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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Ο σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η µελέτη του µηχανισµού µεταγραφικής 

ενεργοποίησης από τους παράγοντες HNF-4 και HNF-1. 

Οι HNF-4 και HNF-1 είναι ηπατοειδικοί µεταγραφικοί παράγοντες που ρυθµίζουν 

γονίδια που παίζουν ρόλο σε ποικίλα µεταβολικά µονοπάτια στο ενήλικο ήπαρ. Στον 

άνθρωπο ετερόζυγες µεταλλαγές στα γονίδια HNF-4 και HNF-1 έχουν συνδεθεί µε 

την µορφή του νεανικού διαβήτη τύπου ΙΙ που ονοµάζεται MODY (MODY Ι και ΙΙ 

αντίστοιχα), αποδεικνύοντας την σηµασία των παραγόντων αυτών στη λειτουργία 

των β-κυττάρων του παγκρέατος. Η εργασία αυτή χωρίζεται σε τρία µέρη. 

Στο πρώτο µέρος µελετάται η λειτουργική σηµασία της αλληλεπίδρασης του HNF-4 

µε τον συνενεργοποιητή CBP που έχει ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης των 

ιστονών. Στη εργασία αυτή δείχθηκε ότι ο µεταγραφικός παράγοντας HNF-4 

ακετυλιώνεται από τον συνενεργοποιητή CBP σε αµινοξικά κατάλοιπα (λυσίνες) που 

εντοπίζονται στην περιοχή που είναι υπεύθυνη για την είσοδο του παράγοντα στον 

πυρήνα του κυττάρου (NLS).In vitro πειράµατα και πειράµατα παροδικής 

διαµόλυνσης έδειξαν ότι η µετα-µεταφραστική αυτή τροποποίηση αυξάνει την 

ικανότητα πρόσδεσης του HNF-4  στο DNA και την συγγένεια της αλληλεπίδρασης 

µε τον ίδιο τον συνεργοποιητή CBP και είναι απαραίτητη για την µεταγραφική 

ενεργότητα του HNF-4. Η πιο ενδιαφέρουσα παρατήρηση της εργασίας αυτής είναι 

ότι η ακετυλίωση του HNF-4 είναι πολύ  σηµαντική για την συγκράτηση του 

παράγοντα στον πυρήναα του κυττάρου. Από τα πειράµατα είναι φανερό ότι όταν ο 

παράγοντας δεν είναι ακετυλιωµένος εξέρχεται από τον πυρήνα του κυττάρου στο 

κυτταρόπλασµα µέσω της πρωτεΐνης CRM1 που αλληλεπιδρά µε µεγαλύτερη 

συγγένεια µε την µη-ακετυλιωµένη µορφή του HNF-4. Τα αποτελέσµατα αυτής της 

εργασίοας προτείνουν ότι η ακετυλίωση είναι µια σηµαντική µετα-µεταφραστική 

τροποποίηση που επηρεάζει πολλές ιδιότητες του µεταγραφικού παράγοντα HNF-4, 

σηµαντικές για την δράση του. 

Στο δεύτερο κοµµάτι της εργασίας µελετάται ο µηχανισµός µε τον οποίο ο 

παράγοντας HNF-1 ενεργοποιεί την µεταγραφή. Πιο συγκεκριµένα , βρέθηκε ότι  ο 

HNF-1 αλληλεπιδρά in vivo και in vitro µε τις ακετυλοτρανσφεράσες των ιστονών 

CBP, P/CAF, SRC-1 και RAC3 και ότι η συνεργιστική δράση των συνενεργοποιητών 

αυτών αυξάνει την HNF-1 εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση. Πιο λεπτοµερής 
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µελέτη έδειξε ότι ο παράγοντας CBP προσδένεται στο αµινοτελικό άκρο του HNF-1  

που αντιστοιχεί στην περιοχή µε την οποία προσδένεται στο DNA, ενώ οι άλλοι τρεις 

στην καρβοξυτελική περιοχή που είναι υπεύθυνη για την ενεργοποιητική του δράση 

(Activation domain). Η µελέτη εστιάστηκε περισσότερο στην συνέργια που 

παρατηρήθηκε µεταξύ των συνενεργοποιητών  CBP και P/CAF. Η µεταγραφική 

ενεργότητα του  HNF-1 σε υποκινητή που έχει εντεθεί στο γένωµα των κυττάρων 

φαίνεται ότι εξαρτάται αυστηρά από την συνεργιστική δράση των δύο παραπάνω 

συνενεργοποιητών και απαιτεί τις HAT ενζυµικές ενεργότητες και των δύο σε 

αντίθεση µε την επιλεκτική απαίτηση της HAT του P/CAF για την HNF-1-

εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση παροδικά διαµολυσµένου γονιδίου 

αναφοράς. Με in vitro πειράµατα δείχθηκε ότι η πρόσδεση του CBP στο αµινοτελικό 

τµήµα του HNF-1 αυξάνει την συγγένεια πρόσδεσης του P/CAF στο καρβοξυτελικό 

γεγονός που παρέχει µία πιθανή εξήγηση για την παρατηρούµενη συνέργια µεταξύ 

των δύο συνενεργοποιητών. Τα αποτελέσµατα αυτά υποστηρίζουν ένα µοντέλο 

σύµφωνα µε το οποίο ο HNF-1 ενεργοποιεί την µεταγραφή στρατολογώντας 

διαφορετικούς συνενεργοποιητές οι οποίοι συµµετέχουν στην αναδιαµόρφωση της 

χρωµατίνης και διευκολύνουν πιθανότατα την µετέπειτα στρατολόγηση της γενικής 

µεταγραφικής µηχανής. 

Μελετώντας στη συνέχεια τον µηχανισµό έλλειψης µεταγραφικής ενεργότητας δύο 

φυσικών µεταλλαγών του HNF-1 των P519L και P447L που έχουν βρεθεί σε 

ασθενείς µε νεανικό διαβήτη (MODY III), παρατηρήθηκε ότι οι µεταλλαγές αυτές 

αλληλεπιδρούν µε µεγαλύτερη συγγένεια και µε τους δύο συνενεργοποιητές CBP και 

P/CAF σε σύγκριση µε την πρωτεΪνη αγρίου τύπου. Πιο λεπτοµερής µελέτη έδειξε ότι 

η έλλειψη της µεταγραφικής ενεργότητας των µεταλλαγών αυτών δεν οφείλεται σε 

επιλεκτική αλληλεπίδραση τους µε τον συγκαταστολέα NcoR ή την απακετυλάση 

HDAC1 αλλά οι συνενεργοποιητές CBP και P/CAF όταν βρίσκονται σε σύµπλοκο µε 

τις µεταλλαγές εµφανίζουν µειωµένη HAT ενζυµική ενεργότητα. Περαιτέρω µελέτες 

έδειξαν ότι η πρωτεΐνη αγρίου τύπου - και όχι οι µεταλλαγές - αυξάνει την ΗΑΤ 

ενζυµική ενεργότητα του CBP in vitro. Στη συνέχεια δείχθηκε ότι και άλλοι 

µεταγραφικοί παράγοντες όπως Sp1 και HNF-4 επάγουν την ενζυµική ενεργότητα 

του CBP. Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων αυτών προσδίδουν στους 

µεταγραφικούς παράγοντες ένα πιο δυναµικό ρόλο στην διαδικασία της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης. ∆εν απαιτούνται µόνο για την στρατολόγηση συνενεργοποιητών 

στους υποκινητές αλλά φαίνεται πως τροποποιούν και την ενζυµική τους ενεργότητα. 
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Στο τρίτο κοµµάτι της εργασίας µελετάται ο ρόλος των HNF-4 και HNF-1 στις 

διαδικασίες συγκρότησης του προενακτήριου συµπλόκου και αναδιαµόρφωσης της 

χρωµατινικής δοµής στον υποκινητή φυσικού γονιδίου-στόχου τους. Για το σκοπό 

αυτό µελετήθηκε η σειρά στρατολόγησης των παραγόντων στον υποκινητή του 

γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης κατά την ενεργοποίηση του στη διάρκεια της 

διαφοροποίησης των εντερικής προέλευσης CaCo2 κυττάρων. Η µελέτη αυτή έδειξε 

ότι ένα ολοκληρωµένο προενακτήριο σύµπλοκο που περιλαµβάνει τους δύο 

ενεργοποιητές HNF-4 και HNF-1, συστατικά του TFIID, τον γενικό µεταγραφικό 

παράγοντα TFIIH, το σύµπλοκο των διαµεσολαβητών, καθώς και την 

φωσφορυλιωµένη µορφή της ΡΝΑ ΙΙ πολυµεράσης συγκροτείται στον συγκεκριµένο 

υποκινητή πολύ πριν από την χρονική στιγµή της µεταγραφιής έναρξης. Ακολουθεί η 

στρατολόγηση των ακετυλοτρανσφερασών CBP και P/CAF ενώ η παρατηρούµενη 

υπερακετυλίωση της ιστόνης H3 δεν συνοδεύει άµεσα την παραπάνω διαδικασία. 

Τέλος η παροδική στρατολόγηση του παράγοντα hBrm και η αναδιαµόρφωση του 

νουκλεοσώµατος που καλύπτει το σηµείο έναρξης της µεταγραφής συµπίπτουν µε 

την χρονική στιγµή µεταγραφικής έναρξης. Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι η 

αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης στον υποκινητή του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης 

είναι το τελευταίο καθοριστικό βήµα στη διαδικασία έναρξης της µεταγραφής µετά 

από την συγκρότηση του προενακτήριου συµπλόκου. 

 

 3



 

Summary 
 

My studies were focused on different mechanistic aspects of tissue specific gene 

regulation by HNF-1 and HNF-4. 

HNF-4 and HNF-1 (Hepatic Nuclear Factor 4 and 1) are liver-enriched transcription 

factors which regulate genes that play important roles in various metabolic pathways 

in the adult liner. In humans , heterozygous mutations in the HNF-4 and HNF-1 genes 

are associated with an early onset form of type II diabetes called Maturity Onset 

Diabetes of the Young (MODY I and III, respectively), also proving the importance of 

these factors in pancreatic b-cell function. 

First, in an effort to explore the functional importance of the interaction between 

HNF-4 and the known coactivator CBP, which possesses histone acetyltransferase 

activity, we found that CBP acytylates HNF-4 DNA-binding activity and its affinity 

of interaction observation with CBP itself and is required for target gene activation. 

The most interesting observation of this work is that this modification is crucial for 

the proper nuclear retention of HNF-4, which binds referentially to non-acetylated 

HNF-4. The results of this study suggest that acetylation is a key posttranslational 

modification that affects several properties of HNF-4 critical for its biological 

functions. 

Secondly, while studying the molecular mechanism involved in HNF-1-dependent 

gene activation, we found that HNF-1 can physically interact with the histone 

acetyltransferases (HATs) CBP, P/CAF, SRC1 and RAC3 and that the synergistic 

action between these co-activators enhances HNF-1-dependent transcriptional 

activation. Our studies were mainly focused on the synergium observed between the 

more robust HATs CBP and P/CAF, which can independently interact with the N-

terminal and the C-terminal domain of HNF-1, respectively. The transcriptional 

activation potential of HNF-1 on a genome integrated promoter was strictly dependent 

on the synergistic action of CBP and P/Caf and requirement for P/CAF HAT activity 

for HNF-1-dependent activation from a transiently transfected reporter. Employing in 

vitro assays, we found that the interaction of CBP with the N-terminal domain of 

HNF-1 greatly increased the binding affinity of  P/CAF for the C-terminal activation 

domain, which provides a potential mechanism for the observed functional synergism. 

These results support a model which involves the combined action of multiple co-
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activator recruited by HNF-1 to activate transcription by coupling nucleosome 

modification and recruitment of the general transcription machinery. 

Thirdly, exploring the mechanism behind the impaired transactivation potential of two 

dominant-negative mutants of HNF-1 (P447L), occurring in maturity onset diabetes of 

the young (MODY3) patients, we found that they paradoxically exhibit stronger 

interactions with either CBP or P/CAF than the wild type protein both in vivo and in 

vitro. Further in vivo studies showed that the dominant-negative effect of MODY3 

mutants is not due to a preferential recruitment of the corepressor NCOR or the 

deacetylase protein HDAC1, but not the MODY3 mutants, stimulated the HAT 

activity of CBP in vitro. Other transcription factors such as Sp! And HNF-4 also 

stimulated the HAT activity of CBP, demonstrating a more dynamic role for DNA-

binding proteins in the transcription process. They are not only required for the 

recruitment of coactivators to the promoter, but they may also modulate their 

enzymatic activity. 

Finally, in order to explore the role/involvement of the HNF4 and HNF-1 preinitiation 

complex assembly and chromatin remodeling processes in a natural target gene, we 

analyzed the order of recruitment of factors to the alpha-1-antitrypin (a1-AT) 

promoter upon the initial activation of the gene during enterocyte differentiation. We 

found that a complete preinitiation complex, including the HNF-1 and HNF-4 

transcription factors, componets of TFIID, TFIIH and the mediator complex, as well 

as, phosphorylated RNA pol-II, waw assembled at the promoter long before 

transcriptional activation. The histone acetyltransferases CBP and P/CAF were 

recruited subsequently, but local histone hyperacetylation was delayed. After transient 

recruitment of hBrm, remodeling of the neighboring nucleosome coincided with 

transcription initiation. The results suggest that at this promoter chromatin 

reconfiguration is a defining step of the initiation process, acting after the assembly of 

the Pol II machinery. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

Το ήπαρ είναι το µεγαλύτερο εσωτερικό όργανο του ανθρώπινου σώµατος. Ο 

κύριος ρόλος του είναι η αποτοξίνωση των ζηµιογόνων παραπροϊόντων του 

µεταβολισµού, ο µεταβολισµός των υδατανθράκων, λιπών, στεροειδών και 

προσταγλαδινών, η αποθήκευση βιταµινών και σιδήρου, καθώς και η παραγωγή 

πρωτεϊνών του ορού. Λειτουργεί σαν εξωκρινές και σαν ενδοκρινές όργανο .Πιο 

συγκεκριµένα, εκκρίνει χολικά οξέα, βασικά προϊόντα µεταβολισµού της 

χοληστερόλης, τα οποία µεταφέρονται στο έντερο µε τα χοληφόρα σωληνάρια και 

βοηθούν στην εντερική απορρόφηση. Οι ενδοκρινείς ιδιότητες συνίστανται στην 

πρόσληψη εκκρινόµενων παραγόντων του ορού όπως η αλβουµίνη, προθροµβίνη και 

οι απολιποπρωτεΐνες. 

Η ανατοµία του συκωτιού αναδεικνύει τη σπουδαιότητα των ιδιοτήτων του. 

Το ενήλικο ήπαρ αποτελείται από τέσσερις λοβούς που περιβάλλονται από ινώδη 

συνδετικό ιστό που ονοµάζεται κάψουλα του Glisson. Κάθε λοβός είναι οργανωµένος 

γύρο από µία κεντρολόβια ηπατική φλέβα. Στην περιφέρεια του λοβού το αίµα 

εισέρχεται από κλάδους της πυλαίας φλέβας και της  ηπατικής αρτηρίας και εξέρχεται 

µέσω της κεντρολόβιας φλέβας. Έτσι το ήπαρ ρυθµίζει τον ρυθµό της κυκλοφορίας 

του αίµατος από το έντερο και το πάγκρεας προς το υπόλοιπο σώµα. Η στενή επαφή 

του µε το αίµα συντελεί στην ικανότητα του να το καθαρίζει αποτελεσµατικά από 

ορισµένες κατηγορίες ουσιών. Η χολή που εκκρίνεται από το ήπαρ ως προϊόν 

µεταβολισµού της χοληστερόλης συσσωρεύεται στα χοληφόρα σωληνάρια τα οποία 

κείνται µεταξύ παρακείµενων ηπατικών κυττάρων και εκβάλλουν στους χοληφόρους 

πόρους που βρίσκονται στην περιφέρεια του λοβού (εικόνα 1). 

Τα ηπατοκύτταρα επιτελούν τις κυριότερες λειτουργίες του ήπατος και είναι ο 

πολυπληθέστερος ( 80%) αλλά όχι και ο µόνος κυτταρικός τύπος .Συναντάµε ακόµα 

επιθηλιακά, παρεγχυµατικά, µακροφάγα (Kuppfer cells),και ινοβλάστες (Ito cells). Η 

παρουσία σχετικά µικρού αριθµού διαφοροποιηµένων κυτταρικών τύπων έκανε το 

ήπαρ πολύ καλό σύστηµα στη µελέτη της οργανογένεσης και των µηχανισµών 

διαφοροποίησης του. Η ηπαττογένεση σαν διαδικασία έχει χωριστεί για ευκολία σε 

διακριτά αναπτυξιακά στάδια. Το πρώτο στάδιο που ονοµάζεται competence 

χαρακτηρίζεται από την επιδεκτικότητα (competence) ενός ιστού κατά την ανάπτυξη 

να ακολουθήσει την ηπατική τύχη. Τέτοιου είδους επιδεκτικότητα παρουσιάζει το 
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κοιλιακό (ventral) τµήµα του ενδοδέρµατος του προσέντερου (foregut) που έρχεται σε 

επαφή µε την προκαρδιακό µεσόδερµα. Πιο συγκεκριµένα, το τµήµα αυτό του 

ενδοδέρµατος εκφράζει κάποιους παράγοντες (πχ.HNF-3) που το καθιστούν 

επιδεκτικό στο να ακολουθήσει την ηπατική τύχη και στη συνέχεια δεχόµενο κάποια 

σήµατα από το παρακείµενο καρδιακό µεσόδερµα (κυρίως αυξητικούς παράγοντες 

FGF1,2,8), οδηγείται στην έκφραση κάποιων παραγόντων χαρακτηριστικών των 

ηπατικών κυττάρων (πχ.αλβουµίνης, alpha-fetoprotein ). Το στάδιο αυτό ονοµάζεται 

στάδιο καθορισµού ηπατικής τύχης [(εικόνα 2), (39 ,217, 216, 82)]. 

Από την στιγµή αυτή ξεκινά η διαδικασία της διαφοροποίησης όπου είναι η 

βαθµιαία µετάβαση σε έναν πολύ εξειδικευµένο κυτταρικό τύπο που εκφράζει µια 

µεγάλη ποικιλία πρωτεϊνών απαραίτητων για την τελική µορφολογία και λειτουργία 

του. Η διαφοροποίηση του ηπατικού κυττάρου πιο συγκεκριµένα απαιτεί την 

έκφραση γονιδίων που ρυθµίζουν τον µεταβολισµό, την αποτοξίνωση και παραγωγή 

πρωτεϊνών του ορού. Παρόλο που έχουν βρεθεί πολλοί µεταγραφικοί παράγοντες να 

ρυθµίζουν τη έκφραση των παραπάνω γονιδίων στο ενήλικο ήπαρ, δεν έχει δοθεί 

σαφής απάντηση για το ποιος παράγοντας συγκεκριµένα δίνει το έναυσµα  για την 

διαφοροποίηση των ηπατικών κυττάρων. Η δυσκολία στην απάντηση βρίσκεται στο 

γεγονός ότι η απενεργοποίηση (knock out) καθενός από τους παραπάνω παράγοντες 

σε ποντίκι οδηγεί στη δηµιουργία ενός ζώου µη βιώσιµου (lethal) προφανώς γιατί οι 

παράγοντες αυτοί που  περιγράφονται µε λεπτοµέρεια στη συνέχεια παίζουν επίσης 

σηµαντικό ρόλο σε πρώιµα αναπτυξιακά στάδια κατά την ανάπτυξη του ποντικού 

(39). 

    Η διαφοροποίηση του ηπατικού κυττάρου συνοδεύεται από δραµατική 

αύξηση του διπλασιασµού των κυττάρων που θα αποτελέσουν το τελικό όργανο. 

Μιτογόνοι καθώς και αυξητικοί παράγοντες των µεσεγχυµατικών κυττάρων που 

περιβάλλουν τα ηπατικά αποτελούν τα σήµατα τα οποία ενεργοποιούν γονίδια για τη 

ρύθµιση του πολλαπλασιασµού των ηπατικών κυττάρων.  

Στο ενήλικο πια ήπαρ η διατήρηση του ηπατικού φαινοτύπου συνίσταται στην 

έκφραση µιας συγκεκριµένης οµάδας γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 

αναγκαίες για την ηπατική λειτουργία. Η ρύθµιση των παραπάνω γονιδίων γίνεται 

κύρια στο επίπεδο της µεταγραφής από ειδικούς µεταγραφικούς παράγοντες που 

παρόλο που δεν εκφράζονται αποκλειστικά στο ήπαρ, ο συνδυασµός τους και οι 

σχετικές ενδοκυτταρικές συγκεντρώσεις φαίνεται πως είναι καθοριστικές. Η µέχρι 

τώρα µελέτη στοιχείων των υποκινητών και ενισχυτών των γονιδίων αυτών ανέδειξε 
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4 οικογένειες πρωτεϊνών υπεύθυνες για τον καθορισµό και την διατήρηση του 

ηπατικού φαινοτύπου:  

α) Η οικογένεια του ηπατικού πυρηνικού παράγοντα 1 (HNF-1 hepatic nuclear 

factor 1) όπου το µοτίβο µε το οποίο προσδένεται στο DNA µοιάζει µε αυτό των 

οµοιoτικών γονιδίων (homeodomain family). Ανακαλύφθηκε αρχικά από την 

πρόσδεση του σε συντηρηµένα στοιχεία του υποκινητή της αλβουµίνης και της α1-

αντιτρυψίνης. Αποτελείται από τρεις λειτουργικά διακριτές περιοχές. Μια 

αµινοτελική περιοχή που είναι υπεύθυνη για τον διµερισµό του µορίου, µια περιοχή 

µε την οποία προσδένεται στο DNA (homeobox-like,44) και µία καρβοξυτελική 

περιοχή, υπεύθυνη για την ενεργοποιητική του δράση (transactivation domain). Η 

καρβοξυτελική περιοχή χωρίζεται σε τρία διακριτά µέρη (ADI,II and III  

AD:activation domain) όπου και τα τρία έχουν αποδειχθεί σηµαντικά για την 

ενεργοποιητική δράση του HNF-1,αφού σε έλλειψη καθενός από αυτά ο παράγοντας 

είναι ανενεργός.(Εικόνα 3Α.) Η περιοχή διµερισµού αλληλεπιδρά µε µία πρωτεΐνη 

11-kDa που ονοµάζεται DcoH (dimerization cofactor of HNF-1, 80) και η 

αλληλεπίδραση αυτή έχει σαν αποτέλεσµα την σταθεροποίηση του διµερούς. Από 

πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης έχει βρεθεί ότι ο HNF-1 ρυθµίζει τους υποκινητές 

πολλών γονιδίων όπως της αµινοπεπτιδάσης Ν, των απολιποπρωτεϊνών ApoA2 και 

ApoB, α-φετοπρωτεΐνης, της ινσουλίνης, της υδροξυλάσης της φαινυλαλανίνης 

(PAH), και άλλα.. Εκτός από το ήπαρ ο HNF-1 εκφράζεται στο πάγκρεας, στα νεφρά 

και στα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου (20). 

∆ύο διαφορετικά knock out του HNF-1 έχουν αναλυθεί από δύο διαφορετικές 

ερευνητικές οµάδες. Και από τις δύο εργασίες είναι εµφανές πως ο παράγοντας δεν 

επηρεάζει την ανάπτυξη του ζώου αφού οµόζυγα ζώα γεννιούνται κανονικά. Τα 

οµόζυγα ποντίκια σύµφωνα µε την πρώτη εργασία εµφανίζουν ηπατοµεγαλία, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι πολλές από τις λειτουργίες του οργάνου δεν είναι 

φυσιολογικές. Πράγµατι, στα ζώα αυτά ανιχνεύονται υψηλά επίπεδα  φαινυλαλανίνης 

στον ορό που οµοιάζουν µε τα επίπεδα του αµινοξέος σε άτοµα που πάσχουν από 

φαινυλκετονουρία (PKU).Στη συνέχεια µε ανάλυση κατά Northern έγινε σύγκριση 

των επιπέδων mRNA, µεταξύ των ζώων αγρίου τύπου και των knock out, γονιδίων 

που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες σηµαντικές στην ηπατική λειτουργία και που έχουν 

βρεθεί στον υποκινητή τους στοιχεία υπεύθυνα για την πρόσδεση του παράγοντα. 

Έτσι από µία πληθώρα γονιδίων που εξετάστηκαν, τα επίπεδα του mRNA του 

γονιδίου  της υδροξυλάσης της φαινυλαλανίνης (PAH) πέφτουν δραµατικά (γεγονός 
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που εξηγεί τα υψηλά φαινυλαλανίνης στο ορό) ενώ µικρότερη µείωση εµφανίζουν τα 

επίπεδα αλβουµίνης και α1-αντιτρυψίνης. Για τα δύο τελευταία γονίδια φαίνεται πως 

ο HNF-1 είναι περιττός (redundant) και σε έλλειψή του κάποιος άλλος παράγοντας 

τον αντικαθιστά. Το ίδιο ποντίκι εµφανίζει το σύνδροµο Fanconi που χαρακτηρίζεται 

από πολυουρία, γλυκοσουρία και φωσφατουρία. Το σύνδροµο αυτό οφείλεται στην 

αδυναµία των νεφρών να απορροφήσουν µικρά µόρια του πλάσµατος (γλυκόζη, 

φώσφορο και αµινοξέα) µε αποτέλεσµα να αποβάλλονται αµέσως από τον οργανισµό 

µε τα ούρα. Είναι γνωστό ότι η γλυκόζη επαναπροσλαµβάνεται από την µεµβράνη 

των σωληνοειδών κυττάρων του νεφρού µε τη βοήθεια κάποιων µεταφορέων 

(SGLT1,2:Sodium-dependent glucose transporters) που δεσµεύουν γλυκόζη και 

νάτριο ταυτόχρονα και τα µεταφέρουν στο εσωτερικό του κυττάρου. Η ανικανότατα  

των νεφρών να επαναπροσλάβουν την γλυκόζη του αίµατος στα knock out ποντίκια 

οφείλεται  στην µειωµένη έκφραση ενός από αυτούς τους µεταφορείς γλυκόζης 

(SGLT2). Η περαιτέρω κλωνοποίηση του υποκινητή του γονιδίου αυτού έδειξε την 

ύπαρξη δύο θέσεων στις οποίες ο HNF-1 έχει την ικανότητα να προσδένεται 

τουλάχιστον in vitro, υποδηλώνοντας ότι παίζει άµεσο ρόλο στην µεταγραφική 

ενεργοποίηση του SGLT2 γονιδίου. Το ίδιο ποντίκι παρουσιάζει υψηλά επίπεδα 

γλυκόζης στο αίµα (υπεργλυκαιµία) χωρίς το γεγονός αυτό να συνοδεύεται από 

αυξηµένη έκκριση ινσουλίνης, φαινότυπος που προσοµοιάζει µε τον διαβήτη στον 

άνθρωπο [(Non –insulin dependent Diabetes type 2) (150), (152)]. 

Το knock out ποντίκι που αναλύθηκε από την δεύτερη ερευνητική οµάδα 

εµφανίζει παρόµοιο φαινότυπο µε το προηγούµενο, ως αναφορά τα υψηλά επίπεδα 

γλυκόζης και φαινυλαλανίνης στο αίµα. Ζει όµως περισσότερο και δεν παρουσιάζει 

το σύνδροµο Fanconi. Περαιτέρω µελέτες, στις οποίες χρησιµοποιήθηκε το εν λόγω 

ποντίκι, έδειξαν ότι τα επίπεδα mRNA του µεταφορέα γλυκόζης στα β κύτταρα του 

παγκρέατος που κωδικοποιείται από το γονίδιο GLUT2 ( Glucose Transporter 2) είναι 

αισθητά µειωµένα και ότι ο HNF-1 προσδένεται στον  υποκινητή του γονιδίου in vivo 

9. Το ίδιο knock out εµφανίζει χοληστεριναιµία, γεγονός που υποδηλώνει ότι ο HNF-

1 παίζει κύριο ρόλο στην οµοιόσταση της χοληστερόλης. Πράγµατι βρέθηκε ότι ο 

HNF-1 ρυθµίζει την έκφραση των µεταφορέων (transporters) χολικών οξέων της 

βασοπλευρικής (basolateral) µεµβράνης στο ήπαρ, καθώς και µεταφορέων της 

κορυφαίας (apical) µεµβράνης των κυττάρων του εντέρου και των νεφρών . Σε 

έλλειψη του HNF-1 τα χολικά οξέα δεν επαναπροσλαµβάνονται από το ήπαρ, το 

έντερο και τα νεφρά µε αποτέλεσµα να αποβάλλονται µε τα ούρα . Τα χολικά οξέα 
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είναι κύριοι ρυθµιστές του µεταβολισµού της χοληστερόλης στο ήπαρ. Η 

χοληστερόλη µεταβολίζεται σε χολικά οξέα και το πρώτο ένζυµο που συµµετέχει στη 

διαδικασία αυτή είναι η υδροξυλάση της χοληστερόλης 7a (CYP-7a). Στο knock out 

του HNF-1 τα επίπεδα αυτού εµφανίζονται αυξηµένα. Βρέθηκε λοιπόν πως ο HNF-1 

ρυθµίζει την έκφραση ενός πυρηνικού υποδοχέα του FXR (Farnesoid X Receptor για 

τον οποίο είναι γνωστό ότι τα χολικά οξέα είναι ειδικοί συνδέτες, ligands), ο οποίος 

µε την σειρά του ρυθµίζει θετικά την έκφραση ενός ορφανού πυρηνικού υποδοχέα 

που έχει την ικανότητα να ετεροδιµερίζεται µε άλλους πυρηνικούς υποδοχείς (SHP: 

small heterodimer partner) και να αναστέλλει την έκφραση του CYP7a (εικόνα 4). Σε 

έλλειψη λοιπόν του HNF-1 τα επίπεδα του FXR µειώνονται και εποµένως και τα 

επίπεδα του SHP µε αποτέλεσµα να αυξάνονται τα επίπεδα του CYP7a.Αυτό έχει σαν 

αποτέλεσµα να παράγονται στο ήπαρ αυξηµένα επίπεδα χολικών οξέων τα οποία 

εξέρχονται και επειδή δεν έχουν την ικανότητα να επαναπροσληφθούν από το ήπαρ 

συσσωρεύονται στο πλάσµα ή όπως προαναφέρθηκε αποβάλλονται από τα ούρα. Τα 

υψηλά επίπεδα χοληστερόλης εξηγούνται επίσης από την µειωµένη έκφραση ενζύµων 

που συµβάλουν στην υδρόλυση της HDL χοληστερόλης (πχ Lipase) γεγονός που 

υποδηλώνει τον άµεσο ρόλο του HNF-1 στη ρύθµιση αυτών (171). 

Η ανάλυση των δύο Knock outs έδειξε πόσο σηµαντικό ρόλο παίζει ο HNF-1 

και σε άλλα όργανα εκτός από το συκώτι. Αυτό επιβεβαιώνεται πιο πολύ από την 

συσχέτιση µεταλλαγών του HNF-1 µε τον νεανικό διαβήτη MODYIII (Maturity 

Onset diabetes of the Young). Στα άτοµα που πάσχουν από την ασθένεια αυτή, 

(αυτοσωµική υπερέχουσα µεταλλαγή) τα β κύτταρα του παγκρέατος δεν απαντούν µε 

έκκριση ινσουλίνης στα αυξηµένα επίπεδα γλυκόζης στο αίµα τους, φαινότυπος που 

οµοιάζει πολύ µε τον φαινότυπο του HNF-1-/- .Πάνω από 80 µεταλλαγές ( 207) έχουν 

βρεθεί µέχρι τώρα, πολλές από τις οποίες επηρεάζουν αµινοξέα αρκετά συντηρηµένα. 

Κάποιες µεταλλαγές οδηγούν σε πρωτεΐνες κοµµένες (truncated) που είναι ανενεργές 

είτε γιατί είναι ασταθείς, είτε γιατί δεν προσδένονται στο DNA, είτε γιατί δεν 

εισέρχονται στον πυρήνα, είτε γιατί τους λείπει η καρβοξυτελική περιοχή που είναι 

υπεύθυνη για την ενεργότητα του µορίου. Ακόµα και στις περιπτώσεις που η 

µεταλλαγή είναι µία αµινοξική αντικατάσταση πολλές από τις µορφές που 

προκύπτουν έχουν ένα ή περισσότερα από τα παραπάνω χαρακτηριστικά λόγω της 

πιθανής αλλαγής στη διαµόρφωσή τους. Τέλος, κάποιες από τις µεταλλαγές 

εµφανίζουν επικρατή αρνητική δράση (dominant negative) και αναστέλλουν την 

ενεργότητα του HNF-1 αγρίου τύπου. Οι περισσότερες από τις µελέτες που αφορούν 
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τις MODY III µεταλλαγές περιλαµβάνουν πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης σε 

ετερόλογες κυτταρικές σειρές (196, 197). Κάποιες πρόσφατες εργασίες στις οποίες 

κάποιες dominant negative µεταλλαγές έχουν εντεθεί µόνιµα στο γένωµα (stable cell 

line) κυτταρικής σειράς παγκρεατικής προέλευσης (INS: Insulinoma cell line) έδειξαν 

ότι πολλά από τα ένζυµα που παίζουν ρόλο στον µεταβολισµό της γλυκόζης, τα 

προϊόντα του οποίου αποτελούν σήµατα για την έκκριση ινσουλίνης από τα κύτταρα, 

επηρεάζονται από την µεταλλαγή, µειώνοντας τα επίπεδά τους (202). 

  Άλλο µέλος της οικογένειας είναι ο HNF-1β ή vHNF-1 (variant HNF-1) που 

εµφανίζει µεγάλη οµολογία µε τον HNF-1α στην αµινοτελική περιοχή, που 

περιλαµβάνει την περιοχή διµερισµού και την περιοχή πρόσδεσης στο DNA. Η 

καρβοξυτελική περιοχή του µορίου δεν είναι τόσο οµόλογη αφού η ADI περιοχή 

λείπει ενώ η AD III έχει µόνο 61% οµοιότητα µε την αντίστοιχη του HNF-1α (20). Το 

πρότυπο έκφρασης των δύο πρωτεϊνών στο ποντίκι είναι διαφορετικό. Κατά την 

ανάπτυξη η έκφραση του vHNF-1 προηγείται της έκφρασης του HNF-1 (21). Το 

πόσο σηµαντική είναι η vHNF-1 πρωτεΐνη στα πρώιµα αναπτυξιακά στάδια φαίνεται 

από το γεγονός ότι το knock out σε ποντίκι είναι µη βιώσιµο και παίζει σηµαντικό 

ρόλο στη διαφοροποίηση του σπλαχνικού (visceral) ενδοδέρµατος. Στο ενήλικο 

ποντίκι τα επίπεδα του vHNF-1 στο ήπαρ είναι χαµηλά σε σχέση µε του HNF-1 ενώ 

το ανάποδο συµβαίνει στα νεφρά. Εκτός από το έντερο και το πάγκρεας που 

εκφράζονται στα ίδια επίπεδα, ο vHNF-1 εκφράζεται επίσης στο στοµάχι, στο θύµο 

και τις γονάδες χωρίς να έχει διασαφηνιστεί ο ρόλος του σε αυτά τα όργανα (30, 10). 

β) Η οικογένεια των ορφανών πυρηνικών υποδοχέων (HNF-4, COUPTFI/Ear3, 

COUPTFII/Arp-1) που περιέχουν  µία zinc finger περιοχή και προσδένονται στο 

DNA ως διµερή. Ο HNF-4α (Hepatic nuclear factor 4) έχει δύο περιοχές 

µεταγραφικής ενεργοποίησηs, µία στο αµινοτελικό άκρο (AF1:Activation function 1) 

που συµβάλει στην πλήρη ενεργότητα του µορίου και µία καρβοξυτελική που είναι 

τελείως απαραίτητη για την µεταγραφική ενεργοποίησή του και η ίδια είναι υπεύθυνη 

για το διµερισµό του (AF2: Activation Function 2) (174). Παρακείµενη της AF-1 

περιοχής είναι η περιοχή µε την οποία ο HNF-4 προσδένεται στο DNA. Στο 

καρβοξυτελικό άκρο παρακείµενη της AF2 υπάρχει η F περιοχή που παρόλο που δεν 

έχει µελετηθεί η λειτουργία της όσο των άλλων έχει προταθεί ότι προσδίδει 

ανασταλτική δράση στο µόριο αφού όταν λείπει ο HNF-4α είναι πιο ενεργός, 

τουλάχιστον σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης (εικόνα 3Β). Αρκετά πρόσφατα 

µία εργασία πρότεινε ότι η F περιοχή καλύπτει την AF 2 περιοχή δηµιουργώντας 
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τέτοια διαµόρφωση στην πρωτεΐνη που εµποδίζει την πρόσδεση συνενεργοποιητών 

στην AF-2 περιοχή  (173). Μία σειρά από συνενεργοποιητές έχει βρεθεί να 

αλληλεπιδρά και µε τις δύο περιοχές ενεργοποίησης αλλά κυρίως µε την AF-2. Αυτοί 

είναι ο CBP (CREB binding protein) (55, 211) GRIP 1 (µέλος της οικογένειας των 

Steroid Receptor Coactivators, 204), γενικοί µεταγραφικοί παράγοντες (TFIIB, 

TAFII32 του TFIID) κ.τ.λ., χωρίς να έχει διασαφηνιστεί σε ποιους συγκεκριµένα  

HNF-4-εξαρτώµενους φυσικούς υποκινητές υφίσταται οι αλληλεπιδράσεις αυτές 

(51). Σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης έχει βρεθεί ότι ρυθµίζει τους υποκινητές 

πολλών γονιδίων όπως απολιποπρωτεϊνών (ApoCIII, ApoB), του HNF-1 καθώς και 

πολλών ηπατικών ενζύµων [(CYP7a, PEPCK, TAT ), (20)].  

 Η µεταγραφική ενεργότητα του HNF-4 έχει βρεθεί ότι ρυθµίζεται από µετα-

µεταφραστικές τροποποιήσεις όπως φωσφορυλίωση και ακετυλίωση (βλέπε 

αποτελέσµατα). Πολλές ερευνητικές οµάδες έχουν µελετήσει την φωσφορυλίωση του 

HNF-4 που φαίνεται να γίνεται σε πολλές διαφορετικές θέσεις του µορίου από 

διαφορετικές κινάσες. Έτσι έχει βρεθεί ότι η φωσφορυλίωση του HNF-4 από PKA 

(Protein Kinase A) στο µοτίβο RRSS ( DNA binding domain) µειώνει την ικανότητα 

πρόσδεσης στο DNA και επακόλουθα την µεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων 

αναφοράς (reporters) που βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο υποκινητή εξαρτώµενου 

από HNF-4 (198), σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης. Από την άλλη, έχει 

περιγραφεί ότι η φωσφορυλίωση του σε κατάλοιπα τυροσίνης αυξάνει την ικανότητα 

της µεταγραφικής ενεργοποίησης, αυξάνοντας στην περίπτωση αυτή την συγγένεια 

ως προς το DNA και αλλάζοντας την ενδοπυρηνική του τοποθέτηση (90). (προσθήκη 

Genistein ενός αναστολέα κινασών τυροσίνης οδηγεί σε µειωµένη ικανότητα 

πρόσδεσης του HNF-4 στο DNA και στην διάχυσή του στον πυρήνα που οδηγεί στην 

απενεργοποίησή του).  

 Παρόλο που για τους άλλους πυρηνικούς υποδοχείς έχει βρεθεί ότι 

ετεροδιµερίζονται κυρίως µε τον RXR (Retinoic X Receptor) ο HNF-4 προσδένεται 

στο DNA µόνο ως οµοδιµερές (78). Ανήκει στην οικογένεια των ορφανών υποδοχέων 

γιατί δεν έχει βρεθεί για αυτόν ακόµα συνδέτης (ligand). Μία πρόσφατη εργασία 

έδειξε ότι κάποια προϊόντα µεταβολισµού λιπαρών οξέων (fatty acylCoA thioesters) 

έχουν την ικανότητα να αυξάνουν την ενεργότητα του HNF-4 σε πειράµατα 

παροδικής διαµόλυνσης καθώς και την ικανότητα πρόσδεσης στο DNA in vitro (66). 

Περαιτέρω µελέτες όµως, από άλλη ερευνητική οµάδα έδειξαν πως τα µόρια αυτά δεν 

είναι κλασσικοί συνδέτες  αφού δεν αυξάνουν την ικανότητα του HNF-4 να 
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αλληλεπιδρά µε συνενεργοποιητές (πχ.GRIP 1) ούτε αλλάζουν την διαµόρφωση του 

µορίου όπως έχει δειχθεί για τους συνδέτες άλλων πυρηνικών υποδοχέων 

[(πχ.Retinoic acid για RXR) (14)].  

 Ο HNF-4 εκφράζεται κατά την ανάπτυξη του ποντικού νωρίτερα από ότι ο 

HNF-1.Η απενεργοποίηση του παράγοντα στο ποντίκι οδηγεί σε µη βιώσιµο ζώο. 

Βρέθηκε λοιπόν πως τα έµβρυα αυτά πεθαίνουν γιατί δεν µπορούν να ολοκληρώσουν 

την γαστριδίωση (gastrulation), πιθανότατα λόγω δυσλειτουργίας του έξτρα-

εµβρυϊκού σπλαχνικού ενδοδέρµατος. Έτσι ήταν αδύνατο να µελετηθεί στα ποντίκια 

αυτά ο ρόλος του HNF-4 στο ήπαρ καθώς και στους άλλους ιστούς στους οποίους 

εκφράζεται.. Τα ποντίκια αυτά µπορούν να προχωρήσουν στη γαστριδίωση αν τους 

προσφερθεί HNF-4+/+ σπλαχνικό ενδόδερµα µε την µέθοδο που είναι γνωστή ως 

tetraploid rescue.Σύµφωνα µε την µέθοδο αυτή, ΕS HNF-4 -/- κύτταρα 

συναθροίζονται µε HNF-4 +/+ και δηµιουργούνται τετραπλοειδή µε ηλεκτροσύντηξη 

(electro fusion).Τα έµβρυα αυτά εµφυτεύονται στη µήτρα ψευδοέγκυου ποντικού, και 

τα αναπτυσσόµενα έµβρυα που έχουν έξωεµβρυικούς ιστούς (πχ σπλαχνικό 

ενδόδερµα ) HNF-4+/+ µπορούν να προχωρήσουν σε περαιτέρω αναπτυξιακά στάδια 

.Σε τέτοια λοιπόν έµβρυα έγινε αρχικά έλεγχος αν υπάρχουν πρόδροµα ηπατικά 

κύτταρα τα οποία όπως προαναφέρθηκε είναι επιδεκτικά (competent) στο να 

ακολουθήσουν την ηπατική τύχη, δηλαδή εκφράζουν κάποιες πρωτεΐνες όπως τον 

µεταγραφικό παράγοντα HNF-3α και αλβουµίνη. Βρέθηκε λοιπόν ότι δεν υπάρχει 

καµία διαφορά ανάµεσα στα HNF-4+/+ και HNF-4-/-  έµβρυα γεγονός που υποδηλώνει 

ότι o HNF-4 δεν παίζει ρόλο στον καθορισµό της ηπατικής τύχης. Στη συνέχεια όταν 

τα έµβρυα αυτά αφέθηκαν να αναπτυχθούν περισσότερο (12 ηµέρες µετά την κύηση) 

δεν παρατηρήθηκε καµία ουσιαστική διαφορά στη µορφολογία του ήπατος των 

εµβρύων των δύο γονότυπων (28). 

 Η έκφραση κάποιων πρωτεϊνών πολύ σηµαντικών για την τελική λειτουργία 

του οργάνου είναι δείκτης έναρξης της διαφοροποίησης των ηπατικών κυττάρων. Για 

να ελεγχθεί αν ο HNF-4 συµµετέχει στην έκφραση των παραπάνω γονιδίων και 

εποµένως αν παίζει ρόλο στην διαφοροποίηση, χρησιµοποιήθηκαν τα παραπάνω 

HNF-4-/-  έµβρυα. Σε σύγκριση λοιπόν µε του αγρίου τύπου τα επίπεδα πολλών 

ηπατικών πρωτεϊνών µειώνονται δραµατικά. Αυτά είναι γονίδια πολλών 

απολιποπρωτεϊνών ApoAI, ApoAII, ApoB, ApoCIII, ApoCII, ηπατικών ενζύµων 

Andolase B, PAH, ερυθροποιητίνης EPO και δύο µεταγραφικών παραγόντων του 

HNF-1 και PXR. Φάνηκε λοιπόν ότι πολλά από τα γονίδια–markers της 
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διαφοροποίησης επηρεάζονται από την απουσία του HNF-4 γεγονός που προσδίδει 

στον παράγοντα σηµαντικό ρόλο στην διαφοροποίηση των ηπατικών κυττάρων χωρίς 

αυτό να σηµαίνει ότι είναι και αποκλειστικός, αφού πολλά άλλα γονίδια παραµένουν 

ανέπαφα τονίζοντας για άλλη µία φορά πως η συνδυασµένη δράση πολλών 

ηπατοειδικών µεταγραφικών παραγόντων είναι αυτή που καθορίζει τελικά τον 

ηπατικό φαινότυπο (106).  

 Η δηµιουργία ποντικού µε απενεργοποίηση του HNF-4 µόνο στο ήπαρ (tissue-

specific knock out) έδωσε περισσότερες απαντήσεις για τον ρόλο του HNF-4 στη 

διατήρηση του ηπατικού προφίλ. Το ήπαρ των ζώων αυτών είναι µεγαλύτερο από του 

αγρίου τύπου. Τα ηπατοκύτταρα είναι υπερτροφικά και στο κυτταρόπλασµά τους 

εµφανίζονται πολλά κυστίδια γεµάτα λίπος, τα οποία δεν υπάρχουν στο ήπαρ του 

ποντικού αγρίου τύπου. Περαιτέρω ανάλυση έδειξε, ότι τα επίπεδα της ολικής 

χοληστερόλης, της HDL χοληστερόλης και των τρυγλυκεριδίων  είναι αισθητά 

µειωµένα στον ορό ενώ αντίθετα τα επίπεδα των χολικών οξέων είναι αυξηµένα. ∆εν 

παρατηρήθηκε διαφορά στα επίπεδα γλυκόζης, αλβουµίνης, λιπαρών οξέων και 

άλλων ηπατικών δεικτών. Έτσι φαίνεται ότι ο HNF-4 παίζει ρόλο περισσότερο στον 

µεταβολισµό των λιπών και στη µεταφορά τους. Η συσσώρευση λιπιδίων στα 

ηπατοκύτταρα οφείλεται σε µειωµένη έκφραση της απολιποπρωτεΐνης ApoB, που 

παίζει ρόλο στην έκκριση από τα ηπατοκύτταρα της VLDL (Very-Low-Density 

Lipoprotein), και στην αυξηµένη έκφραση του µεταφορέα HDL χοληστερόλης SR-BI 

που όπως φαίνεται είναι άµεσα (ApoB)και έµµεσα (SR-BI) γονίδια στόχοι του HNF-

4.Επιπλέον τα επίπεδα mRNA πολλών απολιποπρωτεϊνών ( ApoCIII, ApoCII, 

ApoAII, ApoA-IV) µειώνονται δραµατικά από την απουσία του HNF-4 γεγονός που 

υποδηλώνει ότι ρυθµίζονται άµεσα από αυτόν (62).  

 Τα αυξηµένα επίπεδα χολικών οξέων στον ορό του αίµατος οφείλονται στην 

αισθητά µειωµένη έκφραση των µεταφορέων αυτών (Ntcp, Oatp) στα ηπατοκύτταρα. 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα τα χολικά οξέα που µεταφέρονται από το έντερο στην 

κυκλοφορία µε σκοπό να επαναπροσβληθούν από το ήπαρ δεν εισέρχονται τελικά στα 

ηπατοκύτταρα µε αποτέλεσµα να συσσωρεύονται στο πλάσµα. Άµεση συσχέτιση 

φαίνεται να υπάρχει επίσης µεταξύ HNF-4 και CYP7α1 (εικόνα 4) που όπως 

αναφέρθηκε και πιο πάνω είναι το πρώτο σε σειρά ένζυµο στο µονοπάτι 

µεταβολισµού της χοληστερόλης που την υδροξυλιώνει σε 7α-υδροξυχοληστερόλη 

που στη συνέχεια θα µεταβολιστεί σε χολικά οξέα. Έτσι σε έλλειψη HNF-4 τα 

επίπεδα του CYP7α1 µειώνονται δραµατικά γεγονός που συµφωνεί µε τα πειράµατα 
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παροδικής διαµόλυνσης είτε σε ηπατικές είτε σε ετερόλογες κυτταρικές σειρές και 

δίνει εξηγήσεις για τα αυξηµένα επίπεδα χοληστερόλης στα ηπατοκύτταρα (62). 

 Εκτός από το ήπαρ, ο HNF-4 εκφράζεται στα νεφρά στο έντερο στο στοµάχι 

και στα β-κύτταρα του παγκρέατος. Ο σηµαντικός του ρόλος στο πάγκρεας φαίνεται 

από την συσχέτιση µεταλλαγών του HNF-4 µε τον τύπου Ι νεανικό διαβήτη (MODY 

I: Maturity Onset Diabetes of the Young I). Όπως και στην περίπτωση του MODYIII 

η ασθένεια αυτή εµφανίζεται σε νεαρά άτοµα (µέχρι την ηλικία των 25) και τα β 

κύτταρα του παγκρέατος δεν αποκρίνονται µε έκκριση ινσουλίνης στα υψηλά επίπεδα 

γλυκόζης στο αίµα. Λίγα είναι τα δεδοµένα που συνδέουν άµεσα τον HNF-4 µε 

καίριες λειτουργίες των β-κυττάρων. Μία πρόσφατη εργασία στην οποία µία 

µεταλλαγµένη µορφή του HNF-4 µε αρνητική επικρατή δράση έχει εντεθεί µόνιµα 

στο γένωµα κυττάρων παγκρεατικής προέλευσης (Insulinoma cell line) έδειξε ότι 

πολλά γλυκολυτικά ένζυµα επηρεάζονται, καθώς και ο µεταφορέας γλυκόζης 

GLUT2, φαινότυπος που οµοιάζει µε την αντίστοιχη έλλειψη του HNF-1 στα ίδια 

κύτταρα. Οι συγγραφείς δείχνουν ότι και στα κύτταρα αυτά έλλειψη του HNF-4 

οδηγεί σε δραµατική µείωση του HNF-1 οπότε είναι αρκετά δύσκολο να 

διασαφηνιστεί αν ο ρόλος του HNF-4 είναι άµεσος ή µέσω του HNF-1 (180, 201). 

Πρέπει να ληφθεί όµως υπόψη τα άτοµα µε MODY είναι ετερόζυγα ως προς 

την µεταλλαγή δηλαδή το ένα αλληλόµορφο οδηγεί στην έκφραση λειτουργικής 

πρωτεΐνης. Φαίνεται λοιπόν ότι τα επίπεδα του HNF-4 αλλά και του HNF-1 στο 

πάγκρεας είναι κρίσιµα για την επιτέλεση των λειτουργιών του οργάνου αφού και 

µείωση των επιπέδων στο µισό οδηγεί σε δραµατικό φαινότυπο, κάτι που δεν ισχύει 

στα ποντίκια αφού τα ετερόζυγα, τουλάχιστον στην περίπτωση του HNF-1-/- 

εµφανίζονται απόλυτα φυσιολογικά. Ένα άλλο ερώτηµα που παραµένει είναι γιατί οι 

ασθενείς µε νεανικό διαβήτη τύπου MODY εµφανίζουν την ασθένεια στα 20 χρόνια 

τους ενώ φέρουν τις µεταλλαγές από την αρχή της ύπαρξής τους που σηµαίνει 

πιθανότατα ότι η ποσότητα των δύο πρωτεϊνών στο πάγκρεας είναι κρίσιµη από την 

ηλικία αυτή και µετά. 

Άλλο µέλος της οικογένειας των ορφανών πυρηνικών υποδοχέων, που 

προσδένεται στα ίδια µοτίβα στα οποία προσδένεται και ο HNF-4 στους υποκινητές, 

είναι ο COUPTF (Chicken Ovalvumin Upstream Promoter Transcription Factor 

I:Εar3 and II: Arp-1)ο οποίος ρυθµίζει όµως αρνητικά τα γονίδια στόχους του (20). Ο 

µηχανισµός καταστολής δεν είναι πλήρως γνωστός. Παλαιότερες εργασίες δείχνουν 

να αλληλεπιδρά µε τον γενικό µεταγραφικό παράγοντα TFIIB οδηγώντας σε 
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ανενεργή διαµόρφωση του προ-εναρκτήριου συµπλόκου (Pre Initiation 

Complex:PIC). Από την άλλη, έχει βρεθεί ότι αλληλεπιδρά µε συγκαταστολείς και 

πιθανότατα τους στρατολογεί στους υποκινητές των γονιδίων –στόχων. 

Αξιοσηµείωτη είναι η παρατήρηση ότι σε υποκινητές που οι COUPTFς δεν 

προσδένονται στο DNA η προσθήκη τους οδηγεί σε υπερενεργοποίηση των γονιδίων 

στόχων του  HNF-4 µέσω άµεσης αλληλεπίδρασης µε αυτόν (91).  

γ) Η οικογένεια των HNF-3 που παρουσιάζουν µεγάλη οµολογία κυρίως στην 

περιοχή µε την οποία προσδένονται στο DNA, µε το προϊόν του οµοιοτικού γονιδίου 

forkhead στη δροσόφιλα (winged-helix motif). Το πρώτο γονίδιο αυτής της 

οικογένειας που κλωνοποιήθηκε ήταν το HNF-3α και ακολούθησαν το HNF-3β και 

HNF-3γ. Οι πρωτεΐνες αυτές είναι πολύ οµόλογες κυρίως στην περιοχή πρόσδεσης 

στο DNA και προσδένονται σε αυτό ως µονοµερή. Οµολογία επίσης παρουσιάζουν 

στην αµινοτελική περιοχή καθώς και σε δύο µικρά τµήµατα της καρβοξυτελικής που 

είναι αναγκαίες για την πλήρη ενεργοποίηση του παράγοντα. Κατά την διάρκεια της 

ανάπτυξης του ποντικού ο HNF-3β είναι αυτός που εκφράζεται πρώτος, ακολουθεί ο  

HNF-3α και στη συνέχεια ο  HNF-3γ (40). 

 Ο πρώτος φαίνεται ότι παίζει κύριο ρόλο στα πρώιµα αναπτυξιακά στάδια 

του ποντικού για αυτό το Knock out του είναι µη βιώσιµο. Για τον HNF-3α έχει 

βρεθεί ότι είναι υπεύθυνος για τον καθορισµό της ηπατικής τύχης που χαρακτηρίζεται 

από την έκφραση αλβουµίνης . Έτσι έχει προταθεί ότι ο HNF-3α αναδιοργανώνει την 

χρωµατινική δοµή του υποκινητή του γονιδίου της αλβουµίνης και επιτρέπει µε τον 

τρόπο αυτό την πρόσδεση επιπλέον παραγόντων [(πχ.GATA 4) (216, 82)]. Αργότερα 

βρέθηκε πως ο παράγοντας έχει µεγαλύτερη συγγένεια για πρόσδεση σε 

νουκλεοσώµατα παρά σε “γυµνό DNA”(29). Το Knock out του HNF-3α έδειξε επίσης 

την σηµασία του στην οµοιόσταση της γλυκόζης και στην έκφραση γλουκαγόνου στα 

β-κύτταρα του παγκρέατος (83, 172). Υπερέκφραση τέλος του HNF-3β στο ήπαρ 

ποντικού έδειξε ότι επηρεάζει την έκφραση γονιδίων που εµπλέκονται στην 

οµοιόσταση της γλυκόζης και των χολικών οξέων (158). 

δ) Η οικογένεια των ONECUT πρωτεϊνών που η περιοχή πρόσδεσης στο 

DNA είναι διµερής (bipartite) και αποτελείται από µία cut και µία  homeodomain 

περιοχή .Η πρώτη είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση του παράγοντα σε όλες τις 

γνωστές HNF-6 θέσεις ενώ η δεύτερη σε ορισµένες µόνο από αυτές. Πειράµατα 

παροδικής διαµόλυνσης έχουν δείξει ότι ρυθµίζει την µεταγραφή πολλών γονιδίων 

όπως του HNF-3β και του HNF-4, πρωτεϊνών µεταφορέων του πλάσµατος ( 
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transthyretin, α-fetoprotein), ενζύµων που ρυθµίζουν τον µεταβολισµό της γλυκόζης 

(20). Κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης ο HNF-6 αρχίζει να εκφράζεται κατά την 

έναρξη της ανάπτυξης του παγκρέατος και το Knock out του επιβεβαιώνει τον 

σηµαντικό ρόλο του παράγοντα στη διαφοροποίηση των κυττάρων του ενδοκρινούς 

παγκρέατος (75). 

 Η τελική µεταβολική κατάσταση ενός ηπατικού κυττάρου που καθορίζει τον 

ηπατικό φαινότυπο είναι ένα πολυπαραγοντικό σύστηµα στο οποίο συµµετέχει ένα 

δίκτυο των παραπάνω µεταγραφικών παραγόντων που το αποτέλεσµα δράσης τους 

καθορίζεται από τις σχετικές τους συγκεντρώσεις, τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ τους 

και τα εξωκυτταρικά σήµατα στα οποία απαντούν. Τα µέχρι τώρα δεδοµένα 

σκιαγραφούν ένα δίκτυο των ηπατοειδικών µεταγραφικών παραγόντων στο οποίο ο 

HNF-4 βρίσκεται στην κορυφή της ιεραρχίας και ρυθµίζει θετικά τον HNF-1.Έτσι σε 

πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης έχει δειχθεί ότι σε ηπατικές και σε ετερόλογες 

κυτταρικές σειρές η υπερέκφραση του HNF-4 επάγει την έκφραση γονιδίου 

αναφοράς που βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο του HNF-1 υποκινητή στον οποίο έχει 

βρεθεί µία συντηρηµένη θέση πρόσδεσης του HNF-4. Στα έµβρυα HNF-4-/- µετά από 

tetraploid rescue τα επίπεδα του HNF-1 µειώνονται δραµατικά καθώς επίσης και σε 

κύτταρα που έχουν χάσει τον ηπατικό φαινότυπο (αποδιαφοροποιηµένα) και 

εποµένως δεν εκφράζουν ηπατικούς δείκτες και ορισµένους ηπατικούς 

µεταγραφικούς παράγοντες (HNF-4, HNF-1), η προσθήκη εξωγενώς HNF-4 οδηγεί 

στην επανέκφραση του HNF-1 (177). Από την άλλη όµως, στο HNF-4 liver-specific 

knock out δεν γίνεται αναφορά στα επίπεδα της έκφρασης του HNF-1 που θα ενίσχυε 

τα παραπάνω δεδοµένα χωρίς όµως να µπορεί κάποιος να ισχυριστεί ότι δεν ισχύουν. 

Θέσεις πρόσδεσης HNF-1 έχουν βρεθεί και στον υποκινητή του HNF-4 

(ποντικού και ανθρώπου) και επίσης σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης τα γονίδια 

αναφοράς που βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή του HNF-4 επάγονται 

από την υπερέκφραση του HNF-1 (61).Από την άλλη όµως στο HNF-1-/- ποντίκι τα 

επίπεδα του HNF-4 δεν αλλάζουν. Αυτό µπορεί να συµβαίνει είτε επειδή στο ήπαρ 

του ενήλικου ποντικού ο HNF-1 δεν είναι τόσο καθοριστικός για την έκφραση του 

HNF-4 είτε γιατί σε έλλειψη του κάποιος άλλος παράγοντας (πχ.vHNF-1) του οποίου 

τα επίπεδα αυξάνονται παίρνει τη θέση του. Έτσι λοιπόν ο HNF-4 επάγει αρχικά την 

έκφραση του HNF-1 και αυτός µε την σειρά του συµµετέχει στη διατήρηση της 

έκφρασης του πρώτου (positive feedback regulation). Όταν όµως τα επίπεδα του 

HNF-1 αυξηθούν αρκετά ο ίδιος ρυθµίζει αρνητικά τα γονίδια στόχους του HNF-4 
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ακόµα και τον εαυτό του, µέσω αλληλεπίδρασης µε τον αυτόν. Άλλος ένας 

παράγοντας που έχει βρεθεί ότι προσδένεται στον υποκινητή του HNF-4 και 

συµβάλει στη διατήρηση των επιπέδων έκφρασης του είναι ο HNF-6 (61). 

Στον COUPTF όµως έχει αποδοθεί ένας παρεµβατικός ρόλος σε αυτό το 

δίκτυο. Από την µία ρυθµίζει αρνητικά τα γονίδια στόχους του HNF-4, 

ανταγωνιζόµενος ως προς τις ίδιες θέσεις πρόσδεσης στο DNA,ενώ από την άλλη 

ενεργοποιεί άλλα γονίδια–στόχους του HNF-4 (στους υποκινητές των οποίων δεν έχει 

ικανότητα πρόσδεσης) µέσω αλληλεπίδρασης µε τον αυτόν.  

 Φαίνεται λοιπόν ότι το δίκτυο είναι “σχεδιασµένο” µε τέτοιο τρόπο ώστε να 

διατηρούνται τα επίπεδα των ηπατοειδικών µεταγραφικών παραγόντων σταθερά κάτω 

από φυσιολογικές συνθήκες. Όταν κάποιο κοµµάτι αυτού του δικτύου διαταραχθεί 

(όπως συµβαίνει σε κάποιο knock out είτε διαγονιδιακό στο οποίο υπερεκφράζεται 

κάποιος παράγοντας) συνήθως ο φαινότυπος είναι αρκετά πολύπλοκος και δεν 

εξηγείται πάντα µε απλές αντιστοιχήσεις γεγονός που τονίζει την πολυπλοκότητα του 

δικτύου (εικόνα 5). 
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Εικόνα 3. Ρόλος του HNF-4 και HNF-1 στην οµοιόσταση της χοληστερόλης 
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  Μεταγραφική ρύθµιση 

 

Μία µεγάλη πληθώρα εργασιών τις τελευταίες δεκαετίες έδειξε ότι η 

µεταγραφή των γονιδίων ευκαρυωτικών οργανισµών είναι µία ιδιαίτερα πολύπλοκη 

βιοχηµική διαδικασία που ρυθµίζεται αυστηρά σε πολλά επίπεδα. Βιοχηµικές και 

γενετικές αναλύσεις ποικίλων οργανισµών–µοντέλων έχουν αναδείξει ένα 

εντυπωσιακό αριθµό παραγόντων που παίζουν ρόλο στην µεταγραφική ρύθµιση. 

Εκτός από την µεγάλη ποικιλία µεταγραφικών παραγόντων που έχουν την ικανότητα 

να προσδένονται στο DNA και να ρυθµίζουν συγκεκριµένα γονίδια, που είναι σχετικά 

αναµενόµενη σε σχέση µε τους πρωκαρυωτικούς οργανισµούς, ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η πολυπλοκότητα των γενικών µεταγραφικών παραγόντων, 

συνενεργοποιητών και συγκαταστολέων, µερικοί από τους οποίους έχουν και 

ενζυµικές ιδιότητες. Επίσης, έχουν µελετηθεί εκτενώς αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

παραπάνω παραγόντων και η κρισιµότητά τους στην µεταγραφική ενεργοποίηση. 

Από την άλλη όµως, πολύ λίγα είναι γνωστά για τον ακριβή µηχανισµό µε τον οποίο 

κάθε γονίδιο ενεργοποιείται ή καταστέλλεται σε ένα συγκεκριµένο κυτταρικό τύπο. 

Πρόσφατα στοιχεία προτείνουν ότι υπάρχει µία αλληλουχία από γεγονότα που 

οδηγούν στη σύνθεση RNA και ότι πολύ σηµαντικό ρυθµιστικό ρόλο παίζει η δοµή 

του πυρήνα του ευκαρυωτικού κυττάρου που περιλαµβάνει τόσο την 

διαµερισµατοποίηση του, όσο και την υψηλής οργάνωσης χρωµατινική δοµή. Στη 

συνέχεια περιγράφονται πρόσφατα ευρήµατα και συζητιούνται διάφορα µοντέλα που 

έχουν προταθεί για την ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης σε µεταγραφικό επίπεδο.  

Το γονιδίωµα των ευκαρυωτικών κυττάρων περιέχει πληθώρα cis-

ρυθµιστικών στοιχείων υπεύθυνων για τον καθορισµό των προτύπων γονιδιακής 

έκφρασης (στο χρόνο και σε συγκεκριµένους κυτταρικούς τύπους) µε βάση τις 

µεταβολικές απαιτήσεις, τα  αναπτυξιακά προγράµµατα και τα εξωτερικά σήµατα που 

δέχονται. Για να ελέγχουν την τεράστια γενετική πληροφορία οι ευκαρυωτικοί 

οργανισµοί έχουν το γραµµικό τους DNA οργανωµένο σε διακριτά χρωµοσώµατα 

που το κάθε ένα είναι «πακεταρισµένο» σε χρωµατίνη, η µικρότερη µονάδα της 

οποίας ορίζεται ως νουκλεόσωµα. Αυτό περιλαµβάνει 146 βάσεις DNA που τυλίγουν 

µε 1.65 στροφές ένα οκταµερές ιστονών. Περιλαµβάνει επίσης ένα τµήµα DNA 

(linker) που συνδέει τα παρακείµενα οκταµερή, και ιστόνες (H1) που προσδένονται 

στο linker DNA. Η συν-κρυστάλλωση του συµπλόκου DNA- οκταµερούς έδειξε ότι 

οι ιστόνες δηµιουργούν έναν κύλινδρο που αποτελείται από δύο ετεροδιµερή των 
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ιστονών H3 και Η4 που  περιβάλλονται από δύο ετεροδιµερή των ιστονών Η2Α και 

Η2Β. Οι τέσσερις αυτές  ιστόνες που απαρτίζουν τον πυρήνα του νουκλεοσώµατος 

είναι οι πιο συντηρηµένες πρωτεΐνες των ευκαρυωτικών οργανισµών (101, 115). Η 

κρυσταλλική δοµή ανέδειξε τρία βασικά χαρακτηριστικά των νουκλεοσωµάτων: 

Πρώτον, το DNA τυλίγεται γύρω από τον πυρήνα του νουκλεοσώµατος (οκταµερές 

ιστονών) και η τοποθέτησή του εξαρτάται από ποικίλες αλληλεπιδράσεις ανάµεσα 

στις ιστόνες και τις φωσφορικές οµάδες ή τις δεσοξυριβόζες. ∆εύτερον, η περιέλιξη 

του DNA στο νουκλεόσωµα επιτρέπει την αλληλεπίδραση ανάµεσα στις αµινοτελικές 

ουρές των ιστονών µε τα παρακείµενα νουκλεοσώµατα και τρίτον, η αλληλεπίδραση 

DNA-οκταµερούς είναι περισσότερο δυναµική παρά στατική µε αποτέλεσµα 

οποιαδήποτε τοπική διατάραξη αυτής της αλληλεπίδρασης να είναι βασικής σηµασίας 

για τη γονιδιακή έκφραση (88, 114, 113). Τα νουκλεοσώµατα συσπειρώνονται σε 

χρωµατινικές ίνες που αποτελούν την δοµική βάση των χρωµοσωµάτων.H ιστόνη Η1 

που βρίσκεται στο τµήµα του DNA που συνδέει δύο νουκλεοσώµατα (linker) 

φαίνεται να παίζει ρόλο στην οργάνωση της ίνας. Οι προεξέχουσες αµινοτελικές 

ουρές των νουκλεοσωµάτων παίζουν επίσης σηµαντικό ρόλο στην προώθηση της 

δηµιουργίας της χρωµατινικής ίνας είτε µέσω των άµεσων επαφών µε τα παρακείµενα 

νουκλεοσώµατα είτε µέσω της αλληλεπίδρασής τους µε το συνδέτη (linker) DNA.   

Το «πακετάρισµα» των υποκινητών σε χρωµατίνη έχει θεωρηθεί ευρέως ως 

γενικός ρυθµιστής της µεταγραφής. Παλαιότερα πειράµατα in vitro µεταγραφής σε 

µήτρα στην οποία έχει προηγηθεί ανασύσταση νουκλεοσωµάτων δείχθηκε ότι τα 

νουκλεοσώµατα αναστέλλουν την µεταγραφική ενεργοποίηση, ενώ προ-επώαση της 

µήτρας µε την µεταγραφική µηχανή πριν την χρωµατινική ανασύσταση επιτρέπει την 

έναρξη της µεταγραφής (86). Επίσης, αφαίρεση των ιστονών στον σακχαροµύκητα 

οδηγεί σε ενεργοποίηση ορισµένων γονιδίων (138) γεγονός που δείχνει ότι και in vivo 

πειράµατα υποστηρίζουν το παραπάνω µοντέλο. Πρόσφατες εργασίες έδειξαν ότι 

αποδιοργάνωση της νουκλεοσωµικής δοµής αυξάνει την πρόσδεση των 

ενεργοποιητών και συστατικών της γενικής µεταγραφικής µηχανής στο DNA 

υποδηλώνοντας ότι η δοµή των νουκλεοσωµάτων είναι απαγορευτική για την 

πρόσβαση των παραγόντων που εµπλέκονται στην ενεργοποίηση της µεταγραφής (32, 

143) και ότι η χρωµατίνη είναι δυναµικός συµµετέχων στην µεταγραφική ρύθµιση. 

Το καθοριστικό στάδιο για την έναρξη της µεταγραφής είναι η µορφοποίηση 

του προενακτήριου συµπλόκου (PIC: preinitiation Complex) στον υποκινητή που 

περιλαµβάνει έναν ή περισσότερους ενεργοποιητές οι οποίοι προσδένονται σε ειδικές 
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θέσεις και στρατολογούν στη συνέχεια την RNA πολυµεράση ΙΙ µε την µορφή 

ολοενζύµου που περιλαµβάνει τους γενικούς µεταγραφικούς παράγοντες (GTFs: 

General Transcription Factors) και το σύµπλοκο των µεσολαβητών (Mediator 

Complex). Εκτός από την γενική µεταγραφική µηχανή οι ενεργοποιητές είναι 

υπεύθυνοι για την στρατολόγηση παραγόντων που αναδιαµορφώνουν  τοπικά την 

δοµή της  χρωµατίνης (chromatin modifying enzymes) και εποµένως επιτρέπουν την 

περαιτέρω στρατολόγηση της γενικής µεταγραφικής µηχανής. 

Οι παράγοντες που έχουν την ικανότητα να αναδιαµορφώνουν την 

χρωµατινική δοµή χωρίζονται σε δύο γενικές κατηγορίες: Στην πρώτη ανήκουν  αυτοί 

που έχουν ενζυµική ενεργότητα και τροποποιούν οµοιοπολικά τις αµινοτελικές ουρές 

των ιστονών µέσω ακετυλίωσης , µεθυλίωσης και φοσφωρυλίωσης ενώ στη δεύτερη 

ανήκουν αυτοί που ανακατασκευάζουν τα νουκλεοσώµατα χωρίς να τροποποιούν την 

πρωτεϊνική τους µονάδα (Remodeling Complexes). Σε πολλές περιπτώσεις οι 

ακριβείς θέσεις των τροποποιήσεων αυτών έχουν καθοριστεί. Για παράδειγµα η 

ιστόνη Η3 έχει βρεθεί ότι ακετυλιώνεται στην λυσίνη 9, 14, 18 και 23, 

φοσφωρυλιώνεται στην σερίνη 10 και µεθυλιώνεται στις λυσίνες 9 και 27. ∆ιάφοροι 

συνδυασµοί των παραπάνω τροποποιήσεων απαντώνται στους διαφορετικούς 

υποκινητές και αποτελούν  έναν <<κώδικα >> (histone code) βάσει του οποίου 

καθορίζεται η µετέπειτα στρατολόγηση διαφορετικών προενακτήριων συµπλόκων 

που θα χαρακτηρίζουν κάθε έναν από τους υποκινητές (101). 

Από τις τροποποιήσεις ιστονών η ακετυλίωση είναι η καλύτερα µελετηµένη 

και από την άποψη των αµινοξικών καταλοίπων που τροποποιούνται αλλά και των 

συνεπειών που έχουν οι αλλαγές αυτές στην µεταγραφική ενεργοποίηση. Σύµφωνα µε 

πρόσφατα πειραµατικά δεδοµένα υπάρχει άµεση συσχέτιση ανάµεσα στην 

ακετυλίωση των ουρών των ιστονών και της µεταγραφικής ενεργοποίησης. 

Υπερακετυλιωµένες ιστόνες απαντώνται σταθερά προσδεδεµένες σε µεταγραφικά 

ενεργές περιοχές και περισσότερο <<προσβάσιµες>> χρωµατινικές δοµές , ενώ 

υποακετυλιωµένες ιστόνες απαντώνται σε περιοχές µεταγραφικά ανενεργές.(63, 64). 

Η σχέση της µεταγραφικής ενεργοποίησης και της ακετυλίωσης των ιστονών 

πιθανότατα περιλαµβάνει περισσότερους από έναν µηχανισµούς. Έτσι, πιστεύεται ότι 

η ακετυλίωση  αποδιοργανώνει την υψηλής οργάνωσης χρωµατινική δοµή, 

ουδετεροποιώντας το φορτίο των θετικά φορτισµένων λυσινών των ιστονών 

µειώνοντας έτσι την συγγένεια τους µε το DNA ή τα παρακείµενα νουκλεοσώµατα, 

(48) και παρέχει µε τον τρόπο αυτό καλύτερη πρόσβαση σε µεταγραφικούς ρυθµιστές 
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και την γενική µεταγραφική µηχανή (52). Πρόσφατες εργασίες δείχνουν επίσης ότι 

πολλοί παράγοντες αλληλεπιδρούν µε µεγαλύτερη συγγένεια µε τις 

υπερακετυλιωµένες ιστόνες συµβάλλοντας στην µορφοποίηση ενός σταθερότερου 

προενακτήριου συµπλόκου (74). Οι ουρές των ιστονών τροποποιούνται επίσης µε 

φοσφορυλίωση. Η φοσφωρυλίωση της ιστόνης Η3 έχει συνδεθεί µε την µεταγραφική 

ενεργοποίηση και κινάσες ιστονών έχει δειχθεί ότι στρατολογούνται σε µεταγραφικά 

ενεργούς υποκινητές. Στα κύτταρα η έλλειψη της Rsk-2 κινάσης οδηγεί σε 

διαφορετικό πρότυπο έκφρασης πολλών γονιδίων (36,167). Οι ιστόνες Η2Β, Η3 και 

Η4 µεθυλιώνονται αλλά η επίδραση της τροποποίησης αυτής στην µεταγραφική 

ενεργοποίηση δεν έχει µελετηθεί µε λεπτοµέρεια. Η µεθυλίωση συνήθως 

πραγµατοποιείται σε ακετυλιωµένες ιστόνες Η3 και Η4 προτείνοντας ότι σε 

ορισµένες περιπτώσεις οι δύο αυτές τροποποιήσεις συνδέονται άµεσα και πιθανότατα 

οδηγούν σε ενεργοποίηση της µεταγραφής. Για παράδειγµα πρόσφατα δεδοµένα 

δείχνουν ότι η µεθυλοτρανσφεράση CARM1 είναι απαραίτητη για την µεταγραφική 

ενεργοποίηση γονιδίων από ορισµένους πυρηνικούς υποδοχείς µετά από προσθήκη 

ορµόνης (23). 

Γενικά οι πρωτεΐνες που έχουν HAT (histone acetyltransferase) ενζυµική 

ενεργότητα χωρίζονται ανάλογα µε τον κυτταρικό εντοπισµό τους σε δύο κατηγορίες: 

Σε HATs τύπου Α που εντοπίζονται στον πυρήνα του κυττάρου και ακετυλιώνουν 

τοπικά τις ιστόνες στους υποκινητές καθώς και πυρηνικούς παράγοντες και σε HATs 

τύπου Β που είναι κυτταροπλασµατικές και πιστεύεται ότι ακετυλιώνουν τις 

νεοσυντιθέµενες ιστόνες ως µέρος της διαδικασίας συγκρότησης (assembly) του 

οκταµερούς των ιστονών. H πρωτεΐνη Hat1 είναι η καταλυτική υποµονάδα του HAT 

B συµπλόκου και έχει βρεθεί ότι ακετυλιώνει νεοσυντιθέµενη ιστόνη Η4 στις λυσίνες 

5 και 12. Το ίδιο σύµπλόκο περιλαµβάνει την Hat 2 πρωτεΐνη οµόλογη µε τις 

Rbap46/48 που απαντώνται σε σύµπλοκα αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης ( 

remodeling complexes) καθώς και ορισµένες υποµονάδες του CAF1 συµπλόκου που 

είναι γνωστό ότι παίζει ρόλο στην ανασύσταση της χρωµατίνης (chromatin assembly) 

(162). Παρόλο λοιπόν που υπάρχουν σηµαντικές ενδείξεις για τον ρόλο της 

ακετυλίωσης των ιστονών από Hat1 στην εναπόθεση των ιστονών και την 

ανασύσταση της χρωµατίνης, µεµονωµένες µεταλλαγές της Hat 1 και Hat 2 απέτυχαν 

στο να αποδώσουν στο HAT B σύµπλοκο έναν σαφή ρόλο στις παραπάνω 

διαδικασίες.  
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Η πρώτη ένδειξη που συνέδεε την HAT ενζυµική ενεργότητα µε την 

µεταγραφική συνενεργοποίηση ήρθε από την ανακάλυψη της ακετυλοτρανσφεράσης 

των ιστονών Α (HAT A) στην Tetrahynema η οποία βρέθηκε ότι είναι οµόλογη µε 

την πρωτεΐνη GCN5, έναν µεταγραφικό συνενεργοποιητή στον σακχαροµύκητα 

(17).Έτσι βρέθηκε λοιπόν ότι οι ιστόνες σε υποκινητές που εξαρτώνται από GCN5 

είναι υπερακετυλιωµένες ενώ µεταλλαγές στην HAT καταλυτική περιοχή του GCN5 

επηρεάζει την ικανότητα του παράγοντα να επάγει µεταγραφή καθώς και την 

ακετυλίωση των ιστονών στην περιοχή του υποκινητή (94, 205).  

Στη συνέχεια ένας µεγάλος αριθµός συνενεργοποιητών, που αρχικά 

ταυτοποιήθηκαν ως πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τις ενεργοποιητικές περιοχές 

(activation domains) των µεταγραφικών παραγόντων, βρέθηκε ότι έχουν HAT 

ενζυµική ενεργότητα. Σε αυτούς συµπεριλαµβάνονται οι συνενεργοποιητές CBP 

(CREB-binding protein) και p300 (7), οP/CAF (140) και η οικογένεια των 

συνενεργοποιητών p160 (SRC-1, TIF2/GRIP1, RAC3/TRAM1/AIB1/PCIP/ACTR) 

που αρχικά βρέθηκε ότι αλληλεπιδρούν µε ορµονικούς πυρηνικούς υποδοχείς (104, 

178).  

Oι CBP και p300 είναι δύο πρωτεΐνες που αποµονώθηκαν ανεξάρτητα ως 

παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε την Ε1Α πρωτεΐνη του αδενοϊού (p300, 116, 208) 

ή την φοσφωρυλιωµένη µορφή του µεταγραφικού παράγοντα CREB (CBP, 208) αλλά 

πολύ σύντοµα τους αποδόθηκε παρόµοια λειτουργία στην µεταγραφική ενεργοποίηση 

(4) Περιλαµβάνουν τρεις διακριτές zinc finger περιοχές (γνωστές ως cys, ZZ και TAZ 

περιοχές), µία περιοχή γνωστή ως Bromodomain, την περιοχή που είναι υπεύθυνη για 

την ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης (HAT domain) και τουλάχιστον δύο 

ανεξάρτητες περιοχές αλληλεπίδρασης µε πολλούς µεταγραφικούς 

ενεργοποιητές.[(76.),(Εικόνα 1)] Μερικοί από τους παράγοντες αυτούς είναι οι c-jun 

(9), c-Myb(34), TFIID (162), MyoD (165, 166), E2F( 125), πυρηνικοί υποδοχείς (84) 

και πολλοί άλλοι. Η HAT ενζυµική ενεργότητα του CBP/p300 φαίνεται να είναι 

απαραίτητη για την µεταγραφική ενεργοποίηση που εξαρτάται από τους παραπάνω 

παράγοντες αφού µεταλλαγές στην HAT περιοχή του καταργούν την µεταγραφική 

τους ενεργότητα (125, 140, 7).  
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Εικόνα 1     p300/CBP 
   Bromo    HAT      ZZ TAZ 

 

 

RAR    c-jun              E1A       SRC-1 

GR      c-Myb              P/CAF 

NRs     CREB              GCN5 

               MyoD 

                          E2F 

 

Ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό πολλών αν όχι όλων των HATs που έχουν 

ανακαλυφθεί ως σήµερα είναι ότι δεν δρουν µόνες τους in vivo. Έτσι σε πολλές 

περιπτώσεις ορισµένες ακετυλοτρανσφεράσες φαίνεται ότι αλληλεπιδρούν µε άλλες 

HATs και συνενεργοποιητές στον ίδιο υποκινητή χωρίς να έχει διασαφηνιστεί 

πλήρως ο ακριβής τους ρόλος. Σε άλλες περιπτώσεις, µία ακετυλοτρανσφεράση είναι 

η καταλυτική υποµονάδα πολυπρωτεϊνικών συµπλόκων. Τα καλύτερα 

χαρακτηρισµένα HAT σύµπλοκα είναι αυτά που περιλαµβάνουν την πρωτεΐνη GCN5 

του σακχαροµύκητα (SAGA, ADA 50, 168) και τις οµόλογες πρωτεΐνες στα 

θηλαστικά P/CAF (195, 139) και hGCN5 long ( STAGA, TFTC 123, 16). Στα 

πλαίσια των συµπλόκων αυτών οι παραπάνω ακετυλοτρανσφεράσες έχουν την 

ικανότητα να ακετυλιώνουν νουκλεοσώµατα και όχι µόνο ελεύθερες ιστόνες που 

ακετυλιώνουν οι ανασυνδιασµένες µορφές τους (94, 95). Στον πίνακα 1 αναφέρονται 

οι κυριότερες πρωτεΐνες που έχουν HAT ενζυµική ενεργότητα σε πιο οργανισµό 

υφίστανται, σε πιο πολυπρωτεϊνικό σύµπλοκο ανήκουν και περιγράφονται συνοπτικά 

κάποια χαρακτηριστικά τους (πχ ειδικότητα σε κάποιο υπόστρωµα,101). 

 

Πίνακας 1. 
 Πρωτεΐνη  Σύµπλοκο Οργανισµός Υπόστρωµα  

Hat1  Hat1 S.cerevisiae Free H4, not 

nucleosomal 

GCN5 ADA S.cerevisiae Nucleosomal H3 

GCN5 SAGA S.cerevisiae Nucleosomal H3, H2B 
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Sas3 NuA3 S.cerevisiae Nucleosomal H3 

Esa1 NuA4 S.cerevisiae Nucleosomal H4, H2A 

TAF II 145 yTFIID S.cerevisiae Free H3, H4 

Elp3 Elongator S.cerevisiae Free H2A, H2B, H3, H4

Hat B  Hat B complex Z.mays Free H4 

dTAFII230 dTFIID D.melanogaster Free H3, H4 

hTAFII250 hTFIID H.sapiens Free H3, H4 

GCN5-L TFTC H.sapiens Nucleosomal H3 

GCN5-L STAGA H.sapiens - 

PCAF PCAF H.sapiens Nucleosomal H3 

P300/CBP - H.sapiens Free H3, H4, H2A, H2B

SRC-1 - H.sapiens FreeH3>H4 

ACTR - H.sapiens FreeH3>H4 

Tip60 Tip60 H.sapiens Free H4, H2A 

 

Πρόσφατα βρέθηκε πως οι ακετυλοτρανσφεράσες µπορούν και ακετυλιώνουν 

και άλλες πρωτεΐνες εκτός από ιστόνες. Σε αυτές συµπεριλαµβάνονται µεταγραφικοί 

ενεργοποιητές όπως p53(54), E2F1(124), EKLF(218), GATA1 (15), 

συνενεργοποιητές ACTR (24) και CIITA (179), γενικοί µεταγραφικοί παράγοντες 

TFIIE και TFIIF (72), πρωτεΐνες δοµής όπως η τουµπουλίνη (117) και πρωτεΐνες που 

παίζουν ρόλο στην µεταφορά των πρωτεϊνών στον πυρήνα του κυττάρου όπως η 

importin a (8). Η ακετυλίωση φαίνεται πως επηρεάζει πολλές από τις ιδιότητες των 

παραπάνω παραγόντων όπως την συγγένεια τους ως προς το DNA (E2F1, p53, 

EKLF, Sp1), την ικανότητά τους να αλληλεπιδρούν µε άλλους παράγοντες( ACTR), 

την µεταγραφική τους ενεργότητα (GAT1-3). Έχουν περιγραφεί και περιπτώσεις που 

η ακετυλίωση της ίδιας πρωτεΐνης παίζει και θετικό και αρνητικό ρόλο στην 

µεταγραφική ενεργοποίηση ακόµα και στον ίδιο υποκινητή. Έτσι η ακετυλίωση της 

HMG I(Υ) πρωτεΐνης στη λυσίνη 71 από P/CAF είναι σηµαντική για την δηµιουργία 

του ‘ενισχυτοσώµατος’ (enhanceosome) και την µεταγραφική ενεργοποίηση του 

γονιδίου της ιντερφερόνης β (IFNβ). Από την άλλη, φαίνεται πως η τροποποίηση 
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αυτή στη λυσίνη 65 από CBP είναι εξίσου σηµαντική για την µείωση της συγγένειας 

του παράγοντα µε το DNA και την µετέπειτα αποσταθεροποίηση του συµπλόκου 

στον υποκινητή και την µεταγραφική καταστολή (134, 135). Στον πίνακα 2 

συνοψίζονται οι πρωτεΐνες που ακετυλιώνονται, ποια ακετυλάση τις ακετυλιώνει (in 

vitro) και η επίδραση που έχει η τροποποίηση αυτή στη λειτουργία τους (26). 

 

Πίνακας 2. 
Πρωτεΐνη  Λειτουργία Ακετυλάση Επίδραση της ακετυλίωσης 

p53 Μεταγραφικός 

παράγοντας 

CBP/p300, P/CAF Αυξάνει την συγγένεια ως 

προς το DNA. 

GATA 1/3  Μεταγραφικός 

παράγοντας 
CBP/p300 Αύξηση της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης 

EKLF Μεταγραφικός 

παράγοντας 
CBP/p300 Αυξάνει την συγγένεια ως 

προς το DNA. 
MyoD Μεταγραφικός 

παράγοντας 
P/CAF Αυξάνει την συγγένεια ως 

προς το DNA. 
E2F1 Μεταγραφικός 

παράγοντας 
P/CAF Αυξάνει τον χρόνο ηµι-ζωής 

του παράγοντα. 

c-Myb Μεταγραφικός 

παράγοντας 
CBP/p300, GCN5 Αυξάνει την συγγένεια ως 

προς το DNA. 
CDP/cut Μεταγραφικός 

παράγοντας 
CBP/p300 Μειώνει την συγγένεια ως 

προς το DNA. 

CIITA Συνενεργοποιητής CBP 

 

P/CAF 

Αύξηση της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης 

Αύξηση του πυρηνικού 

εντοπισµού 

ACTR Συνενεργοποιητής CBP/p300 

 
Μείωση της αλληλεπίδρασης 

µε ER 

TCF Μεταγραφικός 

παράγοντας 
CBP Μείωση της αλληλεπίδρασης 

µε συνενεργοποιητές. 
Tat HIV 

συνενεργοποιητής 

CBP/p300, P/CAF 

 
Τροποποίηση της 

αλληλεπίδρασης µε CDK9 
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TFIIE 

 

TFIIF 

Γενικοί 

µεταγραφικός 

παράγοντας 

CBP/p300, P/CAF, 

TAFII250 

CBP/p300, P/CAF 

Άγνωστη 

HMG-14 Chromatin-

associated  

CBP/p300 Μειώνει την συγγένεια ως 

προς το νουκλεόσωµα. 

HMG-17 Chromatin-

associated 
P/CAF Μειώνει την συγγένεια ως 

προς το νουκλεόσωµα. 

HMG I(Y) Chromatin-

associated 
CBP/p300,P/CAF Επάγει την συγκρότηση και 

από συγκρότηση του 

ενισχυτοσώµατος στον 

υποκινητής της INFb. 

Importin a Παράγοντας 

εισόδου πρωτεϊνών 

στον πυρήνα 

CBP/p300 Άγνωστη 

Rch1 Παράγοντας 

εισόδου πρωτεϊνών 

στον πυρήνα 

CBP/p300 Άγνωστη 

 

Η σηµασία της ακετυλίωσης στην γονιδιακή ρύθµιση έκανε το ενδιαφέρον 

των επιστηµόνων να στραφεί σε µηχανισµούς που ρυθµίζουν την ενζυµική 

ενεργότητα των HATs. Πρόσφατα λοιπόν δεδοµένα δείχνουν ότι µετα-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις των ίδιων των Hats επηρεάζουν την λειτουργία τους .Για παράδειγµα 

η φοσφωρυλίωση του CBP από Cdk2 (2) επάγει την HAT ενεργότητά του ενώ η 

φοσφωρυλίωση του GCN5 από DNA-dependent πρωτεϊνική κινάση (11) την 

αναστέλλει. Επίσης έχει βρεθεί ότι πολλές πρωτεΐνες τροποποιούν την HAT 

ενεργότητα των ακετυλασών. Πιο συγκεκριµένα η πρόσδεση της πρωτεΐνης του 

αδενοϊού E1Α στο CBP έχει δειχθεί από δύο διαφορετικές εργασίες ότι και αυξάνει 

(2) και µειώνει (22, 57) την HAT ενεργότητα του, ενώ η αλληλεπίδραση του µε 

P/CAF µειώνει την ικανότητα του παράγοντα να ακετυλιώνει ιστόνες και άλλες 

πρωτεΐνες (22). Τελευταία βρέθηκε ότι οι ιικοί (viral interferon regulatory factor vIRF 

107) και κυτταρικοί ρυθµιστές (twist 57) αναστέλλουν την ενζυµική ενεργότητα του 

CBP και του P/CAF ή από την άλλη αυξάνουν την ικανότητα του CBP να 

ακετυλιώνει νουκλεοσώµατα. Τα παραπάνω ευρήµατα υποδηλώνουν ότι το ίδιο 
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ένζυµο µπορεί να ρυθµιστεί µε ποικίλους τρόπους ακόµα και από τον ίδιο ρυθµιστή 

(E1A) και να οδηγήσει σε διαφορετικό αποτέλεσµα κάτω από διαφορετικές 

κυτταρικές συνθήκες. 

Παράλληλα µε τις ακετυλοτρανσφεράσες άρχισαν στη βιβλιογραφία να 

περιγράφονται και ένζυµα που έχουν την ικανότητα να αφαιρούν ακετυλοµάδες από 

τις ακετυλιωµένες πρωτεΐνες κυρίως ιστόνες. Οι απακετυλάσες των ιστονών (Histone 

deacetylases:HDACs) συνδέθηκαν µε την µεταγραφή όταν το πρώτο πεπτίδιο που 

καθαρίστηκε και αποδείχθηκε ότι έχει την ενζυµική αυτή ενεργότητα εµφάνιζε 

µεγάλη οµολογία µε έναν µεταγραφικό καταστολέα στον σακχαροµύκητα (Rpd3 585 

Young). Μεταλλαγές στο γονίδιο της Rpd3 οδηγούν σε υπερακετυλίωση των 

αµινοτελικών ουρών των ιστονών H3 και H4 (163). .Στον σακχαροµύκητα υπάρχουν 

τουλάχιστον πέντε απακετυλάσες ,Rpd3, Hda1, Hos1, Hos2 και Hos3 και χωρίζονται 

σε δύο κατηγορίες, την Ι (Rpd3-like) και την ΙΙ (Hda1-like). Στον άνθρωπο έχουν 

βρεθεί οκτώ µέχρι σήµερα και κατατάσσονται και αυτές σε δύο κατηγορίες την Ι που 

περιλαµβάνει την HDAC1,2,3 και 8 (101) και την ΙΙ που περιλαµβάνει την 

HDAC4,5,6,7 (101). Σταδιακά έγινε φανερό από τις διάφορες εργασίες ότι όπως και 

οι ακετυλοτρανσφεράσες µέσα στα κύτταρα υφίσταται µε την µορφή 

πολυπρωτεϊνικών συµπλόκων που περιλαµβάνουν πρωτεΐνες που είναι γνωστές ως 

συγκαταστολείς και στρατολογούνται στους υποκινητές µέσω της αλληλεπίδρασής 

τους µε µεταγραφικούς καταστολείς. Στον πίνακα 3 αναφέρονται τα πιο γνωστά 

σύµπλοκα απακετυλασών και παραδείγµατα παραγόντων µε τους οποίους 

αλληλεπιδρούν (101). 

 
Πίνακας 3. 
 
Πρωτεΐνη  Οργανισµός Σχόλιο 

Rpd3 S.cerevisiae Μεταγραφική καταστολή 

Hda1 S.cerevisiae Έλλειψη επηρεάζει τα 

επίπεδα ακετυλίωσης in vivo 

Hos3 S.cerevisiae  

ySir2 S.cerevisiae Εµπλέκεται στην γήρανση 

Εξαρτάται από NAD+ 

dRpd3 D. melanogaster Εµπλέκεται στη µεταγραφική 

καταστολή και σε position 
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effect variegation φαινόµενα. 

dHDAC3 D. melanogaster  

mHda2 M.musculus Περιέχει δύο HDAC 

περιοχές. 

mHDAC1 M.musculus  

mHDAC2 M.musculus  

mHDAC3 M.musculus  

mHDAC5 M.musculus  

hHDAC1 H.sapiens Στρατολογείται από 

καταστολείς που 

προσδένονται στο DNA 

hHDAC1 H.sapiens Στρατολογείται από 

καταστολείς που 

προσδένονται στο DNA 

hHDAC3 H.sapiens Αλληλεπιδρά µε HDAC4 και 

HDAC5. 

hHDAC4 H.sapiens Ο κυτταρικός εντοπισµός της 

επηρεάζει τη λειτουργία της. 

hHDAC5 H.sapiens Προσδένεται στους 

συγγαταστολείς 

NCoR,SMRT  

hHDAC6 H.sapiens  

hHDAC7 H.sapiens Προσδένεται  σε SMRT 

hHDAC8 H.sapiens Ιστοειδική έκφραση που 

διαφέρει από τις άλλες 

HDACs 

hSir2 H.sapiens Εµπλέκεται στην γήρανση 

Εξαρτάται από NAD+ 

 

Τα νουκλεοσώµατα µπορούν επίσης να αλλάξουν την διαµόρφωσή τους χωρίς 

να τροποποιηθεί οµοιοπολικά η πρωτεϊνική τους υποµονάδα. Η ανακατασκευή αυτή 

περιλαµβάνει αποσταθεροποίηση και επαναδηµιουργία των επαφών µεταξύ DNA και 

ιστονών που έχει ως τελικό αποτέλεσµα είτε την αλλαγή της διαµόρφωσης του 
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νουκλεοσώµατος είτε την µετακίνησή του ως προς το DNA. Παρόλο που ο ακριβής 

µηχανισµός της χρωµατινικής ανακατασκευής δεν έχει διασαφηνιστεί αρκετά, 

διαφορετικά κυτταρικά σύµπλοκα που συµβάλουν στη διαδικασία αυτή έχουν 

περιγραφεί. Γενετικές µελέτες στον σακχαροµύκητα ανέδειξαν τα πρώτα µέλη της 

οικογένειας των συµπλόκων αυτών (SWI/SNF). Μετέπειτα βιοχηµικές µελέτες 

έδειξαν ότι στα κύτταρα απαντώνται ως υποµονάδες δύο διαφορετικών 

πολυπρωτεϊνικών συµπλόκων. Οι πιο χαρακτηριστικές υποµονάδες αυτών, οι 

SWI2/SNF2, έχουν εγγενή ικανότητα να ανακατασκευάζουν τα νουκλεοσώµατα 

αντλώντας ενέργεια από την υδρόλυση ATP ( ATPase activity 100). Στη συνέχεια 

βρέθηκε ένας µεγάλος αριθµός συµπλόκων που περιέχουν οµόλογες µε τις  

SWI2/SNF2 υποµονάδες σε διάφορους οργανισµούς. Για παράδειγµα η πρωτεΐνη 

STH1 στον σακχαροµύκητα είναι οµόλογη των SWI2/SNF2 και βρέθηκε ότι είναι η 

καταλυτική υποµονάδα του RSC συµπλόκου που φαίνεται να έχει πολλά κοινά 

λειτουργικά χαρακτηριστικά µε το σύµπλοκο SWI/SNF (18, 19, 111). Επίσης ο 

παράγοντας Brahma (Brm), που αρχικά ανακαλύφθηκε σε γενετικές µελέτες στη 

δροσόφιλα σαν παράγοντας που απαιτείται για την ενεργοποίηση των οµοιοτικών 

γονιδίων, είναι οµόλογη µε τις SWI2/SNF2 (186). Στη συνέχεια βρέθηκαν οµόλογες 

πρωτεΐνες του Brahma στον άνθρωπο οι hBRM/SNF2a και BRG1/SFNF2b (186) και 

αποµονώθηκαν τα σύµπλοκα στα οποία ανήκουν και τα οποία περιλαµβάνουν 

πολυπεπτίδια οµόλογα µε υποµονάδες του SWI/SNF συµπλόκου στον 

σακχαροµύκητα, αλλά και νέες πρωτεΐνες (19, 141, 144). 

Βιοχηµικές µελέτες έδειξαν τα παραπάνω σύµπλοκα αναδιαµορφώνουν τα 

νουκλεοσώµατα in vitro και διευκολύνουν την πρόσδεση µεταγραφικών παραγόντων 

και στη διαδικασία αυτή η παρουσία ATP είναι απαραίτητη (32, 71). Πρόσφατα 

επίσης δεδοµένα δείχνουν ότι τα εν λόγω σύµπλοκα στρατολογούνται στους 

υποκινητές µέσω ορισµένων µεταγραφικών ενεργοποιητών µε τους 

αλληλεπιδρούν.(148). Για παράδειγµα το σύµπλοκο  SWI/SNF στα θηλαστικά 

φαίνεται πως είναι απαραίτητο για την µεταγραφική ενεργοποίηση από ορµονικούς 

πυρηνικούς υποδοχείς µετά από προσθήκη ορµόνης  και υπάρχει άµεση 

αλληλεπίδραση του συµπλόκου µε τους µεταγραφικούς αυτούς ενεργοποιητές (132, 

199, 214). 

Μία δεύτερη οικογένεια συµπλόκων αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης που η 

δράση τους εξαρτάται επίσης από την υδρόλυση ATP ανακαλύφθηκε αρχικά στα 

µετάζωα και η καταλυτική υποµονάδα τους (ATPase) ονοµάζεται ISWI (imitation 
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switch). Το πρώτο σύµπλοκο που περιέχει την υποµονάδα ISWI βρέθηκε στη 

δροσόφιλα (NURF: nucleosome remodeling factor) βάση της ικανότητάς του να 

επάγει την πρόσδεση του µεταγραφικού παράγοντα GAGA σε νουκλεοσωµικό 

υπόστρωµα µε τρόπο που εξαρτάται από την παρουσία ATP (191, 192). Στη συνέχεια 

αποµονώθηκε ένας µεγάλος αριθµός συµπλόκων που περιείχαν ISWI τόσο στη 

δροσόφιλα (ACF:ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling factor, 

CHRAC:chromatin accessibility complex ) όσο τον σακχαροµύκητα (ISW1, ISW2) 

και τον άνθρωπο (hACF, RSF: remodeling and spacing factor). Τα σύµπλοκα NURF 

και CHRAC έχει βρεθεί ότι αναδιαµορφώνουν την χρωµατίνη in vitro µέσω ενός 

µηχανισµού ολίσθησης (sliding) του νουκλεοσώµατος πάνω το DNA µε αποτέλεσµα 

την ανακατανοµή των νουκλεοσωµάτων σε διαφορετικές θέσεις από τις αρχικές.(58, 

98). Επίσης έχει περιγραφεί ότι τα σύµπλοκα  NURF και  ACF αυξάνουν την 

µεταγραφική ενεργοποίηση σε χρωµατινικά υποστρώµατα in vitro. Στον πίνακα 4 

περιγράφονται τα σηµαντικότερα σύµπλοκα αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης, σε 

ποιον οργανισµό υπάρχουν και ορισµένα από τα χαρακτηριστικά τους (101). 

 Πίνακας 4. 
 

Σύµπλοκο  Οργανισµός Υποµονάδες Χαρακτηριστικά 

Οικογένεια SWI/SNF    

SWI/SNF 

Chromatin remodeling 

activity 

S.cerevisiae Swi1 

Swi2/Snf2 

Swi3 

Snf5/Swi10 

Snf11,Snf12 

Swp82,Swp59, 

Swp61,Swp29 

 

ATPase activity, 

not essential 

RSC 

Chromatin remodeling 

activity 

S.cerevisiae Sth1 

RSC1-15 

Sfh1 

ATPase, essential 

hSWI/SNF 

Chromatin remodeling 

activity 

H.sapiens Brg1or 

Brm 

BAF 250 

BAF 170, 155, 110, 

ATPase, essential 

ATPase, not 

essential 
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60a, 60b, 60c, 57, 

53, 47 

dSwi/Snf 

Chromatin remodeling 

activity 

D.melanogaster Brahma 

BAP155, 111, 74, 

60, 55, 47, 45 

ATPase, essential 

 Οικογένεια ISWI    

ISWI 

Nucleosome 

remodeling and spacing 

activity 

S.cerevisiae IswI 

p110, 105,74 

ATPase, not 

essential 

ISW2 

Nucleosome spacing 

activity 

S.cerevisiae Isw2 

p140 

ATPase, not 

essential 

NURF 

Nucleosome spacing 

activity 

D.melanogaster ISWI 

NURF-215 

NURF-55 

NURF-38 

ATPase 

ACF 

Chromatin assembly, 

spacing and remodeling 

activity 

D.melanogaster ISWI 

Acf1 

ATPase 

CHRAC 

Nucleosome 

remodeling and spacing 

activity 

 

D.melanogaster ISWI 

p175, 160, 20, 18 

ATPase 

hACF  

Chromatin assembly 

and remodeling activity 

H.sapiens hSnf2h 

BAZIA 

ATPase 

RSF 

Enhances transcription 

from chromatin 

templates 

H.sapiens hSnf2h 

p325 

ATPase 
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Σύµφωνα µε τα υπάρχοντα στη βιβλιογραφία µοντέλα το τελευταίο και 

κρίσιµο στάδιο για την έναρξη της µεταγραφής είναι η στρατολόγηση στον υποκινητή 

της RNA πολυµεράσης ΙΙ µε την µορφή ενός πολυπρωτεϊνικού συµπλόκου 

(ολοένζυµο) που περιλαµβάνει τις υποµονάδες του ενζύµου της RNA πολυµεράσης, 

τους γενικούς µεταγραφικούς παράγοντες και σύµπλοκα διαµεσολαβητών 

(Mediators).H RNA polII αποτελείται από 12 υποµονάδες τις Rpb1-Rpb12 (101). Τα 

γονίδια που κωδικοποιούν και για τις 12 υποµονάδες στον σακχαροµύκητα είναι 

σηµαντικά για την κανονική ανάπτυξη του οργανισµού. Τα ίδια γονίδια έχουν 

κλωνοποιηθεί και στον άνθρωπο και φαίνεται να έχουν αξιοσηµείωτη οµολογία µε τα 

αντίστοιχα του σακχαροµύκητα αφού τα περισσότερα µπορούν να αντικατασταθούν 

λειτουργικά από αυτά. Η µεγαλύτερη υποµονάδα της RNA πολυµεράσης ΙΙ περιέχει 

µία µοναδική καρβοξυτελική περιοχή που αποτελείται από πολλές επαναλήψεις στη 

σειρά ενός  επταπεπτιδίου (Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser). Το επταπεπτίδιο αυτό είναι 

πολύ συντηρηµένο στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς αλλά ο αριθµός των 

επαναλήψεων ποικίλει από 26 ή 27 στον σακχαροµύκητα ως 52 στον άνθρωπο (101). 

Η λειτουργία της καρβοξυτελικής περιοχής εξαρτάται από την φοσφωρυλίωσή της. 

Έτσι µόρια RNA πολυµεράσης που δε είναι φοσφωρυλιωµένα στην καρβοξυτελική 

τους περιοχή απαντώνται σε σύµπλοκα που αφορούν την έναρξη της µεταγραφής ενώ 

µόρια που σχετίζονται µε την επιµήκυνση των µετάγραφων είναι 

υπερφοσφωρυλιωµένα στην καρβοξυτελική τους περιοχή (33). 

∆ύο κινάσες έχουν βρεθεί ότι φοσφωρυλιώνουν το καρβοξυτελικό τµήµα 

(CTD) της RNA polII και συµµετέχουν στη ρύθµιση της έναρξης της µεταγραφής. Η 

µία είναι η Cdk7 κινάση που είναι υποµονάδα του γενικού µεταγραφικού παράγοντα 

TFIIH (42, 112, 169). Μεταλλαγές στην κινάση αυτή επηρεάζουν την φοσφωρυλίωση 

της πολυµεράσης in vitro (189) και in vivo (118). Μεταλλαγές στην οµόλογη 

πρωτεΐνη της Cdk7 στον σακχαροµύκητα (Kin28) οδηγεί σε πλήρη απώλεια 

µεταγραφής των γονιδίων που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες (67). Η κινάση 

Cdk8/Srb10 που είναι και υποµονάδα του συµπλόκου των µεσολαβητών 

(Srb/Mediator complex) είναι η δεύτερη.(73, 110, 184). Πρόσφατες µελέτες στον 

σακχαροµύκητα έδειξαν ότι η κινάση Srb10 έχει αρνητικό ρόλο στην µεταγραφική 

έναρξη (184). 
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O προτεινόµενος ρόλος της φοσφωρυλίωσης της καρβοξυτελικής ουράς της 

RNA πολυµεράσης στην µεταγραφική επιµήκυνση ενισχύθηκε από στοιχεία που 

δείχνουν ότι ο µεταγραφικός ενεργοποιητής Tat του ιού HIV-1 αυξάνει την 

επιµήκυνση της µεταγραφής αλληλεπιδρώντας µε δύο CTD κινάσες την TFIIH και P-

TEFb (positive transcritpio elongation factor b) και επάγοντας την CTD 

φοσφωρυλίωση (47). Η πρωτεΐνη P-TEFb αποµονώθηκε αρχικά στη δροσόφιλα ως 

παράγοντας που έχει την ικανότητα να επάγει την επιµήκυνση της µεταγραφής in 

vitro(122) περιλαµβάνει ένα ζευγάρι κινάσης /κυκλίνης Cdk9/cycinT (219).  

Όπως προαναφέρθηκε το ολοένζυµο της RNA polII περιλαµβάνει και ένα 

σύνολο παραγόντων που ονοµάζονται βασικοί (basal) ή γενικοί µεταγραφικοί 

παράγοντες που, παρόλο το όνοµα τους. δεν έχει διασαφηνιστεί πλήρως αν καθένας 

από αυτούς στρατολογείται σε όλα τα γονίδια in vivo ή υπάρχει επιλεκτικότητα. Σε 

αυτούς ανήκουν οι πρωτεΐνες TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH. Στον 

πίνακα 5 περιγράφονται αναλυτικά οι υποµονάδες των παραπάνω παραγόντων και 

αναφέρονται ορισµένες από τις χαρακτηριστικές λειτουργίες τους (101).  

Πίνακας 5. 
Παράγοντας Υποµονάδες Χαρακτηριστικά 

TFIIA TFIIA α, β, γ Μεταγραφική ενεργοποίηση και 

σταθεροποίηση της 

αλληλεπίδρασης TBP-DNA 

TFIIB TFIIB Καθορισµός σηµείου εκκίνησης 

µεταγραφής, πρόσδεση στον 

υποκινητή. Αλληλεπιδρά και 

στρατολογεί TFIIF-polII. 

TFIIF RAP74 

 

 

RAP30 

Αλληλεπιδρά µε την RNA 

πολυµεράση ΙΙ και αποτρέπει µη 

ειδική πρόσδεση µε το DNA. 

TFIIE TFIIEa 

TFIIEb 

Αλληλεπιδρά και στρατολογεί 

τον παράγοντα TFIIH, 

συµµετέχει στο ‘άνοιγµα’ του 

υποκινητή 

TFIIH p62 Nucleotide excision repair 
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p52 

MAT1 

p34 

XPD/ERCC2 

p44 

 

XPB/ERCC3 

 

CdK7 

 

 

Cyclin H 

Nucleotide excision repair 

Nucleotide excision repair 

Nucleotide excision repair 

5’-3’ DNA helicase, ATPase 

Eπάγει την ενεργότητα του 

XPD/ERCC2 

3’-5’ DNA helicase, ATPase, 

promoter opening 

Κινάση που φοσφορυλιώνει το 

καρβοξυτελικό άκρο της RNA 

polII (CTD) 

Cyclin subunit of cyclin –

dependent CTD kinase 

TFIID TBP 

hTAFII 250 

hΤAFII 130/135 

hTAFII100 

 

 

 

 

hTAFII70/80 

 

 

hTAFII31/32 

 

hTAFII20 

hTAFII28 

hTAFII68 

 

 

 

hTAFII55 

TATA-binding protein 

Κινάση και HAT πρωτεΐνη 

Αλληλεπιδρά µε ενεργοποιητές  

Μεταλλαγές στο αντίστοιχο 

γονίδιο του σακχαροµύκητα 

µπλοκάρει την µετάβαση του 

κυττάρου από την G2 φάση στην 

µίτωση (Μ). 

Οµολογία µε την ιστόνη Η4. 

Προσδένεται σε DPEs (Down 

stream promoter elements). 

Οµολογία µε την ιστόνη Η3. 

Αλληλεπιδρά µε p53. 

Οµολογία µε την ιστόνη Η2A. 

Οµολογία µε την ιστόνη Η3. 

Περιέχει συντηρηµένες περιοχές 

πρόσδεσης σε 

RNA.Προσδένεται σε RNA και 

µονόκλωνο DNA. 

Αλληλεπιδρά µε ποικίλους 
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hTAFII30 

 

 

 

hTAFII18 

hTAFII105 

ενεργοποιητές. 

 

‘ 

Το ολοένζυµο επίσης περιλαµβάνει το σύµπλοκο των µεσολαβητών 

(mediator) πολλά από τα συστατικά του οποίου παίζουν σηµαντικό ρόλο στη 

µεταγραφική ενεργοποίηση  αλληλεπιδρώντας µε τον µεταγραφικό ενεργοποιητή ή 

και άλλους παράγοντες του προενακτήριου συµπλόκου. Στον σακχαροµύκητα το 

σύµπλοκο των µεσολαβητών µπορεί να αποµονωθεί µε συµβατικές χρωµατοχραφικές 

µεθόδους και ο πυρήνας του συµπλόκου αποτελείται από 20 πολυπεπτίδια :Srb2, 

Srb4, Srb5, Srb6, Srb7, Med1,2,4,6,7,8,1, Cse2, Gal11, Pgd1, Rgr1, Rox3, Sin4, Nut2 

(136).  

Στα µετάζωα τα ολοένζυµα της RNA πολυµεράσης έχουν πολλά από τα 

χαρακτηριστικά του αντίστοιχου στον σακχαροµύκητα αλλά είναι λιγότερο σταθερά 

στις συµβατικές µεθόδους καθαρισµού και εµφανίζουν µεγαλύτερη ποικιλία. Τα 

σύµπλοκα µεσολαβητών στα µετάζωα περιλαµβάνουν το TRAP/SMCC (53, 73), 

ARC (137), DRIP (157), CRSP (164), murine mediator (79) και NAT (184). Το 

καλύτερα χαρακτηρισµένο από αυτά είναι το SMCC (Srb and Med Cofactor 

Complex) που αποµονώθηκε από ανθρώπινες κυτταρικές σειρές και περιλαµβάνει 25 

υποµονάδες πολλές από τις οποίες είναι οµόλογες µε υποµονάδες Srb συµπλόκου 

στον σακχαροµύκητα. Το σύµπλοκο αυτό είναι στην ουσία όµοιο µε το σύµπλοκο 

TRAP (Thyroid Receptor Associated Protein) που αποµονώθηκε ανεξάρτητα λόγω 

της ικανότητάς του να αλληλεπιδρά µε τον ορµονικό πυρηνικό υποδοχέα TR 

(Thyroid Receptor) και να επάγει µέσω αυτού µεταγραφική ενεργοποίηση. Το 

σύµπλοκο ARC (Activator-Recruited Cofactor) αποµονώθηκε σαν συνπαράγοντας 

για την συνεργιστική µεταγραφική ενεργοποίηση από τους ενεργοποιητές Sp1 και 

SREBP-1a. Το DRIP (Vitamin D-Receptor Interacting Protein) αρχικά αποµονώθηκε 

σαν σύµπλοκο που αλληλεπιδρά µε τον υποδοχέα της Vitamin D µετά από προσθήκη 

του συνδέτη ( ligand). Ο καθαρισµός των παραπάνω δύο συµπλόκων και η 

ταυτοποίηση των υποµονάδων τους απέδειξε ότι ουσιαστικά πρόκειται για το ίδιο 
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σύµπλοκο και στη συνέχεια βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά µε πολλούς ορµονικούς 

υποδοχείς και άλλους µεταγραφικούς ενεργοποιητές (137, 157). Τέλος το σύµπλοκο 

ΝΑΤ (Negative Regulator of Activated Transcription) αποµονώθηκε σε καθαρισµό 

συγγένειας του οµόλογου στο άνθρωπο παράγοντα µε τον Srb10 στον 

σακχαροµύκητα (184). In vitro πειράµατα δείχνουν ότι το σύµπλοκο αυτό έχει την 

ικανότητα να καταστέλλει την επαγώµενη µεταγραφή κάτω από ορισµένες συνθήκες. 

Παρόµοια λειτουργία έχει αποδοθεί και στις υποµονάδες Srb10,11 του συµπλόκου 

µεσολαβητών στον σακχαροµύκητα (65). Στον πίνακα 6 αναφέρονται τα διάφορα 

σύµπλοκα µεσολαβητών και οι διαφορετικές υποµονάδες τους (101). 

Πίνακας 6 
 
Yeast                                                   Human                                                  Mouse 
SRB/            TRAP/           DRIP            ARC           CRSP            NAT         mMED 

Mediator      SMCC 
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Srb8 240 250 250    

Srb9 230 240 240  230 160a 

Nut1 220 205 205 200  160b 

Rgr1 170 150 150 150 150 110 

Gal11 150a 130 130 130 140  

Sin4 150b  105    

Srb4 100 100 100 100   

Med1 97 97   95 96a 

Srb10 95    90 96b 

Med2 93 92 92 85   

Pgd1 80 77 77 77  78 

Srd5 78 70 70 70 70 55 

Med7 Cdk8  42  Cdk8  

Srb11 37 36 36  45  

Med6 36/28 34 34  37 34 

Med4 hMed7 33 33 34 hMed7 mMed7 

Med8 cyclinC  32 33 cyclinC mMed6 

Rox3 hMed6    30  

Srb2 TRFP    23 TRFP 

Srb7 24    22  



  

Soh1 22    21  

Nut2 hSrb7    hSrb7 mSrb7 

Cse2 hSoh1    hNut2  

Med11 hNut2      

Srb6 12      

 

Μία µεγάλη πληθώρα εργασιών στη βιβλιογραφία µελετά την σπουδαιότητα 

όλων των παραγόντων που περιγράφηκαν στη δηµιουργία ενός σταθερού 

προενακτήριου συµπλόκου που θα οδηγήσει σε µεταγραφική ενεργοποίηση. Εκτός 

όµως από τους παράγοντες αυτούς κάθε αυτούς το ενδιαφέρον των επιστηµόνων έχει 

στραφεί και στην αλληλουχία των γεγονότων που οδηγούν σε συγκρότηση του 

προενακτήριου συµπλόκου και τελικά σε µεταγραφή. Μία µερίδα ερευνητών 

υποστηρίζει ότι το προενακτήριο σύµπλοκο προ-συγκροτείται (pre-assembly model) 

στον πυρήνα του κυττάρου σε διάλυµα και στη συνέχεια στρατολογείται στους 

διάφορους υποκινητές µέσω των αλληλεπιδράσεών του µε µεταγραφικούς 

ενεργοποιητές. Το µοντέλο αυτό προτάθηκε όταν µε βιοχηµικές µεθόδους 

αποµονώθηκαν σύµπλόκα που µαζί µε την RNA πολυµεράση περιλαµβάνουν 

ορισµένους γενικούς µεταγραφικούς παράγοντες και παράγοντες που 

αναδιαµορφώνουν την χρωµατινική δοµή όπως SWI/SNF και CBP (87, 119). Από τη 

µία ένα τέτοιο σύµπλόκο εξυπηρετεί το κύτταρο στο να απαντά άµεσα σε εξωτερικά 

σήµατα, µε µεταγραφική ενεργοποίηση ορισµένων γονιδίων. Από την άλλη όµως, η 

στρατολόγηση ενός ‘µονολιθικού’ καθολικού συµπλόκου δεν συµφωνεί µε την 

παρατηρούµενη ανάγκη για µεγάλη ποικιλία ρυθµιστών στα κύτταρα.  

Τα τελευταία χρόνια αρκετές εργασίες υποστηρίζουν  το µοντέλο της 

διαδοχικής στρατολόγησης των παραγόντων που απαρτίζουν το προενακτήριο 

σύµπλόκο. Οι περισσότερες µελέτες µέχρι σήµερα δείχνουν ότι η νουκλεοσωµική 

αναδιοργάνωση στους υποκινητές που περιλαµβάνει την ακετυλίωση των 

αµινοτελικών ουρών των ιστονών και την αναδιαµόρφωση της νουκλεοσωµικής 

δοµής (remodeling) προαπαιτείται για την επιπλέον στρατολόγηση παραγόντων που 

θα αποτελέσουν το προενακτήριο σύµπλοκο. Έτσι ένα ερώτηµα που απασχόλησε 

είναι ποια από τις παραπάνω διαδικασίες διαδέχεται την άλλη.    

Η αλληλουχία των δύο αυτών γεγονότων δηλαδή της ακετυλίωσης των 

νουκλεοσωµάτων και της νουκλεοσωµικής αναδιοργάνωσης σε σχέση µε την 
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µεταγραφική ενεργοποίηση έχει µελετηθεί σε δύο τύπους υποκινητών. Έτσι στον 

υποκινητή του HO γονιδίου στον σακχαροµύκητα η ρύθµιση του οποίου εξαρτάται 

από τον κυτταρικό κύκλο του οργανισµού, ο ενεργοποιητής Swi5 στρατολογεί το 

σύµπλοκο SWI/SNF που είναι υπεύθυνο για την αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης που 

στη συνέχεια επιτρέπει την στρατολόγηση του συµπλόκου SAGA που έχει HAT 

ενεργότητα. Η έλευση των δύο αυτών συµπλόκων διευκολύνει την πρόσδεση ενός 

δεύτερου ενεργοποιητή του SBF στον υποκινητή που οδηγεί σε µεταγραφική 

ενεργοποίηση (31). Στην περίπτωση όµως του υποκινητή της ιντερφερόνης β, που 

επάγεται µετά από επιµόλυνση µε ιό, και φαίνεται ότι δεν περιέχει νουκλεοσώµατα 

τουλάχιστον στην περιοχή που προσδένεται το σύµπλοκο των ενεργοποιητών του 

γονιδίου (enhancesome), τα γεγονότα αυτά συµβαίνουν µε αντίθετη σειρά. Πιο 

συγκεκριµένα, εδώ η υπερακετυλίωση της ιστόνης Η4 είναι απαραίτητη για την 

στρατολόγηση του BRG-1 συµπλόκου (οµόλογου του SWI/SNF στα θηλαστικά) και 

η αναδιοργάνωση του γειτονικού νουκλεοσώµατος που καλύπτει το στοιχείο ΤΑΤΑ 

είναι κρίσιµη για την πρόσδεση του TFIID και τελικά την έναρξη της µεταγραφής (1). 

Τα δύο παραπάνω παραδείγµατα φανερώνουν πως πιθανότατα η αλληλουχία 

των δύο γεγονότων που οδηγούν σε ανακατασκευή της χρωµατίνης είναι διαφορετική 

σε κάθε υποκινητή και εξαρτάται από την δοµή του και την φάση του κυτταρικού 

κύκλου στην οποία απαιτείται η έκφραση του γονιδίου. Παρόλο που όλες οι µέχρι 

τώρα εργασίες που µελετούν την µεταγραφική ρύθµιση οδήγησαν τους επιστήµονες 

σε χρήσιµα συµπεράσµατα και µοντέλα για την µεταγραφική έναρξη πολλά ακόµα 

ερωτήµατα παραµένουν αναπάντητα. Ποια είναι η νουκλεοσωµική οργάνωση κάθε 

υποκινητή και πως ακριβώς τα σύµπλοκα που περιγράφτηκαν πιο πάνω την 

τροποποιούν; Ποιος συνδυασµός παραγόντων ή και µετα-µεταφραστικών 

τροποποιήσεων των ίδιων παραγόντων απαρτίζουν το προενακτήριο σύµπλοκο σε 

κάθε υποκινητή; Είναι φανερό πως προσεχείς µελέτες θα εστιαστούν στην απάντηση 

των παραπάνω ερωτηµάτων. 
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Ειδικοί στόχοι της παρούσας εργασίας: 
 
 
 

��Μελέτη του µηχανισµού µεταγραφικής ενεργοποίησης από 
τον ηπατικό πυρηνικό παράγοντα 4 (ΗΝF-4). 

 
 

��Μελέτη του µηχανισµού µεταγραφικής ενεργοποίησης από 
τον ηπατικό πυρηνικό παράγοντα 1 (HNF-1). 

 
 

��Μελέτη της σχέσης µεταξύ της µεταγραφικής 
ενεργοποίησης και µορφοποίησης του προενακτηρίου 
συµπλόκου σε φυσικό γονίδιο-στόχο του ΗΝF-4 και HNF-1. 
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ΥΛΙΚΑ  ΚΑΙ  ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
 

 

1.ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα (small scale) DNA 
preparation 
 

Για την παρασκευή σε µικρή κλίµακα υπερελικοµένου πλασµιδιακού DNA 

χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της αλκαλικής λύσης, ακολουθούµενης από τρεις  

εκχυλίσεις µε µίγµα Ph/CHCL3/iaa, σε αναλογία 25/24/1 και από µία µε µίγµα  

CHCL3/iaa σε αναλογία 24/1, καθώς και από κατακρήµνιση µε 2,5 όγκους απόλυτης 

αιθανόλης παρουσία 1/10 του όγκου διαλύµατος 3Μ οξικού νατρίου ρΗ=5,29 

(Sambrook et al). 

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη κλίµακα (large scale DNA 

preparation) 

 

  Xρησιµοποιήθηκε κυρίως η  αλκαλική µέθοδος της κυτταρικής λύσης  µε 

συνδυασµό διαδοχικών υπερφυγοκεντρήσεων κλίσης χλωριούχου καισίου (CsCl 

gradient) παρουσία βρωµιούχου αιθιδίου (ΕtBr),όπως περιγράφεται από τους 

Sambrook et al. 

Εναλλακτικά έγινε χρήση της κολώνας QIAGEN tip 500 σύµφωνα µε τις οδηγίες της 

κατασκευάστριας εταιρείας (QIAGEN GmbH). 

 

Αποµόνωση και καθαρισµός τµηµάτων DNA από πήκτωµα αγαρόζης. 
 

Βασικό κριτήριο για την επιλογή της µεθόδου αποµόνωσης και καθαρισµού 

τµηµάτων DNA από πήκτωµα αγαρόζης, ήταν η διαθέσιµη ποσότητα και το µοριακό 

µέγεθος του προς καθαρισµό τµήµατος.. Έτσι σε περιπτώσεις που η ποσότητα 

ξεπερνούσε τα 20-30 µg και το µέγεθος του τµήµατος ξεπερνούσε τις 500 bp 

επιλεγόταν η µέθοδος της ηλεκτροέκλουσης σε µεµβράνες διαπίδυσης ή σε ειδική 

συσκευή (elutrap της S&S) µε τη χρήση κατάλληλων µεµβρανών.   

 



 

Σε άλλες περιπτώσεις και ειδικά σε αυτές που αποµονώθηκαν µικρά τµήµατα  DNA 

χρησιµοποιήθηκαν ενεργοποιηµένες DEAE µεµβράνες. Ο τρόπος ενεργοποίησης και 

χρήσης τους περιγράφεται από τους Sambrook et al. Τέλος, χρησιµοποιήθηκε το 

QIAquick gel extraction kit, σύµφωνα µε τις οδηγίες των κατασκευαστών(QIAGEN). 

             

 

Ραδιοσήµανση γραµµικών µορίων DNA(labelling) 
 

Χρησιµοποιήθηκαν δύο µέθοδοι: Α)η µέθοδος των τυχαίων εκκινητών. 

Η βάση της µεθόδου στηρίζεται στην παροδική αποδιάταξη του δίκλωνου τµήµατος 

DNA που πρόκειται να σηµανθεί και στην επακόλουθη βαθµιαία αναδιάταξη της 

κάθε αλυσίδας µε µία σειρά τυχαίων εξαµερών εκκινητών .    ∆ηλαδή γίνεται 

ανάµειξη του DNA (100ng) µε 11.5µl LS και 1µl BSA (10mg/ml) και το µίγµα 

βράζεται για 3 λεπτά ώστε να γίνει η αποδιάταξη του DNA. Στη συνέχεια το µήκος 

των τοπικά σχηµατιζόµενων δίκλωνων περιοχών αυξάνεται µε τη δράση της 

πολυµεριστικής ιδιότητας του Klenow(5u/µl) ενζυµικού κλάσµατος παρουσία α[ P]-

dATP(5µl) και α[ P]-dATP(5µl) ραδιοσηµασµένων νουκλεοτιδίων. Επωάζουµε στους 

37�C για τρεις ώρες. Ακολούθως κάνουµε εκχύλιση µε µίγµα Ph/CHCl3/iaa και 

περνάµε την υδατική φάση από 2 G-50 κολώνες για να αποµακρυνθούν τα µη 

ενσωµατωµένα νουκλεοτίδια. Τέλος µετράµε τα cpm του ανιχνευτή. 

Β)η µέθοδος µετάφρασης εγκοπής. 

Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στην επιδιόρθωση και στον πολυµερισµό των τυχαίων 

εγκοπών που δηµιουργούνται στο δίκλωνο κοµµάτι DNA που πρόκειται να σηµανθεί. 

Η ραδιοσήµανση γίνεται σε 100ng DNA στο οποίο προσθέτονται 2µl µη 

ραδιοσηµασµένα νουκλεοτίδια dTTP και 2µl dGTP συγκέντρωσης 1mM,2µl 

ραδιοσηµασµένα νουκλεοτίδια α-[ Ρ]dATP και 2µl α-[ Ρ]dCTP συγκέντρωσης 1mM 

,2µl ρυθµιστικού διαλύµατος µετάφρασης εγκοπής(100mM Tris-HCl pH7.5,50mM 

MgCl2,7.5mM διθειοτριτόλη),1.5µl DNA πολυµεράσης (E.coli) και 1µl DNase I η 

οποία έχει αραιωθεί 17000 φορές σε νερό από αρχική συγκέντρωση 10mg/ml.Ο 

τελικός όγκος του διαλύµατος είναι 20µl και η επώαση της αντίδρασης γίνεται στους 

16�C για µία ώρα. Ακολουθεί µοριακή διήθηση του διαλύµατος σε κολώνα 

χρωµατογραφίας G-50 ώστε να κατακρατηθούν τα µη ενσωµατωµένα ραδιενεργά 

νουκλεοτίδια.  

 

 



 

Ραδιοσήµανση νουκλεοτιδίων 

 

Α) Ραδιοσήµανση συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων µε τη χρήση της  Τ4 

πολυνουκλεοτιδικής κινάσης. 100µM συνθετικού ολιγονουκλεοτιδίου επωάζονται 

στους 37 ºC για µισή ώρα παρουσία 50µCi γ-P32 και 10u Τ4 κινάσης. Ακολουθεί 

εκχύλιση µε φαινόλη και περαιτέρω καθαρισµός µε G-50 κολώνες. 

B) Ραδιοσήµανση δίκλωνων συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων µε DNA πολυµεράση 

Τ7 (Sequenase). Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε για τη σήµανση δίκλωνων 

ολιγονουκλεοτιδίων µε σκοπό να χρησιµοποιηθούν ως ανιχνευτές σε πειράµατα 

µεταβολής της κινητικότητας του DNA λόγω αλληλεπίδρασής του µε πρωτεΐνες 

(EMSA).  

H Sequenase µέσω της πολυµεριστικής ιδιότητας της προσθέτει ραδιοσηµασµένα 

νουκλεοτίδια α[32P]-dATP και α[32P]-dATP στα άκρα των δίκλωνων 

ολιγονουκλεοτιδίων. Ακολουθεί και εδώ εκχύλιση µε φαινόλη και καθαρισµός µε 2 

G-50 κολώνες. 

 

 Ανάλυση γενωµικού DNA κατά Southern (Southern blot)  

 

Το αποµονωµένο γενωµικό DNA (10µg) υφίσταται πέψη διάρκειας 16 ωρών µε το 

κατάλληλο περιοριστικό ένζυµο. Στη συνέχεια ηλεκτροφορούµε το κοµµένο DNA σε 

πήκτωµα αγαρόζης (0.8%).Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα 

αναδεύεται για 45 λεπτά σε διάλυµα που περιέχει NaOH 0.5N και 1.5M NaCl 

αλκαλικού χαρακτήρα ικανό να αποδιατάξει το DNA καθιστώντας ικανή τη 

µεταφορά και την παραµονή του σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης. Μετά την αποδιάταξη 

ακολουθεί ανάδευση του πηκτώµατος σε ουδέτερο διάλυµα(0.5ΜΤris-HCl pH7.4 

1.5NaCl) για 45 λεπτά. Στη συνέχεια το πήκτωµα τοποθετείται πάνω σε γέφυρα από 

διηθητικό χαρτί Whatman 3MM του οποίου τα δύο άκρα είναι βυθισµένα σε διάλυµα 

20ΧSSC(3M NaCl,0.3M κιτρικό νάτριο). 

Επάνω στο πήκτωµα τοποθετείται η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και τρία φύλα από 

διηθητικό χαρτί Whatman 3MM τα οποία µαζί µε την µεµβράνη είχαν εµβαπτιστεί σε 

διάλυµα 2ΧSSC.Πάνω από αυτά τοποθετούνται χαρτοπετσέτες  και ένα βάρος 1 κιλό 

περίπου. Μετά από 8 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου ολοκληρώνεται η µεταφορά 

του DNA στη µεµβράνη η οποία ξεπλένεται σε διάλυµα 6ΧSSC και ψήνεται στους 

80�C για 2 ώρες προκειµένου να µονιµοποιηθούν τα νουκλεϊκά οξέα πάνω σε αυτή 

 



 

 

Παρασκευή κυττάρων ικανών να µετασχηµατίζονται –Επιδεκτικά 
κύτταρα(competent cells) 
 

Αποστειρωµένο θρεπτικό διάλυµα SOB(2% tryptone 0.5%yeast extract o.4mM NaCl 

0.1mM KCl) εµπλουτισµένο µε MgCl2 και MgSO4 συγκέντρωσης 1Μ το κάθε ένα 

µολύνεται µε 1-2 αποικίες από φρέσκο πιάτο στο οποίο καλλιεργήθηκε το 

βακτηριακό στέλεχος που θέλουµε να µετατρέψουµε σε επιδεκτικό. Η επώαση γίνεται 

στους 25�C υπό έντονη ανάδευση µέχρι η απορρόφηση των κυττάρων (OD) να 

φτάσει 0.35-0.4(περίπου 20-25 ώρες).Στη συνέχεια φυγοκεντρούµε τα κύτταρα για 10 

λεπτά στους 4�C και στις 4000 στροφές. Επαναδιαλύουµε το ίζηµα σε 40ml 

διαλύµατος µετασχηµατισµού(transformation buffer 10mM Pipes 15mM CaCl2 

250mM KCl pH6.7 55mM MnCl2).Ακολούθως επωάζουµε για 10 λεπτά στον πάγο 

και επαναλαµβάνουµε την πιο πάνω φυγοκέντρηση. Επαναδιαλύουµε το ίζηµα των 

κυττάρων σε 10ml διαλύµατος µετασχηµατισµού προσθέτοντας συγχρόνως DMSO 

µέχρι τελική συγκέντρωση 7%.Μοιράζουµε τα κύτταρα σε µικρές  ποσότητες 

(aliquots)και τα διατηρούµε στους  -80�C µέχρι να τα χρησιµοποιήσουµε. 

 

 Αντίδραση συρραφής(ligation) πλασµιδιακού φορέα µε το υπό εξέταση DNA. 
 
Η αντίδραση συρραφής πραγµατοποιείται αναµιγνύοντας κατάλληλες ποσότητες 

DNA από το φορέα και το υπό εξέταση DNA ώστε η αναλογία µορίων φορέα /DNA 

να είναι 1/5.Στην αντίδραση προστίθεται 10Χ διαλύµατος συρραφής(ligation buffer) 

ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 1Χ και 4u/µl Τ4 λιγάση (ligase).Το µίγµα 

επωάζεται στους 16�C για 16 ώρες περίπου. 

 

 
 
 
 Μετασχηµατισµός βακτηριακών πλασµιδιακές στελεχών από κατασκευές. 
 
Σε 200µl επιδεκτικών κυττάρων προσθέτουµε ένα µέρος από την αντίδραση 

συρραφής(5-10µl) και αφήνουµε το µίγµα στον πάγο για 30 λεπτά. Ακολουθεί 

θερµικό σοκ για 45 δευτερόλεπτα στους 42�C και τοποθετούµε το µίγµα σε πάγο για 

2 λεπτά. Στη συνέχεια προσθέτουµε 800µl θρεπτικού µέσου SOC και επωάζουµε µία 

ώρα στους 37�C υπό ανάδευση. Στη συνέχεια επιστρώνουµε το δείγµα µας υπό 

 



 

στείρες συνθήκες σε πιάτο µε θρεπτικό µέσο LB(Sambrook et al )το οποίο έχει 

κατάλληλη ποσότητα του αντιβιοτικού µε το οποίο κάνουµε την επιλογή 

(π.χ.αµπικιλλίνη) Τα πιάτα τοποθετούνται στους 37�C για 16 ώρες προκειµένου να 

αναπτυχθούν οι αποικίες των βακτηρίων. 

 

Προσδιορισµός της πρωτοταγούς αλληλουχίας νουκλεοτιδίων 
 

Ο προσδιορισµός της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων γίνεται σε περίπου 5µg 

DNA τα οποία πρέπει να είναι αποδιαταγµένα προκειµένου να υβριδοποιηθεί ο 

εκκινητής µε την συµπληρωµατική του περιοχή στο πλασµίδιο. Η αποδιάταξη γίνεται 

µε 5µl διαλύµατος NaOH 1.2Μ και βρασµό για 5 λεπτά στους 85�C. Στο διάλυµα 

προσθέτονται 75µl αιθανόλης 100% και 3µl διαλύµατος οξικού αµµωνίου 

συγκέντρωσης 2Μ ρΗ4.0.Ακολουθεί κατακρήµνιση και πλύση µε 75% αιθανόλη. 

Αφού αποξηρανθεί το ίζηµα του πλασµιδίου προστίθενται σε αυτό 1µl εκκινητή 

(10ng/µl),2µl 5Χ ρυθµιστικού διαλύµατος(200mΜTris-HCl pH7.5, 100mM MgCl2 

250 mM NaCl )και 7µl διαλύµατος ΤΕ. Γίνεται επώαση για 15 λεπτά στους 37 C και 

στη συνέχεια για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Εντωµεταξύ σε πιάτο µε ειδικά πηγαδάκια µοιράζονται ανά πηγάδι2.5µl από κάθε 

ddNTP τα οποία προκαλούν σταµάτηµα της αντιγραφής. Τα ddNTPs βρίσκονται σε 

διάλυµα που περιέχουν 80µΜ από κάθε dNTP, 8µΜ από το αντίστοιχο dNTP και 

50mM NaCl. 

Στη συνέχεια το DNA αναµειγνύεται µε το ακόλουθο διάλυµα: 

�2µl labelling mix αραιωµένο σε νερό 8 φορές(7.5µM dGTP 7.5µΜdCTP 7.5µM 

dTTP) 

�6.5u ένζυµο Sequenase αραιωµένo σε ΤΕ 8 φορές 

�1µ διθειοτριϊτόλη 0.1Μ 

�0.5µl 35S-ATP 

Από το διάλυµα που προκύπτει µοιράζονται 4µl σε κάθε πηγάδι. Γίνεται επώαση 

στους 37�C για 10 λεπτά και τέλος σε κάθε πηγάδι προστίθενται 4µl διαλύµατος 

διακοπής της αντίδρασης(95% φορµαµίδιο 20mM EDTA 0.05% Bromophenol blue 

0.05 Xylene Cyanol FF).Οι αντιδράσεις ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα ακρυλαµίδης 

6% αφού πρώτα αποδιαταχθούν µε θέρµανση για 7 λεπτά στους 100�C. Το πήκτωµα 

στη συνέχεια στεγνώνει και εκτίθεται σε φιλµ (αυτοραδιογραφία).  

 

 



 

Μεταλλαξογένεση σε σηµείο (site-directed mutagenesis). 

 

Η µέθοδος στηρίζεται στην δηµιουργία ενός εκκινητή που να περιλαµβάνει τις 

αλλαγές στην αλληλουχία των νουκλεοτιδίων που θέλουµε να εισάγουµε στο 

πλασµιδιακό DNA και στη χρήση ενός δεύτερου εκκινητή που παρέχεται από Kit 

(Gene Editor, Promega) ο οποίος κατά την υβριδοποίησή του µε το εν λόγω DNA 

προσδίδει στα βακτήρια τα οποία µετασχηµατίζει ανθεκτικότητα σε ένα αντιβιοτικό 

(antibiotic mix) επιπλέον της αµπικιλλίνης. Επιλέγοντας λοιπόν τα βακτήρια που 

είναι ανθεκτικά στο antibiotic mix του οποίου η σύσταση δεν παρέχεται από την 

εταιρία επιλέγουµε τα βακτήρια που περιέχουν το πλασµιδιακό DNA που είναι 

µεταλλαγµένο στο γονίδιο της β-λακταµάσης (υπεύθυνης για την διάσπαση της 

αµπικιλλίνης ) και πιθανότατα και στο γονίδιο για το οποίο σχεδιάστηκε ο πρώτος 

εκκινητής. Η παρουσία της µεταλλαγής επιβεβαιώνεται µε τον προσδιορισµό της 

αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων του πλασµιδιακού DNA (Sequencing).  

 

 

Παρασκευή ολικών κυτταρικών εκχυλισµάτων (whole cell extracts) από 

κυτταρικές σειρές 

 

Τα κύτταρα πριν τη συλλογή τους ξεπλένονται τρεις φορές µε 1XPBS(KCl 

0.2gr/lt, KH2PO4 0.2gr/lt, NaCl 8.00gr/lt, Na2HPO4 1.15gr/lit pH 7.4) και στη 

συνέχεια αποκολλώνται από το τρυβλίο µε την βοήθεια ειδικού εργαλείου. 

Συλλέγονται προσεκτικά χωρίς ποσοτικές απώλειες και το κυτταρικό εναιώρηµα 

φυγοκεντρείται για 2 λεπτά στις 3.000rpm στους 4ºC. Προσεκτικά αποµακρύνουµε το 

υπερκείµενο και το κυτταρικό ίζηµα επαναδιαλύεται σε κατάλληλο όγκο buffer X 

(20mM Hepes, 100mM KCl, 0.2mM EDTA, 20% glycerol, 1mM DTT, 1mM PMSF, 

10mg/ml Aprotinin). Ακολουθεί επαναλαµβανόµενη (3φορές) ψύξη και απόψυξη των 

δειγµάτων (freeze and thaw) που προκαλεί διάρρηξη κυτταρικών και πυρηνικών 

µεµβρανών. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στους 4ºC στις 13.000rpm για 5 λεπτά 

προκειµένου να διαχωριστεί το διαλυτό πρωτεϊνικό εκχύλισµα από το γενωµικό DNA 

και τα µεµβρανικά debris που καθιζάνουν. Μετά τη φυγοκέντρηση , το διαλυτό 

υπερκείµενο (εναιώρηµα) µεταφέρεται σε νέους σωλήνες και φυλάσσεται στους -

80ºC µέχρι να χρησιµοποιηθεί. 

 

 



 

Συν-κατακρήµνιση (Co-immunoprecipitation) πρωτεϊνών που 

αλληλεπιδρούν από πυρηνικό εκχύλισµα.   

 

Κύτταρα της τάξης 2Χ108 ξεπλένονται και συλλέγονται σε 

1XPBS.Συγκεντρώνονται µε φυγοκέντρηση στις 1.000rpm για 5 λεπτά και η πελλέτα 

επαναδιαλύεται σε 5 όγκους buffer A ( 25mM Hepes pH 7.9, 1.5mM MgCl2 , 10mM 

KCl, 0.1% NP40, 1mM DTT, 0.5mM PMSF 10µg/ml approtinin). Μετά από 10 λεπτά 

παραµονή σε πάγο ακολουθεί οµογενοποίηση µε τη χρήση οµογενοποιητή (dounce) 

και στη συνέχεια φυγοκέντρηση στις 2.000rpm για 5 λεπτά στους 4ºC. H πελλέτα 

επαναδιαλύεται σε κατάλληλο όγκο buffer A και στη συνέχεια προστίθεται ίσος 

όγκος διαλύµατος NLB 800( 25mM Hepes pH7.9, 10% glycerol, 0.8M KCl, 0.2mM 

EDTA, 0.1%NP40, 1mM DTT, 0.5mM PMSF, 10µg/ml approtinin, 10mM NaF) και 

το δείγµα αναδεύεται στους 4ºC για µισή ώρα και τέλος φυγοκεντρείται στις 

14.000rpm για  άλλη µισή ώρα. Το υπερκείµενο που αποτελεί και το πυρηνικό 

εκχύλισµα αραιώνεται τρεις φορές µε Extract dilution Buffer(25mM Hepes pH7.9, 

2mΜEDTA, 0.1%NP40, 1mM DTT, 0.5mM PMSF, 10µg/ml aprotinin, 10 mM NaF) 

ώστε να αραιωθεί η συγκέντρωση του NaCl και είναι τελικά αυτό που θα 

χρησιµοποιηθεί περαιτέρω στην ανοσοκατακρήµνιση. Στη συνέχεια επωάζουµε 

αναδευόµενη κατάλληλη ποσότητα εκχυλίσµατος µε 50 µl Protein A-sepharose beads, 

για 1 ώρα στους 4ºC, προκειµένου να απαλλαγούµε από µη ειδικές αλληλεπιδράσεις 

(preclearing step).Φυγοκεντρούµε για 5 λεπτά στους 4ºC στις 14.000rpm 

(αποµάκρυνση των beads) και το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο eppendorf 

σωληνάκι. Προσθέτουµε στη συνέχεια το αντίσωµα (10µg) και επωάζουµε 

αναδεύοντας για 1 ώρα στους 4ºC.  Στη συνέχεια προσθέτουµε 50 µl Protein A,G-

Sepharose beads ( για πολυκλωνικό και µονοκλωνικό αντίσωµα αντίστοιχα) και 

επωάζουµε αναδεύοντας 6 ώρες στους 4ºC. Ξεπλένουµε τέλος τα beads 4-5 φορές µε 

Wash buffer (25 mM Hepes pH 7.9, 1% glycerol, 100 mM KCl, 2 mM EDTA, 0.1% 

NP40, 1mM DTT, 0.5 mM PMSF, 10 µg/ml aprotinin, 10 mM NaF) για την 

αποµάκρυνση µη ειδικά συνδεδεµένων αντιγόνων. Κάθε πλύσιµο γίνεται µε 

ανάδευση στους 4ºC για 10 λεπτά και ακολουθεί φυγοκέντρηση για να 

συγκεντρώσουµε τα beads στις 6.000 rpm στους 4ºC για τρία λεπτά. Τελικά 

αφαιρούµαι όλο το υπερκείµενο και προσθέτουµε ίσο όγκο 2X SDS loading buffer. 

 

Western blot   

 



 

 

Σε κατάλληλη ποσότητα ολικού ή πυρηνικού εκχυλίσµατος προσθέτουµε ίσο 

όγκο 2ΧSDS loading buffer(100 mM Tris, 200 mM DTT, 4% SDS 0.2% 

Bromophenol blue, 20% glycerol) και βράζουµε το δείγµα για 5 λεπτά. Οι 

εκφραζόµενες πρωτεΐνες διαχωρίζονται ηλεκτροφοριτικά αρχικά στα 60 volt 

(stacking gel) και κατόπιν στα 80-120 volt (separating gel), σε αποδιατακτικό 

πήκτωµα ακρυλαµίδης διπλής σύστασης. Αρχικά το δείγµα «συµπυκνώνεται» 

διερχόµενο από τη στρώση του αραιότερου stacking gel (4%) και εν συνεχεία οι 

περιεχόµενες πρωτεΐνες διαχωρίζονται στο πυκνότερο Separating gel (6-15% 

ανάλογα µε την επιθυµητή διαχωριστική κλίµακα µεγεθών). Μετά το πέρας της 

ηλεκτροφόρησης, οι πρωτεΐνες του πηκτώµατος µεταφέρονται σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης. Η µεταφορά γίνεται σε ειδική συσκευή της Biorad σε transfer buffer 

(20% methanol, 24mM Tris, 194 mM glycine) στους 4 ºC για µία ώρα σε 350 mA. 

Στο ίδιο διάλυµα διαποτίζονται και τα σφουγγαράκια τα οποία τοποθετούµε στις 

πλάκες της συσκευής  και τα  Whatman στα οποία επανατοποθετούµε την µεµβράνη 

και το πήκτωµα σχηµατίζοντας sandwich (αποφεύγουµε τη δηµιουργία φυσαλίδων-

κενών αέρα που εµποδίζουν την µεταφορά). 

Στη συνέχεια η µεµβράνη διαβρέχεται σε διάλυµα TBST (10 mM Tris, 150 

mM NaCl, 1ml/l Tween-20) βάφεται µε διάλυµα Ponceau S (0.1% Ponceau, 5% 

Acetic acid) για να βεβαιωθούµε για τη µεταφορά πρωτεϊνών, και ξεπλένεται τέλος 

µε περιοδικές αναδεύσεις σε TBST. Ακολουθεί επώαση της µεµβράνης σε διάλυµα 

προϋβριδοποίησης ( ΤΒST που περιέχει 5% άπαχο ξηρό γάλα) για 1ώρα –O/N .Μετά 

ξεπλένουµε την µεµβράνη τέσσερις φορές µε TBST για 15 λεπτά υπό ανάδευση. Στη 

συνέχεια προσθέτουµε το πρώτο αντίσωµα σε κατάλληλη αραίωση που είναι ειδική 

για το κάθε αντίσωµα και το επωάζουµε υπό ανάδευση για µία ώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Για την αποµάκρυνση του µη ειδικά συνδεδεµένου καθώς και της 

περίσσειας του ελεύθερου αντισώµατος ξεπλένουµε τη µεµβράνη αναδευόµενη για 

4Χ15 λεπτά. Ακολουθεί επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα (anti-rabbit, anti-goat, anti-

mouse IgG peroxidase) σε κατάλληλη αραίωση για µία ώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου και τα αντίστοιχα ξεπλύµατα (4Χ15 λεπτά) µε ΤBST.Το δεύτερο αντίσωµα 

επιτρέπει την ανίχνευση των ειδικών συµπλόκων αντιγόνου-αντισώµατος. Η έκθεση 

της υβριδοποίησης γίνεται µε τη χρήση ECL (χηµειοφωταύγεια). 

 

 



 

Μεταβολή κινητικότητας του DNA λόγω της αλληλεπίδρασης του µε 

πρωτεΐνες (Electrophoretic Mobility Shift Assay). 

 

∆ίκλωνα ολιγονουκλεοτίδια σηµάνθηκαν µε τη βοήθεια της πολυµεράσης Τ7 

(sequenase) παρουσία [α-32Ρ]dATP και [α-32Ρ]dCTP και απαλλάχτηκαν από την 

περίσσεια ισοτόπου µε διαδοχικές φυγοκεντρήσεις σε κολώνες Sephadex G-50. Οι 

αντιδράσεις πρόσδεσης έγιναν για 20 λεπτά στον πάγο σε 15 µl τελικό όγκο που 

περιείχε 20 mM Hepes pH 7.9, 50 mM KCl, 4 mM spermidine, 0.02 mM Zn-acetate, 

0.1µg/ml BSA, 10% glycerol, 0.5 mM DTT, 2µg/ml poly (dIdC) και 5-10µg 

πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος. Το σύµπλοκο πρωτεΐνης-ανιχνευτή διαχωρίστηκε από τον 

ελεύθερο ανιχνευτή σε 4% πήκτωµα ακρυλαµίδης στους 4 ºC. Ακολούθησε 

σταθεροποίηση των συµπλόκων µε την επίδραση διαλύµατος (50% µεθανόλη-10% 

οξικό οξύ) στο πήκτωµα ακρυλαµίδης για 10 λεπτά στέγνωµα και αυτοραδιογραφία.    

 

Πειράµατα ανοσοφθορισµού έµµεσου in situ (In situ indirect 

immunofluoresence)                   

  

Μία µέρα µετά τη διαµόλυνσή τους, µε την κατασκευή που εκφράζει την υπό 

έλεγχο πρωτεΐνη, τα κύτταρα µεταφέρθηκαν σε καλυπτρίδες (cover slips) και 

συνεχίστηκε η επώασή τους στον CO2 επωαστήρα. Μετά από 24 ώρες, ξεπλύναµε τις 

καλυπτρίδες δύο φορές µε 1XPBS και τα κύτταρα µονιµοποιήθηκαν (fixing) πάνω 

στις καλυπτρίδες µε την επίδραση κρύας µεθανόλης (-20ºC) για 10 λεπτά. 

Ακολούθησε σύντοµο ξέπλυµα µε 1XPBS και επώαση σε διάλυµα που περιείχε 

1%BSA σε 1XPBS σε θερµοκρασία δωµατίου για 30 λεπτά. Στη συνέχεια 

επιδράσαµε µε κατάλληλη αραίωση του πρώτου αντισώµατος σε θερµοκρασία 

δωµατίου για µία ώρα. Η περίσσεια του αντισώµατος αποµακρύνθηκε µε τρεις 

διαδοχικές δεκαπεντάλεπτες πλύσεις σε 1% BSA σε 1XPBS. Ακολούθησε επώαση µε 

1/100 αραίωση του fluorescein isothiocyanate-conjugated ant-rabbit ή anti-mouse 

δεύτερου αντισώµατος (GaM-FITC ή GaR-FITC ανάλογα µε το ποιο ήταν το πρώτο 

αντίσωµα), σε θερµοκρασία δωµατίου για 30 λεπτά. Στη συνέχεια, οι καλυπτρίδες 

ξεπλύθηκαν τρεις φορές από 5 λεπτά µε 1XPBS και µία φορά µε ddH2O. Τέλος οι 

καλυπτρίδες αναστράφηκαν πάνω σε µία σταγόνα Mowiol πάνω σε αντικειµενοφόρο. 

Η παρατήρηση των δειγµάτων έγινε σε Leitz Dilux 20 EB µικροσκόπιο εφοδιασµένο 

 



 

µε ενσωµατωµένη φωτογραφική µηχανή για τη φωτογράφηση των δειγµάτων 

φθορισµού. 

 

Μέθοδος για τη µέτρηση της ενεργότητας της β-γαλακτοσιδάσης  

 

Το πείραµα αυτό γίνεται ώστε εκτιµώντας την αποτελεσµατικότητα του 

πειράµατος διαµόλυνσης, να είναι δυνατή η διόρθωση, κανονικοποίηση και 

συγκριτική αξιολόγηση των µετρήσεων ενεργότητας του γονιδίου CAT ( 

chloramphenicol acetyltransferases).H β-γαλακτοσιδάση είναι ένζυµο που υδρολύει 

τα β-D-γαλακτοσίδια. Μπορεί κανείς να µετρήσει τα επίπεδα του ενζύµου 

χρησιµοποιώντας ως µέτρο το βαθµό υδρόλυσης κατάλληλων άχρωµων 

υποστρωµάτων που βρίσκονται σε περίσσεια, σε έγχρωµα προϊόντα. Στην κατηγορία 

αυτή ανήκει το ONPG (O-nitrophenyl-β-D-galactoside) το οποίο υδρολυόµενο δίνει 

γαλακτόζη και o-nitrophenol (κίτρινο χρώµα που απορροφά στα 420 nm). Η 

υδρόλυση του ONPG από την β-γαλακτοσιδάση σταµατά µε την προσθήκη Na2CO3 

(1M) που µετατρέπει το διάλυµα σε αλκαλικό (pH11). Στις συνθήκες αυτές το ένζυµο 

απενεργοποιείται. Η διαδικασία έχει ως εξής: Σε ποσότητα 10µl κυτταρικού 

εκχυλίσµατος προσθέτουµε 290 µl µείγµατος αποτελούµενο από: 3µl 100X Mg 

buffer(100mM MgCl2, 5M 2-mercaptoethanol, 1M KCl), 66 µl ONPG (4mg/ml), 

221µl Sodium phosphate buffer (0.1M).  Καλή ανάµειξη και επώαση στους 37 ºC για 

να γίνει η ενζυµική υδρόλυση του ONPG και εµφάνιση του κίτρινου χρώµατος. Το 

χρονικό διάστηµα επώασης ποικίλλει, ανάλογα µε την αποτελεσµατικότητα του 

µετασχηµατισµού (transfection efficiency). Όταν τα δείγµατα έχουν ικανοποιητικό 

κίτρινο χρώµα, η αντίδραση σταµατάει µε την προσθήκη 500µl Na2CO3 1M. 

Ακολουθεί µέτρηση της οπτικής απορρόφησης στα 420nm. 

 

Προσδιορισµός της ενεργότητας του ενζύµου CAT (CAT assay) 

 

 Για να µετρηθεί η µεταγραφική ενεργότητα των παραγόντων που µελετάµε 

χρησιµοποιήθηκαν κατασκευές οι οποίες περιέχουν συγκεκριµένους υποκινητή ή 

θέσεις πρόσδεσης για τους παράγοντες αυτούς που ελέγχουν την έκφραση του 

γονιδίου αναφοράς CAT (ακετυλοτρανσφεράση της χλωραµφαινικόλης). Έτσι τα 

επίπεδα CAT ενεργότητας που πειραµατικά ανιχνεύουµε συσχετίζονται άµεσα µε την 

µεταγραφική ενεργότητα των αλληλουχιών που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα 

 



 

παροδικής διαµόλυνσης. Πλεονέκτηµα αποτελεί το γεγονός ότι το CAT είναι ένα 

βακτηριακό ένζυµο που δεν υπάρχει οµόλογό του σε ευκαρυωτικά κύτταρα. Το 

κωδικοποιούµενο ένζυµο ακετυλοτρανσφεράση της χλωραµφαινικόλης καταλύει την 

ακετυλίωση του αντιβιοτικού χλωραµφαινικόλη αρχικά στην 3-υδροξυ θέση 

(µεταφορά ακετυλοµάδας) από το ακετυλοσυνένζυµο Α (CoA) στην 

χλωραµφαινικόλη. Σε καταστάσεις υψηλής CAT ενεργότητας ακετυλιώνεται και η 

δεύτερη υδροξυλοµάδα του µορίου της χλωραµφαινικόλης. Η αντίδραση συνίσταται 

στην επώαση ποσότητας κυτταρικού εκχυλίσµατος µε ραδιοσηµασµένο υπόστρωµα 
14C-χλωραµφαινικόλη και ακετυλοσυνένζυµο Α. Οι ακετυλιωµένες από τις µη 

ακετυλιωµένες µορφές διαχωρίζονται χρωµατογραφικά. 

 Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: 

-Μία ποσότητα εκχυλίσµατος που ποικίλει ανάλογα µε τον τύπο των κυττάρων που 

βρίσκεται σε διάλυµα τελικής συγκέντρωσης 250mM Tris επωάζεται µε 4µl 14 C- 

χλωραµφαινικόλης (100µCurie) και 5µl Ακέτυλο-CoA (20mM stock). 

-Αναµειγνύουµε καλά και επωάζουµε στους 37 ºC. Ο χρόνος επώασης εξαρτάται από 

την αποτελεσµατικότητα του µετασχηµατισµού και µπορεί να κυµαίνεται από ½-

1ώρα. 

-Στη συνέχεια τα δείγµατα εκχυλίζονται σε 1000λ ethylacetate και έντονo vortex. 

-Τα δείγµατα φυγοκεντρούνται για 1 λεπτό σε θερµοκρασία δωµατίου και 800µl από 

την οργανική (µη υδατική) φάση µεταφέρονται σε νέο tube. 

-Ακολουθεί στέγνωµα των δειγµάτων υπό κενό (speed vac). 

- Τα δείγµατα επαναδιαλύονται σε 15µl ethylacetate και ακολουθεί spotting σε TLC 

plates (Thin Layer Chromatography). 

Οι διάφορες ακετυλιωµένες µορφές της χλωραµφαινικόλης διαχωρίζονται µε 

χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας που αναπτύσσεται σε οργανικό διαλύτη 95:5 

χλωροφόρµιο:µεθανόλη. Όταν το µέτωπο του διαλύτη προχωρήσει αρκετά 

σταµατούµε τη χρωµατογραφία, τη στεγνώνουµε και εκθέτουµε σε φωτογραφικό 

φιλµ για 16 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. 

  

Αποµόνωση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών από βακτήρια  

  
 Όλες οι πρωτεΐνες που καθαρίστηκαν από βακτήρια στην παρούσα εργασία 

ήταν σε σύντηξη µε ιστιδίνες (6ΧHis) ή µε την βακτηριακή πρωτεΐνη GST 

(Glutathinone S Transferase). Η έκφραση όλων των πρωτεϊνών έγινε στο E.coli 

 



 

βακτηριακό στέλεχος που ονοµάζεται BL21plys. Το στέλεχος αυτό έχει το 

χαρακτηριστικό ότι η έκφραση της T7 πολυµεράσης από την οποία εξαρτάται η 

µεταγραφή και εποµένως και η έκφρασης της συγκεκριµένης πρωτεΐνης, βρίσκεται 

κάτω από αυστηρό έλεγχο και επάγεται µόνο µε την προσθήκη IPTG (συναγωνιστής 

της δράσης του lacI repressor). Σε καλλιέργεια οπτικής πυκνότητας (OD) 0.8 

προστίθεται IPTG τελικής συγκέντρωσης 0.2 mM. Ακολουθεί επώαση στους 37 ºC 

για 3 ώρες ή στους 22ºC για 6 ώρες. Στη συνέχεια τα κύτταρα συλλέγονται και 

φυγοκεντρούνται για 5 λεπτά σε 5.000rpm στους 4ºC. Η πελλέτα επαναδιαλύεται σε 

Sonication buffer Ι (20mM Tris pH8.0, 200mM NaCl, 0.5% Triton, 5mM Imidazole, 

1mM PMSF, 10µg/ml aprotinin) στην περίπτωση που η πρωτεΐνη βρίσκεται σε 

σύντηξη µε His και επαναδιαλύεται σε Sonication buffer ΙΙ (1ΧPBS 0.5mg/ml BSA) 

στην περίπτωση της σύντηξης µε GST. Ακολουθεί διάρρηξη των κυττάρων και 

σπάσιµο του DNA µε υπέρηχους (Sonication) και φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές 

για 30 λεπτά. Το υπερκείµενο αποτελεί το πρωτεϊνικό εκχύλισµα που θεωρητικά 

περιέχει υπερεκφρασµένη την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει. Ακολουθεί αποµόνωση 

της  πρωτεΐνης µε χρωµατογραφία συγγένειας µε Ni-NTA Agarose (QIAGEN) στην 

πρώτη περίπτωση και Glutathinone Sepharose 4B (Pharmacia) στην δεύτερη. Οι 

πρωτεΐνες που προσδένονται µη ειδικά στην κάθε κολώνα αποµακρύνονται µε 4 

ξεπλύµατα µε τα παραπάνω διαλύµατα ( 10φορές ο όγκος της κολώνας) για 10 λεπτά 

το καθένα, στους 4ºC υπό ανάδευση. Στη συνέχεια οι πρωτεΐνες εκλούονται από την 

κολώνα µετά από προσθήκη  ίσου όγκου Elution Buffer I (20mM Tris pH8.0, 200mM 

NaCl, 0.5% Triton, 200mM Imidazole, 1mM PMSF) και  Elution Buffer II (10mM 

Glutathinone, 50mM Tris pH8.0, 1mM PMSF) αντίστοιχα. Η διαδικασία της 

έκλουσης επαναλαµβάνεται 5 φορές και τα προϊόντα συλλέγονται είτε 

συγκεντρώνονται µε centricon είτε µεταφέρονται σε κατάλληλο διάλυµα (20 mM Tris 

pH8.0, 50mM KCl, 0.5mM DTT, 0.5mM PMSF 10% glycerol) µε τη µέθοδο της 

διαπίδυσης (dialysis).  

 

In vitro αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών ( In vitro protein-protein interactions)  

  

 35S σηµασµένες  ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες συντίθενται in vitro µε τη 

χρήση του ΤΝΤ συστήµατος της Promega σύµφωνα µε τις οδηγίες των 

κατασκευαστών. 2µg από κάθε πρωτεΐνη που είναι σε σύντηξη µε GST φορτώθηκε σε 

κολώνα Gutathione Sepharose η οποία είχε προηγουµένως εξισορροπηθεί µε 0.5% 

 



 

BSA/PBS. Στη συνέχεια, κάθε κολώνα ξεπλύθηκε τρεις φορές µε PBS και 

ακολούθησε αντίδραση αλληλεπίδρασης στους 4ºC για 5 ώρες υπό συνεχή ανακίνηση 

(rotation) σε ειδικό διάλυµα ( 100mM KCl, 20mM Hepes pH 7.9, 0.1%NP-40, 5mM 

MgCl2 0.2% ΒSA, 10% glycerol, 0.1mM PMSF, 10µg/ml approtinin). Μετά από 

εκτεταµένο ξέπλυµα της κολώνας µε το διάλυµα έκπλυσης Α (100mM KCl, 20mM 

Hepes pH 7.9, 0.1%NP-40, 5mM MgCl2, 0.1mM PMSF, 10µg/ml approtinin) την 

επαναδιαλύουµε σε 20µl SDS loading buffer. Στη συνέχεια τα δείγµατα αναλύονται 

σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης. 

 

Ενζυµική αντίδραση ακετυλίωσης  

  

Ένα µg βακτηριακά εκφρασµένης πρωτεΐνης ή ιστονών επωάζεται µε το 

κατάλληλο ένζυµο (50ng His-CBP ή His-P/CAF εκφρασµένου µε βακουλο-ιό σε 

κύτταρα λεπιδοπτέρων SF9) στους 30ºC για µία ώρα παρουσία 0.25µCi[3H] 

acetylCoA (5 Ci/nmol) σε διάλυµα που περιέχει 50mM Hepes pH8.0, 10%glycerol, 

1mM DTT, 1mM PMSF. Οι αντιδράσεις αναλύονται σε αποδιατακτικό πήκτωµα 

ακρυλαµίδης.  

Για την in vivo ακετυλίωση επωάσαµε HepG2 ή Cos1 κύτταρα µε 3[Η] οξικό 

οξύ (1mCi/ml) για µία ώρα και στη συνέχεια ακολούθησαν ολικά κυτταρικά 

εκχυλίσµατα και ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα κατάλληλο για την πρωτεΐνη που 

ελέγχουµε αν ακετυλιώνεται, και τα δείγµατα αναλύονται σε πήκτωµα ακρυλαµίδης 

και ακολουθεί αυτοραδιογραφία.  

 

Μερική πέψη µε πρωτεάσες (Partial protein digestion)  

 

Ολικά εκχυλίσµατα Cos1 κυττάρων που έχουν παροδικά διαµολυνθεί µε 

φορείς έκφρασης για τις πρωτεΐνες των οποίων την αλλαγή στη διαµόρφωση θέλουµε 

να ελέγξουµε ή in vitro εκφρασµένες επωάζονται µε κατάλληλες ποσότητες 

αλκαλικής πρωτεάσης (Promega) ή V8 πρωτεάσης (Sigma) σε διάλυµα που περιέχει 

25mM Hepes pH7.9, 40mM KCl, 10%glycerol στους 25ºC για 5-10 min. Στη 

συνέχεια σταµατάµε την αντίδραση µε την προσθήκη SDS loading buffer και 

αναλύουµε τα δείγµατα σε πήκτωµα ακρυλαµίδης. 

 

 

 



 

Ανοσοκατακρήµνιση σε χρωµατίνη (Chromatin Immunoprecipitation)  

 

 Αρχικά τα κύτταρα επωάζονται µε 1% φορµαλδεΰδη για 10 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου µε σκοπό την µονιµοποίηση των συµπλόκων πρωτεϊνών πάνω 

στο DNA. Την αντίδραση αυτή τη σταµατάµε µε την προσθήκη 0.125Μ γλυκίνης. Τα 

κύτταρα ξεπλένονται 3 φορές µε 1ΧPBS, συλλέγονται σε PBS και φυγοκεντρούνται 

στις 1.000 rpm για 5 λεπτά. Το ίζηµα των κυττάρων επαναδιαλύεται στο διάλυµα Α 

(25mM Hepes pH7.8, 1.5MgCl2, 10mM KCl, 0.1% NP40, 1mM DTT, protease 

inhibitor coctail) και επωάζεται στον πάγο για 10 λεπτά όπου µέσω ώσµωσης 

εισέρχεται νερό µέσα στα κύτταρα και «φουσκώνουν». Ακολουθεί οµογενοποίηση 

των κυττάρων και φυγοκέντρηση στις 2.000 rpm για 5λεπτά στους 4ºC. Το ίζηµα που 

αποτελεί τους πυρήνες επαναδιαλύεται στο Sonication buffer ( 50mM Hepes pH7.9, 

140mM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton, 0.1% Sodium deoxycolate, 0.1%SDS and 

protease inhibitors) και ακολουθεί διάσπαση του DNA µε υπέρηχους στον πάγο ώστε 

το δείγµα να περιέχει  κοµµάτια DNA µήκους 200-1000bp. Στη συνέχεια τα δείγµατα 

φυγοκεντρούνται και επωάζονται µε protein A/G sepharose για 1 ώρα στους 4ºC, 

προκειµένου να απαλλαγούµε από µη ειδικές αλληλεπιδράσεις (preclearing step) 

παρουσία 2µg sonicated λDNA και1mg/ml BSA και 25 Α260 µονάδες (units) 

χρωµατίνης υποβάλλεται σε ανοσοκατακρήµνιση µε την κατάλληλη ποσότητα 

αντισώµατος ειδικού για την πρωτεΐνη που µελετάµε και τελικά προσθέτουµε 50 µl 

Protein A,G-Sepharose beads ( για πολυκλωνικό και µονοκλωνικό αντίσωµα 

αντίστοιχα) και επωάζουµε αναδεύοντας 16 ώρες στους 4ºC. Στη συνέχεια τα beads 

ξεπλένονται δύο φορές για 10 λεπτά υπό ανάδευση στους 4ºC µε Sonication buffer, 

δυο φορές µε  Sonication buffer που περιέχει 500mM NaCl, άλλες δύο µε Wash 

buffer I (20mM Tris pH8.0, 0.1mM EDTA, 250mM LiCl, 0.5% NP40, 0.5% sodium 

deoxycolate) και δύο φορές µε TE buffer ( 10mM Tris pH8.0, 1mM EDTA). Τα 

άνοσο-σύµπλοκα εκλούονται από την κολώνα µε 20mM Tris pH8.0, 1mM EDTA, 

1%SDS στους 65ºC για 10 λεπτά και επωάζονται για 5 ώρες στους 65ºC για να 

αντιστραφούν οι συνδέσεις πρωτεϊνών-DNA (cross-links). Στη συνέχεια 

επεξεργαζόµαστε τα δείγµατα µε 10µg/ml RNAase A και 20µg/ml ProteinaseK και τα 

εκχυλίζουµε µε διάλυµα φαινόλης-χλωροφόρµιου (25:24) και τα κατακρηµνίζουµε µε 

αιθανόλη. Το τµήµα του DNA που µας ενδιαφέρει το ανιχνεύουµε µε αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης (PCR) µε τη χρήση συγκεκριµένων εκκινητών και 10µCi [α-

 



 

32P]dCTP και τα δείγµατα αναλύονται σε 4% πήκτωµα πολυακρυλαµίδης µη 

αποδιατακτικό( native). 

 

Αποµόνωση RNA από κύτταρα 

 

 Το RNA παρασκευάστηκε µε τη µέθοδο της όξινης φαινόλης από κύτταρα 

που βρίσκονται σε Solution D (4M θειοκυανικό γουανίδιο,25mM κιτρικό νάτριο pH 

7.0, 0.5% σαρκοσύλιο. Σε αυτό προστίθεται πριν από τη χρήση του 0.72% β-

µερκαπτοαιθανόλη14.3Μ). Τα κύτταρα ακολούθως οµογενοποιούνται µε σύριγγα και 

βελόνη  και προστίθενται κατά σειρά 1/10 του όγκου 2Μ οξικό αµµώνιο, 1 όγκος 

φαινόλης pH 4, και 0.2 όγκοι Sevaq (χλωροφόρµιο και ισοαµυλική αλκοόλη σε 

αναλογία 24/1). Ακολουθεί επώαση 15 λεπτά σε πάγο και φυγοκέντρηση σε 1000g 

για 20 λεπτά στους 4ºC. Το υπερκείµενο εκχυλίζεται µε ίσο όγκο  φαινόλης pH7.5. 

Στο νέο υπερκείµενο προστίθεται ίσος όγκος ισοπροπανόλης και τοποθετείται στους -

20ºC για περισσότερο από µία ώρα. Κατόπιν φυγοκεντρείται για 20 λεπτά στους 4ºC 

στις 14.000rpm, αποµακρύνεται το υπερκείµενο και το ίζηµα ξεπλένεται µε 75% 

αιθανόλη. Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και η πελλέτα στεγνώνεται από τα ίχνη της 

αλκοόλης και επαναδιαλύεται σε 200-300µl ddH2O που περιέχει Rnasin (40u/λ 

Promega) που είναι αναστολέας Rnάσης Α. Μετά την πλήρη επαναιώρησή του το 

RNA ποσοτικοποιείται µε φωτοµέτρηση στα 260nm και η ποιότητά του ελέγχεται µε 

ηλεκτροφόρηση σε µη αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης 2%. 

 

Κατεργασία µε Dnάση και αντίστροφη µεταγραφή (DNase treatment and RT)   

 

 2-10γ RNA επωάζονται µε 1λ Dnάση (10u/λ απαλλαγµένη Rnάσης), 5Χ 

ρυθµιστικό διάλυµα Dnάσης (200mM Tris pH8.0, 50mM NaCl, 30mM MgCl2) και 

0.5λ RNasin σε τελικό όγκο 130µl στους 37ºC για 1 ώρα. Μετά την επώαση γίνεται 

εκχύλιση φαινόλης/ χλωροφορµίου/ ισοαµυλικής αλκοόλης (25/24/1). Στο 

υπερκείµενο προστίθενται 3,5 όγκοι µίγµατος απόλυτης αιθανόλης/ οξικού αµµωνίου 

7.5Μ (6/1), επωάζεται στους -80ºC για 20 λεπτά και φυγοκεντρείται σε 

µικροφυγόκεντρο για  20 λεπτά στις 14.000 rpm.Μετά την αποµάκρυνση του 

υπερκείµενου το ίζηµα ξεπλένεται µε 75% αιθανόλη, στεγνώνεται και επαναδιαλύεται 

σε 20µl ddH2O που περιέχει RNasin. Για την αντίστροφη µεταγραφή 

χρησιµοποιούνται 2γ RNA κατεργασµένου µε Dnάση. Σε αυτά προστίθενται 2λ 

 



 

τυχαίοι εξαµερείς εκκινητές(Pd(6)100pm/µl) και ddH2O σε τελικό όγκο 27.5µl και 

επωάζονται στους 65ºC για 5 λεπτά. Στο µίγµα προστίθενται 8µl ρυθµιστικό διάλυµα 

5Χ MMLV RT, 2µl MMLV Reverse transcriptase Rnase H- (200u/µl), 0.5µl RNasin  

και 2µl µείγµατος των τεσσάρων dNTPs συγκέντρωσης 10mM για το καθένα, και 

ακολουθεί επώαση στους 37ºC για 2 ώρες. 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction) 

 

 Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε διάλυµα που περιέχει 50mM KCl, 10mM 

Tris-HCl pH 8.5, 1.5mM MgCl2, 0.1% TritonX-100, 0.1mM dNTPs, 10µCi [α-32P]-

dATP  και σε αυτό προσθέτουµε 0.4µΜ από κάθε εκκινητή και 50ng από το DNA 

που θέλουµε να ανιχνεύσουµε ή να πολλαπλασιάσουµε την ποσότητά του και 2.5u 

Taq πολυµεράση (Minotech).H διαδικασία που ακολουθεί είναι αυτοµατοποιηµένη 

και πραγµατοποιείται από ειδικό µηχάνηµα. Αυτή περιλαµβάνει ένα πρώτο στάδιο 

στο οποίο γίνεται η αποδιάταξη του DNA συνήθως στους 94ºC, ακολουθεί η 

υβριδοποίηση του εκκινητή στο DNA-µήτρα και τέλος αρχίζει η αντίδραση 

πολυµερισµού της νεοσυντιθέµενης αλυσίδας DNA (75ºC). Η θερµοκρασία στην 

οποία γίνεται η υβριδοποίηση του εκκινητή εξαρτάται από το µέγεθός του και το 

είδος των νουκλεοτιδίων που περιέχει (πουρίνες ή πυριµιδίνες). 

 

Χαρτογράφηση νουκλεοσωµάτων ( Nucleosome mapping)   

 

 Αρχικά επωάζουµε τα κύτταρα µε 1% φορµαλδεΰδη για 10 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου και σταµατάµε την αντίδραση µονιµοποίησης (crosslinking) 

µε την προσθήκη γλυκίνης 0.125Μ. Στη συνέχεια ξεπλένουµε 3 φορές µε 1ΧPBS 

συλλέγονται σε κρύο PBS και φυγοκεντρούνται στις 1.000rpm για 5 λεπτά. Το ίζηµα 

επαναδιαλύεται σε 5 όγκους Sucrose buffer A (0.32M Sucrose, 15mM Hepes pH7.9, 

60mM KCl, 2mM EDTA, 0.5mM EGTA, 0.5% BSA, 0.5mM spermidine, 0.15mM 

spermine, 0.5mM DTT) και οµογενοποιείται µε τη χρήση οµογενοποιητή (Dounce). 

Στο εναιώρηµα αυτό προσθέτουµε προσεχτικά ίσο όγκο Sucrose buffer B (Sucrose 

buffer A χωρίς BSA και µε 30% Sucrose). Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 3.000rpm 

για 15 λεπτά και αφαίρεση του υπερκείµενου. Το ίζηµα αποτελείται από τους πυρήνες 

των κυττάρων και επαναδιαλύεται σε κατάλληλο όγκο buffer Nuc (15mM Hepes 

pH7.5, 60mM KCl, 15mM NaCl, 0.34mM sucrose, 10% glycerol, 0.15mM 

 



 

mercaptoethanol, 0.15mM spermine, 0.5mM spermidine). Παίρνουµε µία ποσότητα 

από το παραπάνω εναιώρηµα και το διαλύουµε σε 1ml ΝαΟΗ και µετράµε την οπτική 

του πυκνότητα και το αραιώνουµε προσθέτοντας  buffer Nuc µέχρι να φτάσει τελική 

συγκέντρωση 100µg/ml. Σε 200µl από το παραπάνω εναιώρηµα προσθέτουµε 

αυξανόµενες ποσότητες µικροκοκικής νουκλεάσης (Mnase) 0, 0.02, 0.04, 0.08, 0.1, 

0.2, 0.4, 1, 2 units παρουσία 3mΜ CaCl2 τα επωάζουµε στους 37ºC για δύο λεπτά. 

Σταµατάµε την αντίδραση µε την προσθήκη Lysis buffer (20mM Tris pH7.5, 0.2M 

NaCl, 2mM EDTA, 2% SDS, 0.2mg/ml Proteinase K) επώαση στους 37ºC για δύο 

ώρες και στη συνέχεια στους 65ºC για να αντιστραφεί η µονιµοποίηση που 

επιτεύχθηκε µε την προσθήκη φορµαλδεΰδης. Ακολουθεί προσθήκη ΤΕ, εκχυλίσεις 

µε φαινόλη και φαινόλη-χλωροφόρµιο και κατακρήµνιση του DNA µε αιθανόλη και 

οξικό νάτριο (1/10 του όγκου). Η διαδικασία της κατακρήµνισης επαναλαµβάνεται 

τουλάχιστον τρεις φορές και τελικά το DNA επαναδιαλύεται σε TE.To DNA αυτό 

χρησιµοποιείται στη συνέχεια σε δύο διαφορετικές διαδικασίες χαρτογράφησης 

νουκλεοσωµάτων. Η πρώτη διαδικασία είναι χαµηλής διακριτικής ικανότητας (low 

resolution) και περιλαµβάνει πέψη µε ένζυµο περιορισµού που βρίσκεται στην άκρη 

της περιοχής που χαρτογραφείται. Ακολουθεί Southern blot ανάλυση και η 

υβριδοποίηση γίνεται µε ανιχνευτή που περιλαµβάνει ένα µικρό τµήµα του 

γενώµατος που ξεκινά από το σηµείο που κόβει το ένζυµο περιορισµού (indirect end 

labeling). Η δεύτερη είναι υψηλής διακριτικής ικανότητας και περιλαµβάνει 

φοσφωρυλίωση του DNA (5µg) µε Τ4 πολυνουκλεοτιδική κινάση παρουσία 5mM 

ATP και kinase buffer( 70mM Tris pH7.6, 10mM MgCl2, 5mM DTT) στους 37ºC για 

µισή ώρα. Ακολουθεί εκχύλιση µε φαινόλη-χλωροφόρµιο, κατακρήµνιση του DNA 

και επαναδιάλυση σε κατάλληλο όγκο ddH2O ώστε ο τελική συγκέντρωση να είναι 

0.1-0.2µg/ml.1-2 µg από το DNA υποβάλλεται σε αντίδραση σύνδεσης µε 

αλληλουχία  συνδέτη (linker που προέρχεται από την υβριδοποίηση δύο µη ολικά 

επικαλυπτόµενων µονόκλωνων τµηµάτων DNA 25 και 11 νουκλεοτιδίων). 

Ακολουθεί αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) στην οποία χρησιµοποιούνται 

δύο εκκινητές ο ένας από τους οποίους είναι σηµασµένος και υβριδοποιείται µε 

περιοχή του υποκινητή που θέλουµε να χαρτογραφήσουµε ενώ ο δεύτερος 

υβριδοποιείται µε την αλληλουχία του συνδέτη. Οι αντιδράσεις αναλύονται σε 

αποδιατακτικό πήκτωµα ουρίας-ακρυλαµίδης (8%).     

     

  

 



 

Ανάλυση νεοσυντιθέµενου RNA σε πυρήνες κυττάρων (Nuclear run-off) 

  

Αποµονώνουµε πυρήνες µε την µέθοδο που περιγράφτηκε πιο πάνω (sucrose-

gradient method). Μετράµε στο µικροσκόπιο (µε τη χρήση του αιµοκυττόµετρου) 

τους πυρήνες και τους χωρίζουµε σε aliquotes ώστε το κάθε ένα να περιέχει 5Χ107 

από αυτούς. Φυγοκεντρούµε τα δείγµατα στις 1.000 στροφές για 5 λεπτά στους 

4ºC.Το ίζηµα το επαναδιαλύουµε σε 250µl ΄Glycerol Storage Buffer’(50mM Tris 

pH8.3, 40%glycerol, 5mM MgCl2, 0.1mM EDTA) και παγώνουµε τα δείγµατα σε 

υγρό άζωτο όπου µπορούν να διατηρηθούν για πολύ καιρό. Όταν θέλουµε να 

ξεκινήσουµε την διαδικασία ξεπαγώνουµε ένα aliquot και προσθέτουµε αµέσως ίσο 

όγκο (250µl) 2Χ Complete transcription buffer [1ml transcription buffer (10mM Tris 

pH8.0, 5mM MgCl2, 0.3MKCl) +10µl 100mM ATP+10µl 100mM CTP+10µl 100mM 

GTP+5µl 1M DTT)] και 10µl α 32P-UTP (10mCi/ml).Επωάζουµε στους 30ºC για 

µισή ώρα. Στη συνέχεια προσθέτουµε 2.5µl 1M MgCl2, 1µl 0.5M CaCl2 και 5µl 

DNase I/RNase free (10u/µl) και επωάζουµε για άλλα πέντε λεπτά στους 30ºC. 

Ακολούθως προσθέτουµε 100µl 5X SDS buffer (5% SDS, 0.5M Tris pH7.4, 0.125M 

EDTA) και 20 µl Proteinase K (10mg/ml) και επωάζουµε στους 42ºC για µισή ώρα. 

Ακολουθεί εκχύλιση µε ίσο όγκο όξινης φαινόλης (pH 4.0) και στη συνέχεια 

εκχύλιση µε ίσο όγκο διαλύµατος φαινόλης (ουδέτερη )/χλωροφόρµιο/ ισοαµυλική 

αλκοόλη σε αναλογίες 25/24/1 και κατακρήµνιση µε προσθήκη 1/10 του όγκου 3Μ 

οξικού νατρίου pH 5.2 και 0.6 όγκων ισοπροπανόλης. Μετά την φυγοκέντρηση το 

ίζηµα ξεπλένεται µε 70% αιθανόλη στεγνώνεται και διαλυτοποιείται σε 0.5 ml DNase 

I buffer (20mM Hepes pH 7.5, 5mM MgCl2, 1mM CaCl2) και σε αυτό προστίθενται 

5µl DNase I/RNase free. Ακολουθεί επώαση στους 37ºC για 20 λεπτά και η 

αντίδραση διακόπτεται µε την προσθήκη 5µl 0.5M EDTA. Ακολουθεί εκχύλιση µε 

ίσο όγκο διαλύµατος φαινόλης (ουδέτερη )/χλωροφόρµιο/ ισοαµυλική αλκοόλη και 

κατακρήµνιση µε προσθήκη 1µl γλυκογόνου, 1/10 του όγκου 3Μ οξικού νατρίου pH 

5.2 και 2.5 όγκων απόλυτης αιθανόλης. Μετά την φυγοκέντρηση το ίζηµα ξεπλένεται 

µε 70% αιθανόλη, στεγνώνεται και διαλυτοποιείται σε 200µl H2O. Ακολουθεί 

υδρόλυση του δείγµατος µε την προσθήκη 4µl 10Μ ΝαΟΗ για 10 λεπτά στον πάγο η 

οποία διακόπτεται µετά από προσθήκη 300µl 1Μ Hepes pH 7.5. Ακολουθεί 

κατακρήµνιση µε την κλασσική διαδικασία. Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 100µl H2O 

και µετριέται η περιεκτικότητά του σε cpms (Απαιτούνται 5Χ106 cpm/ml για κάθε 

υβριδοποίηση). Ακολουθεί βρασµός του δείγµατος και προσθήκη 0.4 ml 

 



 

Hybridization buffer (6.25X SSC, 12.5mM Tris pH7.5, 1.25mM EDTA 6.25X 

Denhearts, 0.125% SDS, 62.5µg/ml yeast tRNA, 125µg/ml salmon sperm DNA).Αυτό 

χρησιµοποιείται ως ανιχνευτής σε υβριδοποίηση µε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης στην 

οποία έχει προηγηθεί ακινητοποίηση (dot blot) πλασµιδίου που περιέχει το cDNA του 

γονιδίου, την έκφραση του οποίου θέλουµε να ελέγξουµε. 

 Η διαδικασία αυτή έχει ως εξής: Αραιώνουµε 50µg του εν λόγω πλασµιδίου 

το οποίο το έχουµε κάνει γραµµικό (linear) σε 110µl H2O, προσθέτουµε 13µl 1Μ 

ΝαΟΗ και επωάζουµε σε θερµοκρασία δωµατίου για 30 λεπτά. Στη συνέχεια 

προσθέτουµε 1.2ml 6XSSC και τοποθετούµε το δείγµα στον πάγο. ∆ιαβρέχουµε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης µε 6XSSC σε ειδική συσκευή dot-blot και στα πηγαδάκια 

αυτής τοποθετούµε 125µl από το παραπάνω δείγµα. Στη συνέχεια ξεπλένουµε τα ίδια 

πηγάδια µία φορά µε 6ΧSSC και αφήνουµε την µεµβράνη να στεγνώσει σε 

θερµοκρασία δωµατίου και στην συνέχεια την τοποθετούµε σε φούρνο 80ºC για δύο 

ώρες. Ακολουθεί επώαση της µεµβράνης (προϋβριδοποίηση) για 3-6 ώρες στους 65ºC 

µε Pre-Hybridization buffer (5X SSC, 10mM Tris pH7.5, 1mM EDTA 5X 

Denhardt’s, 0.1% SDS, 50µg/ml yeast tRNA, 100µg/ml salmon sperm DNA). Στη 

συνέχεια προστίθεται το παραπάνω βρασµένο δείγµα και ακολουθεί υβριδοποίηση 

στους 65ºC για 52 ώρες. Η µεµβράνη ξεπλένεται µε 2ΧSSC στους 65ºC για 30 λεπτά 

και µε 2ΧSSC, 0.1% SDS σε θερµοκρασία δωµατίου για 20 λεπτά. Ακολουθεί 

στέγνωµα της µεµβράνης και αυτοραδιογραφία. 

 

Ανάλυση προστασίας RNA από την S-1 νουκλεάση µετά από υβριδοποίηση µε 

ραδιοσηµασµένο ολιγονουκλεοτίδιο 

  

50µg ολικού RNA (σε 20µl) που αποµονώνονται µε την µέθοδο που 

περιγράφεται πιο πάνω επωάζονται µε 9µl 3X aqueous hybridization solution(3M 

NaCl, 0.5Hepes pH7.5, 1mM EDTA pH8.0) και 1µl (2pmol ή 100.000 cpms) 

ραδιοσηµασµένου ολιγονουκλεοτιδίου (antisense) αρχικά στους 75ºC για 10 λεπτά 

και στην συνέχεια στους 55ºC για 16 ώρες (Overnight). Στα δείγµατα στη συνέχεια 

προστίθενται 270µl Reaction buffer [150µl 2X S-1nuclease buffer (0.56 M NaCl, 

0.1M sodium acetate, 9mM ZnSO4)+ 3µl 2mg/ml single-stranded salmon sperm 

DNA+ 147µl H2O + 300U S-1 nuclease] και ακολουθεί επώαση στους 37ºC για 45 

λεπτά. Στην ίδια διαδικασία υπόκεινται και 100.000 cpms ολιγονουκλεοτιδίου που 

δεν έχει υβριδοποιηθεί µε RNA (θετικό control για τον έλεγχο της ποιότητας της S-1 

 



 

νουκλεάσης). Η αντίδραση διακόπτεται µετά από προσθήκη 3µl 0.5M EDTA και 

ακολουθεί κατακρήµνιση των δειγµάτων σύµφωνα µε τη γνωστή διαδικασία.. Μετά 

την κατακρήµνιση τα ιζήµατα ξεπλένονται µε 70% αιθανόλη και επαναδιαλύονται σε 

10µl 0.1M NaOH. Σε ένα µέρος των δειγµάτων (3µl) προστίθεται ίσος όγκος Stop 

Solution (95% φορµαµίδιο 20mM EDTA 0.05% Bromophenol blue 0.05 Xylene 

Cyanol FF).ακολουθεί ηλεκτροφόρηση αυτών σε αποδιατακτικό πήκτωµα ουρίας-

ακρυλαµίδης 12% αφού πρώτα αποδιαταχθούν µε θέρµανση για 7 λεπτά στους 

100�C.Ακολουθεί αυτοραδιογραφία. 

 

Παροδική διαµόλυνση (transient transfection) κυττάρων µε τη µέθοδο 

συγκατακρήµνισης Ca3PO4 –DNA.(calcium phosphate transfection). 

  

Η µέθοδος εφαρµόζεται σε πειράµατα τόσο παροδικής (transient) όσο και µόνιµης 

(Stable) διαµόλυνσης κυτταρικών σειρών. Το πλασµιδιακό DNA που θέλουµε να 

εισαχθεί συγκατακρηµνίζεται µε µόρια αλάτων Ca3PO4 (125mM) και το λεπτόκοκκο 

ίζηµα εισάγεται στο θρεπτικό µέσο της κυτταρικής καλλιέργειας. Το ίζηµα 

προσκολλάται στην κυτταρική επιφάνεια και µέσω αδιευκρίνιστου µηχανισµού 

επιτυγχάνεται είσοδος του πλασµιδιακού DNA στα κύτταρα. 

 Ο όγκος του ιζήµατος εξαρτάται από τον όγκο του θρεπτικού µέσου και το 

ίζηµα αποτελεί το 1/10 του όγκου αυτού.Έτσι σε πηγάδι µε 1ml θρεπτικού 

αντιστοιχούν 100µl ιζήµατος που αποτελέιται από 50µl 2X Hebs (Hepes Buffered 

saline solution: 16.4 gr NaCl, 11.9 gr Hpes acid, 0.21 gr Na2 HPO4 σε τελικό όγκο 

1lit) και 50µl µείγµατος DNA-H2O-CaCl2 (125mM final). 

 Παράλληλα συνδιαµολύνουµε µε πλασµιδιακές κατασκευές που φέρουν το 

CAT γονίδιο αναφοράς καθώς και το lacz (πλασµίδιο µε γονίδιο αναφοράς την β-

γαλακτοσιδάση) για να αξιολογηθεί η αποτελεσµατικότητα του πειράµατος ( 

transfection efficiency) µε τοlacz assay που περιγράφτηκε πιο πάνω. 

 Μετά από 12 ώρες τα κύτταρα ξεπλένονται µε PBS και ανανεώνεται το 

θρεπτικό µέσο καλλιέργειας. 

 

 

 

 

 



 

  

 
2.ΥΛΙΚΑ 
 

Τα χηµικά αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν είναι προϊόντα των εταιρειών 

:SIGMA, MERCK, PROMEGA, NEW ENGLAND BIOLABS, BRL, PHARMACIA, 

SANTA CRUZ, USB, STRATAGENE, QIAGEN, BOEHRINGER MANNHEIM, 

BIORAD.  

Τα ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν παρασκευής της MINOTECH, της 

NEW ENGLAD BIOLABS και της PROMEGA. 

Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν είναι τα εξής:HNF-1(Santa Cruz, sc-

8986, sc10791), HNF-4a (1), TBP (ευγενική προσφορά από τον Dr Tora ), TFIIB (sc-

274), TAFII-250 (sc-735), TAFII-30 (ευγενική προσφορά από τον Dr Tora ), p89 (sc-

293), TRAP-220 (sc8998), TRAP-100 (sc5341), Pol-II-N-termainal peptide (sc-9001), 

Pol-II CTD-Ser5-P (H-14, Covance), Pol-II CTD-Ser-2P (H5, Covance), CBP (sc-

369), P/CAF (HL2404 ευγενική προσφορά από τον Dr Nakatani και sc8999), GCN5 

(HL2617ευγενική προσφορά από τον Dr Nakatani), Brg-1 (sc-10768 και16011346 

GENEKA), hBrm (sc-6449, sc-6450), Acetyl-H3 (Upstate Biotechn. 06-599), Acetyl-

H4 (Upstate Biotechn. 06-866), fulllenght histone H3 (sc10809), flag (Kodak), anti-

rabbit (Rockland), anti-mouse (Jackson), anti-goat (Santa-Cruz). 

Τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν παρασκευάστηκαν 

στο εργαστήριο Μικροχηµείας του ΙΜΒΒ. 

Τα ειδικά αντιδραστηρια που χρησιµοποιήθηκαν είναι παρασκευής των 

παρακάτω εταιριών:[14C]-chloramphenicol (Amersham), RT-PCR kit (ProStar Ultra 

HF, Stratagene), TALON (Clontech), Ni-NTA Agarose (Qiagen), Glutathione 

Sepharose-4B (Pharmacia), Gene Editor Site-directed Mutagenesis System 

(Promega), Protein A Sepharose CL-4B (Pharmacia),Protein G Sepharose 4 Fast Flow 

(Pharmacia), ECL (Amersham), TNT In vitro Transcription-Translation Kit 

(Promega), 35S Metionine (Amersham), [3H] AcetylCoA (Amersham), Micrococal 

Nuclease (USB), Advantage-GC cDNA Polymerase Mix (Clontech), Glutathione 

(Sigma). 

Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν  για τις κλωνοποιήσεις ήταν 

Ecoli (DH5α) και για την έκφραση πρωτεϊνών Ecoli (DH5α, Bl21plys, Bl21-19 

Novagen). 

 



 

Το θρεπτικό µέσο που χρησιµοποιήσαµε για την καλλιέργεια των 

ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών ήταν DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium) παραγωγής GIBCO, εµπλουτισµένο µε µερικά απενεργοποιηµένο ορό 

εµβρύου βοός σε περιεκτικότητα τέτοια που απαιτεί κάθε κυτταρική σειρά. 

Οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν HepG2 (Ηπατοκυτταρικό 

καρκίνωµα ανθρώπου), Cos-1 (Νεφρικά κύτταρα πιθήκου), NIH3T3 (Ινοβλάστες 

ποντικού), CaCo-2 (Αδενοκαρκίνωµα στο κόλον ανθρώπου).  

 

 

 

 



 

  
 
 Ειδικός στόχος 1: 

 

Αποτελέσµατα 

 Ο µηχανισµός µεταγραφικής ενεργοποίησης από HNF-4 δεν έχει µελετηθεί µε 

λεπτοµέρεια. Αυτό που είχε παρατηρηθεί από πολλές ερευνητικές οµάδες είναι ότι σε 

πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης η προσθήκη αυξανόµενων ποσοτήτων του εν 

λόγω ενεργοποιητή οδηγεί σε σταδιακή µείωση της έκφρασης του γονιδίου αναφοράς 

που βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο HNF-4-εξαρτώµενου υποκινητή (squelching 

effect). Αυτή η παρατήρηση δείχνει ότι ο HNF-4 δεν δρα αυτόνοµα αλλά χρειάζεται 

και άλλους παράγοντες-συνενεργοποιητές και εποµένως είναι µέρος ενός συµπλόκου, 

η στρατολόγηση του οποίου, προσδίδει στο γονίδιο-στόχο την µέγιστη µεταγραφική 

ενεργότητα. Θελήσαµε λοιπόν να µελετήσουµε την δυνατότητα αλληλεπίδρασης του 

HNF-4 µε τον γνωστό συνενεργοποιητή CBP και επιπλέον να δούµε πως η 

αλληλεπίδραση αυτή συµβάλει στην µεταγραφική ενεργότητα του παράγοντα. 

Αρχικά, µε πειράµατα ανοσοκατακρύµνησης σε ηπατικό περιβάλλον 

(HepG2), και σε κύτταρα που δεν εκφράζουν ηπατικούς παράγοντες αλλά τους 

προσθέτουµε εξωγενώς (Cos-1), δείχθηκε ότι ο HNF-4 αλληλεπιδρά in vivo µε τον 

συνενεργοποιητή CBP. Πιο συγκεκριµένα, πυρηνικά εκχυλίσµατα που 

αποµονώθηκαν από HepG2 κύτταρα και Cos-1 κύτταρα τα οποία διαµολύνθηκαν 

παροδικά µε φορείς έκφρασης για HNF-4 και CBP, υποβλήθηκαν σε 

ανοσοκατακρήµνιση µε HNF-4 αντίσωµα και η παρουσία του CBP ανιχνεύτηκε µε 

Western blot ανάλυση (εικόνα 1). 

Στην συνέχεια δύο ανεξάρτητες εργασίες έδειξαν ότι ο παράγοντας CBP 

αλληλεπιδρά in vitro µε την AF-1 και AF-2 περιοχή του HNF-4 και η υπερέκφρασή 

του σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης αυξάνει την HNF-4-εξαρτώµενη 

µεταγραφική ενεργοποίηση (55, 211). ∆εδοµένου ότι ο συνενεργοποιητής CBP έχει 

ενζυµική ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης και έχει βρεθεί ότι ακετυλιώνει εκτός 

από ιστόνες και ορισµένους µεταγραφικούς παράγοντες, τέθηκε το ερώτηµα είναι αν 

ο HNF-4 ακετυλιώνεται από CBP και αν η µετα-µεταφραστική αυτή τροποποίηση 

ρυθµίζει την ικανότητα της µεταγραφικής ενεργοποίησης του. 

Αρχικά λοιπόν µε in vitro ακετυλίωση δείχθηκε ότι βακτηριακά εκφρασµένη 

και καθαρισµένη µε χρωµατογραφία συγγένειας πρωτεΐνη His-HNF-4 ακετυλιώνεται 

 



 

από CBP (εικόνα 2Α). Πιο λεπτοµερής ανάλυση στην οποία χρησιµοποιήθηκαν 

διάφορα τµήµατα του HNF-4 σε σύντηξη µε GST (GST-HNF-4 1-90, 91-142, 130-

368, 130-455) έδειξε ότι η περιοχή του HNF-4 που ακετυλιώνεται είναι αυτή που 

περιλαµβάνει τα αµινοξέα 91-142 και που είναι υπεύθυνη για την είσοδο και τον 

εντοπισµό του HNF-4 στον πυρήνα του κυττάρου (Nuclear localization signal:NLS) 

(Εικόνα 2Β). Μεταλλαγές στις λυσίνες που περιλαµβάνει η περιοχή αυτή απέδειξαν 

ότι οι λυσίνες 97, 99 και 117, 118 είναι πιθανές θέσεις ακετυλίωσης του µορίου 

(Εικόνα2Γ µεταλλαγή Μ4) 

Με σκοπό να διαπιστώσουµε αν η ακετυλίωση συµβαίνει και in vivo, κύτταρα 

HepG2 και Cos1 που είχαν διαµολυνθεί µε HNF-4,καλλιεργήθηκαν παρουσία [3Η ] 

οξικού οξέος και από αυτά αποµονώθηκαν ολικά εκχυλίσµατα τα οποία υποβλήθηκαν 

σε ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα που αναγνωρίζει επιλεκτικά την πρωτεΐνη HNF-

4 και µετά από ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων, ακολούθησε αυτοραδιογραφία. Στην 

εικόνα 2∆ φαίνεται ότι τόσο ο ενδογενής παράγοντας στα HepG2, όσο και ο 

εξωγενώς προστιθέµενος στα Cos1, βρίσκεται σε ακετυλιωµένη µορφή. Στην 

περίπτωση όµως που υπερεκφράζουµε στα Cos1 κύτταρα µία µεταλλαγµένη µορφή 

του CBP (CBP HAT-) που έχει χάσει την ενζυµική της ενεργότητα και η οποία 

ανταγωνίζεται την ενδογενή αγρίου τύπου (wtCBP) ως προς την αλληλεπίδραση µε 

HNF-4, παρατηρείται µείωση της ακετυλίωσης του HNF-4, ενώ η Μ4 µεταλλαγµένη 

µορφή (οι λυσίνες 97,99 και 117,118 έχουν αλλάξει σε αλανίνες) δεν ακετυλιώνεται 

καθόλου. 

Για να ελέγξουµε την σηµασία της τροποποίησης αυτής στην ενεργοποίηση 

γονιδίων-στόχων του HNF-4 στο πλαίσιο της χρωµατινικής δοµής χρησιµοποιήσαµε 

ινοβλάστες (NIH 3T3), οι οποίοι δεν εκφράζουν HNF-4 αλλά ούτε και τα γονίδια που 

ρυθµίζονται από αυτόν, και τους διαµολύναµε, µε φορείς έκφρασης για τον HNF-4 

αγρίου τύπου και την µεταλλαγή Μ4 σε συνδυασµό µε CBP και CBP HAT- , µε 

σκοπό να εντεθούν µόνιµα στο γένωµα των κυττάρων (stable integration). Στη 

συνέχεια µε ανάλυση Western ελέγξαµε την έκφραση του HNF-1 γνωστού γονιδίου-

στόχου του HNF-4 (Εικόνα 3Α). Φαίνεται λοιπόν ότι µόνο η συνυπερέκφραση του wt 

HNF-4 και wt CBP οδηγεί στην επαγωγή του HNF-1, γεγονός που τονίζει την 

σηµασία της ακετυλίωσης του παράγοντα για την δράση του σε φυσικούς υποκινητές 

µε νουκλεοσωµική οργάνωση. 

Παρόµοια είναι και τα αποτελέσµατα σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης 

στην ίδια κυτταρική σειρά. Πιο συγκεκριµένα, υπερέκφραση wtCBP αυξάνει την 

 



 

HNF-4-εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίου αναφοράς, που βρίσκεται 

κάτω από τον έλεγχο συνθετικού υποκινητή µε µία θέση πρόσδεσης του HNF-4 

(1ΧTRH-ΤΚ-CAT), 18 φορές. Στα ίδια πειράµατα η Μ4 µεταλλαγή είναι ουσιαστικά 

ανενεργή. Η ικανότητα µεταγραφικής ενεργοποίησης των δύο άλλων µεταλλαγών Μ2 

και Μ3 που ακετυλιώνονται µερικώς (µόνο στο ένα από τα δύο ζευγάρια λυσινών) 

επάγεται από την προσθήκη CBP 5.5 και 3 φορές αντίστοιχα. Η υπερέκφραση του 

CBP HAT- µείωσε την µεταγραφική ενεργότητα του wtHNF-4, 2.5 φορές (εικόνα 

3Β). 

Στη συνέχεια ακολούθησαν πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης σε NIH3T3 

κύτταρα στα οποία χρησιµοποιήθηκε όλο το µόριο ή ελλείψεις του HNF-4 σε 

σύντηξη µε την περιοχή του µεταγραφικού παράγοντα GAL4, που είναι υπεύθυνη για 

την πρόσδεσή του στο DNA (GAL4 DNA-binding domain) και για την είσοδό του 

στον πυρήνα (Gal4 NLS).Η υπερέκφραση wtCBP αυξάνει την GAL4-HNF-4FL(1-

455)-εξαρτώµενη µεταγραφή 7 φορές, ενώ η υπερέκφραση CBP HAT- µόνο 3.5 

φορές. Από την άλλη καµία διαφορά δεν παρατηρήθηκε όταν η παραπάνω σύγκριση 

έγινε µε την χρήση της GAL4-HNF-4(130-455) κατασκευής (εικόνα 3Γ). 

Το γεγονός ότι η CBP-εξαρτώµενη επαγωγή της µεταγραφικής ενεργοποίησης 

του HNF-4 είναι πολύ µεγαλύτερη όταν χρησιµοποιούµε σύστηµα αναφορά µε θέσεις 

πρόσδεσης για τον ίδιο τον HNF-4 από το σύστηµα µε θέσεις πρόσδεσης για GAL4 

(18 φορές και 7φορές αντίστοιχα Εικόνα 1Β-2Γ) µας ώθησε να µελετήσουµε τον 

ρόλο της ακετυλίωσης στην ικανότητα πρόσδεσης του παράγοντα στο DNA. Για τον 

σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος ηλεκτροφόρησης υστέρησης κινητικότητας 

(EMSA) η οποία έδειξε ότι η in vitro ακετυλίωση του HNF-4 αυξάνει την πρόσδεσή 

του στο DNA 4-6 φορές (Εικόνα4Α). Το ίδιο πείραµα έγινε µε την χρήση ολικών 

εκχυλισµάτων από Cos1 κύτταρα τα οποία διαµολύνθηκαν µε φορείς έκφρασης για 

HNF-4, HNF-4 σε συνδυασµό µε CBPHAT-, και Μ4 HNF-4. Παρατηρήθηκε λοιπόν 

πως η υπερέκφραση του CBPHAT- (που όπως προαναφέρθηκε µειώνει την 

ακετυλίωση του HNF-4) οδηγεί σε µειωµένη δυνατότητα πρόσδεσης του HNF-4 στο 

DNA ενώ η M4 µεταλλαγή δεν προσδένεται στο DNA (εικόνα 4Β) γεγονός που 

ενισχύει την προηγούµενη παρατήρηση, χωρίς όµως να µπορούµε να αποκλείσουµε 

την πιθανότητα ότι η µεταλλαγή αλλάζει δραµατικά την διαµόρφωση του µορίου και 

για το λόγο αυτό χάνει την ικανότητα πρόσδεσης του στο DNA. 

Η παρατήρηση ότι η υπερέκφραση wt CBP αυξάνει την GAL4-HNF-4(130-

455)-εξαρτώµενη µεταγραφή 2.1 φορές λιγότερο από την GAL4-HNF-4FL 

 



 

(3.4φορές) και το γεγονός ότι για την ενεργοποίηση αυτή δεν απαιτείται η περιοχή 

στην οποία ακετυλιώνεται ο HNF-4 ούτε η ενζυµική ενεργότητα του CBP (εικόνα 

3Γ), µας οδήγησε στο να µελετήσουµε την πιθανότητα η ακετυλίωση του HNF-4 να 

επηρεάζει την συγγένεια πρόσδεσης του µε τον ίδιο τον συνενεργοποιητή CBP. Η 

πρωτεΐνη HNF-4(1-455) σε σύντηξη µε GST αφέθηκε αρχικά να αλληλεπιδράσει µε 

CBP και το σύµπλοκο GST-HNF-4-CBP υποβλήθηκε σε in vitro ακετυλίωση 

παρουσία και απουσία ακετυλοσυνένζυµου Α (acetyl-CoA). Στη συνέχεια 

ακολούθησαν ξεπλύµατα µε διαλύµατα που περιείχαν αυξανόµενες ποσότητες 

άλατος. Παρατηρήθηκε λοιπόν ότι ακόµα και σε αυστηρές συνθήκες αλατότητας 

(800mM KCl) ανιχνεύεται το σύµπλοκο HNF-4-CBP, µόνο όµως στην περίπτωση 

που έχει προηγηθεί ακετυλίωση του HNF-4 (εικόνα 5Α). Το πείραµα αυτό 

αποδεικνύει ότι η ακετυλίωση του παράγοντα αυξάνει την συγγένεια πρόσδεσης του 

στον συνενεργοποιητή. 

Για να διερευνήσουµε την πιθανότητα η ακετυλίωση να αλλάζει την 

διαµόρφωση του HNF-4, ολικά εκχυλίσµατα από Cos1 κύτταρα παροδικά 

διαµολυσµένα µε φορέα έκφρασης για HNF-4, HNF-4 και CBPHAT- και HNF-4 M4 

χρησιµοποιήθηκαν σε αντίδραση µερικής πέψης µε αλκαλική πρωτεάση και τα 

πρωτεολυτικά προϊόντα του HNF-4 στην κάθε περίπτωση, ανιχνεύτηκαν µε Western 

blot ανάλυση. Στην εικόνα 5Β φαίνεται το διαφορετικό πρότυπο πρωτεόλυσης της 

ακετυλιωµένης και µη ακετυλιωµένης µορφής του HNF-4, υποδηλώνοντας το ρόλο 

της τροποποίησης αυτής στην αλλαγή της διαµόρφωσης του. 

Επειδή το τµήµα του HNF-4 που ακετυλιώνεται εντοπίζεται στην περιοχή που 

είναι υπεύθυνη για την είσοδο και τον εντοπισµό του παράγοντα στον πυρήνα του 

κυττάρου θελήσαµε να εξετάσουµε αν η ακετυλίωση του επηρεάζει τον πυρηνικό 

εντοπισµό του. Πειράµατα in situ ανοσοφθορισµού και βιοχηµικής 

διαµερισµατοποίησης Cos1 κυττάρων διαµολυσµένων µε φορέα έκφρασης HNF-4, 

έδειξαν ότι ο παράγοντας είναι πυρηνικός. Ενδιαφέρουσα ήταν όµως η παρατήρηση 

ότι κατά την συνυπερέκφραση CBPHAT- ένα σηµαντικό µέρος της πρωτεΐνης HNF-4 

εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, και την ίδια κατανοµή παρουσιάζει και η Μ4 

µεταλλαγή που δεν ακετυλιώνεται. Μετά από προσθήκη στα κύτταρα λεπτοµυκίνης Β 

(Leptomycin B, LMB) ενός ειδικού αναστολέα του µονοπατιού εξόδου πρωτεϊνών 

από τον πυρήνα µέσω της πρωτεΐνης CRM1, ο HNF-4 εντοπίζεται µόνο στον πυρήνα. 

Αυτό υποδηλώνει ότι ο κυτταροπλασµατικός εντοπισµός της µορφής του HNF-4 που 

δεν ακετυλιώνεται προέρχεται από την έξοδο της πρωτεΐνης από τον πυρήνα και όχι 

 



 

λόγω έλλειψης ικανότητας εισόδου σε αυτόν. Υπερέκφραση CBPHAT- είτε 

προσθήκη LMB δεν άλλαξε τον εντοπισµό της GAL4-HNF-4(130-455) πρωτεΐνης η 

οποία δεν περιλαµβάνει την περιοχή ακετυλίωσης του παράγοντα και εισέρχεται στον 

πυρήνα µέσω GAL4 NLS γεγονός που σηµαίνει ότι η επίδραση του φαρµάκου και 

της υπερέκφρασης CBPHAT- στον εντοπισµό του HNF-4 είναι ειδική (εικόνα 6Ακαι 

6Β). 

Για να επιβεβαιώσουµε ότι η έξοδος της µη ακετυλιωµένης µορφής του HNF-

4 από τον πυρήνα γίνεται µέσω του CRM1-µονοπατιού χρησιµοποιήσαµε Cos1 

κύτταρα διαµολυσµένα µε τους παραπάνω συνδυασµούς φορέων έκφρασης (HNF-

4,HNF-4 και CBPHAT- , HNF-4 M4) στα οποία υπερεκφράσαµε CRM1 και µε 

ανοσοφθορισµό ελέγξαµε τον εντοπισµό του HNF-4 στην κάθε περίπτωση παρουσία 

και απουσία LMB. Παρατηρήσαµε λοιπόν ότι πολύ µικρό ποσοστό του wt HNF-4 

εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα ενώ στις άλλες δύο περιπτώσεις το µεγαλύτερο 

ποσοστό της πρωτεΐνης εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα ενώ το πρότυπο αυτό είναι 

αναστρέψιµο µε την προσθήκη LMB, γεγονός που ενισχύει την ιδέα ότι η µη 

ακετυλιωµένη µορφή του HNF-4 εξέρχεται από τον πυρήνα µέσω CRM1 (εικόνα 

7Α). Επιπλέον, για να επιβεβαιωθεί αν η αλληλεπίδραση αυτή είναι άµεση, His-

CRM1 πρωτεΐνη βακτηριακά εκφρασµένη και καθαρισµένη µε χρωµατογραφία 

συγγένειας αφέθηκε να αλληλεπιδράσει µε ολικά εκχυλίσµατα Cos1 κυττάρων τα 

οποία είχαν διαµολυνθεί µε HNF-4, HNF-4 και CBPHAT- και HNF-4 M4 και η 

παρουσία της πρωτεΐνης HNF-4 που αλληλεπίδρασε ανιχνεύτηκε µε ανάλυση 

Western. Φαίνεται λοιπόν ότι πολύ µικρή αλληλεπίδραση ανιχνεύεται ανάµεσα στην 

CRM1 και την wtHNF-4 η οποία αυξάνεται στις περιπτώσεις που τα εκχυλίσµατα 

περιέχουν την µη ακετυλιωµένη µορφή του HNF-4 ((HNF-4 + CBPHAT- και HNF-4 

M4) Εικόνα 7Β). 

           

 

            

              

 

  

 

  

 



 

 

Εικόνα 1. Ο παράγοντας HNF-4 αλληλεπιδρά in vivo µε CBP. 
Πυρηνικά εκχυλίσµατα από HepG2 κύτταρα και Cos-1 κύτταρα που έχουν διαµολυνθεί 
µε φορείς έκφρασης HNF-4 και CBP υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε HNF-4 
αντίσωµα ή µε ορό κουνελιού που δεν έχει ανοσοποιηθεί (pre-immune). Η παρουσία του 
CBP σε κάθε δείγµα ανιχνεύεται µε Western blot ανάλυση µε τη χρήση α-CBP 
αντισώµατος. Η πρώτη στήλη κάθε πάνελ αντιπροσωπεύει το 2% της ποσότητας της 
πρωτεΐνης που χρησιµοποιήθηκε σε κάθε ανοσοκατακρήµνιση (input). 
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Εικόνα 2. Ο HNF-4 ακετυλιώνεται από CBP 
(A και Β)1µg καθαρής ανασυνδυασµένης (recombinant) 6ΧHisHNF-4 πρωτεΐνης , 10µg ιστονών (Η3, Η4, Η2Α, Η2Β) και 1µg 
από τις αναγραφόµενες GST-HNF-4 πρωτεΐνες υποβλήθηκαν σε αντίδραση ακετυλίωσης in vitro µε 50ng wt CBP (baculo-
expressed) ή µε την µεταλλαγή CBP HAT-(L1690K, C1691L) και ακολούθησε ανάλυση σε αποδιατακτικό πήκτωµα 
ακρυλαµίδης (SDS-PAGE) και αυτοραδιογραφία. 
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∆.    AF1 DBD AF2

 

 
1

 

94 VVDKDKRNQCRYCRLKKCFRAGMKKEAV 121 
80 RKNHMYSCRFSRQC   

455368163
C

 11750
DA FE

     VVDKDKRNQCRYCRLAACFRAGMKKEAV         M1    
     VVDADARNQCRYCRLKKCFRAGMKKEAV         
     VVDKDKRNQCRYCRLKKCFRAGMAAEAV         
     VVDADARNQCRYCRLKKCFRAGMAAEAV          
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GST HNF4 (91-142) 

Εικόνα 2 (συνέχεια).(Γ) Σχηµατική απεικόνιση του HNF-4 µορίου και η αλληλουχία 
αµινοξέα 80-121και αντιστοιχεί στο NLS (Nuclear localization signal). Τα αµινοξικά κ
είναι υπογραµµισµένα.Για την ακετυλίωση των GSTHNF-4 (91-142) wt και µεταλλαγ
διαδικασία.(∆)In vivo ακετυλίωση του HNF-4. HepG2 κύτταρα και Cos-1 κύτταρα τα
pCDNA φορείς έκφρασης που περιέχουν τα αναγραφόµενα cDNAs καλλιεργήθηκαν π
αποµονώθηκαν ολικά εκχυλίσµατα τα οποία υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε
ανάλυση σε SDS-PAGE και αυτοραδιογραφία.Μέρος των ολικών εκχυλισµάτων χρησ
το ίδιο αντίσωµα όπου επιβεβαιώθηκε ότι η έκφραση του HNF-4 είναι ισόποση.  
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Εικόνα 3. Η ακετυλίωση του HNF-4 από CBP είναι σ
µεταγραφική ενεργοποίηση. 
 
(Α). ∆ηµιουργία µόνιµων NIH3T3 κυτταρικών σειρών µε
Παρασκευάστηκαν ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα από την
HNF-1 ανιχνεύτηκε µε Western blot ανάλυση, χρησιµοπο
αντίστοιχα. 
(Β).NIH3T3 κύτταρα διαµολύνθηκαν παροδικά µε 2µg το
1ΧΑ-ΤΚ-CAT, 0.2µg πλασµιδίου wt HNF-4 και των µετα
CBP και CBPHAT- µε τους συνδυασµούς που αναγράφον
(Γ). NIH3T3 κύτταρα διαµολύνθηκαν παροδικά µε 2µg G
αναγραφόµενες GAL4HNF-4 κατασκευές και 0.2µg φορέ
συνδυασµούς που αναγράφονται. 
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Εικόνα 4. Η ακετυλίωση αυξάνει της συγγένεια πρόσδεσης του HNF-4 στο DNA
(A) Οι αναγραφόµενες ποσότητες ανασυνδυασµένης HNF-4 πρωτεΐνης επωάστηκαν µε 50 ng CBP 
( baculo-expressed) παρουσία και απουσία ακετυλοσυνένζυµου Α (1mM) για µία ώρα στους 30 C 
και στη συνέχεια υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση υστέρησης κινητικότητας (EMSA) µε την 
χρήση της συντηρηµένης θέσης Α στην οποία προσδένεται ο HNF-4 ως ανιχνευτή (probe). 
(B) Ολικά εκχυλίσµατα από Cos1 κύτταρα τα οποία διαµολύνθηκαν µε τους αναγραφόµενους 
φορείς έκφρασης υποβλήθηκαν στην παραπάνω διαδικασία.Στην ανάλυση αυτή χρησιµοποιήθηκαν 
δύο διαφορετικές ποσότητες από τα παραπάνω εκχυλίσµατα. 
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Εικόνα 5. Η ακετυλίωση του HNF-4 αυξάνει την συγγένεια αλληλεπίδρασης µε CBP  in vitro και αλλάζει 
την διαµόρφωσή του. 
(A).Glutathione-Sepharose κολώνα που περιέχει 2 µg GST HNF-4FL επωάστηκε µε εκχύλισµα SF9 κυττάρων που περιέχουν CBP 
(baculo-expressed) σε διάλυµα αλληλεπίδρασης για 5 ώρες στους 4 C.Μετά από διεξοδικά ξεπλύµατα η κολώνα επωάζεται σε 
διάλυµα ακετυλίωσης παρουσία και απουσία ακετυλοσυνένζυµου Α (1mM) για µία ώρα στους 30 C.Μετά την αντίδραση 
ακετυλίωσης η κολώνα ξεπλένεται διαδοχικά µε διαλύµατα που περιέχουν τις συγκεντρώσεις KCl που αναγράφονται.Η παρουσία 
του CBP που αλληλεπιδρά µε HNF-4 στην κάθε περίπτωση ανιχνεύεται µε Western blot ανάλυση µε τη χρήση του αCBP-22 
αντισώµατος (Santa-Cruz).(Β).Ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα από Cos1 κύτταρα τα οποία έχουν παροδικά διαµολυνθεί µε τους 
φορείς έκφρασης που αναγράφονται, επωάστηκαν µε τις αναγραφόµενες ποσότητες αλκαλικής πρωτεάσης (Promega) για 10 λεπτά 
στους 25 C και τα πρωτεολυτικά προϊόντα αναλύθηκαν σε Western blot ανάλυση µε την χρήση του HNF-4 αντισώµατος.Τα βέλη 
υποδεικνύουν τις ζώνες που δηµιουργούνται µετά από πρωτεολυτική πέψη.  
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Εικόνα 6. Η ακετυλίωση του HNF-4 από CBP είναι σηµαντική για την συγκράτηση της 
πρωτεΐνης στον πυρήνα του κυττάρου. 
(Α).Cos1 κύτταρα διαµολύνθηκαν µε τους αναγραφόµενους φορείς έκφρασης µεταφέρθηκαν σε 
καλυπτρίδες και υποβλήθηκαν σε in situ ανοσοφθορισµό µε HNF-4 αντίσωµα.Παράλληλα, σε όµοια 
δείγµατα προστέθηκαν 10ng/ml λεπτοµυκίνης Β για 4 ώρες πριν την µονιµοποίησή τους. 
(Β). Παρασκευάστηκαν πυρηνικά και κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα από Cos 1 κύτταρα που 
διαµολύνθηκαν µε τα αναγραφόµενα πλασµίδια και αναλύθηκαν µε Western blot µε HNF-4 αντίσωµα. 

B. 

A. 

Treatment:
N N N N N NC CCC C

- LMB - LMB - LMB

Transfection: HNF4 WT HNF4 WT
+CBPHAT-

HNF4 M4

C

Gal4 
HNF4 

(130-455)

Gal4 
HNF4

HNF-4
(130-

HNF-4 HNF-4 
WT

HNF4 

LMB 

None 

Treatment 

Transfection: 

80 



 

 

Εικόνα 7.Η πρωτεΐνη CRM1 συµµετέχει στην έξοδο της µη ακετυλιωµένης µορφής του
HNF-4 στο κυτταρόπλασµα. 
(Α).Cos 1 κύτταρα συνδιαµολύνθηκαν µε τους αναγραφόµενους φορείς έκφρασης και φορέα 
έκφρασης της πρωτεΐνης CRM1.Η διαδικασία που ακολούθησε είναι όµοια µε αυτή που 
περιγράφεται στην λεζάντα της εικόνας 6Α. 
(Β).Άµεση αλληλεπίδραση CRM1 και HNF-4. Ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα από Cos1 
κύτταρα που έχουν επιµολυνθεί µε τα πλασµίδια που αναγράφονται, επωάστηκαν µε ρεζίνη 
TALON (Clontech) στην οποία προηγήθηκε πρόσδεση της ανασυνδυασµένης πρωτείνης His-
CRM1.Τα δείγµατα αναλύθηκαν σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης (SDS-PAGE) και 
η ποσότητα της πρωτείνης HNF-4 που αλληλεπίδρασε ανιχνεύτηκε µε Western blot. 
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Συζήτηση 
  

Η µεταγραφική ενεργοποίηση από CBP πιστεύεται ότι περιλαµβάνει 

αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης µέσω ακετυλίωσης των αµινοτελικών ουρών των 

ιστονών στα νουκλεοσώµατα των υποκινητών στους οποίους στρατολογείται από 

τους διάφορους ενεργοποιητές . Αυτή η άποψη ενισχύεται από το µία εργασία που 

δείχνει ότι η ενζυµική ενεργότητα του CBP ως ακετυλοτρανσφεράση είναι 

απαραίτητη για την παροδική υπερακετυλίωση των ιστονών σε υποκινητές που 

ρυθµίζονται από πυρηνικούς υποδοχείς µετά από την προσθήκη ορµόνης (ER, RAR 

και VDR γονίδια-στόχους 25).  

Από την άλλη, µελέτες πάνω στο ρόλο της µεταγραφικής ενεργοποίησης από 

τον πυρηνικό υποδοχέα TR (Thyroid Receptor) στον βάτραχο, και στην µεταγραφική 

επαγωγή του γονιδίου της ιντερφερόνης β µετά από επιµόλυνση µε ιό, έδειξαν πως ο 

συνενεργοποιητής CBP δεν παίζει βασικό ρόλο στην ακετυλίωση των ιστονών και 

εποµένως στην αναδιαµόρφωση των νουκλεοσωµάτων, αλλά πιθανότατα δρα σε ένα 

µετέπειτα στάδιο στο οποίο η HAT ενεργότητά του είναι σηµαντική (109). Επίσης σε 

δοκιµές in vitro µεταγραφής στις οποίες χρησιµοποιήθηκαν ως εκµαγεία (templates) 

γονίδια µε κανονική νουκλεοσωµική οργάνωση (in vitro nucleosome reconstitution) 

δείχθηκε ότι σε ένα στάδιο µετά τη ακετυλίωση των ιστονών η προσθήκη 

ακετυλοσυνένζυµου Α και καθαρής πρωτεΐνης CBP αυξάνει δραµατικά την 

µεταγραφή, γεγονός που δείχνει τον σηµαντικό ρόλο της HAT ενεργότητας του 

συγκεκριµένου συνενεργοποιητή στη σταθεροποίηση του προενακτήριου 

συµπλόκου(101). 

Είναι λοιπόν φανερό πως η ακετυλίωση των ιστονών δεν είναι πάντοτε αρκετή 

για να επάγει µεταγραφή και η ακετυλίωση άλλων πρωτεϊνών από CBP συµµετέχει 

στην µεταγραφική ενεργοποίηση. Αρκετοί µεταγραφικοί παράγοντες που 

αλληλεπιδρούν µε CBP έχει βρεθεί ότι ακετυλιώνονται. Μερικοί από αυτούς είναι ο 

p53, GATA-1, NF-Y, EKLF και MyoD (15, 54, 218, 165, 108). Στις περισσότερες 

περιπτώσεις (p53, NF-Y, MyoD) η ακετυλίωση αυξάνει τη συγγένεια του 

µεταγραφικού παράγοντα ως προς το DNA ενώ στην περίπτωση του EKLF και 

GATA-1 (218, 70) η ακετυλίωση είναι σηµαντική για την µεταγραφική ενεργοποίηση 

χωρίς να επηρεάζει την ικανότητα των παραγόντων να προσδένονται στο DNA, που 

σηµαίνει πως η ακετυλίωση επηρεάζει διαφορετικές ιδιότητες των παραγόντων 

αυτών. 

 



 

Η εργασία αυτή παρέχει δύο νέους µηχανισµούς µε τους οποίους η 

ακετυλίωση ενός µεταγραφικού παράγοντα επηρεάζει τη λειτουργία του. Η 

ακετυλίωση του HNF-4 από CBP εκτός από ότι αυξάνει την ικανότητα πρόσδεσής 

του στο DNA, αυξάνει και την συγγένεια αλληλεπίδρασης του µε τον ίδιο τον 

συνενεργοποιητή. Πράγµατι, στα πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης στα οποία 

χρησιµοποιήθηκε γονίδιο αναφοράς που βρισκόταν κάτω από τον έλεγχο υποκινητή 

µε φυσικές θέσεις πρόσδεσης για τον HNF-4, η HAT ενεργότητα του CBP φαίνεται 

ότι είναι τελείως απαραίτητη για την µεταγραφική ενεργοποίηση (υπερέκφραση CBP 

HAT- µειώνει 2.5 φορές την HNF-4-εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση). Όταν 

όµως η πρόσδεση του HNF-4 στο DNA γίνεται µέσω GAL4, η υπερέκφραση 

CBPHAT – αυξάνει κατά ένα ποσοστό την GAL-4 HNF-4 (1-455)-εξαρτώµενη 

µεταγραφική ενεργοποίηση. Από την άλλη, η ενεργοποίηση αυτή (3.4 φορές) είναι 

µικρότερη από την αντίστοιχη που προκύπτει από την υπερέκφραση του wt CBP (6.8 

φορές), γεγονός που υποδηλώνει πως ανεξάρτητα από την πρόσδεση του HNF-4 στο 

DNA η ακετυλίωση του εξακολουθεί να είναι σηµαντική για την πλήρη µεταγραφική 

ενεργότητα, πιθανότατα γιατί σταθεροποιεί το σύµπλοκο HNF-4-CBP.  

Τα παραπάνω επιβεβαιώνουν και τα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκε 

µία έλλειψη του HNF-4 (130-455) σε σύντηξη µε GAL-4 που δεν περιλαµβάνει την 

περιοχή ακετυλίωσης του παράγοντα. Στην περίπτωση λοιπόν αυτή, η υπερέκφραση 

του wt CBP αυξάνει την GAL-4 HNF-4 (130-455)–εξαρτώµενη µεταγραφική 

ενεργοποίηση σε µικρότερο βαθµό από ότι την αντίστοιχη GAL-4 HNF-4 (1-455) 

παρόλο που θεωρητικά η πρόσδεση του παράγοντα στο DNA και στις δύο 

περιπτώσεις δεν διαφέρει. Επιπλέον η υπερέκφραση του CBPHAT – αυξάνει την 

GAL-4 HNF-4 (130-455)–εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση στο ίδιο βαθµό 

γεγονός που σηµαίνει πως η HAT ενεργότητα του CBP δεν είναι πλέον αναγκαία 

αφού η περιοχή ακετυλίωσης του παράγοντα λείπει, αποκλείοντας τον πιθανό ρόλο 

της στην ακετυλίωση των ιστονών και στην αναδιαµόρφωση µιας πιθανής 

νουκλεοσωµικής οργάνωσης του υποκινητή του επισωµατικού φορέα έκφρασης του 

γονιδίου αναφοράς. 

Ο δεύτερος µηχανισµός µε τον οποίο η ακετυλίωση του HNF-4 επηρεάζει την 

λειτουργία του, που ίσως είναι και ο πιο ενδιαφέρον, είναι η διατήρηση του στον 

πυρήνα του κυττάρου. Είναι φανερό πως ο χρόνος που ένας µεταγραφικός 

παράγοντας παραµένει ενεργός στον πυρήνα ενός κυττάρου είναι κρίσιµος για την 

έκφραση των γονιδίων-στόχων του. Το ευκαρυωτικό κύτταρο έχει επιστρατεύσει 

 



 

πολλούς µηχανισµούς που ρυθµίζουν  την είσοδο και την έξοδο πρωτεϊνών από τον 

πυρήνα και εµπλέκονται στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου και πολλών 

µονοπατιών σηµατοδότησης. Ο HNF-4 είναι µία πυρηνική πρωτεΐνη  που παίζει ρόλο 

στην διατήρηση του ηπατικού φαινοτύπου ρυθµίζοντας µία πληθώρα γονιδίων 

σηµαντικών στη λειτουργία του ηπατοκύτταρου (93, 92, 40). Αλλαγή στην τοπολογία 

του παράγοντα µπορεί να έχει δραµατικές συνέπειες γεγονός που σηµαίνει ότι ένας 

πιθανός µηχανισµός που κρατά τον HNF-4 έξω από τον πυρήνα είναι µεγάλης 

βιολογικής σηµασίας. Η παρατήρηση ότι η µη ακετυλιωµένη µορφή του HNF-4 (που 

δηµιουργείται από υπερέκφραση του CBPHAT- είτε από µεταλλαγή των λυσινών 

όπου ακετυλιώνονται σε αλανίνες) εξέρχεται από τον πυρήνα µε ενεργό µεταφορά 

µέσω CRM1 είναι ένδειξη για τον ρυθµιστικό ρόλο της ακετυλίωσης στην 

πυρηνοκυτταροπλασµατική µεταφορά. 

 Πιστεύουµε λοιπόν πως το που εντοπίζεται τελικά ο HNF-4 είναι το 

αποτέλεσµα µίας ισορροπίας µεταξύ της εισόδου της πρωτεΐνης στον πυρήνα του 

κυττάρου µέσω ενός µηχανισµού που δεν έχει µελετηθεί µε λεπτοµέρεια, και εξόδου 

µέσω του CRM-1 µονοπατιού. Η ακετυλίωση επηρεάζει την παραπάνω ισορροπία 

οδηγώντας την προς την συγκράτηση της πρωτεΐνης στον πυρήνα. Το ενδιαφέρον 

είναι ότι παρόλο που ο HNF-4 ακετυλιώνεται στην περιοχή που είναι υπεύθυνη για 

την είσοδό του στον πυρήνα, οι µεταλλαγές στις λυσίνες που ακετυλιώνονται δεν 

επηρεάζουν την είσοδο της πρωτεΐνης σε αυτόν. Η ακετυλίωση λοιπόν στην 

συγκεκριµένη περιοχή µπορεί να µην έχει άµεση σχέση µε την έξοδο της πρωτεΐνης 

αλλά ίσως αλλάζει την διαµόρφωση της µε τέτοιο τρόπο ώστε να αλληλεπιδρά πιο 

αποτελεσµατικά µε το σύµπλοκο που συµµετέχει στην µεταφορά πυρηνικών 

πρωτεϊνών στο κυτταρόπλασµα. Η αλληλεπίδραση αυτή είναι γνωστό από τη 

βιβλιογραφία ότι πραγµατοποιείται συνήθως µέσω κάποιων µοτίβων που είναι 

πλούσια σε λευκίνες ( Nuclear Export Sequences :NES, 43) ενώ αρκετές τέτοιες 

αλληλουχίες εντοπίζει κανείς στην AF-2 περιοχή του HNF-4 χωρίς να έχει 

διασαφηνιστεί ποια συγκεκριµένα περιοχή είναι υπεύθυνη για την έξοδο της µη 

ακετυλιωµένης µορφής στο κυτταρόπλασµα. 

Έτσι κάτω από φυσιολογικές συνθήκες ο HNF-4 εισέρχεται στον πυρήνα του 

κυττάρου προσδένεται στους υποκινητές των γονιδίων –στόχων του, αλληλεπιδρά µε 

CBP, ακετυλιώνεται από αυτόν και η ακετυλίωση σταθεροποιεί το σύµπλοκο DNA-

ενεργοποιητής–συνενεργοποιητής, αποκλείοντας πιθανή αλληλεπίδρασή του µε 

CRM1. Όταν όµως κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες η HAT ενεργότητα του CBP 

 



 

τροποποιηθεί και ο HNF-4 δεν ακετυλιωθεί, η αλληλεπίδρασή του µε τον 

συνενεργοποιητή δεν είναι αρκετά σταθερή, µε αποτέλεσµα ο παράγοντας να είναι 

εύκολα προσβάσιµος στις πρωτεΐνες που ευθύνονται για την έξοδό του στο 

κυτταρόπλασµα και να εξέρχεται από τον πυρήνα του κυττάρου. 

 Πρόσφατες εργασίες έχουν δείξει ότι η ενζυµική ενεργότητα πολλών 

συνενεργοποιητών ρυθµίζεται από µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις και 

αλληλεπιδράσεις τους µε άλλες πρωτεΐνες. Για παράδειγµα η φωσφορυλίωση του 

CBP από Cdk2 (2) επάγει την ενζυµική ενεργότητα του παράγοντα ενώ η 

φωσφορυλίωση του GCN5 από µία DNA-εξαρτώµενη πρωτεϊνική κινάση αναστέλλει 

την HAT ενεργότητά του (11). Επίσης έχουν βρεθεί πρωτεΐνες που τροποποιούν την 

ενζυµική ενεργότητα του CBP και αυτές περιλαµβάνουν τις πρωτεΐνες του αδενοϊού 

E1A και E1B, την bHLH πρωτεΐνη Twist και τον ρυθµιστή της p53 MDM2 (22, 57, 

107, 26).  

Παρόµοιος φαίνεται να είναι και ο µηχανισµός συγκράτησης της 

ακετυλιωµένης µορφής της πρωτεΐνης CIITA, του κύριου ρυθµιστή των τάξης ΙΙ 

γονιδίων του κύριου συµπλόκου ιστοσυµβατότητας (ΜHC classII), που έχει βρεθεί 

ότι ακετυλιώνεται από P/CAF, στον πυρήνα του κυττάρου (179). Επίσης η 

απακετυλίωση (deacetylation) της RelA (p65) υποµονάδας του παράγοντα NF-kB 

από HDAC3 αυξάνει την συγγένειά του µε τον παράγοντα Ik-B και οδηγεί στην 

έξοδο του συµπλόκου RelA-Ik-B στο κυτταρόπλασµα µέσω της πρωτεΐνης CRM-1 

(27). Τέλος, πρόσφατες εργασίες δείχνουν ότι δύο παράγοντες που συµµετέχουν στην 

µεταφορά πρωτεϊνών στον πυρήνα  (importin-α, Rch1, 26) ακετυλιώνονται από CBP 

και παρόλο που δεν έχει εξεταστεί µε λεπτοµέρεια ο ρόλος της ακετυλίωσης στην 

λειτουργία τους αποτελεί µία επιπλέον ένδειξη για τον ρόλο της µετα-µεταφραστικής 

αυτής τροποποίησης στην πυρηνο-κυτταροπλασµατική µεταφορά πρωτεϊνών. 

 
 

 



  

Ειδικός στόχος 2: 
 
Αποτελέσµατα  
 

 Ο δεύτερος στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η διερεύνηση του 

µηχανισµού της µεταγραφικής ενεργοποίησης από HNF-1, που περιλαµβάνει την 

δυνατότητα αλληλεπίδρασής του µε τέσσερις γνωστούς συνενεργοποιητές τους CBP, 

P/CAF, Src-1 και RAC3. 

 Αρχικά λοιπόν εξετάστηκε η ικανότητα του HNF-1 να αλληλεπιδρά in vivo 

µε τις παραπάνω πρωτεΐνες. Έτσι, Cos1 κύτταρα συνδιαµολύνθηκαν παροδικά µε 

φορείς έκφρασης για HNF-1 και CBP ή flag-P/CAF,ή flag-Src-1,ή flag-RAC3 και τα 

πυρηνικά εκχυλίσµατα που αποµονώθηκαν σε κάθε µία από τις παραπάνω 

περιπτώσεις, ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε flag αντίσωµα ή αντίσωµα ειδικό για CBP. 

H παρουσία του HNF-1 ανιχνεύτηκε µε Western blot ανάλυση. Όπως φαίνεται και 

στην εικόνα 1 αρκετά µεγάλο ποσοστό του HNF-1 ανοσοκατακρηµνίζεται µε το CBP 

και το flag αντίσωµα, δείχνοντας ότι ο HNF-1 αλληλεπιδρά in vivo και µε τους 

τέσσερις συνενεργοποιητές. 

 Για να ελέγξουµε αν οι αλληλεπιδράσεις αυτές είναι άµεσες, ελλείψεις του 

HNF-1 (1-295, 95-295, 283-493, 493-628) σε σύντηξη µε την βακτηριακή πρωτεΐνη 

GST (Glutathione-S-Transferase) εκφράστηκαν σε βακτήρια, αποµονώθηκαν µε 

χρωµατογραφία συγγένειας σε Glutathione Sepharose και επωάστηκαν µε 35S-CBP, ή 

P/CAF, ή Src-1,ή RAC3 (In vitro GST pull-down). Στην εικόνα 2Α φαίνεται ότι ο 

CBP αλληλεπιδρά ειδικά µε την αµινοτελική περιοχή του HNF-1(1-195), ενώ οι 

άλλοι τρεις συνενεργοποιητές µε την καρβοξυτελική. Η µικρότερη αµινοτελική 

περιοχή αλληλεπίδρασης µε CBP περιλαµβάνει τα αµινοξέα 95-295 και αντιστοιχεί 

στην περιοχή µε την οποία ο HNF-1 προσδένεται στο DNA (homeodomain). Οι 

P/CAF, Src-1 και RAC3 αλληλεπιδρούν µε την περιοχή που περιλαµβάνει τα 

αµινοξέα 493-628 και αντιστοιχεί στην ADI περιοχή (εικόνα 2Β). 

 Το ανάποδο πείραµα στο οποίο χρησιµοποιήθηκαν τµήµατα του CBP και του 

P/CAF σε σύντηξη µε GST και 35S-HNF-1, έδειξε ότι ο HNF-1 αλληλεπιδρά µε δύο 

διαφορετικές περιοχές του CBP, µία αµινοτελική, που περιλαµβάνει τα αµινοξέα 1-

706 και µία κεντρική, που περιλαµβάνει τα αµινοξέα 1620-1877. Και οι δύο περιοχές 

επικαλύπτονται µε περιοχές αλληλεπίδρασης του µορίου µε P/CAF. Η µικρότερη 

περιοχή του P/CAF µε την οποία αλληλεπιδρά ο HNF-1 περιλαµβάνει τα αµινοξέα 

653-736 (εικόνα 2Γ και ∆). 

  



  

 Για να µελετηθεί ο ρόλος των παραπάνω αλληλεπιδράσεων στην HNF-1-

εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση έγιναν πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης σε 

NIH3T3 κύτταρα που δεν εκφράζουν HNF-1 και που έχει βρεθεί ότι έχουν χαµηλά 

επίπεδα έκφρασης CBP και P/CAF, συγκριτικά µε άλλες µη ηπατικές κυτταρικές 

σειρές. Σαν γονίδιο αναφοράς χρησιµοποιήθηκε το γονίδιο ακετυλοτρανσφεράσης της 

χλωραµφενικόλης (Chloramphenicol Acetyl Transferase: CAT) που βρίσκεται κάτω 

από τον έλεγχο συνθετικού υποκινητή µε τρεις θέσεις πρόσδεσης για τον παράγοντα 

HNF-1. Έτσι, ενώ ο HNF-1 από µόνος του ενεργοποιεί την µεταγραφή του γονιδίου 

αναφοράς 5 φορές πάνω από τα βασικά επίπεδα, συνυπερέκφραση CBP, P/CAF, 

SRC1a και RAC3 είχε σαν αποτέλεσµα επιπλέον ενεργοποίηση της HNF-1- 

εξαρτώµενης µεταγραφής κατά 20, 44, 26 και 19 φορές αντίστοιχα (εικόνα3Α). 

Ταυτόχρονη έκφραση συνδυασµών των συνενεργοποιητών ανά δύο, είχαν 

συνεργιστικό αποτέλεσµα. Πιο συγκεκριµένα, ο συνδυασµός CBP µε P/CAF,ή 

SRC1a,ή RAC3 οδηγεί σε 135,121 και 89 φορές ενεργοποίηση της µεταγραφής πάνω 

από τα επίπεδα ενεργοποίησης του HNF-1 αντίστοιχα. Παρόµοια, ταυτόχρονη 

έκφραση P/CAF µε SRC1a ή RAC3 έδωσε αντίστοιχα 132-και 152 φορές 

ενεργοποίηση (εικόνα 3Β).  

Η συνέργια ανάµεσα στο CBP και το P/CAF πιθανά οφείλεται στο ότι και οι 

δύο συνενεργοποιητές αλληλεπιδρούν µεταξύ τους και µε τον HNF-1 ταυτόχρονα, 

δηµιουργώντας ένα τριµερές σύµπλοκο αρκετά σταθερό ώστε να οδηγεί σε µέγιστη 

ενεργοποίηση. Η παραπάνω υπόθεση επιβεβαιώθηκε ως εξής: Σε πειράµατα 

παροδικής διαµόλυνσης ινοβλαστών (NIH3T3) µε φορείς έκφρασης δύο ανενεργών 

µορφών του HNF-1 (1-280 και 1-440), συνυπερέκφραση CBP ή P/CAF δεν 

ενεργοποιεί την έκφραση του γονιδίου αναφοράς. Ταυτόχρονη όµως έκφραση των 

δύο συνενεργοποιητών µαζί µε τους φορείς έκφρασης του HNF-1 (1-280) και (1-440) 

έδωσαν ενεργοποίηση 16 και 18 φορές αντίστοιχα (εικόνα 3Γ). Αυτή η ενεργοποίηση 

υποδηλώνει πως ο CBP µπορεί να στρατολογήσει τον P/CAF στον υποκινητή 

ελλείψει της περιοχής αλληλεπίδρασης του µε HNF-1, αλλά είναι ολοφάνερο ότι η 

περιοχή αυτή (493-628) είναι απαραίτητη για την πλήρη ενεργοποίηση του γονιδίου 

αναφοράς [εικόνα 2Β στήλη 5 (135 fold activation)]. Η ικανότητα του CBP να 

στρατολογεί τον P/CAF όταν είναι προσδεδεµένος στον HNF-1 αποδείχθηκε και µε in 

vitro GST pull-down πείραµα στο οποίο µικρή ποσότητα P/CAF φαίνεται να 

αλληλεπιδρά µε την αµινοτελική περιοχή του HNF-1 (95-295) παρουσία CBP (εικόνα 

4Α). 

  



  

Για να εξετάσουµε στη συνέχεια αν η πρόσδεση του CBP στο αµινοτελικό 

τµήµα του HNF-1 αυξάνει την συγγένεια πρόσδεσης του P/CAF στο καρβοξυτελικό, 

πρωτεΐνη GST-HNF-1(1-628) επωάστηκε µε35S-P/CAF παρουσία και απουσία 

περίσσειας CBP (cold).Παρατηρήσαµε λοιπόν πως ικανοποιητική ποσότητα P/CAF 

αλληλεπιδρά µε τον HNF-1 και στις δύο περιπτώσεις. Ξεπλένοντας όµως διαδοχικά 

τα δείγµατα µε διαλύµατα συνεχώς αυξανόµενης αλατότητας (KCl) το σύµπλοκο 

HNF-1- P/CAF παρουσία CBP διατηρείται και σε υψηλές συγκεντρώσεις αλατότητας 

(800mM) (εικόνα 4Β). Φαίνεται λοιπόν, ότι η πρόσδεση του CBP στο αµινοτελικό 

τµήµα του HNF-1 αυξάνει την συγγένεια πρόσδεσης του P/CAF στο καρβοξυτελικό 

και η δηµιουργία αυτού του σταθερού τριµερούς συµπλόκου είναι υπεύθυνη για την 

συνέργια που βλέπουµε στα πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης. 

Στη συνέχεια ελέγξαµε αν η συνέργια CBP και P/CAF είναι σηµαντική για 

την HNF-1-εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση σε ηπατικό περιβάλλον. 

Παρατηρήσαµε λοιπόν, πως η υπερέκφραση CBP ή P/CAF σε HepG2 κύτταρα 

αύξησε 2.1 και 1.8 φορές την HNF-1-εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση. 

Συνυπερέκφραση CBP και P/CAF αύξησε 9 φορές την HNF-1-εξαρτώµενη 

µεταγραφική ενεργοποίηση, γεγονός που υποδηλώνει ότι οι δύο αυτοί 

συνενεργοποιητές δρουν συνεργιστικά µε τον HNF-1 και σε ηπατικά κύτταρα (εικόνα 

5Α). Η σηµασία του ρόλου του κάθε συνενεργοποιητή στην ίδια κυτταρική σειρά 

τεκµηριώθηκε µε την χρήση της ογκοπρωτεϊνης E1A που έχει βρεθεί ότι έχει την 

ικανότητα να αποµακρύνει τους συνενεργοποιητές CBP και P/CAF από τους 

υποκινητές που δρουν, και να µειώνει την HAT ενεργότητά τους.. Έτσι η 

υπερέκφραση E1A wt οδηγεί σε πλήρη καταστολή της HNF-1–εξαρτώµενης 

µεταγραφής, ενώ υπερέκφραση της Ε1Α∆Ν (έλλειψη της αµινοτελικής περιοχής που 

δεν αλληλεπιδρά µε κανένα από τους δύο συνενεργοποιητές) δεν επηρεάζει την 

έκφραση του γονιδίου αναφοράς. Σηµαντική καταστολή παρατηρήθηκε και µε τη 

χρήση δύο E1A σηµειακών µεταλλαγών ( E1ACBPmut, E1AP/CAFmut) που κάθε 

µία από αυτές αλληλεπιδρά µόνο µε τον έναν συνενεργοποιητή, αποδεικνύοντας την 

σηµασία και των δύο συνενεργοποιητών ταυτόχρονα στην µεταγραφική 

ενεργοποίηση από HNF-1 (εικόνα 5Β).  

Στην συνέχεια µελετήσαµε την σηµασία της ενζυµικής ενεργότητας των 

συνενεργοποιητών CBP και P/CAF στην µεταγραφική ενεργότητα του ΗΝF-1, 

συγκρίνοντας την ικανότητα συνενεργοποίησης των wt CBP και wt P/CAF µε δύο 

µεταλλαγές τους [CBP (CBPL1690K/C1691L) και P/CAF (Y616A/F617A)] που 

  



  

αδυνατούν να ακετυλιώσουν τα υποστρώµατά τους (HAT-). Έτσι φαίνεται ότι η CBP 

ΗΑΤ-  µεταλλαγή είναι το ίδιο ενεργή µε το wt CBP µόριο ενώ η P/CAF HAT- δεν 

έχει ενεργοποιητική δράση και δεν συνεργάζεται µε CBP (εικόνα 6 Β, και Γ). 

Υπερέκφραση της ογκοπρωτεΐνης Ε1Α ανέστειλε την CBP-και P/CAF-εξαρτώµενη 

συνενεργοποίηση σε διαφορετικό βαθµό - 25 και 6% αντίστοιχα. Επιπλέον προσθήκη 

TSA (trichostatinA) που δρα ως αναστολέας των απακετυλασών (HDACs) ανέστρεψε 

την κατασταλτική δράση του P/CAF HAT- χωρίς να επηρεάσει τα επίπεδα 

ενεργοποίησης του CBP HAT-.Όλα τα παραπάνω δείχνουν ότι σε πειράµατα 

παροδικής διαµόλυνσης η ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης του P/CAF είναι 

σηµαντική και όχι του CBP. 

Επειδή όµως ως γνωστό οι επισωµατικοί φορείς στα κύτταρα δεν έχουν την 

χρωµατινική δοµή που υπάρχει στο γένωµα, τα ίδια πειράµατα έγιναν και σε κύτταρα 

NIH3T3 µόνιµα διαµολυσµένα (stably transfected) µε το ίδιο γονίδιο αναφοράς κάτω 

από τον έλεγχο του ίδιου συνθετικού υποκινητή. Στο σύστηµα αυτό, υπερέκφραση 

των τεσσάρων συνενεργοποιητών ξεχωριστά οδήγησε σε πολύ µικρή αύξηση της 

HNF-1-εξαρτώµενης µεταγραφικής ενεργοποίησης (CBP 2.5, P/CAF 3.0, Src-1 1.5 

RAC3 1.7 φορές εικόνα 7). Ενδιαφέρον επίσης παρουσιάζει η παρατήρηση ότι και οι 

δύο HAT ενεργότητες (CBP και P/CAF) είναι πολύ σηµαντικές για την ενεργοποίηση 

του γονιδίου αναφοράς που είναι ενσωµατωµένο στο γένωµα του κυττάρου. Υψηλά 

επίπεδα ενεργοποίησης παρατηρήθηκαν µετά από ταυτόχρονη υπερέκφραση CBP και 

P/CAF (23 φορές πάνω από την HNF-1-εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση) ενώ 

οι συνδυασµοί CBP/Src-1, CBP/RAC3, Src-1/RAC3, P/CAF/ Src-1 είχαν προσθετική 

δράση και όχι συνεργιστική. Παρόµοια προσθετική δράση παρατηρήθηκε και κατά 

την ταυτόχρονη υπερέκφραση των συνδυασµών wtCBP/PCAFHAT- και wt 

P/CAF/CBPHAT- υποδηλώνοντας ότι και οι δύο HAT ενεργότητες είναι πολύ 

σηµαντικές για την πλήρη µεταγραφική ενεργοποίηση στο συγκεκριµένο σύστηµα 

(εικόνα 7). 

Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή το πόσο σηµαντική είναι η λειτουργία 

του HNF-1 στα β-κύτταρα του παγκρέατος επιβεβαιώνεται και από την ύπαρξη πάνω 

από 80 µεταλλαγών σε ασθενείς µε την οικογενή µορφή διαβήτη τύπου 2 που είναι 

γνωστός ως MODY3 (Maturity Onset Diabetes of the Young, type 3).Πολλές από τις 

µεταλλαγές αυτές εµφανίζουν µειωµένη ικανότητα µεταγραφικής ενεργοποίησης ενώ 

κάποιες άλλες έχουν επικρατή αρνητική δράση. Θελήσαµε να διερευνήσουµε που 

οφείλεται η µειωµένη µεταγραφική ενεργότητα και αρνητική επικρατή δράση 

  



  

ορισµένων από τις γνωστές MODY 3 µεταλλαγές. ∆εδοµένου λοιπόν, ότι το αγρίου 

τύπου µόριο αλληλεπιδρά µε τους συνενεργοποιητές που περιέγραψα, η µείωση ή η 

έλλειψη αλληλεπίδρασης µε κάποιον ή κάποιους από αυτούς, θα αποτελούσε µία 

λογική εξήγηση της µειωµένης δραστικότητας τους. Όλες οι µεταλλαγές που 

µελετήθηκαν φέρουν µία αµινοξική αντικατάσταση και σε πειράµατα παροδικής 

διαµόλυνσης µπορούν να χωριστούν σε δύο κυρίως κατηγορίες :α)σε αυτές που έχουν 

µειωµένη µεταγραφική ενεργότητα (R272H, K205Q, R159Q, R131Q, Y122C) και 

β)σε αυτές που είναι τελείως ανενεργές (P519L, P447L). Θα πρέπει να επισηµανθεί 

ότι όλες οι παραπάνω µεταλλαγές δεν έχουν χάσει την ικανότητα πρόσδεσης in vitro 

στο DNA και όταν υπερεκφράζονται στα κύτταρα εισέρχονται στον πυρήνα του 

κυττάρου. 

   Αρχικά λοιπόν, ελέγχθηκε η ικανότητα επαγωγής του γονιδίου αναφοράς- 

που είναι ενσωµατωµένο στο γονιδίωµα των NIH3T3 κυττάρων (3ΧAlbPE TK-CAT) 

και έχει στον υποκινητή του τρεις θέσεις πρόσδεσης για HNF-1- από τις µεταλλαγές 

αυτές. Και στην περίπτωση λοιπόν αυτή που ο υποκινητής έχει διαφορετική 

νουκλεοσωµική οργάνωση από τον επισωµατικό, οι παραπάνω µεταλλαγές έχουν 

παρόµοια συµπεριφορά. Έτσι οι µεταλλαγές P519L, P447L είναι ανενεργές ενώ οι 

R272H, K205Q, R159Q, R131Q, Y122C έχουν µειωµένη ικανότητα µεταγραφικής 

ενεργοποίησης (εικόνα 8Α). Ταυτόχρονη διαµόλυνση µε φορέα έκφρασης για CBP ή 

P/CAF αύξησε 1-2.1 φορές τα επίπεδα της µεταγραφικής ενεργοποίησης των 

µεταλλαγών της α΄ κατηγορίας ενώ οι P519L, P447L παρέµειναν ανενεργές (εικόνα 

8Β και Γ). Συνδυασµένη δράση CBP και P/CAF αυξάνει την R272H, K205Q, R159Q, 

R131Q, Y122C-εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση 2, 9.1, 9.7, 15 και 14 φορές 

αντίστοιχα αλλά δεν επηρεάζει καθόλου την µεταγραφική ενεργότητα των P519L, 

P447L (εικόνα 8∆).  

Για να εξετάσουµε αν η µειωµένη µεταγραφική ενεργοποίηση των παραπάνω 

µεταλλαγών οφείλεται σε µειωµένη ικανότητα αλληλεπίδρασης µε τους 

συνενεργοποιητές CBP και P/CAF πραγµατοποιήσαµε πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης, σε Cos1 κύτταρα τα οποία διαµολύνθηκαν παροδικά µε φορέα 

έκφρασης wtHNF-1 και καθεµιάς από τις παραπάνω µεταλλαγές σε συνδυασµό µε 

CBP ή flag-P/CAF. Η ανοσοκατακρήµνιση έγινε µε α-flag αντίσωµα ή α-CBP 

αντίσωµα και το ποσοστό της HNF-1 πρωτεΐνης που αλληλεπίδρασε, ανιχνεύεται µε 

ανάλυση Western (εικόνα 9).Όπως αναµενόταν το ποσοστό των K205Q, R159Q, 

R131Q, Y122C HNF-1 που αλληλεπιδρά και µε τους δύο συνενεργοποιητές είναι 

  



  

µικρότερο από το αντίστοιχο του wtHNF-1.Από την άλλη, ενδιαφέρον παρουσίασε το 

γεγονός ότι παρόλο που η πρωτεΐνη R272H είχε µειωµένη µεταγραφική ενεργότητα, 

αλληλεπιδρά ικανοποιητικά µε P/CAF γεγονός που υποδηλώνει για ακόµα µία φορά 

ότι η αλληλεπίδραση µε τον έναν από τους δύο συνενεργοποιητές δεν αρκεί. 

Με έκπληξη όµως είδαµε ότι οι δύο ανενεργές µεταλλαγές του HNF-1, 

P519L, P447L αλληλεπιδρούν πιο ισχυρά και µε τους δύο συνενεργοποιητές από ότι 

η πρωτεΐνη αγρίου τύπου (wtHNF-1) αλλά είναι προφανές ότι η αλληλεπίδραση αυτή 

δεν είναι ικανή να οδηγήσει σε µεταγραφική ενεργοποίηση. Οι αµινοξικές 

αντικαταστάσεις (προλίνη σε λευκίνη) των P519L, P447L µεταλλαγµένων µορίων 

εντοπίζονται στην καρβοξυτελική περιοχή, που ως γνωστό είναι η περιοχή που 

προσδίδει την µεταγραφική ενεργότητα στο µόριο αγρίου τύπου (activation domain). 

Έχοντας σαν δεδοµένο ότι η αµινοτελική περιοχή του HNF-1 έρχεται σε άµεση 

επαφή µε CBP, ενώ η καρβοξυτελική µε P/CAF, θελήσαµε να δούµε αν οι επιφάνειες 

αλληλεπίδρασης των HNF-1 P519L, P447L µε τους δύο αυτούς συνενεργοποιητές 

διατηρούνται ίδιες ή η ισχυρότερη αλληλεπίδραση µε αυτούς οφείλεται στη 

δηµιουργία µιας επιπλέον επιφάνειας επαφής. Για το σκοπό αυτό, αρχικά His-HNF-

1wt, HisHNF-1 519 και His-HNF-1 447 εκφράστηκαν σε βακτήρια, αποµονώθηκαν 

µε χρωµατογραφία συγγένειας και επωάστηκαν µε 35S-CBP και 35S-P/CAF. Η 

αυτοραδιογραφία απέδειξε ότι και in vitro οι δύο συνενεργοποιητές αλληλεπιδρούν 

ισχυρότερα µε τις HNF-1 µεταλλαγές σε σύγκριση µε το wt µόριο (εικόνα 10Α). 

Ακολούθησε το ίδιο πείραµα στο οποίο οι 35S-CBP και 35S-P/CAF πρωτεΐνες 

υπόκεινται σε αντίδραση αλληλεπίδρασης µε τις GSTwtHNF-1(370-628), GSTHNF-

1P519L(370-628) και GSTHNF-1P447L(370-628). Όπως αναµενόταν ο P/CAF 

αλληλεπιδρά ισχυρότερα µε τις P519L και P447L καρβοξυτελικές περιοχές σε 

σύγκριση µε την αντίστοιχη της wt πρωτεΐνης. Από την άλλη όµως, ο CBP δεν 

αλληλεπιδρά άµεσα µε τις καρβοξυτελικές περιοχές των µεταλλαγών ούτε και µε του 

αγρίου τύπου (εικόνα 10Α), προτείνοντας ότι η ισχυρή αλληλεπίδραση που 

παρατηρείται µε ολόκληρα τα µεταλλαγµένα µόρια οφείλεται σε µία πιθανή αλλαγή 

στη διαµόρφωση των µεταλλαγών που αυξάνει την συγγένεια του CBP ως προς την 

αµινοτελική τους περιοχή.  

Το πρωτεολυτικό πρότυπο των HNF-1P519L και HNF-1P447L πρωτεϊνών 

µετά από µερική πέψη µε την πρωτεάση V8 είναι διαφορετικό από το αντίστοιχο της 

HNF-1 αγρίου τύπου (εικόνα 10Β) δίνοντας µία ένδειξη ότι οι µεταλλαγές αλλάζουν 

την διαµόρφωση της πρωτεΐνης. 

  



  

Η έλλειψη όµως µεταγραφικής ενεργοποίησης µας οδήγησε στο να 

ερευνήσουµε αν οι µεταλλαγµένες αυτές µορφές της πρωτεΐνης HNF-1 

αλληλεπιδρούν µε συγκαταστολείς .Έτσι πειράµατα ανοσοκατακρύµνησης σε Cos1 

κύτταρα, που όλοι παράγοντες προστίθενται εξωγενώς, έδειξαν ότι οι HNF-1 P447L 

και P519L και η ΗNF-1wt αλληλεπιδρούν εξίσου µε τον συγκαταστολέα NcoR 

(Nuclear receptor Corepressor) και το πρώτο µέλος της οικογένειας των 

απακετυλασών HDAC1 (εικόνα 11Α).Το πείραµα αυτό έδειξε ότι δεν υπάρχει 

ουσιαστική διαφορά ανάµεσα στην HNF-1wt και HNF-1 P447L και P519L ως προς 

την ικανότητα πρόσδεσης τους στους συγκεκριµένους συγκαταστολείς in vivo 

Επιπλέον εξετάστηκε η δυνατότητα µεταγραφικής ενεργοποίησης του 

3ΧalbPE TK-CAT γονιδίου αναφοράς από HNF-1wt και τις µεταλλαγές µετά από 

προσθήκη TSA (Trichostatin A). Παραδόξως, όταν προστέθηκε  TSA σε κύτταρα που 

διαµολύνθηκαν µε την HNF-1wt παρατηρήθηκε δραµατική ενεργοποίηση του 

γονιδίου αναφοράς, που δεν αυξάνεται από την επιπλέον προσθήκη CBP και P/CAF, 

ενώ οι µεταλλαγµένες µορφές παρέµειναν ανενεργές (εικόνα 11Β). Για να δούµε 

όµως αν τα σύµπλοκα HNF-1-συγκαταστολέων διατηρούνται παρουσία του 

αναστολέα έγιναν πειράµατα ανοσοκατακρύµνησης µετά από επεξεργασία των 

κυττάρων µε TSA και παρατηρήθηκε ότι και όσο και στην περίπτωση του HNF-1wt 

όσο και σε αυτή των µεταλλαγών HNF-1 P447L και P519L τα σύµπλοκα 

αναδιοργανώνονται γεγονός που εξηγεί την HNF-1wt –εξαρτώµενη ενεργοποίηση 

του γονιδίου αναφοράς όχι όµως και την διατήρηση των µεταλλαγών HNF-1 P447L 

και P519L σε ανενεργή µορφή (εικόνα 11Α). 

Όπως προαναφέρθηκε, µεγάλη σηµασία για την µέγιστη µεταγραφική 

ενεργoποίηση από wt HNF-1 παίζει η ταυτόχρονη αλληλεπίδραση του παράγοντα και 

µε τους δύο συνενεργοποιητές. Με βάση το δεδοµένο αυτό, θελήσαµε να εξετάσουµε 

την δυνατότητα µορφοποίησης ενός τριµερούς συµπλόκου και στην περίπτωση των 

µεταλλαγών. Έτσι κύτταρα Cos-1 διαµολύνθηκαν ταυτόχρονα µε HNF-1wt ή HNF-1 

P447L ή P519L και CBP και flag-P/CAF και αρχικά πραγµατοποιήθηκε 

ανοσοκατακρήµνιση µε CBP αντίσωµα για να αποκλειστούν τα διµερή σύµπλοκα 

HNF-1- P/CAF.Οι ανοσοκατακρυµνησµένες πρωτεΐνες εκλούστηκαν από την κολώνα 

(Protein A Sepharose) µε τη χρήση CBP πεπτιδίου και στη συνέχεια 

χρησιµοποιήθηκαν σε περαιτέρω ανοσοκατακρήµνιση µε flag αντίσωµα για να 

αποκλειστούν τα διµερή HNF-1- CBP. Τελικά µε Western blot ανάλυση ανιχνεύεται 

η παρουσία HNF-1 στα τριµερή µόνο σύµπλοκα HNF-1- CBP- P/CAF (εικόνα12Α). 

  



  

Το πείραµα αυτό έδειξε ότι τόσο η HNF-1wt όσο και οι µεταλλαγές έχουν την 

ικανότητα να αλληλεπιδρούν ταυτόχρονα και µε τους δύο συνενεργοποιητές.  

Το γεγονός όµως ότι τα τριµερή αυτά σύµπλοκα στην περίπτωση των HNF-

1P519L και HNF-1P447L πρωτεϊνών δεν οδηγούν σε µεταγραφική ενεργοποίηση, 

καθώς και η προηγούµενη παρατήρησή µας ότι οι HAT ενεργότητες των CBP και 

P/CAF είναι πολύ σηµαντικές στην ενεργοποίηση του wt HNF-1, µας οδήγησε στο να 

εξετάσουµε αν οι συνενεργοποιητές είναι ενζυµικά ενεργοί όταν βρίσκονται σε αυτά 

τα σύµπλοκα. Έτσι πυρηνικά εκχυλίσµατα από Cos-1, που διαµολύνθηκαν παροδικά 

µε HNF-1wt ή HNF-1 P447L ή P519L και CBP ή flag-P/CAF, υποβλήθηκαν σε 

ανοσοκατακρήµνιση µε HNF-1 αντίσωµα και το ποσοστό των συνενεργοποιητών που 

κατακρηµνίσθηκε χρησιµοποιήθηκε σε αντίδραση ακετυλίωσης in vitro µε 

υπόστρωµα ιστόνες .Αυτό που παρατηρήθηκε λοιπόν (εικόνα 12Β) είναι ότι η 

ικανότητα ακετυλίωσης ιστονών από τους συνενεργοποιητές που βρίσκονται σε 

σύµπλοκο µε κάθε µία από τις δύο µεταλλαγές του HNF-1 εµφανίζεται αισθητά 

µειωµένη σε σχέση µε του HNF-1wt, παρά το γεγονός ότι η αλληλεπίδραση µεταξύ 

τους είναι όπως περιέγραψα πριν πιο ισχυρή (εικόνα 12Β) 

 Οι παραπάνω παρατηρήσεις επιβεβαιώθηκαν µε in vitro πειράµατα. Έτσι η 

παρουσία βακτηριακά εκφρασµένης HisHNF-1wt πρωτεΐνης σε αντίδραση 

ακετυλίωσης όπου σαν ένζυµο χρησιµοποιείται His CBP ή HisP/CAF (baculo-

expressed), το ποσοστό των ιστονών, που ακετυλιώνεται είναι µεγαλύτερο από εκείνο 

που παρατηρείται όταν η επώαση γίνεται µε µία άσχετη πρωτεΐνη π.χ. BSA. Από την 

άλλη, η παρουσία των µεταλλαγών µειώνει παρά να αυξάνει το ποσοστό ακετυλίωσης 

(εικόνα 13Α και Β). Παρόλο που τα παραπάνω πειράµατα είναι in vitro είναι µία 

πρώτη ένδειξη πως ο HNF-1 σαν ενεργοποιητής ρυθµίζει κατά κάποιο τρόπο την 

ενζυµική ενεργότητα του συνενεργοποιητή µε τον οποίο αλληλεπιδρά. Για να 

εξετάσουµε λοιπόν αν αυτό το φαινόµενο είναι γενικότερο δηλ. αν ισχύει και για 

άλλους ενεργοποιητές κάναµε το ίδιο πείραµα χρησιµοποιώντας ΗΝF-4 και SP1, που 

είναι γνωστό ότι αλληλεπιδρούν µε CBP, στη µορφή βακτηριακά εκφρασµένων 

πρωτεϊνών. Αυτό που προέκυψε λοιπόν είναι ότι σε σχέση µε την παρουσία BSA 

στην αντίδραση, η παρουσία των δύο παραπάνω παραγόντων αυξάνει την ενζυµική 

ενεργότητα του CBP σε µικρότερο όµως βαθµό από ότι ο HNF-1 (εικόνα 13Α). Η 

µοριακή βάση της ικανότητας ενός µεταγραφικού παράγοντα να αυξάνει ή να µειώνει 

την ενζυµική ενεργότητα του CBP ή του P/CAF βρίσκεται πιθανότατα στον 

  



  

διαφορετικό τρόπο που κάθε παράγοντας αλληλεπιδρά µε τον συγκεκριµένο 

συνενεργοποιητή. 

 Έτσι και στην περίπτωση των HNF-1 P519L και P447L πρωτεϊνών η 

αλληλεπίδρασή τους µε CBP και P/CAF πιθανότατα αλλάζει την διαµόρφωση των 

συνενεργοποιητών µε τέτοιο τρόπο ώστε αδυνατούν να ακετυλιώσουν τα 

υποστρώµατά τους. Για να ελέγξουµε την υπόθεση αυτή, συγκρίναµε το 

πρωτεολυτικό πρότυπο των CBP και P/CAF όταν αλληλεπιδρούν µε HNF-1wt και 

HNF-1P447L. Πιο συγκεκριµένα 35S-CBP και 35S-P/CAF επωάστηκαν µε His HNF-

1wt ή His HNF-1P447L και µετά από διεξοδικά ξεπλύµατα το ποσό του 

συνενεργοποιητή που αλληλεπιδρά και στις δύο περιπτώσεις υποβλήθηκε σε µερική 

πέψη µε V8 πρωτεάση. Στην εικόνα 13Β παρατηρούµε ότι και οι δύο 

συνενεργοποιητές όταν αλληλεπιδρούν µε HNF-1P447L είναι πιο ανθεκτικοί 

(resistant) στην πέψη µε την πρωτεάση από όταν αλληλεπιδρούν µε wt HNF-1, 

γεγονός που υποδηλώνει αλλαγή στη διαµόρφωσή τους. 

 Τέλος, για να αποδειχθεί ότι τα παραπάνω ευρήµατα ισχύουν και in vivo στα 

πλαίσια της υψηλής χρωµατινικής οργάνωσης των υποκινητών, πραγµατοποιήσαµε 

πειράµατα ανοσοκατακρύµνησης σε χρωµατίνη (Chips:Chromatin 

Immunoprecipitations) χρησιµοποιώντας την 3Χ AlbPE TK-CAT ΝΙΗ3T3 κυτταρική 

σειρά που περιγράφτηκε πιο πριν. Το πείραµα αυτό έδειξε ότι οι HNF-1P447L και 

P519L πρωτεΐνες προσδένονται στο συνθετικό υποκινητή όπως και η wt και τα 

επίπεδα των συνενεργοποιητών CBP και P/CAF που στρατολογούνται από αυτές 

είναι αυξηµένα (2-3 φορές) σε σχέση µε τα αντίστοιχα της wt. Από την άλλη όµως, 

ενώ στα κύτταρα που έχουν διαµολυνθεί παροδικά µε wt HNF1, οι ιστόνες των 

γειτονικών νουκλεοσωµάτων είναι εµφανώς υπερακετυλιωµένες δεν ισχύει το ίδιο και 

στους υποκινητές των κυττάρων που έχουν διαµολυνθεί µε HNF-1P519L ή HNF-

1P447L όπου το ποσοστό υπερακετυλίωσης ιδιαίτερα της Η4 είναι µειωµένο, γεγονός 

στο οποίο πιθανά οφείλεται η έλλειψη της µεταγραφικής ενεργότητας των 

µεταλλαγών (εικόνα 14). 
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Εικόνα 1.Οι συνενεργοποιητές CBP, P/CAF, Src-1 και RAC3 αλληλεπιδρούν µε HNF-1 
in vivo. 
Πυρηνικά εκχυλίσµατα από Cos-1 κύτταρα τα οποία διαµολύνθηκαν µε τα αναγραφόµενα 
πλασµίδια, ανοσοκατακρηµνίστηκαν (IP) µε µη ανοσοποιηµένο ορό (pre), το πολυκλωνικό 
αντίσωµα που αναγνωρίζει CBP (αCBP),ή το µονοκλωνικό αντίσωµα που αναγνωρίζει τον 
επίτοπο flag (αFLAG).Τα δείγµατα αναπτύχθηκαν σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης 
10%, µεταφέρθηκαν σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης η οποία υβριδοποιήθηκε µε πολυκλωνικό 
αντίσωµα που αναγνωρίζει επιλεκτικά την HNF-1 πρωτεΐνη. Η πρώτη στήλη του κάθε πάνελ 
αντιπροσωπεύει το 2% της ποσότητας της πρωτεΐνης που χρησιµοποιήθηκε στην παραπάνω 
διαδικασία.   
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Εικόνα 2.Προσδιορισµός της περιοχής αλληλεπίδρασης του HNF-1 µε CBP, P/CAF, 
SRC-1 και RAC3. 
(A)I n vitro GST pull-down πειράµατα στα οποία ελλείψεις του HNF-1 (1-295, 95-295, 
283-493, 493-628) σε σύντηξη µε GST επωάζονται  µε τις πρωτεΐνες CBP, P/CAF, Src-1 
και RAC3  που  παράχθηκαν και ραδιοσηµάνθηκαν in vitro µε 35S- µεθειονίνη.  
(Β)Σχηµατική αναπαράσταση των τµηµάτων του HNF-1 που αλληλεπιδρούν µε τους 
τέσσερις συνενεργοποιητές.(Γ). In vitro GST pull-down πειράµατα στα οποία οι 
αναγραφόµενες περιοχές των CBP και P/CAF σε σύντηξη µε GSTεπωάζεται µε 35S HNF-
1.(∆).Σχηµατική απεικόνιση των περιοχών του CBP και P/CAF που αλληλεπιδρούν µε 
HNF-1.   
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Εικόνα 4.Η πρόσδεση του CBP στο αµινοτελικό τµήµα του HNF-1 αυξάνει την συγγένεια 
πρόσδεσης του P/CAF στο καρβοξυτελικό. 
GST pull-down πειράµατα µε 35SP/CAF και CBP και και τµήµατα του HNF-1[N-terminal(1-295), C-
terminal (493-628), full length (1-628)]σε σύντηξη µε GSTπαρουσία (+) και απουσία (-) 100ng CBP 
(baculovirus expressed). Μετά την αντίδραση ακετυλίωσης η κολώνα (glutathione Sepharose beads) 
ξεπλένεται µε διάλυµα που περιέχει 200mΜKCl (A) ή αυξανόµενες συγκεντρώσεις (200-800mM) KCl 
(B). 
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Εικόνα 3.Συνεργιστική δράση των συνενεργοποιητών στην HNF-1-εξαρτώµενη µεταγραφική 
ενεργοποίηση. 
(Α και Β).Συνδιαµόλυνση NIH3T3 κυττάρων µε 2µg πλασµιδίου αναφοράς 3ΧAlbPE TK-CAT, 0.2µg 
πλασµιδίου HNF-1και 2µg φορέων έκφρασης των συνενεργοποιητών CBP, P/CAF, Src-1 και RAC3 µε
τους συνδυασµούς που αναγράφονται. Οι µπάρες αντιπροσωπεύουν τις  κανονικοποιηµένες τιµές CAT
ενεργότητας που προκύπτουν από τον µέσο όρο των τιµών τεσσάρων διαφορετικών επαναλήψεων του 
κάθε πειράµατος και αναφέρονται στο µέγεθος της επαγωγής της µεταγραφικής ενεργοποίησης πάνω 
από τα επίπεδα που προκαλεί η προσθήκη µόνο HNF-1.(Γ).∆ιαµόλυνση NIH3T3 κυττάρων µε φορείς 
έκφρασης δύο διαφορετικών τµηµάτων του HNF-1(1-280) και (1-440) και συνδιαµόλυνση αυτών µε 
τους συνενεργοποιητές CBP και P/CAF.  
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Εικόνα 5.Η ταυτόχρονη αλληλεπίδραση CBP και P/CAF µε HNF-1 απαιτείται για την 
επαγωγή της HNF-1-εξαρτώµενης µεταγραφικής ενεργοποίησης σε ηπατικό περιβάλλον. 
HepG2 κύτταρα διαµολύνθηκαν µε 2µg πλασµιδίου του γονιδίου αναφοράς 3ΧAlbPE TK-CAT, 
0.2µg HNF-1 και 2µg CBP και P/CAF (A) ή 0.2µg HNF-1 µαζί µε 0.2µg Ε1Α, ή Ε1ΑCBP Mut 
(µεταλλαγή που δεν αλληλεπιδρά µε CBP), ή Ε1Α P/CAF mut (µεταλλαγή που δεν αλληλεπιδρά µε 
P/CAF), ή E1A∆Ν (δεν αλληλεπιδρά µε CBP και P/CAF) (B) µε τους συνδυασµούς που 
αναφέρονται. Οι µπάρες αντιπροσωπεύουν τις  κανονικοποιηµένες τιµές CAT ενεργότητας που 
προκύπτουν από τον µέσο όρο των τιµών τεσσάρων διαφορετικών επαναλήψεων του κάθε 
πειράµατος και αναφέρονται στο µέγεθος της επαγωγής της µεταγραφικής ενεργοποίησης πάνω από 
τα επίπεδα που προκαλεί η προσθήκη µόνο HNF-1(Α) ή στο ποσοστό της HNF-1-εξαρτώµενης CAT 
ενεργότητας. 
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Εικόνα 7.Η ενεργοποίηση ενός γονιδίου 
αναφοράς που έχει εντεθεί µόνιµα στο γένωµα 
των κυττάρων απαιτεί τις ενζυµικές 
ενεργότητες και των δύο συνενεργοποιητών 
CBP και P/CAF. 
Μόνιµη NIH3T3 κυτταρική σειρά (Stable cell line) 
η οποία περιέχει στο γένωµά της το γονίδιο 
αναφοράς 3ΧAlb PE CAT διαµολύνθηκε µε 1µg 
πλασµιδίου HNF-1 και 2µg από τους 
αναγραφόµενους φορείς έκφρασης των 
συνενεργοποιητών. Οι µπάρες αντιπροσωπεύουν   
κανονικοποιηµένες τιµές CAT ενεργότητας και 
αναφέρονται στο µέγεθος της επαγωγής της 
µεταγραφικής ενεργοποίησης πάνω από τα 
επίπεδα που προκαλεί η προσθήκη µόνο HNF-1. 

Fo
ld 
ac
tiv
ati
on

pCMV HNF-1
pCMV CBP
pCMV P/CAF
pCMV Src1
pCMV RAC3
pCMV CBP HAT
(L1690K;C1691L)
pCMV PCAF HAT-

(Y616A;F617A)

--

  

-
- - - - -

- - - - -
- - -

- - - -

- - -

-

-- - +-

- -+

--+-
+
-

+ +
+ - + +

+ +

- + +
- + + -

- 
-
+

+ +
-  

-

-

- + +
- +

-
-

- - + +
- + - +

-

- -+

- +

-

- -

-  -

- -

- 

+
-

+ + + +
-+-

--
-
+
-

+
-

+

5   

30

20

 10

Εικόνα 6. Η HAT ενεργότητα του P/CAF και όχι 
του CBP απαιτείται για την επαγωγή της HNF-1 
εξαρτώµενης µεταγραφικής ενεργοποίησης γονιδίου 
αναφοράς σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης. 
Κύτταρα NIH3T3 συνδιαµολύνθηκαν µε 2µg 3ΧAlb PE
CAT, 0.2µg HNF-1 µαζί µε συνδυασµούς 0.2µg pRSV 
E1A, ή 2µg CBP ή P/CAF ή των HAT- µεταλλαγών 
τους (CBP L1690K, C1691L και P/CAF Y616A, 
F617A). Όπου αναφέρεται τα κύτταρα επωάστηκαν µε 
1µM TSA 12 ώρες πριν την συλλογή τους. -+-
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Εικόνα 8.Λειτουργική ανάλυση των 
αλληλεπιδράσεων CBP και P/CAF µε τις HNF-1 
µεταλλαγές. 
(Α, Β, Γ, ∆).ΝΙΗ3Τ3 κυτταρική σειρά που περιέχει 
στο γονιδίωµά της το γονίδιο αναφοράς 3XAlbPE 
CAT διαµολύνθηκε παροδικά µε 0.5µg από τα CMV
HNF-1φορείς έκφρασης των αναγραφόµενων 
µεταλλαγών σε συνδυασµό µε 2µg CMVCBP ή 
CMVP/CAF. 
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Εικόνα 9. In vivo αλληλεπίδραση CBP και P/CΑF µε τις HNF-1 µεταλλαγ
(Ακαι Β).Πυρηνικά εκχυλίσµατα από Cos1 κύτταρα που έχουν επιµολυνθεί µε τ
πλασµίδια υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση (IP) µε α-CBP και α-flag αντισ
παρουσία του HNF-1 ανιχνεύεται σε Western blot ανάλυση µε α-HNF-1 αντίσω
αναφέρονται ως input αντιπροσωπεύουν το 15% της ποσότητας του εκχυλίσµατ
χρησιµοποιήθηκε στην ανοσοκατακρήµνιση. 
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Εικόνα 10.In vitro αλληλεπίδραση CBP και P/CAF µε τις HNF-1 µεταλλαγές. 
(A).Ολόκληρα τα µόρια των µεταλλαγών σε σύντηξη µε τον επίτοπο His  ή τµήµατα αυτών 
(370-628) σε σύντηξη µε GST εκφράστηκαν σε βακτήρια και ακινητοποιήθηκαν σε ρεζίνη 
TALON (Clontech)και GST (Glutathione Sepharose Pharmacia) αντίστοιχα και επωάστηκαν 
µε 35S ραδιοσηµασµένες πρωτεΐνες CBP και P/CAF. Σαν τυφλό(control)χρησιµοποιήθηκε 
κολώνα (TALON) στην οποία έχει προσδεθεί µία µη σχετική πρωτεΐνη (HrpE) ή η βακτηριακή 
πρωτεΐνη GST. 
(B).35 S ραδιοσηµασµένη HNF-1πρωτεΐνη και οι µεταλλαγές υποβλήθηκαν σε µερική πέψη µε 
V8 πρωτεάση και τα προϊόντα της πέψης αναλύθηκαν σε SDS αποδιατακτικό πήκτωµα 
ακρυλαµίδης (SDS-PAGE). Τα βελάκια υποδεικνύουν τις ζώνες (πρωτεολυτικά προϊόντα) που 
εµφανίζονται κατά την πρωτεόλυση των µεταλλαγών και που διαφέρουν από του wt HNF-1.  
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Εικόνα 11. In vivo αλληλεπίδραση των NCoR και HDAC-1 µε τις HNF-1 µεταλλαγές. 
(Α).Cos-1 κύτταρα διαµολύνθηκαν παροδικά µε τις κατασκευές που αναγράφονται και επωάστηκαν 
µε 1µΜ TSA για 12 ώρες πριν την συλλογή τους.Αποµονώθηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα και 
ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε α-HNF-1 αντίσωµα. Ακολούθησε Western blot ανάλυση µε τα α-
NCoR και α-HDAC-1 αντισώµατα (Santa-Cruz). 
(Β).Επίδραση του TSA στην HNF-1-εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση.  Κύτταρα από 
την ΝΙΗ3Τ3 3ΧAlbPE TK-CAT κυτταρική σειρά (stable) διαµολύνθηκαν παροδικά µε 0.5µg wt 
CMV HNF-1, CMVHNF-1 P519L, CMVHNF-1 P447L µαζί µε 2µg από τα πλασµίδια  CMVCBP, 
CMVP/CAF  ή CMVCBP+ CMVP/CAF. Όπου αναγράφεται τα κύτταρα επωάστηκαν µε 1µΜ TSA
12 ώρες πριν την συλλογή τους.  
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Εικόνα 13. Ανάλυση της επίδρασης του HNF-1 και των µεταλλαγών του στην ενζυµική 
ενεργότητα (HAT) και στη διαµόρφωση των συνενεργοποιητών CBP και P/CAF, in vitro. 
60ng CBP (baculovirus-expressed) (A) ή P/CAF (baculovirus-expressed) επωάστηκε µε 1µg των 
αναγραφόµενων ανασυνδυασµένων και βακτηριακά εκφρασµένων πρωτεϊνών µε 1Χ ΗΑΤ διάλυµα 
(Υλικά και µέθοδοι)για µία ώρα στους 4 C υπό ανάδευση.Μετά την προσθήκη ιστονών και [3Η] acetyl-
CoA τα δείγµατα επωάστηκαν στους 30 C για µία ώρα και στη συνέχεια αναλύθηκαν σε αποδιατακτικό 
πήκτωµα ακρυλαµίδης και ακολούθησε αυτοραδιογραφία. 
(Γ και ∆).35S CBP και P/CAF επωάστηκαν µε προσδεδεµένες σε κολώνα TALON His-HNF-1wt και 
His-HNF-1P447L .Ύστερα από διεξοδικά ξεπλύµατα το ποσό των ραδιενεργών πρωτεϊνών που 
παρέµεινε στην κολώνα (CBP και P/CAF) υποβλήθηκε σε µερική πέψη µε V8 πρωτεάση (Sigma).Οι 
τελίτσες υποδηλώνουν τα πρωτεολυτικά προϊόντα των CBP και P/CAF.  
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Εικόνα 12. Λειτουργική ανάλυση του τριµερούς συµπλόκου HNF-1-CBP-P/CAF και εξέταση 
των HAT ενζυµικών ενεργοτήτων των CBP και P/CAF στα πλαίσια του συµπλόκου αυτού. 
(Α).Εκχυλίσµατα από Cos 1κύτταρα τα οποία έχουν διαµολυνθεί παροδικά µε τις κατασκευές που 
αναγράφονται, ανοσοκατακρηµνίστηκαν αρχικά µε α-CBP αντίσωµα. Τα ανοσο-σύµπλοκα 
εκλούστηκαν από την κολώνα (protein A Sepharose:Pharmacia) µε 0.1mg/ml CBP πεπτίδιο (Santa 
Cruz). Τα προϊόντα της έκλουσης υποβλήθηκαν σε δεύτερη ανοσοκατακρήµνιση µε α-flag αντίσωµα. 
Η παρουσία της πρωτεΐνης HNF-1 στο τριµερές σύµπλοκο HNF-1-CBP-P/CAF ανιχνεύτηκε σε 
Western blot µε α-HNF-1 αντίσωµα. 
(Β). Cos 1κύτταρα τα οποία έχουν διαµολυνθεί παροδικά µε τις κατασκευές που αναγράφονται,  
ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε α-HNF-1 αντίσωµα. Οι ποσότητες των CBP και P/CAF που 
ανοσοκατακρηµνίστηκαν ανιχνεύονται σε Western blot ένα µέρος από αυτές χρησιµοποιήθηκε σε 
αντίδραση ακετυλίωσης µε υπόστρωµα ιστόνες (IP HAT).  
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Εικόνα 14. Ανάλυση της HNF-1-εξαρτώµενης στρατολόγησης του CBP και P/CAF σε χρωµατινικό 
υπόστρωµα (chromatin template) και της κατάστασης ακετυλίωσης των γειτονικών νουκλεοσωµάτων. 
Χρωµατίνη από cross-linked (µε 1% φορµαλδεΰδη) κύτταρα της 3Χ AlbPE TK-CAT µόνιµης NIH3T3 σειράς 
που έχουν διαµολυνθεί µε τους αναγραφόµενους φορείς έκφρασης υποβλήθηκε σε ανοσοκατακρήµνιση µε (Α) 
α-HNF-1, α-CBP, ή α-P/CAF (B) anti-acetyl H3 ή anti-acetyl H4 αντισώµατα. Ακολούθησε PCR ανάλυση 
(βλέπε µεθόδους) και τα προϊόντα των 271 βάσεων, που αντιπροσωπεύουν  ένα τµήµα του συνθετικού 
υποκινητή 3Χ AlbPE,ποσοτικοποιήθηκαν σε phosphoimager. Οι αναγραφόµενες τιµές αντιπροσωπεύουν 
ποσοστά σε σχέση µε την τιµή που παίρνουν στα δείγµατα που έχει προηγηθεί διαµόλυνση µε wtHNF-
1+CBP+P/CAF (100).  
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Συζήτηση 
 

 Σε προηγούµενες µελέτες µε πειράµατα in vitro µεταγραφής ή παροδικής 

διαµόλυνσης βρέθηκε µία πληθώρα γονιδίων που ρυθµίζονται από HNF-1. Αυτές οι 

µελέτες δίνουν σηµαντικές πληροφορίες για τον ρόλο του HNF-1 σε κάθε υποκινητή 

και για την συνεργασία του µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες (190) αλλά δεν 

αποκαλύπτουν τον µηχανισµό µε τον οποίο ενεργοποιεί τα γονίδια στόχους στα 

πλαίσια της υψηλής χρωµατινικής δοµής. 

 Η πρώτη ένδειξη ότι η έκφραση των HNF-1 γονιδίων-στόχων περιλαµβάνει 

αναδιοργάνωση της χρωµατίνης που εξαρτάται άµεσα από την παρουσία του HNF-1 

ήρθε από δύο πρόσφατες εργασίες. Στην πρώτη, χαρτογράφηση θέσεων ευαίσθητων 

σε DnaseI του υποκινητή του γονιδίου της υδροξυλάσης της φαινυλαλανίνης (PAH), 

έδειξε σηµαντικές διαφορές ανάµεσα σε ποντίκια αγρίου τύπου και HNF-1-/- (151) 

.Στην δεύτερη, µελέτες πάνω στη συστοιχία (cluster) των γονιδίων της α1-antitrypsin-

CBG έδειξαν διαφορετικό πρότυπο θέσεων ευαίσθητων σε DnaseΙ σε διαφορετικούς 

ηπατικούς κλώνους (variants) ανάλογα µε το αν εξέφραζαν HNF-1 και HNF-4 (161). 

Οι παραπάνω παρατηρήσεις µας οδήγησαν στο ερώτηµα αν οι αλλαγές στη 

χρωµατινική δοµή είναι έµµεση συνέπεια της έκφρασης του HNF-1, µέσω 

ενεργοποίησης άλλων γονιδίων, ή αν ο ίδιος ο παράγοντας συµµετέχει ενεργά και 

άµεσα στην αναδιοργάνωση της χρωµατίνης. 

 Τα αποτελέσµατα που παρουσιάστηκαν πιο πάνω και που αφορούν την 

αλληλεπίδραση του HNF-1 µε συνενεργοποιητές που έχουν την ικανότητα να 

τροποποιούν την οργάνωση των νουκλεοσωµάτων, ταιριάζουν πολύ περισσότερο µε 

το δεύτερο σενάριο. ∆είχθηκε λοιπόν ότι οι συνενεργοποιητές CBP, P/CAF, Src-1 και 

RAC3 αλληλεπιδρούν µε διαφορετικές περιοχές του HNF-1 και αυξάνουν 

συνεργιστικά την HNF-1-εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση. Η συνέργια 

µεταξύ των συνενεργοποιητών αυτών οφείλεται στην ικανότητα τους αλληλεπιδρούν 

µεταξύ τους και να συµµετέχουν ταυτόχρονα στη συνενεργοποίηση του ίδιου 

διµερούς HNF-1 σε ένα µόριο υποκινητή.  

Γνωρίζουµε από την βιβλιογραφία, ότι στην περίπτωση των ορµονικών 

πυρηνικών υποδοχέων, οι συνενεργοποιητές P/CAF και Src-1 δρουν σαν µοριακή 

πλατφόρµα για την περαιτέρω στρατολόγηση του CBP και τελικά την δηµιουργία 

ενός πολύ ενεργού συµπλόκου συνενεργοποιητών (89, 96, 105, 209). Στην περίπτωση 

του HNF-1 ο µηχανισµός συνενεργοποίησης από CBP και P/CAF είναι διαφορετικός. 

  



  

Εδώ, η αλληλεπίδραση του CBP µε την αµινοτελική περιοχή του HNF-1 αυξάνει την 

συγγένεια πρόσδεσης του P/CAF στην καρβοξυτελική. Φαίνεται λοιπόν πως η 

πρόσδεση του CBP στον HNF-1 αλλάζει την διαµόρφωση του δεύτερου, αυξάνοντας 

την συγγένειά του για P/CAF ή δηµιουργεί µία επιπλέον επιφάνεια αλληλεπίδρασης 

µεταξύ των συνενεργοποιητών. Το τελικό όµως αποτέλεσµα είναι η δηµιουργία ενός 

τριµερούς συµπλόκου που προφανώς είναι αρκετά σταθερό και οδηγεί στη µέγιστη 

µεταγραφική ενεργοποίηση. 

 Παρόλο που η εργασία εστιάζεται στον µηχανισµό συνέργιας µεταξύ CBP 

και P/CAF πιστεύουµε ότι η συνέργια ανάµεσα σε CBP και Src-1 ή RAC3 

περιλαµβάνει παρόµοιο µηχανισµό. Πιο δύσκολα µπορεί να εξηγηθεί η συνέργια 

ανάµεσα στους συνενεργοποιητές P/CAF και Src-1 ή RAC3 επειδή αλληλεπιδρούν µε 

την ίδια περιοχή του HNF-1, χωρίς όµως να αποκλείεται η πιθανότητα οι παραπάνω 

συνενεργοποιητές να αλληλεπιδρούν ανά δύο µε τις δύο ADI περιοχές ενός HNF-1 

διµερούς, ή ο κάθε ένας µετά από την πρόσδεσή του στον HNF-1 να στρατολογεί τον 

δεύτερο. 

 Η ικανότητα του HNF-1 να αλληλεπιδρά µε πρωτεΐνες που έχουν HAT 

ενζυµική ενεργότητα υποδηλώνει ότι η ακετυλίωση των ιστονών παίζει σηµαντικό 

ρόλο στην HNF-1- εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση. Η πρώτη ένδειξη που 

ενισχύει την παραπάνω παρατήρηση είναι ότι προσθήκη TSA (212, 213) που είναι 

αναστολέας των HDACs αυξάνει δραµατικά την έκφραση του γονιδίου αναφοράς 

που εξαρτάται από HNF-1. Η ικανότητα του HNF-1 να αλληλεπιδρά και µε 

συγκαταστολείς υποδηλώνει ότι η µεταγραφική ενεργότητα του είναι το αποτέλεσµα 

µίας ισορροπίας µεταξύ της θετικής επίδρασης συνενεργοποιητών και αρνητικής 

επίδρασης συγκαταστολέων. Η ισορροπία αυτή µπορεί να µετατοπιστεί προς την µία 

ή την άλλη κατεύθυνση µετά από υπερέκφραση των πρώτων ή των δεύτερων ή µε 

προσθήκη TSA. 

 ∆ιαφορετικές οικογένειες µεταγραφικών παραγόντων έχουν δειχθεί να 

αλληλεπιδρούν µε µία ποικιλία συνενεργοποιητών όπου σε κάθε περίπτωση η HAT 

ενεργότητα ορισµένων µόνο από αυτούς είναι απαραίτητη για την µεταγραφική τους 

ενεργότητα. Για παράδειγµα η HAT ενεργότητα του P/CAF και όχι του CBP φαίνεται 

ότι είναι σηµαντική για την επαγωγή της µεταγραφικής ενεργοποίησης που εξαρτάται 

από τους ορµονικούς πυρηνικούς υποδοχείς και τους µεταγραφικούς παράγοντες 

MyoD και NFk-B (156, 170). Από την άλλη, µόνο η HAT ενεργότητα του CBP είναι 

σηµαντική για την CREB- και  STAT-1-εξαρτώµενη µεταγραφική ενεργοποίηση (89, 

  



  

96). Στην περίπτωση του HNF-1, οι HAT ενεργότητες και των δύο των 

συνενεργοποιητών είναι σηµαντικές για την πλήρη µεταγραφική ενεργοποίηση του 

HNF-1-εξαρτώµενου γονιδίου αναφοράς που είναι ενσωµατωµένο στο γονιδίωµα των 

NIH3T3 κυττάρων και έχει πιθανότατα διαφορετική νουκλεοσωµική οργάνωση από 

το ίδιο γονίδιο αναφοράς στην µορφή επισώµατος, για του οποίου την ενεργοποίηση 

η HAT ενεργότητα του P/CAF αρκεί. Επιπλέον, στην περίπτωση του ενσωµατωµένου 

γονιδίου αναφοράς η ταυτόχρονη µόνο έκφραση και των δύο συνενεργοποιητών ήταν 

ικανή να επάγει υψηλά επίπεδα µεταγραφής, προτείνοντας ότι ο υποκινητής στα 

πλαίσια του γενώµατος αποκτά τέτοια νουκλεοσωµική οργάνωση που αποτελεί 

φραγµό για την έναρξη της µεταγραφής σε σχέση µε την δοµή του υποκινητή του 

επισωµατικού φορέα έκφρασης. Για τον ίδιο λόγο φαίνεται πως ταυτόχρονη 

υπερέκφραση Src-1 και RAC3 που έχουν ασθενέστερη HAT ενεργότητα από τους 

CBP και P/CAF δεν είναι αρκετή για να δηµιουργήσει διαµόρφωση στον υποκινητή 

ικανή να οδηγήσει στη µέγιστη µεταγραφική ενεργοποίηση. Η κατανόηση λοιπόν 

µηχανισµών που τροποποιούν την ενζυµική ενεργότητα των συνενεργοποιητών είναι 

ιδιαίτερης σηµασίας, µια και η ακετυλίωση των ιστονών που οδηγεί σε γενικότερη 

νουκλεοσωµική αναδιοργάνωση είναι καθοριστική για την έναρξη της µεταγραφής.  

Μία σηµαντική παρατήρηση αυτής της εργασίας είναι ότι ο ίδιος ο 

µεταγραφικός παράγοντας µπορεί να επηρεάσει την ενζυµική ενεργότητα του 

συνενεργοποιητή που στρατολογεί στον υποκινητή του γονιδίου που ρυθµίζει. Σε 

αυτό το συµπέρασµα καταλήξαµε µελετώντας τον µοριακό µηχανισµό της µειωµένης 

µεταγραφικής ενεργότητας ορισµένων µεταλλαγών του HNF-1 που έχουν βρεθεί σε 

ασθενείς µε νεανικό διαβήτη τύπου MODYIII. Αρχικά λοιπόν µε δεδοµένο ότι η 

συνεργιστική δράση CBP και P/CAF είναι απολύτως απαραίτητη για την HNF-1-

εξαρτώµενη µεταγραφή, µελετήσαµε την πιθανότητα η µειωµένη µεταγραφική 

ενεργότητα των µεταλλαγών να οφείλεται σε µειωµένη αλληλεπίδραση µε τους 

συνενεργοποιητές αυτούς. Πράγµατι, βρέθηκε ότι στις πέντε από τις επτά µεταλλαγές 

που µελετήθηκαν υπάρχει άµεση συσχέτιση ανάµεσα στην µειωµένη δραστικότητά 

τους και την συγγένειας τους µε έναν από τους δύο ή και τους δύο παραπάνω 

συνενεργοποιητές. Ενδιαφέρον όµως ήταν το γεγονός ότι δύο ανενεργές µεταλλαγές 

του HNF-1 οι P519L και P447L δεν ακολουθούν τον παραπάνω κανόνα, αλλά 

φαίνεται να αλληλεπιδρούν πιο ισχυρά και µε CBP και µε P/CAF. 

Από την άλλη, η έλλειψη µεταγραφικής ενεργοποίησης δεν φαίνεται να 

οφείλεται σε αυξηµένη αλληλεπίδραση τους µε συγκαταστολείς. Επίσης προσθήκη 

  



  

TSA δεν αυξάνει την µεταγραφική ενεργότητά των P519L και P447L παρόλο που 

κάτω από αυτές τις συνθήκες η αλληλεπίδρασή τους µε συγκαταστολείς δεν 

υφίσταται. 

Είναι λοιπόν φανερό ότι όπως και στην περίπτωση της πρωτεΐνης του αγρίου 

τύπου υπάρχει µία εναλλαγή µεταξύ ενός συµπλόκου συγκαταστολέων και ενός 

συνενεργοποιητών, µόνο που στην περίπτωση των P519L και P447L πρωτεϊνών το 

τελευταίο δεν είναι αρκετό για να επάγει µεταγραφή. Εποµένως, γίνεται φανερό πως 

οι συνενεργοποιητές δεν µπορούν να θεωρηθούν ως συνεχώς ενεργές πρωτεΐνες που 

πρέπει απλά να στρατολογηθούν στους υποκινητές, αλλά ως παράγοντες που η τελική 

ενεργή τους διαµόρφωση εξαρτάται πολύ από την αλληλεπίδρασή τους µε τους 

µεταγραφικούς παράγοντες που τους στρατολογούν. 

 Σε συµφωνία µε την παραπάνω υπόθεση βρίσκεται η παρατήρηση µίας 

αρκετά πρόσφατης εργασίας ότι η πρόσδεση του συνενεργοποιητή PGC-1 (155) στον 

πυρηνικό υποδοχέα PPARγ αλλάζει την διαµόρφωσή του µε τέτοιο τρόπο ώστε να 

επιτρέπει την επιπλέον πρόσδεση CBP και Src-1 και τελικά τη δηµιουργία ενός 

σταθερού συµπλόκου ικανού να επάγει υψηλά επίπεδα µεταγραφής. Η παραπάνω 

περίπτωση αποτελεί ένα παράδειγµα ρύθµισης της λειτουργίας ενός συνενεργοποιητή 

από έναν µεταγραφικό παράγοντα µε την στρατολόγηση ενός επιπλέον 

συνενεργοποιητή.  

Η παρούσα εργασία αποκαλύπτει έναν διαφορετικό τύπο ρύθµισης που 

περιλαµβάνει την αλλοστερική τροποποίηση της HAT ενεργότητας των 

συνενεργοποιητών CBP και P/CAF σαν αποτέλεσµα διαφορικών αλληλεπιδράσεων 

µε µεταγραφικούς παράγοντες. Έτσι οι συνενεργοποιητές CBP και P/CAF 

ακετυλιώνουν ικανοποιητικά ιστόνες όταν βρίσκονται σε σύµπλοκο µε την HNF-1 

πρωτεΐνη αγρίου τύπου. Από την άλλη όµως, η HAT ενεργότητά τους µειώνεται 

δραµατικά όταν αλληλεπιδρούν µε HNF-1 P519L και P447L. Αυτό µπορεί να 

οφείλεται στην αλλαγµένη διαµόρφωση των µεταλλαγών που µπορεί να καλύπτει την 

καταλυτική περιοχή των συνενεργοποιητών µε τέτοιο τρόπο ώστε καθίστανται 

ανίκανοι να αναγνωρίσουν τις ιστόνες ως υποστρώµατά τους. Από την άλλη, οι ίδιοι 

οι συνενεργοποιητές όταν αλληλεπιδρούν µε wtHNF-1 ή µε τις µεταλλαγές µπορεί να 

αποκτούν ανάλογη διαµόρφωση που οδηγεί σε αύξηση ή µείωση της ενζυµική τους 

ενεργότητας µε αντίστοιχη ικανότητα µεταγραφικής ενεργοποίησης. Από τα 

αποτελέσµατα είναι επίσης φανερό ότι η επαγωγή της ενζυµικής ενεργότητας ενός 

συνενεργοποιητή σαν αποτέλεσµα αλληλεπίδρασής του µε έναν ενεργοποιητή δεν 

  



  

περιορίζεται µόνο στην περίπτωση του HNF-1. Αύξηση της HAT ενεργότητας του 

CBP in vitro παρατηρήθηκε και µετά από προσθήκη Sp1 και HNF-4 υποδηλώνοντας 

ότι ο µηχανισµός αυτός ρύθµισης είναι γενικότερο φαινόµενο. 

  Πράγµατι πρόσφατες εργασίες περιγράφουν και άλλες πρωτεΐνες που 

ρυθµίζουν την ενζυµική ενεργότητα των συγκεκριµένων συνενεργοποιητών, όπως οι 

πρωτεΐνες του αδενοϊού Ε1Α και Ε1Β, η πρωτεΐνη του ιού του σαρκώµατος Kaposi, η 

vIRF (viral interferon regulatory factor), η bHLH πρωτεΐνη Twist και η ρυθµιστική 

πρωτεΐνη της p53, MDM2.Πιο αναλυτικά η Ε1Α, η Twist και η vIRF αναστέλλουν 

ισχυρά την ικανότητα ακετυλίωσης ιστονών και άλλων υποστρωµάτων από CBP και 

P/CAF ενώ η Ε1Β και η MDM2 αναστέλλουν µόνο την ακετυλίωση του p53 από 

P/CAF και CBP. Από την άλλη, η οµόλογη πρωτεΐνη του Src-1, pCIP έχει δειχθεί ότι 

ρυθµίζει την δράση του CBP αυξάνοντας ή µειώνοντας την HAT ενεργότητά του ως 

προς διαφορετικά υποστρώµατα (26, 146).  

¨Ένας δεύτερος µηχανισµός τροποποίησης της HAT ενεργότητας των 

διαφόρων συνενεργοποιητών που περιγράφεται στη βιβλιογραφία αφορά µετα-

µεταφραστικές τροποποιήσεις των ίδιων των συνενεργοποιητών. Για παράδειγµα, η 

φωσφορυλίωση του CBP από την Cdk2 αυξάνει την ενζυµική του ενεργότητα ενώ η 

φωσφορυλίωση της περιοχής του GCN5 που είναι γνωστή ως Bromodomain από την 

DNA-εξαρτώµενη πρωτεϊνική κινάση αναστέλλει την ικανότητά του να ακετυλιώνει 

τα υποστρώµατά του. (26)  

Στην εργασία αυτή χρησιµοποιήθηκε ένας συνθετικός υποκινητής που έχει 

θέσεις πρόσδεσης για τον HNF-1 για να αποφευχθεί η πολυπλοκότητα των φυσικών 

υποκινητών που έχουν θέσεις πρόσδεσης και για άλλους µεταγραφικούς παράγοντες. 

Αυτό µας επιτρέπει να µελετήσουµε τον µηχανισµό της HNF-1-εξαρτώµενης 

µεταγραφικής ενεργοποίησης γεγονός που θα µας βοηθήσει να διαλευκάνουµε στη 

συνέχεια την in vivo δράση του παράγοντα σε φυσικά γονίδια-στόχους του. Έτσι 

πιστεύουµε λοιπόν ότι η τελική διαµόρφωση του συµπλόκου των συνενεργοποιητών 

που στρατολογείται από HNF-1 καθορίζεται από τα σχετικά επίπεδα έκφρασης των 

τεσσάρων συνενεργοποιητών σε έναν δεδοµένο κυτταρικό τύπο καθώς και από την 

συγκεκριµένη διαµόρφωση του υποκινητή. 

    

  



  

Ειδικός στόχος 3: 
 
Αποτελέσµατα 
 

Μετά την µηχανιστική µελέτη του τρόπου της µεταγραφικής ενεργοποίησης 

από HNF-1 και HNF-4 το επόµενο ερώτηµα που τέθηκε είναι πως οι παράγοντες 

αυτοί συντονίζουν την νουκλεοσωµική αναδιοργάνωση και τη δηµιουργία του 

προενακτήριου συµπλόκου (preinitiation complex) σε φυσικά γονίδια-στόχους τους 

µέσα στα κύτταρα. Για το σκοπό αυτό διαλέξαµε να µελετήσουµε τον µηχανισµό 

µεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης που έχει στον 

υποκινητή του θέσεις πρόσδεσης για HNF-1 και HNF-4. Η µελέτη πραγµατοποιήθηκε 

στα CaCo-2 (colon carcinoma) κύτταρα τα οποία κατά την παραµονή τους σε 

καλλιέργεια, και από την στιγµή που γίνουν confluent, ξεκινούν ένα πρόγραµµα 

τελικής διαφοροποίησης στη διάρκεια της οποίας διάφορα γονίδια-δείκτες αρχίζουν 

να εκφράζονται, µιµούµενα το πρότυπο γονιδιακής έκφρασης των διαφοροποιηµένων 

κυττάρων του εντέρου (147, 149, 160). 

Ένα από τα γονίδια-δείκτες της διαφοροποίησης των CaCo-2 κυττάρων είναι 

και αυτό της α1-αντιτρυψίνης, του οποίου η έκφραση έχει βρεθεί ότι εξαρτάται από 

την συνεργιστική δράση του HNF-1 και HNF-4 (69, 131, 161). Αναλύσαµε λοιπόν 

την νουκλεοσωµική οργάνωση και την σειρά µε την οποία στρατολογούνται οι 

διάφοροι ρυθµιστικοί παράγοντες στον υποκινητή της α1-αντιτρυψίνης κατά την 

διάρκεια της διαφοροποίησης των CaCo-2 κυττάρων, γύρω από την χρονική στιγµή 

που το γονίδιο ενεργοποιείται. 

Αρχικά, προσπαθήσαµε να χαρακτηρίσουµε την κυτταρική αυτή σειρά 

πραγµατοποιώντας µία σειρά από Western blots αναλύσεις, ώστε να δούµε το 

πρότυπο έκφρασης κάποιων πρωτεϊνών που πιθανότατα παίζουν ρόλο στην 

ενεργοποίηση του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης. Το πείραµα αυτό (εικόνα 1) έδειξε 

ότι, ο παράγοντας HNF-1, ένας από τους κύριους ενεργοποιητές του γονιδίου, 

εκφράζεται σε όλα τα στάδια διαφοροποίησης ( ηµέρα 0-ηµέρα 11) ενώ η έκφραση 

του HNF-4 ξεκινά την ηµέρα 2 και σταδιακά αυξάνεται φτάνοντας σε πλατό την 

ηµέρα 6 (Ηµέρα 0:αρχή της διαφοροποίησης όπου τα κύτταρα είναι confluent).Το 

πρότυπο έκφρασης άλλων πρωτεϊνών όπως συνενεργοποιητών, αλλά και παραγόντων 

που παίζουν ρόλο γενικά στη µεταγραφή ( RNA pol II και πρωτεΐνες την γενικής 

µεταγραφικής µηχανής), δεν φαίνεται να αλλάζει (εικόνα1).  

  



  

   Στη συνέχεια καθορίστηκε η χρονική στιγµή κατά την διαφοροποίηση που 

αρχίζει η έκφραση του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης. Πιο συγκεκριµένα, RT-PCR 

ανάλυση ( steady state-mRNA), ανάλυση νεοσυντιθέµενου mRNA σε κυτταρικούς 

πυρήνες (nuclear run off), και δοκιµή προστασίας του mRNA από την S1 νουκλεάση 

(S1 nuclease protection assay), έδειξε ότι το συγκεκριµένο γονίδιο αρχίζει να 

εκφράζεται την 5.5 ηµέρα της διαφοροποίησης των CaCo-2 κυττάρων (εικόνα 2Α). 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η παρατήρηση ότι παρόλο που το ραδιοσηµασµένο 

ολιγονουκλεοτίδιο που χρησιµοποιήθηκε στην δεύτερη µέθοδο (S1 nuclease 

protection assay) αντιστοιχεί σε περιοχή του mRNA που βρίσκεται πολύ κοντά στο 

5΄άκρο του (5΄untranlsated region), δεν ανιχνεύεται κανένα προϊόν υβριδοποίησης 

του ολιγονουκλεοτιδίου µε mRNA πριν την ηµέρα 5.5, γεγονός που αποκλείει την 

ύπαρξη µικρών, ελλιπών (truncated) µετάγραφων της α1-αντιτρυψίνης, που θα ήταν 

αποτέλεσµα µη αποτελεσµατικής µεταγραφικής επιµήκυνσης (Elongation pausing). 

Με πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης σε χρωµατίνη (Chips) στα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα που αναγνωρίζουν ακετυλιωµένες λυσίνες των 

ιστονών Η3 και Η4 φαίνεται ότι η επιλεκτική υπερακετυλίωση της Η3 προηγείται της 

µεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου (ηµέρα 5, εικόνα 1Β) επιβεβαιώνοντας την 

γενικότερη υπόθεση ότι η ακετυλίωση των νουκλεοσωµάτων προαπαιτείται για την 

έναρξη της µεταγραφής. 

Χαµηλής ανάλυσης χαρτογράφηση των θέσεων των νουκλεοσωµάτων µε την 

µέθοδο έµµεσης σήµανσης άκρου (Indirect end-labeling), σε χρωµατίνη η οποία έχει 

υποβληθεί σε µερική πέψη µε µικροκοκική νουκλεάση (MNase:Micrococal nuclease), 

έδειξε ότι ο υποκινητής το γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης υφίσταται µε την µορφή 

µιας σειράς ‘ακριβώς’ τοποθετηµένων νουκλεοσωµάτων (precisely positioned) σε 

όλη την διάρκεια του προγράµµατος της διαφοροποίησης των CaCo-2 κυττάρων 

(εικόνα3Α). 

Για να βρούµε όµως την ακριβή θέση των ορίων του νουκλεοσωµάτων στον 

εγγύ υποκινητή πραγµατοποιήσαµε υψηλής ανάλυσης χαρτογράφηση µε την µέθοδο 

LM-PCR (Ligation-mediated PCR) µετά από παρασκευή µονονουκλεοσωµάτων. Έτσι 

όπως φαίνεται στις εικόνες 3B και ∆, το νουκλεόσωµα 1 (NUC1) εκτείνεται από την 

θέση –213 ως τη θέση –63 σε σχέση µε την θέση έναρξης της µεταγραφής, ενώ το 

νουκλεόσωµα 2 (NUC2) εκτείνεται ανάµεσα στις θέσεις –33 ως στην +112. Οι θέσεις 

πρόσδεσης για HNF-1 (-73 ως –66) και HNF-4 (-119 ως –108) βρίσκονται στη 

περιοχή που καλύπτονται από το νουκλεόσωµα 1 ενώ το ΤΑΤΑ στοιχείο (-25 ως –19) 

  



  

και το σηµείο έναρξης της µεταγραφής καλύπτονται από το νουκλεόσωµα 2. Στην 

εικόνα 3Β είναι φανερό ότι δεν παρατηρείται αλλαγή της θέσεως των 

νουκλεοσωµάτων κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης ανεξάρτητα από την 

µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου, ή την υπερακετυλίωση της Η3 που 

παρατηρείται στον υποκινητή του. 

Στην συνέχεια, δοκιµές υπερευαισθησίας θέσεων σε ένζυµα περιορισµού 

(Restriction Enzyme accessibility assay) σε αποµονωµένους πυρήνες CaCo-2 

κυττάρων διαφόρων σταδίων διαφοροποίησης, έδειξαν αλλαγές στην διαµόρφωση 

του νουκλεοσώµατος 2. Πιο συγκεκριµένα, ευαισθησία στη θέση BamHI 

παρατηρείται σε όλα τα δείγµατα (εικόνα 3Γ) αφού η θέση αυτή στον υποκινητή 

βρίσκεται σε περιοχή που συνδέει δύο νουκλεοσώµατα (linker). Από την άλλη, η 

θέση ApaI που εντοπίζεται µέσα στο νουκλεόσωµα 2 και είναι αρκετά κοντά στη 

θέση έναρξης της µεταγραφής, εµφανίζεται ευαίσθητη στο αντίστοιχο ένζυµο 

περιορισµού µόνο σε πυρήνες των ηµερών 5.5, 6 και 8. Εποµένως τη στιγµή της 

έναρξης της µεταγραφής δύο γεγονότα συµβαίνουν: ακετυλίωση των 

νουκλεοσωµάτων και αλλαγή της διαµόρφωσης του νουκλεοσώµατος 2.  

Για να διερευνήσουµε πως αυτά τα γεγονότα σχετίζονται µε την µορφοποίηση 

του προενακτήριου συµπλόκου πραγµατοποιήσαµε µία σειρά από πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης σε χρωµατίνη χρησιµοποιώντας αντισώµατα για υποψήφιους 

παράγοντες που στρατολογούνται στον συγκεκριµένο υποκινητή. Συγκεκριµένα, 

όπως φαίνεται στην εικόνα 4, ο HNF-1 βρίσκεται συνεχώς προσδεδεµένος στον 

υποκινητή του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης (ηµέρα 0-11) ενώ η πρόσδεση του HNF-

4 αυξάνει σταδιακά από την ηµέρα 2 φτάνοντας σε πλατό την ηµέρα 6, πρότυπο που 

συµβαδίζει µε την βαθµιαία αύξηση των επιπέδων της πρωτεΐνης (εικόνα1). 

Παρόµοια µε τον HNF-1, οι γενικοί µεταγραφικοί παράγοντες TBP και TFIIB 

ανιχνεύονται στον υποκινητή σε όλες τις ηµέρες της διαφοροποίησης.. Ενδιαφέρον 

παρουσιάζει όµως η παρατήρηση ότι δύο άλλα συστατικά του γενικού µεταγραφικού 

παράγοντα TFIID, τα TAFII250 και TAFΙΙ30 δεν ανιχνεύονται στον υποκινητή στην 

αρχή της διαφοροποίησης (ηµέρα 0) γεγονός που υποδηλώνει ότι ο παράγοντας TBP 

που ανιχνεύουµε σε αυτή τη χρονική στιγµή δεν είναι µέρος του κλασσικού TFIID 

συµπλόκου όπως έχει περιγραφεί µέχρι σήµερα. 

 Η στρατολόγηση των TAFs και του γενικού µεταγραφικού παράγοντα TFIIH, 

που ως γνωστό από την βιβλιογραφία είναι υπεύθυνος για την φοσφωρυλίωση της 

καρβοξυτελικής περιοχής της RNA πολυµεράσης, πραγµατοποιείται την δεύτερη 

  



  

ηµέρα. Από την χρονική αυτή στιγµή και µετά ανιχνεύονται ικανοποιητικά επίπεδα 

RNA πολυµεράσης ΙΙ στον υποκινητή καθώς και δύο συστατικά του συµπλόκου 

µεσολαβητών (Mediators), TRAP220 και TRAP100. 

Επειδή το στοιχείο ΤΑΤΑ βρίσκεται σε περιοχή στον υποκινητή που 

καλύπτεται από νουκλεόσωµα (NUC2) θελήσαµε να δείξουµε ότι ο παράγοντας TBP 

προσδένεται σε νουκλεοσωµικό και όχι σε ‘γυµνό’ DNA σε µικρό ποσοστό 

κυττάρων. Για το σκοπό αυτό χρωµατίνη από CaCo-2 κύτταρα (ηµέρα 0 και 6) στην 

οποία προηγήθηκε ολική πέψη µε µικροκοκική νουκλεάση ώστε να προκύψουν 

µονονουκλεοσώµατα (εικόνα 4Γ), υποβλήθηκε σε ανοσοκατακρήµνιση µε α-TBP 

αντίσωµα. Ακολούθησε PCR ανάλυση στα προϊόντα της ανοσοκατακρήµνισης µε την 

οποία ανιχνεύονται ικανοποιητικά ποσά του NUC2 και όχι της περιοχής που 

αντιστοιχεί σε linker DNA. (εικόνα 4∆) καθώς και ένα µικρό ποσοστό του NUC1. 

Αυτό οφείλεται πιθανά στο γεγονός ότι η µονιµοποίηση των κυττάρων (cross 

linking), που γίνεται µε σκοπό να διατηρηθούν ανέπαφα τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα και 

τα σύµπλοκα DNA-πρωτεϊνών, συνδέει τα δύο νουκλεοσώµατα µέσω των 

παραγόντων που αλληλεπιδρούν έµµεσα µε αυτά. Στη συνέχεια επαναλάβαµε το 

παραπάνω πείραµα αλλά µετά την ανοσοκατακρήµνιση ακολούθησε έκλουση από 

την κολώνα και τα προϊόντα αυτής υποβλήθηκαν σε δεύτερη ανοσοκατακρήµνιση µε 

α-Η3 αντίσωµα. Στα προϊόντα της δεύτερης ανοσοκατακρήµνισης ανιχνεύεται πάλι 

το νουκλεόσωµα 2, γεγονός που ενισχύει την αντίληψη ότι ο παράγοντας TBP 

προσδένεται σε νουκλεοσωµικό DNA στον συγκεκριµένο υποκινητή. 

Η υπερακετυλίωση της ιστόνης Η3 την ηµέρα 5 της διαφοροποίησης των 

CaCo-2 κυττάρων καθώς και η αλλαγή της διαµόρφωσης του νουκλεοσώµατος 2 µας 

οδήγησε στο να ελέγξουµε την πιθανή στρατολόγηση συνενεργοποιητών µε HAT 

ενζυµική ενεργότητα καθώς και παραγόντων που έχουν την ικανότητα να 

τροποποιούν την διαµόρφωση των νουκλεοσωµάτων (remodeling factors). Έχοντας 

ως δεδοµένο ότι ο HNF-1 αλληλεπιδρά µε CBP και P/CAF και ο HNF-4 µε CBP, 

ελέγξαµε αρχικά την στρατολόγηση των δύο αυτών παραγόντων στον υποκινητή. Η 

παρουσία και των δύο παραγόντων γίνεται αισθητή από την τέταρτη ηµέρα, αρκετά 

νωρίτερα από την χρονική στιγµή που είναι εµφανής η υπερακετυλίωση της Η3, ενώ 

ο παράγοντας hBRM που είναι βασικό συστατικό συµπλόκου αναδιοργάνωσης της 

χρωµατίνης hSWI/SNF αλληλεπιδρά µόνο παροδικά µε τον υποκινητή (ηµέρα 4-8) 

ενώ η παρουσία του είναι πιο έντονη την ηµέρα 5.5 και 6 που συµπίπτει µε την 

χρονική στιγµή στην οποία ανιχνεύουµε αναδιαµόρφωση του νουκλεοσώµατος 2.  

  



  

Στη συνέχεια, δεδοµένης της παρουσίας της RNA πολυµεράσης ΙΙ στον 

υποκινητή απουσία µεταγραφής θελήσαµε να ελέγξουµε την κατάσταση 

φοσφωρυλίωσης της που στη βιβλιογραφία φαίνεται άµεσα συνδεδεµένη µε την 

µεταγραφική έναρξη και επιµήκυνση. Για το σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκαν 

πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης σε χρωµατίνη στα οποία χρησιµοποιήθηκαν 

αντισώµατα που αναγνωρίζουν ειδικά τις φοσφωρυλιωµένες µορφές της 

πολυµεράσης στη σερίνη 5 (α-CTD-Ser5P) και σερίνη 2 (α-CTD-Ser2P) της 

καρβοξυτελικής της περιοχής (CTD). Στην εικόνα 4Β φαίνεται ότι και οι δύο µορφές 

ανιχνεύονται στον υποκινητή πολύ πριν την µεταγραφική έναρξη, προτείνοντας ότι η 

φοσφωρυλίωση της RNA πολυµεράσης ΙΙ στον υποκινητή της α1-αντιτρυψίνης δεν 

αρκεί για να επάγει την απελευθέρωσή της από το προενακτήριο σύµπλοκο και την 

µετάβασή της στην µορφή επιµήκυνσης (elongation form of polII). Σε συµφωνία µε 

άλλες εργασίες η φοσφωρυλιωµένη µορφή της πολυµεράσης στη σερίνη 5 δεν 

ανιχνεύεται σε κωδικές περιοχές του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης (εικόνα 4Β U) ενώ 

από την ηµέρα 5.5 είναι εµφανής η παρουσία της φοσφωρυλιωµένης πολυµεράσης 

στη σερίνη 2 που συµβαδίζει µε την ανίχνευση του mRNA του γονιδίου της α1-

αντιτρυψίνης 

 Από τη στιγµή που τα επίπεδα έκφρασης όλων των παραγόντων που 

εξετάστηκαν µε τα πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης εκτός του HNF-4 είναι σταθερά 

σε όλη τη διάρκεια του προγράµµατος διαφοροποίησης η σειριακή στρατολόγηση 

διαφόρων συµπλόκων στον υποκινητή δεν µπορεί να εξηγηθεί από τις αλλαγές στην 

πρωτεϊνική έκφραση, αλλά περιλαµβάνει διαφορικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

πρωτεϊνών ανάλογα µε τις διαφορετικές επιφάνειες που εκτίθενται στα διακριτά 

στάδια της διαδικασίας µορφοποίησης του προενακτήριου συµπλόκου. 

  



 

 

 

 

Εικόνα 1. Πρότυπο έκφρασης ορισµένων ρυθµιστικών παραγόντων κατά τη διαφοροποίηση των CaCo-2 
κυττάρων. 
Πυρηνικά εκχυλίσµατα αποµονώθηκαν από CaCo-2 κύτταρα των αναγραφόµενων ηµερών και ακολούθησε Western 
blot ανάλυση.   



  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Εικόνα 2. Ενεργοποίηση του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης των CaCo-2 κυττάρων. 
(Α). Ολικό RNA αποµονώθηκε από CaCo-2 κύτταρα στις αναγραφόµενες ηµέρες και πραγµατοποιήθηκε ανάλυση RT-PCR µε τη 
χρήση εκκινητών που  ανιχνεύουν την παρουσία  του cDNA της α1-αντιτρυψίνης ή της όξινης ριβοσωµικής φοσφωπρωτεϊνης 
(ARPPO) που χρησιµοποιείται ως control για την ποσοτικοποίηση των δειγµάτων. S-1 protection ανάλυση µε τη χρήση 
ολιγονουκλεοτιδίου (antisense) που αντιστοιχεί στην +4 ως +35 περιοχή του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης και nuclear run-on 
ανάλυση όπου 10µg cDNA a1-AT,  του πλασµιδιακού φορέα Bluescript (αρνητικό control) και c DNA β-ακτίνης (θετικό control) 
υβριδοποιήθηκε µε  ραδιοσηµασµένο νεοσυντιθέµενο πυρηνικό RNA που αποµονώθηκε από CaCo-2 κύτταρα των αναγραφόµενων 
ηµερών.  
(Β).Ανοσοκατακρήµνιση σε χρωµατίνη CaCo-2 κυττάρων των αναγραφόµενων ηµερών µε τη χρήση anti-acetyl-H3 και anti-acetyl-
H4 αντισωµάτων (Upstate Biotechnology) και ανίχνευση του υποκινητή της α1-αντιτρυψίνης µε PCR ανάλυση. 
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Εικόνα 3.Νουκλεοσωµική οργάνωση του υποκινητή της α1-αντιτρυψίνης κατά τη διαφοροποίηση 
των CaCo-2 κυττάρων. 
(Α).Πυρήνες από CaCo-2 κύτταρα υποβλήθηκαν σε µερική πέψη µε 45 µονάδες (units) Μικροκοκικής 
νουκλεάσης (Mnase). Το ολικό DNA που αποµονώθηκε υποβλήθηκε σε πέψη µε το ένζυµο περιορισµού 
BglII και ακολούθησε ανάλυση του γενωµικού DNA κατά Southern και υβριδοποίηση του µε τον ανιχνευτή 
1 (probe1).Indirect end labeling. 
(Β).CαCo-2 κύτταρα µονιµοποιήθηκαν (crosslinking) παρουσία 1% φορµαλδεΰδης και στη συνέχεια από 
αυτά  αποµονώθηκαν πυρήνες οι οποίοι υποβλήθηκαν σε µερική πέψη µε µικροκοκική νουκλεάση. DNA 
µεγέθους µονονουκλεοσώµατος (146 bp) αποµονώθηκε από πήκτωµα αγαρόζης και χρησιµοποιήθηκε σε 
ανάλυση LM-PCR (Ligation-mediated PCR). Η στήλη η οποία σηµειώνεται ως (-) αντιπροσωπεύει 
δείγµατα στα οποία οι πυρήνες δεν έχουν υποβληθεί σε πέψη µε µικροκοκική νουκλεάση (αρνητικό 
control).Τα µεγέθη των προϊόντων της ανάλυσης LM-PCR αναγράφονται δεξιά.Τα νούµερα στην παρένθεση 
αντιπροσωπέυουν τα προϊόντα της ανάλυσης χωρίς τον 25-µερή linker. 
(Γ).Ένα µέρος των αποµονωµένων πυρήνων που χρησιµοποιήθηκαν στο (Α) υποβλήθηκε σε πέψη µε 50 
µονάδες (units) των ενζύµων περιορισµού BamHI και ApaI στους 25Ί C για 20 λεπτά. Στη συνέχεια 
αποµονώθηκε γενωµικό DNA το υποβλήθηκε σε ολική πέψη µε το ένζυµο SphI και ακολούθηκε ανάλυση 
κατά Southern και υβριδοποίηση µε τον ανιχνευτή 2 (probe 2).Restriction enzyme accessibility assay. 
(∆).Σχηµατική αναπαράσταση του υποκινητή της α1-αντιτρυψίνης.Τα οριζόντια βέλη αντιπροσωπεύουν τις 
θέσεις των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση LM-PCR.   
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Εικόνα 4. Σειρά στρατολόγησης των συστατικών του προενακτηρίου συµπλόκου στον υποκινητή της 
α1-αντιτρυψίνης στη διάρκεια της διαφοροποίησης των CaCo-2 κυττάρων. 
(Α και Β). Ανοσοκατακρήµνιση σε χρωµατίνη µε τη χρήση των αντισωµάτων των αναγραφόµενων 
πρωτεϊνών (IP). Τα προϊόντα της ανάλυσης PCR αντιστοιχούν στον εγγύ υποκινητή της α1-αντιτρυψίνης (P) 
και στην κωδική περιοχή του ίδιου γονιδίου [3’ UTR (U)].Τα νούµερα στην κορυφή αντιστοιχούν στη 
χρονική στιγµή συλλογής των κυττάρων (σε ηµέρες) ύστερα από την στιγµή που γίνουν confluent (ηµέρα 
0).(Γ και ∆). CαCo-2 κύτταρα ηµερών 0 και 6µονιµοποιήθηκαν (crosslinking) παρουσία 1% φορµαλδεΰδης 
και στη συνέχεια από αυτά  αποµονώθηκαν πυρήνες οι οποίοι υποβλήθηκαν σε ολική πέψη µε 850 units 
µικροκοκικής νουκλεάσης για 30 λεπτά στους 37Ί C. Από ένα µέρος των πυρήνων αποµονώθηκε DNA και 
αναλύθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης (Γ), ενώ το υπόλοιπο υποβλήθηκε σε ανοσοκατακρήµνιση µε α-TBP και 
α-Η3 αντισώµατα (∆).(Ε). Τα σύµπλοκα που ανοσοκατακρηµνίστηκαν παρουσία του αναγραφόµενου 
πρώτου αντισώµατος (1st IP) εκλούστηκαν από την κολώνα (ProteinG Sepharose) και αφού αραιώθηκαν 
υποβλήθηκαν σε δεύτερη ανοσοκατακρήµνιση µε τον αναγραφόµενο δεύτερο αντίσωµα (2nd IP). Οι 
αντιδράσεις PCR πραγµατοποιήθηκαν µε τους συνδυασµούς εκκινητών που αναγράφονται στη βάση.  



  

Συζήτηση 
  

 Το κρίσιµο στάδιο στην ενεργοποίηση ενός γονιδίου είναι η δηµιουργία 

ενεργού προενακτήριου συµπλόκου (PIC) στον υποκινητή του (103, 182, 183). 

Επειδή όµως όπως είναι γνωστό το DNA στα κύτταρα είναι µε τη µορφή 

νουκλεοσωµάτων των οποίων η δοµή είναι κατασταλτική για την πρόσδεση 

παραγόντων και την µεταγραφική ενεργοποίηση η αναδιοργάνωση της χρωµατίνης 

φαίνεται πως είναι απαραίτητη για τον σχηµατισµό του προενακτήριου συµπλόκου 

και την έναρξη της µεταγραφής (46, 183). 

 Η αναδιοργάνωση αυτή επιτυγχάνεται από σύµπλοκα που έχουν την 

ικανότητα να αλλάζουν την διαµόρφωση των νουκλεοσωµάτων αντλώντας ενέργεια 

από την υδρόλυση ATP L(85, 148) και από παράγοντες που οµοιοπολικά 

τροποποιούν τις ιστόνες των νουκλεοσωµάτων (HATs, 181). Σύµφωνα µε την 

τρέχουσα άποψη, αυτές οι δύο κατηγορίες πρωτεϊνών στρατολογούνται από 

µεταγραφικούς παράγοντες, που ειδικά προσδένονται σε συγκεκριµένες αλληλουχίες 

των υποκινητών, και δηµιουργούν τοπικά µία συγκεκριµένη χρωµατινική δοµή που 

επιτρέπει την µετέπειτα στρατολόγηση παραγόντων που συνιστούν το προενακτήριο 

σύµπλοκο συµπεριλαµβανοµένης της RNA pol-II που είναι το καθοριστικό στάδιο 

για την έναρξη της µεταγραφής (103, 182).  

 Η αλληλουχία των δύο αυτών γεγονότων δηλαδή της ακετυλίωσης των 

νουκλεοσωµάτων και της νουκλεοσωµικής αναδιοργάνωσης σε σχέση µε την 

µεταγραφική ενεργοποίηση έχει µελετηθεί σε δύο τύπους υποκινητών. Έτσι στον 

υποκινητή του HO γονιδίου στον σακχαροµύκητα η ρύθµιση του οποίου εξαρτάται 

από τον κυτταρικό κύκλο του οργανισµού, ο ενεργοποιητής Swi5 στρατολογεί το 

σύµπλοκο SWI/SNF που είναι υπεύθυνο για την αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης και 

που στη συνέχεια επιτρέπει την στρατολόγηση του συµπλόκου SAGA που έχει HAT 

ενεργότητα. Η έλευση των δύο αυτών συµπλόκων διευκολύνει την πρόσδεση ενός 

δεύτερου ενεργοποιητή του SBF στον υποκινητή που οδηγεί σε µεταγραφική 

ενεργοποίηση (31). Στην περίπτωση όµως του υποκινητή της ιντερφερόνης β που 

επάγεται µετά από επιµόλυνση µε ιό και φαίνεται ότι δεν περιέχει νουκλεοσώµατα 

τουλάχιστον στην περιοχή που προσδένεται το σύµπλοκο των ενεργοποιητών του 

γονιδίου (enhancesome), τα γεγονότα αυτά συµβαίνουν µε αντίθετη σειρά. Πιο 

συγκεκριµένα, εδώ η υπερακετυλίωση της ιστόνης Η4 είναι απαραίτητη για την 

στρατολόγηση του παράγοντα BRG-1 (καταλυτική υποµονάδα του hSWI/SNF 

  



  

συµπλόκου) και η αναδιοργάνωση του γειτονικού νουκλεοσώµατος που καλύπτει το 

στοιχείο ΤΑΤΑ είναι κρίσιµη για την πρόσδεση του TFIID και τελικά την έναρξη της 

µεταγραφής (1). 

 Ένας από τους βασικούς στόχους αυτής της εργασίας ήταν η µελέτη της 

σχέσης µεταξύ της χρωµατινικής αναδιαµόρφωσης και της µορφοποίησης του 

προενακτήριου συµπλόκου σε υποκινητές που εξαρτώνται από HNF-1 και HNF-4, 

και του ρόλου των δύο αυτών ενεργοποιητών στις παραπάνω διαδικασίες. Η µελέτη 

έγινε στον υποκινητή του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης, η έκφραση του οποίου 

επάγεται κατά την διαφοροποίηση των CaCo-2 κυττάρων (147, 149, 160). Η 

χαρτογράφηση των νουκλεοσωµάτων έδειξε ότι αντίθετα από τον υποκινητή του 

γονιδίου της ιντερφερόνης β, και όπως στους περισσότερους ενεργούς υποκινητές (5) 

στα κύτταρα των θηλαστικών, ο εν λόγω υποκινητής υφίσταται µε την µορφή µιας 

σειράς τοποθετηµένων (positioned) νουκλεοσωµάτων και αυτή η νουκλεοσωµική 

οργάνωση διατηρείται σταθερή σε όλη τη διάρκεια του προγράµµατος 

διαφοροποίησης. 

 Η µελέτη του υποκινητή της α1-αντιτρυψίνης οδήγησε σε ενδιαφέροντα 

ευρήµατα σε σχέση µε το ρόλο των διαφορετικών συµπλόκων στην µεταγραφική 

ενεργοποίηση, που πιθανότατα δεν αφορούν µόνο τον συγκεκριµένο υποκινητή, αλλά 

αποτελούν γενικό µηχανισµό επαγωγής γονιδίων τόσο στη διαδικασία της 

διαφοροποίησης όσο και σε άλλες κυτταρικές διαδικασίες. Αρχικά λοιπόν 

παρατηρήσαµε ότι στην αρχή της διαφοροποίησης ο ενεργοποιητής HNF-1 και δύο 

γενικοί µεταγραφικοί παράγοντες οι TFIIB και TBP βρίσκονται στον υποκινητή και 

µάλιστα προσδένονται σε θέσεις που καλύπτονται από νουκλεοσώµατα προτείνοντας 

ότι η συγκεκριµένη χρωµατινική δοµή είναι προσβάσιµη σε µεταγραφικούς 

παράγοντες in vivo. Οι περισσότερες εργασίες περιγράφουν ότι είναι απαραίτητη 

κάποιου τύπου χρωµατινική αναδιαµόρφωση για την στρατολόγηση παραγόντων 

στον υποκινητή και κυρίως την σταθεροποίηση της πρόσδεσης του TBP στο TATA 

στοιχείο. Από την άλλη, είναι γνωστά παραδείγµατα ενεργοποιητών (HNF-3) που 

έχουν µεγαλύτερη συγγένεια πρόσδεσης σε νουκλεοσωµικό παρά σε «γυµνό» DNA 

(29) ενώ µία πρόσφατη εργασία δείχνει πρόσδεση του παράγοντα TBP και της 

RNApol-II σε ετεροχρωµατινικές περιοχές του γενώµατος του σακχαροµύκητα 

απουσία µεταγραφής.  

 Το σύµπλοκο αυτό αντιπροσωπεύει µία στατική κατάσταση ( poised state) 

στον υποκινητή που πιθανότατα τον κάνει δεκτικό στα γεγονότα που θα 

  



  

ακολουθήσουν. Έτσι το επόµενο στάδιο περιλαµβάνει µία αλλαγή από ένα µη 

κλασσικό TFIID (130, 194) σύµπλοκο στο οποίο δεν ανιχνεύονται TBP-associated 

παράγοντες ( TAFs:TBP Associated Factors) σε ένα TFIID που περιλαµβάνει 

τουλάχιστον δύο TAFs, το TAFΙΙ250 και TAFΙΙ30 (3, 13) και συµπίπτει µε την 

στρατολόγηση άλλων συστατικών του προενακτήριου συµπλόκου (TFIIH, TRAP220, 

TRAP100), συµπεριλαµβανοµένης της RNA πολυµεράσης ΙΙ. Εποµένως, όπως 

φαίνεται τα κύρια συστατικά της γενικής µεταγραφικής µηχανής είναι σταθερά 

προσδεδεµένα στον υποκινητή αρκετές ηµέρες πριν από την στρατολόγηση των 

συνενεργοποιητών, την ακετυλίωση των ιστονών, την χρωµατινική αναδιαµόρφωση 

και την µεταγραφική έναρξη.  

 Η παρατήρηση αυτή έρχεται σε αντίθεση µε την κοινή άποψη που προέρχεται 

κυρίως από in vitro πειράµατα ανασύστασης χρωµατίνης τα οποία προτείνουν ότι για 

την δηµιουργία του προενακτήριου συµπλόκου προαπαιτείται χρωµατινική 

αναδιαµόρφωση. Ενδιαφέρον επίσης παρουσιάζει το γεγονός ότι η στρατολόγηση 

CBP και P/CAF στον υποκινητή της α1-αντιτρυψίνης την ηµέρα 4 δεν συνοδεύεται 

µε άµεση αύξηση της ακετυλίωσης των νουκλεοσωµάτων στην περιοχή (ηµέρα 5), 

γεγονός που σηµαίνει είτε ότι τη χρονική αυτή στιγµή οι συγκεκριµένοι αυτοί 

συνενεργοποιητές δεν είναι ενζυµατικά ενεργοί, είτε ότι δεν έχουν άµεση πρόσβαση 

στα υποστρώµατά τους χωρίς να µπορεί να αποκλειστεί η περίπτωση ότι ένας άλλος 

παράγοντας µε HAT ενζυµική ενεργότητα είναι απαραίτητος για την υπερακετυλίωση 

της Η3 που ανιχνεύουµε την ηµέρα 5. 

Ενδιαφέρον επίσης παρουσιάζει η παρατήρηση ότι η σταθερότερη πρόσδεση 

του hBrm στον υποκινητή την ηµέρα 5.5 και 6 ακολουθεί άµεσα την υπερακετυλίωση 

της Η3 και συµφωνεί µε την ιδέα ότι υπάρχει λειτουργική σχέση µεταξύ των δύο 

αυτών διαδικασιών δηλαδή της ακετυλίωσης των ιστονών και της χρωµατινικής 

αναδιαµόρφωσης (60, 185, 38) Επιπλέον, παρόλο που η υπερακετυλίωση της Η3 στον 

υποκινητή διατηρείται σε όλη τη διάρκεια του προγράµµατος της διαφοροποίησης 

των κυττάρων παρατηρούµε ότι ο hBrm δεν ανιχνεύεται στον υποκινητή µετά από 

την αναδιαµόρφωση του νουκλεοσώµατος 2. Φαίνεται λοιπόν πως οι ακετυλιωµένες 

λυσίνες από µόνες τους δεν αρκούν για την σταθερή πρόσδεση του hBrm στο 

υποκινητή και πιθανότατα η διαφορετική διαµόρφωση που παίρνουν τα 

νουκλεοσώµατα µετά την ακετυλίωση στην πραγµατικότητα οδηγεί σε 

αποσταθεροποίηση του hBrm συµπλόκου. Η αποσταθεροποίηση αυτή υποδηλώνει ότι 

εκτός από την αρχική ενεργοποίηση του γονιδίου ο παράγοντας δεν είναι 

  



  

απαραίτητος για τα µετέπειτα στάδια που αφορούν την µεταγραφική 

επανενεργοποίηση (re-initiation). 

. Τα κύρια γεγονότα που λαµβάνουν χώρα τη στιγµή της έναρξης της 

µεταγραφής είναι η σταθερή πρόσδεση του HNF-4 και του hBrm στον υποκινητή και 

αλλαγή της δοµής του νουκλεοσώµατος 2. Παρόλο που το πρότυπο της 

στρατολόγησης του HNF-4 στον υποκινητή συµβαδίζει µε το πρότυπο έκφρασής του 

στη διάρκεια της διαφοροποίησης των CaCo-2 κυττάρων κάποιοι άλλοι µηχανισµοί 

όπως η ακετυλίωση του από CBP, που αυξάνει την συγγένεια του παράγοντα µε το 

DNA, µπορεί να συµβάλουν στην προοδευτική αύξηση της πρόσδεσης του στον 

υποκινητή (175). 

 Το γεγονός ότι η RNA πολυµεράση που ανιχνεύεται στον υποκινητή  της α1-

αντιτρυψίνης πολύ πριν την έναρξη της µεταγραφής είναι ήδη φοσφωρυλιωµένη στη 

σερίνη 5 και 2 υποδηλώνει ότι η φοσφωρυλίωση της καρβοξυτελικής ουράς της 

πολυµεράσης (CTD) δεν αρκεί για την απελευθέρωσή της από τον υποκινητή και την 

έναρξη της µεταγραφικής επιµήκυνσης. Για να συµβεί αυτό απαιτείται 

αναδιαµόρφωση του NUC2 που δρα ως φραγµός προσδίδoντας στην νουκλεοσωµική 

οργάνωση του υποκινητή έναν νέο και πολύ ενδιαφέρον ρυθµιστικό ρόλο, στην 

αποδέσµευση της RNA πολυµεράσης ΙΙ και την έναρξη της µεταγραφής. 

 Τέλος, ενδιαφέρον χαρακτηριστικό όλης της παραπάνω διαδικασίας είναι ο 

αργός ρυθµός µε τον οποίο πραγµατοποιείται σε σχέση τις αντίστοιχες διαδικασίες 

που οδηγούν σε ενεργοποίηση γονιδίων που επάγονται στην διάρκεια του κυτταρικού 

κύκλου ή από την παρουσία σήµατος. Αυτό πιθανότατα αντικατοπτρίζει τον ιδιαίτερο 

χρόνο που απαιτείται για να αποκτήσουν, τα διάφορα σύµπλοκα που 

στρατολογούνται στον υποκινητή -και που τελικά συγκλίνουν σε ένα υπέρ-σύµπλοκο-

, την ιδανική και «ώριµη» διαµόρφωση, που είναι αυτή που θα οδηγήσει σε 

µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου σε συγκεκριµένη χρονική στιγµή στη 

διάρκεια της κυτταρικής διαφοροποίησης.       

     

  

  

  

  

   

 

  



  

Επίλογος 
 

Στην εργασία αυτή µελετήθηκε ο µηχανισµός µε τον οποίο ενεργοποιούν την 

µεταγραφή οι ηπατοειδικοί παράγοντες HNF-4 και HNF-1. Το τρίτο κοµµάτι της 

εργασίας που αφορά την µελέτη της σειράς στρατολόγησης των ρυθµιστικών 

παραγόντων στον υποκινητή του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης αποκαλύπτει 

σηµαντικά στοιχεία για την δράση των ενεργοποιητών αυτών στην επαγωγή ενός 

φυσικού-γονιδίου στόχου τους. 

Αρχικά φαίνεται πως και οι δύο ενεργοποιητές έχουν την ικανότητα να 

προσδένονται σε νουκλεοσωµικό DNA τουλάχιστον στα πλαίσια του συγκεκριµένου 

υποκινητή. Στο σύστηµα αυτό φαίνεται επίσης πως για την πρόσδεση των 

ενεργοποιητών στον υποκινητή δεν προαπαιτείται η στρατολόγηση παραγόντων που 

αναδιαµορφώνουν την χρωµατίνη. Αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης δεν φαίνεται να 

απαιτείται για  την στρατολόγηση της γενικής µεταγραφικής µηχανής, του 

συµπλόκου του µεσολαβητών και της RNA πολυµεράσης ΙΙ. 

Η στρατολόγηση των συνενεργοποιητών CBP και P/CAF παρατηρείται την 

ηµέρα 4 της διαφοροποίησης που συµπίπτει µε την σταθερότερη πρόσδεση του HNF-

4 στον υποκινητή. Πιθανότατα, ο παράγοντας HNF-4 στρατολογεί την 

ακετυλοτρανσφεράση CBP στον υποκινητή και ακετυλιώνεται από αυτή γεγονός που 

συµβάλει όπως αποδείχθηκε στο πρώτο µέρος της εργασίας στην σταθερότερη 

πρόσδεσή του στο DNA και στον ίδιο τον συνενεργοποιητή και στην συγκράτησή του 

στον πυρήνα του κυττάρου. Ο ίδιος όµως συνενεργοποιητής αλληλεπιδρά και µε τον 

ενεργοποιητή  HNF-1 και πιθανά η αλληλεπίδραση αυτή συµβάλει στην ταυτόχρονη 

στρατολόγηση του P/CAF αφού όπως δείχθηκε στο δεύτερο µέρος της εργασίας η 

πρόσδεση του CBP στο αµινοτελικό άκρο του HNF-1 αυξάνει την συγγένεια 

πρόσδεσης του  P/CAF για το καρβοξυτελικό. 

Και οι δύο συνενεργοποιητές βρίσκονται στον υποκινητή από την ηµέρα 4 της 

διαφοροποίησης. ∆εν φαίνονται όµως να είναι ενζυµατικά ενεργοί τουλάχιστον ως 

προς τις ιστόνες. Η υπερακετυλίωση της ιστόνης Η3 παρατηρείται µία µέρα αργότερα 

γεγονός που σηµαίνει πως την ηµέρα 4 η διαµόρφωση των δύο συνενεργοποιητών δεν 

είναι κατάλληλη και πιθανότατα η αλληλεπίδραση τους µε τους ίδιους τους 

ενεργοποιητές  όπως φαίνεται και στο δεύτερο κοµµάτι της εργασίας είναι  αυτή που 

τους προσδίδει την κατάλληλη διαµόρφωση και εποµένως την ενζυµική ενεργότητα. 

 

  



  

 

Η παροδική στρατολόγηση του παράγοντα hBrm και η αναδιαµόρφωση του 

νουκλεοσώµατος που καλύπτει το σηµείο έναρξης της µεταγραφής συµπίπτει µε την 

χρονική στιγµή της ενεργοποίησης του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης. ∆εν είναι 

γνωστό αν ο παράγοντας αυτός αλληλεπιδρά µε κάποιον ή και τους δύο 

ενεργοποιητές του γονιδίου είτε στρατολογείται από τον συνενεργοποιητή CBP που 

είναι γνωστό από την βιβλιογραφία ότι αλληλεπιδρά. 

 Ο ρόλος των ενεργοποιητών HNF-4 και HNF-1 στην ενεργοποίηση της 

µεταγραφής του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης είναι διαφορετικός από τον µέχρι τώρα 

προτεινόµενο. Στον υποκινητή του ΗΟ γονιδίου στον σακχαροµύκητα ο 

ενεργοποιητής Swi5 στρατολογεί το σύµπλοκο αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης 

SWI/SNF, διαδικασία απαραίτητη για την περαιτέρω στρατολόγηση του δεύτερου 

ενεργοποιητή SBF ο οποίος είναι υπεύθυνος για την στρατολόγηση του 

συνενεργοποιητή GCN5 που έχει ΗΑΤ ενζυµική ενεργότητα. Και τα δύο παραπάνω 

γεγονότα οδηγούν τελικά στην στρατολόγηση της γενικής µεταγραφικής µηχανής και 

της RNA pol II που είναι το κρίσιµο και τελικό στάδιο για την µεταγραφική έναρξη. 

Στην περίπτωση του υποκινητή του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης το προενακτήριο 

σύµπλοκο που περιλαµβάνει και τους ενεργοποιητές και την γενική µεταγραφική 

µηχανή συγκροτείται ανεξάρτητα από την χρωµατινική αναδιαµόρφωση και 

εποµένως οι ενεργοποιητές στη περίπτωση αυτή στρατολογούν τους 

συνενεργοποιητές όχι για να γίνει ο υποκινητής πιο προσβάσιµος σε συστατικά του 

προενακτήριου συµπλόκου αλλά για να προκληθεί αναδιαµόρφωση του 

νουκλεοσώµατος που καλύπτει το σηµείο έναρξης της µεταγραφής που οδηγεί σε 

µεταγραφική έναρξη. 

  Το ερώτηµα που εύλογα τίθεται στο σηµείο αυτό είναι αν ο µηχανισµός 

µεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου της α1-αντιτρυψίνης είναι γενικός ή 

χαρακτηρίζει µόνο το συγκεκριµένο γονίδιο, είτε γονίδια που εξαρτώνται από τους 

ενεργοποιητές HNF-4 και HNF-1. Θα ήταν λοιπόν πολύ ενδιαφέρον να µελετηθούν 

πολλά διαφορετικά φυσικά γονίδια-στόχοι των παραπάνω ενεργοποιητών στον ίδιο ή 

και σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους στους οποίους πιθανά η έκφραση/αναλογία 

των ρυθµιστικών παραγόντων πχ. των συνενεργοποιητών είναι διαφορετική. Η 

µελέτη µηχανισµού ρύθµισης γονιδίων που η έκφρασή τους δεν εξαρτάται από τους 

παραπάνω ενεργοποιητές θα αποδείξει επίσης αν πρόκειται για έναν γενικευµένο 

µηχανισµό µεταγραφικής ρύθµισης που χαρακτηρίζει µία µερίδα υποκινητών.   
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