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                                                             SUMMARY 

 
The liver-enriched transcription factors are part of a complex transcriptional 

network, which seems to be responsible for both the determination and the maintenance 

of the hepatic phenotype. This network is established by a number of autoregulary and 

cross-regulatory pathways securing balanced high levels of the main factors in 

hepatocytes. Hepatocyte nuclear factor-4α (HNF4α) has been considered to be at the top 

of the hierarchy of the transcription factor cascade that drives hepatocyte differentiation. 

In addition, studies on the recently developed liver-specific HNF4 KO mice revealed the 

crucial role of this factor in the regulation of genes involved in key metabolic pathways 

of the adult liver. 

  Using the liver-specific HNF4 KO mice we demonstrate that HNF4 is 

essential for the maintenance of normal liver architecture. In the absence  of HNF4 the 

liver parenchyma is highly disorganized, and cell to cell contact is disrupted. Hepatocytes 

at the central vein areas are hypertrophic, while hepatocytes at throughout the liver lobule 

are vacuolated and accumulate lipids. Analysis of the expression pattern of other 

regulators involved in the in the liver specific transcriptional network revealed major 

defects in the transcription factor cross-regulatory pathways. Of particular interest  is the 

reciprocal down and upregulation of HNF1α and HNF1-β respectively. Downregulation 

of HNF1α was expected as it is a known HNF4 target gene. On the other hand 

upregulation of HNF1-β in hepatocytes was surprising, as this gene is silent in adult 

parenchymal hepatocytes and its regulation has been thought to be independent of HNF4. 

This finding suggests that HNF4 expression directly or indirectly is involved in the 

activation of the HNF1-β gene during normal hepatocyte development. 
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                                                         ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 Οι μεταγραφικοί παράγοντες που απαντούν σε υψηλά ποσοστά στο συκώτι 

αποτελούν μέρος ενός πολύπλοκου μεταγραφικού δικτύου, που φαίνεται να είναι 

υπεύθυνο τόσο για τον καθορισμό όσο και για τη διατήρηση του ηπατικού φαινοτύπου. 

Αυτό το δίκτυο εγκαθιδρύεται από έναν αριθμό αυτορυθμιστικών και 

αλληλορυθμιστικών μονοπατιών που διασφαλίζουν την ισορροπημένη υψηλή έκφραση 

των κυριοτέρων παραγόντων στα ηπατοκύτταρα. Ο ηπατικός πυρηνικός παράγοντας 4α 

(HNF4α) πιστεύεται ότι βρίσκεται στην κορυφή της ιεραρχίας του καταρράκτη 

μεταγραφικών παραγόντων που οδηγεί την διαφοροποίηση των ηπατοκυττάρων. 

Επιπρόσθετα, μελέτες στα πρόσφατα ανεπτυγμένα ηπατοειδικά HNF4 KO ποντίκια 

έχουν αναδείξει έναν σημαντικό ρόλο αυτού του παράγοντα στη ρύθμιση γονιδίων που 

εμπλέκονται σε μεταβολικά μονοπάτια –κλειδιά του ενήλικου συκωτιού. 

 Χρησιμοποιώντας τα ηπατοειδικά HNF4 KO ποντίκια διαπιστώσαμε ότι ο HNF4 

είναι απαραίτητος για τη διατήρηση της φυσιολογικής ηπατικής αρχιτεκτονικής. 

Απουσία του HNF4, το παρέγχυμα του συκωτιού εμφανίζεται αποδιοργανωμένο και 

φαίνεται να χαλάει η διακυτταρική επαφή. Τα ηπατοκύτταρα στις περιοχές των 

κεντρικών φλεβών είναι υπερτροφικά ενώ τα ηπατοκύτταρα όλου του λοβού περικλείουν 

κυστίδια συσσωρευμένων λιπιδίων. Ανάλυση του προτύπου έκφρασης άλλων ρυθμιστών 

που εμπλέκονται στο ηπατοειδικό μεταγραφικό δίκτυο ανέδειξε αρκετές αλλαγές στα 

ρυθμιστικά μονοπάτια των μεταγραφικών παραγόντων. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παραουσιάζει η μείωση και αύξηση της έκφρασης των HNF1α και HNF1β αντίστοιχα. Η 

μείωση του ΗΝF1α ήταν αναμενόμενη για το λόγο ότι αποτελεί γνωστό γονίδιο-στόχο 

του HNF4. Aπό την άλλη πλευρά η αύξηση της έκφρασης του HNF1β στα ηπατοκύτταρα  

μας δημιούργησε έκπληξη καθότι δεν εκφράζεται φυσιολογικά στα ενήλικα 

παρεγχυματικά ηπατοκύτταρα και η ρύθμισή του θεωρείται ανεξάρτητη του HNF4. Aυτό 

το εύρημα υποδεικνύει  ότι ο HNF4 εμπλέκεται άμεσα ή έμμεσα στην απενεργοποίηση 

του HNF1β γονιδίου κάτω από φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης των ηπατοκυττάρων.  
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                                                          ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Ήπαρ και ηπατογένεση 

 

 Το ήπαρ των θηλαστικών είναι ένα μεγάλο σε μέγεθος και σημαντικό σε 

λειτουργία εσωτερικό όργανο που στα ενήλικα άτομα αποτελείται από τέσσερις λοβούς. 

 Οι κυριότερες από τις λειτουργίες του είναι ο μεταβολισμός των υδατανθράκων, 

λιπών και στεροειδών, η αποθήκευση βιταμινών καθώς και η παραγωγή πρωτεïνών του 

ορού. Σημαντικός είναι επίσης ο ρόλος του στην αποτοξίνωση βλαβερών για τον 

οργανισμό παραπροïόντων του μεταβολισμού ενώ τα χολικά οξέα που εκκρίνονται από 

τα ηπατοκύτταρα και μεταφέρονται στο έντερο βοηθούν στην ομαλή λειτουργία της 

πέψης. Τέλος στα έμβρυα το συκώτι χρησιμεύει και σαν αιμοποιητικό όργανο. 

 Η εσωτερική δομή του συκωτιού παρουσιάζει σε μεγάλο βαθμό ομοιογένεια και 

συνίσταται από ηπατοκύτταρα, χοληφόρα σωληνάρια, ηπατικές αρτηρίες, πυλαίες και 

κεντρολόβιες φλέβες. Tα ηπατοκύτταρα αποτελούν το 60% των κυττάρων στο συκώτι 

ενός ενήλικου αρουραίου ενώ άλλα κύτταρα που απαντούν είναι χολαγγειοκύτταρα, 

μακροφάγα (κύτταρα Κuppfer), αστρικά κύτταρα (stellate) και μια ποικιλία 

ενδοθηλιακών κυττάρων (1). 

 Η ανάπτυξη του συκωτιού ξεκινάει περίπου την E8.25 ημέρα της γαστριδίωσης 

και σύμφωνα με το επικρατέστερο μοντέλο χωρίζεται σε τρία αναπτυξιακά στάδια, που 

ρυθμίζονται από την παρουσία μεταγραφικών παραγόντων. Στο πρώτο στάδιο της 

επιδεκτικότητας ο HNF3 μεταγραφικός παράγοντας που παράγεται στο ενδόδερμα, 

μαρκάρει κατά κάποιο τρόπο τα ‘ηπατικά’ γονίδια με την προοπτική να εκφραστούν σε 

συγκεκριμένα αναπτυξιακά στάδια. Στο δεύτερο στάδιο αυξητικοί (FGFs) παράγοντες 

που ελευθερώνονται από τον καρδιακό ιστό επάγουν το παρακείμενο πολυδύναμο 

ενδόδερμα ώστε να αποκτήσει ηπατική τύχη. Η δράση των FGFs πιθανότατα οδηγεί στην 

έκφραση ειδικών μεταγραφικών παραγόντων καθορισμού που σηματοδοτούν την έναρξη 

ενός προγράμματος έκφρασης ηπατικών γονιδίων με την πρόσδεσή τους σε επιδεκτικούς 

υποκινητές. Το τελικό στάδιο της διαφοροποίησης είναι το στάδιο της μετάβασης από 

ένα πολυδύναμο ενδοδερμικό κύτταρο σε ένα πλήρως λειτουργικό ηπατοκύτταρο (2). H 
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διαδικασία της διαφοροποίησης συνοδεύεται από σημαντικές αλλαγές στη γονιδιακή 

έκφραση, που οδηγούν στην εγκαθίδρυση ενός πολύπλοκου μεταγραφικού δικτύου, 

υπεύθυνου τόσο για τον καθορισμό όσο και για τη διατήρηση του ηπατικού φαινοτύπου. 

 

Κύριοι ρυθμιστές καθορισμού και διατήρησης του ηπατικού φαινοτύπου 

 

 Μελέτες σε ρυθμιστικά της μεταγραφής στοιχεία γονιδίων που εκφράζονται σε 

ηπατοκύτταρα, έχουν οδηγήσει στην ταυτοποίηση ενός αριθμού μεταγραφικών 

παραγόντων όπως ο ηπατικός πυρηνικός παράγοντας 1 (HNF1), 3 (FOXA), 6 

(ONECUT), πρωτεΐνες που προσδένονται σε CCAAT στοιχεία του ενισχυτή (C/EBP) και 

ο HNF4 που έχουν τη δυνατότητα τροποποίησης της ρύθμισης ηπατικών γονιδίων σε 

καρκινικά ηπατικά κύτταρα (3, 4). 

 Εξέχουσα θέση μεταξύ αυτών κατέχει ο HNF4 καθώς μελέτες γονιδιακής 

απαλοιφής  του HNF4 τόσο σε έμβρυο όσο και σε ενήλικο άτομο ποντικού έχουν 

υποδείξει την έλλειψη έκφρασης ενός μεγάλου αριθμού γονιδίων που λαμβάνουν μέρος 

σε πολλές λειτουργίες του ώριμου ηπατοκυττάρου (2,5-10). Αυτές οι λειτουργίες 

περιλαμβάνουν τη ρύθμιση του ενεργειακού μεταβολισμού, την αποτοξίνωση 

ξενοβιωτικών ουσιών, τη σύνθεση των χολικών οξέων και την παραγωγή πρωτεïνών του 

ορού. Ωστόσο η ικανότητα του HNF4 στην ρύθμιση της έκφρασης κάποιων ηπατικών 

γονιδίων είναι χρονικά περιορισμένη (10). 

 

 

O ΗΝF4 μεταγραφικός παράγοντας 

 

 Ο HNF4 αποτελεί έναν μεταγραφικό παράγοντα μέλος της υπεροικογένειας των 

πυρηνικών υποδοχέων στεροειδών ορμονών. Παρά το γεγονός ότι δεν απαιτεί κάποιον 

συνδέτη (ligand)  για τη ρυθμιστική του δράση, βρέθηκε ότι η ενεργότητά του μπορεί να 

τροποποιηθεί με την πρόσδεση κάποιων  προïόντων μεταβολισμού των λιπαρών οξέων ( 

fatty acyl-coA θειοεστέρων) (11-12). Επιπρόσθετα ο HNF4 έχει βρεθεί ότι υφίσταται 

μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις όπως φωσφορυλίωση και ακετυλίωση, που ρυθμίζουν 
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τη μεταγραφική του ενεργότητα και τον ενδοκυτταρικό του εντοπισμό καθώς και ότι 

προσδένει SMADS 3 και 4 (13-17). 

 O ΗΝF4 συνιστά μια οικογένεια μεταγραφικών παραγόντων, το πρώτο μέλος της 

οποίας, ο HNF4α, έχει αναγνωρισθεί ως παράγοντας που αλληλεπιδρά με στοιχεία 

υποκινητών που ρυθμίζουν την ηπατοειδική μεταγραφή (11). Ωστόσο ο HNF4α 

εκφράζεται και σε μη ηπατικά κύτταρα όπως στο πάγκρεας, το στομάχι και τα νεφρά. 

(18-20). 

 Eκτός του HNF4α έχουν ταυτοποιηθεί και δύο άλλα μέλη της HNF4 οικογένειας 

όπως ο HNF4β στον Xenopus (21) και ο HNF4γ στον άνθρωπο (22) που φαίνεται να 

έχουν ξεχωριστές αλλά αλληλεπικαλυπτόμενες λειτουργίες με τον HNF4α. 

 Μεγαλύτερη πολυπλοκότητα στη ρύθμιση των HNF4α – εξαρτώμενων γονιδίων 

προκύπτει από την ύπαρξη διαφόρων ισομορφών του HNF4α που προκύπτουν από 

εναλλακτικό μάτισμα ( alternative splicing) των 10 αρχικά  αναγνωρισμένων εξονίων του 

HNF4α γονιδίου (19,20,23). Mέχρι τώρα οχτώ διαφορετικές  ισομορφές έχουν 

ταυτοποιηθεί σε δείγματα cDNA ανθρώπου και ποντικού. 

 Ο HNF4α1 αντιπροσωπεύει το αρχικά αναγνωρισμένο μετάγραφο (11). H 

HNF4α2 ισομορφή περιλαμβάνει ένα μεγαλύτερο ένατο εξόνιο έχοντας 10-επιπλέον-

αμινοξέα και ο HNF4α3 χαρακτηρίζεται από μικρότερο και διαφορετικό C-τελικό 

κομμάτι (24,25). O ΗNF4α4 περιλαμβάνει στην Ν-τελική περιοχή δύο επιπρόσθετα 

εξόνια 1B και 1C (26) και η HNF4α5 ισομορφή περιέχει τα 1Β 1C εξόνια καθώς και το 

μεγαλύτερο ένατο εξόνιο που απαντά στην HNF4α2 ισομορφή. Ο HNF4α6 συνδυάζει τα 

εξόνια 1Β και 1C με την μικρότερη C-τελική περιοχή του HNF4α3 (26). Η HFN4α7 

ισομορφή διαθέτει μια διαφορετική Ν-τελική αμινοξική αλληλουχία που μεταφράζεται 

από εναλλακτικό πρώτο εξόνιο με μια διαφορετική 5’ μη μεταφραζόμενη περιοχή από 

τον HNF4α1 και η μεταγραφή του ρυθμίζεται από διαφορετικό υποκινητή (27). Tέλος η 

HNF4α8 ισομορφή είναι ίδια με την HNF4α7 με τη διαφορά ότι περιλαμβάνει το 

μεγαλύτερο ένατο εξόνιο της HNF4α2 ισομορφής. Οι HNF4α7/8 ισομορφές εκφράζονται 

σε εμβρυïκά στάδια στο συκώτι του ποντικού και λίγες ημέρες μετά τη γέννησή του 

χάνονται (28). Επίσης ο HNF4α7 έχει βρεθεί να αποτελεί την κύρια ισομορφή έκφρασης 

σε εμβρυïκά πολυδύναμα κύτταρα (27). 
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 Ο HNF4α γενικά δρα σαν θετικός ρυθμιστής της μεταγραφής πολλών 

ηπατοκυτταρικών γονιδίων όπως του HNF1α. Διαθέτει δυο περιοχές μεταγραφικής 

ενεργοποίησης, μία στο αμινοτελικό άκρο (AF1), που συμβάλλει στην πλήρη ενεργότητα 

του μορίου και μια καρβοξυτελική (AF2) που είναι απαραίτητη για την ισχύ του στη 

μεταγραφική ενεργοποίηση και ευθύνεται για το διμερισμό του. Παρακείμενη της AF1 

είναι η περιοχή με την οποία ο HNF4α προσδένεται στο DNA σα διμερές. Στο 

καρβοξυτελικό κομμάτι κοντά στην AF2 υπάρχει η F περιοχή για την οποία έχει 

προταθεί ότι προσδίδει ανασταλτική δράση στο μόριο (11). 

 

 

Ρύθμιση της έκφρασης του HNF4α γονιδίου 

 

 Πειράματα ανάλυσης της 5’ αλληλουχίας πάνω από το σημείο έναρξης της 

μεταγραφής του HNF4α γονιδίου οδήγησαν στον χαρακτηρισμό δύο σημαντικών 

ρυθμιστικών περιοχών, ενός εγγύτερου υποκινητή ~450 b και ενός ενισχυτή ~6.5 kb 

πάνω από το σημείο έναρξης της μεταγραφής (29,30). Οι δύο αυτές ρυθμιστικές περιοχές 

περικλείουν θέσεις πρόσδεσης μιας σειράς από μεταγραφικούς παράγοντες που 

ρυθμίζουν τη μεταγραφική ενεργοποίηση του HNF4α γονιδίου. Στην περιοχή του 

υποκινητή ταυτοποιήθηκαν θέσεις πρόσδεσης  των παραγόντων HFN1α/β, HNF6, Sp1, 

GATA6, COUP TFII και RXR-RAR ενώ στην περιοχή του ενισχυτή πιστεύεται ότι 

προσδένονται οι HNF3, HNF1 και C/EBP. Πειράματα διαμόλυνσης αθανατοποιημένων 

κυτταρικών σειρών με πλασμίδια αναφοράς αποκάλυψαν μια θετική ρύθμιση της 

μεταγραφής του HNF4α από τη συνεργατική δράση των παραγόντων HNF1α - HNF6 και 

HNF1β- GATA6 και μια αρνητική  ρύθμιση από τον COUP TFII (29). Επιπλέον κάποιες 

μελέτες έχουν δείξει την εμπλοκή του CPF/FTF παράγοντα στη μεταγραφική 

ενεργοποίηση του HNF4α (37). Αυτός ο παράγοντας βρέθηκε ότι προσδένεται στον 

υποκινητή του HNF4α και ενεργοποιεί ασθενώς τη μεταγραφή του. 

 Μελέτη της χρονικής σειράς στρατολόγησης παραγόντων στον υποκινητή και 

ενισχυτή του HNF4α στην έναρξη της μεταγραφής του γονιδίου κατά τη διαφοροποίηση 

των CaCo2 κυττάρων, ανέδειξε έναν μηχανισμό κατά τον οποίο η μεταγραφική 

ενεργοποίηση του γονιδίου απαιτεί το σχηματισμό ενός σταθερού συμπλόκου ενισχυτή-
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υποκινητή μέσα από τη δημιουργία λούπας με ταυτόχρονη αναδιαμόρφωση του 

νουκλεοσώματος στη θέση έναρξης της μεταγραφής.  

 

 

Ρόλος του HNF4α στην ανάπτυξη 

 

 Το πρώτο mRNA μετάγραφο του HNF4α γονιδίου ανιχνεύεται στο πρωτογενές 

(primitive) ενδόδερμα  της βλαστοκύστης της Ε 4.5 ημέρας και συνεχίζει να εκφράζεται 

στο εξωεμβρυïκό σπλαχνικό (visceral) ενδόδερμα. του λεκιθικού σάκου κατά την 

ανάπτυξη. Στο αναπτυσσόμενο έμβρυο πρωτοανιχνεύεται την Ε 8.5  στο πρωταρχικό 

συκώτι (liver bud) και στο στομάχι και ακολούθως στο αναπτυσσόμενο πάγκρεας και τα 

νεφρά την Ε10 ημέρα (19,32). Στο ενήλικο άτομο η έκφραση του HNF4 περιορίζεται στο 

ήπαρ, το γαστρεντερικό σωλήνα, το πάγκρεας και τα νεφρά. 

 Η σπουδαιότητα του ρόλου του HNF4 στην ανάπτυξη φαίνεται από το γεγονός 

ότι μεταλλαγμένα ποντίκια που δεν εκφράζουν HNF4 (HNF4-/-) πεθαίνουν μένοντας στο 

στάδιο Ε 7.5 της ανάπτυξης, ανίκανα να ολοκληρώσουν τη γαστριδίωση (33). Μελέτες 

έδειξαν ότι ο HNF4 είναι απαραίτητος για την έκφραση διαφόρων παραγόντων που 

εκκρίνονται από το σπλαχνικό ενδόδερμα  και για τη δημιουργία ενός περιβάλλοντος που 

μπορεί να υποστηρίξει τη διαδικασία της γαστριδίωσης στο έμβρυο (5). 

 Ετερόζυγες μεταλλαγές στο HNF4α γονίδιο στον άνθρωπο έχει δειχθεί ότι 

συνδέονται με τη νεανική μορφή εμφάνισης τύπου II διαβήτη (MODY-1) (23,34). 

 

 

Συστήματα μελέτης του ρόλου του HNF4 στη διαφοροποίηση των ηπατοκυττάρων 

 

 Η μελέτη του ρόλου του ΗΝF4α στον καθορισμό και τη διατήρηση του ηπατικού 

φαινοτύπου είναι αδύνατη με τη χρήση HNF4-/- ποντικιών εξαιτίας της μη βιωσιμότητας 

των ζώων αυτών. 

 Βρέθηκε ωστόσο ότι τα HNF4-/- έμβρυα μπορούσαν να επιβιώσουν όταν τους 

παρέχονταν ένα αγρίου τύπου εξωεμβρυïκό ενδόδερμα  με την κατασκευή 

τετραπλοειδών εμβρύων (tetraploid embryo complementation) (2,5). Χρησιμοποιώντας 
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αυτή τη μέθοδο βρέθηκε ότι τα έμβρυα που προέκυπταν από HNF4-/- εμβρυïκά 

πολυδύναμα κύτταρα (ΕS) ήταν βιώσιμα μέχρι την Ε12.0 ημέρα και ο θάνατός τους δε 

σχετιζόταν με τον HNF4 αλλά οφειλόταν σε περιορισμούς τεχνικής φύσης.  

 Σημαντικό ήταν το εύρημα ότι το συκώτι τόσο των HNF4+/-
  ES κυττάρων 

φαινόταν μορφολογικά και ιστολογικά το ίδιο. Ωστόσο το mRNA  14 γονιδίων που 

καθορίζουν την ωρίμανση του ηπατικού φαινοτύπου και έχουν σημαντικούς ρόλους στη 

λειτουργία των ηπατοκυττάρων βρέθηκε είτε μειωμένο είτε μη ανιχνεύσιμο απουσία του 

HNF4α όπως του HNF1α, του PXR, της αλβουμίνης, κάποων απολιποπρωτεïνών , της 

υδροξυλάσης της φαινυλαλανίνης κα (2) υποδεικνύοντας το σημαντικό ρόλο του HNF4α 

στη διαφοροποίηση των ηπατοκυττάρων. 

 Με στόχο την εξασφάλιση της επιβίωσης των HNF4-/-  εμβρύων και τη μελέτη 

του ρόλου του HNF4α σε μεγαλύτερα αναπτυξιακά στάδια οι ερευνητικές ομάδες 

κατέφυγαν στην ανάπτυξη μεθόδων επαγόμενης απαλοιφής της έκφρασης του HNF4α 

τόσο σε εμβρυïκό όσο και σε ενήλικο στάδιο, χρησιμοποιώντας το σύστημα του Cre-

loxP ανασυνδυασμού (7,35). 

 Για την εξάλειψη της έκφρασης του HNF4α στο ενήλικο συκώτι 

διασταυρώθηκαν ποντίκια με floxed τα εξόνια 4 και 5 των δύο HNF4α αλληλομόρφων 

με διαγονιδιακά  Cre ποντίκια στα οποία η έκφραση της ρεκομπινάσης επάγεται από τον 

υποκινητή του γονιδίου της αλβουμίνης που κυρίως εκφράζεται μετά τη γέννηση του 

ποντικού (7). Το αποτέλεσμα του Cre-loxP ανασυνδυασμού οδηγεί στην πλήρη εξάλειψη 

της έκφρασης του HNF4α  μέχρι την 5η  με 6η εβδομάδα μετά τη γέννησή του. Αφού 

συντελεί στη δημιουργία μιας μικρότερης μη λειτουργικής πρωτεïνης. 

 Μελέτες έδειξαν ότι αυτά τα HNF4 KO ποντίκια συσσώρευαν λιπίδια στο συκώτι 

και στον ορό είχαν αφενώς πολύ μειωμένα επίπεδα χοληστερόλης και τριγλυκεριδίων 

αφετέρου αυξημένη συγκέντρωση χολικών οξέων. Επιπλέον το συκώτι εμφανιζόταν 

διογκωμένο με αρκετά από τα κεντρολόβια ηπατοκύτταρα  είτε υπερτροφικά και 

ηωσινόφιλα είτε με κυστίδια λιπιδίων. Διαπιστώθηκε λoιπόν in vivo ότι η παρουσία του 

HNF4α είναι ουσιώδης γι τη διατήρηση της διαφοροποίησης των ηπατοκυττάρων και ότι 

αποτελεί κεντρικό ρυθμιστή γονιδίων που εμπλέκονται στον έλεγχο της ομοιόστασης 

των λιπιδίων.  
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 Από την άλλη πλευρά η επαγόμενη απαλοιφή της έκφρασης του HNF4α σε 

εμβρυïκό στάδιο με το σύστημα του Cre-lox P ανασυνδυασμού ανέδειξε το σημαντικό 

ρόλο του HNF4α στη μορφολογική και λειτουργικά διαφοροποίση των ηπατοκυττάρων, 

στη δημιουργία του ηπατικού επιθηλίου και τη συσσώρευση του γλυκογόνου στο συκώτι 

(35,36). 

Από πειράματα σε τέτοια HNF4 KO έμβρυα φάνηκε ότι ο HNF4α είναι απαραίτητος για 

την εγκαθίδρυση της φυσιολογικής ηπατικής αρχιτεκτονικής συμπεριλαμβανομένης της 

ενδοθηλιακής οργάνωσης στα  ηπατικά sinusoids. 
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                                                 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

 Ο κύριος στόχος των πειραμάτων κατά τη διάρκεια εκπόνησης της 

συγκεκριμένης διατριβής ήταν η μελέτη του ρόλου του HNF4 στη ρύθμιση του δικτύου 

των μεταγραφικών παραγόντων που λειτουργεί στο συκώτι. Η άσκηση στο εργαστήριο 

επικεντρώθηκε σε 2 μέρη: 

• Την ανάδειξη της ισομορφής του HNF4α που κυρίως εκφράζεται στα εμβρυϊκά 

στάδια της ανάπτυξης του ποντικού 

• Την ανάλυση φαινοτύπου του συκωτιού στο ηπατοειδικά επαγόμενο HNF4 KO 

ποντίκι με τη διερεύνηση αλλαγών στη δομή του συκωτιού και στα επίπεδα έκφρασης 

άλλων μεταγραφικών παραγόντων που εκφράζονται στο ήπαρ. 
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                                             ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 
 
 
1. ΥΛΙΚΑ 
 

• Τα χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν είναι προïόντα των ακόλουθων 

εταιρειών: Sigma, Merck, Promega, New England Biolabs, , Pharmacia, Stratagene, 

Boehringer Mannheim, BRL, Santa Cruz, Biorad. 

 

• Tα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν της New England Biolabs και της Promega. 

 

 

• Tα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια παρασκευάστηκαν στο εργαστήριο μικροχημείας του 

ΙΜΒΒ. 

 

• Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι τα ακόλουθα: ΗΝF4α (Santa Cruz για τις 

χρώσεις και rabbit serum για τα Westerns), ΗΝF1α (Santa Cruz C-19 goat), HNF1(Santa 

Cruz N-19), COUP TF II ( rabbit serum) HNF6 (Santa Cruz H-100 rabbit), GATA6 

(Santa Cruz, Η-92 rabbit), GATA4 (Santa Cruz, H-112 rabbit), C/EBPα (Santa Cruz 

,14AA rabbit) HNF3β (Santa Cruz, M-20 goat ) ,CPF (rabbit serum) TBP (Santa Cruz, 

3G3 mouse), anti-rabbit (Rockland), anti-mouse (Jackson) anti-goat (Santa Cruz) 

biotinylated anti-rabbit (Vectastain). 

 

• Tα ειδικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν είναι παρασκευής των παρακάτω 

εταιρειών: RT –PCR kit (ProStar Ultra HF Stratagene), ECL (Amersham), 

Avidin/peroxidase-Biotin complex (Vectastain), DAB (Vectastain), CyberGreen ( 

Rockland). 
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2.ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

Απομόνωση RNA από ήπαρ ποντικού 

 

 Το RNA απομονώθηκε με τη μέθοδο της όξινης φαινόλης. Αρχικά το συκώτι του 

ποντικού ξεπλένεται με PBS και τοποθετείται σε Solution D (4Μ θειοκυανικό γουανίδιο, 

25mM κιτρικό νάτριο pH 7, 0.5% σαρκοσύλιο, 0.72% β-μερκαπτοαιθανόλη 14.3 Μ). Το 

συκώτι ομογενοποιείται σε ομογενοποιητή και προστίθεται κατά σειρά 1/10 του όγκου 

2Μ οξικό αμμώνιο, 1 όγκος φαινόλης pH 4 και 2 όγκοι Sevaq ( χλωροφόρμιο και 

ισοαμυλική αλκοόλη σε αναλογία 24/1. Ακολουθεί επώαση 15 λεπτών στον πάγο και 

φυγοκέντρηση σε 3000 rpm για 40 λεπτά στους 4οC. To υπερκείμενο εκχυλίζεται με ίσο 

όγκο ουδέτερης φαινόλης pH 7.5. και φυγοκεντρείται για άλλα 40 λεπτά στις 3000 rpm , 

4oC. Στο υπερκείμενο προστίθεται ίσος όγκος ισοπροπανόλης και τοποθετείται σε –20οC 

για περισσότερο από μία ώρα. Κατόπιν φυγοκεντρείται για 20 λεπτά σους 4οC στις 

14000 rpm, απομακρύνεται το υπερκείμενο και το ίζημα ξεπλένεται με 70% αιθανόλη. 

Απομακρύνεται το υπερκείμενο και η πελέτα στεγνώνεται από τα υπολείμματα της 

αλκοόλης και επαναδιαλύεται σε 200-300 μl ενέσιμου H2O. Μετά την πλήρη 

επαναιώρησή του το RNA ποσοτικοποιείται με φωτομέτρηση στα 260 nm και η ποιότητά 

του ελέγχεται σε πήκτωμα αγαρόζης 2%. 

 

 

Επώαση RNA με DΝάση και αντίστροφη μεταγραφή (RT) 

 

 15-20 μg RNA επωάζονται με 1 μl DNάση (10u/λ χωρίς RNάση), 1x ρυθμιστικό 

διάλυμα DNάσης (200mΜ Tris pH 8.0, 50 mM NaCl, 30 mM MgCl2) για 1 ώρα στους 

37οC. Μετά την επώαση πραγματοποιείται εκχύλιση φαινόλης/χλωροφορμίου/ 

ισοαμυλικής αλκοόλης (25/24/1). Στο υπερκείμενο προστίθενται 2.5 όγκοι απόλυτης 

αιθανόλης και 1/10 όγκου οξικό νάτριο και αφήνεται στους –80οC για 20 λεπτά. Το 

δείγμα φυγοκεντρείται για 20 λεπτά στις 14000 rpm και η πελέτα ξεπλένεται δύο φορές 

με 70% αιθανόλη. Απομακρύνεται η αιθανόλη, το ίζημα  αφήνεται να στεγνώσει και 

επαναδιαλύεται σε 30 μl ενέσιμο Η2Ο. 
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 Για την αντίστροφη μεταγραφή χρησιμοποιείται 1 μg RNA κατεργασμένου με 

DNάση. Σε αυτά προστίθενται 1.2μl τυχαίοι εξαμερείς εκκινητές (οligo DT 100ng/λ), 2μl 

μείγματος των τεσσάρων dNTPs (10mΜ), 4μl 5x ρυθμιστικό διάλυμα MMLV RT και ο 

όγκος συμπληρώνεται μέχρι τα 19 μl με ενέσιμο Η2Ο.  Το μίγμα επωάζεται για 5 λεπτά 

στους 65οC και αφήνεται να κρυώσει για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Τέλος 

προστίθεται 1 μl ΜΜLV Reverse Transcriptase RNase H (200u/μl) και ακολουθεί 

επώαση στους 37οC για 1 ώρα. 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με χρήση ραδιενεργών νουκλεοτιδίων (PCR) 

 

 Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης αποτελεί πλέον μια αυτοματοποιημένη 

διαδικασία που πραγματοποιείται από ειδικό μηχάνημα και συντελεί στον 

πολλαπλασιασμό ενός τμήματος DNA. Η διαδικασία αυτή περιλαμβάνει ένα πρώτο 

στάδιο στο οποίο γίνεται η αποδιάταξη του DNA στους 94οC, ένα δεύτερο στάδιο 

υβριδοποίησης των εκκινητών πολυμερισμού σε θερμοκρασία που εξαρτάται κάθε φορά 

από το ζευγάρι των εκκινητών και συνήθως κυμαίνεται μεταξύ 50-65οC και τέλος το 

στάδιο πολυμερισμού από την Taq πολυμεράση στους 72οC. Τα παραπάνω στάδια 

επαναλαμβάνονται για αρκετούς κύκλους και συντελούν στον πολλαπλασιασμό των 

μορίων του DNA τμήματος που χρησιμοποιείται στην αντίδραση σαν μήτρα. 

 Οι αντιδράσεις που πραγματοποιήσαμε έγιναν σε τελικό όγκο 50 μl και είχαν την 

ακόλουθη σύσταση: 

• 5λ 10x ρυθμιστικό διάλυμα πολυμεράσης 

• 5λ ΜgCl2 25mΜ 

• 2λ εκκινητής 5’ 

• 2λ εκκινητής 3’ 

• 0.5λ dNTPs 10mΜ 

• 0.5λ Τaq πολυμεράση 5u/λ 

• 0.25λ ραδιενεργά dATPs 

• 0.25λ ραδιενεργά dCTPs 

• 10λ betaine 5M 
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• Η2Ο έως τα 50λ. 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης Real –Time  

 

 Πρόκειται για την ίδια διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω με τη διαφορά ότι 

δίνεται η δυνατότητα ποσοτικοποίησης του προïόντος σε κάθε κύκλο. Για το σκοπό αυτό 

στην αντίδραση περιλαμβάνεται η Cyber Green  ενώ δεν χρησιμοποιούνται ραδιενεργά 

νουκλεοτίδια. 

 

 

Απομόνωση πυρηνικών πρωτεïνικών εκχυλισμάτων από το ήπαρ των ποντικιών. 

 

 Το συκώτι των ποντικιών αφού ξεπλυθεί με PBS τοποθετείται σε διάλυμα 

σουκρόζης Α (0.32 Μ  σουκρόζη, 15mΜ Hepes pH 7.9, 60 mM ΚCl, 2 mM EDTA, 

0.5 mM EGTA, 0.5% BSA, 0.5 mM spermidine, 0.15 mM spermine, 0.5 mM  DTT, 

0.5 mM PMSF, 0.5 mM approtinine) κόβεται  σε μικρά κομμάτια και 

ομογενοποιείται σε Dunce. Στη συνέχεια το δείγμα φιλτράρεται μέσα από γάζα και 

ακολουθεί δεύτερο Dunce από το οποίο λαμβάνονται οι πυρήνες. Το εκχύλισμα 

μεταφέρεται σε σωλήνα με διάλυμα Β( ίδιο με Α με τη διαφορά ότι δεν έχει BSA και 

περιέχει 30% σουκρόζη). Έπειτα το δείγμα φυγοκεντρείται στις 3000 rpm ,4ο C για 

15 λεπτά για να πέσουν οι πυρήνες με τη μορφή πελέτας. Το υπερκείμενο 

απομακρύνεται και η κάθε πελέτα μεταφέρεται με 1ml διαλύματος NLB (Hepes pH 

7.6, 100 mM ΚCl, 0.1 mM EDTA, 3Mm ΜgCl2, 1 mM  DTT, 0.1 mM PMSF, 0.5 

mM approtinine) σε καθαρό σωληνάκι. Προστίθεται διάλυμα NLB μέχρι ο όγκος να 

φτάσει τα 9ml και αφού επαναιωρηθεί η πελέτα προστίθεται 1 ml διαλύματος 4Μ 

(ΝΗ4)2SO4 pH 7.6 που πρόκειται να λύσει τους πυρήνες. Το δείγμα  αφού αναμειχθεί 

με περιστροφή σε luna park για 30 λεπτά στους 4οC, φυγοκεντρείται στις 25000 rpm, 

στους 4ο C για 1ώρα. Το υπερκείμενο από την φυγοκέντρηση που περιέχει όλες τις 

πυρηνικές πρωτεΐνες μεταφέρεται σε καθαρό σωληνάκι στο οποίο προστίθενται 0.33g 

σκόνης (ΝΗ4)2SO4 για κάθε ml δείγματος. Ακολουθεί η διάλυση της σκόνης με 
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περιστροφή σε luna park για 45 λεπτά στους 4ο C και η φυγοκέντρηση του δείγματος 

στις 25000 rpm, στους 4ο C για 30 λεπτά. Τέλος οι πυρηνικές πρωτεΐνες που έχουν 

πέσει με τη μορφή πελέτας επαναδιαλύονται σε 500 μl διαλύματος Dialysis Buffer (    

100 mM ΚCl, 50mM Tris pH 8.0, 1mM EDTA, 12.5mM ΜgCl2,1 mM  DTT, 0.1mM 

PMSF, 10% γλυκερόλη, 1mM Νa-Metabisulfate),  και το δείγμα μεταφέρεται σε 

ειδικό σωληνάκι με μεμβράνη για dialysis.  Αυτό τοποθετείται σε 2lt dialysis Buffer 

για 4 ώρες και μετά το πρωτεϊνικό εκχύλισμα συλλέγεται και φυλάσσεται στους –80ο 

C. 

 

Ανάλυση κατά Western 

 

     Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα  αφού ποσοτικοποιηθούν με αντιδραστήριο Bradford  

και αναμεμειχθούν με ίσο όγκo 2x SDS loading buffer αφήνονται για αποδιάταξη των 

πρωτεϊνών στους 100ο C για 5 λεπτά. Στη συνέχεια ηλεκτροφορούνται σε πήκτωμα 

SDS – ακρυλαμίδης. Το πήκτωμα μαζί με μια μεμβράνη νιτροκυτταρίνης ίσου 

μεγέθους μεταφέρεται σε ειδική συσκευή μεταφοράς με την ηλεκτροφόρηση της 

οποίας επιτυγχάνεται η μεταφορά και υβριδοποίηση των πρωτεϊνών στη μεμβράνη. Η 

μεμβράνη μετά την ηλεκτροφόρηση αφήνεται σε διάλυμα TBST ( 20mM Tris pH 8.0, 

150 mM NaCl,0.1% Tween ) με 5% γάλα όλη τη νύχτα στους 4οC για να εμποδιστεί 

η μη ειδική πρόσδεση του αντισώματος. Ακολουθούν 4 ξεπλύματα της μεμβράνης με 

διάλυμα TBST και η επώαση για μία ώρα σε θερμοκρασία δωματίου με το πρώτο 

αντίσωμα σε διάλυμα 1% γάλα /TBST. Στη συνέχεια η μεμβράνη ξεπλένεται 4 φορές 

με διάλυμα TBST  και επωάζεται για μία ώρα σε θερμοκρασία δωματίου με το 

δεύτερο αντίσωμα διαλυμένο σε 1% γάλα /TBST. Ακολουθούν 4 ξεπλύματα με 

διάλυμα TBST και η μεμβράνη επωάζεται για 5 λεπτά με αντιδραστήριο ECL. Τέλος 

η μεμβράνη εκτίθεται σε φιλμ. 

 

 

 

 

 

 15



Μονιμοποίηση ιστοτεμαχίων 

 

 Σε όλα τα ποντίκια πραγματοποιήθηκε perfusion  στο συκώτι των ποντικιών. Αρχικά, το 

συκώτι ξεπλύθηκε για 10 λεπτά με 1x PBS και στη συνέχεια μονιμοποιήθηκε με 4% 

φορμαλδεΰδη/PBS για άλλα δέκα λεπτά. 

 Τέλος κάθε συκώτι απομονώθηκε από το ζώο και αφέθηκε σε 4% φορμαλδεΰδη/ PBS για 

12 ώρες στους 40C. 

 

Προετοιμασία ιστών για έγκλειση σε παραφίνη 

 

• Πλυσίματα των μονιμοποιημένων συκωτιών με: 

- PBS για 3 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου (5-6 αλλαγές). 

-       0.86% saline 3 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου (5-6 αλλαγές). 

 

• Αφυδάτωση: 

- 2 ώρες 30% αιθανόλη (2 αλλαγές). 

- 2 ώρες 50% αιθανόλη (2 αλλαγές). 

- Όλη νύχτα 70% αιθανόλη (1αλλαγή). 

- 2 ώρες 95% αιθανόλη (2 αλλαγές). 

- 3 ώρες 100% αιθανόλη (2 αλλαγές). 

- 3 ώρες ξυλένιο. 

- 24-48 ώρες παραφίνη. 

 

Προετοιμασία ιστών για κρυοτομές 

 

- Πλυσίματα των μονιμοποιημένων συκωτιών με PBS για 3 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου (5-

6 αλλαγές). 

- 10% σακχαρόζη/PBS στους 40C μέχρι ο ιστός να πέσει 

- 30% σακχαρόζη/PBS στους 40C όλη νύχτα. 

- 3 λεπτά σε παγωμένο ισοπεντάνιο (-800C) 

- Έγκλειση σε OCT. 
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Xρώση αιματοξυλίνης-ηωσίνης 

 

Οι τομές  αφού κόπηκαν στο μικροτόμο ώστε να έχουν πάχος 10 μm αφέθηκαν να στεγνώσουν 

στους 37 0C για τουλάχιστον 2 ώρες. Στη συνέχεια ακολουθήθηκε το εξής πρωτόκολλο: 

 

- Neoclear 15 λεπτά 

- Neoclear 15 λεπτά 

- 100% αιθανόλη 5 λεπτά 

- 100% αιθανόλη 5 λεπτά 

- 95% αιθανόλη 2 λεπτά 

- 95% αιθανόλη 2 λεπτά 

- 70% αιθανόλη 2 λεπτά 

- 50% αιθανόλη 2 λεπτά 

- 30% αιθανόλη 2 λεπτά 

- ddH2O  2 λεπτά 

- Αιματοξυλίνη 1,5 λεπτά 

- ddH2O  5 λεπτά 

- ddH2O  5 λεπτά 

- 70% αιθανόλη με HCl 10 δευτερόλεπτα 

- Η2Ο βρύσης 10 λεπτά 

- 30% αιθανόλη 2 λεπτά 

- 50% αιθανόλη 2 λεπτά 

- 70% αιθανόλη 2 λεπτά 

- 95% αιθανόλη 5 δευτερόλεπτα 

- Ηωσίνη 40 δευτερόλεπτα 

- 95% αιθανόλη 3 λεπτά 

- 100% αιθανόλη 3 λεπτά 

- 100% αιθανόλη 3 λεπτά 

- Neoclear 30 λεπτά 

- Neoclear 30 λεπτά 

 Στη συνέχεια οι τομές καλύφθηκαν με Entellan 
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Xρώση με Oil red O 

 

Χρησιμοποιήθηκαν κρυοτομές πάχους 10 μm (-800C)  

 

-    Oι τομές αφέθηκαν να στεγνώσουν σε θερμοκρασία δωματίου για 10 λεπτά 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBS 

-    Χρώση Giemsa για 10-20 λεπτά 

-    ξέπλυμα με απεσταγμένο νερό 

-    Χρώση με οil red O για 10 λεπτά 

-    2 x 20 δευτερόλεπτα ξέπλυμα με απεσταγμένο νερό 

-    10 λεπτά πλύσιμο με νερό βρύσης 

 

Κάλυψη με  γλυκερόλη 100% 

 

 

Ανοσοïστοχημική χρώση με χρήση περοξειδάσης –DAB σε κρυοτομές 

 

Χρησιμοποιήθηκαν κρυοτομές πάχους 10 μm (-800C) 

 

-    Oι τομές αφέθηκαν να στεγνώσουν σε θερμοκρασία δωματίου για 10 λεπτά 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBSΤ(PBST = PBS pH7.4 me o,1% Triton) 

-  Επώαση με διάλυμα 50% μεθανόλη/50% PBS/0,3% Η2Ο2 για 15 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBST 

-    Επώαση με1% BSA/PBST για 2 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου 

-   Επώαση με πρώτο αντίσωμα διαλυμένο σε 0,1% BSA/PBST για όλη τη νύχτα στους 

40C. 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBSΤ 

-    Επώαση με βιοτινιλιωμένο δεύτερο αντίσωμα (Vectastain) διαλυμένο 1:200 σε PBS 

με 1,5% φυσιολογικό ορό (Vectastain) για 2 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBSΤ 
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-    Επώαση με σύμπλοκο  βιοτίνης – αβιδίνης+περοξειδάση (Vectastain) για 30 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBSΤ 

-    Χρώση με DAB για 2-5 λεπτά σε  θερμοκρασία δωματίου. 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBSΤ 

-    Αφυδάτωση            

                         2 λεπτά 70% αιθανόλη 

                         2 λεπτά 90% αιθανόλη 

                         2 λεπτά 100% αιθανόλη 

                        30 λεπτά Νeoclear 

-    Κάλυψη με Entellan. 

 

 

Ανοσοïστοχημική χρώση με χρήση περοξειδάσης –DAB σε τομές παραφίνης 

 

Χρησιμοποιήθηκαν τομές παραφίνης πάχους 10 μm  

 

-    Στέγνωμα στους 370C. 

-    Aποπαραφίνωση 

                          5 λεπτά Neoclear  

                          5 λεπτά Neoclear 

                          5 λεπτά Neoclear  

-    Eνυδάτωση 

                          5 λεπτά 100% αιθανόλη 

                          5 λεπτά 100% αιθανόλη 

                          5 λεπτά 90% αιθανόλη 

                          5 λεπτά 70% αιθανόλη 

                          5 λεπτά 50% αιθανόλη 

                          5 λεπτά 30% αιθανόλη 

                          5 λεπτά Η20 
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-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBSΤ(PBST = PBS pH7.4 me o,1% Triton) 

-  Επώαση με διάλυμα 50% μεθανόλη/50% PBS/0,3% Η2Ο2 για 15 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBST 

-    Επώαση με1% BSA/PBST για 2 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου 

-   Επώαση με πρώτο αντίσωμα διαλυμένο σε 0,1% BSA/PBST για όλη τη νύχτα στους 

40C. 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBSΤ 

-    Επώαση με βιοτινιλιωμένο δεύτερο αντίσωμα (Vectastain) διαλυμένο 1:200 σε PBS 

με 1,5% φυσιολογικό ορό (Vectastain) για 2 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBSΤ 

-    Επώαση με σύμπλοκο  βιοτίνης – αβιδίνης+περοξειδάση (Vectastain) για 30 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBSΤ 

-    Χρώση με DAB για 2-5 λεπτά σε  θερμοκρασία δωματίου. 

-    3 x 5 λεπτά , πλυσίματα με PBSΤ 

-    Αφυδάτωση            

                         2 λεπτά 70% αιθανόλη 

                         2 λεπτά 90% αιθανόλη 

                         2 λεπτά 100% αιθανόλη 

                        30 λεπτά Νeoclear 

 

-    Κάλυψη με Entellan. 
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                                   AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ – ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Ι)  O HΝF4α1 αποτελεί την ισομορφή που κυρίως εκφράζεται τόσο σε εμβρυϊκά  

στάδια όσο και στο ενήλικο ποντίκι. 

 

 Από τη βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι  η ισομορφή του HNF4α που εκφράζεται 

στο ενήλικο άτομο είναι μόνο η α1 ενώ σε εμβρυïκά στάδια εκφράζεται πρώτα η α7 και 

αργότερα η α1 ισομορφή λίγο πριν την γέννηση του ποντικού. Με σκοπό την 

επιβεβαίωση των παραπάνω και τη διερεύνηση  του εμβρυϊκού σταδίου στο οποίο 

ξεκινάει η έκφραση του HNF4α1 πραγματοποιήθηκε το ακόλουθο πείραμα: 

 Απομονώθηκαν RNA δείγματα από το συκώτι φυσιολογικών εμβρύων  

12.5,14.5,16.5,17.5,18.5 ημερών, καθώς και ποντικιών νεογέννητων, 2 και 4 ημερών 

μετά τη γέννησή τους και στη συνέχεια με αντίστροφη μεταγραφή ελήφθησαν τα 

αντίστοιχα cDNA δείγματα. Με μήτρα τα δείγματα αυτά πραγματοποιήθηκε η ανίχνευση 

των mRNA  επιπέδων των δύο HNF4 ισομορφών α1 και α7 με τη μέθοδο της 

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης με χρήση ραδιενεργών νουκλεοτιδίων και 

εκκινητών ειδικών για τις δύο ισομορφές. Τα αποτελέσματα φαίνονται στην εικόνα 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.   RT-PCR ανίχνευσης επιπέδων των α1 και α7 ισομορφών σε έμβρυα και   

                   νεογέννητα άτομα ποντικού. 
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Από τα δεδομένα της παραπάνω εικόνας εύκολα διαπιστώνει κανείς ότι η 

HNF4α1 ισομορφή  ξεκινάει να εκφράζεται από τα πρώιμα εμβρυϊκά στάδια όπως και η 

α7 ισομορφή. Από την εμβρυϊκή ημέρα 12.5 ανιχνεύονται και τα δύο μετάγραφα με την 

α1 ισομορφή να εκφράζεται συνεχώς σε πολύ μεγαλύτερο ποσοστό από την α7. Τα 

επίπεδα έκφρασης της α1 παρουσιάζουν μια αύξηση την ημέρα της γέννησης και 

σταδιακά περιορίζονται και διατηρούνται σταθερά στο ενήλικο άτομο. Αντίθετα η α7 

ισομορφή φαίνεται να εξαφανίζεται μετά τις πρώτες μέρες από τη γέννηση του ποντικιού 

με αποτέλεσμα να μην ανιχνεύεται καθόλου στο ενήλικο άτομο. Με βάση τα παραπάνω 

η HNF4α1 αποτελεί την ισομορφή που κυρίως εκφράζεται τόσο στο έμβρυο όσο και στο 

ενήλικο ποντίκι. 
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ΙΙ) Κατασκευή του επογόμενου ηπατοειδικού HNF4 KO ποντικιού και ταυτοποίηση  

     των  HNF4 loxP/ loxP Cre+ στελεχών. 

 

 Τα ηπατοειδικά HNF4 ΚΟ ποντίκια  που διαθέταμε προέκυψαν από τη 

διασταύρωση  διαγονιδιακού  Alb-Cre στελέχους με ποντίκι που είχε floxed το τέταρτο 

και πέμπτο εξόνιο του HNF4α γονιδίου και χορηγήθηκε από συνεργαζόμενο εργαστήριο 

του εξωτερικού (7). Η στρατηγική που ακολουθήθηκε για να προκύψει το τελευταίο 

φαίνεται στην ακόλουθη εικόνα 2. 

 

                  Hayhurst et al , Molecular  Cell Biology , Vol 21,  2001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα2  Γονιδιακή στόχευση και επαγόμενη απαλοιφή των εξονίων 4 και 5 του HN4α 
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H ανάλυση του γονοτύπου των απογόνων από κάθε διασταύρωση και συνεπώς η 

ταυτοποίηση των HNF4 loxP/ loxP Cre+   στελεχών   που επρόκειτο  να δώσουν τα HNF4 

KO ποντίκια πραγματοποιούνταν κάθε φορά με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

χρησιμοποιώντας εκκινητές είτε για τις loxP αλληλουχίες είτε για την Cre ρεκομπινάση. 

Τα προϊόντα κάθε PCR αντίδρασης ηλεκτροφορούνταν σε 2% πήκτωμα αγαρόζης και η 

γονοτυπική ανάλυση γινόταν με τον τρόπο που φαίνεται στο παράδειγμα της εικόνας 3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.     Τυπικό παράδειγμα γονοτυπικής ανάλυσης απογόνων  
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ΙΙΙ)  Διερεύνηση των αλλαγών στη δομή του συκωτιού και στα επίπεδα έκφρασης  

       παραγόντων στo HNF4 KO ποντίκι σε σχέση με το ποντίκι ελέγχου του (control) 

 

Α)   Χρώσεις  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4.  Χρώση Η-Ε σε τομές HNF4 KO και control 

   ►  Χρώση αιματοξυλίνης-ηωσίνης σε τομές παραφίνης από ήπαρ HNF4 KO ποντικιού και του control  του. 

HNF4 control HNF4 KO 

HNF4 KO HNF4 control 

 25



 Από τις παραπάνω χρώσεις αιματοξυλίνης-ηωσίνης  σε τομές από  HNF4 loxP/ loxP Cre+   

ποντίκι 45 ημερών και από το αντίστοιχο ποντίκι ελέγχου του (control)  HNF4 loxP/ loxP Cre-    

ίδιας ηλικίας εύκολα διαπιστώνει κανείς τη αποδιοργανωμένη δομή στο συκώτι των knockout 

ποντικιών. Σε πλήρη συμφωνία με τη προηγούμενη δημοσιευμένη μελέτη στο ποντίκι αυτό (7), 

φαίνεται ότι τα  ηπατοκύτταρα έχουν διαφορετική μορφολογία από τη φυσιολογική και πολλά 

από αυτά έχουν μεγαλύτερο μέγεθος. Χαρακτηριστικό είναι ότι το μεγαλύτερο ποσοστό των 

ηπατοκυττάρων  περικλείει στο κυτταρόπλασμά του λιπώδη κυστίδια που φαίνονται σαν άδειοι 

λευκοί χώροι μέσα στο κύτταρο. Επιπλέον εμφανίζονται κάποια υπερτροφικά ηπατοκύτταρα με 

μεγάλους πυρήνες που εντοπίζονται κυρίως γύρω από τις κεντρικές φλέβες και φαίνεται να 

εσωκλείουν ηωσινόφιλες ουσίες. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Υπερτροφικά 
ηπατοκύτταρα

Ηπατοκύτταρα με λιπώδη κυστίδια στο κυτταρόπλασμα 
 
 
Εικόνα 5. Χρώση H-E σε τομή HNF4 KO  
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►    Χρώση περοξειδάσης-DAB σε κρυοτομές από ήπαρ HNF4 KO ποντικιού και του control  

 

 a-HNF4α / Control  HNF4 KO  a-HNF4α / HNF4 KO  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
a-HNF4α / Control  HNF4 KO  a-HNF4α / HNF4 KO  

Eικόνα 6.  Χρώση περοξειδάσης –DAB σε τομές HNF4 KO και control 

 

Πραγματοποιήσαμε ανοσοïστοχημική χρώση  με χρήση περοξειδάσης – DAB με 

πρωτογενές αντίσωμα α-HNF4α (Santa cruz, αρ. 1:200) για να επιβεβαιώσουμε την εξάλειψη του 

παράγοντα HNF4α στα 45 ημερών HNF4 loxP/ loxP Cre+. Πράγματι  όπως φαίνεται στις παραπάνω 

εικόνες, ενώ στο φυσιολογικό συκώτι υπάρχει έντονη πυρηνική χρώση σε όλα τα ηπατοκύτταρα, 

στο συκώτι των knockout ποντικιών οι πυρήνες των κυττάρων δεν έχουν βάψει καθόλου. Ωστόσο 
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παρατηρείται μια ελαφριά χρώση τόσο στον πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασμα των 

υπερτροφικών ηπατοκυττάρων  η οποία δεν είναι γνωστό σε τι οφείλεται. Ίσως οφείλεται σε μη 

ειδική αναγνώριση (θόρυβος)  που είναι πιο έντονη σε αυτά τα κύτταρα τα οποία είναι προφανώς 

πολύ διαφορετικά από τα άλλα ηπατοκύτταρα.. 

 

 

 
  ►    Οil red O χρώση σε κρυοτομές από ήπαρ HNF4 KO ποντικιού και του control  του 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Control  HNF4 KO  HNF4 KO  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7. Χρώση oil red O σε τομές HNF4 KO και control  Control of HNF4 KO  HNF4 KO  
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Με σκοπό να παρατηρήσουμε την κατανομή των λιπωδών κυστιδίων στα ηπατοκύτταρα 

των HNF4α knockout  ποντικιών και να τη συγκρίνουμε με αυτή των φυσιολογικών 

ποντικιών, κάναμε χρώση με oil red O που έχει την ιδιότητα να βάφει τριγλυκερίδια. Όπως 

φαίνεται από τις παραπάνω χρώσεις η κατανομή των κυστιδίων εμφανίζεται διαφοροποιημένη 

στα knockout ποντίκια. Ενώ στο φυσιολογικό συκώτι τα κυστίδια είναι μικρά και έχουν μια 

ομοιόμορφη κατανομή σε όλα τα ηπατοκύτταρα, στο συκώτι του knockout ποντικιού τα 

κυστίδια είναι περισσότερα, αρκετά μεγαλύτερα και συσσωρευμένα σε μεγάλο βαθμό σε 

ορισμένα ηπατοκύταρα κυρίως γύρω από τις κεντρικές φλέβες. 
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Β)  Ανάλυση κατά Western 

 

 Έχοντας σαν βασικό στόχο τη διερεύνηση πιθανών αλλαγών στα επίπεδα 

έκφρασης άλλων μεταγραφικών παραγόντων στο HNF4 ΚΟ ποντίκι πραγματοποιήσαμε 

μια σειρά από πειράματα ανάλυσης κατά Western τα αποτελέσματα των οποίων 

φαίνονται στην εικόνα 8. 
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Εικόνα 8.  Westerns με αντισώματα για διάφορους μεταγραφικούς παράγοντες σε 

πρωτεïνικά εκχυλίσματα από συκώτι HNF4 KO ποντικιών και των controls τους. 

 

Από τα παραπάνω δεδομένα διαπιστώνει κανείς την αλλαγή στα επίπεδα έκφρασης  

ορισμένων από τους μεταγραφικούς παράγοντες που μελετήθηκαν και που είναι γνωστό 

από τη βιβλιογραφία ότι αποτελούν μέλη του μεταγραφικού δικτύου που λειτουργεί στο 

συκώτι.  

Κάποιες σημαντικές  αλλαγές που παρατηρούνται και παρουσιάζουν ξεχωριστό 

ενδιαφέρον είναι η σημαντική μείωση στα επίπεδα έκφρασης της πρωτεïνης  του HNF1α 

παράγοντα  στα HNF4 ΚΟ ποντίκια και αντίστροφα η σημαντική αύξηση στην έκφραση 

του HNF1β στα ποντίκια αυτά. Ο HNF1α παράγοντας κάτω από φυσιολογικές συνθήκες 

εκφράζεται ισχυρά στο ενήλικο συκώτι και αποτελεί άμεσο στόχο μεταγραφικής 

ενεργοποίησης από τον HNF4α. Συνεπώς δεν αποτελεί έκπληξη η μείωση στα επίπεδα 

έκφρασής του αφού χάνεται η έκφραση του HNF4α. Από την άλλη πλευρά ο HNF1β 

εκφράζεται σε μεγάλο ποσοστό στο εμβρυïκό συκώτι ενώ στο ενήλικο η έκφρασή του 
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περιορίζεται στα επιθηλιακά κύτταρα των χοληφόρων σωληναρίων και στα 

ηπατοκύτταρα γύρω από τις πυλαίες φλέβες. Η σημαντική αύξηση της έκφρασής του στο 

HNF4 KO ποντίκι μπορεί να σημαίνει είτε την ενεργοποίηση του γονιδίου στα 

παρεγχυματικά ηπατοκύτταρα στα οποία δεν εκφράζεται είτε την αύξηση των επιπέδων 

έκφρασής του στα κύτταρα στα οποία ήδη εκφράζεται, κάτι που ίσως δεν είναι τόσο 

πιθανό για το λόγο ότι αυτή η αύξηση υποδηλώνει μια πιο εκτεταμένη παρεγχυματική 

έκφραση στο συκώτι. Επιπλέον η αύξηση στην έκφραση του HNF1β υποδεικνύει  ότι ο 

HNF4 εμπλέκεται άμεσα ή έμμεσα στην απενεργοποίηση του HNF1β γονιδίου κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης των ηπατοκυττάρων. 

Μια άλλη σημαντική αλλαγή που παρατηρείται από τα παραπάνω αποτελέσματα 

είναι η αύξηση στα επίπεδα έκφρασης του GATA6 στα HNF4 KO ποντίκια. Ο GATA6 

παράγοντας  έχει δειχθεί με πειράματα διαμόλυνσης πλασμιδίων αναφοράς σε 

κυτταρικές σειρές ότι δρα σαν θετικός ρυθμιστής της έκφρασης του HNF4α και ότι η 

ενεργοποίηση αυτή απαιτεί τη συνεργατική δράση του HNF1β (29,38). Έχει μάλιστα 

προταθεί ένα μοντέλο σύμφωνα με το οποίο η HNF1β–GATA6 συνεργατική δράση 

απαιτείται για την αρχική ενεργοποίηση του HNF4 ενώ αργότερα η μεταγραφική του 

ενεργοποίηση ελέγχεται από τη συνεργατική δράση των HNF1α –HNF6. Στην 

προκειμένη περίπτωση παρατηρείται αύξηση στα επίπεδα τόσο του HNF1β όσο και του 

GATA6 γεγονός που υποδηλώνει την επικράτηση μιας καινούριας κατάστασης  

γονιδιακής ρύθμισης στο συκώτι, η οποία φαίνεται να παρουσιάζει ομοιότητες με την 

γονιδιακή ρύθμιση στο αδιαφοροποίητο συκώτι. 

Άλλες αλλαγές που παρατηρούνται είναι μια σημαντική μείωση στα επίπεδα 

έκφρασης των δύο ισομορφών του C/EBPα, κυρίως της ισομορφής των 37 KDa, καθώς 

και μια μικρή μείωση του COUP TFII παράγοντα στο συκώτι του HNF4 KO ποντικιού. 

Τόσο η C/ΕΒPα  όσο και ο COUP TFII  έχει δειχθεί ότι εμπλέκονται στη μεταγραφική 

ενεργoποίηση του HNF4, με την C/EBPα να δρα θετικά και τον COUP TFII να 

παρουσιάζει κατασταλτική δράση.  Οι αλλαγές στην έκφραση τόσο αυτών όσο και των 

παραγόντων που περιγράφηκαν παραπάνω υποδηλώνουν την εγκαθίδρυση ενός 

διαφοροποιημένου μεταγραφικού δικτύου ελέγχου της γονιδιακής ρύθμισης στο συκώτι 

των HNF4 KO ποντικιών που προφανώς ευθύνεται για τις σημαντικές δυσλειτουργίες 

που παρατηρούνται στο συκώτι των ζώων αυτών. 
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Τέλος με βάση τα παραπάνω δεδομένα δεν παρατηρούνται αλλαγές στην έκφραση 

των παραγόντων HNF6, HNF3β και GATA4 στο συκώτι των HNF4 KO ποντικιών. Οι 

ΗΝF6 και HNF3β παράγοντες έχει δειχθεί να προσδένονται στις ρυθμιστικές περιοχές 

του HNF4α γονιδίου και να ενισχύουν τη μεταγραφική ενεργοποίησή του. Επιπρόσθετα 

οι HNF3β GATA4 παράγοντες εκφράζονται πολύ νωρίς στην ανάπτυξη και πιστεύεται 

ότι παίζουν ρόλο στην αναδιαμόρφωση της χρωματινικής οργάνωσης γονιδίων όπως η 

αλβουμίνη . 

 
 
 
 
 
 
Γ)  Real –Time  PCR 

 

 Τις σημαντικές αλλαγές στα επίπεδα έκφρασης των HNF1α και HNF1β γονιδίων 

στο συκώτι των HNF4 KO ποντικιών που παρατηρήσαμε με τα Westerns θελήσαμε να 

επιβεβαιώσουμε με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης  

πραγματικού χρόνου χρησιμοποιώντας σαν μήτρα cDNA από το συκώτι των ΚΟ και των 

αντίστοιχων ποντικιών ελέγχου τους και ειδικούς εκκινητές για τα συγκεκριμένα γονίδια. 

Τα αποτελέσματα φαίνονται στα ραβδογράμματα της εικόνας 9, για την κατασκευή των 

οποίων χρησιμοποιήθηκαν οι μέσοι όροι από τις κανονικοποιημένες με GAPDH τιμές 

που προέκυψαν από δύο ανεξάρτητα πειράματα. 

Τα αποτελέσματα από το Real Time PCR συμφωνούν απόλυτα με τα αντίστοιχα 

αποτελέσματα από την ανάλυση κατά Western. Επιπρόσθετα φαίνεται ότι η αύξηση στα 

επίπεδα mRNA του HNF1β στα ΚΟ ποντίκια είναι της τάξης του 2.5x  ενώ η έκφραση 

των  HNF1α mRNA μεταγράφων φαίνεται να πέφτει στο μισό. 
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Εικόνα 9α    Real time PCR με εκκινητές για HNF1β 
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Εικόνα 9β    Real time PCR με εκκινητές για HNF1α. 
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                                             ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΟΙ  ΣΤΟΧΟΙ 
 
 

 Κύριος στόχος των μελλοντικών πειραμάτων είναι η διερεύνηση του μηχανισμού 

ενεργοποίησης της έκφρασης του HNF1β στο ενήλικο HNF4 KO ποντίκι. Αρχικά είναι 

σημαντικό να διαπιστωθεί εάν η αύξηση των επιπέδων έκφρασής του οφείλεται στην 

ενεργοποίηση του γονιδίου στα παρεγχυματικά ηπατοκύτταρα ή στην εντονότερη 

έκφρασή  του στα κύτταρα που φυσιολογικά εκφράζεται στο ενήλικο συκώτι. Η 

πειραματική μέθοδος που θα χρησιμοποιηθεί για τη προσέγγιση αυτού του ερωτήματος 

είναι η ανοσοïστοχημική χρώση σε τομές συκωτιού γεγονός που προϋποθέτει την 

ανάπτυξη κατάλληλου α-HNF1β αντισώματος. 

 Επιπλέον σημαντικό ενδιαφέρον παρουσιάζει η μελέτη του υποκινητή του HNF1β 

γονιδίου και της κατάστασης της χρωματινικής του δομής. Για το λόγο αυτό θα 

πραγματοποιηθούν πειράματα υπερευαισθησίας της χρωματίνης σε DNase I  με σκοπό 

τον εντοπισμό  ρυθμιστικών στοιχείων στην 5’ αλληλουχία πάνω από σημείο έναρξης 

της μεταγραφής. Η ανάλυση των θέσεων που θα βρεθεί να παρουσιάζουν 

υπερευαισθησία στη DNase I  θα πραγματοποιηθεί με ανάλυση αλληλουχίας in silico , με 

πειράματα παροδικής διαμόλυνσης πλασμιδίων αναφοράς με τις ρυθμιστικές αυτές 

αλληλουχίες και τέλος με πειράματα ανοσοκατακρύμνισης της χρωματίνης. Στην 

τελευταία μέθοδο θα χρησιμοποιηθεί μια σειρά από αντισώματα τόσο εναντίον 

μεταγραφικών παραγόντων όσο εναντίον μεταμεταφραστικών τροποποιήσεων των 

ιστονών. 
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	ΗΡΑΚΛΕΙΟ 2003 
	 
	                                                             SUMMARY 
	  Using the liver-specific HNF4 KO mice we demonstrate that HNF4 is essential for the maintenance of normal liver architecture. In the absence  of HNF4 the liver parenchyma is highly disorganized, and cell to cell contact is disrupted. Hepatocytes at the central vein areas are hypertrophic, while hepatocytes at throughout the liver lobule are vacuolated and accumulate lipids. Analysis of the expression pattern of other regulators involved in the in the liver specific transcriptional network revealed major defects in the transcription factor cross-regulatory pathways. Of particular interest  is the reciprocal down and upregulation of HNF1α and HNF1-β respectively. Downregulation of HNF1α was expected as it is a known HNF4 target gene. On the other hand upregulation of HNF1-β in hepatocytes was surprising, as this gene is silent in adult parenchymal hepatocytes and its regulation has been thought to be independent of HNF4. This finding suggests that HNF4 expression directly or indirectly is involved in the activation of the HNF1-β gene during normal hepatocyte development. 
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