφαγίας. 

 Έχει αποδειχθεί ότι ένας αριθμός διαφορετικών GPCRs ρυθμίζει την αυτοφαγία, 

μέσω διαφορετικών μηχανισμών (Wauson et al, 2014). Πράγματι, οι υποδοχείς 

ντοπαμίνης D2 και D3 αποδείχθηκε ότι είναι θετικοί ρυθμιστές της αυτοφαγίας, 

εμπλέκοντας τα σηματοδοτικά μονοπάτια Akt-mTOR και της AMP-ενεργοποιημένης 

πρωτεϊνικής κινάση (AMPK) (Wang et al, 2018). Ομοίως, η ενεργοποίηση του β2-

αδρενεργικού υποδοχέα ρυθμίζει την αυτοφαγία και αυξάνει την αποικοδόμηση του 

κολλαγόνου προκειμένου να διατηρηθεί η ομοιόσταση της καρδιακής εξωκυτταρικής 
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μήτρας (Aranguiz-Urroz et al, 2011). Βρέθηκε ότι η έκθεση στη μεθαμφεταμίνη επάγει 

επίσης την αυτοφαγία μέσω του κ-OR ως μηχανισμός αποτροπής του αποπτωτικού 

θανάτου των ενδοθηλιακών κυττάρων, μια επίδραση που επίσης μεσολαβείται από 

την ενεργοποίηση των ERK1,2 και την απενεργοποίηση του μονοπατιού Akt/mTOR 

(Ma et al, 2014). Στον ιππόκαμπο ποντικού, η οξεία ή χρόνια χορήγηση μορφίνης 

ρυθμίζει την αυτοφαγική ροή ως προστατευτική απάντηση έναντι του επαγόμενου 

από τη μορφίνη νευρωνικού θανάτου και των επακόλουθων ελλειμμάτων μνήμης 

(Pan et al, 2017). Επιπλέον, η χρόνια χορήγηση μορφίνης μεταβάλλει τη συναπτική 

πλαστικότητα στον ιππόκαμπο και οδηγεί σε μείωση της πυκνότητας των 

δενδριτικών ακάνθων και των διεγερτικών συνάψεων, μέσω της παραγωγής 

δραστικών ριζών οξυγόνου (ROS) που οδηγούν σε ενεργοποίηση του στρες του 

ενδοπλασματικού δικτύου (ER stress) (Cai et al, 2016). Η αυτοφαγία που 

μεσολαβείται από τη μορφίνη οδηγεί στην ενεργοποίηση του ER stress με 

επακόλουθη ενεργοποίηση των αστροκυττάρων μέσω του μ-οπιοειδούς υποδοχέα 

(Sil et al, 2018), γεονός που επιβεβαιώνει ότι τα οπιοειδή είναι πράγματι δυνητικοί 

θετικοί ρυθμιστές της αυτοφαγίας. 

  Στην παρούσα μελέτη, αποδεικνύουμε ότι ο κ-OR διαδραματίζει ρόλο στην 

επαγωγήτ ης αυτοφαγίας σε νευρώνες, η οποία οδηγεί σε συναπτικές μεταβολές. 

Συγκεκριμένα, η έκθεση νευρωνικών κυττάρων στον αγωνιστή του κ-OR, U50,488H, 

και του ενδογενούς νευροπεπτιδίου δυνορφίνη οδηγεί στη συσσώρευση 

συγκεκριμένων αυτοφαγικών δεικτών κατά δόσο- και χρονο-εξαρτώμενο τρόπο. Η 

επίδραση αυτή αναστρέφεται παρουσία επιλεκτικών ανταγωνιστών του κ-OR κάτι 

που επιβεβαιώνει πως η δράση αυτή οφείλεται στην ενεργοποίηση του κ-OR. 

Βρέθηκε ότι, οι πρωτεΐνες Gi/o και η ενεργοποίηση των ERK1,2 κινασών ευθύνονται 

για την επαγόμενη από το U50,488H αυτοφαγία. Ένα ενδιαφέρον εύρημα της 

παρούσας μελέτης ήταν ότι η εξαρτώμενη από την U50,488H ενεργοποίηση του 

CREB ρυθμίζει τη μεταγραφή του γονιδίου becn1, επιβεβαιώνοντας ότι η 

ενεργοποίηση των κ-ΟRs οδηγεί σε μεταγραφική επαγωγή συγκεκριμένων 

αυτοφαγικών γονιδίων. Η αναστολή των ERK1,2 κινασών αναστέλλει την U50,488H-

εξαρτώμενη φωσφορυλίωση του CREB, υποδεικνύοντας ότι τα σημαντικότερα 

καθοδικά σηματοδοτικά συστατικά που εμπλέκονται στην επαγόμενη από τον κ-ΟR 

αυτοφαγία εκτός από τους Gi/Go και τις ERK1,2 κινάσες περιλαμβάνουν τον 

μεταγραφικό παράγοντα CREB, ο οποίος συνδέεται με τον υποκινητή διαφόρων 

αυτοφαγικών γονιδίων και δρα ως κρίσιμος μεσολαβητής της λειτουργίας των κ-ΟR 
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που εμπλέκεται σε μεταβολές της διάθεσης (Seok et al, 2014, Carlezon & Krystal, 

2016).  Αντίθετα, άλλες κινάσες όπως η JNK, η οποία επίσης ενεργοποιείται από 

τους κ-ΟR και τις G πρωτεΐνες (Bruchas et al, 2010), φαίνεται να μην συμμετέχει 

στην κ-ΟR επαγόμενη αυτοφαγία καθώς αναστολή της φωσφορυλίωσης της με τον 

ειδικό αναστολές SP600125 δεν παρεμπόδισε την αύξηση της LC3-II σε κύτταρα 

Neuro-2A. Τα αποτελέσματα αυτά δηλώνουν ότι μόνο οι ERK1,2 κινάσες 

εμπλέκονται στην κ-ΟR επαγόμενη αυτοφαγία. 

 Τα αποτελέσματα της εργασίας έδειξαν ότι η επαγόμενη από τον κ-ΟR 

αυτοφαγία εμφανίζεται στον ιππόκαμπο, όπως παρατηρήθηκε από τα αυξημένα 

επίπεδα των δεικτών αυτοφαγίας LC3-II και Beclin1 σε μύες που είχε χορηγηθεί το 

U50,488H. Η επαγωγή της αυτοφαγίας από τον κ-OR εξειδικεύεται στην περιοχή του 

ιπποκάμπου και όχι στο ραβδωτό σώμα ή στο φλοιό, παρά τα υψηλά επίπεδα 

έκφρασης του κ-ΟR σε αυτές τις περιοχές. Με βάση τα παραπάνω, προτείνουμε ένα 

δυνητικό μονοπάτι σηματοδότησης για τον έλεγχο της αυτοφαγίας μέσω της 

ενεργοποίησης του κ-ΟR. Η ενεργοποίηση του κ-ΟR οδηγεί στην ενεργοποίηση των 

G πρωτεϊνών και των ERK1,2 κινασών που φωσφορυλιώνουν τον μεταγραφικό 

παράγοντα CREB, με τον τελευταίο να οδηγεί σε μεταβολές στην έκφραση 

αυτοφαγικών γονιδίων που συμβάλλουν σε μεταβολές των συναπτικών πρωτεϊνών 

(Εικόνα 19). 

Eικόνα 19: Δυνητικό μοντέλο του σηματοδοτικού μονοπατιού της κ-OR επαγόμενης 
αυτοφαγίας. Η ενεργοποίηση του κ-ΟR σε νευρικά κύτταρα οδηγεί στη φωσφορυλίωση των 
ERK1,2 με τη μεσολάβηση των πρωτεϊνών Gi/ο. Οι ERK1,2 κινάσες φωσφορυλιώνουν τον 
CREB ο οποίος με τη σειρά του μετατοπίζεται στον πυρήνα και ρυθμίζει την έκφραση του 
γονιδίου becn1. Η αύξηση των Beclin1 προάγει την έναρξη της αυτοφαγίας με αποτέλεσμα την 
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μείωση των συναπτικών πρωτεϊνών του ιππόκαμπου. Το οξύ στρες οδηγεί στην επαγωγή της 
αυτοφαγίας και μείωση των συναπτοσωμικών πρωτεϊνών μέσω του ενδογενούς συστήματος 
δυνορφίνης/κ-ΟR.  

 
 Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας συμφωνούν με προηγούμενες 

μελέτες που έδειξαν ότι οι ετεροτριμερείς πρωτεΐνες G ελέγχουν την αυτοφαγία στα 

κύτταρα HT-29 (Ogier-Denis et al, 1995; Ogier-Denis et al, 1996), και μάλιστα ότι η 

Gαi3, η οποία ενεργοποιείται από τον κ-OR (Papakonstantinou et al, 2015), 

διαδραματίζει κρίσιμο ρόλο στην διαμερισματοποίηση των μεμβρανών των 

αυτοφαγοσωμάτων (Gohla et al, 2007) και στην έναρξη της αυτοφαγίας (Gotthardt et 

al, 2006). Είναι επίσης συμβατά με προηγούμενα ευρήματα που υποδηλώνουν ότι η 

αλληλεπίδραση μεταξύ της Gαi3, ενός ενεργοποιητή της σηματοδότησης της G-

πρωτεΐνης 3 και της πρωτεΐνης που σχετίζεται με τα κυστίδια που αλληλεπιδρούν με 

την Gα (GIV), είναι τα σηματοδοτικά συστατικά που καθορίζουν εάν η αυτοφαγία 

επάγεται ή αναστέλλεται (Garcia-Marcos et al, 2011) και ότι η Gαi3 αλληλεπιδρά με 

την RGS4 για την αναστολή της αυτοφαγίας (Bastin et al, 2020).  

 Οι άμεσες αντιδράσεις σε στρεσογόνα ερεθίσματα περιλαμβάνουν 

νευρομορφολογικές αλλαγές σε πολλαπλές περιοχές του εγκεφάλου, 

συμπεριλαμβανομένου του ιππόκαμπου (Leuner & Shors, 2013). Το οξύ στρες 

μειώνει την πυκνότητα των δενδριτικών ακανθών, μεταβάλλει τη θέση των 

μετασυναπτικών στοιχείων των διεγερτικών συνάψεων και επηρεάζει τη 

μακροπρόθεσμη ενδυνάμωση της νευρικής ώσης και τη μνήμη (Leuner & Shors, 

2013; Shen et al, 2015). Έχει αναφερθεί ότι το χρόνιο στρες ενισχύει την αυτοφαγία 

στα τρωκτικά (Woo et al, 2020; Xiao et al, 2018). Επιπλέον, έχει καταδειχθεί ο ρόλος 

της αυτοφαγίας σε συμπεριφορές που προσομοιάζουν με της κατάθλιψης και σε 

γνωστικές διαταραχές που οφείλονται στο στρες πριν από την γέννηση (Zhang et al, 

2017). Τα αποτελέσματα μας επιβεβαιώνουν και εμπλουτίζουν τα υπάρχοντα 

δεδομένα αποδεικνύοντας ότι το σύστημα της δυνορφίνης/κ-ΟR επάγει την 

αυτοφαγία, η οποία οδηγεί σε συναπτικές μεταβολές που προκαλούνται λόγω στρες. 

Η νευρωνική αυτοφαγία διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη λειτουργία του εγκεφάλου 

ρυθμίζοντας τη συναπτική οργάνωση και τη μορφογένεση (Hernandez et al, 2012; 

Nikoletopoulou et al, 2017). Συμβάλλει σε αλλαγές της συναπτικής πλαστικότητας 

αποικοδομώντας συγκεκριμένες συναπτικές πρωτεΐνες όπως οι PSD-95, PICK1 και 

SHANK3, οι οποίες διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη συναπτική λειτουργία και τη 

διαμόρφωση των δενδριτικών ακάνθων. Αυτό δηλώνει μια άμεση συσχέτιση μεταξύ 

της αυτοφαγίας και της μείωσης των συναπτικών συνδέσεων κατά τη διάρκεια της 
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μεταγεννητικής ανάπτυξης (Nikoletopoulou et al, 2017). Σε συμφωνία με αυτές τις 

προβλέψεις, τα ευρήματά μας δηλώνουν ότι η ενεργοποίηση του κ-ΟR σε 

πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων του ιππόκαμπου μειώνει τον αριθμό των 

διακλαδώσεων των νευριτών. Επιπλέον, η χορήγηση του U50,488H σε μύες οδήγησε 

στην αποικοδόμηση βασικών συναπτικών πρωτεϊνών όπως της σπινοφιλίνης, της 

PSD95 και της SNAP25, συγκεκριμένα στην περιοχή του ιππόκαμπου, και όχι στον 

φλοιό ή το ραβδωτό. Επιλέξαμε να εξετάσουμε αυτές τις πρωτεΐνες, καθώς 

εμπλέκονται στην αναδιαμόρφωση των δενδριτικών ακάνθων. Η σπινοφιλίνη 

εντοπίζεται στο μετασυναπτικό άκρο και σε μεγάλη συγκέντρωση στις δενδριτικές 

άκανθες ρυθμίζοντας τη μορφογένεση και την ωρίμανση των ακάνθων μέσω της 

ρύθμισης του κυτταροσκελετού (Feng et al, 2000). Αλληλεπιδρά επίσης άμεσα με 

τους οπιοειδείς υποδοχείς και άλλους GPCRs και ρυθμίζει τη σηματοδότηση τους 

που οδηγεί σε συναπτικές αλλαγές (Feng et al, 2000; Fourla et al, 2012; Sarrouilhe 

et al, 2006). Από την άλλη πλευρά, η SNAP-25 διαδραματίζει κρίσιμο ρόλο 

προσυναπτικά μεσολαβώντας στη σύντηξη των συναπτικών κυστιδίων και την 

εξωκυττάρωση των νευροδιαβιβαστών. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι οι SNAP-

25 και PSD-95 αποτελούν υποστρώματα της αποικοδόμησης μέσω της αυτοφαγίας 

τροποποιώντας τη μορφολογία και τη λειτουργία των δενδριτικών ακάνθων (Kallergi 

& Nikoletopoulou, 2021).  

 Ένα άλλο ενδιαφέρον εύρημα της παρούσας μελέτης είναι ότι σε μύες που έχουν 

υποβληθεί σε εξαναγκασμένη κολύμβηση (FST) παρατηρήθηκε επαγωγή της 

αυτοφαγίας, όπως φαίνεται από τα αυξημένα επίπεδα των αυτοφαγικών δεικτών. Η 

επίδραση αυτή αναστράφηκε με τη χορήγηση του ανταγωνιστή του κ-OR, nor-BNI. 

Αυτό υποδηλώνει ότι το ενδογενές σύστημα δυνορφίνης/κ-ΟR εμπλέκεται στην 

επαγόμενη από το στρες αυτοφαγία και ενδεχομένως αποτελεί μέρος στην 

ενορχήστρωσης δομικών αλλαγών που παρατηρούνται στον ιππόκαμπο μετά από 

έκθεση στο στρες. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι στον ιππόκαμπο 

παρατηρήθηκε επίσης ταυτόχρονη μείωση των τριών συναπτικών πρωτεϊνών, της 

σπινοφιλίνης, PSD-95 και SNAP-25, αλλά όχι στον φλοιό των ζώων που εκτέθηκαν 

στο στρες. Υποθέτουμε λοιπόν, ότι η αποικοδόμηση αυτών των συναπτοσωμικών 

πρωτεϊνών θα μπορούσε να αποδοθεί λόγω της εσωτερίκευσής τους στα 

αυτοφαγοσώματα. Τα ευρήματα αυτά ενισχύονται περαιτέρω από το γεγονός ότι η 

LC3 αλληλεπιδρά με αυτές τις τρεις βασικές πρωτεϊνες που διαθέτουν δυνητικά 

μοτίβα LIR στην αλληλουχία τους. Αυτό επίσης υποδηλώνει ότι κάτω από συνθήκες 
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οξέος στρες, η απελευθέρωση της δυνορφίνης ενεργοποιεί τον αυτοφαγικό 

μηχανισμό που οδηγεί σε συναπτοσωματικές μεταβολές στον ιππόκαμπο. Είναι 

ενδιαφέρον να σημειωθεί ότι παρόμοιες συναπτοσωμικές μεταβολές που είναι 

κρίσιμες για την αναδιαμόρφωση των δενδριτικών ακάνθων και προκαλούνται 

εξαιτίας της αποικοδόμησης μέσω της αυτοφαγίας έχουν επίσης αναφερθεί κάτω υπό 

συνθήκες διατροφικού στρες (ασιτία), μέσω ενός μηχανισμού που ρυθμίζεται από τον 

BDNF (Nikoletopoulou et al, 2017). Η εξαναγκασμένη κολύμβηση σε αρουραίους 

αυξάνει τα επίπεδα της δυνορφίνης Α στον ιππόκαμπο (Shirayama et al, 2004), ενώ 

η χρόνια έλλειψη αυτοφαγίας σε ντοπαμινεργικούς νευρώνες έχει ως αποτέλεσμα το 

αυξημένο μέγεθος των αξόνων, την αυξημένη απελευθέρωση ντοπαμίνης και την 

ταχεία προσυναπτική αποκατάσταση (Hernandez et al, 2012) γεγονός που 

υποδηλώνει ότι διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη συναπτική οργάνωση και 

μορφογένεση. 

Όλα αυτά τα αποτελέσματα οδηγούν στο συμπέρασμα ότι υπάρχει 

συσχετισμός της αυτοφαγίας που μεσολαβείται από την ενεργοποίηση του κ-ΟR και 

αλλαγών σε συναπτοσωμικές πρωτεϊνες που προκαλούνται λόγω του στρες. Για το 

λογο αυτό προτείνουμε για πρώτη φορά ένα νέο σηματοδοτικό μονοπάτι τoυ κ-OR 

μέσω του οποίου η ενεργοπίηση του οδηγεί στον μηχανισμό της αυτοφαγίας με 

συνεπακόλουθες αλλαγές σε συνατποσωμικές πρωτεϊνες των νευρώνων που 

αποικοδομούνται μέσω των αυτοφαγοσωμάτων στην περιοχή του ιππόκαμπου υπό 

συνθήκες στρες (Σχήμα 19). Αυτός ο μηχανισμός αυτοφαγίας μέσω του κ-OR έχει ως 

αποτέλεσμα την πρόκληση δυσλειτουργίας στις συνάψεις στον ιππόκαμπο, που 

ενδεχομένως να συμβάλλει στις γνωστικές αλλαγές που παρατηρούνται σε 

καταστάσεις στρες. Δεδομένου ότι οι ανταγωνιστές κ-OR (Domi et al, 2018; Jacobson 

et al, 2020) βρίσκονται σε κλινικές δοκιμές φάσης ΙΙΙ για διαταραχές της διάθεσης και 

του άγχους που σχετίζονται με το στρες, θα ήταν ενδιαφέρον να διερευνηθεί κατά 

πόσον τα φάρμακα αυτά ανακουφίζουν αποτελεσματικά τις παθολογίες που 

σχετίζονται με το στρες μέσω της διαμεσολαβούμενης από κ-OR αυτοφαγίας. 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα μας ο ειδικός για τον κ-OR ανταγωνιστής CERC-501, 

που βρίσκεται σε κλινική φάση ΙΙΙ, ως αγχολυτικό φάρμακο μειώνει την κ-OR 

επαγόμενη αυτοφαγία υποδηλώνοντας ένα νέο τρόπο δράσης του συγκεκριμένοΥ 

αγχολυτικού.     

 Η ταχέως αναπτυσσόμενη έρευνα σχετικά με την λειτουργία του κ-OR σε 

προβλήματα ψυχικής διάθεσης έχει προκαλέσει μεγάλο ενδιαφέρον για την εξεύρεση 
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και ανάπτυξη ανταγωνιστών του υποδοχέα ως φαρμακοθεραπείες για την 

καταπολέμηση της κατάθλιψης και των αγχώδων διαταραχών, καθώς και της 

μείωσης της δυσφορίας λόγω του εθισμού. Αν και ορισμένοι προσδέτες του κ-OR δεν 

έχουν επιδείξει τις βέλτιστες φαρμακολογικές ιδιότητες, μερικοί από αυτούς 

θεωρούνται σημαντικοί υποψήφιοι φαρμακευτικοί παράγοντες (142). Πράγματι, 

ανταγωνιστές του κ-OR μπορούν (i) να εμποδίσουν την επαγόμενη από το στρες 

ενίσχυση της κατάχρησης ναρκωτικών, (ii) να αποτρέψουν την επαγόμενη από το 

στρες υποτροπή κατά τη διάρκεια περιόδων αποχής και (iii) να περιορίσουν τις 

αρνητικές συναισθηματικές καταστάσεις τόσο κατά τη διάρκεια οξείας απόσυρσης 

όσο και κατά τη διάρκεια  παρατεταμένων περιόδων αποχής. Τα αποτελέσματα αυτά 

θα διευρύνουν τη γνώση που υπάρχει σχετικά με το ρόλο που παίζει ο κ-OR σε 

θέματα που αφορούν αλλαγές στην νευρωνική πλαστικότητα και λειτουργία. 
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The κ-opioid receptor-induced 
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Recent evidence has shown that G protein-coupled receptors (GPCRs) are 

direct sensors of the autophagic machinery and opioid receptors regulate 

neuronal plasticity and neurotransmission with an as yet unclarified mechanism. 

Using in vitro and in vivo experimental approaches, this study aims to clarify the 

potential role of autophagy and κ-opioid receptor (κ-OR) signaling in synaptic 

alterations. We hereby demonstrate that the selective κ-OR agonist U50,488H, 

induces autophagy in a time-and dose-dependent manner in Neuro-2A cells 

stably expressing the human κ-OR by upregulating microtubule-associated 

protein Light Chain 3-II (LC3-II), Beclin 1 and Autophagy Related Gene 5 

(ATG5). Pretreatment of neuronal cells with pertussis toxin blocked the above 

κ-OR-mediated cellular responses. Our molecular analysis also revealed 

a κ-OR-driven upregulation of becn1 gene through ERK1,2-dependent 

activation of the transcription factor CREB in Neuro-2A cells. Moreover, our 

studies demonstrated that sub-chronic U50,488H administration in mice 

causes profound increases of specific autophagic markers in the hippocampus 

with a concomitant decrease of several pre-and post-synaptic proteins, such 

as spinophilin, postsynaptic density protein 95 (PSD-95) and synaptosomal 

associated protein 25 (SNAP25). Finally, using acute stress, a stimulus known 

to increase the levels of the endogenous κ-OR ligand dynorphin, we  are 

demonstrating that administration of the κ-ΟR selective antagonist, nor-

binaltorphimine (norBNI), blocks the induction of autophagy and the stress-

evoked reduction of synaptic proteins in the hippocampus. These findings 

provide novel insights about the essential role of autophagic machinery into 

the mechanisms through which κ-OR signaling regulates brain plasticity.

KEYWORDS

κ-opioid receptor, autophagy, Beclin 1, ERK1,2, Gi/o, CREB, dynorphin, synaptic 
alterations
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Introduction

The κ-opioid receptor (κ-OR), that is distributed in the central 
and peripheral nervous system mediates the diverse effects of 
opioids ranging from pain perception, neurotransmitter release and 
respiratory depression to the regulation of a variety of psychiatric 
disorders including anxiety and addiction (Bruchas et al., 2010). The 
κ-OR and its endogenous neuropeptide, dynorphin A, were found 
to play a key role in modulating anxiety and stress-related behaviors. 
Thus, stress has been shown to increase endogenous dynorphin 
levels and up-regulate κ-OR signaling in the nucleus accumbens and 
the CA3 region of the hippocampus (Shirayama et  al., 2004). 
Ablation of κ-OR from brain dopaminergic neurons produced 
anxiolytic effects, confirming that the regulation of dopaminergic 
neurotransmission by κ-OR is critical for manifestation of stress and 
anxiety (Van’t Veer and Carlezon, 2013).

Recent results also suggest that κ-ΟR antagonists possess 
promising antidepressant potential, indicating that the κ-ΟR and its 
endogenous neuropeptide ligand, dynorphin A, are critical mediators 
of stress and mood disorders with specific κ-ΟR antagonists being 
currently tested in phase II clinical trials (Lutz and Kieffer, 2013; 
Rorick-Kehn et al., 2014; Hang et al., 2015). However, the signaling 
constituents responsible for the neurobiological responses that 
regulate these physiological phenomena have yet to be deduced.

In the brain, the κ-OR is coupled to pertussis toxin sensitive 
Gi/o proteins to regulate a variety of downstream effectors 
including adenylyl cyclase, K+ and Ca2+ channels, phospholipase 
C, and ERK1,2 phosphorylation (Schulz et al., 2004; Bruchas et al., 
2010). Such diverse signaling events are mediated not only by 
interactions with G proteins but also by other proteins that 
determine the generated signal and alterations in the trafficking, 
targeting and fine tuning of this receptor (Bruchas et al., 2010; 
Georgoussi et al., 2012; Papakonstantinou et al., 2015).

Macroautophagy, herein referred as autophagy, is a highly 
conserved degradation process in which proteins and organelles are 
engulfed in autophagic vesicles and subsequently targeted for 
degradation in lysosomes (Chen and Klionsky, 2011). Autophagy 

plays an important role in many organisms upon exposure to stress 
but is also considered to be an important physiological mechanism 
in neuronal homeostasis. In neurons, autophagy occurs 
constitutively under physiological conditions, while impaired 
autophagy is implicated in many neurodevelopmental and 
neurodegenerative disorders (Nikoletopoulou et al., 2015). Recent 
evidence suggests that autophagy regulates the development and 
function of axons, dendrites and synapses, whereas aberrations in 
neuronal autophagy contribute to pathological changes. Autophagy 
alters the kinetics of neurotransmitter release and the density of 
synaptic vesicles and is also implicated in the degradation of 
postsynaptic receptors such as the GABAA and AMPA receptors 
(Hernandez et al., 2012; Nikoletopoulou et al., 2015). Autophagy 
contributes to such alterations by degrading specific synaptic 
proteins involved in spine remodeling and retraction suggesting a 
direct link between autophagy and pruning of synaptic connections. 
Consequently, the targeting of neuronal autophagy may have great 
clinical implications in terms of treatment of various psychiatric 
disorders (Shen et al., 2015; Nikoletopoulou et al., 2017).

Additional findings also suggest that GPCRs are direct 
regulators of autophagy (Wauson et al., 2014). Previous studies 
have shown that exposure of SH-SY5Y and endothelial cells to 
morphine or methamphetamine respectively, induces autophagy 
through the involvement of opioid receptors by as yet undefined 
mechanisms (Zhao et al., 2010; Ma et al., 2014). Moreover, other 
studies have shown that morphine dysregulates synaptic balance in 
the hippocampus via a novel signaling pathway involving reactive 
oxygen species, endoplasmic reticulum stress and autophagy (Cai 
et al., 2016). Although opioid receptors and interacting, Gi/o and 
Regulators of G protein signaling (RGS) proteins, were shown to 
play key roles in neuronal signaling (Georganta et  al., 2013; 
Papakonstantinou et al., 2015; Pallaki et al., 2017), it is unknown 
whether κ-OR activation by specific agonists can induce the 
autophagic machinery in neuroblastoma cells stably expressing the 
human κ-OR and whether these effects could result in synaptic 
alterations implicated in stress-related behaviors.

The present study demonstrates a novel signaling pathway via 
which a specific representative of opioid receptors, κ-ΟR, induces 
autophagy resulting in synaptosomal changes. In addition, we show 
that administration of the κ-OR specific antagonist, nor-BNI, to 
mice during acute stress exposure [daily forced swim test (FST)], 
prevents autophagy induction and stress-induced degradation of 
synaptic proteins. These results provide a novel insight to the role 
of this receptor in the regulation of neuronal autophagy and 
demonstrate that κ-ΟR-mediated autophagy is responsible for 
specific changes in stress-induced synaptic alterations.

Materials and methods

Reagents

Opioid ligands U50,488H, naloxone and nor-BNI 
(nor-binaltorphimine) were purchased from Tocris Bioscience 

Abbreviations: AC, Adenylyl cyclase; AMPK, AMP-activated protein kinase; 

ATG5, Autophagy related gene 5; AMPA, α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid; ChIP, Chromatin immunoprecipitation; CREB, cAMP 

response element binding protein; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium; ERK1,2, Extracellular signal-regulated protein kinase 1,2; FST, Forced 

swim test; GABA , γ-aminobutyric acid; GPCRs, G protein coupled receptors; 

HRP, Horseradish peroxidase; LC3, Microtubule-associated protein light chain; 

MAPK, Mitogen activated protein kinase; mTOR, Mechanistic target of 

rapamycin; nor-BNI, Nor-binaltorphimine; NRS, Normal rabbit serum; ORs, 

Opioid receptors; PBS, Phosphate-buffered saline; PSD-95, Postsynaptic 

density protein 95; PTX, Bordetella pertussis toxin; PVDF, Polyvinylidene 

difluoride; SDS-PAGE, Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis; SNAP25, Synaptosomal associated protein 25; U50,488H, 

2-(3,4-dichlorophenyl)-N-methyl-N-[(1R,2R)-2-pyrrolidin-1-ylcyclohexyl] 

acetamide.
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(Cookson MI, United  States). Dynorphin1-13, pertussis toxin, 
bafilomycin A1, phosphatase inhibitors and TRI-reagent for RNA 
extraction were from Sigma Aldrich (St Louis, MO, United States). 
Protease inhibitors were from Roche (Roche Diagnostics, Basel, 
Switzerland). Protein A/G agarose beads and PD98059 (MEKI 
inhibitor SC-3532) were from Santa Cruz Biotechnology (Santa 
Cruz, CA, United States). Kapa Hi-Fi PCR, Kapa SYBR Fast QPCR 
kits for ChIP assay and Real-time PCR, respectively, were purchased 
from Kapa Biosystems (Roche, IN, United States). All reagents were 
purchased from Sigma Aldrich (Sigma Aldrich MI, United States).

Antibodies

Antibodies used for immunoblotting and microscopy analysis 
were the following: LC3B (Cell Signaling Technology Cat# 2775, 
RRID:AB_915950), p-CREB (Cell Signaling Technology Cat# 
9198, RRID:AB_2561044), CREB (Cell Signaling Technology Cat# 
9197, RRID:AB_331277), p-ERK1,2 (Cell Signaling Technology 
Cat# 9101, RRID:AB_331646), ERK1,2 (Cell Signaling Technology 
Cat# 9102, RRID:AB_330744), β-actin (Cell Signaling Technology 
Cat# 8457, RRID:AB_10950489), β-tubulin (Cell Signaling 
Technology Cat# 2128, RRID:AB_823664), p-SAPK/JNK (Cell 
Signaling Technology Cat# 9251, RRID:AB_331659) ULK1 (Cell 
Signaling Technology Cat# 8054, RRID:AB_11178668), FIP200 
(Cell Signaling Technology Cat# 12436, RRID:AB_2797913) and 
β-ΙΙΙ tubulin (Cell Signaling Technology Cat# 5568, 
RRID:AB_10694505) were purchased from Cell Signaling 
Technology Inc. (Danvers, MA, United States). Beclin1 (Santa Cruz 
Biotechnology Cat# sc-11,427, RRID:AB_2064465), p62 (Santa 
Cruz Biotechnology Cat# sc-48,402, RRID:AB_2255371), ATG5 
(Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-133,158, RRID:AB_2243288), 
Neurabin II/Spinophilin (Santa Cruz Biotechnology Cat# 
sc-14,774, RRID:AB_2169477) PSD-95 (Santa Cruz Biotechnology 
Cat# sc-32,290, RRID:AB_628114) and SNAP25 (Santa Cruz 
Biotechnology Cat# sc-20,038, RRID:AB-628264) antibodies were 
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 
United States). All secondary antibodies were from KPL (Maryland, 
United States). For confocal microscopy the anti-rabbit Alexa-
Fluor 568 (Thermo Fisher Scientific Cat# A−11,011, RRID: 
AB_143157) and anti-mouse CFL 488 (Santa Cruz Biotechnology 
Cat# sc-362,257, RRID:AB_10989084) sera were used.

Cell cultures

Neuro-2A neuroblastoma cells (ATCC Cat# CCL-131, RRID: 
CVCL_0470) stably expressing the myc-tagged human κ-OR 
(κ-Νeuro-2A) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (Merck Millipore, MA. United  States) with 
2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin 
and 10% fetal bovine serum (Biosera, France) under humidified 
atmosphere 5% CO2 at 37°C. For the generation of the stable cell 
line expressing the human myc-κ-OR, Neuro-2A cells were 

transfected with the hκ-ΟR in pA3M vector (κ-Νeuro-2Α). Clonal 
cell lines stably expressing the κ-ΟR (260 fmol/mg protein) were 
established upon selection with G418. The expression levels of 
κ-OR were determined by [3H]-diprenorphine saturation binding 
of cell membranes, as described by Morou and Georgoussi (2005), 
and western blotting. For the pertussis toxin (PTX) ribosylation 
experiments, κ-Neuro-2A cells were treated with PTX (100 ng/
mL) for 16 h prior of agonist stimulation as described by 
Georganta et al. (2013).

Animals and treatments

Animal maintenance and experimentation were conducted in 
strict compliance with the European and National Law for 
Laboratory Animal use (Directive 2010/63/EU and Greek Law 
161/91), the FELASA recommendations and the ethical and 
practical guidelines for the care and use of laboratory animals set 
by the competent veterinary services of Athens. All experiments 
were carried out in wild-type C57BL/6 J mice. Three-month-old 
male mice were divided into two groups (n = 4/ group) and injected 
intraperitoneally once per day with saline or 5 mg/kg U50,488H for 
6 consecutive days. The mice were sacrificed 3 h after the last 
U50,488H/saline injection and the hippocampus, cortex, and 
striatum were rapidly dissected on ice. Isolated regions were placed 
in cold PBS and immediately homogenized by sonication in RIPA 
buffer containing 50 mM Tris–HCl pH 7.2, 150 mM NaCl, 2 mM 
EDTA, 1% Triton X-100, 1% sodium deoxycholate, 0.5% SDS and 
1 mM dithiothreitol in the presence of protease inhibitors and 
incubated for 1 h at 4 οC. The resulting supernatant was collected 
after centrifugation at 8,000 x g for 20 min.

Primary neuronal cultures

Hippocampi were isolated on embryonic day 16 (E16.5) 
rinsed and dissected in ice-cold PBS and incubated with 0.25% 
trypsin for 25 min at 37°C. The digestion was terminated by the 
addition of DMEM solution supplemented with 10% FBS followed 
by trituration tissue dissociation. The resulting cells were 
centrifuged for 5 min at 800 rpm and neurons dissolved in 
Neurobasal medium supplemented with 2% B-27, 
0.5 mM L-glutamine and 1% penicillin/streptomycin. The cells 
were plated at a density of 2×105 cells/well in 6-well poly-L-lysine-
coated tissue culture dishes or on coverslips where necessary. Cells 
were cultured for 10 days (DIV10) for neuron maturation under 
5% CO2 at 37°C. Neuronal purity was >90% as determined by 
immunofluorescence using the neuronal marker βIII-tubulin.

Isolation of synaptosomes

Synaptosomes were isolated as previously described by Carlin 
et al. (1980). Briefly, mice at postnatal days 90–95 were treated as 
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described above. Brain hippocampi from the two animal groups 
were collected, rinsed and homogenized in solution A, consisting 
of 0.32 M Sucrose, 1 mM NaHCO3, 1 mM MgCl2, 0.5 mM 
CaCl2•H2O, 10 mM sodium pyrophosphate and protease 
inhibitors using a dounce homogenizer. After centrifugation at 
1,400 × g for 10 min at 4°C, the resulting supernatants were kept 
and the pellets were diluted 10% w/v in solution A and spun at 
710xg for 10 min. The supernatants were collected and centrifuged 
at 13,800 × g for 10 min at 4°C. The pellets were resuspended in 
0.32 M sucrose and 1 mM NaHCO3 using a dounce homogenizer 
and layered on a discontinuous sucrose gradient (10 mL-layers of 
1.2 M, 1.0 M and 0.85 M sucrose). After centrifugation at 82,500 × 
g for 2 h, the synaptosomes from U50,488H-or saline-injected 
mice were isolated from the 1.2–1 M sucrose layer.

Western blotting

Neuronal cells treated or not with different κ-OR ligands were 
rinsed in PBS containing 0.1 mM PMSF and 0.1 mM Na3VO4. 
Cells were lysed in buffer containing 25 mM Tris pH 7.4, 150 mM 
NaCl, 5 mM EDTA, 1% Igepal, 1 mM dithiothreitol and 1% of a 
protease and phosphatase inhibitor cocktail. Proteins were 
separated on 10 or 17%-SDS-PAGE and transferred onto PVDF 
membranes (Immobilon-P, Merck Millipore, ΜΑ, United States) 
as described by Papakonstantinou et  al. (2015). Blots were 
visualized using enhanced chemiluminescence (Pierce-Thermo 
Scientific, MA, United States) and a luminescent image analyzer 
(Fujifilm LAS-4000). The densitometric analyses were performed 
using ImageJ software (National Institute of Health, Bethesda, 
MD, United States). β-Actin and β-tubulin were used as loading 
controls for protein analysis.

Detection of mitogen activated protein 
kinases phosphorylation

κ-Neuro-2A cells were cultured in 60 mm plates for 48 h in the 
presence or absence of U50,488H (20 μΜ) for 15 min and 6 h at 
37°C. Cell monolayers were rinsed with PBS following the 
procedure as described by Fourla et al. (2012). Where necessary 
cells were exposed to the ERK1, 2 inhibitor PD98059 (20 μΜ for 
45 min), or the JNK inhibitor SP600125 (20 μΜ for 30 min) prior 
to agonist treatment. The proteins were resolved in 10% 
SDS-PAGE and visualized by immunoblotting with the 
appropriate antibodies as described previously by Morou and 
Georgoussi (2005).

Immunofluoresence staining

Primary neuronal cultures on poly-L-lysine coated coverslips 
were treated with κ-ΟR ligands for different time intervals. Cells 
were fixed for 10 min with 100% methanol at −20°C and incubated 

overnight at 4°C with the anti-LC3B antibody (1:200) followed by 
2 h incubation with the fluorescein-conjugated secondary 
antibody Alexa fluor 488 goat anti-rabbit (1:100) and TO-PRO-3 
(1:500) for nuclear staining. The cells were mounted on slides with 
Vectashield mounting media (Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, CA, United States) and visualized using a Leica SP8 
confocal microscope (Leica Microsystems, Germany).

Measurements of branching in 
hippocampal neurons

Primary hippocampal neurons were isolated from mice 
embryo at E16.5 and coated at poly-L-lysine coverslips with 
Neurobasal medium supplemented with 2% B-27, 
0.5 mM L-glutamine and 1% penicillin/streptomycin. The cells 
were plated at a density of 2×105 cells/well in 6-well tissue culture 
dishes. Cells were cultured for 10 days (DIV10) for neuron 
maturation under 5% CO2 at 37°C. Then the cells were treated or 
not with 20 μM U50,488H for 24 h and subsequently 
immunolabeled with the neuronal marker βIII-tubulin (TUJ1, 
1:1000) to visualize the neurites and with TO-PRO-3 (1:500) for 
nuclear staining. The cells were mounted on slides and visualized 
with confocal microscopy. To count the number of branches 100 
cells per condition were measured from 3 independent 
experiments. The branching of neurons was estimated by counting 
the branches that arise from each neurite using the Image 
J software..

Co-immunoprecipitation assay

Hippocampi from wild-type C57BL/6 J mice were isolated and 
lysed in RIPA lysis buffer containing 1% v/v Triton X-100, 0.2% 
w/v SDS, 1% w/v sodium deoxycholate, 50 mM Tris–HCl (pH 
7.6), 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, supplemented with 
antipain, leupeptin, benzamidine (1 μg/mL each), complete 
EDTA-free inhibitors, 1 mM PMSF and 1 mM sodium 
orthovanadate. Approximately, 800 μg of the clarified cell lysates 
were incubated with an LC3B monoclonal antibody (2 μg) 
overnight at 4°C. Normal rabbit serum (NRS) was used as control. 
Immune complexes were recovered on protein A/G agarose beads 
for 3 h at 4°C, washed extensively with buffer consisted of 25 mM 
Tris–HCl (pH 7.4), 300 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1% 
Triton X-100, 0.2 mM PMSF and 0.2 mM Na3VO4, subjected to 
SDS-PAGE and transferred onto polyvinylidene (PVDF) 
membranes. Co-immunoprecipitation of cell lysate proteins was 
verified by immunoblotting using the appropriate antibodies.

Chromatin immunoprecipitation

κ-Neuro-2A cells treated or not with U50,488H for 6 h were 
cross-linked with 1% formaldehyde for 10 min at room temperature 
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followed by 5 min incubation with 0.125 mM glycine as previously 
described (Carey et al., 2009). Briefly, isolated nuclei were sonicated 
and the extracted chromatin (200 μg) supplemented with protease 
inhibitors was immunoprecipitated using a ChIP grade antibody 
against CREB or NRS. The crosslinked protein complexes were 
incubated for 2 h at 4°C under rotation with pre-blocked salmon 
sperm DNA and 5% BSA protein A/G agarose beads. Following 
extensive washes with 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 
150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7.5, the immune complexes 
were incubated overnight in 1% SDS, 100 mM NaHCO3 and 
proteinase K. The immunoprecipitated DNA was extracted by 
phenol-chloroform-isoamylyl alcohol and PCR was carried 
out  using the following primers for Beclin1, BECN1 
(forward) 5’-CGGGTAAACAGGGATCTGGAG-3′ and (reverse) 
5’-GCCAGGGACTCTAGGCTTCTT-3′, spanning the putative 
CRE binding site in the mouse Becn1 promoter. The PCR products 
were separated on 2% agarose gels.

RNA extraction and real-time polymerase 
chain reaction

Total RNA was extracted with TRI-reagent from control or 
U50,488H treated κ-Neuro-2A cells according to manufacturer’s 
instructions. Total RNA (1 μg) was used as template for cDNA 
synthesis using SuperScript II reverse transcriptase (Thermo 
Fisher Scientific). The following primers were designed for Real 
Time-PCR: Becn1, (forward):5′-GGCCAATAAGATGGGTC 
TGA-3′; (reverse) 5′-GCTGCACACAGTCCAGAAAA-3′; for 
ATG5, 5′ (forward) AAGTCTGTCC-TTCCGCAGTC-3′; 
(reverse) GAAGAAAGTTATCTGGGTAGCTCA-3′; for GAPDH 
(forward) 5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3′, (reverse) 
5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTGA-3′, using a ΜΧ3000P QPCR 
System (Stratagene, La Jolla, CA, United States). The expression of 
the mRNAs was calculated using the ΔCt method.

Forced swim test

The forced swim test (FST) was adapted from McLaughlin 
et al. (2003) with minor modifications. Briefly mice were divided 
into 4 groups (n = 6/group) and on day 1, they were injected 
intraperitoneally with the κ-ΟR antagonist, nor-BNI (10 mg/kg), 
or vehicle and placed in a 5 l beaker (40 cm tall × 25 cm in 
diameter) filled with 2.5 l of 30°C water for a single swim trial of 
15 min. On day 2, the animals were subjected to 4x FST trials, 
6 min long, with 6 min intervals. During the last 4 min of the trial 
mice were recorded and the time spent immobile was counted as 
“stressed behavior.” After each trial, the mouse was removed from 
the water, dried with towels and returned to its home cage for at 
least 6 min before further testing. Immobility was defined as the 
animal remaining motionless or making only minor non-escape-
related movements. To qualify as immobility each posture must 
be clearly visible and sustained for a minimum of 2 s. Immobility 

was measured with the specialized video tracking software 
Ethovision XT9.0 (Noldus, Netherlands). Difficulty in swimming 
or staying afloat were criteria for exclusion, however, no mice met 
these criteria in this study.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using one or two-way 
analysis of variance (ANOVA) following by Tukey’s t test for post-
hoc comparisons. All experiments were repeated at least three 
times. Bands were quantified by densitometric analysis using 
Image J software (National Institute of Health, Bethesda, MD, 
United  States) and expressed as mean ± SEM. Representative 
experiments are shown and statistical significance is shown in 
each figure legend.

Results

Selective κ-opioid receptor agonists 
induce the autophagic flux in neuronal 
cells

It is known that neuronal autophagy is involved in cell growth, 
survival and synaptic plasticity (Nikoletopoulou et  al., 2015, 
2017). Here, we investigated whether specific κ-OR agonists could 
trigger autophagy in κ-Νeuro-2A cells and modulate synaptic 
organization. We thus treated Neuro-2A cells, stably expressing 
κ-ΟR, with U50,488H, a κ-OR-specific agonist, and monitored the 
levels of the lipidated LC3 (LC3-II), a reliable and specific marker 
of autophagosome formation located at the membrane of the 
autophagosome. As shown in Figure 1A, increasing concentrations 
of U50,488H for 6 h caused a dose-dependent increase in LC3-II 
accumulation. Addition of the lysosomal inhibitor bafilomycin A1 
(BafA1), which prevents the fusion of autophagosomes with 
lysosomes indicated a significant increase in LC3-II levels in cells 
exposed simultaneously to U50,488H and BafA1, relative to BafA1 
alone (Figure 1B), indicating that κ-OR activation upregulates the 
autophagic flux. Finally, LC3-II accumulation was markedly 
reversed upon treatment with the opioid antagonist, naloxone, 
prior to U50,488H exposure, further confirming the κ-ΟR-
dependent autophagic activation (Figure 1C).

To recapitulate U50,488H-mediated autophagy in a native 
neuronal milieu, we  treated hippocampal neuronal cultures to 
U50,488H, that resulted in a significant increase of LC3-positive 
autophagosomes that appeared as puncta, compared with untreated 
controls (Figure 1D). Consistent with these findings, immunoblot 
analysis of primary hippocampal cultures showed that naloxone 
blocked the increase in LC3-II accumulation caused by U50,488H 
exposure (Figure 1E). Collectively, these results demonstrate that 
κ-OR activation induces autophagy in neuronal cells.

To deduce whether other κ-OR agonists exert similar 
effects on autophagy initiation, we exposed κ-Neuro-2A cells 
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to varying concentrations of the endogenous κ-OR 
neuropeptide dynorphin1-13, which also resulted in increased 
LC3-II and Beclin 1 levels (Figures 2A,B). This effect was 
blocked by the selective κ-ΟR antagonist nor-BNI 
(Figure 2C). Finally, dynorphin1-13-treated primary neuronal 
cultures indicated an increase of LC3-positive puncta 

compared to control neurons (Figure 2D). These data suggest 
that κ-OR-induced autophagy is not selective to U50,488H, 
but can also be  mediated by the endogenous κ-ΟR 
neuropeptide dynorphin.

Because a key initial event of the autophagosome 
biogenesis is the formation of the pre-autophagosomal 
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FIGURE 1

Activation of the κ-OR induces the autophagic machinery in neuronal cells. (A) Treatment of κ-Neuro-2A cells with the κ-OR agonist U50,488H 
results in upregulation of LC3-II in a dose-dependent manner. (B) κ-Neuro-2A cells were pre-treated with 20 nM BafA1 for 16 h, prior to U50,488H 
(20 μΜ), or (C), with 50 μM naloxone for 45 min, prior to agonist exposure for 6 h. All cell lysates (50 μg) were subjected to 17% SDS-PAGE for 
western immunoblotting to detect the autophagosome formation, top panels, immunoblots of LC3-II and β-actin; bottom panels, quantification 
of LC3-II (measured with an anti-LC3B antibody and normalized to β-actin levels). (D) Primary hippocampal cultures were exposed to U50,488H 
(20 μΜ) for 6 h. Confocal images of 10 DIV embryonic hippocampal neurons, immunostained with an anti-LC3B antibody (1:200) to label 
autophagosomes, Tuj-1 (1:1000) to label dendrites, and the nuclear dye TO-PRO-3 (1:500). (E) LC3-II is up-regulated dose dependently upon 
U50,488H exposure (6 h) in embryonic primary neuronal cultures (lanes 2–4). Lane 5, represents lysates of neuronal cultures treated with 50 μΜ 
naloxone prior to U50,488H administration. Top panel represents immunoblots of LC3-II and β-actin. Quantification of LC3-II was normalized to 
β-actin levels. All experiments were performed independently at least 3 times. Error bars represent mean values ± SEM. Statistical analysis was 
performed using one or two-way ANOVA. *p < 0.05 and **p < 0.01 as compared in the absence of agonist, #p < 0.05 as compared with samples in the 
presence of U50,488H.
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structure (PAS), composed of ULK1, which is a complex of a 
serine/threonine protein, with the focal adhesion kinase 
(FIP200) and other proteins, we  examined the timing of 
U50,488H-mediated early autophagic events. Treatment of 
primary neuronal cultures with U50,488H for 1, 6, and 24 h, 
triggered a marked increase of FIP200 and ULK1 protein 

levels reaching a peak at 6 h agonist exposure (Figure 3A). In 
parallel, U50,488H treatment of κ-Neuro-2A cells for various 
time intervals indicated a time-dependent increase of Beclin1, 
a key mediator of autophagosome formation. This increase 
peaked at 6 h following U50,488H administration (Figure 3B). 
Similarly, as shown in Figure 3C, exposure of κ-Neuro-2A 
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FIGURE 2

Dynorphin induces κ-ΟR-mediated autophagy in neuronal cells. Treatment of κ-Neuro-2A cells with dynorphin results in upregulation of LC3-II in 
a dose-and time-dependent manner. (A,B). The levels of LC3-II (A) and Beclin1 (B) after dynorphin1-13 treatment for 6 h were detected by Western 
blotting and normalized to β-actin levels. Data represent mean SEM±  of three independent experiments; Statistical analysis was performed using 
one-way ANOVA. *p < 0.05 and **p < 0.01 as compared to untreated samples. (C) κ-Neuro-2A cells were pre-treated for 1 h, with or without the 
κ-ΟR antagonist nor-BNI (5 μM) following administration with 1 μΜ dynorphin for 6 h. The LC3-II levels were detected by Western blotting. β-actin 
served as loading control. Error bars represent mean ± SEM of three independent experiments. Statistical analysis was performed using two-way 
ANOVA, **p < 0.01 as compared with untreated samples, #p < 0.05 as compared with samples in the presence of nor-BNI. (D) Representative 
confocal images of hippocampal embryonic DIV 10 neurons were treated or not with 1 μΜ dynorphin for 6 h and immunostained with antibodies 
against LC3B (1:200) and Tuj1 (1:1000) to label autophagosomes and mature dendrites, respectively, and the nuclear dye TO-PRO3 (1:500). 
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. **p < 0.01 as compared with untreated cells.

https://doi.org/10.3389/fnmol.2022.1039135
https://www.frontiersin.org/journals/molecular-neuroscience
https://www.frontiersin.org


Karoussiotis et al.� 10.3389/fnmol.2022.1039135

Frontiers in Molecular Neuroscience 08 frontiersin.org

A

C

D

B

FIGURE 3

U50,488H treatment of neuronal cultures upregulates autophagosome biogenesis. (A) Primary neuronal cultures were treated with 20 μΜ 
U50,488H for the indicated time intervals and the levels of pre-autophagic markers FIP200 (1:1000) and Ulk1 (1:1000) were identified by western 
blotting using the corresponding antibodies. Tuj-1 protein levels were used as loading control. (B) Beclin 1 is upregulated in a time dependent 
manner in κ-Neuro-2A cell lysates upon 20 μΜ U50,488H administration. Beclin 1 levels were normalized to β-actin. (C) The levels of Beclin 1 and 
ATG5, were increased whereas those of p62 decreased in a dose dependent manner. The protein levels were normalized using β-actin. 
(D) κ-Neuro-2A cells were treated with 20 μΜ U50,488H for 6 h and the mRNA levels of Becn1 and Atg5 were examined by real-time PCR. Error 
bars represent average ± SΕΜ. Statistical analysis was performed using one way ANOVA. All experiments were performed at least three times. 
*p < 0.05 and **p < 0.01 as compared with untreated samples.

cells to U50,488H, increased the protein levels of ATG5 and 
Beclin 1, with a concomitant decrease of p62 known to 
increase when autophagy is inhibited and decrease when 
autophagy is induced (Bjorkoy et  al., 2009). Additionally, 

Becn1 and Atg5 mRNA levels were also elevated after 
6 h U50,488H cell exposure (Figure 3D). These results clearly 
demonstrate that κ-OR is involved in autophagosome 
biogenesis in neuronal cells.
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Identification of the κ-opioid receptor 
signaling pathway that regulates the 
autophagic machinery

The κ-OR is coupled to pertussis toxin-sensitive Gi/o proteins 
to regulate a variety of effectors (Bruchas et  al., 2010; 
Papakonstantinou et al., 2015). Το define the role of G proteins, 
we pretreated κ-Neuro-2A cells with pertussis toxin (PTX), which 
ADP-ribosylates Gαi/o subunits. PTX blocked U50,488H-
mediated increase of LC3-II and Beclin 1 levels (Figures 4A,B), 
suggesting that Gi/o proteins are important players in κ-ΟR-
mediated autophagy. To examine whether ERK1,2 is implicated in 
κ-OR-induction of autophagy the levels of ERK1,2 
phosphorylation of κ-Neuro-2A cells were assessed in the 
presence or absence of PTX. U50,488H enhanced ERK1,2 
phosphorylation after 15 min and 6 h post-exposure and this effect 
was abolished by PTX exposure (Figure 4C). Moreover, when the 
cells were pretreated with the ERK1,2 inhibitor PD98059 prior to 
agonist activation, U50,488H-mediated-ERK1,2 phosphorylation 
was abolished with a concomitant decrease of the LC3-II and 
Beclin1 levels, relative to the untreated cells (Figure 4D). We next 
wondered whether other members of MAP kinases are involved 
in κ-OR mediated autophagy. To elucidate that, we studied the 
implication of JNK kinase in κ-ΟR induced autophagy. As shown 
in Figure 4E, no effects on LC3-II accumulation were detected in 
U50,488H-treated cells relative to the untreated ones upon 
pre-treatment with the JNK inhibitor SP600125. These results 
suggest that ERK1,2 is implicated in κ-OR-mediated autophagy.

κ-opioid receptor regulates Beclin1 
transcription via CREB activation

Because it is known that CREB regulates various autophagic 
genes (Seok et al., 2014) and that a consensus CRE binding site 
(TGACGTCA) exists in the mouse Becn1 promoter, we sought to 
determine if Beclin 1, a fundamental protein in autophagic process 
is regulated by p-CREB upon U50,488H exposure. CREB was 
phosphorylated in response to U50,488H cell exposure, and this 
effect was abolished by the ERK1,2 inhibitor PD98059 (Figure 4F). 
Moreover, chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay in 
isolated chromatin fragments of κ-Neuro-2A cells indicated that 
CREB binding in the Becn1 promoter was greatly enhanced by 
U50,488H exposure relative to untreated cells (Figure  4G). 
Therefore, κ-ΟR-mediated increase in Beclin1 levels appears to 
involve transcriptional activation of the Beclin1 gene by ERK1,2-
activated CREB.

U50,488H administration induces autophagy 
and promotes synaptic alterations in mouse 
hippocampus

We next sought to examine whether we could recapitulate 
U50,488H-mediated κ-ΟR autophagy in vivo and determine 
whether specific brain regions are involved. To this end, mice were 
injected with saline (vehicle) or U50,488H for 6 consecutive days 
and the levels of LC3-II and Beclin1 were measured in the 
hippocampus, cortex and striatum. U50,488H resulted in a 

significant increase of LC3-II and Beclin1  in the mouse 
hippocampus as compared to vehicle, but with no significant 
changes in cortical and striatal lysates (Figures 5A–C). Collectively, 
these results suggest that κ-OR-mediated autophagy is detected 
specifically to the mouse hippocampus.

Autophagy contributes to synaptic plasticity by degrading 
specific proteins that are essential for synaptic function and spine 
remodeling (Nikoletopoulou et al., 2017). To elucidate whether 
U50,488H-mediated autophagy leads to synaptic alterations, 
initially the levels of proteins enriched in dendritic spines such as 
PSD-95 and spinophilin, were examined in the hippocampus, 
cortex and striatum of U50,488H-treated mice. As shown in 
Figure 5D, spinophilin and PSD-95 in hippocampal lysates were 
significantly decreased in U50,488H-treated mice compared with 
saline-treated controls. However, no significant alterations for 
these proteins were detected in the cortex or striatum 
(Figures  5E,F). This was further confirmed in isolated 
synaptosomes where a pronounced decrease of spinophilin, 
PSD-95, as well as SNAP25 was detected in U50,488H-injected 
mice, as compared to control ones (Figure 5G). All these suggest 
that these synaptic proteins are degraded, possibly by being 
engulfed in the κ-ΟR-mediated autophagic cargo.

To test this hypothesis and in view of the known interaction 
of LC3 with autophagic cargos through the LC3-interacting 
regions (LIR) of various proteins, spinophilin, SNAP25 and 
PSD-95 among them (Nikoletopoulou et al., 2017; Johansen and 
Lamark, 2020), we examined whether these proteins interact with 
LC3. Co-immunoprecipitation studies of hippocampal lysates 
using an LC3 antibody indicated that spinophilin, PSD-95 and 
SNAP25 do interact with LC3 (Figure 6A). Moreover, to further 
define whether these synaptic protein alterations are indeed due 
to autophagy induction we measured their levels in the presence 
of BafA1. Treatment of κ-Neuro-2A cells with U50,488H decreases 
the levels of spinophilin and PSD-95. Inhibition of autophagy by 
BafA1 treatment did not alter these protein levels, suggesting that 
U50,488H-κ-ΟR activation indeed leads to degradation of these 
synaptosomal proteins (Figure 6B). Finally, to verify whether these 
κ-OR-mediated effects are due to alterations in neuronal 
sprouting, the number of branches in U50,488H-treated 
hippocampal neuronal cultures were measured. U50,488H 
significantly reduced the number of branches relative to the 
controls (Figure 6C), suggesting that κ-ΟR-induced autophagy 
modulates neuronal sprouting, possibly by degrading key 
synaptic proteins.

Activation of the endogenous κ-opioid 
receptor/dynorphin system upon stress 
upregulates autophagy in the hippocampus 
and results in synaptic alterations

It is well documented that the κ-ΟR/dynorphin system plays 
an important role in anxiety and stress-related behaviors and that 
κ-OR antagonists exhibit anxiolytic effects (McLaughlin et al., 
2003; Fava et  al., 2016). To examine whether stress-induced 
endogenous dynorphin release impacts on autophagy regulation, 

https://doi.org/10.3389/fnmol.2022.1039135
https://www.frontiersin.org/journals/molecular-neuroscience
https://www.frontiersin.org


Karoussiotis et al.� 10.3389/fnmol.2022.1039135

Frontiers in Molecular Neuroscience 10 frontiersin.org

A B C

D E

G

F

FIGURE 4

κ-OR activation induces autophagy in a Gi/o protein, ERK 1,2 kinase and p-CREB dependent manner. (A) κ-Neuro-2A cells were pre-treated with 
PTX (100 ng/mL) for 16 h, followed exposure to U50,488H for 6 h and LC3-II levels were assessed by Western immunoblotting. β-actin was used as 
loading control. Error bars represent mean values±SEM; Statistical analyses were performed using two-way ANOVA; *p < 0.05 and **p < 0.01 as 
compared to the untreated samples; #p < 0.05 as compared to U50,488H treated samples. (B) Beclin 1 levels were detected after PTX pre-treatment 
following administration with 20 μΜ U50,488H for 6 h. β-actin was used as loading control. Error bars represent mean values±SEM; two-way 
ANOVA was performed. *p < 0.05 as compared to the untreated samples and #p < 0.05 as compared to treated samples. (C) κ-Neuro2A cells were 
pre-treated with PTX for 16 h, prior to U50,488H (20 μΜ) for 15 min and 6 h exposure and the levels of p-ERK1,2 were quantified. Tubulin was used 
as loading control. Error bars represent mean values ± SEM. Two-way ANOVA was performed with *p < 0.05 and **p < 0.01 as compared to the 
untreated samples; #p < 0.05 and ##p < 0.01 as compared to U50,488H treated samples. (D) κ-Neuro-2A cells were pre-treated with the ERK1,2 
inhibitor PD98059 (20 μΜ) for 2 h, followed by U50,488H (20 μΜ) administration for 6 h. Total ERK1,2 was used for quantification. Error bars 
represent mean values ± SEM. Statistical analyses were performed using two-way ANOVA. *p < 0.05 and **p < 0.01 as compared with untreated 
cells; #p < 0.05 as compared with samples in the presence of U50,488H. (E) The levels of p-JNK were estimated in κ-Neuro-2A cells in the presence 
or not of the JNK inhibitor SP600125 (20 μΜ) for 30 min prior to 6 h U50,488H (20 μΜ) administration. All experiments were performed three times. 
GAPDH was used as loading control. Error bars represent mean values ± SEM. Statistical analyses were performed using two-way ANOVA. 
**p < 0.01 as compared with untreated cells. (F) κ-Neuro-2A cells were pre-treated with or without PD98059 (20 μΜ) for 2 h, followed by U50,488H 
(20 μΜ) exposure for 6 h. The phosphorylated levels of CREB were analyzed by Western blotting using an anti-p-CREB (Ser133) (1:500) serum and 
normalized to total CREB using a specific antibody (1:1000). Statistical analysis was performed using two-way ANOVA. **p < 0.01 as compared with 
untreated samples and ##p < 0.01 as compared with samples in the presence of U50,488H. (G) Chromatin immunoprecipitation was performed in 
κ-Neuro-2A cells as described in Materials and methods using an anti-CREB (10 μg) (lanes 3, 4) or normal rabbit serum (NRS) (lanes 1, 2). 
Immunoprecipitated Becn1 promoter region was amplified by PCR and the densitometry of the bands was quantified by Image J software on an 
agarose gel. CREB immunoprecipitated chromatin from control and U50,488H treated samples were normalized to their respective inputs. Error 
bars represent mean ± SEM of three independent experiments. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. *p < 0.05 as compared 
with untreated samples.
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FIGURE 5

κ-ΟR activation induces autophagy in mouse hippocampus and alters synaptosomal protein levels. Male mice were injected i.p. with 
saline or 5 mg/kg U50,488H for six consecutive days and the hippocampus (A), cortex (B), and striatum (C) were isolated and lysed as 
described in section “Materials and methods.” Autophagosome accumulation was measured by Western blotting using LC3B and Beclin 
1 antibodies. Brain lysates from hippocampus (D), cortex (E), and striatum (F) of saline-and U50,488H-injected mice were isolated and 
the protein levels of spinophilin (1:1000) and PSD-95 (1:1000), were measured by immunoblotting using the corresponding antibodies. 
β-tubulin was used as loading control. (G) Hippocampal synaptosomes of saline-or U50,488H-injected mice were isolated and the 
levels of spinophilin, PSD-95, and SNAP25 (1:1000) were detected using the corresponding antibodies and quantified by Image J 
software using β-actin. All data are presented as average ± SEM from three independent experiments (n  = 4/group, *p  < 0.05 as compared 
with saline group using one-way ANOVA with post-hoc test).
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we examined the consequences of acute stress on autophagy in the 
hippocampus. To this end, mice injected with either vehicle or the 
κ-OR selective antagonist, nor-BNI, which is known to exert 
anxiolytic effects, were subjected to a two-day modified forced 
swim test (FST) (Figure 7A). Male C57BL/6 J mice were divided 
into 4 groups saline-control or saline-FST (stressed) and 
norBNI-not stressed or nor-BNI-FST (stressed). nor-BNI 
significantly decreased immobility time following the FST, 
compared to saline-treated mice, suggesting that nor-BNI 
attenuates stress-related behavior (Figure 7B). Subsequently, the 
levels of the autophagic markers LC3-II and Beclin1 were 
measured in isolated hippocampal lysates and found to 
be significantly increased in stressed animals (FST) relative to 
vehicle injected-non-stressed ones (Figure 7C). In contrast, this 
increase in autophagic markers was not detected in nor-BNI-
treated mice under control or FST conditions when compared 
with the saline-control group (Figure 7C). Moreover, as expected, 
no significant alterations of LC3-II levels were detected in the 
cortices of the same treatment groups (Figure 7D), confirming 
that the hippocampus is the target region for κ-ΟR-induced 
autophagy under acute stress.

Finally, to confirm that dynorphin/κ-OR-induced autophagy-
mediated changes in hippocampal synapses during stress may 
be rescued by nor-BNI, we measured the levels of synaptic proteins 
in hippocampi of stressed and naïve animals subjected to nor-BNI, or 
saline treatment. Our results demonstrated that spinophilin, PSD-95, 
and SNAP25 protein levels were significantly reduced in stressed 
animals relative to the control ones (Figure 7E). In contrast, the levels 
of these synaptic proteins in nor-BNI injected mice prior to FST were 
at the same levels as the control nor-BNI-injected ones devote of the 
stressor (Figure 7E, lanes 5–8). Again, no significant alterations in 
cortical lysates of these proteins were detected, irrespective of the 
stress-related regime or nor-BNI administration status (Figure 7F). 
Collectively, these results suggest that the endogenous dynorphin 
release due to the acute FST results in κ-ΟR-mediated induction of 
autophagy that in turn leads to hippocampal synaptic alterations.

Discussion

Previous studies have shown that in the brain the κ-OR is 
involved in motivation, stress-related responses and adult 
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FIGURE 6

κ-ΟR-mediated autophagy leads to degradation of synaptosomal proteins. (A) Hippocampal lysates (800 μg) were immunoprecipitated with 2 μg of 
an LC3B antibody and immunoblotted with spinophilin, PSD-95, and SNAP25. NRS immunoprecipitated samples were used as negative control. 
The experiment was performed 3 times. (B) κ-Neuro-2A cells were pre-treated with 20 nM BafA1 for 24 h, following exposure with 20 μΜ 
U50,488H for 16 h. Cell lysates were subjected to 10% SDS-PAGE and the protein levels of spinophilin, PSD-95 and SNAP25 were detected using 
the corresponding antibodies. Quantification of the synaptic proteins was normalized using β-tubulin. Error bars represent mean values ± SEM of 
three independent experiments. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA, *p < 0.05 as compared with the values in the absence of 
agonist. (C) Primary hippocampal neuronal cultures were treated for 24 h with 20 μΜ U50,488H and labeled with a Tuj1 antibody (1:1000). Nuclei 
were stained with TO-PRO-3 (blue) (1:500). Graph represents mean ± SEM of the number of branches calculated from 100 Tuj1-positive neurons of 
U50,488H-treated neurons normalized to control ones set as 1; scale bar: 40 μM. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA, 
***p < 0.001 as compared with the untreated samples.
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neurogenesis and that κ-ΟR agonists and antagonists exert potent 
pro-and anti-depressant effects, respectively, in rodents (Lutz and 
Kieffer, 2013; Kibaly et al., 2019). However, the mechanistic details 

of the aberrant synaptic function and resulting behavior mediated 
by κ-OR upon stress remain elusive. In the present study, 
we  demonstrate that κ-OR plays a role in stress-induced 
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FIGURE 7

Nor-BNI blocks FST-induced autophagy promoting synaptic alterations in mouse hippocampus. (A) Experimental timeline of the nor-BNI 
administration protocol and the 2-day repeated FST in C57BL/6 J mice. Four groups of animals [saline and nor-BNI (non-stressed groups), and 
saline and nor-BNI exposed to FST (stressed groups)], (n = 6/group) were injected i.p. with saline or the specific κ-OR antagonist nor-BNI (10 mg/kg) 
on day 1. One hour after injection, mice were subjected to 15 min FST. On the second day, mice were subjected to 4×6 min FST trials and 
immediately sacrificed and hippocampi and cortices were isolated. (B) For behavioral analysis the immobility time of mice was quantified using a 
video tracking software as described in Materials and Methods. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA variance, *p < 0.05 relative to 
FST saline group. For autophagy induction, LC3-II and Beclin 1 levels were measured in hippocampus (C) and cortex (D) by Western 
immunoblotting. (E) The levels of spinophilin, PSD-95 and SNAP25 in the hippocampus were detected from the four groups to evaluate 
differences between the stressed and non-stressed animals injected with saline or nor-BNI. β-tubulin was used as the loading control. 
(F) Spinophilin, PSD-95 and SNAP25 levels were detected from isolated cortical lysates (50 μg) from the four mice groups. The ratio of proteins to 
β-tubulin was normalized to control (saline non-stressed), which is set as 1. All data are presented as average ± SEM (n = 6/group, *p < 0.05 as 
compared with the saline non-stressed group and #p < 0.05 compared with the saline stressed ones using two-way ANOVA with post-hoc test).
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FIGURE 8

Schematic representation of a putative signaling pathway via which κ-OR activation triggers autophagy resulting in synaptic alterations. Activation 
of κ-ΟR in neuronal cells leads to ERK1,2 phosphorylation mediated by Gi/ο proteins. Αctivated ERK1,2 subsequently phosphorylates CREB which 
in turn translocates to the nucleus to activate Becn1 gene expression. Upregulation of Beclin1 and Atg5 promotes the initiation of autophagy 
resulting in alterations of hippocampal synaptic proteins enriched in dendritic spines.

autophagy, which leads to synaptic alterations. κ-ΟR-induced 
autophagy occurs primarily in the hippocampus despite κ-ΟR’s 
high expression levels in cortex and striatum. Gi/o proteins and 
U50,488H-induced ERK1,2 activation are responsible for κ-OR-
mediated autophagy. An intriguing finding of the present study 
has been that U50,488H-dependent-CREB activation regulates the 
transcription of the becn1 gene, confirming that κ-ΟR activation 
leads to transcriptional induction of specific autophagic genes. 
We are thus proposing a putative G protein dependent signaling 
pathway for the control of autophagy by κ-ΟR. Activated κ-OR 
leads to activation of ERK1,2 which phosphorylates CREB, with 
the later promoting alterations of autophagic genes leading to 
synaptic protein changes (Figure 8). This proposal is in agreement 
with previous observations which have shown that heterotrimeric 
G proteins control autophagic sequestration in HT-29 cells (Ogier-
Denis et al., 1995, 1996), and that Gαi3, which is activated by 

κ-OR (Papakonstantinou et  al., 2015), plays a crucial role in 
autophagosomal membrane compartmentalization (Gohla et al., 
2007) and autophagy initiation (Gotthardt et al., 2006). It is also 
compatible with previous findings suggesting that a dynamic 
interplay between Gαi3, the activator of G-protein signaling 3 and 
Gα-interacting vesicle-associated protein (GIV), are signaling 
components that determine whether autophagy is induced or 
inhibited (Garcia-Marcos et al., 2011), and that Gαi3 interacts 
with RGS4 to increase autophagy (Bastin et al., 2020).

A number of different GPCRs have been shown to regulate 
autophagy albeit through different mechanisms (Wauson et al., 
2014). Thus, dopamine D2 and D3 receptors were shown to 
be positive regulators of autophagy, involving the Akt–mTOR and 
AMP-activated protein kinase (AMPK) signaling pathways (Wang 
et al., 2018). Similarly, activation of the β2-adrenergic receptor 
upregulates autophagy and increases collagen degradation in 
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order to maintain cardiac extracellular matrix homeostasis 
(Aranguiz-Urroz et al., 2011). Methamphetamine exposure also 
induces autophagy via the κ-OR as a pro-survival response against 
apoptotic endothelial cell death, an effect that is also mediated by 
ERK1,2 activation and inactivation of the Akt/mTOR pathway 
(Ma et al., 2014). In the mouse hippocampus, acute or chronic 
morphine administration upregulates autophagic flux as protective 
response towards morphine-induced neuronal death and 
consequent spatial memory deficits (Pan et al., 2017). Moreover, 
chronic morphine administration alters synaptic plasticity in the 
hippocampus and results in spine and excitatory synapse density 
reduction, via generation of reactive oxygen species leading to 
Endoplasmic Reticulum (ER) stress activation (Cai et al., 2016). 
Finally, it was noted that morphine-mediated autophagy involves 
activation of ER stress with subsequent downstream astrocyte 
activation via the μ-opioid receptor (Sil et al., 2018), a finding 
confirming that opioids are indeed potential positive regulators 
of autophagy.

The immediate responses to stressful stimuli include neuro-
morphological changes in multiple brain areas including the 
hippocampus (Leuner and Shors, 2013). Acute stress reduces the 
density of dendritic spines, alters the location of postsynaptic 
elements of excitatory synapses, and impairs long-term potentiation 
and memory (Leuner and Shors, 2013; Shen et al., 2015). Chronic 
stress has been reported to enhance autophagy in rodents (Xiao 
et al., 2018; Woo et al., 2020). Furthermore, a role for autophagy in 
depressive-like behaviors and cognitive impairment has been 
demonstrated following prenatal stress (Zhang et al., 2017). Our 
current findings extend the existing evidence by demonstrating a 
plausible scenario where the dynorphin/κ-ΟR system initiates 
autophagy, which leads to stress-induced synaptic alterations.

Neuronal autophagy plays a major role in brain function by 
modulating synaptic organization and morphogenesis (Hernandez 
et al., 2012; Nikoletopoulou et al., 2017). It contributes to synaptic 
plasticity by degrading specific synaptic proteins such as PSD-95, 
PICK1 and SHANK3, which play important roles in synaptic 
function and spine modeling. This implies a direct link between 
autophagy and pruning of synaptic connections during postnatal 
development (Nikoletopoulou et al., 2017). In agreement with 
these predictions, our findings demonstrate that U50,488H-κ-ΟR 
activation of primary hippocampal cultures reduces the number 
of neurite branches. In addition, sub-chronic U50,488H 
administration in mice led to degradation of the key scaffolding 
synaptic proteins, spinophilin, PSD-95 and SNAP25, particularly 
in the hippocampus, but not in the cortex or striatum. 
We  specifically chose to examine these proteins as they are 
implicated in dendritic spine remodeling. Spinophilin localizes in 
the postsynaptic compartment, is enriched in dendritic spines, 
and modulates spine morphogenesis and maturation through the 
regulation of the actin cytoskeleton (Feng et al., 2000). It also 
interacts directly with opioid receptors and other GPCRs to 
regulate their trafficking and signaling that leads to synaptic 
alterations (Feng et al., 2000; Sarrouilhe et al., 2006; Fourla et al., 
2012). On the other hand, SNAP25 plays a crucial role 

pre-synaptically by mediating synaptic vesicle fusion. Of note is 
that SNAP-25 and PSD-95 are substrates of autophagic 
degradation modulating dendritic spine morphology and function 
(Kallergi and Nikoletopoulou, 2021).

Stress blocks long term potentiation through release of 
endogenous opioids including the release of the endogenous 
κ-opioid neuropeptide dynorphin. Activation of κ-ΟR in vivo 
promotes aversion, dysphoria, depression, and anxiety-like 
behaviors (Tejeda et al., 2012; Lutz and Kieffer, 2013; Lalanne et al., 
2014; Hang et al., 2015). Conversely, κ-OR antagonists prevent 
many effects of stress and counteract stress-induced behavioral 
responses and for this reason, are considered as novel therapeutics 
for stress-related disorders (Rorick-Kehn et al., 2014; Jacobson 
et al., 2020). Forced swim stress in rats elevates dynorphin A levels 
in the hippocampus (Shirayama et  al., 2004), while chronic 
autophagy deficiency in dopamine neurons results in increased size 
of axon profiles, increased evoked dopamine release and rapid 
presynaptic recovery (Hernandez et al., 2012). Another interesting 
finding of the present study has been that FST in mice promoted 
autophagy, as indicated by the elevated levels of autophagic markers 
and this effect was prevented by administration of the κ-OR 
antagonist, nor-BNI. This suggests that the endogenous dynorphin/
κ-OR system is involved in stress-induced autophagy and could 
be part of the orchestration of synaptic changes observed in the 
hippocampus under stress exposure. Interestingly, a concomitant 
decrease of the three synaptic proteins, spinophilin, PSD-95 and 
SNAP25, was also detected in the hippocampus but not the cortex 
of stressed animals. A slight increase on the levels of PSD-95 and 
SNAP25 in hippocampus detected in the nor-BNI-non-stressed 
mice could be attributed to the upregulation of BDNF observed by 
nor-BNI administration which regulates spinal density and 
morphology and found to increase the levels of synaptosomal 
proteins (Russo-Neustadt et al., 2004; Zhang et al., 2007; Ji et al., 
2010; Kellner et al., 2014).

Based on our observations we postulate that degradation of the 
synaptic proteins spinophilin, SNAP25 and PSD95 could 
be attributed to their engulfment in the autophagosome. These 
findings are further supported by the observation that LC3 
interacts with these three key protein substrates that possess 
putative LIR motifs in their sequence. In turn, this suggests that 
under acute stress, the release of dynorphin triggers the autophagic 
machinery leading to synaptosomal alterations in the hippocampus. 
It is interesting to note that similar synaptosomal alterations that 
are crucial for dendritic spine remodeling and are caused by 
autophagic degradation have also been reported previously under 
conditions of nutritional stress, through a BDNF-regulated 
mechanism (Nikoletopoulou et  al., 2017). Autophagy was also 
reported to play a crucial role in postnatal spine pruning in layer V 
pyramidal neurons (Tang et al., 2014), suggesting that it plays a 
significant role in synaptic organization and morphogenesis.

Based on the present findings, we conclude that an interplay 
exists between κ-ΟR-mediated autophagy and stress-mediated 
synaptosomal alterations. Indeed, we propose the existence of a 
signaling pathway (Figure  8) correlating κ-OR-induced 
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autophagy in neurons with synaptic hippocampal alterations 
under stress conditions. This κ-OR-mediated autophagy 
mechanism could possibly result in synaptic dysfunction in 
hippocampus that may contribute to the cognitive changes 
observed upon stress exposure. Given that κ-OR antagonists 
(Domi et al., 2018; Jacobson et al., 2020) are in phase II clinical 
trials for stress-related mood and anxiety disorders, it would 
be interesting to explore whether these drugs effectively alleviate 
stress-related pathologies via κ-OR-mediated-autophagy.
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The d-opioid receptor (d-OR) couples to Gi/Go proteins to modulate a

variety of responses in the nervous system. Τhe regulator of G protein sig-

nalling 4 (RGS4) was previously shown to directly interact within the C-

terminal region of d-OR using its N-terminal domain to negatively modu-

late opioid receptor signalling. Herein, using molecular dynamics simula-

tions and in vitro pull-down experiments we delimit this interaction to 12

helix 8 residues of d-ΟR and to the first 17 N-terminal residues (NT) of

RGS4. Monitoring the complex arrangement and stabilization between

RGS4 and d-OR by molecular dynamics simulations combined with muta-

genesis studies, we defined that two critical interactions are formed: one

between Phe329 of helix8 of d-ΟR and Pro9 of the NT of RGS4 and the

other a salt bridge between Glu323 of d-ΟR and Lys17 of RGS4. Our

observations allow drafting for the first time a structural model of a tern-

ary complex including the d-opioid receptor, a G protein and a RGS pro-

tein. Furthermore, the high degree of conservation among opioid receptors

of the RGS4-binding region, points to a conserved interaction mode

between opioid receptors and this important regulatory protein.
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Introduction

The d-opioid receptor (d-ΟR) belongs to family A of

rhodopsin-like G-protein-coupled receptors (GPCRs)

and is expressed in the central and peripheral nervous

system to mediate diverse physiological responses

ranging from pain perception, anxiety, respiratory

depression and neurotransmitter release to cell prolif-

eration and neuronal differentiation [1,2]. Τhe d-OR

mediates these responses via coupling to members of

the Gi/o proteins [3,4], however, ample experimental

evidence has demonstrated that it also interacts with

various accessory proteins, which alter the effectiveness

of agonist-driven cell signalling, trafficking and cellular

localization of this receptor [4]. Of interest is that the

C-terminal domain (CT), and particularly helix 8,

plays a key role for these interactions. Pull-down

assays encompassing the CTs of d- l- and j- opioid

receptors, as well as functional assays in living cells,

have previously demonstrated that RGS4, a member

of the B/R4 family of regulators of G protein sig-

nalling (RGS) proteins, directly interacts with all three

opioid receptor subtypes using its N-terminus (NT)

domain to negatively regulate their signalling [5–7].

Regulator of G protein signalling proteins comprise

a large and diverse family of proteins (> 30 family

members) that directly bind to Ga subunits to attenu-

ate their signalling [8]. Experimental evidence has

demonstrated that RGS proteins can also interact with

GPCRs, as well as with other additional partners, to

serve receptor functions distinct from their classical G

protein signalling [9–12]. RGS4 is expressed in devel-

oping neurons and functional studies have linked it to

the regulation of opioid, cholinergic and serotonergic

signalling in the brain [13]. RGS4 was found to nega-

tively modulate signalling of various GPCRs including

5-HT1A [14] and d-, l- and j-ORs [5–7] and to be

involved in d-ΟR-mediated behaviours [15]. Recent

findings demonstrated that RGS4 is part of a multi-

component signalling complex encompassing the CT

of d-ΟR (d-CT), specific members of the Gi/o protein

(s) and STAT5B involved in d-OR-mediated neu-

rotropic events in neuronal cells [12,13,16].

The precise GPCR-G-RGS protein combinations

determine the nature and duration of a given response.

Little is known on how RGS selectivity for G proteins

and GPCRs is determined in living cells [17,18]. RGS

proteins directly bind to the three switch regions of the

Ga subunit through their RGS conserved helical

domain and stabilize them in a transition state confor-

mation [19]. The structural determinants of RGS-Ga
protein interactions are being characterized [20,21].

Functional assays combined with structure-based

analyses have determined the structural features

involved in the interaction between G proteins and of

a large array of human RGS proteins [20], however,

the molecular mechanisms dictating RGS selectivity

have not been fully answered yet. For example, in the

case of RGS2, recent combined energy calculations

and GTPase activity measurements suggest that RGS-

Gaq specificity is determined by three RGS2-specific

residues of the RGS domain [22], whereas other find-

ings reveal that the chief determinant of RGS8 for

Gaq are most likely found in switch III of Ga [21]. On

the other hand, up to date there is no clear indication

on the way RGS proteins pair with GPCRs. We have

previously shown that RGS4 interacts with all three

opioid receptor subtypes (d, l, j) in an agonist inde-

pendent manner to confer selectivity for a particular

subset of G protein(s) and to negatively modulate their

signalling [6,7,12]. Other observations have shown that

RGS4 and RGS2 are recruited to the plasma mem-

brane by G proteins and/or the expressed receptors

[8,10]. Recent evidence indicates that RGS2 and RGS4

interact directly with PAR1 in a Ga-dependent manner

to modulate PAR1/Ga-mediated signalling [23]. All

these observations indicate that selectivity of RGS pro-

teins for a given GPCR or G protein is influenced by

different parameters ranging from the nature and

abundance of G and RGS proteins present in a certain

cellular milieu to the activation state of each receptor.

Taken all these into account, the identification of a

consensus site for RGS binding with receptors would

help clarify how RGS proteins, receptors and G pro-

teins interplay modulate signalling.

In the present work, we provide evidence of d-ΟR-

RGS4 direct association demonstrating the importance

of the 17 residues of the initial part of the RGS4 NT

and of 12 residues of the d-CT (DENFKRCFRQLC)

in helix 8. Our structural insights, combined with

mutagenesis studies, modelling and molecular dynam-

ics (MD) simulations, allowed us to identify critical

interacting residues in the d-CT and the NT of RGS4

and propose a ternary complex organization including

RGS4, d-OR and Gai1,3. This model could be useful

towards delineating key binding residues determining

RGS-GPCR coupling selectivity.

Results

Modeling RGS4-d-OR interaction

It was previously demonstrated that RGS4 directly

interacts with the three opioid receptor (OR) subtypes

l-, d- and j- using its N-terminal domain (NT) and

that deletion of the first 57 amino acids of the NT of
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RGS4 abolished this interaction suggesting that this

region is responsible for opioid receptor recognition

and binding [5–7]. In order to clarify the molecular

details of this interaction, we used various modelling

approaches combined with molecular dynamics simula-

tions. We mainly focused on the preferential confor-

mational state of the NT of RGS4 under native

conditions. Previous studies suggested that RGS4

binds to the membrane through an amphipathic a-he-
lix [24]. To support this finding and to evaluate the

possibility of an a-helical arrangement of the NT-

RGS4, we modelled an amphipathic helix for residues

M1 to F25 of the NT region based on the membrane

anchor domain (1–31) of the nonstructural protein 5A

of the hepatitis C virus (PDB 1R7E). Molecular

dynamics simulations monitored the stability of the a-
helical arrangement under different conditions (Fig. 1).

Our data suggest an a-helical conformation of the NT

region up to Leu23 when placed in a favourable

amphipathic environment (Fig. 1A, 8 9 100 ns). Sta-

bility of this region as an a-helix was further con-

firmed by running it in an alternative membrane

composition as well as starting from a de novo pre-

dicted model obtained using QUARK (Fig. 1B,

8 9 100 ns and C 8 9 100 ns). On the basis of these

findings, we next explored the interaction of the helical

NT-RGS4 with the d-OR. For this reason, we started

from the system which provided the best environment

for NT-RGS4 helical stability (system 2, as seen in

Fig. 1A) and included the crystallized helix 8 region

(YAFLDENFKRCFR) of the d-OR (PDB ID: 4EJ4).

The choice of this receptor region was based on previ-

ous observations demonstrating that this domain is

critical for d-OR-RGS4 interaction [6]. Additionally,

knowing that helix 8 is amphipathic and parallel to

the membrane plane, in a similar way as the NT-

RGS4, allowed us to hypothesize that this interaction

mode could be the most plausible scenario. This is fur-

ther supported by the fact that the two palmitoylation

sites at the NT-RGS4 (C2 and C12) are known to be

important for GPCR recognition, trafficking, protein

targeting to the membrane and inhibition of G protein

activation and signalling [6,24,25]. In order to appro-

priately sample other possible interaction modes, we

followed the evolution of complex formation of di-

palmitoylated NT-RGS4 and the helix 8 of d-OR dur-

ing 12 replicates of 100 ns (starting system in Fig. 2A).

Monitoring complex rearrangement and stabilization,

we found that two critical interactions are frequently

formed in a stable arrangement of the NT-RGS4 and

helix 8 of the d-OR. The first being a stacking interac-

tion between Phe3298.54 (helix 8 of d-OR) and Pro9

(NT-RGS4) and a second a stable salt bridge

established between Glu3238.48 (helix 8 of d-OR) and

Lys17 (NT-RGS4) (Fig. 2B).

A specific region at the NT-RGS4 is responsible

for d-OR binding

To validate the results obtained by MD simulations,

suggesting that the region including the amino acids

Pro9 and Lys17 of RGS4 are indeed critical for d-ΟR
association, we generated initially an RGS4 mutant

lacking the first 17 amino acid residues of the NT

(DΝ17RGS4). As shown in Fig. 2C, pull-down experi-

ments using a GST fusion peptide encompassing the d-
CT, together with the truncated DΝ17RGS4 and subse-

quent immunoblotting with an anti-His antibody failed

to retain RGS4 binding (lane 4). In contrast, a 24 kDa

polypeptide band corresponding to wild-type RGS4

was detected in similar pull downs (lane 3). No bands

corresponding to RGS4 or DΝ17RGS4 were detected

using GST alone (lanes 1 and 2). These results suggest

that the initial 17 amino acid residues of RGS4 are

responsible for binding with d-OR, providing the first

biochemical evidence for the importance of this region

of RGS4 for d-OR interaction.

Pro9 and Lys17 in RGS4 are critical for d-ΟR

association

In order to validate the importance of Pro9 and Lys17

residues of RGS4 for d-OR association, we replaced

them with alanine (RGS4DPL) and tested the ability

of the RGS4DPL mutant to interact with d-ΟR and

the d-CΤ. For that reason, the d-CT was incubated

with HEK293 cell lysates expressing the wild-type HA-

RGS4 and the HA-RGS4DPL. As shown in Fig. 3A,

incubation with wild-type RGS4 and subsequent

immunoblotting with an anti-HA antibody revealed a

polypeptide corresponding to RGS4 (lane 1) as verified

by a band corresponding to RGS4 in the cell lysate

(lane 3). In contrast, in lysates expressing the

RGS4DPL mutant, only a very faint binding was

detected (lane 2), suggesting that RGS4DPL loses its

ability to interact tightly with the d-CT.
To further verify the significance of Pro9 and Lys17

residues of RGS4 for d-ΟR interaction, lysates from

HEK293 cells transiently expressing the flag-d-OR

together with the wild-type HA-RGS4 or HA-

RGS4DPL, were immunoprecipitated with anti-HA

and immunoblotted with an anti-flag antibody. As

demonstrated in Fig. 3B, RGS4 co-immunoprecipi-

tated with the d-ΟR as identified by the same molecu-

lar weight band in cell lysates (compare lanes 2 with

5). This band was absent in lysates expressing the
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RGS4DPL (lane 3) and in mock transfected cells (lane

1). Additionally, the activation of the d-OR with

DSLET did not alter binding of the RGS4DPL with

the receptor (lane 4), suggesting that RGS4DPL
mutant loses its ability to interact with d-OR even in

its activated state in HEK293 cells.

It was previously shown that RGS4 has a negative

effect on d-OR-mediated ERK1,2 phosphorylation [6].

To examine whether RGS4DPL expression alters

ERK1,2 phosphorylation in response to d-ΟR activa-

tion, HEK293 cells expressing the d-OR were chal-

lenged with DSLET. Αs shown in Fig. 3C, 1 lM
DSLET enhanced ERK1,2 phosphorylation after

5 min stimulation of d-OR. This phosphorylation as

expected was abolished in the presence of wild-type

RGS4 (compare lanes 3 with 4). However, when simi-

lar measurements of MAP kinase phosphorylation

were performed in the same cells, expressing

RGS4DPL, there was a significant activation of

ERK1,2 in the presence of DSLET (compare lanes 5,

6). These results suggest that RGS4DPL loses its func-

tionality and thus does not interfere in d-OR-mediated

ERK signalling, confirming the importance of Pro9

and Lys17 residues of RGS4 for d-ΟR interaction.

Helix 8 of d-OR determines RGS4 interaction

The C-terminal region (CT) of ORs shares a conserved

domain forming helix 8 known to be critical for Ga,
Gbc subunit and RGS4 binding [5,6,26]. Based on our

molecular dynamics results, and in an attempt to

define the importance of the proximal element of helix

8 of the d-CT we examined whether a synthetic peptide

DENFKRCFRQLC (i4), formed by residues 322–333
of the d-OR (Fig. 4A), is critical for RGS4 binding.

Gel electrophoresis under nondenaturating conditions

using the i4 peptide preincubated with purified recom-

binant 6xHis-RGS4 after immunoblotting indicated an

Fig. 1. Molecular dynamics (MD) simulations of the conformational

stability of the N-terminal-RGS4 (NT-RGS4) region under different

conditions. (A) To analyse the stability considering different NT-

RGS4 membrane insertions in a DPPG:DPPC bilayer, in system 1

(left) the modelled amphipathic NT-RGS4 a-helix (M1 to F25) was

placed at 22 A along the z direction allowing for only slight

contacts with the membrane (4 9 100 ns); whereas in system 2

(right), NT-RGS4 was placed at 21 A along the z direction allowing

for abundant contacts with the membrane lipids (4 9 100 ns). (B)

To verify whether the membrane environment affects the stability

of the model, system 2 from A using a DPPG: DPPC bilayer (left,

4 9 100 ns) was compared to an alternative system 2 (right,

4 9 100 ns), in which NT-RGS4 was placed in a POPC bilayer. (C)

To evaluate the stability of an alternative ab initio model of the NT-

RGS4 region, simulations of this second model were run in DPPG:

DPPC (left, 4 9 100 ns) and POPC (right, 4 9 100 ns) bilayers. For

each system, a-helical stability is indicated along residues M1 to

F25 by grey bars.
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upward shift in the mobility of RGS4 (Fig. 4B, lanes

5–8) compared with that in its absence (lane 3). At

high concentrations (300 and 500 lM) of i4 peptide,

the RGS4-peptide complex migrates at even higher

molecular weight due to charge difference (lanes 7, 8),

suggesting that peptide i4 forms a complex with RGS4

that migrates at a slower rate. In contrast, when simi-

lar experiments were performed using the truncated

DΝ17RGS4 preincubated with increasing concentra-

tions of i4 peptide, no shift in protein migration was

observed, suggesting that the DΝ17RGS4 charge and

its hydrodynamic size remained unchanged (Fig. 4B,

lanes 14–16). Similarly, no alterations in protein

charge were detected using the control peptide

MELVPSAR (Fig. 4B, lanes 9 and 10). These data

suggest that deletion of the seventeen NT amino acid

stretch of RGS4 prevents binding to the i4 peptide,

demonstrating for the first time that helix 8 residues

322 to 333 of the d-OR and the NT17 residues of

RGS4 constitute the interface between these proteins.

Structural features of the RGS4-Gia-d-OR

complex

We have previously demonstrated that RGS4 forms

selective complexes with specific Ga subunits upon

d-OR activation in HEK293 cells and that RGS4

and Ga form a heterotrimeric complex within amino

acids 311–336 of the d-CT [5,6]. To explore the nat-

ure of this ternary complex, we tested whether the

DΝ17RGS4, which does not interact with the d-CT,
can form a stable heterotrimeric complex with pre-

bound active Gat and the d-CT. To do that we ini-

tially characterized RGS4 and Ga binding by

preincubating purified recombinant 6xHis-RGS4 and/

or DΝ17RGS4 with GatGDP in the presence or

absence of AlF�4 and Mg2+ (AMF). As shown in

Fig. 5A, RGS4, as well as the DΝ17RGS4 mutant,

interact with Ga both in the presence or absence of

AMF. To further explore whether DΝ17RGS4 cou-

pled to Ga has the capacity to form a ternary com-

plex with the d-OR, similar pull-down experiments

were performed in the presence of d-CT. As shown

in Fig. 5B, only wild-type RGS4 forms a ternary

complex with Gat and the d-CT in the presence of

AMF (lane 6, upper, middle and lower panels).

DΝ17RGS4 was not detected upon preincubation

with GatGDP in the presence of AMF, despite Ga
binding to the d-CT (lane 5, upper panel). As antici-

pated, no bands corresponding to DΝ17RGS4 were

detected in the absence of Gat at any conditions

tested (Fig. 5B, middle panel lanes 3 and 4). These

Fig. 2. Interaction between NT-RGS4 and helix 8 of d-OR. (A) Molecular dynamics simulation of interaction between NT-RGS4 and helix 8 of

d-OR. (B) Top view of complex formation between NT-RGS4 and helix 8 showing critical interactions (i) stacking between Phe3298.54 and

Pro9 and electrostatic interaction between Glu3238.54 and Lys17. For simplicity no palmitoylation is shown. (C) The NT1-17 of RGS4 is

responsible for d-OR interaction. Upper panel: Wild-type recombinant 6xHis-RGS4 and 6xHis-DΝ17RGS4 (0.5 lM each) were incubated with

the GST-d-CT and pull downs were performed as described in Methods. Bound proteins were subjected to SDS/PAGE, transferred to PVDF

and detected using an anti-His antibody (1 : 3000). Lower panel: The amount of GST fusions loaded was verified after stripping and

reprobing with an anti-GST antibody (1 : 5000). Results shown are representative of three independent experiments.
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results suggest that deletion of the initial 17 amino

acid of the NT of RGS4 abolishes heterotrimeric

complex formation between RGS4, active Gat and

the d-CT.

Discussion

Up to date there is no clear indication on the way

RGS proteins interact with GPCRs and which is the

Fig. 3. RGS4 amino acid residues Pro9 and Lys17 are responsible for d-OR interaction. (A) HEK293 cells were transiently transfected with

3 lg of flag-d-ΟR and 3 lg of each wild-type RGS4 and its mutant. 300 lg of HA-RGS4 and HA-RGS4DPL expressing HEK293 cells lysates

were incubated with approximately 1 lM of the GST fusion encompassing the d-CT for 20 min at 4 °C and pull-down experiments were

performed as described in Methods. Protein complexes were separated on 12% SDS/PAGE and bound wild-type RGS4 and RGS4DPL was

detected with an anti-HA antibody (1 : 1000). The amount of GST fusion loaded was verified after stripping and reprobing with an anti-GST

antibody (1 : 5000). Results shown are representative of three independent experiments. (B) HEK293 cells were transfected with 5 lg of

HA-RGS4 or HA-RGS4DPL and flag-d-ΟR and were challenged or not with 1 lM DSLET for 5 min. Immunoprecipitation of the cell lysates

using an anti-HA antibody (1 : 1000) revealed the presence of co-precipitated flag-d-ΟR (upper panel). Mock transfected cells were used as

control (lane 1). (C) Effect of RGS4 and the RGS4DPL mutant on d-OR-driven ERK1,2 phosphorylation. HEK293 cells stably expressing the

flag-d-OR were transiently transfected with empty vector, HA-RGS4 or HA-RGS4DPL. 48 h post-transfection, cells were stimulated with

1 lM DSLET for 5 min and cell lysates were resolved in 12% SDS/PAGE. The phosphorylated ERK1,2 was visualized by immunoblotting

with an antiphospho-ERK 1,2 antibody (1 : 1000) (upper panel). Equal loading was verified after stripping and reprobing the PVDF

membranes with tubulin (1 : 1000) (lower panel). Results shown are representative of three independent experiments.

Fig. 4. RGS4 forms a complex with the i4

peptide. (A) Schematic diagram of the d-OR.

The amino acid sequence of i4 peptide is

shown in cyan. (B) 62 lM of the purified

His-RGS4 or DΝ17RGS4 were incubated

with increasing concentrations (10–500 lM)

of i4 peptide in the presence of DTT and

electrophoresed in a 10% PAGE under

nondenaturating conditions as described in

Methods. Proteins were detected using an

anti-His antibody (1 : 3000) after

immunoblotting.
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spatial organization for this interaction. Our challenge

was thus to define the critical residues involved in d-
ΟR-RGS4 association. Our MD simulations suggested

that the 12 residues of d-OR helix 8 and the first 17

NT residues of RGS4 could constitute an interface for

these two proteins. They also pointed Pro9 and Lys17

located at the NT of RGS4 and Phe3298.54 and

Glu3238.48 located in helix 8 of the d-CT as important

contact points between these proteins. Further valida-

tion by in vitro pull-down experiments indicated that a

truncated RGS4 version lacking the first 17 NT resi-

dues (DΝ17RGS4) retained Ga coupling but prevented

RGS4-d-OR-Ga ternary complex formation. This sug-

gests that the initial 17 residues of NT-RGS4 are

required for RGS4 coupling with d-ΟR and Ga. Fur-
thermore, using a decapeptide encompassing part of

helix 8, indicated that although wild-type RGS4 inter-

acted within this domain, DΝ17RGS4 was unable to

interact. These results suggest that the interaction of d-

OR with RGS4 can be narrowed down to the domain

DENFKRCFRXXC (322–333) forming helix 8 of the

d-OR. Notably, this region is highly conserved among

all three (d, l and j) opioid receptor subtypes

(Fig. 6A).

Our next challenge was to validate the importance

of Pro9 and Lys17 residues of RGS4 for d-OR associa-

tion. Knowing that RGS4 has an antagonistic effect

on effectors, we examined whether the RGS4DPL
expression in HEK293 cells modulates d-OR sig-

nalling. Opioid receptors stimulate ERK1,2 activity via

Gi/o proteins [27] and RGS4 is implicated in d-ΟR-

mediated MAP kinase phosphorylation [6,7]. In this

study we demonstrate that although RGS4 presence

attenuates MAP kinase phosphorylation, this inhibi-

tory effect was fully reversed in cells expressing the

mutant RGS4DPL, suggesting that Pro9 and Lys17

point mutations of RGS4 have a functional role in d-
ΟR-mediated signalling. On the other hand, co-

Fig. 5. DΝ17RGS4 does not complex with Gai and the d-CT. (A) A fixed amount of 6xHis-RGS4 and DΝ17RGS4 (0.5 lM of each) bound to Ni-

NTA agarose beads were incubated with purified GatGDP (0.5 lM) 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. Bound proteins were subjected to SDS/PAGE, transferred to PVDF

and detected using an anti-Ga (1 : 1000) and His antibodies (1 : 3000). Results shown are representative of three independent experiments.

(B) A fixed amount of GST-d-CT (1 lM) was bound to glutathione-sepharose beads as described in Methods. Purified GatGDP, DΝ17RGS4, or

RGS4 (0.5 lM each) were incubated with PBS, protease inhibitors in the presence or absence of AMF for 20 min at 4 °C. The d-CT bound

to glutathione-sepharose beads was added to the above samples and further incubated under rotation for 20 min at 4 °C. Bound proteins

were subjected to SDS/PAGE, transferred to PVDF membranes and detected using anti-Ga, anti-His and anti-GST antibodies. Upper and

middle panels represent bound proteins visualized after immunoblotting with Ga and anti-His antibodies. Lower panel represents equal

protein loading verified after stripping and reprobing using an anti-GST antibody (1 : 5000).
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immunoprecipitation studies indicated that RGS4DPL
does not interact with d-ΟR in living cells either con-

stitutively or upon d-ΟR activation, suggesting that

mutations of Pro9 and Lys17 impair RGS4 association

with the d-OR. Additionally, in vitro pull downs using

the d-CT and cell lysates expressing RGS4DPL indi-

cated a profound decrease in RGS4 binding to the d-
CT but not complete abolition. This residual

RGS4DPL binding could be attributed either to other

residues within helix 8 retaining a weak RGS4 binding,

or another plausible scenario could be that RGS4DPL
couples with the d-CT within its RGS domain of

RGS4 (4Box). The latter explanation is supported by

previous findings demonstrating that the 4Box is cap-

able to bind to the C-terminus of l-opioid receptor

[5,6].

Collectively, the present work allows us to propose

the following organization for the three interacting

proteins (Fig. 6B). In the absence of RGS4, Ga is able

to interact with the d-CT region irrespective of its acti-

vation state as was also previously shown [6]. How-

ever, when RGS4 is present, this protein could

outcompete Ga-d-CT interaction. In this way, RGS4

binding to the d-ΟR through its N-terminal region and

to Ga through its RGS box could result in a transient

ternary complex that recruits activated Ga to the prox-

imity of the receptor and then favours Ga inactivation

through the GAP function of RGS4. Although further

experiments will be needed to determine the timeline at

which these interactions occur during the Ga activa-

tion cycle, our observations indicate that the interfaces

of RGS4 with the Ga and d-ΟR do not overlap and

consequently allow us to propose the formation of a

transient ternary complex presented in Fig. 6B. Taking

all these into account and combining information on

the interactions delimited by our experiments with

recent structural evidence on different opioid receptor

activation states [28] and previous Gai-RGS4 crystal-

lized complexes [29], we propose a first schematic 3D

arrangement of d-OR, RGS4 and Ga complex

(Fig. 6C).

The selectivity of coupling of a given GPCR to

specific G proteins is critical for exerting a physiologi-

cal response. Likewise, the identification of a recogni-

tion site of an RGS protein with a given receptor will

allow understanding receptor-binding selectivity deter-

minants and their impact on specific molecular

responses. Opioid analgesia and tolerance development

involve complex cellular and molecular mechanisms.

RGS4 has been found to modulate Gi protein sig-

nalling and accelerate the early rate of d-OR endocyto-

sis, whereas truncation of the N-terminal region of

RGS4 was unable to regulate the internalization path-

way of d-OR [6]. RGS proteins have been found to be

involved in phenomena of addiction and tolerance and

addictive drugs control the expression levels of several

RGS proteins [30]. The mRNA levels of RGS4 are the

highest in the brain compared to other RGS proteins

and RGS4 has been shown to play key role in synaptic

signalling and plasticity and to be involved in many

brain diseases [13] and d-ΟR-mediated behaviours [15].

Indeed, abnormal RGS4 function has been implicated

in schizophrenia [31,32] anxiety [33], Parkinson [34]

and Alzheimer’s disease [35], suggesting that RGS4 is

a multifunctional protein with several roles and func-

tions required for many cellular responses. There has

Fig. 6. Proposed ternary complex of the d-

OR, RGS4 and Ga. (A) Alignment of helix 8

of the d, j and l-opioid receptors. (B)

Diagrammatic presentation of the possible

scenarios of d-ΟR-Gia and d-ΟR-RGS4-Gia

interaction. (C) Interaction of RGS4 and Gai

through the RGS-box would still allow for

the NT of RGS4 to reach helix 8 of the d-

OR establishing the interactions detected

by our computational and experimental

approaches. (PDB ID: 1AGR, orange

transparent) and its modelled NT (pink

transparent), the active d-OR (cyan

transparent) and the crystallized active Gai

(PDB ID: 2OED, grey transparent).
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been a lot of interest in the development of specific

RGS-inhibitors as targets to regulate G protein sig-

nalling [36,37]. Importantly, our results suggest that

interaction between opioid receptors and RGS4 occurs

through a highly conserved receptor region, an obser-

vation that could point to a common interaction

mechanism. In this sense, the present data can provide

information for the development of small molecules

that can target such complexes to regulate cell physiol-

ogy, as well as to control the duration of the action of

opioids and prevent the adverse effects of tolerance

and dependence.

Methods

Computational methods: Part 1

The N-terminal tail (NT) of RGS4 adopts an amphipathic

a-helical conformation in a membrane composition of

DPPC : DPPG 80 : 20 [24]. In order to validate this possi-

ble conformational arrangement, we first modelled the N-

terminal tail of RGS4 based on the solved amphipathic

membrane anchor domain of the nonstructural protein 5A

(NS5A) of hepatitis C virus (PDB ID 1R7E) using the MOE

software (https://www.chemcomp.com/). This template was

selected out of 8 in-plane membrane (IPM) anchors with

3D coordinates found in the Protein Data Bank: 1H0A,

1HUR, 2R45, 4FTB, 1Q4G, 3NT1, 2SQC, 1R7E. An ini-

tial sequence alignment of the amphipathic region to the

NT of RGS4 using the MOE modelling package (https://

www.chemcomp.com/) yielded an extremely low sequence

identity with < 20%. In addition to sequence identity, we

used as second criteria the number of positions that con-

serve any of the amino acid properties: hydrophobic (Ala,

Val, Ile, Leu, Met, Trp, Phe, Tyr), hydrophilic (Ser, Thr,

Asn, Gln, Glu, Asp, Arg, Lys, His), acidic (Glu, Asp),

basic (Arg, Lys, His), aromatic (Phe, Tyr, Trp, His), ali-

phatic (Val, Leu, Ile, Gly, Ala, Met, Pro) and polar (Asn,

Ser, Thr, Gln). Using these criteria the best template was

1R7E with a sequence identity of 17.2% and 17 residues of

conserved properties. The modelled NT of RGS4 was

inserted into an amphipathic environment using the

CHARMM GUI membrane builder (http://www.charmm-

gui.org/) using a membrane composition of DPPC : DPPG

80 : 20. Two different starting systems probing two differ-

ent placements of NT-RGS4 with respect to the membrane

plane were built and then subjected to NPT equilibration

for 20 ns (Fig. 1A). As a control strategy, and taken into

account previous studies demonstrating the helical charac-

ter of the NT region in membranes which are not conven-

tionally used for MD simulation [24], we run the RGS4

NT region in a POPC bilayer further demonstrating that it

retains its helical features irrespective of the membrane sys-

tem used in simulations (Fig. 1B). Given the low homology

of the NT of RGS4 to any available structurally solved

template, we also generated a de novo protein structure pre-

diction using QUARK [38] as an additional control strategy.

All the five resulting models presented helical structures,

with one of them being compatible with cysteine palmitoy-

lation in residues 2 and 12 resulting in membrane anchor-

ing of the helix. Simulations of this alternative model

further confirmed the helicity and amphipathic character of

this region in our simulations (Fig. 1C). For all systems,

we run four replicates of 100 ns in NVT ensemble yielding

a total simulation time of 0.8 ls.

Part 2

To assess the potential interaction between the modelled

NT of RGS4 (obtained in part 1) with the crystallized helix

8 of the d-opioid receptor, we implemented both proteins

into an amphipathic membrane environment using the

CHARMM GUI membrane Builder (membrane composi-

tion DPPC : DPPG 80 : 20). Three different starting sys-

tems were built and then subjected to NPT equilibration

for 20 ns. Afterwards, we run for each starting system six

replicates of 100 ns in NVT ensemble yielding a total simu-

lation time of 1.8 ls. The above described procedure was

applied to test the preferred interaction of the unmodified

NT of RGS4 (system 1: 1.8 ls) as well as the post-transla-

tional modified NT of RGS4 (system 2: palmitoylated Cys2

and Cys12 – 1.8 ls) with helix 8.

Simulation conditions for part 1 and part 2

All simulations were carried out using the simulation soft-

ware ACEMD [39]. In a first step, the systems were equili-

brated using the NPT ensemble with a target pressure

equal to 1.01325 bar, a time-step of 2 fs and using the

RATTLE algorithm for the hydrogen atoms. In this stage,

the harmonic constraints applied to the heavy atoms of the

protein and ligand were progressively reduced from an ini-

tial value of 10 kcal�mol�1��A�1 until an elastic constant

force equal to 0 kcal�mol�1 and the temperature was

increased to 300 K. The purpose of this relaxation phase is

to allow a complete adjustment of membrane lipids to the

receptor, thus filling nonphysiological gaps between protein

and membrane lipids. All the simulations were conducted

using the same nonbonded interaction parameters, with a

cut off of 9 �A, a smooth switching function of 7.5 �A and

the nonbonded pair list set to 9 �A. For the long range elec-

trostatics, we used the PME methodology with a grid spac-

ing of 1 �A. In a third stage, production phases were

performed using the NVT ensemble with aforementioned

parameters but a time-step of 4 fs and a hydrogen scaling

factor of 4. This time step is possible due to the implemen-

tation of the hydrogen mass repartitioning scheme in the

ACEMD code. Importantly, individually generated starting
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structures allow a more robust statistical analysis and thus

the detection of relevant dynamic events that are indepen-

dent from the starting structures.

Part 3: Building the complete complex

comprising RGS4, d-opioid receptor and Gai

The active structure of the d-opioid receptor was initially

modelled based on two templates using the MOE software

(standard settings). Thereby, the crystallized l-opioid recep-

tor (6DDE) was used as template for the receptor core,

whereas helix 8 was modelled based on the active b-adren-
ergic receptor (3SN6).Then, various steps of superimposi-

tion were carried out followed by manual adjustments:

The previously modelled active structure of the d-opioid
receptor was superimposed to the crystallized l-opioid
receptor (6DDE).

The RGS4 box (1AGR) was superimposed to crystallized

RGS8 in complex with active Gi_alpha3 in 2ODE.

Finally, the modelled NT of RGS4 was connected to the

RGS4 box and the whole system was minimized.

Constructs and reagents

Purified GtaGDP from bovine retina and the cDNA for

6xHis-tagged RGS4 were kindly provided by H. Hamm,

Vanderbilt University, Nashville, TN and T. M. Wilkie,

University of Texas, TX, USA respectively. Haemaglutinin

(HA)-tagged human RGS4 cDNA in pcDNA3 was kindly

provided by G. Milligan, University of Glasgow, Scotland.

Proteases inhibitor cocktail was purchased from Roche

(Roche Diagnostics, Penzberg, Germany), ECL western

blotting substrate were purchased from Thermo Scientific

(Waltham, MA, USA). Glutathione sepharose 4B beads

and Protino Ni-NTA agarose beads were from Macherey &

Nagel (Duren, Germany). Antibodies against GST and HA

was purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa

Cruz, CA, USA) and His antibody was obtained from BD

Pharmingen (San Jose, CA, USA). Mouse secondary anti-

body conjugated with HRP were purchased from KPL

(Gaithersburg, MD, USA).

Generation of RGS4 mutants

Construction of a seventeen N-terminal amino acid

deletion mutant of RGS4 (DΝ17RGS4)

For the generation of the N-terminal deletion of rat RGS4,

two oligonucleotides were constructed so that the 50 end

primer contained an NcoI site and a methionine (ATG) for

translation initiation and the 30 end primer an XhoI site:

50-ATGCCCATGGATATGAAACATCGGCTG-30 (for-

ward) and 50-ATACCTCGAGGGCACACTGAGGGAC-

TAG-30 (reverse). The PCR product was digested and

cloned into the pET28b vector (Novagen, EMD Bio-

sciences, Burlington, MA, USA) using T4 ligase. Positive

clones were selected and the presence of the insert was veri-

fied by nucleotide sequence analysis. For protein expression

0.5 L of LB medium was inoculated and protein expression

was carried out as described by Ref. [6].

Construction of Pro9 and Lys17 mutations of RGS4

(RGS4DPL)

For the generation of the double mutant of RGS4, amino-

acids P9A and K17A were replaced to alanine using as a

template the haemaglutinin (HA)-tagged RGS4 in pcDNA3

according to the Manufacturer’s instructions as described

in Q5 site directed mutagenesis kit (New England Biolabs,

Ipswich, MA, USA). The primers used were as follows: 50-
GAGGAGTGCAGCAGATATGAAACATCGGCTAGG-

30 (forward) and 50-AAGCAAGAAGCCGCCAGACCTG-

CAAGCCCTTT-30 (reverse). Positive clones were selected

and purified using the Midi-prep kit (Qiagen, Hilden, Ger-

many) and verified by sequencing of the complete protein-

coding region.

Cell cultures and transient transfections

HEK293 cells stably expressing the flag-d-opioid receptor

(d-ΗΕΚ293) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s

medium containing 2 mM glutamine, 100 U�mL�1 peni-

cillin, 100 lg�mL�1 streptomycin and 10% fetal bovine

serum under 5% CO2 at 37 °C. Transient transfections of

wild-type RGS4 (WTRGS4) and the double-mutated RGS4

(RGS4DPL) were performed using the TurboFect in vitro

transfection reagent (Thermo Scientific) according to the

Manufacturer’s instructions.

GST pull-down assays

Approximately 1 lM of the GST-fusion peptides encompass-

ing the d-CT were immobilized on glutathione sepharose 4B

beads using PBS, pH 7.4 at 4 °C, containing protease inhibi-

tor cocktail, 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF),

20 lg�mL�1 leupeptin and 20 lg�mL�1 antipain. The mix-

ture was washed three times with PBS and subsequently was

incubated with purified recombinant 6xHis-tagged RGS4

and DΝ17RGS4 for 15 min or with protein lysates from

transiently transfected HEK293 cells expressing the wild-

type RGS4 and the RGS4DPL mutant for 15 min following

the procedure as described by Ref. [5].

Detection of MAPK phosphorylation

HEK293 cells stably expressing the d-OR were transiently

transfected with the empty vector pcDNA3, wild-type

RGS4 and the double mutant of RGS4 (RGS4DPL) and
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cultured in six 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. Mea-

surement of MAPK phosphorylation was performed as

described by Ref. [40].

Peptide synthesis

Peptides were synthesized by an Applied Biosystems pep-

tide synthesizer (model 430 A, Norwalk, CT, USA) as

described by Ref. [26]. These were designated peptide i4,

residues 322–333, DENFKRCFRQLC, derived from the C-

terminal and peptide NH2, residues 1–8, MELVPSAR

encompassing the N-terminus of d-OR.

Western blotting

Protein samples were resolved on SDS/PAGE (14%) and

transferred to PVDF membranes as described by Ref. [39].

For the native gel electrophoresis, a fixed amount of 10 lg
purified recombinant 6xHis-RGS4 and 6xHis-DΝ17RGS4

were incubated with increasing concentrations of i4 and

NH2 peptides in the presence of 1 mM DTT for 2 h at

4 °C. Protein samples were subjected on a nondenaturating

gel consisting of 10% bis-acrylamide, 40 mM acetic acid

and 80 mM beta-alanine pH 4.3. The gel was incubated for

1 h to 1% SDS buffer and transferred to PVDF mem-

branes as described above. Detection was performed using

the enhanced chemiluminescence (ECL; Pierce-Thermo Sci-

entific) and a luminescent image analyser (Fujifilm LAS-

4000, Tokyo, Japan).
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Previous studies have shown that RGS4 associates with the C-termini of μ- and δ-opioid receptors in living cells
and plays a key role in Gi/Go protein coupling selectivity and signalling of these receptors [12,20]. To deduce
whether similar effects also occur for the κ-opioid receptor (κ-ΟR) and define the ability of members of the
Regulators of G protein Signaling (RGS) of the B/R4 subfamily to interact with κ-ΟR subdomains we generated
glutathione S-transferase fusion peptides encompassing the carboxyl-termini of κ-OR (κ-CT). Results from pull
down experiments indicated that RGS2 and RGS4 directly interact within different domains of the κ-CT. Co-
precipitation studies in living cells indicated that RGS2 and RGS4 associate with κ-ΟR constitutively and upon
receptor activation and confer selectivity for coupling with a specific subset of G proteins. Expression of both
members, RGS2 and/or RGS4, in 293 F cells attenuated κ-agonist mediated-adenylyl cyclase inhibition and
extracellular signal regulated kinase (ERK1,2) phosphorylation with a different amplitude in their modulatory
effect in κ-ΟR signaling. Our findings demonstrate that RGS2 and RGS4 are new interacting partners that play
key roles in G protein coupling to negatively regulate κ-ΟR signaling.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

κ-opioid receptor (κ-OR) belongs to the superfamily of GPCRs dis-
tributed in the central and peripheral nervous system, expressed also
in the intestinal tract andmediates the diverse effects of opioids ranging
from pain perception, neurotransmitter release, respiratory depression,
to regulation of intestinal motility amongst others. The κ-OR is coupled
to pertussis toxin-sensitive G proteins [40] to inhibit adenylyl cyclase

[28] and to regulate voltage-sensitive Ca2+ channels, inositol trisphos-
phate formation [25] and phosphorylation of ERK1,2 kinases [34].

Experimental evidence has demonstrated that opioid receptors
(ORs) can physically interact with a variety of accessory proteins,
confirming that their signal transductionmechanisms are not restricted
only to heterotrimeric G proteins [13]. Regulators of G protein signaling
(RGS) are a family of proteins that negativelymodulate GPCRs signalling
by interacting directly with G proteins [4,18]. Recent findings demon-
strate that RGS proteins also directly interact with various GPCRs and
serve as scaffolds regulating their function [1]. Employing pull down
assays utilizing the C-termini of the μ-OR and δ-OR (μ-CT and δ-CT)
have shown that RGS4 directly interacts with these receptors within
its N-terminal domain. These interactionswere part of a signalling com-
plex consisting of the opioid receptor, Gα, Gβγ and RGS4 [12]. RGS4 in-
teractions are also detected in living cells, and these associations confer
selectivity for μ-OR and δ-OR to pair with Gα subunits upon opioid
agonist administration and modulate their signalling. RGS4 was found
to reduce DAMGO-mediated adenylyl cyclase inhibition by μ-OR and at-
tenuate ERK1,2 phosphorylation by μ-OR and δ-OR in HEK293 cells [20].
The structural determinants responsible for RGS4 association were
found to rely on the proximal conserved region of the μ- and δ-CT that
forms helix VIII which is also the docking site for spinophilin [10,20]
and the transcription factors STAT5A and STAT5B [11,23].

There are a number of studies indicating the diverse agonist-specific
and species-specific signalling of κ-OR, the regulatory role this receptor
displays, and how this receptor is regulated and internalized upon acti-
vation [6,22]. However, little is known whether κ-ΟR associates with
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specific RGS proteins and how these proteins affect κ-OR signalling. The
present study, using GST-fusion peptides encompassing specific regions
of κ-OR, demonstrates the ability of κ-OR to interact with members of
the B/R4 subfamily of RGS proteins, such as RGS4 and RGS2, and defines
whether these interactions are influenced by the activated state of the
receptor in 293 F cells. Subsequently, we demonstrate that RGS proteins
pair with a specific subset of G proteins to negatively modulate κ-OR
signalling. Collectively, our data demonstrate that RGS2 and RGS4 are
new interacting partners of κ-OR and provide amolecular filter to select
a certain subtype of Gα subunits during κ-OR activation.

2. Materials and methods

2.1. Constructs and reagents

Hemagglutinin (HA)-tagged human RGS4 cDNA in pCDNA3, anti-
Goα (OCI) and anti-Giα2 (SG3) antisera were kindly provided by Prof.
G. Milligan, University of Glasgow, Scotland. The cDNAs of mouse
RGS2 in pCMV-Sport 6 (IMAGE clone from Open Biosystems) and
human κ-OR (hKOR) in pCR4-TOPO were kindly provided by Dr. H.
Hamm, Vanderbilt University, Nashville, TN, USA. The 293 F cell line
(Invitrogen) was kindly provided by Dr. E. Stratikos, National Centre
for Scientific Research “Demokritos”, Athens, Greece. [3H]-adenine
(23 Ci/mmol)was fromAmershamPharmacia (Vienna, Austria). Opioid
ligand DSLET was purchased from Tocris (Cookson, MI, USA), whereas
the κ-agonist U-50,488H, the polyclonal flag and HA antibodies and all
other reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Protease inhibitors cocktail was purchased from Roche. TurboFect
in vitro transfection reagent, ECL Western blotting substrate and PAGE
protein markers were purchased from Thermo Scientific (Waltham,
Massachusetts, USA). Protein A and A/G plus sepharose beads and anti-
bodies against RGS4, RGS2, Giα1,3, and p-ERK1,2 were from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, Dallas, Texas USA). Monoclonal anti-myc
and p44/42 (ERK1/2) MAPK antibodies were from Cell Signaling
Technology Inc. (Danvers, MA, USA), rabbit and mouse fluorescein iso-
thiocyanate (FITC) conjugated secondary antibodies were purchased
by Jackson Immunoresearch Laboratories (Suffolk, UK). Mouse and
anti-rabbit secondary antibodies conjugated with HRP were pur-
chased from KPL (Maryland, USA). [3H]-Diprenorphine (50.9 Ci/
mmol) was purchased from Perkin Elmer (Massachusetts, USA).

2.2. Generation of myc-κ-OR and HA-RGS2 for mammalian expression

For the generation of the human myc-κ-OR the total coding
sequence of the hκ-OR was selected (1143 bp, 380 amino acids). For
that reason the following primers were designed: forward 5′-GGAAAG
CTAGCATGGACTCCCCGATTCAGATC-3′ containing a NheI site and re-
verse 5′-GGAAAGGGCCCTCATACTGGTTTATTCA TCCCATC-3′ containing
an ApaI site. The digested PCR product was ligated to pA3M vector con-
taining a myc-tagging sequence (kindly provided by Prof. G. Mosialos,
University of Thessaloniki, Greece). Positive clones were verified by
sequence analysis. For the generation of themouse HA-RGS2 (96% iden-
tical to the human), two oligonucleotides partially complementary to
the 5′ and 3′ ends of the mouse RGS2, were designed: forward 5′-
ATTCGGATCCACAAAGTGCCA-TGTTCCTGGCTG-3′ containing a BamHI
site and reverse 5′-ATACCTCGAGTCATGTAGCATGGGGCTCCG-3′ con-
taining a XhoI site. The digested PCRproductwas ligatedwith a T4 ligase
to a pcDNA3 vector containing a HA-tagging sequence, kindly provided
by Dr G. Mosialos. Positive clones were selected and the presence of the
insert was verified by nucleotide sequence analysis.

2.3. Preparation of the GST-fusion peptides encompassing the κ-CT

For the production of the GST-fusion peptide encompassing the C-
terminus of κ-OR (κ-CT), the final 57 amino acids were generated
from a cDNA clone of the human κ-OR using the following primers:

forward 5′-CCCGAATTCTAGCCTGAAT CCCATTCTC-3′ containing an
EcoRI site and reverse 5′-GGGGCTCGAGAATCA TACTGGTTTATTCATC
CC-3′ containing an XhoΙ site. For the production of the truncated κ-
CT, ΔΝ25-κ-CT, encompassing the final 33 amino acids, the forward
primer 5 -GGGGGAATTCTCTGAAGATGAGGATGGAG-3 containing an
EcoRI site and the reverse primer 5′-GGGGCTCGAGAATCATACTGGTTT
ATTCAT CCC-3′, containing an XhoΙ site were employed. The PCR prod-
ucts were engineered into the pGEX-5x3vector (GE Healthcare). All
positive constructs were verified by nucleotide sequence analysis.
DNA from positive clones was transformed in E. coli BL21 cells and pro-
tein production was carried out after induction with 0.5 mM Isopropyl
β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) as described by Georgoussi et al.
[12]. GST-fusion peptides encompassing the i3L of δ-OR and the μ-CT
and δ-CT were generated from cDNA clones of the rat μ-OR and mouse
δ-OR respectively as described previously by Georgoussi et al. [12] and
Leontiadis et al. [20].

2.4. Purification of the recombinant RGS4 and its N-terminal deletion
construct

The cDNA for the recombinant 6xHis-tagged RGS4 from Rattus
norvegicus, presenting 97% identity with the human RGS4, was kind-
ly provided by Dr T.M. Wilkie, University of Texas, TX, USA. The
ΔΝRGS4-N-terminal deletion construct of RGS4, for E. coli expres-
sion, was generated as described by Leontiadis et al. [20]. Production
and purification of the recombinant RGS4 and ΔΝRGS4 proteins was
performed as described by Popov et al. [26]. Briefly for protein ex-
pression, 0.5 L of LB medium were inoculated with E. coli BL21 cells
expressing either the RGS4-His or the ΔΝRGS4-His in the presence
of ampicillin (100 μg/mL) or kanamycin (30 μg/mL) respectively,
and the proteins were expressed after induction with 0.5 mM IPTG
at 37 °C for 3.5 h. For the purification, cells were resuspended in
ice cold TBP buffer containing 50 mM Tris–HCl, pH 8.0, 20 mM β-
mercaptoethanol, 0.1 mM PMSF, 10 mM imidazole and protease in-
hibitors. Lysozyme was added at a final concentration of 0.2 mg/ml
and the bacteria were lysed by sonication. After centrifugation at
30,000 g for 30 min, soluble proteins were purified from the super-
natant by affinity chromatography using Ni-NTA agarose and eluted
at 200 mM imidazole and used for the assays.

2.5. GST pull down assays

Approximately 1 μMof theGST-fusion peptides encompassing the μ-
CT, δ-CT or κ-CT, or their truncated versionswere immobilized on gluta-
thione sepharose 4B beads using phosphate-buffered saline (PBS),
pH 7.4 at 4 °C, containing protease inhibitor cocktail, 0.2 mM PMSF,
20 μg/ml leupeptin and 20 μg/ml antipain. The mixture was washed
three times with PBS, and the immobilized fusion proteins were incu-
bated with purified recombinant 6×His-tagged RGS4 and ΔΝRGS4 for
15 min, or with lysates from HEK293 cells expressing the HA-RGS2,
for 30 min at 4 °C. The GST-slurry with the bound proteins was subse-
quently washed extensively with PBS containing 0.1% Igepal and
bound proteins were eluted and resolved as described by Georgoussi
et al. [12] and Leontiadis et al. [20].

2.6. Cell cultures and transfections

293 F cellswere cultured inDulbecco'smodified Eagle'smediumsup-
plemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 100 units/ml
penicillin, and 100 μg/ml streptomycin in a humidified atmosphere
consisting of 5% CO2 and 95% air at 37 °C. Transfections were performed
using TurboFect in vitro transfection reagent (ThermoScientific) accord-
ing to the manufacturer's instructions. For the generation of the stable
cell line expressing the human myc-κ-OR, 293 F cells were transfected
with the hκ-OR in pA3Mvector. Clonal cell lines stably expressing the re-
ceptor were established upon selectionwith 0.5 mg/ml G418. The levels
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of expression of myc-κ-OR was determined by [3H]-diprenorphine satu-
ration binding of cell membranes as described byMorou and Georgoussi
[24] and western blotting. A clone expressing 3 pmole/mg of membrane
myc-κ-OR was maintained in the presence of 0.2 mg/ml G418 and used
for all experiments.

2.7. Membrane preparations

Confluent monolayers of 293 F cells stably expressing themyc-κ-OR
(myc-κ-293 F cells) were harvested, collected by centrifugation at
1500 rpm for 5 min and washed once with PBS at pH 7.5. Cell pellets
were resuspended in ice-cold membrane buffer consisting of 10 mM
Tris–HCl, pH 7.5, 0.1 mM EDTA, homogenized and centrifuged at
2000 rpm for 3 min at 4°. Supernatants were further centrifuged at
95,000 g for 30 min at 4°. The membrane pellet was resuspended in
ice-cold membrane buffer at a protein concentration of approximately
1 mg/ml and stored in aliquots at −80°. Rat brain membranes, used
for verification of G proteins, were prepared as described by Georgoussi
and Zioudrou [14].

2.8. Co-immunoprecipitation assays

Myc-κ-293 F cells were transiently transfected with HA-RGS2, HA-
RGS4 or with empty vector. 48 h post transfection, the cells were
stimulated or not, with the κ-OR selective opioid agonist U-50,488H
for 10 min and rinsed in PBS buffer containing 1 mM PMSF and 1 mM
sodium orthovanadate. Cells were lysed in lysis buffer containing 1%
Triton X-100, 10 mM Tris (pH 7.6), 5 mM EDTA, 50 mM NaCl, 50 mM
NaF, 30 mM Na4P2O7, supplemented with 1 μg/ml antipain, 1 μg/ml
leupeptin, 1 μg/mL benzamidine, complete EDTA-free inhibitors, 1 mM
PMSF and 1 mM sodium orthovanadate. Approximately 350–600 μg of
the clarified cell lysateswere incubated overnight at 4 °Cwith polyclon-
al antibodies against HA, Gαo, Gαi1,3, Gαi2, or the myc monoclonal an-
tibody. Cell lysates from untransfected cells were used as control.
Immune complexeswere recovered on protein A or protein A/G plus se-
pharose beads andwashed extensively. Protein sampleswere subjected
to western blotting. Immunoprecipitation of cell lysate proteins was
verified by immunoblotting using the appropriate antibodies as de-
scribed previously [24].

2.9. Western blotting

Protein samples were subjected to SDS-PAGE and electroblotted to
PVDF membranes. The membranes were blocked with 5% milk in PBS,
0.1% Tween for 60 min followed by an overnight incubation with the
appropriate antibody. Bound proteins were visualized using specific
antisera followed by horseradish–peroxidase-coupled secondary
antibodies as described by Swevers et al. [36]. Detection was
performed using the enhanced chemiluminescence (ECL) (Pierce-
Thermo Scientific) and a luminescent image analyzer (Fujifilm
LAS-4000).

2.10. Measurements of cAMP accumulation

Myc-κ-293 F cells were transiently transfected with HA-tagged
RGS2 and RGS4 or the empty vector and incubated in a medium con-
taining [3H]-adenine (1.5 μCi/well) for 24 h. The generation of [3H]-cy-
clic AMP was assessed in response to treatment of the cells with
50 μΜ forskolin and various concentrations of the opioid κ-OR agonist
U-50,488H (ranging from 0.01 nM to 10 μM) for 30 min in 37 °C in
the presence of 1 mM IBMX to inhibit phosphodiesterase activity. Sam-
ples were processed as described by Salomon et al. [33] and results are
calculated as the ratio of levels of [3H]-cAMP to total [3H]-adenine
nucleotides (×1000) and the data are presented as percentage of
forskolin-stimulated cAMP accumulation upon agonist treatment. The
radioactivity was measured by liquid scintillation counting (Liquid

Scintillation Analyzer, Packard). Analysis of the data was performed
using the Origin 7.5 software (Origin Lab Corporation, Northampton,
USA) as described by Fourla et al. [10].

2.11. Detection of MAPK phosphorylation

Myc-κ-293 F cells were transiently transfectedwith pcDNA3with or
without the cDNAs of RGS2 or RGS4 and cultured in 60 mm plates for
48 h. Sixteen hours before the addition of drugs, the culture medium
was removed and replaced by fresh serum-free medium. 200 nM of U-
50,488H was added to the cells and allowed to incubate at 37 °C for
the indicated times. Measurement of MAPK phosphorylation was
performed as described by Morou and Georgoussi [24].

2.12. Measurments of cell surface receptors by flow cytometry

Cells 293 F or HEK293 stably expressing the humanmyc-κ-OR or the
flag-δ-ORwere transfected with RGS2, RGS4 or pcDNA3 and treated for
8min and 40minwith 1 μMU-50,488H, or for 15min and 60min in the
presence of 1 μM DSLET respectively. Samples of 1 × 106 cells were ac-
quired and incubated overnight with a monoclonal anti-myc (1:100)
(Cell Signalling) or a polyclonal anti-flag antibody (1:300) (Sigma) at
4 °C under rotation. Cells were subsequently washed with ice cold PBS
containing 2% FBS, prior to 1 h incubation with an anti-mouse FITC
conjugated (1:100), or anti-rabbit FITC conjugated (1:200) secondary
antibodies (Jackson Immunoresearch Laboratories). Cells were exten-
sively washed and fixed with 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 equation: internalized receptors (% of
surface receptors) = 100% − [(the mean fluorescence of 10,000 live
cells upon drug treatment)/(the mean fluorescence of 10,000 live cells
without drug)] × 100% as described by Keith et al. [19].

2.13. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Student's t-test. The
data are represented as mean ± SD or mean ± SEM. For western blot
analysis, all experiments were repeated at least three times and bands
were quantified by densitometric analysis with Gel-Pro Analyzer and
representative experiments are shown. Statistical significance is de-
scribed in each figure legend. The level of significance for all analyses
testing was set at P b 0.05.

3. Results

3.1. RGS4 and RGS2 directly interact with κ-OR

3.1.1. RGS4 interacts with κ-OR
Previous observations using the μ-CT, δ-CT and δ-i3L expressed as

GST-fusion peptides have shown that RGS4 directly interacts with μ
and δ-ORs within these intracellular domains [12,20]. To elucidate
whether RGS4 interacts also with the κ-OR, a GST-fusion peptide
encompassing the C-terminus of the human κ-OR (κ-CT) was con-
structed (Fig. 1A). Pull down experiments using purified recombi-
nant RGS4-His with the κ-CT and subsequent immunoblotting with
an anti-His antibody revealed a 26 kDa polypeptide corresponding
to RGS4, suggesting that the κ-OR interacts with RGS4 protein
(Fig. 1B, lane 2, Fig. 1C, lane 3). No band was detected using GST
alone in the presence of RGS4 (Fig. 1B, lane 1). These results provide
the first biochemical evidence for the direct interaction of RGS4 with
the human κ-OR.

The carboxyl-termini (CTs) of μ, δ and κ-ORs share a conserved do-
main consisting of a 20 amino acid (aa) stretch (SSLNPVLYAFLD
ENFKRCFR) forming helix VIII (Fig. 1A), known to be the docking site
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of RGS4 for the μ and δ-ORs [20]. To map the site of RGS4 interaction
within the κ-CT similar pull down experiments using a truncated por-
tion of the κ-CT, that lacks the first 25 aa of the κ-CT (ΔΝ25-κ-CT)
(Fig. 1A), were performed. As shown in Fig. 1Β (lane 3) no band corre-
sponding to RGS4 was detected using the ΔΝ25-κ-CT peptide. This
result suggests that RGS4 binds within the amino acids 323–347 of
the κ-CT.

Knowing that the N-terminus of RGS4 is responsible of μ and δ-OR
interaction [20], similar pull down experiments were performed using
the κ-CT together with a truncated mutant of RGS4-His, in which the
first 57 amino acids of the N-terminus were deleted (ΔΝRGS4). As
shown in Fig. 1C, no band was detected using the ΔΝRGS4 after immu-
noblotting with an anti-His antibody (lane 4), suggesting that the N-
terminal region of RGS4 is responsible for κ-OR association. No bands
were also detected using GST alone in the presence of RGS4 and/or
ΔΝRGS4 (Fig. 1C, lanes 1 and 2).

3.1.2. RGS2 directly interacts with κ-OR and δ-OR
Taking into account that RGS4 interacts with all three opioid recep-

tors (μ-OR, δ-OR, κ-OR) we wondered if there is any selectivity for RGS
protein coupling and tested the ability of RGS2, a member of the B/R4
subfamily, to interact with the ORs. For that reason the κ-CT, as well as
the μ and δ-CTs and the δ-i3L, were incubated with 400 μg of 293 F
cell lysates expressing theHA-tagged RGS2. As shown in Fig. 1D, incuba-
tion of RGS2 with the κ-CT and subsequent immunoblotting with an
anti-HA revealed a polypeptide corresponding to RGS2 (lane 3), as ver-
ified by the presence of a band in the same molecular weight corre-
sponding to HA-RGS2 in cell lysate (lane 10). Similarly, incubation of
RGS2 cell lysates with the δ-i3L and the δ-CT (lanes 4 and 5) revealed
a band corresponding to HA-RGS2. In contrast, no bands were detected
with the μ-CT (lane 2), GST alone (lane 1), or using the untransfected
cell lysates (lane 9), suggesting that RGS2 does not bind to the μ-CT
and displays a differential binding profile than that of κ-OR and δ-OR.
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To define the RGS2 binding sites within the CTs similar pull down
experiments were performed using truncated versions of the C-
termini of these receptors, such as a peptide that lacks the first 26 aa
of the δ-CT (ΔΝ26-δ-CT), a peptide that lacks the final 36 aa of the δ-
CT (ΔC36-δ-CT) as well as a region of the κ-CT (ΔΝ25-κ-CT) that lacks
the first 25 aa, close to transmembrane helix VII. As shown in Fig. 1D,
incubation of the ΔΝ26-δ-CT and the ΔΝ25-κ-CT, with cell lysates
expressing HA-RGS2 revealed a band corresponding to RGS2 (lanes 7
and 8). In contrast incubation of the ΔC36-δ-CT peptide fragment with
HA-RGS2 lysates failed to retain RGS2 binding as compared to the
amount of RGS2 detected in the full length κ- and δ-CTs (Fig. 1D, com-
pare lane 6 with 3 and 5 respectively). These results suggest that the
docking site of RGS2 resides within the truncated region encompassing
amino acids 348–380 and 337–372 corresponding to the non conserved
portion of the κ and δ-CTs respectively.

3.2. κ-OR forms tight complexes with RGS4 and RGS2 in 293 F cells

To confirm the interaction of RGS4 and RGS2 with κ-OR in a cellular
context and explore whether these interactions are influenced by the
activated state of the receptor, 293 F cells stably expressing the
human myc-κ-ΟR (myc-κ-293 F) were transiently transfected with
the HA-tagged RGS4 or RGS2. 48 h post-transfection, cells were stimu-
lated with 1 μM U-50,488H, a selective κ-opioid agonist, and lysates

from these cells were immunoprecipitated with the appropriate anti-
bodies and immunoblotted with an anti-HA antibody. As demonstrated
in Fig. 1E, the anti-myc antibody co-immunoprecipitated RGS4, as iden-
tified by a samemolecularweight band in the cell lysates (compare lanes
2, 3with 5). This bandwas absent inmock transfected cells (lane 1), thus
demonstrating thedirect interaction of RGS4with the κ-OR in 293 F cells.
Activation of the κ-OR with U-50,488H did not alter the levels of
immunoprecipitated RGS4, as compared with immunoprecipitated
RGS4 under unstimulated conditions (Fig. 1E, compare lane 2 with 3),
suggesting that RGS4 associates with κ-OR in an agonist independent
manner. Similarly, when myc-κ-293 F cells were transiently transfected
with HA-RGS2 and lysates were immunoprecipitated with the anti-
myc or anti-HA sera, a polypeptide corresponding to RGS2was revealed,
as compared to the levels of RGS2 expression in the same cell lysates
(Fig. 1F, compare lanes 2–4 with 5), suggesting that RGS2 interacts
with κ-OR. Collectively, these results demonstrate that RGS4 and RGS2
physically interact with human κ-OR in living cells and that activation
of this receptor is not a prerequisite for RGS2 or RGS4 association.

3.3. RGS4 and RGS2 form selective complexeswith Gα proteins in 293 F cells
expressing the κ-OR

We have previously demonstrated that RGS4 and Gα subunits form
in vitro a heterotrimeric complex with the C-termini of μ-OR and δ-OR

Fig. 1. RGS4 and RGS2 interactions with κ-OR. (A) Generation of opioid receptor GST-fusion subdomains. Amino acid composition of the human κ-CT (amino acids 323–380), the κ-CT
truncated fragment ΔΝ25-κ-CT (amino acids 348–380) which contains the final 33 amino acids of the κ-CT, the rat μ-CT (amino acids 329–398), and mouse δ-CT (amino acids 311–
372), the δ-CT truncated fragments: peptideΔΝ26-δ-CT (amino acids 337–372) of the final 36 amino acids of the δ-CΤ, the fragment peptide ΔC36-δ-CTwhich contains the 26 first amino
acids next to the seventh transmembrane domain (amino acids 311–336) and the peptide δ-i3L, containing amino acids 239–261 of the i3L of the mouse δ-ΟR. The conserved regions
shared between the three OR subtypes are underlined. Amino acids within the conserved motifs that differ between the three ORs are marked with bold letters. (B) In vitro binding of
RGS4 with the κ-CT. Upper panel: Wild type recombinant RGS4-His (0.3 μM) isolated from E. coli as described in Section 2.4, were incubated with the κ-CT (1 μΜ) (lane 2) or the
ΔΝ25-κ-CT (lane 3) or GST alone (lane 1) in the presence of PBS containing protease inhibitors for 15 min at 4oC. Bound proteins were visualized after SDS-PAGE and immunoblotting
using an anti-His antibody (1:3000). (C) RGS4 interacts via its N-terminal domain with the κ-CT. Upper panel: Wild type recombinant 6×His-tagged RGS4 (0.3 μM) (lanes 1,3) and
ΔΝRGS4 (0.3 μΜ) (lanes 2,4) isolated from E. coliwere incubatedwith the κ-CT (1 μΜ) (lanes 3,4) of GST alone (lanes 1,2) as described in Fig. 1B. Bound proteinswere analyzedbyWestern
Blotting and detected using an anti-His antibody (1:3000). (D) RGS2 interacts in vitrowith δ-OR and κ-ORwithin their final carboxy-terminal portion but not with the μ-CT. 400 μg of HA-
RGS2 expressing 293 F cells lysateswere incubatedwith approximately 1 μΜof theGST fusions encompassing the μ-CT,κ-CT, δ-i3L, δ-CT, the truncated fragmentsΔC36-δ-CT,ΔΝ26-δ-CT of
the δ-CT andΔΝ25-κ-CT of the κ-CT, or GST alone. Protein complexes were separated on 14% SDS-PAGE and bound RGS2was detectedwith an anti-HA antibody (1:1000). Lanes 9 and 10,
represent untransfected or RGS2 transfected cell lysates respectively. RGS2 expressing cell lysates failed to interact with the μ-CT, the ΔC36-δ-CT, or GST alone (lanes 2, 6 and 1 respec-
tively). Lower panels of B, C and D: The amount of GST fusions loaded was verified after stripping and reprobing with a GST antibody (1:7000). Results shown are representative of four
independent experiments. (E) κ-OR interacts with RGS4 in 293 F cells. Myc-κ-293 F cells were transfected with 5 μg of HA-RGS4 and stimulated or not with 1 μMU-50,488H for 10 min.
Immunoprecipitation of the cell lysates using an anti-myc antibody revealed thepresence of co-precipitatedHA-RGS4 (upper panel, lanes 2–3). Thepresence of HA-RGS4 in cell lysates and
in the immunoprecipitates was verified using an anti-HA antibody (upper panel, lanes 5,4 respectively). The presence of κ-OR was visualized in the same samples after stripping and
reprobing with the anti-myc antibody (lower panel, lanes 2–5). Lane 1 represents immunoprecipitated mock transfected cell lysates. Quantification of co-immunoprecipitated RGS4 by
the myc antibody (lanes 2,3 upper panel) was performed by densitometric analysis and normalization with the immunoprecipitated myc-κ-OR (lanes 2,3, lower panel). The ratio of
the untreated cells was taken as 1. Data represent mean ± SD of at least three independent experiments. Student's t-test was used for the statistical analysis. (F) κ-OR interacts with
RGS2 in 293 F cells. Myc-κ-293 F cells co-expressing HA-RGS2 were stimulated or not with agonist as above. Immunoprecipitation of the cell lysates was performed using anti-myc or
anti-HA antibodies as described in Section 2.8. Lanes 2 and 3 represent anti-myc precipitated HA-RGS2 of the untreated and treated cell lysates respectively. The presence of HA-RGS2
was verified in cell lysates and in the immunoprecipitates using an anti-HA serum (upper panel, lanes 5 and 4 respectively). Mock transfected cells were used as control (lane 1). The pres-
ence of κ-OR in all samples was verified after reprobing with an anti-myc antibody (lower panel, lanes 2–5). Quantification of precipitated RGS2 using a myc antibody was performed by
densitometric analysis and normalized with the precipitated myc-κ-OR (upper and lower panels, lanes 2 and 3 respectively). Experiments have been repeated at least three times. Data
represent mean ± SD of all experiments.
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and that RGS4 confers selectivity to these activated opioid receptors
for coupling with a particular subset of Gα subunits [12,20]. Taking
into account that RGS4 and RGS2 directly interact with κ-OR, we
sought to determine whether these two RGS proteins influence κ-
OR to associate with specific G protein(s). To answer this question,
we tested the ability of specific Gα subunits of G proteins, such as
Gαi1,3, Gαi2, and Gαo, to interact with RGS4 and/or RGS2 upon κ-OR ac-
tivation in 293 F cells. As shown in Fig. 2Α, lysates from myc-κ-293 F
cells immunoprecipitated with an anti-Gαi1,3 and immunoblotted
with the anti-HA antibody, before or after agonist treatment, revealed
no bands corresponding to RGS4 (Fig. 2A, upper panel, lanes 2, 3),
despite the abundance of endogenous Gαi1,3 detected with the anti-
Gαi1,3 antibody (Fig. 2A, lower panel, lanes 1, 2). This result suggest
that RGS4 does not pair with Gαi1,3 in 293 F cells expressing the κ-OR.

On the other hand, immunoprecipitation of myc-κ-293 F cell lysates
with an anti-Gαi2 and immunoblotting with an anti-HA antibody
revealed a band corresponding to RGS4 both in untreated as well as
after U-50,488H administration (Fig. 2B, upper panel, lanes 4 and 5),
suggesting that RGS4 interacts with Gαi2. The association of RGS4-

Gαi2 was reduced upon κ-OR activation, suggesting that stimulation of
the receptor lowers the Gαi2-RGS4 coupling. No band was detected in
untransfected cell lysates (Fig. 2B, upper panel, lane 1). This result sug-
gests that RGS4 forms a heterotrimeric complex with Gαi2 both in the
resting and activated state of the receptor. In addition, to test whether
Gαo interacts with RGS4 upon κ-OR activation the ability of RGS4 to
co-precipitate with Gαo before and after stimulation of κ-OR in 293 F
cells was detected. As shown in Fig. 2C, immunoprecipitation with an
anti-Gαo and subsequent immunoblotting with HA antibody indicated
the presence of a band corresponding to RGS4 in unstimulated cell
lysates (upper panel, compare lane 5 with 3). This interaction was dra-
matically reduced after U-50,488H administration (Fig. 2C, upper panel,
compare lane 6 with 4) suggesting that activation of κ-OR reduces
RGS4-Gαο complex formation. No band corresponding to RGS4 was
detected in untransfected cells (Fig. 2C, upper panel, lanes 1 and 2).
These results suggest that in the resting state of κ-OR, RGS4 forms
tight heterotrimeric complexes with both Gαi2 and Gαo in 293 F cells
and that activation of the receptor influences the amplitude of these
interactions.

Fig. 2.RGS4 interacts differentially with Gα subunits inmyc-κ-293 F cells. Myc-κ-293 F cells were transiently transfectedwith 5 μg of HA-RGS4 or vector alone and stimulated or not, with
1 μM U-50,488H for 10 min. 400–500 μg of cell lysates were immunoprecipitated with an anti-HA or the appropriate anti-Gαi/o antibodies (3 μg). Immune complexes were electropho-
resed and transferred to PVDFmembranes as described in Section 2.9. (A) RGS4 does not interactwithGαi1,3. Upper panel: Anti-Gαi1,3 failed to co-immunoprecipitate RGS4 inboth treated
and untreated cells (lanes 2,3). HA-RGS4 was visualized by immunoblotting with an anti-HA antibody (1:3000). Lanes 4 and 5 represent the presence of RGS4 in cell lysates
immunoprecipitated with an anti-HA antibody. Immunoprecipitated lysates from mock transfected cells were used as control (lane 1). Samples from rat brain membranes (40 μg)
(BM) and HA-RGS4 transfected cell lysates (100 μg) (L) were used as inputs. The amount of Gαi1,3 is visualized in the same samples using an anti-Gαi1,3 antibody (1:1000) (lower
panel). (B) RGS4 interacts with Gαi2. Cell lysates treated or not with agonist were immunoprecipitated with the indicated antibodies. Upper panel: lanes 2 and 3 represent the amount
of immunoprecipitated RGS4 in the cell lysates using an anti-HA antibody as compared to its expression in the lysates (L). Lanes 5 and 4 represent the co-immunoprecipitated RGS4
with an anti-Gαi2 antibody in stimulated or not cell lysates respectively. Lane 1 represents immunoprecipitated mock transfected cell lysates used as control. Lower panel: The presence
of Gαi2 in myc-κ-293 F cell lysates (lanes 1, 2, L) and membranes (M) was verified using an anti-Gαi2 antibody (1:1000). BM represents the amount of Gαi2 present in rat brain mem-
branes (40 μg). Quantification of co-precipitated RGS4 by Gαi2 (lanes 4,5, upper panel) was performed after densitometric analysis and normalization with the immunoprecipitated
RGS4 (lanes 2,3, upper panel). Data representmean± SDof three independent experiments. **P b 0.005 as compared to the untreated samples. (C) RGS4 interacts with Gαo in the resting
state of κ-OR. Upper panel: lanes 3, 4 represent co-precipitated RGS4 using an anti-HA antibody. Lanes 5, 6 represent co-precipitated RGS4 using an anti-Gαo (3 μg) antibody. L represents
the levels of expressed RGS4 in cell lysates, whereas lanes 1, 2 represent immunoprecipitatedmock transfected lysateswith the indicated antibodies. Rat brainmembranes (BM) andmyc-
κ-293 F mock transfected membranes (M) were used as controls. Lower panel: Lanes 1, 2 represent precipitated Goα as compared with that present in myc-κ-293 F cell membranes
(M) and lysates (L) and rat brainmembranes (BM) using anti-Gαo antibody (1:1000). Quantification of co-immunoprecipitated RGS4 by anti-Gαowas performed by densitometric anal-
ysis and normalization with the precipitated RGS4 (upper panel, lanes 5, 6 and 3, 4 respectively). The ratio of the non treated cells was taken as 1. Data represent mean ± SD of three
independent experiments with **P b 0.005 significantly different than the non stimulated cells as calculated by Student's t-test.
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To deducewhether RGS2 also promotes selective couplingwith spe-
cific G proteins, the ability of RGS2 to interact withGαi1,3, Gαi2 and Gαo
in 293 F cells before and after U-50,488H administration was tested. As
demonstrated in Fig. 3A, the anti-Gαi1,3 co-precipitated RGS2 both
under basal, or stimulated condition of κ-OR as detected by a band of
the same molecular weight corresponding to RGS2 (upper panel, com-
pare lanes 2, 3 with 4, 5 and L). No band was detected in untransfected
cell lysates (Fig. 3A, upper panel, lane 1). This result suggests that RGS2
forms a heterotrimeric complex with Gαi1,3 both in the resting and the

activated state of κ-OR. To test whether Gαi2 follows the same pattern
of interaction with RGS2 as that detected for Gαi1,3 the ability of Gαi2
to co-precipitate with RGS2 before and after stimulation of myc-κ-293
F cells was detected. As shown in Fig. 3B, Gαi2 interacts with RGS2 in
unstimulated condition or after U-50,488H treatment (upper panel,
lanes 4, 5). However, upon U-50,488H administration the interaction
of RGS2 with Gαi2 is decreased (Fig. 3B, upper panel, compare lane 4
with 5). This result suggests that κ-OR forms a complex with RGS2
and Gαi2 and this ternary complex weakens upon κ-OR activation.

Fig. 3. RGS2 interacts with different Gα subunits in myc-κ-293 F cells. Myc-κ-293 F cells were transiently transfected with HA-RGS2 or vector alone and stimulated or not, with 1 μMU-
50,488H for 10 min (A) RGS2 interacts with Gαi1,3 independently of receptor activation. Cell lysates treated or not were immunoprecipitated with anti-Gαi1,3 (3 μg) and immunoblotted
with anti-HA antibody. Upper panel: Lanes 2,3 represent the amount of RGS2 co-precipitatedwith the anti-Gαi1,3 and lanes 4,5 and L represent the levels of expressed RGS2 in cell lysates.
Mock transfected cells were used as control (lanes 1 andM). Lower panel: Lanes 1,2 represent levels of immunoprecipitated Gαi1,3 as compared with rat brain membranes (BM), myc-κ-
293 Fmembranes (M) and cell lysates (L). The results are representative of one experiment repeated at least three times. Quantification of RGS2 levels precipitated byGαi1,3 (upper panel,
lanes 2,3) was performed by densitometric analysis and normalization with the precipitated HA-RGS2 (upper panel, lanes 4,5). Data represent mean ± SD of three independent exper-
iments. (B) RGS2 interacts with Gαi2. Cell lysates stimulated or not with agonist were immunoprecipitatedwith anti-Gαi2 antibody. Upper panel: Lanes 4,5 represent the co-precipitated
RGS2 by an anti-Gαi2 antibody. Lanes 2, 3 represent the levels of RGS2 in immunoprecipitates as comparedwith input cell lysates (L). Lane 1, representsmock transfected cells precipitated
with an anti-HA antibody. M represents cell membranes from the mock transfected cells. Lower panel: The presence of Gαi2 was verified with an anti-Gαi2 antibody (1:1000). Lane 1,2
represent the amount of precipitatedGαi2 as comparedwith rat brainmembranes (BM),myc-κ-293 F cellmembranes (M), and cell lysates (L). Quantification of co-precipitated RGS2was
performed by densitometric analysis and normalization as previously described inA. Data representmean± SDof at least three independent experimentswith ***P b 0.0005 as compared
with the untreated cells (Student's t-test). (C) RGS2 interacts with Gαo independently of receptor activation. Cell lysates pretreated with agonist or not, were immunoprecipitated with
3 μg anti-Gαo or anti-HA antibodies and immunoblottedwith an anti-HA. Upper panel: Lanes 2,3 and L represent the levels of expressedRGS2. Lanes 4 and 5 represent the amount of RGS2
co-precipitatedwith an anti-Gαo. HA-immunoprecipitated cell lysate frommock transfected cells was used as control (lane 1). Lower panel: lanes 1,2 represent the levels of precipitated
Gαο inmyc-κ-293 F lysates as comparedwith input of rat brainmembranes (BM) andmyc-κ-293 Fmembranes and lysates (lanes M and L respectively). The results are representative of
one experiment repeated at least four times. Quantification of co-precipitated RGS2wasperformed as describedpreviously and showedno statistical significance as calculated by Student's
t-test. The ratio of the untreated cells was taken as 1.
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RGS2 was also able to interact with Gαo equally well under both basal
and stimulated conditions in the same cells (Fig. 3C, upper panel, com-
pare lanes 4, 5 with 2 and 3 respectively). These observations suggest
that RGS2 interacts with all G proteins tested, Gαi1,3, Gαi2 and Gαo
both in the resting and activated state of κ-OR.

3.4. Effect of RGS4 and RGS2 protein in κ-OR-mediated adenylyl cyclase
inhibition

We have previously demonstrated that RGS4 attenuates DAMGO-
mediated adenylyl cyclase (AC) inhibition in HEK293 cells stably ex-
pressing the μ-OR and that the N-terminal domain of RGS4 is essential
for this effect [12,20]. In an attempt to investigate the functional signif-
icance of RGS4 and RGS2 interactions with κ-OR, we examined the abil-
ity of HA-tagged RGS4 or RGS2 to alter U-50,488H-mediated adenylyl
cyclase inhibition in 293 F cells expressing the myc-κ-OR. As shown in
Fig. 4, expression of RGS4 reduced agonist mediated inhibition of
forskolin-stimulated AC as demonstrated by a small rise in the levels
of cAMP accumulation observed in the presence of RGS4 compared
with the cAMP levels observed in mock transfected cells. Indeed, in
cells transfected with vector alone, 10 nM U-50,488Η resulted in
68 ± 5% inhibition of cAMP accumulation with an IC50 of 0.82 ±
0.03 nM which was attenuated in the presence of HA-RGS4 to 55 ±
2.5% inhibition with an IC50 of 1.56 ± 0.29 nM, suggesting that RGS4
exerts a negative effect on κ-OR inhibitory pathway on AC. However,
when similar experiments were performed using RGS2, measurements
of κ-OR-mediated cAMP accumulation in myc-κ-293 F cells indicated a
robust shift in the amount of cAMP levels after U-50,488H administra-
tion. Indeed, the presence of RGS2 resulted in a dramatic shift of the
cAMP accumulation resulting in 28 ± 4.5% inhibition upon 10 nM U-
50,488Η treatment, with an IC50 of 4.5 ± 0.31 nM, as compared to the
mock transfected cells (Fig. 4). These results demonstrate that RGS2
expression blocks κ-OR-mediated AC inhibition.

3.5. Effect of RGS4 and RGS2 on ERK phosphorylation mediated by κ-OR
activation

It has been widely demonstrated previously that μ- and δ-ORs
stimulate ERK1,2 activity via PTX-sensitive G proteins and that
RGS4 attenuates ERK1,2 phosphorylation mediated by these two
opioid receptors [20,24]. To examine whether RGS expression alters
ERK1,2 phosphorylation in response to κ-OR activation, myc-κ-293 F
cells were challenged with U-50,488H. As shown in Fig. 5A, 200 nM
U-50,488H enhanced ERK1,2 phosphorylation after 5 and 8 min
stimulation of κ-OR. This phosphorylation was attenuated when
RGS4 was co-expressed, suggesting that RGS4 interferes in the κ-
OR mediated signalling of ERK1,2. When similar measurements of
MAP kinase phosphorylation were performed in the same cells, ex-
pressing RGS2, a similar reduction on the phosphorylation levels of
ERK1,2 was detected, both after 5 and 8 min of U-50,488H adminis-
tration as compared to the mock transfected cells lysates (Fig. 5B).
These results suggest that both RGS4 and RGS2 have a negative effect
on κ-OR mediated ERK1,2 phosphorylation.

3.6. Effect of RGS4 and RGS2 in the internalization of the κ-OR and δ-OR

It has been previously shown that RGS proteins could alter the rate
of internalization of ORs in amanner depending on the type of RGS pro-
tein participating [20,27]. To determine whether κ-OR internalization
alters upon RGS4 and/or RGS2 expression,wemeasured by flow cytom-
etry the number of cell surface κ-OR in myc-κ-293 F cells. As shown in
Fig. 6A, U-50,488Hadministration for 8min inmock transfected cells re-
sulted in 21 ± 3% internalized κ-OR. Co-expression of either RGS4 or
RGS2 indicated no significant effect in the internalization rate of κ-OR
(23± 0.35% and 17± 2% in the presence of RGS4 and RGS2 respective-
ly) as compared with the mock transfected cells. Similarly, U-50,488H
administration for 40 min resulted in 47± 6% of internalized receptors,
an amount that retained in the presence of RGS4 and/or RGS2 (44± 7%
and 41 ± 7% of internalized receptors respectively) (Fig. 6A). These re-
sults suggest that both RGS4 and RGS2 proteins do not exert any effect
in the κ-OR internalization rate. However, when similar experiments
were performed in HEK293 cells expressing the δ-ΟR 15 min of DSLET
exposure resulted in 34 ± 5% of internalized receptors (Fig. 6B). Inter-
estingly, the amount of internalized δ-receptors increased to 64 ± 6%
in the presence of RGS4, after 15 min DSLET administration, whereas,
in cells expressing RGS2, the levels of cell surface receptors were similar
as those detected in mock transfected cells. However, the pattern of δ-
OR internalization in the presence of RGS4 or RGS2 after 60 min
DSLET exposure was similar to that detected in mock transfected cells.
These results suggest that while RGS4 accelerates δ-OR desensitization,
RGS2 displays no effect and suggest that κ-ΟR and δ-ΟR internalize in a
differential manner that depends not only on the receptor type and the
agonist used, but also by the RGS protein present.

4. Discussion

The κ-OR is widely expressed throughout the central and peripheral
nervous systemand is involved in the regulation of several physiological
responses ranging from analgesia to the control of immune system
among others [8,37]. κ-OR couples to PTX sensitive G proteins and has
the ability to interact also with various other proteins, involved in the
signalling, trafficking, intracellular sorting and fine tuning of this recep-
tor [13,40].

RGS proteins negatively modulate GPCR signalling by interacting
directly with these receptors [1]. RGS proteins have been found to be
involved in phenomena of addiction and tolerance, whereas addictive
drugs control the expression levels of several RGS proteins [38]. Previ-
ous observations employing pull down assays utilizing the μ-CT, the δ-
CT and the δ-i3L indicated the ability of RGS4 to interact with μ-OR
and δ-OR, to modulate OR signalling [12,20]. It has also been shown

Fig. 4. Effect of RGS4 andRGS2 on κ-OR-mediated adenylyl cyclase inhibition.Myc-κ-293 F
cells were transfected with the cDNAs of the HA-RGS4, HA-RGS2 or vector alone. 24 h
post-transfection, cells were incubated with [3H]-adenine (1.5 μCi/mL) as described in
the Materials and methods section. Generation of [3H]-cAMP was measured in response
to treatment with forskolin (50 μM) and increasing concentrations of U-50,488H in
mock transfected cells or cells expressing RGS4 or RGS2. Data are represented as the per-
centage of cAMP accumulation (100% corresponds to the forskolin stimulated samples)
and represent mean ± SD of triplicate determinations of five independent experiments.
*P b 0.05 and **P b 0.005 as compared to the corresponding values of mock transfected
cells by Student's t-test.
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that RGS14 preventedmorphine-induced μ-OR phosphorylation and in-
ternalization [29], and that RGS9-2 in PC12 cells delayed μ-OR internal-
ization [27].

Little is known about the role RGS proteins exert in κ-OR signaling
and whether κ-OR interacts with selective members of RGS proteins.
In the present study we demonstrate that κ-OR interacts with RGS4
within its N-terminus as it was previously detected for μ-OR and δ-OR
[20]. Taking into account that RGS4 is a common interactive partner
for μ-OR, δ-OR and κ-OR, we wondered whether other RGS proteins
also associate with ORs. Our results demonstrate that RGS2 associates
with the κ-CT and δ-CT but not with the μ-CT. RGS2 interacts also with

δ-i3L that displays high sequence similarity between the three OR sub-
types tested. Previous observations have shown that RGS14 interacts
with μ-ΟR in PAG neurons to prevent morphine-induced phosphoryla-
tion [29], whereas interaction of RGS9-2 with arrestin and μ-OR in
PC12 cells was also reported [27]. All these suggest that ORs interact
with multiple RGS proteins to modulate OR signalling in a differential
manner. RGS2 was found to directly interact with the i3L of the M1-
muscarinic [5] and the α1A-adrenergic receptors [15] to modulate
their signalling.

The CTs of the opioid receptors share a conserved domain consisting
of a 20aa stretch (SSLNPVLYAFLDENFKRCFR) close to the seventh

Fig. 5. Effect of RGS4 and RGS2 on κ-OR driven ERK1,2 phosphorylation. Myc-κ-293 F cells were transiently transfectedwith the cDNAs of HA-RGS4 (A), HA-RGS2 (B) or pcDNA3 (mock).
24 h post-transfection cells were serum starved and the next day theywere stimulated with 200 nMU-50,488H for 5 and 8 min and cell lysates were resolved in SDS-PAGE (12%). Upper
panels of A and B represent phosphorylated ERK1,2 visualized by immunoblottingwith an anti-phospho-ERK1,2 antibody (1:1000). Lower panels: Equal loadingwas verified by stripping
and reprobing with a specific anti-ERK antibody (1:1000). Results shown are representative of an experiment performed at least three times. Quantification of p-ERK was performed by
densitometric analysis of the p-ERK and ERK levels using the ratio of p-ERK/ERK for each sample. For the normalization the ratio of themock transfected untreated sample of each exper-
iment was taken as 1; data represent mean ± SD of different independent experiments, with *P b 0.01, **P b 0.005, ***P b 0.0005, as calculated by Student's t-test.

Fig. 6. Effect of RGS4 and RGS2 expression on the internalization rate of κ-OR and δ-OR. (A) myc-κ-293 F cells were transfected with the HA-RGS4,HA-RGS2 or vector alone. Cells were
treatedwith 1 μMU-50,488H for 8min or 40min and after immunofluorescence stainingwere analyzed byfluorescence flow cytometry. (B) Flag-tagged δ-HEK293 cells were transfected
with the HA-RGS4, HA-RGS2 or vector alone. Cells were treated with 1 μM DSLET for 15 min or 1 h and processed as above. The percentage of internalized receptors was determined as
described in Section 2.12. Each value represents themean± S.E.M. of at least three independent experiments performed in triplicate. *P b 0.05 as compared to the corresponding values of
mock transfected cells by Student's t-test.
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transmembrane domain. This region differs in only two amino acids be-
tween all three OR subtypes (Fig. 1A) and forms helix VIII, which is pro-
posed to be the docking site of RGS4, spinophilin, periplakin, GASP and
the transcription factors STAT5A/5B among others [13]. The present
data indicate that RGS4 associates with κ-OR within this conserved do-
main, whereas the docking site of RGS2 resides within ΔΝ25-κ-CT and
ΔΝ26-δ-CT fragments in which the conserved portion of the C-
terminal tail is eliminated.

RGS4 and RGS2 associate with κ-OR in myc-κ-293 F cells constitu-
tively and these interactions retain upon U-50,488H administration.
Similar findings were also detected for RGS4 association with μ-OR
and δ-OR [20], suggesting that RGS4 is a universal OR interactive partner
that couples with ORs in a similar manner and shares the same site of
interaction. RGS2 and RGS4 have been shown previously to be recruited
to the plasmamembrane by the β2-adrenergic, the AT1A-angiotensin II
or theM2-muscarinic receptors in an agonist independentmanner [30].

It is known that opioid receptors couplemainly to PTX sensitive Gαi/
o subunits [39] with RGS4 presenting preference towards Gαi/o and
RGS2 preferring Gαq compared to Gαi/o [2,17]. In line of these observa-
tions, we questioned whether RGS4 and RGS2 drive κ-OR to selectively
couple with specific Gα subunits upon its activation. Our results indi-
cate that RGS4 can interact with Gαi2 and Gαo in the absence of agonist
but not with Gαi1,3 in myc-κ-293 F. κ-OR activation attenuates RGS4-
Gαi2 pair formation with RGS4 losing its capacity to pair with Gαo
(Fig. 7). Previous observations have also shown that μ-OR by interacting
with RGS4 pairs with Gαi1,3, Gαi2 and Gαo, however all these interac-
tions become tighter upon μ-OR activation. In the case of δ-OR, RGS4 in-
teracts with Gαi1,3 and Gαo but not with Gαi2 while DSLET activation
enhances RGS4-Gαi2 coupling and attenuates RGS4-Gαi1,3 pair forma-
tion [20]. The fact that Gαi1,3 does not couplewith RGS4 in cells express-
ing the κ-OR suggests that RGS4-Gαi1,3 pair formation is mainly
influenced by the receptor type present and not necessarily by the ago-
nist activated receptor, or the RGS preference for specific G proteins. On
the other hand, RGS2 displays a differential coupling profile for Gα pair
formation. RGS2 pairs with all three Gα subunits tested in the resting
state of κ-OR, and remains coupled upon receptor activation with
Gαi1,3 and Gαo and less with Gαi2. These results suggest that the

presence of the κ-OR, is the critical parameter that allows RGS coupling
with specific G proteins and that agonist activation of κ-OR alters the
equilibrium of RGS2 and RGS4 to couple with Gα. Our results also sug-
gest that RGS2 forms a tight ternary complex with κ-OR and Gα sub-
units. Therefore, someone can assume that RGS2 by interacting to G
proteins more stably upon κ-ΟR activation, negatively modulate recep-
tor signalling in a more robust manner. Collectively, our results demon-
strate that although a GPCR can couple with multiple RGS and G
proteins, the potency, duration and selectivity of the RGSx-Gα subunit
complex formed is influenced not only by the receptor type and its acti-
vation state but also by the RGS protein member present.

It was previously shown that RGS4 and RGS2 play a negative modu-
latory role by attenuating μ-OR-mediated adenylyl cyclase inhibition
[12,41]. In the present studywe demonstrate that RGS4 andRGS2 atten-
uate U-50,488H-mediated adenylyl cyclase inhibition, with RGS2
displaying a robust effect in this pathway. We can thus assume that
this difference in potency between RGS4 and RGS2 to modulate AC
could be attributed to the differential coupling efficiency these two
RGS proteins exert towards the corresponding Gi/o subunits in 293 F
cells. Previous studies have shown that RGS2 interacts directly with
Gαs and several adenylyl cyclase subtypes to block their activity [31,
32]. In contrast to these observations, in our system RGS2 accelerates
Gαi/o deactivation resulting in elevated cAMP levels. RGS2 has also
been shown to increase hippocampal synaptic vesicle release by down-
regulating the Gi/o-mediated presynaptic Ca2+ channel inhibition [16]
and the angiotensin II-AC inhibition in A10 cells [21]. Moreover, RGS2
negatively modulates several Gαq-coupled GPCRs like the α1A-
adrenergic [15] andM1muscarinic acetylcholine receptors by attenuat-
ing phospholipase C activity [5].

It is evident that opioid receptors stimulate ERK1/2 phosphorylation
via Gαi/o and Gβγ signalling mechanisms [3,24,34]. Moreover, κ-OR
mediated-MAPK activation has been linked with anxiety responses
and proaddictive behavior [7]. Herein we demonstrate that expression
of RGS4 or RGS2 in 293 F cells attenuated κ-OR-mediated ERK1,2 phos-
phorylation; these results are in accordance with previous observations
indicating that RGS4 reduces MAPK phosphorylation of both activated
μ-OR and δ-OR [20], suggesting that both B/R4-RGS members are

Fig. 7. Schematic diagram of RGS4 and RGS2 couplingwith specific Gα subunits of G proteins under basal conditions or upon U-50,488H activation of κ-OR and their subsequent effect on
adenylyl cyclase (AC) inhibition and ERK1,2 phosphorylation.
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negativemodulators of κ-OR signalling. RGS2 and RGS4 attenuatedM2-
Gi/o-induced ERK1,2 and Akt activation with RGS2 being specific only
for M3-signaling [2]. Overexpression of RGS2 prevented
phenylephrine-mediated ERK1,2 activation [42], and RGS4 in the rat
dorsal striatum resulted in suppressed p-ERK1,2 levels by an mGluR5
agonist [35]. All these observations demonstrate that RGS proteins
exert a modulatory downstream effect.

There is a great interest to understand the mechanisms underlying
opioid receptors desensitization. It was shown that RGS19 facilitates δ-
ΟR internalization [9] whereas RGS14 and RGS9 prevent μ-OR internal-
ization [27,29]. Our studies have shown that although RGS4 accelerates
the rate of δ-OR internalization, RGS2 displays no effect. Measurements
of cell surface human κ-OR, in the presence of RGS4 or RGS2 indicated
that these proteins haveno effect in the internalization fate of the recep-
tor, suggesting that κ-OR internalizes in a manner independent of the
presence of the RGS proteins tested. These results suggest that RGS pro-
teins are implicated in receptor desensitization and exert a differential
effect on each individual receptor.

5. Conclusions

Collectively, our experiments indicate for the first time that i) κ-OR
interacts directly with RGS2 and RGS4, an interaction that is indepen-
dent of the activated state of the receptor, ii) RGS2 and RGS4 confer se-
lectivity for κ-OR to specifically couple with a specific subset of Gαi/o
proteins, iii) the potency of the functional effects mediated by the
RGS2 and RGS4 presence upon κ-ΟR activation is different. It can thus
be assumed that multiple RGS–Gα protein complexes are formed at
the cytoplasmic face of each individual opioid receptor and these inter-
actions are influenced not only by the type of the receptor and the ago-
nist used, but also by themember of the RGS protein present. Therefore
RGS proteins could be considered as attractive targets of κ-OR signalling,
to control its potency, selectivity and duration of action of opioids. A
better understanding of the regulatory mechanisms involved in the κ-
OR–RGS protein association may also provide new insights for various
physiological parameters of κ-OR-mediated effects.
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