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  ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 
 Η παρούσα εργασία επικεντρώθηκε στη διασαφήνιση των µηχανισµών µεταγραφικής 
ενεργοποίησης του γονιδίου του ανθρώπινου ηπατικού πυρηνικού παράγοντα 4α (hepatic 
nuclear factor 4α, HNF4α). Ο HNF4α είναι ένας µεταγραφικός παράγοντας ο οποίος 
εκφράζεται σε µία πληθώρα ιστών, όπως το ήπαρ, το πάγκρεας, το έντερο και το νεφρό και 
παίζει σηµαντικότατο ρόλο στη διατήρηση του διαφοροποιηµένου φαινοτύπου, στην 
οργάνωση της επιτέλεσης, δηλαδή, των εξειδικευµένων λειτουργιών των ιστών αυτών. Αυτή τη 
λειτουργία την επιτυγχάνει µέσω της συµµετοχής του σε ένα ρυθµιστικό δίκτυο µεταγραφικών 
παραγόντων, των οποίων οι αλληλεπιδράσεις τόσο µεταξύ τους όσο και µε τα γονίδια-
στόχους τους καθορίζουν την ισορροπηµένη έκφραση των γονιδιακών προϊόντων που είναι 
υπεύθυνα για την οµαλή λειτουργία του ιστού.  
 Η εργασία αυτή στόχευε στην κατανόηση των παραγόντων και µηχανισµών µε τους 
οποίους η ρυθµίζεται η έκφραση του ανθρώπινου HNF4α. Προς αυτό το σκοπό, όπως 
παρουσιάζεται στο πρώτο µέρος, κλωνοποιήθηκαν και αναλύθηκαν περίπου 12,1 kb 
αλληλουχιών 5’ του γονιδίου. Ταυτοποιήθηκαν κύριες θέσεις υπερευαισθησίας σε DNaseI 
τόσο στον εγγύς υποκινητή και στο πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου, όσο και στην 5’ περιοχή, 
στις θέσεις -6,6, -8,0 και -8,8 kb 5’ του σηµείου έναρξης της µεταγραφής. Πειράµατα 
παροδικής διαµόλυνσης µε γονίδιο αναφοράς υπό των έλεγχο προοδευτικών 5’ ελλείψεων της 
ρυθµιστικής περιοχής έδειξαν ότι η περιοχή του εγγύς υποκινητή ήταν ικανή να επάγει υψηλά 
επίπεδα µεταγραφής σε ηπατικά κύτταρα. Πειράµατα ανάλυσης αποτυπωµάτων 
µεταγραφικών παραγόντων σε DNA (DNaseI footprinting) και µεταβολής της ηλεκτροφορητικής 
κινητικότητας του DNA (EMSA) αποκάλυψαν θέσεις πρόσδεσης για τους µεταγραφικούς 
παράγοντες HNF1α και β, Sp1, GATA6 και HNF6 σε αυτή την περιοχή. Η συνεργατική δράση 
των HNF1α και HNF6 και των HNF1β και GATA6 αντίστοιχα επήγαγε υψηλά επίπεδα 
µεταγραφής από τον υποκινητή, κάτι που έδειξε ότι υπάρχουν τουλάχιστον δύο εναλλακτικοί 
µηχανισµοί µεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου του HNF4α. Σε ότι αφορά την 
µεταγραφή του γονιδίου σε διαφοροποιηµένα ηπατοκύτταρα, πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης 
χρωµατίνης έδειξαν ότι, σε ανθρώπινη ηπατική κυτταρική σειρά, οι παράγοντες HNF1α, 
HNF6, Sp1 και COUPTFII αλληλεπιδρούν σταθερά µε τον υποκινητή. Ο τελευταίος 
καταστέλλει τη δράση του υποκινητή µέσω ενός στοιχείου απόκρισης σε ορµόνες (hormone 
response element), το οποίο µάλιστα δεν υπάρχει στον οµόλογο υποκινητή του ποντικού. Το 
στοιχείο αυτό δείχθηκε ότι αποκρίνεται και σε ρετινοϊκό οξύ, καθώς επώαση κυττάρων µε το 
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τελευταίο οδηγεί στη στρατολόγηση των αντίστοιχων υποδοχέων στον υποκινητή και αύξηση 
των επιπέδων έκφρασης του HNF4α.  
 Στο δεύτερο µέρος της εργασίας παρουσιάζεται η µελέτη της σειράς στρατολόγησης 
παραγόντων και των µεταβολών της χρωµατίνης στον εγγύς υποκινητή και σε έναν 5’ ενισχυτή 
του HNF4α -6,6 kb από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής κατά την αρχική ενεργοποίηση του 
γονιδίου στη διάρκεια της διαφοροποίησης ανθρώπινων εντερικών κυττάρων. Τα πειράµατα 
αυτά έδειξαν ότι στις δύο αυτές περιοχές σχηµατίζονταν αρχικά ανεξάρτητα συσσωµατώµατα 
πρωτεϊνών, που περιελάµβαναν µεταγραφικούς παράγοντες, ακετυλοτρανσφεράσες και 
αναδιαµορφωτές της χρωµατίνης στον ενισχυτή και µεταγραφικούς παράγοντες, γενικούς 
µεταγραφικούς παράγοντες και την RNA πολυµεράση-ΙΙ στον υποκινητή του γονιδίου. Τα 
γεγονότα αυτά ακολουθούσε µετακίνηση του συµπλόκου του ενισχυτή κατά µήκος των 
ενδιάµεσων περιοχών µέχρι τη συνάντησή του µε τον υποκινητή. Η κίνηση αυτή συνοδευόταν 
από εξάπλωση της υπερακετυλίωσης των ιστονών από τον ενισχυτή αρχικά προς τον 
υποκινητή. Η έναρξη της µεταγραφής του γονιδίου συνέπιπτε µε το σχηµατισµό ενός σταθερού 
συσσωµατώµατος αποτελούµενου από τις πρωτεΐνες και των δύο περιοχών. Συνέπιπτε 
επίσης µε την αναδιαµόρφωση του νουκλεοσώµατος που κάλυπτε τη θέση έναρξης της 
µεταγραφής. Τα αποτελέσµατα αυτά έδωσαν συνολικά µία πιο πλήρη εικόνα για τα γεγονότα 
που συµβαίνουν στις ρυθµιστικές περιοχές του HNF4α κατά την αρχική ενεργοποίηση του 
γονιδίου στη διάρκεια ενός µοντέλου κυτταρικής διαφοροποίησης. Παρείχαν επίσης 
πειραµατική επιβεβαίωση για ένα µηχανισµό µε τον οποίο επιτυγχάνεται η επικοινωνία µεταξύ 
τοπολογικά αποµακρυσµένων ρυθµιστικών περιοχών µέσω φυσικής επαφής τους και έδωσαν 
έτσι µία πιο πλήρη εικόνα της πολυπλοκότητας της διαδικασίας της µεταγραφικής 
ενεργοποίησης ενός τουλάχιστον ιστο-ειδικού γονιδίου.  
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  SUMMARY 

SUMMARY 
 

 The work presented in the following pages focused on the elucidation of the 

mechanisms involved in the transcriptional regulation of the gene of hepatic nuclear 

factor 4α (HNF4α), a transcription factor which is expressed in a variety of tissues, 

such as the liver, the pancreas, the intestine and the kidney and which plays a 

significant role in the establishment and maintenance of the differentiated phenotype, 

in the organization of the specialized functions of those tissues. This is achieved 

through its participation in a regulatory network of transcription factors, the interplay 

and the interaction with relevant target genes of which determines the balanced 

expression of those gene products that are responsible for the function of the tissue. 

 This work aimed at the understanding of the factors and mechanisms through 

which the expression of human HNF4α is regulated. To this end, as is presented in the 

first part of the work, 12.1 kb of upstream sequences of the gene were cloned and 

analyzed. Major sites of DNaseI hypersensitivity were identified both in the proximal 

promoter region and the first intron of the gene and in the upstream region, -6.6, -8.0 

and -8.8 kb 5’ of the transcription start site. Transient transfection experiments using 

reporter genes under the control of progressive 5’ deletions of the regulatory region 

demonstrated that the region of the proximal promoter was sufficient for the induction 

of high levels of transcription in hepatic cells. DNaseI footprinting analysis and 

electrophoretic mobility shift assays revealed binding sites for the transcription factors 

HNF1α and β, Sp1, GATA6 and HNF6 in this region. Synergy between HNF1α and 

HNF6 and HNF1β and GATA6 produced high levels of transcription from the 

promoter, indicating that there are at least two alternative mechanisms for the 

transcriptional activation of the HNF4α gene. Chromatin immunoprecipitation 

experiments demonstrated that in differentiated hepatic cells it is the transcription 

factos HNF1α, HNF6, Sp1 and COUPTFII that interact with the promoter. The latter 

represses the promoter through a hormone response element that is not conserved in 

the homologous mouse region. This element was shown to respond to retinoic acid 

signaling, as incubation of cells with RA leads to the recruitment of the respective 

receptors to the promoter and to the upregulation of HNF4α expression levels.  

 The second part of this work investigates the order of factor recruitment and 

chromatin modifications to the proximal promoter and an upstream enhancer of the 
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human HNF4α gene, located -6.6 kb upstream of the transcription start site, around 

the initial activation of the gene during the differentiation of human enterocytes. 

These experiments demonstrated that two independent protein complexes formed in 

the two regulatory regions, which included transcription factors, acetyltransferases 

and chromatin remodelers at the enhancer and transcription factors, general 

transcription factors and RNA polymerase-II at the promoter. These events were 

followed by a unidirectional movement of the enhancer complex along the 

intermediate regions until it encountered the proximal promoter. This movement was 

accompanied by a spreading of histone hyperacetylation from the enhancer towards 

the promoter. The initiation of transcription from the gene coincided with the 

formation of a stable enhancer-promoter complex and the remodeling of the 

nucleosomes covering the transcription start site. These results gave a more complete 

picture of the events that take place in the regulatory regions of human HNF4α around 

the initial activation of the gene during a cellular differentiation model. They also 

provided experimental validation for a mechanism by which the communication 

between topologically remote regulatory regions is achieved through their physical 

contact and thus gave a mote complete picture of the complexity of the process of the 

transcriptional of at least one tissue-specific gene.  
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ΤΟ ΗΠΑΡ ΚΑΙ ΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΟΥ ΚΑΘΟΡΙΖΟΥΝ ΤΙΣ 
ΕΞΕΙ∆ΙΚΕΥΜΕΝΕΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΕΣ ΤΟΥ 

 
Λειτουργία, ανατοµία και ανάπτυξη του ήπατος  

Το ήπαρ είναι το µεγαλύτερο όργανο του ανθρώπινου σώµατος. Μία από τις 
κυριότερες λειτουργίες του είναι η αποτοξίνωση ζηµιογόνων ουσιών και παραπροϊόντων του 
µεταβολισµού, καθώς δέχεται φλεβικό αίµα απ’ ευθείας από το έντερο και είναι έτσι το πρώτο 
όργανο που έρχεται σε επαφή µε θρεπτικά συστατικά και τοξίνες που έχουν απορροφηθεί από 
το πεπτικό σύστηµα. Το ήπαρ έχει επίσης και ενδοκρινή και εξωκρινή δραστηριότητα. Η 
τελευταία συνίσταται σε χολικές εκκρίσεις οι οποίες περιέχουν παραπροϊόντα του 
µεταβολισµού της χοληστερίνης και ουσίες που απαιτούνται για την απορροφητική δράση του 
πεπτικού συστήµατος. Η ενδοκρινική δραστηριότητα του ήπατος συνίσταται στην έκκριση 
ενός µεγάλου αριθµού παραγόντων του ορού του αίµατος, όπως η αλβουµίνη, η προθροµβίνη 
και το πρωτεϊνικό µέρος των απολιποπρωτεϊνών. Το ήπαρ είναι επίσης το κύριο όργανο για το 
µεταβολισµό των υδατανθράκων, της ουρίας και των τριγλυκεριδίων (Εικόνα 1) (Cereghini, 
1996, Duncan, 2000).  

 
Εικόνα 1. Σχηµατική απεικόνιση των κύριων λειτουργιών του ήπατος.  
 

Η ανατοµία του ήπατος αντανακλά αυτές τις λειτουργικές του ιδιότητες. Το ανθρώπινο 
ήπαρ αποτελείται από τέσσερις λοβούς οι οποίοι περιβάλλονται από συνδετικό ιστό που 
ονοµάζεται κάψουλα του Glisson. Ο κυριότερος κυτταρικός τύπος που απαντάται στο ήπαρ 
και είναι υπεύθυνος για την επιτέλεση των κύριων λειτουργιών του είναι τα ηπατοκύτταρα, τα 
οποία αποτελούν το 80% των κυττάρων του οργάνου. Τα παρεγχυµατικά αυτά κύτταρα είναι 
οργανωµένα σε πλάκες κυττάρων οι οποίες διαχωρίζονται από τριχοειδή αγγεία (Εικόνα 2). Η 
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οργάνωση αυτή βοηθά την ανταλλαγή θρεπτικών υλικών µεταξύ του αίµατος και των 
ηπατοκυττάρων. Το αίµα εισέρχεται στο ήπαρ από την ηπατική πυλαία φλέβα και την ηπατική 
αρτηρία και εξέρχεται από την ηπατική φλέβα. Αυτή η διάταξη δίνει τη δυνατότητα στο όργανο 
να ρυθµίζει την ποιότητα του αίµατος που µετακινείται από 

 

 
Εικόνα 2.  Σχηµατική απεικόνιση ενός ηπατικού λοβού, όπου φαίνεται η οργάνωση των ηπατοκυττάρων σε 
πλάκες και η διάταξη των ηπατικών φλεβών, αρτηριών και χοληφόρων σωλήνων στο λοβό. 

 
το έντερο και το πάγκρεας προς το υπόλοιπο σώµα. Η χολή συγκεντρώνεται στα χοληφόρα 
σωληνάρια, τα οποία βρίσκονται µεταξύ των ηπατοκυττάρων και συνενώνονται για να 
σχηµατίσουν τους χοληφόρους πόρους που οδηγούν τη χολή προς τη χοληδόχο κύστη. Τα 
τοιχώµατα των χοληφόρων πόρων καλύπτονται από χολικά επιθηλιακά κύτταρα, ένα από 
µερικούς ακόµα τύπους κυττάρων, εκτός των ηπατοκυττάρων, που απαντώνται στο ήπαρ. 
Άλλοι τέτοιοι τύποι είναι ενδοθηλιακά κύτταρα και µακροφάγα (κύτταρα Kupffer) που 
καλύπτουν τα τοιχώµατα των τριχοειδών και ινοβλάστες (κύτταρα Ito), υπεύθυνα για την 
αποθήκευση της βιταµίνης Α, που βρίσκονται στην περιοχή που διαχωρίζει τα τριχοειδή από 
τις πλάκες των ηπατικών κυττάρων (Space of Disse) (Duncan, 2000).  

Καθότι το ήπαρ περιέχει ένα µικρό σχετικά αριθµό διαφοροποιηµένων κυτταρικών 
τύπων, αποτελεί ένα θελκτικό σύστηµα για τη µελέτη των µηχανισµών που καθορίζουν την 
οργανογένεση και τη κυτταρική διαφοροποίηση. Η διαδικασία της οργανογένεσης για το ήπαρ 
χωρίζεται σε τρία στάδια που ονοµάζονται αντίστοιχα «επιδεκτικότητα» (competence), 
«καθορισµός» (specification ή commitment) και «µορφογένεση» (morphogenesis) (Εικόνα 3). 
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Το πρώτο βήµα προς το σχηµατισµό του οργάνου επιτελείται στο πρόσθιο κοιλιακό τµήµα του 
ενδοδέρµατος του προσεντέρου (foregut endoderm), όπου και σχηµατίζεται η κυτταρική ζώνη 
από την 

 

 
 
Εικόνα 3.  Σχηµατική απεικόνιση της διαδικασίας της ηπατογένεσης (βλέπε κείµενο για περισσότερες 
λεπτοµέρειες) (Zaret, 2000). 
 

οποία θα διαµορφωθεί τελικά το ήπαρ. ∆ύο περιοχές µεσοδερµικής προέλευσης, το καρδιακό 
µεσόδερµα και το µεσέγχυµα του septum transversum, φαίνονται να καθιστούν δεκτική την 
ηπατική κυτταρική ζώνη για την υιοθέτηση του ηπατικού φαινότυπου (Εικόνα 4). Η ηπατική 
κυτταρική περιοχή ήδη εκφράζει µεταγραφικούς παράγοντες, όπως τους HNF3 και GATA4 
(βλέπε παρακάτω), οι οποίοι την καθιστούν δεκτική για την απόκριση σε αυξητικούς 
παράγοντες που προέρχονται από το καρδιακό µεσόδερµα και το septum transversum (τους 
FGF-fibroblast growth factors 1, 2 και 8 και BMP-bone morphogenetic proteins 2, 4 και 7, 
αντίστοιχα). Οι τελευταίοι και καθορίζουν τον ηπατικό χαρακτήρα των κυττάρων της ηπατικής 
ζώνης και την ενεργοποίηση κάποιων ηπατοειδικών γονιδίων. Μετά από αυτό το στάδιο 
αρχίζει ο πολλαπλασιασµός των ηπατικών κυττάρων και η «εισβολή» τους στο γειτονικό 
µεσέγχυµα του septum transversum, όπου και αρχίζει η µορφογένεση του ήπατος, µε το 
σχηµατισµό των ηπατικών πλακών, των τριχοειδών και του δικτύου των χοληφόρων αγγείων 
που θα σχηµατίσουν τελικά το πλήρες διαφοροποιηµένο όργανο (Duncan, 2000, Zaret, 2000, 
Zaret, 2001).  
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Οι οικογένειες µεταγραφικών παραγόντων που καθορίζουν τον ηπατικό φαινότυπο 

Η επιτέλεση των εξειδικευµένων λειτουργιών του ήπατος εξαρτάται από την έκφραση 
συγκεκριµένων οµάδων γονιδίων οι οποίες κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες που είναι υπεύθυνες 
για αυτές τις λειτουργίες. Τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων αυτών  

 
Εικόνα 4.  Τα σηµατοδοτικά µόρια και οι ιστοί που ενέχονται στην διαδικασία καθορισµού της περιοχής του 
ενδοδέρµατος που θα αναπτυχθεί σε συκώτι (βλέπε κείµενο για περισσότερες λεπτοµέρειες) (Zaret, 2001). 

 
ρυθµίζονται κυρίως στο επίπεδο της µεταγραφής και υπεύθυνοι για αυτή τη ρύθµιση είναι 
ένας αριθµός µεταγραφικών παραγόντων, οι οποίοι, παρότι  δεν εκφράζονται αποκλειστικά 
στο ήπαρ, φαίνεται να είναι καθοριστικοί για τη διατήρηση του ηπατικού φαινοτύπου 
(Cereghini, 1996, Schrem et al., 2002). Η µελέτη των ενισχυτών και των υποκινητών διαφόρων 
γονιδίων που είναι απαραίτητα για τις ηπατικές λειτουργίες έχει αναδείξει µέχρι τώρα τέσσερις 
οικογένειες µεταγραφικών παραγόντων σαν κύριους υπεύθυνους για τον καθορισµό και τη 
διατήρηση του ηπατικού φαινοτύπου: 

1. Η οικογένεια του ηπατικού πυρηνικού παράγοντα 1 (HNF1, hepatic nuclear factor 
1). Πρόκειται για µεταγραφικούς ρυθµιστές οι οποίοι αποτελούνται από οµοδιµερή ή 
ετεροδιµερή των παραγόντων HNF1α και HNF1β. Οι πρωτεΐνες αυτές αναγνωρίζουν τα ίδια 
στοιχεία πρόσδεσης στο DNA, µέσω ενός homeodomain µοτίβου πρόσδεσης, αλλά φαίνονται 
να έχουν διαφορετική ικανότητα ενεργοποίησης της µεταγραφής (Kuo et al.,1991, Song et al. 
1998). 

Ο HNF1α αποτελείται από τρεις λειτουργικά διακριτές περιοχές: την αµινοτελική 
περιοχή, η οποία είναι υπεύθυνη για το διµερισµό του µορίου, την περιοχή homeobox, µε την 
οποία προσδένεται στο DNA (Frain et al., 1989), και την καρβοξυτελική περιοχή, η οποία είναι 
υπεύθυνη για τη µεταγραφική του ενεργότητα (Cereghini, 1996). Η περιοχή διµερισµού του 
µορίου αλληλεπιδρά µε µία πρωτεΐνη που ονοµάζεται DCoH (dimerization cofactor of HNF1), η 
οποία σταθεροποιεί τα διµερή του HNF1α, συµβάλλει στη δηµιουργία σταθερών τετραµερών 
συµπλόκων DCoH-HNF1α και αυξάνει τη µεταγραφική ενεργότητα του HNF1α, χωρίς να 
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αλλάζει την ικανότητα πρόσδεσής του στο DNA (Mendel et al., 1991). Οι καρβοξυτελική 
περιοχή του µορίου αλληλεπιδρά µε διάφορους συνενεργοποιητές της µεταγραφής, όπως οι 
P/CAF, SRC1 και RAC3, ενώ η αµινοτελική περιοχή αλληλεπιδρά µε τον συνενεργοποιητή 
CBP (Soutoglou et al. 2000a). Η συνεργατική πρόσδεση των ακετυλοτρανσφερασών CBP και 
P/CAF στον HNF1α και η συνδυαστική τους δράση φαίνεται να είναι σηµαντική για τη 
µεταγραφική ενεργότητα του HNF1α (Soutoglou et al., 2000).  

Ο HNF1α, εκτός από το ήπαρ, εκφράζεται και σε άλλους ιστούς, όπως το νεφρό, το 
έντερο, το στοµάχι και το πάγκρεας. Σε ότι αφορά το ήπαρ, η ανάλυση των ρυθµιστικών 
περιοχών γονιδίων που εκφράζονται σε αυτό, κυρίως µε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης, 
είχε δείξει ότι ο HNF1α ρυθµίζει ένα µεγάλο αριθµό ηπατοειδικών γονιδίων, όπως η 
αλβουµίνη, η α1-αντιθρυψίνη, οι απολιποπρωτεΐνες ΑΙΙ και Β, και άλλα (Schrem et al., 2002). 
Η µελέτη δύο διαφορετικών µοντέλων ποντικών, στα οποία το ενδογενές γονίδιο του HNF1α 
έχει εξαλειφθεί, έχει δώσει σηµαντικές πληροφορίες για την σηµασία του παράγοντα στο 
ήπαρ και στους άλλους ιστούς στους οποίους εκφράζεται (Pontoglio et al., 1996, Lee et al., 
1998). Οι µελέτες αυτές έχουν δείξει ότι ο HNF1α δεν είναι απαραίτητος για την εµβρυϊκή 
ανάπτυξη του ποντικού, καθώς τα HNF1α-/- ζώα γεννιούνται στις αναµενόµενες αναλογίες. 
Σύµφωνα όµως µε τη µελέτη των Pontoglio et al., τα ζώα αυτά εµφανίζουν ηπατοµεγαλία, η 
οποία συνοδεύεται από υπερφαινυλαλανιναιµία. Η τελευταία εξηγείται από τη δραµατικά 
µειωµένη µεταγραφή του γονιδίου της υδροξυλάσης της φαινυλαλανίνης (phenylalanine 
hydroxylase, PAH), στο ήπαρ. Και άλλα όµως γονίδια στόχοι του HNF1α εµφανίζουν µειωµένα 
επίπεδα mRNA, όπως η αλβουµίνη, η α1-αντιθρυψίνη και το β-ινοδογόνο. Τα ζώα αυτά 
εµφανίζουν επίσης και τυπικά συµπτώµατα του συνδρόµου Fanconi, όπως πολυουρία, 
γλυκοσουρία, φωσφατουρία. Τα τελευταία οφείλονται στην αδυναµία των νεφρών αυτών των 
ζώων να απορροφήσουν γλυκόζη και άλλα µικρά µόρια από την πρωτογενή ουρία, µε 
αποτέλεσµα την απώλεια αυτών από τα ούρα, και προκαλείται πιθανόν από τη µειωµένη 
µεταγραφή µεταφορέων όπως ο SGLT2 (Sodium/glucose cotransporter 2).  

Το ζώο των Lee et al. παρουσιάζει παρόµοιες διαταραχές στη λειτουργία του ήπατος, 
χωρίς όµως την έντονη νεφρική δυσλειτουργία. Εµφανίζει επίσης νανισµό, που οφείλεται 
πιθανόν στη µειωµένη µεταγραφή του αυξητικού παράγοντα IGF1 (Insulin-like growth factor 1) 
και παρουσιάζει έντονη χοληστερολαιµία, η οποία δείχνει ότι ο HNF1α είναι σηµαντικός για 
την οµοιόσταση της χοληστερόλης και ρυθµίζει ένα µεγάλο αριθµό γονιδίων που ενέχονται 
στο µεταβολισµό της, στο ήπαρ, αλλά και στο έντερο και στα νεφρά (Shih et al., 2001a).  

Και τα δύο µοντέλα έδειξαν τη µεγάλη σηµασία που έχει ο HNF1α για τη λειτουργία 
του παγκρέατος. Τα HNF1α-/- ζώα έχουν υψηλότερα από τα κανονικά επίπεδα γλυκόζης και 
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µειωµένη έκκριση ινσουλίνης στο αίµα, αλλοιωµένη έκφραση γονιδίων που ενέχονται στην 
ανάπτυξη και µεταβολισµό των παγκρεατικών νησίδων του Langerhans και συµπτώµατα 
διαβήτη (Shih et al., 2001b, Pontoglio et al., 1998, Dukes et al., 1998). Η σηµασία αυτή του 
παράγοντα για την εύρυθµη παγκρεατική λειτουργία επιβεβαιώνεται και από την πρόσφατη 
ανακάλυψη ότι αυτοσωµικές επικρατείς µεταλλαγές του HNF1α σχετίζονται µε µία ανθρώπινη 
µορφή νεανικού διαβήτη που ονοµάζεται MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) 
(Yamagata et al., 1996a).  

Το άλλο µέλος της οικογένειας του HNF1, ο HNF1β, παρότι σηµαντικά οµόλογος µε 
τον HNF1α, έχει διαφορετικό πρότυπο έκφρασης από αυτόν, καθώς προηγείται η έκφρασή του 
στη διάρκεια της εµβρυϊκής ανάπτυξης από αυτή του HNF1α (Cereghini et al., 1992). Ως εκ 
τούτου, και ο φαινότυπος των ζώων στα οποία το γονίδιο έχει εξαλειφθεί είναι διαφορετικός. 
Τα HNF1β-/- ζώα πεθαίνουν στη διάρκεια της εµβρυϊκής ανάπτυξης καθώς ο παράγοντας είναι 
απαραίτητος για τη διαφοροποίηση του σπλαχνικού (visceral) ενδοδέρµατος και τη µεταγραφή 
παραγόντων όπως ο HNF4α1, ο HNF1α και ο HNF3γ (Barbacci et al., 1999, Coffinier et al., 
1999). Η εξάλειψή του HNF1β µόνο στο ήπαρ, έτσι ώστε να καταστεί δυνατή η µελέτη του 
ρόλου του στον ενήλικα ιστό, έδειξε ότι είναι απαραίτητος για το σχηµατισµό του επιθηλίου 
της χοληδόχου κύστης και του δικτύου των χοληφόρων αγγείων του ήπατος και του και για το 
µεταβολισµό των λιπιδίων στο όργανο αυτό (Coffinier et al., 2002).  

2. Η οικογένεια του ηπατικού πυρηνικού παράγοντα 3 (hepatic nuclear factor 3, 
HNF3), η οποία αποτελείται από τρεις πρωτεΐνες, τις α ,β και γ. Και οι τρεις παράγοντες 
παρουσιάζουν ισχυρή οµολογία, κυρίως στην περιοχή µε την οποία προσδένονται στο DNA, 
µε το οµοιοτικό γονίδιο της δροσόφιλας forkhead, και πιθανόν να αποτελούν τα οµόλογά του 
γονίδια στα θηλαστικά (Schrem et al., 2002). Η περιοχή πρόσδεσης στο DNA (ένα πρωτεϊνικό 
µοτίβο που ονοµάζεται winged helix), έχει επίσης µεγάλη οµολογία µε τις ιστόνες H1 και Η5 
(Clark et al., 1993). Οι παράγοντες HNF3 προσδένονται στο DNA σαν µονοµερή και 
αναγνωρίζουν τις ίδιες θέσεις πρόσδεσης (Schrem et al., 2002).  

Και οι τρεις πρωτεΐνες εκφράζονται κατά τη διάρκεια της εµβρυϊκής ανάπτυξης, µε 
πρώτο τον HNF3β, ακολουθούµενο από τον HNF3α, και τελευταίο τον HNF3γ (Kaestner et al., 
1999). Οι ποντικοί στους οποίους έχει εξαλειφθεί ο HNF3β πεθαίνουν κατά τη διάρκεια της 
κυοφορίας, κάτι που οφείλεται στη µεγάλη σηµασία που έχει ο παράγοντας για το σχηµατισµό 
του ενδοδέρµατος (Ang and Rossant, 1994, Weinstein et al., 1994). H εξάλειψη του HNF3γ 
προκαλεί πιο ήπιο φαινότυπο, µε τα ποντίκια να επιζούν, αλλά να παρουσιάζουν µειωµένη 
έκφραση κάποιων γονιδίων στόχων στο ήπαρ (Kaestner et al., 1998). Το knock-out µοντέλο 
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του HNF3α έδειξε την σηµασία του στην οµοιόσταση της γλυκόζης και την έκφραση του 
γλουκαγόνου στο πάγκρεας (Kaestner et al., 1999, Shih et al., 1999).  

Νέα µοντέλα στα οποία ο HNF3β είτε εξαλείφθηκε επιλεκτικά είτε υπερεκφράστηκε σε 
µεµονωµένους ιστούς έδειξαν ότι είναι απαραίτητος στο πάγκρεας για τη ρύθµιση της 
έκκρισης ινσουλίνης και την οµοιόσταση της γλυκόζης (Sund et al., 2001) και στο ήπαρ για το 
µεταβολισµό της γλυκόζης και των χολικών οξέων (Rausa et al., 2000), παρότι δεν είναι 
απαραίτητος για τη διατήρηση του διαφοροποιηµένου φαινοτύπου στο όργανο αυτό (Sund et 
al., 2000).  

Σε ότι αφορά τη µεταγραφική δράση των HNF3, έχει βρεθεί ότι µπορούν να 
προσδένονται ευκολότερα στις θέσεις πρόσδεσής τους όταν αυτές είναι οργανωµένες σε 
νουκλεοσωµικό παρά σε γυµνό DNA (Cirillo and Zaret, 1999). Είναι δε από τους πρώτους 
παράγοντες που προσδένονται στις ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου της αλβουµίνης στο 
ήπαρ και έχουν την ικανότητα να αναδιοργανώνουν τη χρωµατινική δοµή των περιοχών αυτών 
και να διευκολύνουν την πρόσδεση περαιτέρω παραγόντων και την τελική ενεργοποίηση του 
γονιδίου (Cirillo et al., 2002).  

3. H οικογένεια των πρωτεϊνών ONECUT, οι οποίες χαρακτηρίζονται από περιοχή 
πρόσδεσης στο DNA η οποία αποτελείται από ένα µοτίβο cut και ένα µοτίβο homeodomain 
(Schrem et al., 2002). Το καλύτερα µελετηµένο µέλος της οικογένειας στο ήπαρ, ο ηπατικός 
πυρηνικός παράγοντας 6 (hepatic nuclear factor 6, HNF6) φαίνεται να έχει σηµαντικό ρόλο 
στη διαφοροποίηση των κυττάρων του ενδοκρινούς παγκρέατος, καθώς οι ποντικοί στους 
οποίους το γονίδιο έχει εξαλειφθεί είναι διαβητικοί και η ανάπτυξη της ενδοκρινικής µοίρας του 
παγκρέατος δεν ολοκληρώνεται κανονικά (Jacquemin et al., 2000). Ο παράγοντας είναι επίσης 
απαραίτητος για τη διαφοροποίηση της χοληδόχου κύστης και του ηπατικού συστήµατος των 
χοληφόρων αγγείων, την οποία διαφοροποίηση ελέγχει µέσω του µεταγραφικού παράγοντα 
HNF1β (Clotman et al., 2002).  

4. Η οικογένεια των παραγόντων C/EBP (CCAAT/Enhancer-binding proteins). Οι 
παράγοντες αυτοί περιλαµβάνουν µία βασική (basic) περιοχή πρόσδεσης στο DNA και µία 
περιοχή διµερισµού πλούσια σε λευκίνες (leucine zipper). Περιλαµβάνει τουλάχιστον 6 κύρια 
µέλη (α, β, γ, δ, ε, ζ) (Cao et al., 1991), τα οποία είναι σηµαντικά για την κυτταρική 
διαφοροποίηση και λειτουργία σε µία πλειονότητα ιστών, όπως το ήπαρ, ο λιπώδης ιστός, το 
αιµοποιητικό σύστηµα και άλλοι. (Lekstrom-Himes and Xanthopoulos, 1998). Ο C/EBPα είναι 
απαραίτητος για την τελική ηπατική διαφοροποίηση και λειτουργία και η εξάλειψή του στον 
ποντικό προκαλεί διαταραχές στην ηπατική αρχιτεκτονική και αυξηµένο πολλαπλασιασµό των 
ηπατικών κυττάρων, παρεµπόδιση της αποθήκευσης γλυκογόνου στο όργανο και θάνατο των 
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περισσότερων ποντικών µετά τη γέννα λόγω υπογλυκαιµίας. Ένας αριθµός γονιδίων στόχων 
του C/EBPα παρουσιάζει µειωµένη µεταγραφή µετά τη γέννηση των ζώων, όπως η αλβουµίνη, 
η PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase), η συνθάση του γλυκογόνου και άλλα (Flodby 
et al., 1996, Wang et al., 1995). Μειωµένη έκφραση της PEPCK και θάνατος λίγο µετά τη 
γέννηση των ζώων παρατηρείται επίσης στους ποντικούς στους οποίους έχει εξαλειφθεί ο 
C/EBPβ, ο οποίος πιθανόν να ενέχεται και αυτός στη ρύθµιση των διεργασιών της 
γλυκονεογένεσης στο ήπαρ (Croniger et al., 1997).  

5. Η οικογένεια των παραγόντων GATA. Οι 6 µέχρι τώρα παράγοντες της οικογένειας 
αυτής χωρίζονται σε δύο υποοικογένειες: οι GATA1, 2 και 3 εκφράζονται στα αιµοποιητικά 
βλαστικά κύτταρα ενώ οι GATA4, 5 και 6 εκφράζονται σε διάφορους ιστούς µεσοδερµικής και 
ενδοδερµικής προέλευσης, όπως είναι η καρδιά, ο πνεύµονας, οι γονάδες, το έντερο και το 
ήπαρ, όπου παίζουν σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της ιστοειδικής γονιδιακής ρύθµισης. Η 
περιοχή µε την οποία προσδένονται στο DNA αποτελείται από δύο δάκτυλους ψευδαργύρου, 
η οποία κατευθύνει την πρόσδεσή τους στο νουκλεοτιδικό µοτίβο πρόσδεσης (A/T)GATA(A/G) 
(Molkentin, 2000).  

Μελέτες ποντικών στους οποίους έχουν εξαλειφθεί οι παράγοντες αυτοί έχουν 
επιβεβαιώσει το σηµαντικό ρόλο τους στη διαφοροποίηση και λειτουργία των ιστών στους 
οποίους εκφράζονται. Η εξάλειψη του GATA4 προκαλεί θάνατο των εµβρύων εξαιτίας της 
ελαττωµατικής µορφογένεσης της καρδιάς και του εντερικού σωλήνα (Molkentin et al., 1997, 
Kuo et al., 1997). Η εξάλειψη του GATA5 δεν προκαλεί εµβρυϊκό θάνατο, αλλά ελαττωµατική 
ανάπτυξη στους θηλυκούς ποντικούς των γονάδων και του ουροποιητικού συστήµατος 
(Molkentin et al., 2000). Η απαλοιφή, τέλος, του GATA6 έχει σαν αποτέλεσµα το θάνατο των 
ποντικών νωρίς στη διάρκεια της εµβρυϊκής ανάπτυξης λόγω της ελαττωµατικής 
διαφοροποίησης του σπλαχνικού (visceral) ενδοδέρµατος. Σε αυτόν τον ιστό παρατηρήθηκε 
επίσης ισχυρά µειωµένη έκφραση του GATA4 και απουσία της έκφρασης του HNF4, οι οποίοι 
ρυθµίζονται έµµεσα ή άµεσα από τον GATA6 (Morrisey et al., 1998). Για την περαιτέρω 
διασαφήνιση της σηµασίας των παραγόντων αυτών στους επιµέρους ιστούς στους οποίους 
εκφράζονται είναι απαραίτητη η ιστοειδική απαλοιφή τους, έτσι ώστε, τουλάχιστον για τους 
GATA4 και 6 να αποφευχθεί ο εµβρυϊκός θάνατος. Ειδικά για τον GATA4, είναι γνωστό ότι 
είναι ένας από τους πρώτους παράγοντες, µαζί µε τον HNF3, οι οποίοι προσδένονται στις 
ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου της αλβουµίνης, όπου αναδιοργανώνουν τη χρωµατινική 
δοµή και περιορίζουν την έκφραση του γονιδίου αυτού στο ήπαρ (Cirillo et al., 2002).  

6. H οικογένεια των ορφανών πυρηνικών υποδοχέων, που περιλαµβάνει τους 
παράγοντες της υποοικογένειας του ηπατικού πυρηνικού παράγοντα 4 (hepatic nuclear factor 
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4, HNF4) και της υποοικογένειας των παραγόντων COUPTF (chicken ovalbumin upstream 
promoter transcription factors). Οι παράγοντες αυτοί προσδένονται στο DNA σαν διµερή µέσω 
µίας περιοχής που περιέχει δύο δάκτυλους ψευδαργύρου (zinc fingers) (Cereghini, 1996). O 
HNF4α περιέχει και δύο περιοχές µεταγραφικής ενεργοποίησης, µία αµινοτελική (activation 
function 1, AF1) και µία καρβοξυτελική (activation function 2, AF2) (Sladek et al., 1990). Η 
πρώτη συµβάλλει στην πλήρη ενεργότητα του µορίου, χωρίς όµως να είναι πλήρως 
απαραίτητη για αυτή, ενώ η AF2 δε µπορεί να αποκοπεί από το µόριο χωρίς την πλήρη 
αναστολή της µεταγραφικής δράσης του (Schrem et al., 2002, Hadzopoulou-Kladaras et al., 
1997). Η AF2 είναι µέρος της περιοχής οµοδιµερισµού της πρωτεΐνης. Παρακείµενη της AF2 
προς το καρβοξυτελικό άκρο η περιοχή F, η οποία φαίνεται να έχει κατασταλτική δράση στην 
ενεργότητα του παράγοντα, αφού όταν λείπει αυτός είναι περισσότερο ενεργός σε πειράµατα 
παροδικής διαµόλυνσης. Η περιοχή αυτή φαίνεται να δρα κατασταλτικά στην ενεργοποιητική 
δράση της περιοχής AF2 (Iyemere et al., 1998), παρεµποδίζοντας την αλληλεπίδραση 
συνενεργοποιητών µε την πρωτεΐνη (Sladek et al., 1999).  

Ένας µεγάλος αριθµός τέτοιων συνενεργοποιητών έχει βρεθεί να αλληλεπιδρά µε τον 
HNF4, όπως ο CBP (CREB-binding protein) (Yoshida et al., 1997, Dell and Hadzopoulou-
Cladaras, 1999, Soutoglou et al., 2000b), ο p300, ο GRIP1 (Glucocorticoid receptor-interacting 
protein) και ο SRC1 (Steroid receptor coactivator) (Wang et al., 1998), καθώς και οι ADA2, 
PC4 και TFIIB (Green et al., 1998, Malik and Karathanasis, 1996). Η αλληλεπίδραση του 
HNF4 µε την ακετυλοτρανσφεράση CBP οδηγεί στην ακετυλίωση του HNF4 σε λυσίνες µίας 
περιοχής της πρωτεΐνης η οποία είναι απαραίτητη για τον πυρηνικό εντοπισµό της. Η 
ακετυλίωση µορίου οδηγεί στην κατακράτηση του στον πυρήνα του κυττάρου, αυξάνει την 
ικανότητα πρόσδεσής του στο DNA και την αλληλεπίδρασή του µε τον ίδιο το CBP και είναι 
απαραίτητη για την ενεργοποίηση γονιδίων στόχων του HNF4 (Soytoglou et al., 2000).  

Ο HNF4 ρυθµίζεται εκτός των άλλων και από φωσφορυλίωση. Έχει βρεθεί ότι η 
φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης από την κινάση PKA (protein kinase A) στην περιοχή 
πρόσδεσης στο DNA µειώνει την ικανότητα του µορίου να αλληλεπιδρά µε τις θέσεις 
πρόσδεσής του και, ως εκ τούτου, και τη µεταγραφική του ενεργότητα (Viollet et al., 1997). Η 
φωσφορυλίωση του HNF4 σε κατάλοιπα τυροσίνης, από την άλλη πλευρά, αυξάνει τη 
συνάφεια του παράγοντα για το DNA και, συνεπώς, και τη µεταγραφική του ενεργότητα. Η 
τροποποίηση αυτή είναι σηµαντική και για τον υποκυτταρικό του εντοπισµό, καθώς η 
παρεµπόδιση της φωσφορυλίωσής του HNF4 σε κατάλοιπα τυροσινών οδηγεί στην 
εξαφάνισή του από τα χαρακτηριστικά ενδοπυρηνικά «διαµερίσµατα» (nuclear speckles), τη 
διάχυσή του στον πυρήνα και µειωµένη µεταγραφική ενργότητα (Ktistaki et al., 1995). 
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O ΗΝF4 ανήκε µέχρι πρόσφατα στην οικογένεια των ορφανών πυρηνικών 
υποδοχέων, καθώς δεν είχαν βρεθεί προσδέτες (ligands) γι’ αυτόν. Πρόσφατες µελέτες όµως 
υποστηρίζουν ότι θειοεστέρες του συνενζύµου Α και πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (fatty 
acyl-CoA thioesters) αποτελούν ενδογενείς προσδέτες για τον HNF4, προσδένονται στο µόριο 
στην κεντρική του περιοχή (ligand-binding domain) και αυξάνουν ή µειώνουν (ανάλογα µε τον 
τύπο του προσδέτη) την ικανότητα διµερισµού του και τη µεταγραφική του ενεργότητα (Hertz 
et al., 1998, Hertz et al., 2001, Rajas et al., 2002). Παρότι αυτές οι µελέτες δεν τυγχάνουν 
πλήρους αποδοχής από την επιστηµονική κοινότητα που µελετά τον παράγοντα, υφίσταται 
πλέον η πιθανότητα ο HNF4 να µην είναι πια ένας ορφανός υποδοχέας.  

Tα µέλη της οικογένειας του HNF4 (οι HNF4α, β και γ και οι εναλλακτικές µορφές τους 
– splice variants), εκφράζονται σε µία πληθώρα ιστών, όπως είναι το ήπαρ, το πάγκρεας, το 
νεφρό και το έντερο, (Cereghini, 1996, Schrem et al., 2002). Ρυθµίζουν τη µεταγραφή ενός 
µεγάλου αριθµού γονιδίων σε αυτούς τους ιστούς, τα οποία ενέχονται σε διάφορα µεταβολικά 
µονοπάτια και αναπτυξιακές διαδικασίες. Μία σειρά µελετών ποντικών στα οποία ο HNF4α 
έχει εξαλειφθεί έχουν δώσει σηµαντικές πληροφορίες για την in vivo δράση του παράγοντα 
αυτού στους ιστούς στους οποίους εκφράζεται.  

Η απαλοιφή του γονιδίου στον ποντικό προκαλεί θάνατο νωρίς στη διάρκεια της  
ανάπτυξης, καθώς το γονίδιο εκφράζεται στο εξωεµβρυϊκό σπλαχνικό ενδόδερµα, κάτι που 
είναι απαραίτητο για τη διαφοροποίηση του εµβρυϊκού εκτοδέρµατος και την ολοκλήρωση της 
γαστριδίωσης (Chen et al., 1994). H έκφραση του HNF4 στο εξωεµρυϊκό ενδόδερµα 
δηµιουργεί ένα κατάλληλο περιβάλλον για τη διαφοροποίηση των εσωτερικών εµβρυϊκών 
ιστών, οι οποίοι φάνηκε ότι µπορούν να ολοκληρώσουν τη γαστριδίωση, ακόµη και αν τους 
λείπει το γονίδιο, αρκεί οι εξωεµβρυϊκοί ιστοί να το εκφράζουν. Η ανάπτυξη του ήπατος σε 
τέτοια χιµαιρικά έµβρυα ξεκινά κανονικά, κάτι που δείχνει ότι ο HNF4 δεν είναι απαραίτητος 
για τον αρχικό καθορισµό και διαφοροποίηση του ήπατος (Duncan et al., 1997). Μετέπειτα 
µελέτες στο ίδιο χιµαιρικό σύστηµα όµως έδειξαν, απουσία του HNF4 δεν ολοκληρώνεται η 
τελική διαφοροποίηση του ήπατος και καταστέλλεται η έκφραση µεγάλου αριθµού γονιδίων 
που είναι απαραίτητα για τη πλήρη λειτουργικότητα του ηπατικού ιστού, όπως της 
αλβουµίνης, διαφόρων απολιποπρωτεϊνών, της υδροξυλάσης της φαινυλαλανίνης, διαφόρων 
παραγόντων του ορού, καθώς και των µεταγραφικών παραγόντων HNF1α και PXR 
(Pregnane-X receptor – παράγοντας που ενέχεται στην ρύθµιση των διαδικασιών 
αποδόµησης στο ήπαρ στεροειδών και ξένων στον οργανισµό ουσιών) (Li et al., 2000).  

Η µελέτη του ρόλου του HNF4α στο ήπαρ διευκολύνθηκε πρόσφατα µε την παραγωγή 
ποντικών στους οποίους ο παράγοντας έχει εξαλειφθεί συγκεκριµένα στο ενήλικο ήπαρ. Στο 
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ήπαρ αυτών των ποντικών παρατηρήθηκε µειωµένη έκφραση ενός µεγάλου αριθµού γονιδίων 
τα οποία ενέχονται στην οµοιόσταση των λιπιδίων και της χοληστερόλης και στο κύκλο της 
ουρίας. Το ήπαρ τους παρουσιάζει ηπατοµεγαλία, υπερτροφικά ηπατοκύτταρα µε αυξηµένη 
περιεκτικότητα σε λιπίδια και µειωµένα επίπεδα χοληστερόλης, τριγλυκεριδίων και ουρίας και 
αυξηµένα επίπεδα χολικών οξέων και αµµωνίας στον ορό του αίµατος (Hayhurst et al., 2001, 
Inoue et al., 2002). Η εξάλειψη του γονιδίου συγκεκριµένα στο εµβρυϊκό ήπαρ έδειξε ότι ο 
HNF4α είναι απαραίτητος για την πλήρη µορφολογική και λειτουργική διαφοροποίηση των 
ηπατοκυττάρων, την αποθήκευση του γλυκογόνου και της γένεσης ενός λειτουργικού ηπατικού 
επιθηλίου (Parviz et al., 2003).  

Ο σηµαντικός ρόλος του HNF4α σε άλλους ιστούς στους οποίους εκφράζεται, όπως 
στο πάγκρεας, παρότι δεν έχουν δηµοσιευθεί ακόµα µελέτες ποντικών µε ειδική απαλοιφή του 
γονιδίου σε άλλους ιστούς πλην του ήπατος, φάνηκε από το συσχετισµό του µε µία µορφή 
νεανικού διαβήτη που ονοµάζεται MODY (Mature Onset Diabetes of the Young) (Yamagata et 
al., 1996b). Ένας αριθµός εργασιών έκτοτε έχει δείξει τη σηµασία του παράγοντα για την 
λειτουργία των β κυττάρων του παγκρέατος, καθώς αυτός ρυθµίζει ένα µεγάλο αριθµό 
γονιδίων που ενέχονται στη µεταφορά και µεταβολισµό της γλυκόζης και την έκκριση της 
ινσουλίνης από αυτά (Stoffel and Duncan, 1997, Wang et al., 2000).  

Οι παράγοντες COUPTFI (Εar3) και COUPTFII (Arp1) ανήκουν και αυτοί στην 
οικογένεια των ορφανών πυρηνικών υποδοχέων, προσδένονται στο DNA σαν οµοδιµερή και 
αναγνωρίζουν ίδιες θέσεις πρόσδεσης µε τον HNF4, αλλά καταστέλλουν τη µεταγραφή των 
γονιδίων στόχων τους, ανταγωνιζόµενοι µε τον HNF4 για πρόσδεση σε αυτές τις θέσεις 
(Kimura et al., 1993, Ktistaki and Talianidis, 1997a). Σε αντίθεση, σε υποκινητές στους οποίους 
προσδένεται µόνο ο HNF4 αλλά όχι οι COUPTF, όπως ο υποκινητής του γονιδίου του HNF1α, 
οι τελευταίοι δρουν σαν συνενεργοποιητές της µεταγραφής του HNF4, µέσω πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων µε αυτόν (Ktistaki and Talianidis, 1997a).  
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Η ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΕΝΙΣΧΥΤΩΝ ΚΑΙ Η ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ ΡΥΘΜΙΣΗ ΑΠΟ 
ΑΠΟΣΤΑΣΗ 

 
Κατά τις διαδικασίες της οντογένεσης και της ανάπτυξης ενός οργανισµού, αλλά και 

κατά τη διάρκεια της ζωής του, για την αντιµετώπιση των περιβαλλοντικών  ερεθισµάτων που 
αυτός δέχεται, είναι απαραίτητη η χρονικά, τοπικά και ποσοτικά ρυθµισµένη έκφραση των 
γονιδίων που κωδικοποιούνται από το γενετικό του υλικό. Τόσο η οµαλή κυτταρική 
διαφοροποίηση όσο και η κατάλληλη απάντηση του οργανισµού στις περιβαλλοντικές 
µεταβολές και πιέσεις επιβάλουν τη ακριβή ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης έτσι ώστε τα 
κατάλληλα γονίδια να εκφράζονται όπου και όποτε αυτό είναι απαραίτητο. 
 Η επίτευξη του κατάλληλου χωρο-χρονικού προτύπου έκφρασης των γονιδίων 
επιτυγχάνεται κυρίως στο επίπεδο της µεταγραφής. Η µεταγραφική ρύθµιση των γονιδίων 
είναι µία πολύπλοκη διαδικασία η οποία περιλαµβάνει την σειριακή στρατολόγηση πολύ-
πρωτεϊνικών συµπλόκων στις ρυθµιστικές περιοχές των γονιδίων (Lemon and Tjian, 2000), οι 
οποίες περιλαµβάνουν δύο τύπους αλληλουχιών: ενισχυτές (enhancers) και υποκινητές 
(promoters), καθένας από τους οποίους αποτελείται από πολλαπλές θέσεις πρόσδεσης 
παραγόντων της µεταγραφικής µηχανής. Η τελευταία «συλλέγει» και ενοποιεί τη ρυθµιστική 
πληροφορία η οποία µεταβιβάζεται από κάθε στοιχείο των ρυθµιστικών αλληλουχιών, 
προσδίδοντας σε κάθε γονίδιο το ξεχωριστό πρότυπο µεταγραφικής ρύθµισης που το 
χαρακτηρίζει (Dynan, 1989). 
 Ο υποκινητής ενός γονιδίου περιλαµβάνει τις ρυθµιστικές αλληλουχίες εκείνες οι 
οποίες είναι συγκεντρωµένες γύρω από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής της RNA 
πολυµεράσης. Αποτελείται από λειτουργικά διακριτά τµήµατα, µήκους τυπικά 7-20 
νουκλεοτιδίων, τα οποία περιέχουν θέσεις αναγνώρισης µεταγραφικών παραγόντων 
(ενεργοποιητών ή καταστολέων), περιλαµβάνει δε τουλάχιστον µία θέση µε λειτουργική δράση 
τοποθέτησης στον υποκινητή της πολυµεράσης στο σηµείο έναρξης της µεταγραφής. Τέτοιες 
θέσεις είναι το TATA box, το στοιχείο αναγνώρισης του γενικού µεταγραφικού παράγοντα 
TFIIB (BRE), τον εκκινητή (initiator), και το downstream promoter element (DPE) (Dynan, 1989, 
Blackwood and Kadonaga, 1998).  
 Οι ενισχυτές ανακαλύφθηκαν αρχικά σαν γενετικά στοιχεία τα οποία οδηγούσαν σε 
αύξηση της µεταγραφής από ένα υποκινητή στο ίδιο µόριο DNA,  όµως τοπολογικά 
αποµακρυσµένο από αυτόν. Ένα γονίδιο µπορεί να ρυθµίζεται από πολλούς τέτοιους 
διαφορετικούς ενισχυτές, οι οποίοι µπορεί να ποικίλουν σε µέγεθος, τυπικά από 50 bp µέχρι 
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και 1,5 kb, να είναι εντοπισµένοι και από τις δύο πλευρές του αντίστοιχου υποκινητή και να 
απέχουν µεγάλες αποστάσεις από αυτόν (ακόµα και της τάξης των εκατοντάδων χιλιάδων 
νουκλεοτιδίων). Οι ενισχυτές φαίνεται να είναι σχεδιασµένοι να επιτελούν µία συγκεκριµένη 
λειτουργία, όπως την ενεργοποίηση του σύστοιχου υποκινητή σε ένα συγκεκριµένο κυτταρικό 
τύπο ή σε ένα συγκεκριµένο στάδιο της ανάπτυξης, συχνά αθροιστικά (Dynan, 1989, 
Blackwood and Kadonaga, 1998). 
 Η βασική διαφορά µεταξύ υποκινητών και ενισχυτών είναι λειτουργική. Ένας 
ενισχυτής ορίζεται σαν µία περιοχή του DNA η οποία µπορεί να επάγει τη µεταγραφή από 
απόσταση. Αυτό δεν είναι απαραίτητο για έναν υποκινητή. Από την άλλη πλευρά, οι 
υποκινητές πρέπει να περιέχουν ένα ή περισσότερα στοιχεία τα οποία να είναι ικανά να 
καθορίσουν την έναρξη της σύνθεσης του µηνύµατος του γονιδίου που ελέγχουν από ένα 
συγκεκριµένο σηµείο και προς µία συγκεκριµένη κατεύθυνση – οι ενισχυτές αντίθετα δεν 
φαίνονται να περιέχουν τέτοια στοιχεία (Dynan, 1989).  
 Οι ενισχυτές και υποκινητές κατά τα άλλα είναι οµόλογες και παρόµοιες ρυθµιστικές 
περιοχές, καθώς επιτελούν την ίδια λειτουργία της ενεργοποίησης της µεταγραφής στο 
κύτταρο και συχνά περιέχουν θέσεις πρόσδεσης για τους ίδιους µεταγραφικούς παράγοντες, 
µε πολύ παρόµοια µάλιστα οργάνωση. Οι µεταγραφικοί παράγοντες που προσδένονται σε 
αυτές τις ρυθµιστικές αυτές περιοχές είναι πολύ πιθανό να αλληλεπιδρούν µε τη κυτταρική 
µεταγραφική µηχανή µε τον ίδιο θεµελιώδη τρόπο (Blackwood and Kadonaga, 1998).  
 Άλλα γενετικά στοιχεία ελέγχου που, όπως οι ενισχυτές, µπορούν να επηρεάσουν τη 
µεταγραφή από απόσταση είναι τα locus control regions (LCR). Τα LCR ορίζονται από την 
ικανότητά τους να προσδίδουν σε διαγονιδιακές κατασκευές τη δυνατότητα υψηλής και ιστο-
ειδικής έκφρασης των γονιδίων που περιέχουν, εξαρτώµενης από τον αριθµό των αντιτύπων 
της ένθεσης και ανεξάρτητα από τη θέση ενσωµάτωσης του διαγονιδίου στο γένωµα (Bulger 
and Groudine, 1999). Το καλύτερα µελετηµένο LCR είναι αυτό του συµπλόκου γονιδίων της β-
σφαιρίνης (b-globin) στα θηλαστικά, το οποίο αποτελείται από ένα αριθµό θέσεων 
υπερευαισθησίας σε DNaseI (DNaseI hypersensitive sites, HS), εντοπισµένες σε µία περιοχή 
20-30 kb πριν από τα γονίδια του συµπλόκου, τα οποία είναι διευθετηµένα σύµφωνα µε τη 
σειρά έκφρασής τους στη διάρκεια της ανάπτυξης (Εικόνα 1). Οι θέσεις υπερευαισθησίας 
περιέχουν ένα µεγάλο αριθµό θέσεων πρόσδεσης για ερυθροειδικούς και άλλους 
µεταγραφικούς παράγοντες (Martin et al., 1996, Hardison et al., 1997). Η έκφραση 
ενσωµατωµένων στο γένωµα διαγονιδίων β-σφαιρίνης απουσία του LCR είναι χαµηλή και 
ποικίλει ανάλογα µε τη θέση ενσωµάτωσης και την παρουσία ετερόλογων ρυθµιστικών 
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στοιχείων στις γύρω περιοχές, υπόκειται δηλαδή σε επιδράσεις ποικιλοµορφίας θέσης 
(position effect variegation, PEV) (Bulger and Groudine, 1999).  
 

 
 
Εικόνα 1.  Η δοµή του συµπλόκου γονιδίων της β-σφαιρίνης του ανθρώπου. Τα τρίγωνα (ε, Gγ, Αγ, δ, β) 
απεικονίζουν τα γονίδια του συµπλόκου, ενώ τα βέλη τις κύριες θέσεις υπερευαισθησίας σε DNaseI. Οι HS1-HS5 
θεωρείται ότι αποτελούν το LCR, αν και υπάρχουν και άλλες θέσεις υπερευαισθησίας, τόσο προς το 5’ όσο και 
προς το 3’ άκρο του συµπλόκου. Στην εικόνα φαίνεται και το πρότυπο έκφρασης των γονιδίων κατά την 
ανάπτυξη. Το γονίδιο 5’β1 είναι ένας οσφρητικός υποδοχέας – ένα από ένα σύµπλοκο τέτοιων γονιδίων µέσα στο 
οποίο βρίσκεται ο γενετικός τόπος της β-σφαιρίνης (Bulger and Groudine, 1999) 
.   

Τα LCR, όπως και οι ενισχυτές έχουν την ικανότητα να ενεργοποιούν τη µεταγραφή, 
αλλά αντίθετα µε τους δεύτερους, το επιτυγχάνουν αυτό µέσω τουλάχιστον δύο ξεχωριστών 
ενεργοτήτων, µε απευθείας αλληλεπίδραση µε τους αντίστοιχους υποκινητές, όπως και οι 
ενισχυτές, και µε τη δηµιουργία µίας «ανοιχτής» χρωµατινικής περιοχής γύρω από τα 
εκφραζόµενα γονίδια, η οποία µπορεί να αντιµετωπίσει αρνητικές επιδράσεις από γειτονικές 
περιοχές. Αυτή η τελευταία ενεργότητα αποτελεί και τη διαφορά ενός LCR από ένα ενισχυτή, 
καθώς οι τελευταίοι, παρότι ορίζονται σαν περιοχές που ενεργοποιούν τη µεταγραφή από 
συνδεδεµένους υποκινητές σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης, δεν έχουν την ίδια 
δραστικότητα σε ενσωµατωµένους στο γένωµα γενετικούς τόπους και ενίοτε υπόκεινται σε 
PEV. Καθότι αποµονωµένες HS του συµπλόκου της β-σφαιρίνης µπορούν επίσης να δρουν 
σαν ενισχυτές σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης, αλλά δεν είναι αρκετές για να δράσουν 
ξεχωριστά σαν LCR (Ellis et al., 1993, Ellis et al., 1996), η παραπάνω διαφορά µεταξύ των 
LCR και των ενισχυτών µπορεί να είναι απλά ποσοτική και όχι απαραίτητα ποιοτική, 
παραµένει όµως µετρήσιµη σε διαγονιδιακά πειράµατα (Bulger and Groudine, 1999).  
 Το LCR λοιπόν του συµπλόκου της β-σφαιρίνης, σαν πρώτο βήµα που προηγείται της 
µεταγραφής των γονιδίων, δηµιουργεί µία ανοιχτή χρωµατινική δοµή, η οποία θεωρείται ότι 
καθιστά την περιοχή «ικανή» (competent) για µεταγραφική ενεργοποίηση. Η µεταβολή αυτή 
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ανιχνεύεται αρχικά σαν αυξηµένη ευαισθησία σε DNaseI και συνοδεύεται από αύξηση στα 
επίπεδα µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων των ιστονών, όπως µεθυλίωση της λυσίνης 4 
της ιστόνης H3 και ακετυλίωση των ιστονών και µείωση των επιπέδων της ιστόνης Η1 
(Kamakaka et al., 1990, Hebbes et al., 1994, Litt et al., 2001). Οι µετα-µεταφραστικές 
τροποποιήσεις αυτές συµπίπτουν µε και οριοθετούν την περιοχή η οποία παρουσιάζει 
αυξηµένη ευαισθησία στην DNaseI και πιστεύεται ότι οδηγούν σε µία πιο ανοιχτή χρωµατινική 
δοµή συνεισφέροντας στην αφέλιξη της χρωµατίνης από πιο συµπαγείς δοµές και στην 
αυξηµένη πρόσβαση παραγόντων (όπως µεταγραφικών παραγόντων ή DNaseI) στην περιοχή 
(Blackwood and Kadonaga, 1998).  
 Για τη δηµιουργία αυτής της ανοιχτής χρωµατινικής δοµής έχουν προταθεί διάφοροι 
πιθανοί µηχανισµοί, οι οποίοι περιλαµβάνουν τη στρατολόγηση πρωτεϊνικών συµπλόκων µε 
ενζυµική δράση τα οποία τροποποιούν τις αµινοτελικές ουρές των ιστονών, όπως 
ακετυλοτρανσφεράσες και µεθυλοτρανσφεράσες, και σύµπλοκα µε δράση αναδιαµόρφωσης 
της χρωµατίνης (chromatin remodeling complexes) (Lemon and Tjian, 2000, Memedula and 
Belmont, 2003). Ένα επιπλέον µοντέλο που έχει προταθεί συγκεκριµένα για την περίπτωση 
του LCR του συµπλόκου των β-σφαιρινών στηρίζεται στην παρατήρηση χαµηλών επιπέδων 
µεταγραφής σε περιοχές ενδιάµεσες των γονιδίων του συµπλόκου (intergenic transcription), 
µεταγραφής δηλαδή της οποίας τα εναρκτήρια σηµεία βρίσκονται προς το 5’ άκρο των 
γονιδίων του συµπλόκου και η οποία σταµατά κοντά στους υποκινητές των γονιδίων, για να 
ξεκινήσει ξανά µετά το 3’ άκρο των γονιδίων (Ashe et al., 1997). Σύµφωνα µε αυτό το µοντέλο, 
τα µεταγραφικά αυτά γεγονότα, µε έναρξη στο LCR ή σε άλλα σηµεία του συµπλόκου, τα 
οποία θα µπορούσαν να συµβαίνουν και γενικότερα σε µεταγραφικά ενεργούς γενετικούς 
τόπους, ενδέχεται να έχουν σαν αποτέλεσµα το άνοιγµα της χρωµατινικής δοµής των γονιδίων 
και την προετοιµασία τους για την καθεαυτό µεταγραφή τους σε επόµενα αναπτυξιακά ή 
φυσιολογικά στάδια.  
 Αρκετά πειραµατικά δεδοµένα συγκλίνουν στο συµπέρασµα ότι το φαινόµενο του 
ανοίγµατος της χρωµατίνης που επιτυγχάνεται από το LCR, αλλά και από ενισχυτές σε 
αρκετές περιπτώσεις, φαίνεται να είναι µία ιδιότητα διαχωριστή από την ικανότητα 
µεταγραφικής ενεργοποίησης καθεαυτό. Η απαλοιφή, για παράδειγµα, κάποιων από τα HS 
του LCR της β-σφαιρίνης έχει σαν αποτέλεσµα την εκµηδένιση των επιπέδων της γονιδιακής 
µεταγραφής, παρότι η χρωµατινική δοµή του συµπλόκου παραµένει ευαίσθητη σε νουκλεάσες 
(Reik et al., 1998). Ο γενετικός τόπος επίσης των γονιδίων των α-σφαιρινών είναι «ανοιχτός» 
σε ότι αφορά τη χρωµατινική του δοµή σε µία πλειάδα ιστών, παρότι η µεταγραφή των 
γονιδίων του συµπλόκου είναι ερυθροειδική (Vyas et al., 1992). Η δεύτερη ιδιότητα του LCR, η 
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επίτευξη δηλαδή της µεταγραφικής ενεργοποίησης των ρυθµιζόµενων από αυτό υποκινητών, 
σχετίζεται µε την γενικότερη µεταγραφική δράση των ενισχυτών, την ικανότητά τους δηλαδή να 
αλληλεπιδρούν µε τους υποκινητές των γονιδίων και να επάγουν αυξηµένα επίπεδα 
µεταγραφής από αυτούς.  
 Ένα ερώτηµα που προκύπτει αρχικά σχετικά µε τον τρόπο µε τον οποίο οι ενισχυτές 
και τα LCR αλληλεπιδρούν µε τους υποκινητές τους οποίους ρυθµίζουν είναι το πώς 
επιτυγχάνεται η ειδικότητα αυτής της αλληλεπίδρασης, δηλαδή ποιοι είναι οι µηχανισµοί µε 
τους οποίους ένας ενισχυτής καταφέρνει να αλληλεπιδρά µε έναν υποκινητή τοπολογικά 
αποµακρυσµένο από αυτόν και επίσης ποιοι είναι οι µηχανισµοί εκείνοι οι οποίοι καθορίζουν 
τον τρόπο µε τον οποίο ένας ενισχυτής επιλέγει να ρυθµίσει έναν µόνο υποκινητή από µία 
πλειάδα που µπορεί να βρίσκονται στην περιοχή δράσης του (Blackwood and Kadonaga, 
1998). Έχουν προταθεί τουλάχιστον δύο διαφορετικοί µηχανισµοί ως εξήγηση της 
επιλεκτικότητας των ενισχυτών για τους υποκινητές που υπόκεινται στη ρύθµισή τους.  
 Ο ενισχυτής autoregulatory element 1 (ΑΕ1) της δροσόφιλας αποτελεί ένα 
χαρακτηριστικό παράδειγµα του πρώτου τέτοιου µηχανισµού, ο οποίος προτείνει ειδικές 
αλληλεπιδράσεις µεταξύ παραγόντων που προσδένονται στον ενισχυτή και υποκινητή ενός 
γονιδίου. Ο ΑΕ1 βρίσκεται σε ίσες αποστάσεις µεταξύ των υποκινητών των γονιδίων Sex 
combs reduced (Scr) και fushi tarazu (ftz), αλλά ενεργοποιεί επιλεκτικά τη µεταγραφή από τον 
ftz. Οι δύο υποκινητές διαφέρουν µεταξύ τους στα στοιχεία πρόσδεσης παραγόντων που 
περιέχουν, µε τον ftz να περιέχει ένα στοιχείο TATA, ενώ ο Scr να µην περιέχει στοιχείο TATA 
αλλά να περιλαµβάνει αλληλουχίες initiator και downstream promoter element. Ο ΑΕ1 µπορεί 
να ενεργοποιεί τη µεταγραφή του υποκινητή που δεν περιέχει ΤΑΤΑ απουσία αυτού που το 
περιέχει, αλλά παρουσία και των δύο ενεργοποιεί τον υποκινητή που περιέχει ΤΑΤΑ (Ohtsuki 
et al., 1998). Φαίνεται λοιπόν ότι συστατικά του υποκινητή και οι παράγοντες των οποίων την 
παρουσία αυτά καθορίζουν είναι σηµαντικά για την παραγωγική και ειδική αλληλεπίδραση 
ενισχυτή και υποκινητή. 
 Ο δεύτερος µηχανισµός, ο οποίος ενδεχόµενα να λειτουργεί ταυτόχρονα µε τον 
πρώτο, στηρίζεται στη δράση των στοιχείων ορίου ή αποµονωτών (boundary elements ή 
insulators), Οι insulators χαρακτηρίζονται από την ικανότητά τους να παρεµποδίζουν τη δράση 
ενός ενισχυτή πάνω σε ένα υποκινητή, εάν τοποθετηθούν ανάµεσά τους. Έχουν επίσης την 
ικανότητα να αποµονώνουν γενικά γονιδιακές περιοχές που οριοθετούν από θετικές και 
αρνητικές επιδράσεις ρυθµιστικών στοιχείων που τις περιβάλλουν (Dillon and Sabbattini, 
2000). Τα στοιχεία αυτά δηλαδή µπορεί να χρησιµοποιούνται για την παρεµπόδιση µη 
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επιθυµητών αλληλεπιδράσεων µεταξύ ενισχυτών ή άλλων στοιχείων µεταγραφικού ελέγχου 
και υποκινητών.  

Χαρακτηριστικά παραδείγµατα τέτοιων στοιχείων αποτελούν τα scs/scs’, τα οποία 
εντοπίσθηκαν στον γενετικό τόπο 87Α7 heat shock της δροσόφιλας, και το µεταθετό στοιχείο 
gypsy, ταυτοποιηµένο επίσης στη δροσόφιλα. Το τελευταίο περιλαµβάνει πολλαπλές θέσεις 
πρόσδεσης για την πρωτεΐνη Suppressor of Hairy-wing [Su(Hw)] και αυτές οι θέσεις είναι 
επαρκείς από µόνες τους για τη δράση ορίου (Gerasimova and Corces, 1996). Η τοποθέτηση 
του στοιχείου µεταξύ ενός ενισχυτή και ενός υποκινητή οδηγεί στην εκµηδένιση της ικανότητας 
του ενισχυτή να ενεργοποιεί µεταγραφικά τον υποκινητή. Ο gypsy insulator όµως δε φαίνεται 
να επηρεάζει την εγγενή µεταγραφική ενεργότητα του ενισχυτή, καθώς αυτός παραµένει 
ενεργός προς την άλλη κατεύθυνση (Cai and Levine, 1995). Επιπλέον, διαγονίδια που 
περιβάλλονται από στοιχεία gypsy αποµονώνονται από θετικές (εξαιτίας ένθεσης κοντά σε 
ενισχυτή) ή αρνητικές (εξαιτίας ένθεσης κοντά σε ετεροχρωµατινικές περιοχές) επιδράσεις 
προκαλούµενες από το περιβάλλον της θέσης ένθεσης του διαγονιδίου (Roseman et al., 1993) 
Οι insulators λοιπόν φαίνεται να λειτουργούν σαν ουδέτερα στοιχεία που παρεµποδίζουν την 
εξάπλωση θετικών και αρνητικών µεταγραφικών επιδράσεων στην περιοχή που περικλείουν.  
Ανεξάρτητα από τον µηχανισµό ή µηχανισµούς που καθορίζουν και περιορίζουν την 
αλληλεπίδραση ενός ενισχυτή µε τον αντίστοιχο υποκινητή που ρυθµίζει, ένα από τα 
σηµαντικότερα ερωτήµατα του πεδίου της µεταγραφικής ρύθµισης είναι ο τρόπος µε τον οποίο 
τα δύο αυτά ρυθµιστικά στοιχεία αλληλεπιδρούν και η φύση αυτής της αλληλεπίδρασης. Ο 
µηχανισµοί µε τους οποίους οι παράγοντες που προσδένονται στους ενισχυτές, όπως 
µεταγραφικοί παράγοντες, συνενεργοποιητές, και σύµπλοκα αναδιαµόρφωσης της 
χρωµατίνης, αλληλεπιδρούν παραγωγικά µε τις αντίστοιχες πρωτεΐνες που εντοπίζονται στον 
ρυθµιζόµενο υποκινητή έχουν γίνει αντικείµενα εκτεταµένων ερευνών τα τελευταία χρόνια. Το 
κύριο µοντέλο που έχει προταθεί για την διασαφήνιση του τρόπου δράσης τόσο των LCR, όσο 
και των ενισχυτών γενικότερα, είναι το επονοµαζόµενο “looping model” (Ptashne and Gann, 
1997, Bulger and Groudine, 1999). Σύµφωνα µε αυτό, η µεταγραφική ενεργοποίηση 
επιτυγχάνεται µέσω απευθείας αλληλεπιδράσεων µεταξύ των παραγόντων που προσδένονται 
στους ενισχυτές και τους υποκινητές, µε το DNA ενδιάµεσο στον ενισχυτή και τον υποκινητή 
να σχηµατίζει «θηλιά» (“looping out”) (Εικόνα 2). Το µοντέλο αυτό αποτελεί επέκταση της 
αρχής των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων που έχουν δειχθεί ότι είναι υπεύθυνες για τη 
µεταγραφική ενεργοποίηση από εγγύς υποκινητές και τους συσχετιζόµενους µε αυτούς 
παράγοντες, τόσο σε προκαρυωτικούς όσο και ευκαρυωτικούς οργανισµούς (Ptashne and 
Gann, 1997). Οι µεταγραφικοί παράγοντες που προσδένονται σε ευκαρυωτικούς υποκινητές 
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αλληλεπιδρούν µε παράγοντες που τροποποιούν τη χρωµατίνη, όπως ακετυλοτρανσφεράσες 
και σύµπλοκα αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης και επίσης στρατολογούν συστατικά της 
βασικής µεταγραφικής µηχανής, οδηγώντας έτσι στο σχηµατισµό ενεργών µεταγραφικών 
συµπλόκων. Η δράση του υποκινητή του γονιδίου INFβ, για παράδειγµα, έχει δειχθεί ότι 
εξαρτάται από µία πολύ συγκεκριµένη διευθέτηση αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών σε µία δοµή 
που ονοµάζεται enhanceosome και τη στρατολόγηση µέσω αυτού µε καθορισµένο χρονικό 
πρότυπο ενός αριθµού συνενεργοποιητών και της βασικής µεταγραφικής µηχανής (Thanos 
and Maniatis, 1995, Agalioti et al., 2000).  

 

 
 
Εικόνα 2.  ∆ιάφορα πιθανά µοντέλα για τον µηχανισµό επικοινωνίας µεταξύ ενισχυτών και υποκινητών. Στην πιο 
απλή εκδοχή της η φυσική επαφή µέσω looping µεταξύ των δύο στοιχείων επιτυγχάνεται µέσω τυχαίων κινήσεων. 
Όταν επιτευχθεί η επαφή, οι πρωτεΐνες που είναι προσδεµένες στα ρυθµιστικά στοιχεία σχηµατίζουν σταθερά 
συσσωµατώµατα και ενεργοποιούν τη µεταγραφή του γονιδίου. Εναλλακτικά η επαφή αυτή µπορεί να 
επιτυγχάνεται µέσω µετακίνησης του συµπλόκου του ενισχυτή προς τον υποκινητή πάνω στο ενδιάµεσο DNA 
(tracking). H επικοινωνία µεταξύ των ρυθµιστικών στοιχείων µπορεί να επιτυγχάνεται και µέσω πρωτεϊνικών 
αλυσίδων που συνδέουν τον ενισχυτή και τον υποκινητή µεταξύ τους (linking) και µπορεί και να οδηγούν στη 
φυσική επαφή µεταξύ των δύο ρυθµιστικών στοιχείων (looping and linking) (Bulger and Groudine, 2002). 
 

To looping model προτείνει ότι η δράση των ενισχυτών και των LCR αποτελεί µία 
προέκταση αυτής της βασικής αρχής. ∆εδοµένα που να το υποστηρίζουν αυτό προέρχονται 
για παράδειγµα από πειράµατα µικροενέσεων σε ωοκύτταρα Xenopus, όπου έχει δειχθεί ότι 
ένας ενισχυτής µπορεί να ενεργοποιεί έναν υποκινητή in trans, όταν και τα δύο στοιχεία 
βρίσκονται σε διαφορετικά concatenated πλασµίδια (Dunaway and Droge, 1989). 
Μεταγραφική ενεργοποίηση από ενισχυτές έχει επίσης παρατηρηθεί όταν ο ενισχυτής και ο 
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υποκινητής συνδέονται τεχνητά µέσω ενός πρωτεϊνικά συνδεόµενου συµπλόκου βιοτίνης-
στρεπταβιδίνης (Muller et al., 1989).  

Περαιτέρω δεδοµένα που να υποστηρίζουν το looping model προέκυψαν από 
πειράµατα στον σακχαροµύκητα. Σε αυτό τον οργανισµό, µεταγραφικοί ενεργοποιητές, όπως 
οι Gal4 και Gal4-VP16, δρουν συνήθως προσδενόµενοι σε θέσεις αναγνώρισης (upstream 
activating sequence, UAS), οι οποίες εντοπίζονται τυπικά 250 βάσεις 5’ του σηµείου έναρξης 
της µεταγραφής, και αντίθετα από ότι συµβαίνει σε θηλαστικά κύτταρα, δεν µπορούν να 
ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή σε αποστάσεις µεγαλύτερες από 600-700 βάσεις 5’ από το 
σηµείο έναρξης, ή από οποιαδήποτε θέση στο 3’ του γονιδίου. Πειράµατα όµως, στα οποία 
ένα γονίδιο που φέρει ένα UAS 1-2 κιλοβάσεις 3’ του γονιδίου συνδέεται µε ένα τελοµερές – 
και όχι µε µία εσωτερική χρωµοσωµική θέση – έδειξαν ότι ο ενισχυτής µπορεί σε αυτή την 
περίπτωση να ενεργοποιήσει το γονίδιο. Αυτό εξηγείται από το εύρηµα ότι τα τελοµερή στον 
σακχαροµύκητα σχηµατίζουν αναδιπλούµενες δοµές (δοµές που θυµίζουν «θηλιά» - loop), 
πιθανότατα φέρνοντας έτσι σε επαφή τους παράγοντες που προσδένονται στον ενισχυτή µε 
αυτούς του υποκινητή του γονιδίου (de Bruin et al., 2001). 
   Πιο ισχυρές ενδείξεις για την ισχύ του looping model προέκυψαν από πειράµατα που 
έδειξαν την απευθείας φυσική επαφή και αλληλεπίδραση ενισχυτών και υποκινητών. Πιο 
συγκεκριµένα, οι Shang et al., έδειξαν ότι η µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου prostate-
specific antigen (PSA) από ανδρογόνα οδηγεί στη στρατολόγηση του υποδοχέα των 
ανδρογόνων (androgen receptor, AR), συνενεργοποιητών και της RNA πολυµεράσης τόσο 
στον ενισχυτή όσο και στον υποκινητή του γονιδίου, ενώ καταστολή του γονιδίου από 
ανταγωνιστικούς προσδέτες του AR οδηγεί στη στρατολόγηση καταστολέων µόνο στον 
υποκινητή του PSA (Shang et al., 2002). Τα αποτελέσµατα αυτά έδειξαν ότι η επικοινωνία 
µεταξύ των ρυθµιστικών στοιχείων του γονιδίου επιτυγχάνεται µε τη φυσική επαφή των δύο 
περιοχών µέσω των πρωτεϊνών που στρατολογούνται από αυτές (Εικόνα 3). Η απευθείας 
φυσική επαφή µεταξύ τοπολογικά αποµακρυσµένων ρυθµιστικών περιοχών δείχθηκε και στην 
περίπτωση του LCR του συµπλόκου γονιδίων της β-σφαιρίνης. ∆ύο διαφορετικές οµάδες 
απέδειξαν ότι τµήµατα του LCR αλληλεπιδρούν µε µεταγραφόµενα γονίδια, µε το ενδιάµεσο 
DNA να δηµιουργεί θηλιά (Carter et al., 2002, Tolhuis et al., 2002). Σε ιστούς, αντίθετα,  στους 
οποίους τα γονίδια του συµπλόκου δεν εκφράζονται, η γονιδιακή αυτή περιοχή υιοθετεί µία 
φαινοµενικά γραµµική διάταξη (Tolhuis et al., 2002).  
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Εικόνα 3.  Ο AR προσδένεται και στον ενισχυτή και στον υποκινητή του γονιδίου PSA. Αυτό ακολουθείται από 
στρατολόγηση συνενεργοποιητών (p160, CBP/p300) και του συµπλόκου πρωτεϊνών της RNA πολυµεράσης-ΙΙ µε 
τελικό αποτέλεσµα το σχηµατισµό ενός σταθερού συµπλόκου που συνδέει τις δύο περιοχές και ενεργοποίηση 
της µεταγραφής (Shang et al., 2002).  

 
 Η θεωρία της επικοινωνίας τοπολογικά αποµακρυσµένων ρυθµιστικών περιοχών 
µέσω looping ισχυροποιείται από τα παραπάνω αποτελέσµατα. Ένα ερώτηµα που παραµένει 
ανοιχτό είναι ο τρόπος µε το οποίο επιτυγχάνεται αυτή η φυσική επαφή, πώς δηλαδή οι 
µεταγραφικοί παράγοντες και οι συσχετιζόµενοι µε αυτούς συνενεργοποιητές φθάνουν σε µία 
παραγωγική αλληλεπίδραση µε τον υποκινητή τον οποίο ρυθµίζουν. Σύµφωνα µε µία θεωρία 
που έχει προταθεί, η σύνδεση µεταξύ ρυθµιστικών περιοχών µέσω ενός τµήµατος DNA το 
οποίο κινείται ελεύθερα αυξάνει την πιθανότητα της αλληλεπίδρασής τους µέσω τυχαίων 
κινήσεων. Όµως όσο αυξάνει η απόσταση µεταξύ ενισχυτή και υποκινητή, µειώνεται και το 
πλεονέκτηµα της σύνδεσης των δύο ρυθµιστικών στοιχείων in cis και η πιθανότητα φυσικής 
επαφής τους µέσω τυχαίων κινήσεων ( Blackwood and Kadonaga, 1998) και, καθώς πολλοί 
ενισχυτές επέχουν δεκάδες έως εκατοντάδες χιλιάδες από τους επηρεαζόµενους υποκινητές, η 
θεωρία αυτή δύσκολα εξηγεί αλληλεπιδράσεις ρυθµιστικών περιοχών από τέτοιες 
αποστάσεις.  
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 Ένας εναλλακτικός µηχανισµός ο οποίος έχει προταθεί για να εξηγήσει το πώς 
επιτυγχάνεται αυτή η επαφή – ο µηχανισµός του “facilitated tracking” (Εικόνα 2)– υποθέτει ότι 
το σύµπλοκο πρωτεϊνών, µεταγραφικών δηλαδή παραγόντων και συνενεργοποιητών, που 
αλληλεπιδρά µε τον ενισχυτή µετακινείται µέσω µικρών «βηµάτων» κατά µήκος της 
χρωµατίνης µέχρι να συναντήσει τον αντίστοιχο υποκινητή., οπότε και σχηµατίζει ένα σταθερό 
σύµπλοκο µε τις πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τον τελευταίο, µε το ενδιάµεσο στις δύο 
περιοχές DNA να σχηµατίζει θηλιά, και µε τελικό αποτέλεσµα της δηµιουργίας του συµπλόκου 
να είναι η ενεργοποίηση της µεταγραφής. Ένα σηµαντικό συστατικό του µηχανισµού αυτού 
αποτελεί και η χρωµατινική δοµή του υποστρώµατος αυτής της µετακίνησης, η οποία 
ενδεχόµενα να διευκολύνει την κίνηση του συµπλόκου. Οι ακετυλοτρανσφεράσες και οι 
παράγοντες αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης που αλληλεπιδρούν µε τον ενισχυτή ενδέχεται 
να τροποποιούν τη χρωµατίνη και να αλλάζουν την κατασταλτική διαµόρφωσή της και να 
βοηθούν ταυτόχρονα την κίνηση του συµπλόκου προς τον υποκινητή (Blackwood and 
Kadonaga, 1998).  
 Ο µηχανισµός αυτός είναι συµβατός µε πολλά φαινόµενα που χαρακτηρίζουν τη 
δράση των ενισχυτών, όπως την ικανότητα της δράσης τους από απόσταση και ανεξάρτητα 
από τον προσανατολισµό τους σε σχέση µε τον υποκινητή, καθώς και τη δράση των 
στοιχείων ορίου στην παρεµπόδιση της επικοινωνίας µεταξύ ενισχυτών και υποκινητών και 
την ικανότητα ενισχυτών να ενεργοποιούν υποκινητές in trans. Τα µικρά βήµατα µε τα οποία 
το σύµπλοκο του ενισχυτή µετακινείται προς τον υποκινητή θα µπορούσαν να 
παρεµποδίζονται από τις νουκλεοπρωτεϊνικές δοµές που σχηµατίζονται από τα στοιχεία 
ορίου, αλλά θα µπορούσαν να πραγµατοποιούνται σε γειτονικά τµήµατα DNA, αρκεί αυτά να 
βρίσκονταν στην κατάλληλη απόσταση µεταξύ τους (Blackwood and Kadonaga, 1998). 
 Μία εναλλακτική θεωρία η οποία προτείνει ένα µηχανισµό που µπορεί να εξηγήσει µε 
διαφορετικό τρόπο τη δράση των αποµακρυσµένων ρυθµιστικών στοιχείων έχουν προτείνει η 
Bulger and Groudine. Σύµφωνα µε αυτή, η δράση των ενισχυτών µπορεί να συνίσταται στη 
µετάδοση συγκεκριµένων νουκλεοπρωτεϊνικών δοµών µεταξύ αποµακρυσµένων ρυθµιστικών 
περιοχών (Bulger and Groudine, 1999). Η θεωρία αυτή προτείνει µάλιστα συγκεκριµένες 
πρωτεΐνες που θα µπορούσαν να ενέχονται στη µετάδοση αυτή και να συµµετέχουν στις 
δοµές εκείνες που είναι υπεύθυνες για την επικοινωνία µεταξύ ρυθµιστικών περιοχών. Οι 
πρωτεΐνες αυτές είναι η Chip της δροσόφιλας και οµόλογά της στα σπονδυλωτά, πρωτεΐνες 
που έχουν τη δυνατότητα µεγάλου αριθµού πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων και ενέχονται στη 
ρύθµιση µεγάλου αριθµού γονιδίων. Σε ότι αφορά την ίδια την Chip µάλιστα, αυτή 
αλληλεπιδρά γενετικά µε ενθέσεις του στοιχείου ορίου gypsy µεταξύ του ενισχυτή και του 
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υποκινητή που ρυθµίζει στον γενετικό τόπο cut της δροσόφιλας. Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία 
λοιπόν, η µετάδοση της νουκλεοπρωτεϊνικής δοµής από τον ενισχυτή στον υποκινητή που 
γίνεται µέσω πρωτεϊνών όπως η Chip – η οποία διαδικασία µπορεί να έχει και σαν τελικό 
αποτέλεσµα την φυσική επαφή µεταξύ ενισχυτή και υποκινητή µέσω looping (Bulger and 
Groudine, 2002) (Εικόνα 2)– παρεµποδίζεται από ένα στοιχείο ορίου µε τον ίδιο τρόπο που 
αυτό µπορεί να παρεµποδίζει την εξάπλωση της ανενεργής (silenced) χρωµατίνης στην 
περιοχή την οποία οριοθετεί.  
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ΣΤΟΧΟΣ 
 
 Η παρούσα εργασία αποτελεί µέρος µίας προσπάθειας κατανόησης των µηχανισµών 
εκείνων που ελέγχουν τη µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α, 
ενός γονιδίου σηµαντικού τόσο για την ανάπτυξη όσο και για τη διατήρηση του 
διαφοροποιηµένου φαινοτύπου των ιστών στους οποίους εκφράζεται. Η εργασία έχει χωριστεί 
σε δύο µέρη, θεµατικά διακριτά, εκ των οποίων το δεύτερο µπορεί να ιδωθεί σαν συνέχεια του 
πρώτου. Πιο συγκεκριµένα:  
1. Στο πρώτο κεφάλαιο περιγράφεται η κλωνοποίηση και ανάλυση ενός µεγάλου τµήµατος της 
5’ περιοχής του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α. Η ανάλυση αυτή στόχευε στην 
ταυτοποίηση των κύριων ρυθµιστικών τµηµάτων αυτής της περιοχής, στον καθορισµό της 
ελάχιστης περιοχής µε µεταγραφική ενεργότητα σε ηπατικά κύτταρα, στον καθορισµό των 
κύριων θέσεων πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων στον προσδιοριζόµενο υποκινητή, 
στην ταυτοποίηση των κύριων παραγόντων που προσδένονται στις θέσεις αυτές και στη 
µελέτη της επίδρασής τους στην ενεργότητα του υποκινητή.  
2. Το δεύτερο κεφάλαιο προχωρά στη µελέτη του µηχανισµού µε τον οποίο ένας ενισχυτής του 
γονιδίου 6,5 kb 5’ του σηµείου έναρξης της µεταγραφής, ο οποίος συµπίπτει µε µία θέση 
υπερευαισθησίας σε DNaseI, αλληλεπιδρά µε τον υποκινητή του γονιδίου στη διάρκεια της 
διαδικασίας της αρχικής ενεργοποίησης του γονιδίου, κατά τη διαφοροποίηση εντερικών 
κυττάρων. Το τµήµα αυτό της εργασίας στόχευε στη µελέτη της σειράς στρατολόγησης 
παραγόντων στις δύο ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου και του µηχανισµού µε τον οποίο το 
συσσωµάτωµα που σχηµατίζεται στον ενισχυτή του γονιδίου επικοινωνεί µε τον υποκινητή για 
την επίτευξη της τελικής µεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου. Η εργασία λοιπόν αυτή 
είχε ως σκοπό της τη συµπλήρωση της εικόνας της µεταγραφικής ρύθµισης του σηµαντικού 
γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α, αλλά και την πιθανή εξαγωγή γενικότερων συµπερασµάτων 
σχετικά µε τους µηχανισµούς µε τους οποίους επιτυγχάνεται µεταγραφική ρύθµιση από 
απόσταση.  
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 
 Ο ηπατικός πυρηνικός παράγοντας 4α (ΗΝF4α) είναι ένας µεταγραφικός παράγοντας 
ο οποίος εκφράζεται στο ήπαρ και είναι πολύ σηµαντικός για την ιστο-ειδική έκφραση ενός 
µεγάλου αριθµού πρωτεϊνών (Sladek et al., 1990). Συµµετέχει δε µαζί µε άλλους 
µεταγραφικούς παράγοντες σε ένα πολύπλοκο µεταγραφικό δίκτυο, στο οποίο οι µεταξύ τους 
αλληλεπιδράσεις και αλληλορυθµίσεις διατηρούν µία ισορροπία στην έκφραση των 
παραγόντων αυτών, που έχει σαν αποτέλεσµα την ισορροπία στην έκφραση των γονιδίων 
στόχων τους που είναι απαραίτητα για τις εξειδικευµένες λειτουργίες του οργάνου. Ο HNF4α 
φαίνεται να είναι από τους σηµαντικότερους παράγοντες σε αυτό το δίκτυο, καθώς η 
παρουσία του συσχετίζεται άµεσα µε το διαφοροποιηµένο ηπατικό φαινότυπο – απώλεια της 
έκφρασης του HNF4α in vitro οδηγεί σε απώλεια του πλήρως διαφοροποιηµένου φαινοτύπου 
και επανέκφρασή του οδηγεί στην ανάκτηση του ηπατικού χαρακτήρα (Späth and Weiss, 
1997, Späth and Weiss, 1998). Ο HNF4α, στην κορυφή του δικτύου, ρυθµίζει θετικά την 
έκφραση του HNF1α, ενός άλλου σηµαντικού ρυθµιστή του ηπατικού φαινοτύπου. Αυτό έχει 
δειχθεί και σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης (Miura and Tanaka, 1993), αλλά και in vivo, 
καθώς η έκφραση του τελευταίου µειώνεται δραµατικά σε ποντικούς στους οποίους έχει 
απαλειφθεί ο HNF4α στο ήπαρ (παρατηρήσεις του εργαστηρίου). 
 Για την πλήρη διαλεύκανση του πώς καθιερώνεται και συντηρείται αυτό το δίκτυο, 
είναι απαραίτητη η γνώση του τρόπου ρύθµισης του ίδιου του γονιδίου του HNF4α. 
Προηγούµενες µελέτες στον υποκινητή του HNF4α του ποντικού είχαν δείξει ότι υπάρχει 
αµφίδροµη ρύθµιση της έκφρασης του HNF4α από τον HNF1α (Taraviras et al., 1994, Zhong 
et al., 1994), µε την ταυτοποίηση ενός µίας λειτουργικής θέσης πρόσδεσης για HNF1 στην 
περιοχή του εγγύς υποκινητή του HNF4α (Zhong et al., 1994). Βέβαια, κατά την εµβρυϊκή 
ανάπτυξη, στη διάρκεια του διαφοροποίησης του κοιλιακού ενδοδέρµατος, ο HNF4α 
ενεργοποιείται νωρίτερα από τον HNF1α, κάτι που δείχνει ότι ο τελευταίος µάλλον δεν ενέχεται 
στην αρχική ενεργοποίηση του πρώτου (Cereghini et al., 1992, Duncan et al., 1994, Duncan, 
2000). Επιπλέον, σε ποντικούς στους οποίους ο HNF1α είχε απαλειφθεί, τα επίπεδα του 
HNF4α στο ήπαρ ήταν κανονικά (Pontoglio, 1996). Πιο πρόσφατες µελέτες σε ποντικούς 
στους οποίους είχαν απαλειφθεί οι GATA6 ή HNF1β έδειξαν ότι οι παράγοντες αυτοί 
ρυθµίζουν έµµεσα ή άµεσα το γονίδιο του HNF4α, καθώς η έκφρασή του ήταν ουσιαστικά 
µηδενική και στα δύο µοντέλα (Barbacci et al., 1999, Coffinier et al., 1999, Morrisey et al., 
1998). Η συµµετοχή δύο άλλων παραγόντων στην ρύθµιση του HNF4α είναι επίσης πιθανή, 
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καθώς οι HNF6 και CPF/FTF έχουν δειχθεί ότι προσδένονται και ενεργοποιούν τον υποκινητή 
του γονιδίου (Landry et al., 1997, Pare et al., 2001).  
 Ο σκοπός της παρακάτω εργασίας ήταν η λεπτοµερέστερη µελέτη της µεταγραφικής 
ρύθµισης του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α. Προς το στόχο αυτό κλωνοποιήθηκε και 
χαρακτηρίστηκε η ρυθµιστική περιοχή του ανθρώπινου γονιδίου και δείχθηκε ότι ο εγγύς 
υποκινητής επαρκεί για την επαγωγή υψηλών επιπέδων µεταγραφής σε ηπατική κυτταρική 
σειρά. Ταυτοποιήθηκαν θέσεις πρόσδεσης για τους µεταγραφικούς παράγοντες HNF1α και β, 
Sp1, HNF6 και GATA6 και χαρακτηρίστηκαν δύο εναλλακτικοί µηχανισµοί για τον τρόπο µε 
τον οποίο αυτοί οι παράγοντες ρυθµίζουν την έκφραση του HNF4α. Ταυτοποιήθηκε επίσης 
ένα λειτουργικό στοιχείο απόκρισης σε ορµόνες (hormone response element), το οποίο δεν 
είναι συντηρηµένο στον υποκινητή του γονιδίου του ποντικού. Το στοιχείο αυτό δείχθηκε ότι 
προσδένει τον παράγοντα COUPTFII, γεγονός που καταστέλλει την ενεργότητα του υποκινητή. 
Η επίδραση ρετινοϊκού οξέως σε κύτταρα, όµως, οδηγεί στην πρόσδεση ετεροδιµερών των 
παραγόντων RXRα-RARα στο στοιχείο αυτό και σε επαγωγή των επιπέδων του HNF4α.  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
1) Κλωνοποίηση και λειτουργική χαρτογράφηση των 5΄ ρυθµιστικών περιοχών του 
ανθρώπινου HNF4α γονιδίου. 
 
Σαν πρώτο βήµα για τη µελέτη της ρύθµισης του ανθρώπινου HNF4α γονιδίου σαρώθηκε µία 
ανθρώπινη γενωµική λEMBL4 βιβλιοθήκη µε ανιχνευτή ένα αµινοτελικό τµήµα του 
ανθρώπινου cDNA του HNF4α, το οποίο περιλάµβανε την 5’ µη µεταφραζόµενη περιοχή (5’ 
UTR) και την περιοχή Α/Β του γονιδίου. Από τη σάρωση της βιβλιοθήκης προέκυψαν 4 θετικοί 
κλώνοι οι οποίοι αναλύθηκαν µε χαρτογράφηση µε ένζυµα περιορισµού και ανάλυση κατά 
Southern, οι οποίες αποκάλυψαν ότι ένας από τους κλώνους περιείχε µέρος του πρώτου 
εξονίου και περίπου 12,1 kb της περιοχής 5’ από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής. Η 
συστηµατική χαρτογράφηση του κλώνου µε ένζυµα περιορισµού, ο προσδιορισµός της 
αλληλουχίας τµηµάτων του κλώνου και η σύγκρισή της µε την αλληλουχία του ανθρώπινου 
χρωµοσώµατος 20 (όπου εντοπίζεται το HNF4α γονίδιο), η οποία είχε προκύψει από την 
αλληλούχιση του ανθρώπινου γονιδιώµατος (αριθµός πρόσβασης Gen-Bank NT_011382), 
επιβεβαίωσε ότι ο κλώνος που είχε αποµονωθεί περιείχε µη αναδιαταγµένη την 5’ ρυθµιστική 
περιοχή του HNF4α. 
Σαν επόµενο βήµα της ανάλυσης προσδιορίστηκε η θέση έναρξης της µεταγραφής του 
γονιδίου. Αυτό έγινε µε δοκιµή επιµήκυνσης µε εκκινητή (primer extension analysis) µε ένα στο 
άκρο του ραδιενεργά σηµασµένο εκκινητή µήκους 26 νουκλεοτιδίων, ο οποίος υβριδοποιεί 73 
νουκλεοτίδια 3’ από το πρώτο κωδικόνιο ATG του γονιδίου. Χρησιµοποιώντας σαν 
υπόστρωµα poly(A) RNA αποµονωµένο από κύτταρα HepG2, µία ανθρώπινη ηπατική 
κυτταρική σειρά τα κύτταρα της οποίας εκφράζουν HNF4α , ανιχνεύθηκε µε αυτό τον τρόπο 
σαν κύριο προϊόν της αντίδρασης µία ζώνη µεγέθους 188 νουκλεοτιδίων, αποτέλεσµα το 
οποίο θέτει τη θέση έναρξης της µεταγραφής 89 νουκλεοτίδια 5’ από το πρώτο κωδικόνιο ATG 
(Drewes et al., 1996) (Εικόνα 1).  
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Εικόνα 1. Λειτουργική χαρτογράφηση των 5’ λειτουργικών περιοχών του ανθρώπινου HNF4α. Καθορισµός 
της θέσης έναρξης της µεταγραφής µε δοκιµή επιµήκυνσης µε εκκινητή σε poly(A) RNA από κύτταρα HepG2. Το 
βέλος συµβολίζει το ολιγονουκλεοτίδιο που χρησιµοποιήθηκε για την αντίστροφη µεταγραφή και την αντίδραση 
αλληλούχισης του DNA. Το υπογραµµισµένο κωδικόνιο ATG αντιπροσωπεύει το σηµείο έναρξης της µετάφρασης 
που έχει προταθεί (Drewes et al., 1996). 

 
Κατόπιν, για τον καθορισµό, στο επίπεδο της αλληλουχίας των 12,1 kb, περιοχών που 
αλληλεπιδρούν µε πρωτεΐνες οι οποίες προσδένονται σε DNA, έγινε ανάλυση θέσεων 
υπερευαισθησίας στο ένζυµο DΝaseI (DnaseI-hypersensitive site analysis). Με τον ανιχνευτή 
1 (probe 1) καθορίστηκαν δύο κύριες περιοχές υπερευαισθησίας, µία περίπου –300 bp από το 
σηµείο έναρξης της µεταγραφής και µία στην ιντρονική περιοχή µεταξύ των εξονίων 1b και 2, 
περίπου 1,6 kb 3’ από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής (Εικόνα 2). Ο ανιχνευτής 2 (probe 2) 
απεκάλυψε τρεις κύριες περιοχές υπερευαισθησίας, περίπου –6,6, -8,0 και –8,8 kb από το 
σηµείο έναρξης της µεταγραφής (Εικόνα 2).  
Ακολούθησε µία προσπάθεια ταυτοποίησης της ελάχιστης ρυθµιστικής περιοχής του HNF4α, 
δηλαδή του καθορισµού της ελάχιστης αλληλουχίας που προσδίδει ιστοειδική µεταγραφική 
ενεργότητα σε γονίδιο µάρτυρα. Για αυτό το σκοπό κλωνοποιήθηκε η περιοχή µεγέθους 12,1 
kb του υποκινητή µπροστά από το γονίδιο µάρτυρα της λουσιφεράσης και 5’-ελλείψεις αυτής 
της κατασκευής χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης στην κυτταρική 
σειρά HepG2. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3, 5’-ελλείψεις µέχρι το σηµείο –0,56 kb της  
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Εικόνα 2. Λειτουργική χαρτογράφηση των 5’ λειτουργικών περιοχών του ανθρώπινου HNF4α. Ανάλυση 
θέσεων υπερευαισθησίας σε DNaseI. Πυρήνες HepG2 επωάστηκαν µε 0, 5, 10, 15, 17, και 20 U DNaseI, και το 
γενωµικό DNA που αποµονώθηκε υπέστη πέψη µε HindIII (αριστερά) ή KpnI (δεξιά). Για τη ραδιοσήµανση του 
DNA χρησιµοποιήθηκαν οι ανιχνευτές probe1 και probe2. Η σχηµατική παράσταση της περιοχής εντοπίζει τις 
κύριες θέσεις υπερευαισθησίας σε σχέση µε µε τη θέση έναρξης της µεταγραφής (µεγάλα βέλη). Τα µικρά βέλη 
εντοπίζουν δευτερεύουσες θέσεις υπερευαισθησίας -2,1, -2,7, και -5,6 kb από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής.  
 
περιοχής είχαν ελάχιστα αποτελέσµατα στη µεταγραφική ενεργότητα της κατασκευής (τα 
µικρότερα παράγωγα είχαν περίπου την ίδια ενεργότητα µε την κατασκευή όπου ολόκληρη η 
ρυθµιστική περιοχή να ελέγχει τη µεταγραφή της λουσιφεράσης). Καθώς µεγαλύτερες 
ελλείψεις δεν είχαν µεταγραφική ενεργότητα και καθώς όλες οι κατασκευές ήταν µεταγραφικά 
ανενεργές στην κυτταρική σειρά HeLa, η οποία δεν είναι ηπατική και δεν προέρχεται από ιστό 
ο οποίος εκφράζει HNF4α, καταλήξαµε στο συµπέρασµα ότι η proximal περιοχή του υποκινητή 
του HNF4α γονιδίου περιέχει όλα τα σηµαντικά ρυθµιστικά στοιχεία που απαιτούνται για 
υψηλά επίπεδα ηπατοειδικής µεταγραφής σε πειράµατα παρωδικής διαµόλυνσης.  
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Εικόνα 3. Λειτουργική χαρτογράφηση των 5’ λειτουργικών περιοχών του ανθρώπινου HNF4α. Η 
µεταγραφική ενεργότητα των 5’ ελλείψεων της ρυθµιστικής περιοχής του ΗΝF4α σε κύτταρα HepG2. Οι ράβδοι 
αντιπροσωπεύουν την ενεργότητα λουσιφεράσης παροδικά διαµολυσµένων κατασκευών που περιείχαν την 
περιοχή από -12,1 kb µέχρι +67 bp του γονιδίου του HNF4α ή παράγωγα αυτής µε ελλείψεις της 5’ περιοχής (που 
υποδεικνύονται από τη θέση του 5’ νουκλεοτιδίου) – οι τιµές της ενεργότητας της λουσιφεράσης είναι 
κανονικοποιηµένες σε την ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης σαν εσωτερικό πείραµα ελέγχου. 

 
2) Μεταγραφικοί παράγοντες που προσδένονται στην proximal περιοχή του 
υποκινητή. 
 
Για τον εντοπισµό των θέσεων πρόσδεσης των µεταγραφικών παραγόντων που είναι 
υπεύθυνοι για την υψηλή µεταγραφική ενεργότητα της ελάχιστης ρυθµιστικής περιοχής που 
ταυτοποιήθηκε παραπάνω, χρησιµοποιήθηκε ανάλυση in vitro DNaseI footprinting (ανάλυση 
αποτυπωµάτων µεταγραφικών παραγόντων πάνω σε τµήµα DNA µε τη βοήθεια DNaseI). 
Πέντε κύριες περιοχές προστατευµένες από την πεπτική δράση του ενζύµου DNaseI 
ταυτοποιήθηκαν µε αυτόν τον τρόπο µετά από επώαση των ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών µε 
πυρηνικά εκχυλίσµατα κυττάρων HepG2. Η πρώτη προστατευµένη περιοχή (το πρώτο 
αποτύπωµα-footprint 1), εκτείνεται από τη θέση –97 µέχρι –117 bp, το αποτύπωµα 2 από τη 
θέση –135 µέχρι –164 bp, το αποτύπωµα 3 από τη θέση –256 µέχρι –304 και τα 
αποτυπώµατα 4 και 5 από τη θέση –377 µέχρι –442 bp (Εικόνα 4, Α µέχρι Γ). Η ανάλυση των 
αλληλουχιών των προστατευµένων περιοχών απεκάλυψε ότι τα αποτυπώµατα 1, 4 και 5 
περιέχουν κανονικές θέσεις πρόσδεσης για τους ηπατο-εµπλουτισµένους (liver-enriched) 
µεταγραφικούς παράγοντες HNF1α και  -β, HNF6 και GATA6 αντίστοιχα και ότι οι θέσεις 
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Εικόνα 4. Ταυτοποίηση θέσεων πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων στην περιοχή του εγγύς 
υποκινητή του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α. Η ανάλυση in vitro DNaseI footprinting πραγµατοποιήθηκε 
µε 5’-ακροσηµασµένους ανιχνευτές που περιείχαν τις περιοχές από nt -45 µέχρι nt -450 (Α), από nt -503 µέχρι nt 
+67 (B), και από nt -194 µέχρι nt -595 (Γ) του υποκινητή του ανθρώπινου HNF4α και τις υποδεικνυόµενες 
ποσότητες από πυρηνικά εκχυλίσµατα κυττάρων HepG2. G/A, χηµική αλληλούχιση κατά Maxam-Gilbert των 
αντίστοιχων ανιχνευτών.  

 
υποκινητή του ποντικού (Εικόνα 5). Είναι ενδιαφέρον ότι η περιοχή η οποία περιλαµβάνει τα 
νουκλεοτίδια –165 µέχρι –176 δεν είναι προστατευµένη, παρότι µοιάζει µε την κανονική θέση 
πρόσδεσης για τον ηπατο-εµπλουτισµένο µεταγραφικό παράγοντα HNF3. Η σύγκριση των 
αλληλουχιών των περιοχών των εγγύς υποκινητών του HNF4α του ποντικού και του 
ανθρώπου (bp -453 µέχρι +1, αριθµοί πρόσβασης GenBank S77762 και NT_011382) µε το 
πρόγραµµα πολλαπλής στοίχισης αλληλουχιών Clustal W-1.5 απεκάλυψε ότι η συνολική 
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ταύτιση των αλληλουχιών ήταν 68% µε έξι κενά στην στοίχιση, ενώ οι αλληλουχίες των 
προστατευµένων περιοχών ήταν ταυτόσηµες κατά 72%. Η ταύτιση εντός των προστατευµένων 
περιοχών των βασικών µοτίβων πρόσδεσης των µεταγραφικών παραγόντων, που φαίνονται 
στην Εικόνα 5 ήταν 85%.  
 

ATTAACCATTAA  human
ATTAACCATTAA  mouse
 ************

-118 -107

-176 -165
ACCAACAAACAG  human
ACCAACAAACAG  mouse

************
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      *    *  *****
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************
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FP-1FP-2FP-4 FP-3

GCAGCCCCGCCCAGCC  human
GTGGCTCCACCCAGCC   mouse

*    **  **  ******* 

-154 -139

Sp1

-97-119-135-164-256-304-377-442

 
Εικόνα 5. Ταυτοποίηση θέσεων πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων στην περιοχή του εγγύς 
υποκινητή του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α. Σχηµατική απεικόνιση των προστατευµένων περιοχών και 
µοτίβων που περιέχουν µε τις αντίστοιχες περιοχές στον υποκινητή του HNF4α του ποντικού. 

 
Η αλληλουχία του αποτυπώµατος 2, το οποίο περιέχει µία κανονική θέση πρόσδεσης του 
µεταγραφικού παράγοντα Sp1, δεν είναι συντηρηµένη στην αντίστοιχη περιοχή του υποκινητή 
του ποντικού. Το αποτύπωµα 3 περιέχει µία αλληλουχία τύπου DR1 (direct repeat 1), η οποία 
είναι µία εν δυνάµει θέση πρόσδεσης για µέλη της οικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων 
ορµονών. Και αυτή η αλληλουχία είναι διαφορετική στην αντίστοιχη περιοχή του υποκινητή 
του HNF4α του ποντικού. Αυτές οι διαφορές αναδεικνύουν την πιθανότητα ύπαρξης διαφορών 
µεταξύ των δύο ειδών σε ότι αφορά στη συµµετοχή διαφορετικών παραγόντων στην ρύθµιση 
του γονιδίου του HNF4α.  
Για την επιβεβαίωση της ταυτότητας των µεταγραφικών παραγόντων που προσδένονται στις 
παραπάνω προστατευµένες περιοχές, έγιναν πειράµατα EMSA (electorphoretic mobility shift 
assay-πείραµα µεταβολής κινητικότητας του DNA λόγω αλληλεπίδρασής του µε πρωτεΐνες), µε 
παράλληλη χρήση αντισωµάτων κατά συγκεκριµένων µεταγραφικών παραγόντων (antibody-
mediated supershift assays).  
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Εικόνα 6. Ταυτοποίηση των κύριων µεταγραφικών παραγόντων που αλληλεπιδρούν µε την περιοχή του 
εγγύς υποκινητή του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α. Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα EMSA µε ηπατικά 
πυρηνικά εκχυλίσµατα αρουραίου και σηµασµένα δίκλωνα ολιγονουκλεοτίδια που αντιστοιχούσαν στις 
υποδεικνυόµενες προστατευµένες περιοχές. Οι επωάσεις µε τα αντισώµατα και οι αντιδράσεις πρόσδεσης 
πραγµατοποιήθηκαν σε πάγο εκτός τις επωάσεις µε τα αντισώµατα anti-RXRα και anti-HNF4α, οι οποίες 
πραγµατοποιήθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου.  

 
Όπως φαίνεται στην Εικόνα 6, τα δίκλωνα, ραδιοσηµασµένα ολιγονουκλεοτίδια που 
αντιστοιχούν στα αποτυπώµατα 1, 2, 4 και 5 (FP-1, -2, -4, και -5) δηµιουργούν σύµπλοκα µε 
πρωτεΐνες τα οποία είτε εξαφανίζονται, είτε µεταβάλλεται η κινητικότητα τους περαιτέρω µετά 
από αλληλεπίδραση µε αντισώµατα για τους µεταγραφικούς παράγοντες HNF1, Sp1, HNF6 
και GATA6 αντίστοιχα. Η κινητικότητα των συµπλόκων που σχηµατίστηκαν πάνω στο 
ολιγονουκλεοτίδιο FP-3 (που αντιστοιχεί στο αποτύπωµα 3) µεταβλήθηκε ύστερα από 
επώαση µε αντισώµατα για τους παράγοντες COUPTF, RXRα και HNF4α, κάτι που δείχνει ότι 
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αυτό το αποτύπωµα περιέχει εν δυνάµει ένα HRE (hormone response element-στοιχείο 
απόκρισης σε ορµόνες). Για να ελεγχθεί η δυνατότητα πρόσδεσης και άλλων γνωστών 
πυρηνικών υποδοχέων ορµονών µε αυτό το στοιχείο έγιναν πειράµατα EMSA µε εκχυλίσµατα 
από κύτταρα Cos-1 που υπερεξέφραζαν τους παράγοντες RXRα-RARα, PPARα, VDR, LXRα, 
T3Rβ, CPF/FTF, COUPTFII και HNF4α. Μόνο ο παράγοντας COUPTFII έδειχνε σηµαντική 
πρόσδεση στο στοιχείο, ενώ οι παράγοντες RXRα-RARα και HNF4α προσδένονταν µε 
µικρότερη αλλά σηµαντική συνάφεια (Εικόνα 7).  
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Εικόνα 7. Ταυτοποίηση των κύριων µεταγραφικών παραγόντων που αλληλεπιδρούν µε την περιοχή του 
εγγύς υποκινητή του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α. Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα EMSA µε 
εκχυλίσµατα από κύτταρα Cos-1 διαµολυσµένα µε τους υποδεικνυόµενους φορείς έκφρασης και 
σηµασµένο ανιχνευτή FP-3. 

 
3) Λειτουργική ανάλυση της περιοχής τους εγγύς υποκινητή  
 
Σε µία προσπάθεια να επιβεβαιωθεί η λειτουργική σηµασία των παραπάνω στοιχείων 
πρόσδεσης και των αντίστοιχων παραγόντων στην λειτουργία του υποκινητή, έγινε εισαγωγή 
µεταλλαγών στις αλληλουχίες των προστατευµένων περιοχών, οι οποίες µεταλλαγές 
καταργούν την πρόσδεση των αντίστοιχων µεταγραφικών παραγόντων στα συναφή στοιχεία. 
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Οι µεταλλαγµένες κατασκευές χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης σε 
HepG2 κύτταρα, όπου φάνηκε ότι οι µεταλλαγές στις θέσεις πρόσδεσης των παραγόντων 
HNF1 (αποτύπωµα 1), Sp1 (αποτύπωµα 2) και HNF6 (αποτύπωµα 4) µείωσαν την ενεργότητα 
του υποκινητή στο 17, 70 και 10% αντίστοιχα της ενεργότητας του υποκινητή αγρίου τύπου 
(Εικόνα 8).  
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Εικόνα 8. Λειτουργική ανάλυση των cis στοιχείων του υποκινητή του ανθρώπινου HNF4α. Κύτταρα HepG2 
διαµολύνθηκαν παροδικά µε κατασκευή που περιλαµβάνει την περιοχή nt -560 µέχρι nt +67 του υποκινητή του 
HNF4α και το γονίδιο της λουσιφεράσης (wt) και παράγωγα που έφεραν µεταλλαγές στις υποδεικνυόµενες 
περιοχές (mFP1, mFP3, mFP5, mFP4 και mFP2). Όπου σηµειώνεται, τα κύτταρα συνδιαµολύνθηκαν µε 500 ng 
των αντίστοιχων φορέων έκφρασης.  

 
Σε αντίθεση, η µεταλλαγή του HRE οδήγησε σε σχεδόν διπλασιασµό της ενεργότητας του 
υποκινητή, ενώ η µεταλλαγή της θέσης πρόσδεσης του GATA6 (αποτύπωµα 5) είχε µόνο 
ελάχιστα αποτελέσµατα στην ενεργότητα. Αντίστοιχα, η υπερέκφραση των HNF1α, HNF6 ή 
GATA6 αύξησε τα επίπεδα µεταγραφής από τον υποκινητή αγρίου τύπου κατά 2,9, 2,6 και 2,4 
φορές αντίστοιχα (Εικόνα 8), ενώ η υπερέκφραση του COUPTFII µείωσε την ενεργότητα του 
υποκινητή στο 38% περίπου των επιπέδων του αγρίου τύπου. Κανένας από τους παραπάνω 
παράγοντες δεν επηρέασε την ενεργότητα των αντίστοιχων µεταλλαγµένων κατασκευών 
(Εικόνα 8). Τα παραπάνω αποτελέσµατα προτείνουν ένα µοντέλο σύµφωνα µε το οποίο οι 
παράγοντες HNF1α, Sp1 και HNF6 µπορεί να δρουν ως απαραίτητοι θετικοί ρυθµιστές για τη 
µεταγραφή σε υψηλά επίπεδα του γονιδίου του HNF4α στα κύτταρα HepG2, ενώ ο COUPTFII, 
µέσω της πρόσδεσής του στο HRE, µπορεί να ρυθµίζει τον υποκινητή αρνητικά. Σε ότι αφορά 
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τον GATA6, παρότι µπορεί να ενεργοποιεί τον υποκινητή, φαίνεται ότι η δράση του δεν είναι 
απαραίτητη για την ενεργότητα του υποκινητή, καθώς η µεταλλαγή της θέσης πρόσδεσης του 
παράγοντα δεν µετέβαλλε τα επίπεδα µεταγραφής του γονιδίου µάρτυρα.  
Τα κύτταρα HepG2 περιέχουν ενδογενώς υψηλά επίπεδα από τους παραπάνω µεταγραφικούς 
παράγοντες,  το οποίο καθιστά δύσκολη τόσο τη σύγκριση των δυναµικών ενεργοποίησης 
τους, όσο και την διερεύνηση για πιθανές συνεργατικές δράσεις στον υποκινητή µεταξύ 
ζευγών αυτών των παραγόντων. Για να ξεπεραστεί αυτό το πρόβληµα έγιναν πειράµατα 
συνδιαµόλυνσης σε κύτταρα HeLa, τα οποία δεν εκφράζουν ενδογενώς ηπατο-
εµπλουτισµένους µεταγραφικούς παράγοντες. Παρατηρήθηκε λοιπόν σε αυτά τα πειράµατα 
ότι η υπερέκφραση των HNF1α, HNF6 και GATA6 ενίσχυσε σηµαντικά (κατά 73, 70 και 62 
φορές, αντίστοιχα) τα επίπεδα ενεργότητας του –σε αυτά τα κύτταρα από µόνο του ουσιαστικά 
ανενεργού- υποκινητή (Εικόνα 9Α). Η ενεργοποίηση από τους HNF1β, HNF3α και HNF4α 
ήταν λιγότερο έντονη (4, 6 και 19 φορές, αντίστοιχα), ενώ η υπερέκφραση του COUPTFII, 
όπως ήταν αναµενόµενο, δεν ενεργοποίησε τον υποκινητή (Εικόνα 9Α).  
Όπως είναι φανερό σε αυτό το σηµείο, πολλοί µεταγραφικοί παράγοντες έχουν τη δυνατότητα 
να ενεργοποιήσουν τον υποκινητή του HNF4α. Μία ερώτηση που γεννάται από αυτό το 
γεγονός είναι εάν, όπως συµβαίνει στις περισσότερες πολύπλοκες ρυθµιστικές περιοχές 
γονιδίων, είναι απαραίτητη η ταυτόχρονη δράση περισσότερων του ενός παραγόντων για τη 
µεταγραφή σε υψηλά επίπεδα του γονιδίου του HNF4α. Αυτή η πιθανότητα εξετάστηκε σε 
πειράµατα συνδιαµόλυνσης παραγόντων τα οποία αποσκοπούσαν στη διερεύνηση της 
δυνατότητας συνεργατικής ενεργοποίησης από αυτούς του υποκινητή. Όπως φαίνεται στην 
Εικόνα 9Β, η συνέκφραση των HNF1β και GATA6 οδήγησε σε επίπεδα έκφρασης του 
γονιδίου µάρτυρα πολύ µεγαλύτερα από το άθροισµα των επιπέδων που προκαλούσε ο κάθε 
παράγοντας χωριστά (390 φορές, σε σύγκριση µε 4 και 62 φορές, αντίστοιχα). Η συνέκφραση 
των άλλων παραγόντων µε τον HNF1β δεν οδήγησε σε συνεργατική ενεργοποίηση. Αντίθετα, 
η συνέκφραση του HNF4α προκάλεσε τη µείωση της συνεργατικής δράσης των HNF1β και 
GATA6, καθώς και η συνέκφραση του COUPTFII, η οποία, όπως ήταν αναµενόµενο οδήγησε 
σε καταστολή της µεταγραφής (Εικόνα 9Β).  
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Εικόνα 9. Ανάλυση της συνεργατικής δράσης µεταγραφικών παραγόντων στον υποκινητή του 
ανθρώπινου HNF4α. (Α) Κύτταρα HeLa συνδιαµολύνθηκαν µε 2 µg της κατασκευής που περιλαµβάνει την 
περιοχή nt -560 µέχρι nt +67 του υποκινητή του HNF4α και το γονίδιο-µάρτυρα της λουσιφεράσης και 250 ng των 
υποδεικνυόµενων φορέων έκφρασης. (Β και Γ) Τα κύτταρα συνδιαµολύνθηκαν µε τους υποδεικνυόµενους φορείς 
έκφρασης µαζί µε 250 ng των φορέων έκφρασης για HNF1β ή HNF1α (+), αντίστοιχα.  

 
Ο HNF1α, από την άλλη πλευρά, δεν µπορούσε να δράσει συνεργατικά µε τον GATA6, 
µπορούσε όµως µε τους HNF6 και HNF4α (475 φορές σε σύγκριση µε 73 και 70 φορές, και 
417 φορές σε σύγκριση µε 73 και 19 φορές, αντίστοιχα) (Εικόνα 9Γ). Η υπερέκφραση και των 
τριών παραγόντων δεν οδηγούσε σε περαιτέρω αύξηση της µεταγραφής, ενώ η υπερέκφραση 
του COUPTFII κατέστειλε αυτές τις συνεργατικές ενεργοποιήσεις (Εικόνα 9Γ). Αυτά τα 
αποτελέσµατα αναδεικνύουν την πιθανότητα να υπάρχουν διαφορετικοί συνδυασµοί 
µεταγραφικών παραγόντων που να έχουν τη δυνατότητα σχηµατισµού ενεργών µεταγραφικών 
συµπλόκων στον υποκινητή του ανθρώπινου HNF4α.  
 
4) Στρατολόγηση µεταγραφικών παραγόντων στον υποκινητή του HNF4α γονιδίου 
σε HepG2 κύτταρα. 
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Για την επιβεβαίωση των παραπάνω αποτελεσµάτων, τα οποία είχαν προκύψει από 
πειράµατα υπερέκφρασης, σε περιβάλλον ενδογενούς χρωµατίνης  in vivo, έγιναν πειράµατα 
ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης, χρησιµοποιώντας την ανθρώπινη ηπατική κυτταρική σειρά 
HepG2, η οποία εκφράζει HNF4α σε υψηλά επίπεδα. Αντισώµατα εναντίον των παραγόντων 
HNF1α, HNF6, COUPTFII και Sp1 προκαλούσαν την ειδική και αποτελεσµατική 
ανοσοκατακρήµνιση DNA του υποκινητή του HNF4α, γεγονός που αποδεικνύει την σταθερή 
αλληλεπίδραση αυτών των παραγόντων in vivo µε τον υποκινητή (Εικόνα 10). 
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Εικόνα 10. Στρατολόγηση µεταγραφικών παραγόντων στον ενδογενή υποκινητή του ανθρώπινου HNF4α. 
Η διαλυτή χρωµατίνη από κύτταρα HepG2 µονιµοποιηµένα µε φορµαλδεΰδη υπέστη ανοσοκατακρήµνιση (ΙΡ) µε 
αντισώµατα για τις υποδεικνυόµενες πρωτεΐνες. Το DNA των ανοσοκατακρηµνίσεων πολλαπλασιάστηκε µε 
εκκινητές για τον εγγύς υποκινητή του HNF4α ή για την 3’ UTR του γονιδίου του ανθρώπινου HFN4α. 
Ακολούθησε διαχωρισµός των προϊόντων σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 5% και αυτοραδιογραφία.  

 
Αντιθέτως, τα πειράµατα αυτά δεν έδειξαν συσχέτιση µε τον τελευταίο των παραγόντων 
HNF1β, HNF4α, HNF3α και GATA6, παρά το γεγονός ότι, εκτός από τον HNF1β, όλοι οι 
υπόλοιποι εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα στα κύτταρα HepG2. Σαν συµπέρασµα από αυτά 
τα πειράµατα εξάγεται ότι, τουλάχιστον στα κύτταρα HepG2, η µεταγραφή του γονιδίου του 
HNF4α ρυθµίζεται θετικά από τη συνδυασµένη δράση των HNF1α, HNF6 και Sp1, ενώ 
ελέγχεται από την ταυτόχρονη παρουσία του COUPTFII, ο οποίος δρα σαν αρνητικός 
ρυθµιστής.  
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5) Το σηµατοδοτικό µονοπάτι του ρετινοϊκού οξέος ρυθµίζει θετικά την έκφραση 
του ανθρώπινου γονιδίου του HNF4α. 
 
Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η αλληλουχία HRE του αποτυπώµατος 3 µπορεί να 
προσδένεται και από ετεροδιµερή των παραγόντων RXRα-RARα. Για την εξέταση της 
λειτουργικής σηµασίας αυτής της αλληλεπίδρασης ελέγχθηκε η επίδραση της υπερέκφρασης 
RXRα-RARα στην ενεργότητα του υποκινητή του HNF4α σε κύτταρα HepG2.  
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Εικόνα 11. Ενεργοποίηση εξαρτώµενη από προσδέτη του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α από RXRα-
RARα σε κύτταρα HepG2. Κύτταρα HepG2 καλλιεργήθηκαν σε DMEM που περιείχε 10% εµβρυϊκό βόειο ορό 
κατεργασµένο µε dextran-coated charcoal και διαµολύνθηκαν µε 2 µg από τις υποδεικνυόµενες κατασκευές-
µάρτυρες και 500 ng από τους υποδεικνυόµενους φορείς έκφρασης. Μετά τη διαµόλυνση τα κύτταρα 
επωάστηκαν µε 1 µΜ 9-cis-ρετινοϊκό οξύ ή έµειναν χωρίς επώαση για 36 ώρες µέχρι τη συλλογή τους.  
 
Η Εικόνα 11 δείχνει ότι οι RXRα-RARα µπορούσαν να αυξήσουν την ενεργότητα, παρουσία 
9cis-ρετινοϊκού οξέως, τόσο ολόκληρης της ρυθµιστικής περιοχής όσο και του εγγύς υποκινητή 
(των κατασκευών δηλαδή που περιλαµβάνουν αλληλουχίες των 5’ περιοχών του γονιδίου 12,1 
kb ή 560 bp από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής µπροστά από το γονίδιο µάρτυρα της 
λουσιφεράσης, αντίστοιχα). Παρατηρήθηκε παρόµοια ενεργοποίηση και µε µία χιµαιρική 
κατασκευή που περιλαµβάνει έξι αντίτυπα της αλληλουχίας HRE του γονιδίου HNF4α 
κλωνοποιηµένα µπροστά από τον ελάχιστο υποκινητή AdML. Ο COUPTFII δρα ανταγωνιστικά 
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ως προς αυτές τις ενεργοποιήσεις, σε όλες τις περιπτώσεις (Εικόνα 11). Η µεταλλαγή του HRE 
οδηγούσε στην απώλεια της ενεργοποίησης από τους παράγοντες µε την επίδραση 9cis-
ρετινοϊκού οξέως.  
Ο µοριακός µηχανισµός πίσω από την ανταγωνιστική δράση µεταξύ COUPTFII και RXRα-
RARα θα µπορούσε να περιλαµβάνει ανταγωνισµό στην πρόσδεση αυτών των παραγόντων 
για το HRE του HNF4α. Σε µία προσπάθεια επιβεβαίωσης αυτής της πιθανότητας 
διερευνήθηκε η in vivo πρόσδεση αυτών των παραγόντων στον υποκινητή του ανθρώπινου 
HNF4α σε κύτταρα HepG2 µε ή χωρίς επίδραση ρετινοϊκού οξέος. Τα πειράµατα 
ανοσοκατακρήµνισης αυτά έδειξαν διαφορετική πρόσδεση των COUPTFII και RXRα ή RARα 
στον υποκινητή στην πλειοψηφία των κυττάρων, καθώς η ποσότητα της χρωµατίνης που 
ανοσοκατακρηµνίστηκε µε αντίσωµα για COUPTFII µειώθηκε µετά την επίδραση στα κύτταρα 
ρετινοϊκού οξέος για 2 ώρες, µε αντίστοιχη αύξηση της ποσότητας χρωµατίνης που 
ανοσοκατακρηµνίστηκε µε αντισώµατα για RXRα ή RARα (Εικόνα 12).  
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Εικόνα 12. Ενεργοποίηση εξαρτώµενη από προσδέτη του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α από RXRα-
RARα σε κύτταρα HepG2. Κύτταρα HepG2 καλλιεργήθηκαν σε DMEM που περιείχε 10% εµβρυϊκό βόειο ορό 
κατεργασµένο µε dextran-coated charcoal και επωάστηκαν µε 1 µΜ 9-cis-ρετινοϊκό οξύ ή έµειναν χωρίς επώαση 
για 2 ώρες µέχρι τη συλλογή τους. Τα κύτταρα κατόπιν µονιµοποιήθηκαν µε φορµαλδεΰδη και η διαλυτή 
χρωµατίνη που παράχθηκε από αυτά ανοσοκατακρηµνίστηκε (ΙΡ) µε αντισώµατα για τις υποδεικνυόµενες 
πρωτεΐνες. Το DNA των ανοσοκατακρηµνίσεων πολλαπλασιάστηκε µε εκκινητές για τον εγγύς υποκινητή του 
HNF4α. Ακολούθησε διαχωρισµός των προϊόντων σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 5% και αυτοραδιογραφία. 

 
Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι το HRE του HNF4α είναι πιθανόν ένα κανονικό 
στοιχείο απόκρισης σε ρετινοϊκό οξύ (retinoic acid response element) και ότι η έκφραση του 
HNF4α µπορεί να αυξάνεται µέσω αυτού του σηµατοδοτικού µονοπατιού κάτω από 
συγκεκριµένες φυσιολογικές συνθήκες. Για την επιβεβαίωση αυτής της πιθανότητας in vivo, 
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κύτταρα HepG2 επωάστηκαν µε 9cis-ρετινοϊκό οξύ και η έκφραση του HNF4α ελέγχθηκε 
κατόπιν µε ηµιποσοτικό RT-PCR και ανάλυση κατά Western. Πράγµατι, παρατηρήθηκε 
αύξηση των επιπέδων του mRNA του HNF4α κατά 2,5 φορέςּ τα επίπεδα του HNF4α 
κορυφώθηκαν µετά από επώαση 2 ωρών, και µετά σταδιακά µειώθηκαν για τις επόµενες 6 
ώρες (Εικόνα 13Α και Γ). Σε µία αντίθεση µε ιδιαίτερο ενδιαφέρον, τα κυτταρικά επίπεδα της 
πρωτεΐνης του HNF4α συνέχισαν να αυξάνονται µέχρι και µετά από 8 ώρες επώασης (Εικόνα 
13Β και Γ), γεγονός που οδηγεί στο συµπέρασµα ότι το 9cis-ρετινοϊκό οξύ, πέρα από τη 
δράση του στην µεταγραφική ενεργοποίηση του υποκινητή του γονιδίου, πιθανόν δρα και σε 
ένα επόµενο στάδιο της έκφρασης του HNF4α, πιθανόν επηρεάζοντας την σταθερότητα της 
πρωτεΐνης.  
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Εικόνα 13. Ενεργοποίηση εξαρτώµενη από προσδέτη του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α από RXRα-
RARα σε κύτταρα HepG2. (Γ και ∆) Κύτταρα HepG2 καλλιεργήθηκαν σε DMEM που περιείχε 10% εµβρυϊκό 
βόειο ορό κατεργασµένο µε dextran-coated charcoal και επωάστηκαν µε 1 µΜ 9-cis-ρετινοϊκό οξύ για τα 
υποδεικνυόµενα χρονικά διαστήµατα. Κατόπιν παράχθηκε ολικό RNA και πυρηνικά εκχυλίσµατα από αυτά και 
αναλύθηκε η έκφραση του HNF4α µε RT-PCR χρησιµοποιώντας την ανθρώπινη όξινη ριβοσωµική 
φωσφοπρωτεΐνη σαν δείκτη ελέγχου (A), ή µε ανάλυση κατά Western χρησιµοποιώντας αντίσωµα για HNF4α ή 
αντίσωµα για Sp-1 σαν δείκτη ελέγχου (B). (Γ) Γράφηµα των σχετικών επιπέδων του mRNA και της πρωτεΐνης 
του HNF4α σε σχέση µε τον χρόνο µετά την προσθήκη του 9-cis-ρετινοϊκού οξέως.  
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Ο HNF4α είναι ένα από τα κύρια µέλη του πολύπλοκου ρυθµιστικού δικτύου που 
καθορίζει τον ηπατικό φαινότυπο (Duncan et al., 1998, Holewa et al., 1996, Kritis et al., 1993, 
Ktistaki and Talianidis, 1997b, Kuo et al., 1992, Tian and Schibler, 1991). Έχει δειχθεί ότι η 
δραστηριότητα του ρυθµίζεται µε διάφορους τρόπους, οι οποίοι περιλαµβάνουν µετα-
µεταγραφικές τροποποιήσεις, όπως φωσφορυλίωση (Jiang et al., 1997, Ktistaki et al., 1995, 
Viollet et al., 1997) ή ακετυλίωση (Soutoglou et al., 2000), καθώς και µε πρωτεϊνικές 
αλληλεπιδράσεις µε άλλους παράγοντες (Dell and Hadzopoulou-Cladaras, 1999, Sladek et al., 
1999, Soutoglou et al., 2000, Yoshida et al., 1997). Η ύπαρξη ισοµορφών του HNF4α που 
παράγονται µέσω εναλλακτικού µατίσµατος (Chartier et al., 1994, Drewes et al., 1996, Kritis et 
al., 1996) προσδίδει περαιτέρω πολυπλοκότητα στον µεταγραφικό έλεγχο HNF4-ελεγχόµενων 
γονιδίων. Η έκφραση του HNF4α περιορίζεται στο ήπαρ, στο νεφρό, στο έντερο και στα 
παγκρεατικά β-κύτταρα, και αυτό το πρότυπο έκφρασης είναι συντηρηµένο σε διαφορετικά 
είδη (Duncan et al., 1994, Duncan et al., 1998). Εκτός από αυτό το περιορισµένο πρότυπο 
έκφρασης, τόσο η σειρά ενεργοποίησης των ηπατικών µεταγραφικών παραγόντων στη 
διάρκεια της πρώιµης εµβρυογένεσης, όσο και τα ρυθµιστικά µονοπάτια που λειτουργούν στο 
ενήλικο ήπαρ και οδηγούν στον καθορισµό και διατήρηση του ηπατικού φαινοτύπου 
αναδεικνύουν τη σηµασία της ρύθµισης του HNF4α στο µεταγραφικό επίπεδο (Duncan et al., 
1998, Hayhurst et al., 2001, Holewa et al., 1996, Kritis et al., 1993, Ktistaki and Talianidis, 
1997b, Kuo et al., 1992, Tian and Schibler, 1991). 

Σε αυτή την εργασία, σε µία προσπάθεια να εξετασθεί λεπτοµερέστερα η µεταγραφική 
ρύθµιση του ανθρώπινου HNF4α, κλωνοποιήθηκε η ρυθµιστική περιοχή του γονιδίου και 
αναλύθηκε η δράση της σε µία ανθρώπινη ηπατική κυτταρική σειρά. Το κυριότερο ίσως 
αποτέλεσµα της προσπάθειας αυτής, το οποίο και υποστηρίζεται από διάφορα πειραµατικά 
δεδοµένα είναι ότι, σε HepG2 κύτταρα, το ανθρώπινο γονίδιο του HNF4α ρυθµίζεται κυρίως 
από τη συνεργατική δράση δύο άλλων ηπατο-εµπλουτισµένων παραγόντων, των HNF1α και 
HNF6. Το πρώτο δεδοµένο που στηρίζει αυτό το συµπέρασµα είναι ότι η µετάλλαξη των 
θέσεων πρόσδεσης αυτών των παραγόντων στον ανθρώπινο υποκινητή του HNF4α µειώνει 
δραµατικά την ενεργότητά του. ∆εύτερον, η συνδιαµόλυνση των HNF1α και HNF6 οδηγεί σε 
υψηλά επίπεδα συνεργατικής µεταγραφικής ενεργοποίησης του υποκινητή. Τρίτον, η 
ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης η οποία έχει προκύψει από κύτταρα HepG2 απεκάλυψε ότι η 
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οι δύο παράγοντες βρίσκονται σε σταθερή συσχέτιση µε τον εγγύς υποκινητή του HNF4α in 
vivo. 

Καθότι ο HNF4α είναι ένας γνωστός απαραίτητος ρυθµιστής του γονιδίου του HNF1α, 
η επίδραση του τελευταίου στον υποκινητή του HNF4α παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον και 
γιατί στηρίζει την ύπαρξη ενός µηχανισµού θετικής αυτορύθµισης µεταξύ αυτών των 
παραγόντων. Προηγούµενες µελέτες του υποκινητή του HNF4α του ποντικού είχαν 
αποκαλύψει έναν παρόµοιο µηχανισµό, η ύπαρξη του οποίου είχε περαιτέρω ισχυροποιηθεί 
από µελέτες σε παράγωγα ηπατικών κυτταρικών σειρών (Bailly et al., 1998, Bulla, 1997, Spath 
and Weiss, 1997, Spath and Weiss, 1998). Παρότι όµως ο HNF1α φαίνεται να είναι 
απαραίτητος για τη έκφραση του HNF4α, δε θα πρέπει να συµµετέχει στην αρχική 
ενεργοποίηση του γονιδίου του HNF4α στη διάρκεια της πρώιµης εµβρυϊκής ανάπτυξης, 
καθώς η έκφραση του HNF4α προηγείται αυτής του HNF1α (Cereghini et al., 1992, Duncan et 
al., 1994, Duncan, 2000).  

Γεννάται λοιπόν το ερώτηµα του ποιος είναι ο µηχανισµός ο οποίος είναι υπεύθυνος 
για την ενεργοποίηση του γονιδίου του HNF4α. Προηγούµενες µελέτες πάνω σε ποντικούς 
στους οποίους η έκφραση του HNF1β είχε εξαλειφθεί (HNF1β knock-out mice) είχαν δείξει ότι 
ο HNF1β, του οποίου η έκφραση προηγείται χρονικά αυτής του HNF4α, είναι απαραίτητος για 
τη διαφοροποίηση του κοιλιακού ενδοδέρµατος (Barbacci et al., 1999, Coffinier et al., 1999). 
Οι ποντικοί HNF1β-/- δεν εκφράζουν HNF4α και HNF1α, κάτι που δείχνει ότι ο HNF1β µπορεί 
να ενέχεται άµεσα ή έµµεσα στην αρχική ενεργοποίηση του γονιδίου του HNF4α (Barbacci et 
al., 1999, Coffinier et al., 1999). Σε αυτή την εργασία βρέθηκε ότι ο HNF1β, ο οποίος 
προσδένεται στην ίδια αλληλουχία µε τον HNF1α, ελάχιστα ενεργοποιούσε τον υποκινητή του 
ανθρώπινου HNF4α σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης. Όµως, σε συνδυασµό µε τον 
GATA6 προκαλούσε µία δραµατική επαγωγή της µεταγραφής. Καθότι η εξάλειψη του γονιδίου 
του GATA6 στον ποντικό έχει σαν αποτέλεσµα ένα φαινότυπο πολύ παρόµοιο µε αυτόν των 
ποντικών HNF1β-/- (Morrisey et al., 1998), φαίνεται πιθανό για την αρχική ενεργοποίηση του 
HNF4α να είναι απαραίτητη η συνδυασµένη δράση των GATA6 και HNF1β. Η παρούσα 
ανάλυση του υποκινητή δείχνει ότι και οι δύο παράγοντες θα µπορούσαν να ενέχονται στην 
ενεργοποίηση του HNF4α, επιτυγχάνοντας υψηλά επίπεδα µεταγραφής µέσω ενός 
συνεργατικού µηχανισµού. 

Το σύνολο αυτών των αποτελεσµάτων ενέχει πολλαπλούς µηχανισµούς στη ρύθµιση 
του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α. Η συνεργατική δράση των HNF1β και GATA6 ενδέχεται 
να είναι υπεύθυνη για την αρχική του ενεργοποίηση, ενώ σε επόµενα στάδια διαφοροποίησης 
των ηπατικών κυττάρων, όταν τα επίπεδα του HNF1α ξεπεράσουν ένα κρίσιµο όριο και η 
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έκφραση του HNF1β σταδιακά µειωθεί, η ενεργότητα του υποκινητή εξαρτάται από τη 
συνεργατική δράση των HNF1α και HNF6. Από αυτή την άποψη τα κύτταρα HepG2 µοιάζουν 
µε διαφοροποιηµένα ηπατικά κύτταρα, καθώς εκφράζουν HNF1α σε υψηλά, ενώ HNF1β σε 
χαµηλά επίπεδα. Σύµφωνα µε αυτό το µοντέλο, η ισορροπία µεταξύ των επιπέδων αυτών των 
παραγόντων στο κύτταρο µπορεί να παίξει τον καθοριστικό ρόλο στη σύνθεση του 
εναρκτήριου µεταγραφικού συµπλόκου το οποίο σχηµατίζεται στον υποκινητή του HNF4α. 
Αυτό µπορεί να εξηγεί και γιατί σε ενήλικα ποντίκια στα οποία η έκφραση του HNF1α έχει 
εξαλειφθεί δεν επηρεάζεται σηµαντικά η έκφραση του HNF4α, καθώς τα ζώα αυτά εκφράζουν 
αυξηµένα επίπεδα HNF1β, το οποίο µπορεί και να αντικαθιστά τον HNF1α σε κάποιους 
τουλάχιστον υποκινητές (Pontoglio et al., 1996). 

Η ύπαρξη ενός µηχανισµού µε τον οποίο οι HNF4α και HNF1α ρυθµίζουν θετικά ο 
ένας τον άλλο στα ηπατικά κύτταρα εγείρει ερωτήµατα σχετικά µε το πώς θα ελέγχονται τα 
επίπεδα αυτών των παραγόντων στο κύτταρο. Από τη στιγµή που ένας τέτοιος 
«ανταποδοτικός κύκλος» (reciprocal loop) καθιερωθεί, θα µπορούσε να αυτοσυντηρείται και 
αυτοενισχύεται, κάτι που τελικά θα οδηγούσε σε υπερβολικά υψηλές ενδοκυτταρικές 
ποσότητες των δύο παραγόντων. Όµως, αυτή η κατάσταση µπορεί να αποτραπεί από άλλα 
µονοπάτια στο ρυθµιστικό αυτό κύκλωµα, τα οποία σχηµατικά παρουσιάζονται στην Εικόνα 
14. Όπως δείχθηκε σε αυτή την εργασία, ο COUPTFII, ένα σηµαντικό µέλος αυτού του 
ρυθµιστικού κυκλώµατος, ρυθµίζει αρνητικά την έκφραση του HNF4α. Από την άλλη πλευρά, ο 
COUPTFII µπορεί να αυξάνει τη µεταγραφή του HNF1α ενισχύοντας τη δράση του HNF4α 
στον υποκινητή του HNF1α µέσω πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις µε την περιοχή LBD (ligand-
binding domain) του HNF4α (Ktistaki and Talianidis, 1997a). Τα αυξηµένα επίπεδα του HNF1α 
πάλι οδηγούν στην παρεµπόδιση της ίδιας του της µεταγραφής, ξανά διαµέσου πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων µε τον HNF4α (Ktistaki and Talianidis, 1997b), κάτι που θα απέτρεπε την 
περαιτέρω ενεργοποίηση του . Επιπλέον, η αποτελεσµατική ενεργοποίηση του υποκινητή του 
HNF4α από τον HNF1α απαιτεί την παρουσία του HNF6, κάτι που αποτελεί άλλο ένα 
διακόπτη ελέγχου. Έτσι, σύµφωνα µε αυτό το µοντέλο, η έκφραση των HNF1α και HNF4α 
ελέγχεται αυστηρά από πολλαπλά αλληλοεξαρτώµενα ρυθµιστικά µονοπάτια, εξασφαλίζοντας 
ισορροπηµένα επίπεδα των δύο παραγόντων στο κύτταρο.  

Παρότι, όπως έχει συζητηθεί πιο πάνω, µπορεί να αποδοθεί κάποιος βιολογικός 
ρόλος στη συνεργατική δράση µεταξύ των HNF1α-HNF6 και HNF1β-GATA6, τα υπάρχοντα 
στοιχεία δεν επαρκούν για την εξήγηση του εν δυνάµει βιολογικού ρόλου της άµεσης θετικής 
επίδρασης του ίδιου του HNF4α στον δικό του υποκινητή. Όπως παρουσιάστηκε πιο πάνω, ο 
HNF4α µπορούσε να δράσει συνεργατικά µε τον HNF1α αλλά όχι µε τον HNF1β, ενώ 
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παρεµπόδιζε τη συνεργατική ενεργοποίηση του υποκινητή του διαµέσου των HNF1β-GATA6. 
Θα µπορούσε κανείς να υποθέσει ότι αυτή η παρεµπόδιση σχετίζεται µε το σήµα το οποίο 
είναι υπεύθυνο µε την αντικατάσταση του συµπλόκου HNF1β-GATA6 µε το σύµπλοκο HNF1α-
HNF6 στον υποκινητή του HNF4α όταν η έκφραση του HNF4α και συνεπώς και του HNF1α 
έχουν ξεπεράσει κάποιο κρίσιµο επίπεδο. Η πιθανότητα πάντως ο HNF4α να µπορεί να 
αυτορυθµίζει άµεσα την ίδια του την έκφραση σε κύτταρα που εκφράζουν HNF1α χρήζει 
αποδείξεως. Στα κύτταρα HepG2 τουλάχιστον, τα οποία εκφράζουν υψηλά επίπεδα και από 
τους δύο παράγοντες, δεν είναι εµφανής µία τέτοια αυτορύθµιση. Ο HNF4α δεν βρέθηκε να 
συσχετίζεται µε τον υποκινητή του in vivo, και η µετάλλαξη της θέσης πρόσδεσής του είχε σαν 
αποτέλεσµα την αύξηση και όχι τη µείωση της ενεργότητας του υποκινητή. Είναι πιθανόν ότι 
ένας τέτοιος µηχανισµός λειτουργεί µόνο σε κυτταρικούς τύπους οι οποίοι εκφράζουν χαµηλά 
επίπεδα του HNF6. 

Η σύγκριση των αλληλουχιών των εγγείων υποκινητών του HNF4α του ανθρώπου και 
του ποντικού απεκάλυψε κάποιες ουσιώδεις διαφορές. Παρότι οι θέσεις πρόσδεσης για τους 
παράγοντες HNF1α και HNF1β, HNF6 και GATA6 ήταν ταυτόσηµες, ο ανθρώπινος 
υποκινητής περιείχε δύο επιπλέον cis στοιχεία λειτουργικής σηµασίας. Το πρώτο αποτελεί 
θέση πρόσδεσης για τον παράγοντα Sp1, ο οποίος συσχετίζεται µε αυτή τη θέση πρόσδεσης 
in vivo, και το δεύτερο είναι ένα DR-1, ένα κοινό µοτίβο πρόσδεσης για µέλη της οικογένειας 
των πυρηνικών υποδοχέων ορµονών. Το στοιχείο αυτό µπορεί να προσδεθεί από τους 
HNF4α, COUPTFII και τους υποδοχείς ρετινοϊκού οξέως RXRα-RARα. Τα αποτελέσµατα 
αυτής της εργασίας δείχνουν ότι το DR-1 αποτελεί ένα αρνητικό ρυθµιστικό στοιχείο σε 
κύτταρα HepG2 και ότι η πρόσδεση του COUPTFII σε αυτό είναι υπεύθυνη για την 
κατασταλτική της µεταγραφής δράση του. Από την άλλη πλευρά, η πρόσδεση των RXRα-
RARα σε αυτή τη θέση οδηγεί σε µεταγραφική ενεργοποίηση του υποκινητή εξαρτώµενη από 
τον προσδέτη των υποδοχέων. Όπως δείχθηκε σε αυτή την εργασία, η µοριακή βάση αυτού 
του ανταγωνισµού ενέχει την από το ρετινοϊκό οξύ προκαλούµενη ανταλλαγή της συσχέτισης 
αυτών των παραγόντων µε το HRE (hormone response element) του υποκινητή. Η 
φυσιολογική σηµασία αυτού του ευρήµατος αναδεικνύεται από την αύξηση της έκφρασης του 
HNF4α σε κύτταρα HepG2 µετά από βραχεία επώαση µε ρετινοϊκό οξύ. Μία ενδιαφέρουσα 
παρατήρηση εδώ είναι ότι η κινητική της από ρετινοϊκό οξύ επαγόµενης αύξησης ήταν 
διαφορετική σε ότι αφορά στα επίπεδα mRNA και σε ότι αφορά στα επίπεδα πρωτεΐνης του 
HNF4α. Τα επίπεδα του mRNA του HNF4α αρχικά αυξήθηκαν µέχρι και 2 ώρες µετά την 
επώαση, για να µειωθούν µέχρι σχεδόν τα αρχικά επίπεδα µετά από µεγαλύτερες επωάσεις. 
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Εικόνα 14. Σχηµατική απεικόνιση των θετικών (βέλη) και αρνητικών (γραµµές µε ράβδους) επιδράσεων στο 
προτεινόµενο ρυθµιστικό δίκτυο. Τα διακεκοµµένα βέλη αποτελούν εναλλακτικό µηχανισµό ενεργοποίησης.  
 

Αντιθέτως, τα επίπεδα της πρωτεΐνης του HNF4α αυξήθηκαν σταθερά µέχρι και τις 8 ώρες 
επώασης. Τα στοιχεία αυτά οδηγούν στο συµπέρασµα ότι το σηµατοδοτικό µονοπάτι του 
ρετινοϊκού οξέως είναι πιθανόν να επηρεάζει και τη σταθερότητα της πρωτεΐνης του HNF4α, 
εκτός από τα αποτελέσµατα που έχει στη µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου. Ο 
µηχανισµός που οδηγεί σε µία τέτοια σταθεροποίηση είναι προς το παρόν άγνωστος. Καθώς 
τα ρετονοϊδή δεν είναι προσδέτες του HNF4α, µπορεί να αποκλειστεί η πιθανότητα η 
σταθεροποίηση να προκαλείται από απ’ ευθείας πρόσδεση του ρετονοϊκού οξέως στην 
πρωτεΐνη. Πιο πιθανό είναι να ενέχονται σε αυτό το φαινόµενο σηµατοδοτικά µονοπάτια που 
επάγονται από ρετινοϊκό οξύ και περιλαµβάνουν κινάσες οι οποίες φωσφορυλιώνουν HNF4α, 
µία γνωστή φωσφοπρωτεΐνη (Jiang et al., 1997, Ktistaki et al., 1995, Viollet et al., 1997). Τα 
αποτελέσµατα αυτά που διασαφηνίζουν το ρόλο της σηµατοδότησης από ρετινοϊκό οξύ στην 
έκφραση του HNF4α υποστηρίζονται και από πρόσφατα αποτελέσµατα σύµφωνα µε τα οποία 
η µεγάλη επώαση (72 ώρες) µε ρετινοϊκό οξύ κυττάρων Hep3B, η οποία οδηγεί στη µείωση 
των επιπέδων του RXRα, µειώνει και τα επίπεδα του mRNA του HNF4α (Magee et al., 1998, 
Qian et al., 2000). Η θετική επίδραση ενός καλά χαρακτηρισµένου σηµατοδοτικού µονοπατιού 
στην έκφραση του HNF4α µπορεί να αποτελέσει τη µοριακή βάση για το σχεδιασµό νέων 
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θεραπευτικών ή επεµβατικών πρωτοκόλλων για την ρύθµιση των επιπέδων του HNF4α, όπου 
αυτό θα ήταν επιθυµητό.  

Ανακεφαλαιώνοντας, τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας δείχνουν ότι η 
ρύθµιση του ανθρώπινου HNF4α σε µία ηπατική κυτταρική σειρά εξαρτάται από την 
αλληλεπίδραση µεταξύ θετικών και αρνητικών µεταγραφικών παραγόντων. Η µεταγραφική 
ενεργοποίηση επιτελείται από τη συνεργατική δράση µεταξύ διαφορετικών ζευγών 
παραγόντων (HNF1β-GATA6 ή HNF1α-HNF6), τα οποία µπορεί να δρουν διαδοχικά στη 
διάρκεια του πρώιµου καθορισµού και µετέπειτα διαφοροποίηση του φαινοτύπου των 
ηπατικών κυττάρων. Στα κύτταρα HepG2 η ταυτόχρονη δράση θετικών ρυθµιστών (HNF1α και 
HNF6) και του COUPTFII, ο οποίος δρα σαν καταστολέας, καθορίζει τον ρυθµό µεταγραφής 
του γονιδίου. Την κατασταλτική δράση του COUPTFII µπορεί να αντιπαρέρχονται ετεροδιµερή 
RXRα-RARα προσδεδεµένα µε ρετονοϊκό οξύ, τα οποία δρουν µέσω ανταγωνισµού για την 
ίδια θέση πρόσδεσης στον υποκινητή του HNF4α και αυξάνουν την έκφρασή του.  
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 
 Όπως συζητήθηκε εκτενέστερα παραπάνω, τα χωρο-χρονικά πρότυπα έκφρασης των 
γονιδίων κατά τη διάρκεια της κυτταρικής διαφοροποίησης ελέγχονται κυρίως στο επίπεδο της 
µεταγραφής. Η µεταγραφική ρύθµιση των ευκαρυωτικών γονιδίων είναι µία πολυδιάστατη 
διαδικασία που περιλαµβάνει την στρατολόγηση µε αυστηρά καθορισµένη αλληλουχία 
πρωτεϊνικών συσσωµατωµάτων στις ρυθµιστικές περιοχές των γονιδίων (Cosma, 2002). Οι 
περιοχές αυτές αποτελούνται από δύο τύπου αλληλουχίες, υποκινητές και ενισχυτές. Οι 
πρώτοι έχουν, συν τοις άλλοις, την ιδιότητα να καθορίζουν το σηµείο έναρξης της µεταγραφής 
του γονιδίου. Οι δεύτεροι ορίζονται σαν cis γενετικά στοιχεία που µπορούν να 
ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή από απόσταση και ανεξάρτητα από τον προσανατολισµό ως 
προς ή την απόστασή τους από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής (Dillon and Sabbattini, 
2000). Άλλα τέτοια ρυθµιστικά στοιχεία που µπορούν να επηρεάσουν τη µεταγραφή από 
απόσταση είναι τα locus control regions (LCR) και τα στοιχεία ορίου (boundary elements) 
(Sun and Elgin, 1999).  
 Η κατανόηση των µοριακών µηχανισµών που ενέχονται στην µεταγραφική ρύθµιση 
από απόσταση είναι θεµελιώδους σηµασίας, καθώς η αυστηρά καθορισµένη στο χώρο και 
στο χρόνο ενεργοποίηση των γονιδίων εξαρτάται σε πάρα πολλές περιπτώσεις από τη δράση 
τέτοιων, από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής αποµακρυσµένων, ρυθµιστικών στοιχείων (Li 
et al., 1999). Τα κύρια µοντέλα που έχουν προταθεί για  την διασαφήνιση του τρόπου δράσης 
των ενισχυτών, και τα οποία συζητήθηκαν µε µεγαλύτερη λεπτοµέρεια παραπάνω, προτείνουν 
την επικοινωνία µεταξύ ενισχυτών και υποκινητών είτε µε φυσική επαφή µέσω πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων των συσσωµατωµάτων που στρατολογούνται από αυτούς, µε το ενδιάµεσο 
DNA να σχηµατίζει θηλιά (looping) – µε τη φυσική επαφή να επιτυγχάνεται µε τυχαίες κινήσεις 
των δύο περιοχών ή µε τις πρωτεΐνες του ενισχυτή να µετακινούνται ενεργά πάνω στο 
ενδιάµεσο DNA προς τον υποκινητή (tracking) – είτε µε τη σύζευξη των δύο περιοχών µέσω 
πρωτεϊνών facilitator, που δηµιουργούν διαζευκτικά σύµπλοκα κατά µήκος της ενδιάµεσης 
χρωµατίνης µεταξύ του ενισχυτή και υποκινητή (Ptashne, 1986, Martin et al., 1996, Blackwood 
and Kadonaga, 1998, Dorsett, 1999, Dillon and Sabbattini, 2000, Engel and Tanimoto, 2000, 
Bulger and Groudine, 1999). Τα παραπάνω µοντέλα έχουν δώσει θεωρητική κάλυψη για ένα 
µεγάλο αριθµό ανακαλύψεων τα τελευταία χρόνια, όµως πειραµατικά δεδοµένα που να 
µπορούν να διακρίνουν µεταξύ των µοντέλων αυτών δεν υπήρχαν µέχρι πρόσφατα.  

 54



  ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

 Σε µία προσπάθεια να διασαφηνιστεί ο µοριακός µηχανισµός της µεταγραφικής 
ενεργοποίησης από απόσταση, µελετήθηκε ο τρόπος µε τον οποίο η οι παράγοντες που 
προσδένονται στον ενισχυτή του γονιδίου του HNF4α του ανθρώπου επηρεάζουν τη 
στρατολόγηση και συγκρότηση των παραγόντων που προσδένονται στον υποκινητή του 
γονιδίου και τελικά την ενεργοποίηση του γονιδίου. Στο 1ο κεφάλαιο αυτής της εργασίας 
περιγράφηκε η ρύθµιση του ανθρώπινου γονιδίου του HNF4α από τη συνεργατική δράση των 
παραγόντων HNF1α και HNF6 ή HNF1β και GATA6 µέσω πρόσδεσής τους στον εγγύς 
υποκινητή του γονιδίου. Πρόσφατα ταυτοποιήθηκε µία νέα ρυθµιστική περιοχή περίπου 6,5 kb 
5’ του σηµείου έναρξης της µεταγραφής του γονιδίου του HNF4α του ποντικού, η οποία 
λειτουργεί σαν ενισχυτής, επάγοντας αυξηµένα επίπεδα µεταγραφής από τον εγγύς υποκινητή 
του γονιδίου (Bailly et al., 2001). Η σηµασία αυτής της περιοχής για την ενεργοποίηση του 
γονιδίου in vivo είχε φανεί σε προηγούµενη µελέτη, στην οποία είχε δειχθεί ότι είναι 
απαραίτητη για την ιστο-ειδική ενεργότητα του υποκινητή του HNF4α σε διαγονιδιακούς 
ποντικούς (Zhong et al., 1994). Η σχετική θέση του ενισχυτή και η νουκλεοτιδική αλληλουχία 
της περιοχής είναι συντηρηµένη στην 5’ περιοχή του γονιδίου του HNF4α του ανθρώπου. 
Πειράµατα του εργαστηρίου είχαν επίσης δείξει οι δύο περιοχές ήταν και λειτουργικά 
οµόλογες, και µία παρόµοια οµάδα µεταγραφικών παραγόντων (HNF1α, HNF3, C/EBP), 
προσδένεται και στον ανθρώπινο ενισχυτή.  
 Στην παρακάτω εργασία µελετήθηκε η χρονική σειρά στρατολόγησης των 
παραγόντων που αλληλεπιδρούν µε τον ενισχυτή και υποκινητή του HNF4α κατά την αρχική 
ενεργοποίηση του γονιδίου στη διάρκεια της διαφοροποίησης κυττάρων CaCo-2. Τα κύτταρα 
της κυτταρικής σειράς αυτής είναι εντερικής προέλευσης και διαφοροποιούνται από crypt-like 
σε villous-like µετά την επίτευξη συρροής (confluence) (Perlmutter et al., 1989, Peterson et al., 
1993). Τα CaCo-2 αποτελούν πολύ καλό πειραµατικό σύστηµα για τέτοιου είδους µελέτες 
εξαιτίας του συγχρονισµού που µπορεί να επιτευχθεί στην ενεργοποίηση των υπό µελέτη 
γονιδίων, καθώς και εξαιτίας της αργής «ωρίµανσης» των πρωτεϊνικών συµπλόκων που 
σχηµατίζονται στις ρυθµιστικές περιοχές των γονιδίων, κάτι που επιτρέπει το διαχωρισµό 
αυτών των διαδικασιών σε διακριτά στάδια και τη λεπτοµερή µελέτη τους (Soutoglou and 
Talianidis, 2002). Τα αποτελέσµατα που θα παρουσιαστούν παρακάτω, εκτός από τον 
περαιτέρω χαρακτηρισµό των διαδικασιών που οδηγούν στη µεταγραφική ενεργοποίηση του 
γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α - οι οποίες αποτελούσαν και αντικείµενο µελέτης του 
κεφαλαίου 1 της εργασίας αυτής – υποστηρίζουν ένα δυναµικό µηχανισµό για την επικοινωνία 
του ενισχυτή και υποκινητή, ένα µηχανισµό που περιλαµβάνει µετακίνηση του πρωτεϊνικού 
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συσσωµατώµατος του ενισχυτή προς τον υποκινητή του γονιδίου και την τελική φυσική επαφή 
των δύο περιοχών και επαγωγή της µεταγραφής του γονιδίου.  

 56



   ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
1) ∆οµή της χρωµατίνης στις ρυθµιστικές περιοχές του ανθρώπινου γονιδίου του 
HNF4α σε κύτταρα CaCo-2 κατά τη διαφοροποίησή τους. 
 

Με σκοπό τον καθορισµό της χρονικής περιόδου ενεργοποίησης του γονιδίου του 
HNF4α κατά τη διάρκεια της in vitro διαφοροποίησης των κυττάρων CaCo-2, 
πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα RT-PCR µε µήτρες RNA από κύτταρα σε διάφορα χρονικά 
σηµεία µετά την επίτευξη συρροής (confluency) (η οποία ορίζεται ως χρονική στιγµή 0 ώρες). 
Με αυτά τα πειράµατα ανιχνεύθηκε µία συγχρονισµένη και µαζική επαγωγή του HNF4α από 
µηδενικά επίπεδα στις 80 ώρες του προγράµµατος διαφοροποίησης (Εικόνα 1).  
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Εικόνα 1. Ενεργοποίηση του γονιδίου του HNF4α κατά τη διαφοροποίηση κυττάρων CaCo-2 και 
χαρτογράφηση της 5’ ρυθµιστικής περιοχής. Ολικά RNA τα οποία παράχθηκαν από κύτταρα CaCo-2 µετά την 
επίτευξη συρροής αναλύθηκαν µε RT-PCR χρησιµοποιώντας εκκινητές για τον HNF4α, τις περιοχές Enh-3’, Int.1 
και ARP PO σαν δείκτη ελέγχου. Η ποσοτικοποίηση των επιπέδων mRNA του HNF4α έγινε µε ανάλυση σε 
phosphoimager και επαληθεύτηκε µε real-time PCR.  

 
Πειράµατα ελέγχου που έγιναν χρησιµοποιώντας ζεύγη εκκινητών ειδικά για αλληλουχίες 
κοντά στον ενισχυτή (Enh.3’) ή την ενδιάµεση περιοχή 3’ του ενισχυτή (Int.1) δεν έδωσαν 
προϊόντα cDNA (Εικόνα 1), κάτι που δείχνει ότι οι άπω αυτές περιοχές του γονιδίου δεν 
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εµφανίζουν δραστηριότητα υποκινητή, RNA δηλαδή δεν παράγεται από τις περιοχές αυτές. Η 
σηµασία αυτών των παρατηρήσεων θα φανεί παρακάτω. 
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Εικόνα 2. Ενεργοποίηση του γονιδίου του HNF4α κατά τη διαφοροποίηση κυττάρων CaCo-2 και 
χαρτογράφηση της 5’ ρυθµιστικής περιοχής. Ανάλυση θέσεων υπερευαισθησίας σε DNaseI. Πυρήνες από 
κύτταρα CaCo-2 στις υποδεικνυόµενες χρονικές στιγµές µετά τη συρροή υπέστησαν πέψη µε 0 έως 20 U DNaseI 
και το γενωµικό DNA που παράχθηκε από αυτούς υπέστη πέψη µε HindIII ή EcoRI. Τα προϊόντα της πέψης από 
10 U DNaseI από κάθε χρονικό σηµείο διαχωρίστηκαν σε πηκτώµατα αγαρόζης 1% και χρησιµοποιήθηκαν για 
ανάλυση κατά Southern µε τους υποδεικνυόµενους ανιχνευτές. Το σχεδιάγραµµα εντοπίζει τις κυριότερες θέσεις 
υπερευαισθησίας σε σχέση µε το σηµείο έναρξης της µεταγραφής.  

 
Κατόπιν πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανάλυσης θέσεων υπερευαισθησίας στο 

ένζυµο DNaseI, µε στόχο την χαρτογράφηση των περιοχών που αλληλεπιδρούν µε πρωτεΐνες 
που προσδένονται σε DNA. Στα πειράµατα αυτά ανιχνεύθηκαν δύο κύριες θέσεις 
υπερευαισθησίας, εντοπισµένες στον εγγύς υποκινητή, περίπου -300 bp (HS-A) και στην άπω 
ρυθµιστική περιοχή, περίπου -6,6 kb από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής, αντίστοιχα 
(Εικόνα 2). Οι θέσεις υπερευαισθησίας αυτές ήταν ταυτόσηµες µε αυτές που είχαν καθοριστεί 

 58



   ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

στην ηπατική κυτταρική σειρά HepG2 (Hatzis and Talianidis, 2001), τα κύτταρα της οποίας 
εκφράζουν HNF4α συστατικά (constitutively). Πρέπει εδώ να σηµειωθεί όµως ότι στα κύτταρα 
CaCo-2 τόσο η HS-A όσο και η HS-B ανιχνεύονταν µε τις ίδιες εντάσεις και νωρίς κατά τη 
διάρκεια του προγράµµατος διαφοροποίησης (0-60 hr), όταν τα κύτταρα δεν εκφράζουν ακόµα 
HNF4α, κάτι που δείχνει ότι η πρόσδεση των µεταγραφικών παραγόντων που τροποποιούν 
την ευαισθησία των περιοχών αυτών στη νουκλεάση έχει ολοκληρωθεί πολύ πριν την έναρξη 
της µεταγραφής του γονιδίου.  

Μία πιο λεπτοµερής ανάλυση της νουκλεοσωµικής δοµής στης περιοχές 
υπερευαισθησίας σε DNaseI πραγµατοποιήθηκε µε έµµεση τελική ραδιοσήµανση χρωµατίνης 
που είχε υποστεί πέψη µε µικροκοκκική νουκλεάση (indirect end labeling of micrococcal 
nuclease-digested chromatin). Η ανάλυση αυτή απεκάλυψε ότι η περιοχή του εγγύς υποκινητή 
ήταν καλυµµένη από µία συστοιχία νουκλεοσωµάτων τοποθετηµένων σε τακτά διαστήµατα 
(positioned nucleosome array), διάταξη η οποία εµφανίζεται στην Εικόνα 3Α σαν σειρά ζωνών 
µε κανονικά διαστήµατα 150 bp  µεταξύ τους. Σε αντίθεση, στην περιοχή του ενισχυτή 
παρατηρήθηκαν µόνο δύο τέτοιες ζώνες-προϊόντα πέψης από µικροκοκκική νουκλεάση, 
δεδοµένο που δείχνει ότι µέρος της περιοχής αυτής δεν καλύπτεται από νουκλεοσώµατα 
(Εικόνα 3Β). Κάτι πολύ σηµαντικό που φάνηκε επίσης από αυτά τα πειράµατα ήταν ότι οι 
σχετικές θέσεις και αποστάσεις των νουκλεοσωµάτων που κάλυπταν και τις δύο περιοχές δεν 
άλλαξαν στην διάρκεια της διαδικασίας διαφοροποίησης, ανεξάρτητα από της τροποποιήσεις 
των ιστονών ή τη διαδικασία της µεταγραφής του γονιδίου (βλέπε παρακάτω). Στα κύτταρα 
Α2780, µία ανθρώπινη κυτταρική σειρά που προέρχεται από καρκίνωµα ωοθήκης και η οποία 
δεν εκφράζει HNF4α, πειράµατα έµµεσης τελικής ραδιοσήµανσης µε ανιχνευτές ειδικούς είτε 
για τον υποκινητή είτε για τον ενισχυτή του γονιδίου του HNF4α έδωσαν σήµατα 
υβριδοποίησης που δεν αντιστοιχούν σε κανονικές ζώνες (smeary), χαρακτηριστικά 
νουκλεοσωµάτων µε τυχαία τοποθέτηση στις περιοχές αυτές (Εικόνα 3Α και Β). 

Παρότι οι θέσεις των νουκλεοσωµάτων στις ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου του 
HNF4α δεν µεταβάλλονταν κατά τη διάρκεια του προγράµµατος διαφοροποίησης, πειράµατα 
υπερευαισθησίας σε ένζυµα περιορισµού έδειξαν µεταβολή στη διάρθρωση (conformation) 
του νουκλεοσώµατος που καλύπτει το σηµείο έναρξης της µεταγραφής. Στα πειράµατα αυτά 
φάνηκε υπερευαισθησία της θέσης περιορισµού του ενζύµου BglII µόνο σε πυρήνες 
παρασκευασµένους από κύτταρα 80 και 110 ώρες µετά τη συρροή και όχι σε προηγούµενες 
χρονικές περιόδους (Εικόνα 3∆). Αυτή η υπερευαισθησία συµπίπτει µε την έναρξη της 
µεταγραφής του γονιδίου, γεγονός που αναδεικνύει τον καίριο ρόλο της διάρθρωσης του 
πρώτου νουκλεοσώµατος του υποκινητή στην επαγωγή της µεταγραφής του γονιδίου. 
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Εικόνα 3. Ανάλυση της νουκλεοσωµικής δοµής των ρυθµιστικών περιοχών του HNF4α σε κύτταρα CaCo-2 
κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης. (Α και Β) Πυρήνες από κύτταρα CaCo-2 στις υποδεικνυόµενες χρονικές 
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στιγµές µετά τη συρροή και από κύτταρα A2780 υπέστησαν πέψη µε 0 έως 170 U µικροκοκκικής νουκλεάσης. 
Κατόπιν παράχθηκε DNA το οποίο υπέστη πέψη µε AccI (A) ή MscI (B). Τα προϊόντα της πέψης µε 50 U 
µικροκοκκικής νουκλεάσης διαχωρίστηκαν σε πηκτώµατα αγαρόζης 1,5%, και µετά από χρώση µε EtBr και 
φωτογράφηση, µεταφέρθηκαν σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης και υβριδοποιήθηκαν µε τους υποδεικνυόµενους 
ανιχνευτές. (Γ) Σχηµατική απεικόνιση των θέσεων των νουκλεοσωµάτων στον εγγύς υποκινητή και ενισχυτή του 
HNF4α. (∆) Πυρήνες όπως του (Α) υπέστησαν πέψη µε 50 U BglII και το γενωµικό DNA που αποµονώθηκε 
υπέστη πλήρη πέψη µε AccI και αναλύθηκε κατά Southern µε τον ανιχνευτή 1. 

 
2) Στρατολόγηση µεταγραφικών παραγόντων στον ενισχυτή και υποκινητή του 
HNF4α σε διαφοροποιούµενα κύτταρα CaCo-2. 
 

Με στόχο τη διερεύνηση του τρόπου µε τον οποίο ο ενισχυτής  και ο υποκινητής 
οργανώνουν την αρχική ενεργοποίηση του γονιδίου του HNF4α έγιναν πειράµατα 
ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης για τον καθορισµό των παραγόντων οι οποίοι 
αλληλεπιδρούν µε τις δύο ρυθµιστικές περιοχές in vivo. Τα πειράµατα αυτά περιλάµβαναν την 
µονιµοποίηση κυττάρων CaCo-2 µε φορµαλδεΰδη, τη διάσπαση της crosslinked χρωµατίνης 
µε sonication για την παραγωγή τµηµάτων DNA 200-1000 bp, ανοσοκατακρήµνιση της 
διαλυτής χρωµατίνης µε διάφορα αντισώµατα και την χρησιµοποίηση του εξαγοµένου DNA 
σαν µήτρα σε αντιδράσεις PCR για την ανίχνευση τµηµάτων της περιοχής από -9,9 µέχρι +3,9 
kb του ανθρώπινου γονιδίου του HNF4α. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν σε αυτή την 
ανάλυση ήταν σχεδιασµένοι για τον πολλαπλασιασµό της περιοχής 5’ του ενισχυτή (Upst.), 
του ενισχυτή (Enh.), της περιοχής µεταξύ του ενισχυτή και του υποκινητή (Int.1 και Int.2), του 
εγγύς υποκινητή (Prom.) και της κωδικής περιοχής του γονιδίου (Cod.) (Εικόνα 4Α).  

Αρχικά ελέγχθηκε η στρατολόγηση παραγόντων που προσδένονται σε DNA και οι 
οποίοι είχαν ταυτοποιηθεί σε προηγούµενα πειράµατα πρόσδεσης in vitro. Ο παράγοντας 
HNF1α βρέθηκε σε συσχέτιση τόσο µε τον υποκινητή όσο και µε τον ενισχυτή από την αρχή 
του προγράµµατος διαφοροποίησης (Εικόνα 4Β). Σε αυτή τη χρονική περίοδο (0 hr) οι 
παράγοντες C/EBPα και HNF3β ανιχνεύονταν µόνο στην περιοχή του ενισχυτή, ενώ ο HNF6 
µόνο στην περιοχή του υποκινητή (Εικόνα 4Β). Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε τον 
εντοπισµό των θέσεων πρόσδεσης των παραγόντων οι οποίες είχαν περιγραφεί σε 
προηγούµενες µελέτες (Hatzis and Talianidis, 2001, Bailly et al., 2001). Συγκεκριµένα, για τον 
HNF1 είχαν ταυτοποιηθεί δύο θέσεις πρόσδεσης, µία στον ενισχυτή και µία στον  
υποκινητή του γονιδίου του HNF4α. Σε ότι αφορά τους C/EBP και HNF3, οι θέσεις πρόσδεσής 
τους εντοπίζονται στον ενισχυτή, ενώ θέση πρόσδεσης για τον HNF6 βρίσκεται µόνο στον 
εγγύς υποκινητή. Επίσης, και προηγούµενες αναλύσεις in vitro DNaseI footprinting, EMSA και 
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πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης είχαν αποκαλύψει ότι ούτε οι C/EBPα και HNF3β 
προσδένονται σε αλληλουχίες του υποκινητή, ούτε ο HNF6 σε αλληλουχίες του ενισχυτή 
(Hatzis and Talianidis, 2001). O παράγοντας GATA6, ο οποίος είναι ένας σηµαντικός 
ενεργοποιητής του γονιδίου του HNF4α κατά τη διάρκεια της πρώιµης εµβρυϊκής ανάπτυξης 
(Morrisey et al., 1998) δεν βρέθηκε να συσχετίζεται µε τον υποκινητή. Το δεδοµένο αυτό δεν 
είναι περίεργο, καθώς στο πειραµατικό σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε σε αυτή τη µελέτη τα 
κύτταρα CaCo-2 διέρχονται από µία διαδικασία τελικής διαφοροποίησης, κατά την οποία η 
δράση του GATA6 µπορεί να µην είναι απαραίτητη. 

Ένα πολύ ενδιαφέρον δεδοµένο που προέκυψε από τα πειράµατα ήταν η παρουσία 
σήµατος που αντιστοιχούσε σε DNA της περιοχής του υποκινητή στα χρονικά σηµεία από 60 
µέχρι 110 ώρες στα δείγµατα χρωµατίνης που είχαν προκύψει από ανοσοκατακρήµνιση µε 
αντισώµατα για C/EBPα και HNF3β, µε πιο έντονα τα σήµατα στα δείγµατα των 80 και 110 
ωρών. Επίσης, σε αυτά τα χρονικά σηµεία παρατηρήθηκε και σήµα που αντιστοιχούσε σε 
DNA της περιοχής του ενισχυτή στα δείγµατα που είχαν προκύψει από ανοσοκατακρήµνιση 
µε αντίσωµα για HNF6. Αυτή η συνύπαρξη αλληλουχιών του υποκινητή και του ενισχυτή στα 
ίδια δείγµατα στηρίζει την υπόθεση ότι οι δύο περιοχές βρίσκονται πλησίον η µία της άλλης, 
σε γειτνίαση δηλαδή στο χώρο, από το χρονικό σηµείο της έναρξης της µεταγραφής και µετά . 
Ακόµη µεγαλύτερο ενδιαφέρον έχουν τα αποτελέσµατα που προέκυψαν από την εξέταση της 
συσχέτισης των παραγόντων µε τις περιοχές εκτός του ενισχυτή και του υποκινητή. Όπως 
ήταν αναµενόµενο, κανένας από τους παράγοντες δεν ήταν εντοπισµένος στην περιοχή 5’ του 
ενισχυτή (Upst.) ή στην 3’ κωδική περιοχή του γονιδίου (Cod.). Όµως, ανιχνεύθηκε παρουσία 
των παραγόντων που προσδένονται στον ενισχυτή (HNF1α, C/EBPα και HNF3β) στις 
περιοχές µεταξύ του ενισχυτή και του υποκινητή (Int.1 και Int.2), αλλά όχι του HNF6, 
παράγοντα για τον οποίο υπάρχει θέση πρόσδεσης µόνο στον υποκινητή του γονιδίου 
(Εικόνα 4Β). Τα σήµατα στις ενδιάµεσες περιοχές εµφανίζονταν αρχικά στα δείγµατα 40 
ωρών. Η έντασή τους µειωνόταν και εξαφανιζόταν στα δείγµατα 80 και 110 ωρών, αντίστοιχα. 
Ιδωµένα συνολικά, αυτά τα αποτελέσµατα στηρίζουν την υπόθεση ότι το σύµπλοκο DNA και 
πρωτεϊνών του ενισχυτή βρίσκεται σε επαφή ή γειτνίαση µε τις ενδιάµεσες περιοχές για ένα 
µικρό χρονικό διάστηµα πριν φθάσει στον υποκινητή.  
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Εικόνα 4. Σειρά στρατολόγησης µεταγραφικών παραγόντων στον ενισχυτή και υποκινητή του HNF4α σε 
διαφοροποιούµενα κύτταρα CaCo-2. (Α) Σχηµατική απεικόνιση των θέσεων των εκκινητών που 
χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση των προϊόντων της ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης. Τα νούµερα δείχνουν τη 
θέση του 5’ νουκλεοτιδίου του εκκινητή σε σχέση µε το σηµείο έναρξης της µεταγραφής. (Β) Πειράµατα 
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ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης. Η διαλυτή χρωµατίνη από κύτταρα επωασµένα µε φορµαλδεΰδη 
ανοσοκατακρηµνίστηκε µε τα υποδεικνυόµενα αντισώµατα και το DNA που προέκυψε πολλαπλασιάστηκε (19-25 
κύκλοι) µε τους υποδεικνυόµενους εκκινητές. Ακολούθησε διαχωρισµός των προϊόντων σε πηκτώµατα 
πολυακρυλαµίδης 5% και αυτοραδιογραφία.  

 
3) Στρατολόγηση γενικών µεταγραφικών παραγόντων και της RNA πολυµεράσης-ΙΙ 
στον υποκινητή του HNF4α σε κύτταρα CaCo-2 στη διάρκεια της διαφοροποίησης. 
 

Το επόµενο βήµα της εργασίας αυτής ήταν η µελέτη της σειράς στρατολόγησης 
διαφόρων µελών του PIC (preinitiation complex, προεναρκτήριο σύµπλοκο µεταγραφής) στις 
ρυθµιστικές περιοχές του HNF4α. Οι παράγοντες TFIIA, TFIIB και TBP βρίσκονταν σε 
συσχέτιση µε τον εγγύς υποκινητή από την ώρα 0 (Εικόνα 5). Αντίθετα, οι TAF1 και TAF10 
(προηγουµένως γνωστοί σαν TAFII250 και TAFII30) (Tora, 2002) εντοπίζονταν στον 
υποκινητή µόνο µετά από το χρονικό σηµείο 20 hr, γεγονός που δείχνει ότι ο TBP που 
καταλαµβάνει τον υποκινητή στο χρονικό σηµείο 0 hr δεν είναι µέλος του κλασσικού 
συµπλόκου TFIID. Ο παράγοντας TFIIH, το µέλος του συµπλόκου του διαµεσολαβητή 
(mediator) TRAP-220 και η RNA πολυµεράση-ΙΙ στρατολογούνταν στον υποκινητή επίσης σε 
κύτταρα 20 ώρες µετά τη συρροή, πολύ πριν την έναρξη της µεταγραφής. Η χρήση 
αντισωµάτων στα πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης τα οποία αναγνωρίζουν 
φωσφορυλιωµένες µορφές της καρβοξυτελικής περιοχής (CTD, carboxyterminal domain) της 
RNA πολυµεράσης-ΙΙ έδιξε ότι το ένζυµο ήταν φωσφορυλιωµένο στο υπόλειµµα σερίνη 5 
(Ser5) της CTD από την στιγµή της στρατολόγησής της, ενώ φωσφορυλίωση στη σερίνη 2 
(Ser2) ανιχνεύονταν µόνο κατά την περίοδο της έναρξης της µεταγραφής του γονιδίου (80 hr). 
Η φωσφορυλιωµένη στην σερίνη 5 πολυµεράση παρατηρούνταν επιλεκτικά στον υποκινητή, 
ενώ η παρουσία του στη σερίνη 2 φωσφορυλιωµένου ενζύµου ήταν ανιχνεύσιµη και στην 
κωδική περιοχή του γονιδίου, παρατήρηση που είναι σε συµφωνία µε προηγούµενα 
ευρήµατα, τα οποία έχουν αποδείξει ότι αυτή η τελευταία µορφή της πολυµεράσης είναι που 
επιµηκύνει το νεοσυντιθέµενο µήνυµα (elongating form) (Komarnitsky et al., 2000).  

Κανένας από αυτούς τους παράγοντες δεν φαινόταν να συσχετίζεται µε την ενδιάµεση 
περιοχή (Int.1) σε οποιαδήποτε χρονική περίοδο του προγράµµατος διαφοροποίησης. Όµως, 
παρατηρήθηκε σήµα που αντιστοιχούσε σε DNA του ενισχυτή σε όλα τα δείγµατα που είχαν 
προκύψει από κύτταρα 60 ώρες και µετά τη συρροή (Εικόνα 5). Τα εντονότερα σήµατα DNA 
του ενισχυτή ανιχνεύονταν στα δείγµατα των 80 και 110 ωρών, όπως και για τα αποτελέσµατα 
που είχαν προκύψει και για τον συσχετιζόµενο µε τον υποκινητή παράγοντα HNF6. Αυτά τα 
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ευρήµατα αποτελούν περαιτέρω απόδειξη της δηµιουργίας ενός σταθερού συµπλόκου µεταξύ 
του ενισχυτή και του υποκινητή τη χρονική περίοδο της ενεργούς µεταγραφής.  

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Cod.

Prom.

Cod.

Prom.

Cod.

IP: TFIIA
Time
hours: 0 20 40 60 80 11

0 0 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
0

0 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
0

0 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
0

Time
hours:

Time
hours:

IP: TFIIB IP: TBP
IP: TAF1
(TAFII250)

IP: TAF10
(TAFII30) IP: TFIIH (p89) IP: TRAP-220

IP: RNA pol-II IP: CTD-Ser5P IP: CTD-Ser2P

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Enh.

Int.1

Prom.

Cod.

Enh.

Int.1

Prom.

Cod.

Prom.

Cod.

Prom.

Cod.

Prom.

Cod.

Prom.

Cod.

Prom.

Cod.

IP: TFIIA
Time
hours: 0 20 40 60 80 11

00 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
00 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
00 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
00 20 40 60 80 11
0

0 20 40 60 80 11
00 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
00 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
00 20 40 60 80 11
0

0 20 40 60 80 11
00 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
00 20 40 60 80 11
0 0 20 40 60 80 11
00 20 40 60 80 11
0

Time
hours:

Time
hours:

IP: TFIIB IP: TBP
IP: TAF1
(TAFII250)

IP: TAF10
(TAFII30) IP: TFIIH (p89) IP: TRAP-220

IP: RNA pol-II IP: CTD-Ser5P IP: CTD-Ser2P

 
 
Εικόνα 5. Σειρά στρατολόγησης γενικών µεταγραφικών παραγόντων και της RNA πολυµεράσης-ΙΙ στον 
υποκινητή του HNF4α σε διαφοροποιούµενα κύτταρα CaCo-2. Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης 
πραγµατοποιήθηκαν µε τα υποδεικνυόµενα αντισώµατα, µε τον τρόπο που αναφέρεται στην Εικόνα 4Β. Το 
αντίσωµα που σηµειώνεται RNA pol-II αντιδρά µε το αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης και αναγνωρίζει τόσο µη 
φωσφορυλιωµένες όσο και υπερφωσφορυλιωµένες µορφές του µορίου, ενώ τα αντισώµατα CTD-Ser5P και CTD-
Ser2P αναγνωρίζουν ειδικά την καρβοξυτελική περιοχή της πολυµεράσης φωσφορυλιωµένης στη σερίνη 5 και 2, 
αντίστοιχα. 

 
Για την τελική επιβεβαίωση του σχηµατισµού του συµπλόκου ενισχυτή-υποκινητή στο 

ίδιο κύτταρο, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα σειριακής ανοσοκατακρήµνισης (re-ChiP). Σε 
αυτές τις δοκιµές χρωµατίνη η οποία πρώτα είχε υποστεί ανοσοκατακρήµνιση µε αντισώµατα 
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είτε για παράγοντες προσδεδεµένους στον ενισχυτή (C/EBPα και HNF3β) είτε για παράγοντες 
προσδεδεµένους στον υποκινητή (TBP, TFIIB, HNF6) απελευθερώθηκε κατόπιν από την 
κολώνα G-σεφαρόζης και υπέστη δεύτερη ανοσοκατακρήµνιση µε αντισώµατα για 
παράγοντες προσδεδεµένους ή µε τον υποκινητή ή µε τον ενισχυτή αντίστοιχα. Όπως φαίνεται 
στην Εικόνα 6, σε κύτταρα 80 ωρών παρατηρήθηκαν ειδικά σήµατα re-ChiP µε όλους τους 
συνδυασµούς σειριακών ανοσοκατακρηµνίσεων.  
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Εικόνα 6. Σχηµατισµός σταθερών συµπλόκων υποκινητή-ενισχυτή σε κύτταρα 80 ώρες µετά τη συρροή.  
Τα σύµπλοκα που ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε τα υποδεικνυόµενα πρώτα αντισώµατα εκχυλίστηκαν από τα 
σφαιρίδια protein-G-sepharose και, µετά από αραίωση, ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε τα υποδεικνυόµενα δεύτερα 
αντισώµατα. Οι αντιδράσεις PCR πραγµατοποιήθηκαν µε ζεύγη εκκινητών που πολλαπλασιάζουν τον ενισχυτή 
(Enh), τον εγγύς υποκινητή (Prom), και την κωδική περιοχή (Cod) του HNF4α. 

 
4) Τροποποιήσεις ιστονών στις ρυθµιστικές περιοχές του HNF4α. 
 

Το επόµενο βήµα αυτής της µελέτης ήταν η εξέταση της ακετυλίωσης των ιστονών (Η3 
και Η4) και της µεθυλίωσης της λυσίνης 4 της Η3 στις ρυθµιστικές περιοχές του HNF4α. Με τη 
χρησιµοποίηση αντισωµάτων ειδικών για ακετυλιωµένες ιστόνες σε πειράµατα 
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ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης, ανιχνεύθηκε υπερακετυλίωση των ιστονών από τις 20 ώρες 
του προγράµµατος διαφοροποίησης. Σε αυτό το χρονικό σηµείο η υπερακετυλίωση τόσο της 
Η3 όσο και της Η4 περιοριζόταν στην περιοχή του ενισχυτή µόνο (Εικόνα 7). Σε επόµενες 
χρονικές περιόδους παρατηρούνταν αυξηµένη ακετυλίωση και στις ενδιάµεσες περιοχές και 
τελικά, στα χρονικά σηµεία ενεργούς µεταγραφής του γονιδίου (80 και 110 ώρες), και στην 
περιοχή του εγγύς υποκινητή. Αυτή η εξάπλωση της υπερακετυλίωσης φαινόταν να συµβαίνει 
µόνο προς µία κατεύθυνση, από τον ενισχυτή προς τον υποκινητή, καθώς δεν ανιχνεύθηκε 
αυξηµένη ακετυλίωση στην περιοχή 5’ του ενισχυτή (Upst.) (Εικόνα 7). Η ανάλυση των 
επιπέδων µεθυλίωσης των ιστονών έδειξε ότι τα νουκλεοσώµατα στην περιοχή του εγγύς 
υποκινητή ήταν συστατικά µεθυλιωµένα στην λυσίνη 4 της Η3 από την αρχή του 
προγράµµατος διαφοροποίησης (Εικόνα 7). Μετά τη χρονική στιγµή 60 hr παρατηρήθηκε 
σήµα για Η3 µεθυλιωµένη στη λυσίνη 4 στην περιοχή του ενισχυτή, γεγονός που επιβεβαιώνει 
την φυσική αλληλεπίδραση του ενισχυτή µε τον υποκινητή.  
 Για τη διασαφήνιση του µηχανισµού δηµιουργίας αυτού του προτύπου ακετυλίωσης 
των ιστονών, εξετάστηκε η στρατολόγηση δύο ακετολοτρανσφερασών, των CBP και P/CAF, 
στις ρυθµιστικές περιοχές του HNF4α. Και οι δύο παράγοντες εντοπίζονταν αρχικά µόνο στην 
περιοχή του ενισχυτή στις 20 ώρες. Στις επόµενες περιόδους (40 µέχρι 80 hr), και οι δύο 
πρωτεΐνες συσχετίζονταν µε τις ενδιάµεσες περιοχές, για να φθάσουν τελικά, αρχίζοντας από 
τις 80 ώρες να αλληλεπιδρούν και µε τον υποκινητή (Εικόνα 7). Όπως παρατηρήθηκε και µε 
άλλους παράγοντες που στρατολογούνταν στον ενισχυτή, τα σήµατα των παραγόντων αυτών 
στον υποκινητή ήταν πιο έντονα στα δείγµατα από κύτταρα 80 και 110 ωρών, ενώ δεν 
ανιχνεύθηκε αλληλεπίδρασή τους µε τις περιοχή 5’ του ενισχυτή (Upst.) ή την κωδική περιοχή 
(Cod.) του γονιδίου (Εικόνα 7). Αυτό το χρονικό πρότυπο συσχέτισης των CBP και P/CAF µε 
τις ρυθµιστικές περιοχές όχι µόνο συµφωνεί µε την σταδιακή κίνηση του συµπλόκου 
πρωτεϊνών που σχηµατίζεται στον ενισχυτή προς τον υποκινητή του γονιδίου, αλλά προτείνει 
και ένα µηχανιστικό µοντέλο που να εξηγεί την παρατηρούµενη εξάπλωση της 
υπερακετυλίωσης των ιστονών. 
 Σε περαιτέρω πειράµατα αναλύθηκε η συσχέτιση µε τις ρυθµιστικές περιοχές του 
γονιδίου του Brg1, ενός συστατικού συµπλόκων αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης, µε 
αποτελέσµατα πολύ παρόµοια µε αυτά που είχαν προκύψει για τους CBP και P/CAF (Εικόνα 
7), γεγονός που αποδεικνύει ότι και ο Brg1 στρατολογείται αρχικά στον ενισχυτή και σταδιακά 
µετακινείται προς τις ενδιάµεσες περιοχές, για να φθάσει, στο χρονικό σηµείο της έναρξης της 
µεταγραφής, στην περιοχή του εγγύς υποκινητή του γονιδίου.  
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Εικόνα 7. Τροποποιήσεις των ιστονών και στρατολόγηση ακετυλοτρανσφερασών και του παράγοντα 
αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης Brg1 στις ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου του HNF4α σε 
διαφοροποιούµενα κύτταρα CaCo-2.  Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης πραγµατοποιήθηκαν όπως 
περιγράφεται στην Εικόνα 4Β, µε αντισώµατα που αντιδρούν µε πεπτίδια ιστονικών ουρών που φέρουν τις 
υποδεικνυόµενες τροποποιήσεις ή µε αντισώµατα που αντιδρούν µε CBP, P/CAF και Brg1.  

 68



  ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
Η µεταγραφική ενεργοποίηση των ευκαρυωτικών γονιδίων συντονίζεται στις 

περισσότερες περιπτώσεις από στοιχεία ελέγχου τα οποία εντοπίζονται σε µεγάλες και 
πολύπλοκες περιοχές ελέγχου της µεταγραφής και δρουν σε µεγάλες αποστάσεις για την 
επίτευξη ενός χρωµατινικού περιβάλλοντος που επιτρέπει την συνάρµοση ενός ενεργού 
προεναρκτηρίου συµπλόκου. Τα συγκεκριµένα µοντέλα που προσπαθούν να απαντήσουν 
στην ερώτηση του πώς ρυθµιστικά στοιχεία µπορούν να επηρεάσουν τη µεταγραφή από 
µεγάλες αποστάσεις περιλαµβάνουν µηχανισµούς οι οποίοι εµπίπτουν σε τρεις κατηγορίες: 
“looping”, “scanning” και “linking” (οι οποίοι στα Ελληνικά µπορούν να αποδοθούν µε τους 
όρους «κυκλωτικός», «σαρωτικός» και «συνδετικός»).  

Το πρώτο µοντέλο, το οποίο βασίζεται σε εκτεταµένες µελέτες καλά καθορισµένων 
συστηµάτων, υποθέτει απευθείας επαφές µεταξύ συµπλόκων πρωτεϊνών και DNA, τα οποία 
σχηµατίζονται σε άπω ενισχυτές και εγγύς υποκινητές (Ptashne, 1986). Αυτές οι επαφές 
µπορεί να προκαλούνται από τυχαίες συγκρούσεις µεταξύ των συµπλόκων, να 
σταθεροποιούνται από πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις και να έχουν σαν αποτέλεσµα το 
σχηµατισµό «θηλιάς» (“loop”) του ενδιάµεσου DNA (Ringrose et al., 1999). Ένα από τα 
µειονεκτήµατα αυτού του µοντέλου είναι ότι δε λαµβάνει υπόψη του το ενεργειακό κόστος της 
µετακίνησης ενός τµήµατος χρωµατίνης σε αποστάσεις που µπορεί να υπερβαίνουν τις 
πολλές κιλοβάσεις. Επιπλέον, καθιστά δύσκολη και την επεξήγηση της δράσης των στοιχείων 
ορίων (boundary elements) και των αποµονωτών (insulators), των οποίων η δράση συνίσταται 
στον περιορισµό του δυναµικού ενεργοποίησης ευκαρυωτικών ενισχυτών στους υποκινητές 
στόχους τους (West et al., 2002, Dillon and Sabbattini, 2000, Dorsett, 1999).  

Το µοντέλο «σάρωσης», το οποίο υποθέτει ότι οι ρυθµιστικές πρωτεΐνες 
(µεταγραφικοί παράγοντες, συνενεργοποιητές ή η RNA πολυµεράση-ΙΙ) πρώτα 
στρατολογούνται στον ενισχυτή και µετά κινούνται πάνω στο DNA µέχρι να συναντήσουν τον 
εγγύς υποκινητή, θα ήταν περισσότερο συµβατό µε την ικανότητα των αποµονοτών να 
παρεµποδίζουν τη δράση των ενισχυτών. Ο µηχανισµός «σύνδεσης» από την άλλη µπορεί να 
εξηγήσει πιο άµεσα διαφορετικές πλευρές της δράσης των αποµονοτών, όπως π.χ. το πώς τα 
στοιχεία ορίων καθορίζουν τα όρια διακριτών και διαφορετικών περιοχών χρωµατίνης και 
επιβάλλουν τη δράση των ενισχυτών προς µία κατεύθυνση (Bulger and Groudine, 1999). 
Σύµφωνα µε αυτό το µοντέλο, η επικοινωνία µεταξύ ενισχυτή και υποκινητή περιλαµβάνει 
βοηθητικές (“facilitator”) πρωτεΐνες, οι οποίες στρατολογούνται από παράγοντες που 
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προσδένονται στον ενισχυτή και κατόπιν απλώνονται κατά µήκος του DNA, οργανώνοντας 
έτσι τη δοµή της χρωµατίνης των ενδιάµεσων του ενισχυτή και υποκινητή αλληλουχιών µε 
τέτοιο τρόπο ώστε να είναι δυνατή η µετάδοση του «σήµατος» για µεταγραφική ενεργοποίηση 
από τον ενισχυτή στον υποκινητή του γονιδίου (Bulger and Groudine, 1999). Η κύρια ένσταση 
που εγείρεται σε ότι αφορά και τα δύο τελευταία µοντέλα είναι ότι δεν προϋποθέτουν άµεση 
φυσική επαφή µεταξύ του ενισχυτή και του υποκινητή, κάτι όµως το οποίο έχει δειχθεί µε 
διάφορες πειραµατικές προσεγγίσεις, σε διαφορετικά συστήµατα (Dillon et al., 1997, Gribnau 
et al., 1998, Mahmoudi et al., 2002, Tahirov et al., 2002, Shang et al., 2002).  

Με σκοπό τη διασαφήνιση του µηχανισµού της από απόστασης µεταγραφικής 
ενεργοποίησης, µελετήθηκε σε αυτή την εργασία η συνάρµοση µεταγραφικών παραγόντων 
στις ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου του ανθρώπινου HNF4α πριν και στη διάρκεια της 
αρχικής ενεργοποίησης του γονιδίου κατά την διαφοροποίηση εντερικών κυττάρων. Η λογική 
της µελέτης ήταν ότι εάν γίνει δυνατός ο καθορισµός της χρονικής σειράς των γεγονότων τα 
οποία οδηγούν στο σχηµατισµό ενός από τον ενισχυτή εξαρτώµενου προεναρκτηρίου 
µεταγραφικού συµπλόκου, θα διαφωτισθεί και πιο λεπτοµερώς ο µηχανισµός πίσω από τα 
γεγονότα αυτά. Η χρησιµοποίηση πειραµάτων ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης επέτρεψε 
λοιπόν τη διάκριση τουλάχιστον τεσσάρων διακριτών βηµάτων στη διαδικασία 
ενεργοποίησης του HNF4α. Η χρονολογική σειρά των γεγονότων, τα οποία παρουσιάζονται 
σχηµατικά στην Εικόνα 8, υποστηρίζει ένα µηχανισµό ο οποίος είχε προταθεί αρχικά από 
τους Blackwood και Kadonaga σαν µοντέλο της «υποβοηθούµενης κύλισης» (“facilitated 
tracking”) (Blackwood and Kadonaga, 1998). 

 
Κατάσταση «αναµονής» (“poised”) ή «δέσµευσης» (“committed”) του γονιδίου του 
HNF4α. 
 
Στην αρχή του προγράµµατος διαφοροποίησης (ώρα 0) αποκαλύφθηκε ότι τόσο ο ενισχυτής 
όσο και ο υποκινητής τους γονιδίου ήταν ήδη «κατειληµµένοι» (occupied) από τις συναφείς 
πρωτεΐνες που προσδένονται σε DNA. Σε αυτό το στάδιο ήταν επίσης ανιχνεύσιµοι 
τουλάχιστον τρεις παράγοντες της βασικής µεταγραφικής µηχανής, οι TFIIA, TFIIB και TBP 
στον εγγύς υποκινητή. Αυτό το σύµπλοκο µπορεί να θεωρηθεί σαν µία δοµή η οποία 
δηµιουργεί µία κατάσταση «αναµονής» ή «δέσµευσης», «σηµαδεύοντας» τον υποκινητή για 
περαιτέρω διαδικασίες και αλλαγές (Soutoglou and Talianidis, 2002). Η νουκλεοσωµική 
οργάνωση των ρυθµιστικών περιοχών του HNF4α επίσης δείχνει ότι το γονίδιο είναι σε µία 
δεκτική για µεταγραφή κατάσταση από την έναρξη του προγράµµατος διαφοροποίησης. Στα  
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Εικόνα 8.  Σχηµατική απεικόνιση των διαδοχικών σταδίων που ενέχονται στο σχηµατισµό ενός ενεργού 
προεναρκτήριου συµπλόκου στην ρυθµιστική περιοχή του HNF4α. 1. Κατάσταση «αναµονής» (“poised”) ή 
«δέσµευσης» (“committed”) του γονιδίου του HNF4α. 2. Στρατολόγηση των CBP, P/CAF και Brg1 στον ενισχυτή 
και της RNA πολυµεράσης-ΙΙ στον υποκινητή. 3. Μετακίνηση του συµπλόκου DNA-πρωτεϊνών, που έχει 
σχηµατιστεί τον ενισχυτή, κατά µήκος των ενδιάµεσων αλληλουχιών και εξάπλωση της υπερακετυλίωσης των 
ιστονών. 4. Σχηαµτισµός ενός σταθερού συµπλόκου ενισχυτή-υποκινητή, υπερακετυλίωση των νουκλεοσωµάτων 
του υποκινητή, αναδιαµόρφωση του νουκλεοσώµατος που καλύπτει το σηµείο έναρξης της µεταγραφής και 
απελευθέρωση της πολυµεράσης από τον υποκινητή. 
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κύτταρα CaCo2 ο εγγύς υποκινητής ήταν καλυµµένος από νουκλεοσώµατα τοποθετηµένα στα 
ίδια τακτά διαστήµατα, ενώ στην περιοχή του ενισχυτή δύο οµοίως τοποθετηµένα 
νουκλεοσώµατα ακολουθούνταν από µία ακάλυπτη περιοχή – σε αντίθεση, σε κυτταρικές 
σειρές οι οποίες δεν εκφράζουν HNF4α η τοποθέτηση των χρωµοσωµάτων στις ίδιες περιοχές 
ήταν τυχαία. Επιπλέον, δείχθηκε ότι η ιστόνη Η3 των νουκλεοσωµάτων στον εγγύς υποκινητή 
ήταν µεθυλιωµένη στην λυσίνη 4, µία τροποποίηση η οποία έχει προταθεί σαν επιγενετικό 
σηµάδι για ενεργή χρωµατίνη (Noma et al., 2001, Wang et al., 2001). Ένα επιπλέον 
ενδιαφέρον χαρακτηριστικό αυτής της κατάστασης είναι ότι η θέση πρόσδεσης του HNF3, 
ενός παράγοντα ο οποίος αποκαλείται και «πρωτοπόρος» (“pioneer”) και έχει τη δυνατότητα 
να διαταράσσει τη δοµή ανώτερων τάξεων (higher order) χρωµατίνης (Cirillo and Zaret, 1999, 
Cirillo et al., 2002), βρίσκεται στην περιοχή του ενισχυτή του γονιδίου του HNF4α η οποία 
είναι ελεύθερη από νουκλεοσώµατα. Καθώς η από HNF3 προκαλούµενη διατάραξη των 
αλληλεπιδράσεων µεταξύ των νουκλεοσωµάτων µπορεί να επηρεάζει το µήκος του DNA που 
συνδέει τα νουκλεοσώµατα (linker DNA), ο σχηµατισµός της ελεύθερης από νουκλεοσώµατα 
περιοχής του ενισχυτή µπορεί να είναι το αποτέλεσµα της δράσης του HNF3 σε ένα πιο 
πρώιµο στάδιο της διαφοροποίησης. Είναι σύµφωνο µε τα παραπάνω συµπεράσµατα είναι 
και το γεγονός ότι το σύστηµα καλλιέργειας των κυττάρων CaCo2 µιµείται µόνο τη διαδικασία 
τελικής διαφοροποίησης εντερικών κυττάρων, επειδή η σειρά προέρχεται από εντερικά 
κύτταρα τα οποία έχουν ήδη περάσει από πρώιµα αναπτυξιακά στάδια που καθορίζουν την 
γενεαλογική τους δέσµευση (Peterson et al., 1993). 
 
Ανεξάρτητη ωρίµανση των συµπλόκων του ενισχυτή και υποκινητή  
 

Στη δεύτερη χρονικά διαχωρίσιµη φάση παρατηρήθηκε µία επιλεκτική στρατολόγηση 
των ακετυλοτρανσφερασών των ιστονών CBP και P/CAF και της πρωτεΐνης µε δράση 
αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης Brg1 στον ενισχυτή του γονιδίου (στις 20 ώρες). Η 
στρατολόγηση αυτή συνέπεσε χρονικά µε τα πρώτα σήµατα υπερακετυλίωσης των ιστονών 
Η3 και Η4, τα οποία ήταν περιορισµένα στην περιοχή του ενισχυτή. Ταυτόχρονα, άλλες 
συστατικές πρωτεΐνες των συµπλόκων TFIID, TFIIH, ο παράγοντας TRAP-220, µέλος του 
διαµεσολαβητή (mediator) και η RNA πολυµεράση-ΙΙ στρατολογήθηκαν στον εγγύς υποκινητή. 
Καθώς στην προηγούµενη φάση οι TAF1 και TAF10 δε συσχετίζονταν µε τον υποκινητή, 
γεννάται η υπόθεση ότι το TBP που ανιχνεύεται τη χρονική στιγµή 0 δεν ήταν µέλος του 
κλασσικού, τυπικού συµπλόκου TFIID (Albright and Tjian, 2000, Bell and Tora, 1999). Εάν το 
TFIID το οποίο ανιχνεύεται στις 20 ώρες δηµιουργείται µε σταδιακή συνάθροιση των TAF 
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πάνω σε TBP το οποίο είναι ήδη προσδεδεµένο στον υποκινητή ή µε αντικατάσταση ενός µη 
τυπικού, χωρίς TAF TFIID από ένα TFIID το οποίο περιέχει TAF δεν είναι γνωστό για την ώρα. 
Το σηµαντικότερο χαρακτηριστικό αυτού του πρώιµου σταδίου πάντως είναι ότι τα κύρια 
συστατικά της γενικής µεταγραφικής µηχανής καθώς και RNA πολυµεράση-ΙΙ 
φωσφορυλιωµένη στη σερίνη 5 της CTD (carboxyterminal domain) συσχετίζονται σταθερά µε 
τον υποκινητή, χωρίς να εκκινούν µεταγραφή. Αυτό δείχνει ότι η στρατολόγηση της 
πολυµεράσης στο σηµείο έναρξης της µεταγραφής δεν είναι αρκετό για να ξεκινήσει η 
µεταγραφή και ότι και άλλοι παράγοντες και γεγονότα είναι απαραίτητα για την απεµπλοκή τα 
από τον υποκινητή. Από αυτή την άποψη είναι σηµαντικό να σηµειωθεί ότι σε αυτή την 
περίοδο δεν υπήρχαν ενδείξεις για συνεργατικότητα µεταξύ του υποκινητή και του ενισχυτή, 
κάτι που υπονοεί ότι η συναθροίσεις των συµπλόκων διαφορετικής σύστασης στις δύο 
περιοχές ήταν ανεξάρτητες η µία από την άλλη.  
 
Κίνηση του συγκροτηµένου στον ενισχυτή συµπλόκου DNA-πρωτεΐνης προς µία 
κατεύθυνση πάνω στις ενδιάµεσες αλληλουχίες και εξάπλωση της υπερακετυλίωσης 
των ιστονών.  
 

Στην επόµενη χρονική περίοδο (40-80 ώρες), τα προϊόντα ανοσοκατακρήµνισης όλων 
των παραγόντων οι οποίοι συσχετίζονταν µε τον ενισχυτή (HNF1α, C/EBPα, HNF3β, CBP, 
P/CAF και Brg1) περιείχαν τµήµατα DNA που αντιστοιχούσαν στις περιοχές µεταξύ του 
ενισχυτή και του υποκινητή. Καθώς οι παράγοντες αυτοί ταυτόχρονα αλληλεπιδρούσαν µε την 
περιοχή του ενισχυτή, το συµπέρασµα που εξάγεται είναι ότι σχηµατίζεται ένα διττό σύµπλοκο 
το οποίο αποτελείται από τον ενισχυτή και ενδιάµεσες περιοχές, µε τις αλληλουχίες να 
συνδέονται µέσω των πρωτεϊνικών παραγόντων που σχετίζονται µε αυτές. Είναι σηµαντικό να 
σηµειωθεί ότι κανείς από τους παράγοντες οι οποίοι στρατολογήθηκαν στον εγγύς υποκινητή 
δεν ανιχνεύθηκε στις ενδιάµεσες περιοχές σε οποιαδήποτε χρονική στιγµή του προγράµµατος 
διαφοροποίησης.  

Ένα πιθανό σενάριο το οποίο προτείνει τη συσχέτιση µορίων των από τον ενισχυτή 
στρατολογούµενων πρωτεϊνών πρώτα µε τον ενισχυτή και µετά την, τουλάχιστον εν µέρει, 
διαφυγή τους από αυτόν και την ελεύθερη κύλιση τους προς τον υποκινητή µπορεί να 
αποκλειστεί εάν ληφθεί υπόψη η ιδιότητα των HNF3β και C/EBPα να αλληλεπιδρούν ειδικά µε 
τις θέσεις πρόσδεσής τους στο DNA. Επιπλέον, στο επόµενο στάδιο (80-110 ώρες) τα 
προϊόντα ανοσοκατακρήµνισης όλων των παραγόντων που στρατολογούνται στον υποκινητή 
περιείχαν τµήµατα DNA του ενισχυτή, και, αντίθετα, τα προϊόντα ανοσοκατακρήµνισης των 
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παραγόντων του ενισχυτή περιείχαν τµήµατα DNA του υποκινητή. Με άλλα λόγια, εάν γίνει µία 
προσπάθεια να εξηγηθεί η ανίχνευση αυτών των δύο αποµακρυσµένων περιοχών στα 
προϊόντα ανοσοκατακρήµνισης των παραγόντων οι οποίοι στρατολογούνται στη µία ή την 
άλλη περιοχή σαν το αποτέλεσµα ανεξάρτητης στρατολόγησης ή ελεύθερης διάχυσης από τη 
µία περιοχή στην άλλη, τότε θα πρέπει να γίνει η παραδοχή ότι οι γενικοί µεταγραφικοί 
παράγοντες ή η RNA πολυµεράση-ΙΙ ξαφνικά στρατολογούνται σε µία από το σηµείο έναρξης 
της µεταγραφής αποµακρυσµένη περιοχή στο χρονικό σηµείο της µεταγραφικής 
ενεργοποίησης του γονιδίου, µία παραδοχή που δύσκολα υποστηρίζεται από τις τρέχουσες 
θεωρίες µεταγραφικής ρύθµισης. Η µείωση και τελική εξαφάνιση του σήµατος των µε τον 
ενισχυτή συσχετιζόµενων παραγόντων από τις ενδιάµεσες περιοχές στις ώρες της ενεργής 
µεταγραφής του γονιδίου (80-110 hr) επίσης δε συνάδει µε ένα µοντέλο συνεχούς διαφυγής 
παραγόντων από τον ενισχυτή. Η πιθανότητα της άµεσης στρατολόγησης της RNA 
πολυµεράσης-ΙΙ από τον ενισχυτή και της µεταφοράς της στον υποκινητή (Johnson et al., 
2001) ή της ενεργοποίησης ενός κρυφού υποκινητή στην άπω ρυθµιστική περιοχή µπορεί 
επίσης να αποκλειστεί, καθώς η στρατολόγηση της πολυµεράσης µαζί µε γενικούς 
µεταγραφικούς παράγοντες παρατηρήθηκε στον εγγύς υποκινητή πολύ πριν το σχηµατισµό 
του συµπλόκου ενισχυτή-υποκινητή και επίσης καθώς δεν ανιχνεύθηκε µετάγραφο που να 
προέρχεται από τις άπω αλληλουχίες της ρυθµιστικής περιοχής του γονιδίου οποιαδήποτε 
στιγµή του προγράµµατος διαφοροποίησης.  

Γι αυτό λοιπόν, η άµεσες ενδείξεις που προέρχονται από τα συνεχή σήµατα ChiP που 
παρατηρούνται για τις αλληλουχίες του ενισχυτή, µαζί µε τα παραπάνω στοιχεία, 
υποστηρίζουν τον ισχυρισµό ότι τα σήµατα που ανιχνεύονται στις ενδιάµεσες περιοχές 
αντιστοιχούν σε ένα σύµπλοκο που περιέχει DNA του ενισχυτή. Αυτές οι παρατηρήσεις 
λοιπόν δείχνουν ότι ολόκληρο το σύµπλοκο DNA-πρωτεϊνών το οποίο σχηµατίζεται στον 
ενισχυτή κυλά διαµέσου των ενδιάµεσων περιοχών προς τον υποκινητή, µία διαδικασία η 
οποία βρίσκεται σε συµφωνία µε το πρόσφατα διατυπωµένο µοντέλο της «υποβοηθούµενης 
κύλισης» (facilitated tracking) (Blackwood and Kadonaga, 1998). Αυτό το µοντέλο υποθέτει ότι 
το σύµπλοκο που σχηµατίζεται στον ενισχυτή κυλά µε µικρά βήµατα κατά µήκος της 
χρωµατίνης µέχρι να συναντήσει τον αντίστοιχο υποκινητή, όπου και σχηµατίζεται ένας 
σταθερή δοµή «θηλιάς» (loop).  

Οι ακετυλοτρανσφεράσες CBP και P/CAF είναι σηµαντικά συστατικά αυτού του 
µετακινούµενου συµπλόκου. Οι πρωτεΐνες αυτές µπορεί να τροποποιούν τη χρωµατίνη καθώς 
µετακινούνται κατά µήκος του DNA. Αυτή η υπόθεση υποστηρίζεται από την εξάπλωση προς 
µία κατεύθυνση της υπερακετυλίωσης των ιστονών Η3 και Η4, από τον ενισχυτή προς τον 
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υποκινητή, µε ταυτόσηµο τοπολογικά και χρονικά τρόπο µε την συσχέτιση των CBP και 
P/CAF.  

Η συνεργασία µεταξύ ακετυλοτρανσφερασών των ιστονών και συµπλόκων που 
αναδιατάσσουν χρωµατίνη έχει προταθεί σαν ένας µηχανισµός σηµαντικός για την 
µεταγραφική ενεργοποίηση (Hassan et al., 2001, Narlikar et al., 2002, Fry and Peterson, 2001, 
Dhalluin et al., 1999, Jacobson et al., 2000). Η παρουσία του Brg1, µίας καταλυτική 
υποµονάδας του ανθρώπινου συµπλόκου SWI/SNF στο µετακινούµενο σύµπλοκο δίνει 
σηµαντικές πληροφορίες σχετικά µε τη δυναµική της διαδικασίας κύλισης. Η συντονισµένη 
δράση των ακετυλασών και του Brg1 θα οδηγούσε στην ακετυλίωση των ουρών των ιστονών 
του γειτονικού νουκλεοσώµατος, το οποίο µε τη σειρά του θα δηµιουργούσε µία επιφάνεια 
αλληλεπίδρασης µε τις περιοχές bromo (bromodomains) των Brg1, CBP και P/CAF. Αυτό θα 
διευκόλυνε τη µετακίνηση του συµπλόκου στο επόµενο νουκλεόσωµα, δηµιουργώντας έτσι 
σήµατα για µία διαδικασία που επιτελείται µε µικρά βήµατα, τροφοδοτούµενη από την δράση 
ATP-άσης του Brg1.  

Ένα σηµαντικό χαρακτηριστικό της κύλισης του ενισχυτή του HNF4α είναι προς µία 
κατεύθυνση πορεία του. Παρότι τα αποτελέσµατα αυτής της εργασίας δεν δίνουν απάντηση 
στην ερώτηση πώς ελέγχεται αυτή η κατεύθυνση µόνο προς τον υποκινητή, µπορεί να 
προταθεί η υπόθεση ότι η αλληλουχίες 5’ του ενισχυτή του HNF4α µπορεί να δρουν σαν 
αποµονωτές (insulators), οι οποίοι παρεµποδίζουν την κίνηση του συµπλόκου του ενισχυτή 
προς την αντίθετη κατεύθυνση.  
 
Μοριακά γεγονότα τα οποία πυροδοτούν την έναρξη της µεταγραφής του γονιδίου του 
HNF4α. 
 

Στον εγγύς υποκινητή, τα σήµατα ChiP των παραγόντων που στρατολογούνταν στον 
ενισχυτή (HNF1α, C/EBPα, HNF3β, CBP, P/CAF και Brg1) παρατηρήθηκαν για πρώτη φορά 
στις 60 ώρες του προγράµµατος διαφοροποίησης, και µε µεγαλύτερη ένταση στις 80 και 110 
ώρες. Ταυτόχρονα, τα προϊόντα ανοσοκατακρήµνισης των συσχετιζόµενων µε τον εγγύς 
υποκινητή πρωτεϊνών (HNF6, TFIIA, TFIIB, TBP, TAF1, TAF10, TFIIH, TRAP220 και RNA 
πολυµεράση-ΙΙ) περιείχαν τµήµατα DNA τα οποία αντιστοιχούσαν στην περιοχή του ενισχυτή. 
Όπως συζητήθηκε και παραπάνω, στο πειραµατικό σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε η 
ταυτόχρονη παρουσία των δύο τµηµάτων DNA στα προϊόντα ανοσοκατακρήµνισης τέτοιας 
ποικιλίας παραγόντων δείχνει ότι οι δύο περιοχές προσεγγίζουν πλησιάζουν πολύ στο χώρο 
η µία την άλλη για να σχηµατίσουν ένα υψηλής τάξης (higher order) σύµπλοκο, µε το 
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ενδιάµεσο DNA να σχηµατίζει µία «θηλιά» (loop) πίσω τους. Αυτός ο σχηµατισµός ενός 
σταθερού συµπλόκου ενισχυτή-υποκινητή συµπίπτει µε υπερακετυλίωση των ιστονών του 
υποκινητή, φωσφορυλίωση της πολυµεράσης-ΙΙ στη σερίνη 2 της καρβοξυτελικής περιοχής 
της, αναδιαµόρφωση του νουκλεοσώµατος που βρίσκεται στη θέση έναρξης της µεταγραφής 
και τελικά απελευθέρωση της πολυµεράσης από τον υποκινητή. 

Η σύγκριση της αλληλουχίας των γεγονότων τα οποία οδηγούν στην ενεργοποίηση 
του HNF4α µε αυτά που έχουν περιγραφεί για την ενεργοποίηση των γονιδίων της α-1-
αντιθρυψίνης (α1-ΑΤ) και της ιντερφερόνης-β (IFNβ) αποκαλύπτει τόσο κοινά όσο και ειδικά 
για κάθε γονίδιο βήµατα στους µηχανισµούς ενεργοποίησης (Soutoglou and Talianidis, 2002, 
Agalioti et al., 2000). Για παράδειγµα, η στρατολόγηση της RNA πολυµεράσης-ΙΙ στον 
υποκινητή σε ένα πρώιµο στάδιο της διαδικασίας έχει παρατηρηθεί και στις τρεις 
περιπτώσεις. Το µη πλήρες σύµπλοκο των γενικών µεταγραφικών παραγόντων, το οποίο εδώ 
ονοµάστηκε «δοµή αναµονής» (poised structure), ανιχνεύθηκε επίσης στον υποκινητή της α1-
ΑΤ πριν τη στρατολόγηση της πολυµεράσης.  Η καθυστερηµένη συσχέτιση των ακετυλασών 
και ακετυλίωση των ιστονών στους υποκινητές ήταν επίσης ένα κοινό χαρακτηριστικό των 
υποκινητών. Ίσως όµως η σηµαντικότερη οµοιότητα να σχετίζεται µε το ρόλο-κλειδί του 
νουκλεοσώµατος που βρίσκεται πάνω από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής. Αυτό το 
νουκλεόσωµα µπορεί να δρα σαν εµπόδιο το οποίο ελέγχει την απελευθέρωση της 
πολυµεράσης από τον υποκινητή – η εξουδετέρωση αυτού του εµποδίου επιτυγχάνεται είτε µε 
την µετακίνηση του από την αρχική του θέση, όπως έχει δειχθεί για τον υποκινητή της INFβ, ή 
µε την αναδιαµόρφωσή του, όπως δείχθηκε για τους υποκινητές των HNF4α και α1-ΑΤ 
(Lombardas and Thanos, 2001, 2002, Soutoglou and Talianidis, 2002). 

Ανακεφαλαιώνοντας, τα αποτελέσµατα αυτής της εργασίας πάνω στην ενεργοποίηση 
του HNF4α αποκαλύπτουν ένα δυναµικό µηχανισµό, ο οποίος εξηγεί πολλά από τα 
χαρακτηριστικά της γονιδιακής ρύθµισης από απόσταση που έχουν περιγραφεί για άλλα 
γονίδια. Η δυνατότητα της πειραµατικής τεχνικής που χρησιµοποιήθηκε να διαχωρίσει τη 
διαδικασία σε τέσσερα, τουλάχιστον, διαφορετικά χρονικά βήµατα, τα οποία µπορούν όλα να 
επηρεαστούν από φυσιολογικά σήµατα, δίνει επιπλέον έµφαση της πολυπλοκότητας των 
µονοπατιών που έχουν εξελιχθεί για να ρυθµίζουν τη διαφορική στο χώρο και στο χρόνο 
έκφραση των γονιδίων.  
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Ο συνολικός στόχος των εργασιών που περιγράφονται σε αυτή τη διδακτορική 

διατριβή ήταν η µελέτη της µεταγραφικής ρύθµισης του γονιδίου του ανθρώπινου ηπατικού 
πυρηνικού παράγοντα 4α (HNF4α), ενός µεταγραφικού παράγοντα σηµαντικού για τη 
διατήρηση των εξειδικευµένων λειτουργιών των ιστών στους οποίους εκφράζεται, όπως το 
ήπαρ, το πάγκρεας, το νεφρό και το έντερο (Cereghini, 1996). Η ανάλυση είχε σαν πρώτο 
σκοπό της την ταυτοποίηση σηµαντικών ιστοειδικών αλλά και γενικών µεταγραφικών 
παραγόντων που ενέχονται στη ρύθµιση του γονιδίου. Ένας δεύτερος σκοπός της ανάλυσης 
ήταν η κατανόηση των µηχανισµών µε τους οποίους αυτοί οι παράγοντες συµµετέχουν στη 
ρύθµιση του γονιδίου. Στην εργασία αυτή δηλαδή µελετήθηκε τόσο ο τρόπος µε τον οποίο 
διάφοροι µεταγραφικοί παράγοντες συνεργάζονται για τη διατήρηση των επιπέδων του 
HNF4α στους διαφοροποιηµένους ιστούς στους οποίους εκφράζεται το γονίδιο, µε έµφαση σε 
αυτό το τµήµα της µελέτης σε ηπατικά κύτταρα, όσο και ο τρόπος µε τον οποίο ένας αριθµός 
γενικών και ιστοειδικών παραγόντων συνεργάζεται για την αρχική ενεργοποίηση του γονιδίου 
του HNF4α κατά τη διαδικασία της κυτταρικής διαφοροποίησης, µε µοντέλο µελέτης σε αυτό 
το τµήµα της ανάλυσης κύτταρα εντερικής προέλευσης.  

Το πρώτο τµήµα της εργασίας έδωσε µία πλειάδα πληροφοριών σχετικά µε την 
ταυτότητα διαφόρων µεταγραφικών παραγόντων που ενέχονται στη µεταγραφική ενεργότητα 
του εγγύς υποκινητή του γονιδίου. Σηµαντικότερο ίσως εύρηµα της µελέτης του υποκινητή ήταν 
η ικανότητα για συνεργατική δράση των ζευγών των µεταγραφικών παραγόντων HNF1α και 
HNF6 και HNF1β και GATA6. Το πρώτο ζεύγος µάλιστα δείχθηκε ότι στρατολογείται στην 
περιοχή του εγγύς υποκινητή του γονιδίου σε ώριµα ηπατικά κύτταρα, συµµετέχοντας στη 
διατήρηση των επιπέδων του, σε αυτά τα κύτταρα συστατικά εκφραζόµενου, γονιδίου. Στον 
υποκινητή φάνηκε ότι στρατολογείται επίσης και ο πυρηνικός υποδοχέας COUPTFII, ο οποίος 
καταστέλλει την ενεργότητα του υποκινητή. Η καταστολή αυτή είναι απαραίτητη για τον 
περιορισµό της θετικής ανταποδοτικής ρύθµισης µεταξύ των παραγόντων HNF4α και HNF1α 
και στην τελική ισορροπηµένη έκφραση των δύο παραγόντων αυτών στο κύτταρο.  

Η συνεργατική δράση των HNF1β και GATA6 στον υποκινητή του HNF4α που 
αποκαλύφθηκε στη διάρκεια αυτής της µελέτης, καθώς και µελέτες άλλων εργαστηρίων σε 
ποντικούς στους οποίους έχουν απαλειφθεί αυτοί οι παράγοντες και στα οποία τα επίπεδα 
του HNF4α εκµηδενίζονται στη διάρκεια της εµβρυϊκής ανάπτυξης, οδηγούν στην υπόθεση ότι 
το ζεύγος αυτό ενέχεται στην αρχική ενεργοποίηση του γονιδίου σε πρώιµα στάδια ανάπτυξης 
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και κυτταρικής διαφοροποίησης, καθώς, επίσης, τουλάχιστον σε ώριµα ηπατικά κύτταρα δε 
δείχνει να στρατολογείται στον υποκινητή του γονιδίου. Με βάση τέτοιου τύπου ερωτήµατα, 
συνεχίστηκε η µελέτη της µεταγραφικής ρύθµισης του HNF4α σε ένα σύστηµα ανθρώπινων 
κυττάρων εντερικής προέλευσης, κατά τη διάρκεια της τελικής διαφοροποίησης των οποίων 
ενεργοποιείται το γονίδιο. Η σειρά αυτή των πειραµάτων δεν διασαφήνισε το ερώτηµα της 
συµµετοχής των HNF1β και GATA6 στην αρχική ενεργοποίηση του HNF4α, καθώς οι 
παράγοντες αυτοί δεν αλληλεπιδρούσαν µε καµία από τις ρυθµιστικές περιοχές που 
αναλύθηκαν σε αυτό το τµήµα της µελέτης και που περιλάµβαναν τόσο τον εγγύς υποκινητή 
του γονιδίου, όσο και έναν άπω ενισχυτή, ο οποίος, όπως είχε φανεί σε διαγονιδιακούς 
ποντικούς, είναι σηµαντικός για την κατάλληλη ποσοτική και χωρο-χρονική έκφραση του 
HNF4α.  

Η σηµασία της συνεργατικής δράσης των HNF1β και GATA6 στη ρύθµιση του 
γονιδίου παραµένει έτσι ανοιχτό ερώτηµα – παρόλα αυτά, η ανάλυση που επιχειρήθηκε στο 
εντερικής προέλευσης σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε έδωσε µία σειρά από σηµαντικές 
πληροφορίες για τη µεταγραφική ρύθµιση του HNF4α. Σε ότι αφορά τη χρωµατινική 
οργάνωση των ρυθµιστικών περιοχών του γονιδίου, φάνηκε ότι και ο ενισχυτής και ο 
υποκινητής είναι οργανωµένα σε µία πολύ χαρακτηριστική χρωµατινική δοµή, η οποία 
περιλαµβάνει θέσεις υπερευαισθησίας σε DNaseI, νουκλεοσώµατα τοποθετηµένα σε αυστηρά 
καθορισµένες θέσεις, και χαρακτηριστικούς µεταγραφικούς παράγοντες (όπως το ζεύγος 
HNF1α και ΗΝF6) στρατολογηµένους στις δύο περιοχές. Όλα αυτά τα γεγονότα έχουν συµβεί 
πολύ πριν τη µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου και πιθανόν «σηµαδεύουν» τις δύο 
περιοχές για µετέπειτα γεγονότα. Τα τελευταία περιλαµβάνουν στρατολόγηση επιπλέον 
παραγόντων τόσο στον ενισχυτή όσο και τον υποκινητή σε µετέπειτα στάδια του 
προγράµµατος διαφοροποίησης των κυττάρων. Η στρατολόγηση ακετυλοτρανσφερασών και 
ενός αναδιαµορφωτή της χρωµατίνης οδηγεί στη µετακίνηση του συµπλόκου πρωτεϊνών που 
σχηµατίζεται στον ενισχυτή κατά µήκος του ενδιάµεσου DNA προς τον υποκινητή του 
γονιδίου. Σαν πλατφόρµα για αυτή τη µετακίνηση χρησιµοποιούνται οι αµινοτελικές ουρές των 
ιστονών που ακετυλιώνονται από τις ακετυλοτρανσφεράσες. Όταν το σύµπλοκο πρωτεϊνών 
του ενισχυτή φθάσει στην περιοχή του υποκινητή αναδιαµορφώνει το νουκλεόσωµα που 
καλύπτει το σηµείο έναρξης της µεταγραφής. Αυτό φαίνεται να είναι και το γεγονός που οδηγεί 
στην απελευθέρωση της πρωτύτερα στον υποκινητή στρατολογηµένης πολυµεράσης και στη 
τελική µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου.  

Οι πληροφορίες που έδωσαν αυτές οι µελέτες της ρύθµισης του γονιδίου του HNF4α 
έχουν ταυτόχρονα δηµιουργήσει και νέα ερωτήµατα. Ένα θέµα που τίθεται σε ότι αφορά το 
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µηχανισµό µεταγραφικής ενεργοποίησης του HNF4α είναι γενικεύσιµος, εάν δηλαδή 
συµµετέχει στη ρύθµιση και άλλων γονιδίων, κάτι που θα απαντηθεί µε αντίστοιχες µελέτες σε 
άλλες ρυθµιστικές περιοχές. Ένα άλλο ερώτηµα που τίθεται είναι τι περιορίζει τη µετακίνηση 
του συµπλόκου που σχηµατίζεται στον ενισχυτή προς την αντίθετη κατεύθυνση της γονιδιακής 
περιοχής που µελετήθηκε, κάτι που φάνηκε από τα πειράµατα της εργασίας. Περαιτέρω 
µελέτες θα καθορίσουν εάν ένας αποµονωτής  5’ του ενισχυτή περιορίζει τη µετακίνηση του 
συµπλόκου µακριά από τον υποκινητή του γονιδίου, ή εάν η διάταξη στο χώρο και δοµή αυτού 
του συµπλόκου καθορίζουν την κατεύθυνση κίνησής του προς τον υποκινητή του γονιδίου. 
Ένα επιπλέον σηµαντικό ερώτηµα που χρήζει παραπάνω µελέτης είναι τι καθορίζει το ρυθµό 
µετακίνησης του συµπλόκου προς το σηµείο έναρξης της µεταγραφής, εάν δηλαδή ο ρυθµός 
αυτής της µετακίνησης, η οποία διαρκεί δεκάδες ώρες, εξαρτάται από εγγενείς παράγοντες του 
συµπλόκου, όπως η ακριβής πρωτεϊνική σύστασή του, ή εάν εξωγενείς παράγοντες, όπως 
µονοπάτια κυτταρικής σηµατοδότησης, αποτελούν την κινητήρια δύναµη που ωθεί το 
σύµπλοκο προς τον υποκινητή για να οδηγήσει στην τελική µεταγραφική ενεργοποίηση του 
γονιδίου.  
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Αποµόνωση γενωµικών κλώνων του ανθρώπινου HNF4α και πλασµιδιακές κατασκευές 
 

Μια λEMBL4 βιβλιοθήκη ανθρώπινου γενωµικού DNA σαρώθηκε µε ανιχνευτή ένα 
τµήµα cDNA 0,6 kb που κωδικοποιεί την αµινοτελική περιοχή της ανθρώπινου HNF4α 
(Sambrook et al., 1989). Οι θετικοί κλώνοι που προέκυψαν αναλύθηκαν µε χαρτογράφηση µε 
ένζυµα περιορισµού και το SalI/SacII τµήµα ενός από τους κλώνους αυτούς το οποίο περιείχε 
12,1 kb της 5’ ρυθµιστικής περιοχής του ανθρώπινου HNF4α γονιδίου υποκλωνοποιήθηκε 
στις θέσεις XhoI/BglII του φορέα κλωνοποίησης pGL3 basic (Promega). Το παράγωγο 
πλασµίδιο περιέχει την περιοχή από bp +67 µέχρι kb -12,1 του ανθρώπινου HNF4α γονιδίου 
µπροστά από γονίδιο αναφοράς firefly luciferase. 5’ ελλείψεις της περιοχής κατασκευάστηκαν 
είτε µε πέψεις µε ένζυµα περιορισµού, είτε µε προοδευτικές πέψεις µε exonuclease III 
(Sambrook et al., 1989).  

Το πλασµίδιο 6xHRE-AdML-CAT κατασκευάστηκε µε τη συρραφή ενός δίκλωνου 
φωσφορυλιωµένου ολιγονουκλεοτιδίου το οποίο αντιστοιχούσε στην περιοχή που 
περιλαµβάνει τα νουκλεοτίδια –298 µε –277 του υποκινητή του ανθρώπινου γονιδίου του 
HNF4α στη θέση SalI του πλασµιδίου AdML-44-CAT (Kritis et al., 1996). Οι κατασκευές των 
pCMV-HNF1α, pCMV-COUPTFII, pCMV-RXRα, pCMV-RARα έχουν περιγραφεί στα Ktistaki 
and Talianidis, 1997a, 1997b. Τα pRSV-HNF1β, pCMV-hGATA6, pCMV-HNF6, pCMV-ΗΝF3α 
ήταν προσφορές των R. Cortese, T. Evans, F. Lemaigre και R. Costa, αντίστοιχα. Τα pCMV-
PPARα, pCMV-VDR ήταν προσφορά του A. Aranda. Τα pSG-Erα και pCMV-T3Rβ ήταν 
προσφορά του M. Parker. Το pCMV-LXRα ήταν προσφορά του D. Mangelsdorf. Το πλασµίδιο 
pCMV-CPF/FTF, που περιείχε την κωδική περιοχή του ανθρώπινου CPF (GenBank accession 
no. NM_003822) κατασκευάστηκε µε κλωνοποίηση της περιοχής µε PCR από cDNA από 
κύτταρα HepG2 και συρραφή της µπροστά από τον υποκινητή CMV στον αντίστοιχο φορέα 
έκφρασης.  
 
Πειράµατα επιµήκυνσης από εκκινητή (primer extension assays) 
 

10 µmol ενός µε 32P ακροσηµασµένου εκκινητή (βλέπε αντίστοιχο πρωτόκολλο), το 
οποίο αντιστοιχούσε στην περιοχή από nt +162 µέχρι nt +188 του ανθρώπινου γονιδίου του 
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HNF4α, υβριδοποιήθηκαν µε 10 µg poly(A) RNA, που είχε παρασκευασθεί από κύτταρα 
HepG2, σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιείχε 40 mM PIPES, pH 6,4, 1 mM EDTA, 0,4 M NaCl 
και 80% φορµαµίδη, για 20’ στους 37 oC, σε τελικό όγκο 20 µl. Τα προϊόντα που είχαν 
υβριδοποιηθεί κατακρηµνίστηκαν και επαναδιαλύθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα το οποίο 
περιείχε 50 mM Tris, pH 8,3, 40 mM KCl, 6mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol, 0,5 mM 
τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια και 10 U RNasin. Μετά την πρόσθεση 10 U Superscript 
αντίστροφης µεταγραφάσης (Gibco-BRL), συνεχίστηκε η αντίδραση για 60’ στους 42 oC, µετά 
το οποίο χρονικό διάστηµα ακολούθησε επώαση για 30’ µε 5 µg RNase απαλλαγµένη από 
DNases στους 37 oC. Τα προϊόντα της αντίδρασης εκχειλίστηκαν µε φαινόλη-χλωροφόρµιο, 
κατακρηµνίστηκαν µε αιθανόλη και ελεκτροφορέθηκαν σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 6%. 

 
Αντίστροφη µεταγραφή από RNA µετά από επώασή του µε DNaseI  
 
 Ολικό RNA από κύτταρα HepG2 ή CaCo2 (100 ng-1µg) επωάστηκε µε 10 U DNaseI 
(απαλλαγµένη από Rnases – Gibco-BRL) σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιείχε 40 mM Tris pH 
8,0, 10 mM NaCl, 6mM MgCl2 για 30’ σε θερµοκρασία δωµατίου σε τελικό όγκο 50 µl, 
εκχυλίστηκε κατόπιν µε φαινόλη-χλωροφόρµιο και κατακρηµνίστηκε µε αιθανόλη. Η σύνθεση 
του cDNA έγινε µε αντίστροφη µεταγραφάση SuperScript (Gibco-BRL), χρησιµοποιώντας 
oligo(dT) ή τυχαίους εξαµερείς εκκινητές, σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.  
Το cDNA χρησιµοποιήθηκε σε αντιδράσεις πολυµερισµού µε PCR (polymerase chain 
reaction), παρουσία 10 µCi [α-32P]dCTP. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στις 
αντιδράσεις πολυµερισµού ήταν οι ακόλουθοι:  
HNF4α 3’UTR sense: 5’ GGAGATGACTTGAGGCCTTACT, antisense: 5’ 
GGGGAATCGTTTCCAAGGCCTC, 
Human Acidic Ribosomal Phosphoprotein: sense: 5’ GGAAGGCTGTGGTGCTGATGG, 
antisense: 5’ AAGGAGAAGGGGGAGATGTTG,  
HNF4α mRNA: 5’ (+119 nt) GACATGGCCGACTACAGTGCTGCACTG, 5’ (+346 nt) 
CTCCGGAAGAAGCCCTTGCAGCCG,  
HNF4α Enhancer–3’: 5’ (-6371nt) GGAGGGAGGAAGGAGGCCCAGGGATGG, 5’ (-6095 nt) 
GCTCAAGTCCACGCAGCGGTGGTGGGTG. 
Οι αντιδράσεις πολυµερισµού έγιναν σε τελικό όγκο 50 µl, σε διάλυµα που περιείχε 50 mM 
KCl, 10 mM Tris-HCl pH 8,5, 1,5 mM MgCl2, 0,5 Μ betaine, 0,1% Triton X-100, 0,1 mM dNTP, 
0,4 µM από κάθε εκκινητή και το 1/20 – 1/10 του cDNA που είχε παρασκευασθεί παραπάνω. 
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Οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν οι ακόλουθες: 94 oC, 3’, [94 oC, 30’’, 65 oC, 1’, 72 oC, 1’] Χ 
19-35 cycles, 72 oC, 5’.  
 
Ανάλυση θέσεων υπερευαισθησίας σε DNaseI (DNaseI hypersensitive site analysis) 
 
 Κύτταρα HepG2 ή CaCo2 (τυπικά 2-3 τρηβλεία 150 mm κυττάρων σε συρροή) 
ξεπλύθηκαν 3 φορές µε PBS και επαναδιαλύθηκαν σε 5 φορές τον όγκο των κυττάρων 
διαλύµατος που περιείχε 0,32 Μ σουκρόζη, 2 mM οξικό µαγνήσιο, 2 mM EDTA, 10 mM 
HEPES pH 7,9, 0,5% BSA, 15 mM KCl, 0,5% NP-40, 0,5 mM spermidine, 0,15 mM spermine, 
0,2 mM PMSF, 10 µg approtinin και 1 mM DTT. Η τελική λύση των κυττάρων επιτεύχθηκε µε 
οµογενοποίηση σε γυάλινο οµογενοποιητή και το εκχύλισµα τοποθετήθηκε σε στρώµα πάνω 
από διάλυµα που περιείχε 30% σουκρόζη, 2 mM οξικό µαγνήσιο, 2 mM EDTA, 10 mM HEPES 
pH 7,9, 15 mM KCl, 0,5 mM spermidine, 0,15 mM spermine, 0,2 mM PMSF, 10 µg approtinin 
και 1 mM DTT. Οι πυρήνες συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση και υπέστησαν µερική πέψη 
(τυπικά 3 X 106 πυρήνες για κάθε συγκέντρωση ενζύµου) µε διαφορετικές συγκεντρώσεις 
(τυπικά 0-40 U) του ενζύµου DNaseI (Gibco-BRL) σε πάγο για 10’ σε ρυθµιστικό διάλυµα που 
περιείχε 60 mM KCl, 15 mM NaCl, 15 mM Tris pH 7,5, 0,5 mM spermidine, 0,15 mM spermine 
και 5 mM β-mercaptoethanol. Οι αντιδράσεις τερµατίστηκαν µε την προσθήκη EDTA µέχρι 
συγκέντρωση 30 mM. Ακολούθησε πέψη µε πρωτεϊνάση Κ στους 56 οC για 12 ώρες. Το DNA 
εκχυλίστηκε µε φαινόλη-χλωροφόρµιο, κατακρηµνίστηκε µε αιθανόλη και υπέστη πέψη µε τα 
κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα (τυπικά 10-20 µg DNA, µε 50 U του αντίστοιχου ενζύµου, 
Ο/Ν). Τα προϊόντα της πέψης αναλύθηκαν µε ανάλυση κατά Southern. Στην περίπτωση των 
κυττάρων HepG2, η πέψη έγινε µε τα ένζυµα KpnI ή HindIII και το τµήµα HindIII-EcoRV που 
αντιστοιχούσε στα νουκλεοτίδια –3854 µε –4134 και το τµήµα KpnI-EcoRI που αντιστοιχούσε 
στα νουκλεοτίδια –4660 µε –5224 των ρυθµιστικών περιοχών του γονιδίου του ανθρώπινου 
HNF4α χρησιµοποιήθηκαν σαν ανιχνευτές για την χαρτογράφηση των θέσεων 
υπερευαισθησίας σε DNaseI στις περιοχές των εγγύς και άπω ρυθµιστικών περιοχών, 
αντίστοιχα, στην ανάλυση κατά Southern. Στην περίπτωση των κυττάρων CaCo2, η πέψη 
έγινε µε EcoRI ή HindIII και σαν ανιχνευτές χρησιµοποιήθηκαν το τµήµα HindIII-EcoRV (βλέπε 
παραπάνω) και το τµήµα EcoRI-PstI που αντιστοιχούσε στα νουκλεοτίδια –5225 µε –5732 των 
ρυθµιστικών περιοχών του HNF4α. 
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Ανάλυση αποτυπωµάτων µεταγραφικών παραγόντων σε DNA µε DNaseI (DNase I 
footprinting analysis) 
 

Για ανάλυση των αποτυπωµάτων µεταγραφικών παραγόντων σε DNA µε DNaseI 
(DNaseI footprint analysis), χρησιµοποιήθηκαν τρεις ανιχνευτές σηµασµένοι στο 5’ άκρο 
(βλέπε αντίστοιχο πρωτόκολλο) οι οποίοι περιλάµβαναν τα νουκλεοτίδια –503 µέχρι +67, -450 
µέχρι –45, -194 µέχρι –595. Οι ανιχνευτές (τυπικά 20000 cpm) επωάστηκαν µε πυρηνικά 
εκχυλίσµατα (τυπικά 0-40 µg) από κύτταρα HepG2 σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιείχε 50 
mM KCl, 20 mM HEPES pH7,9, 0,5 mM dithiotreitol, 10% γλυκερόλη, 0,1 µM zinc acetate, 50 
µg/ml bovine serum albumin, 30 µg poly(dI-dC)/ml, 0,25 µg γραµµικό pUC-18 DNA/ml και 2% 
polyvinyl alcohol σε τελικό όγκο 60 µl. Μετά από επώαση στον πάγο για 45’ προστέθηκε MgCl2 
και CaCl2 σε τελικές συγκεντρώσεις 1 και 0,2 mM, αντίστοιχα, και ακολούθησε πέψη µε 30 µg 
DNaseI για 5’. Οι αντιδράσεις τερµατίστηκαν µε την πρόσθεση ίσου όγκου ενός διαλύµατος 20 
mM EDTA-1% SDS-50 µg E. coli tRNA/ml, ακολουθούµενη από πέψη µε 2 µg πρωτεϊνάση Κ. 
Μετά από εκχύλιση µε φαινόλη-χλωροφόρµιο, τα τµήµατα του DNA κατακρηµνίστηκαν µε 
αιθανόλη και αναλύθηκαν σε αποδιατακτικά πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης 6%, µαζί µε µία 
αντίδραση αλληλούχισης G+A κατά Maxam-Gilbert του αντίστοιχου ανιχνευτή (Sambrook et 
al., 1989). 
 
Πειράµατα µεταβολής ηλεκτοφορητικής κινητικότητας του DNA λόγω της 
αλληλεπίδρασής του µε πρωτεΐνες (Electrophoretic mobility shift assays) 
 

Για τα πειράµατα αυτά χρησιµοποιήθηκαν οι κάτωθι ακροσηµασµένοι δίκλωνοι 
ολιγονουκλεοτιδικοί ανινευτές (βλέπε αντίστοιχο πρωτόκολλο): 
FP-1: 5’ TCGACCGATTAACCATTAACCCCACCCC nt –97 
FP-2: 5’ TCGAGCAGCCCCGCCCAGCC nt –139 
FP-3: 5’ TCGAGGTGAGTCAAGGGTCAAATGAG nt –277 
FP-4: 5’ TCGAGGGTAGAAGTCAATGATTTGGG nt –395 
FP-5: 5’ TCGAGGCAGCCTTATCTCTGCAAAAGC nt –422 

Οι αντιδράσεις πρόσδεσης στα σηµασµένα ολιγονουκλεοτίδια έγιναν για 20’ σε τελικό 
όγκο 15 µl διαλύµατος που περιείχε 20 mM HEPES, pH7,9, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 4 mM 
spermidine, 0,02 mM zinc acetate, 0,1 mg/ml bovine serum albumin, 10% glycerol, 0,5 mM 
dithiothreitol, 2µg/ml poly(dI-dC)/ml και 2-10 µg πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος. Για ταυτοποιήσεις 
των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούσαν µε συγκεκριµένο ανιχνευτή (supershift assays), το 
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πρωτεϊνικό εκχύλισµα επωαζόταν µε το αντίσωµα κατά του συγκεκριµένου µεταγραφικού 
παράγοντα για 10’ σε θερµοκρασία δωµατίου ή σε πάγο πριν την αντίδραση πρόσδεσης. 

Τα σύµπλοκα πρωτεϊνών-ανιχνευτών διαχωρίστηκαν από τα ελεύθερα µόρια 
ανιχνευτή σε πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης 4% στους 4 oC.  
 
Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης (Chromatin immunoprecipitation assays) 
 

Κύτταρα HepG2 ή CaCo2 (150 mm τρηβλεία, τυπικά 1-4 x 107 κύτταρα ανά τρηβελίο) 
επωάστηκαν µε 1% φορµαλδεΰδη για 10’ σε θερµοκρασία δωµατίου. Η αντίδραση 
µονιµοποίησης των πρωτεϊνών στο DNA τερµατίστηκε µε την προσθήκη γλυκίνης σε τελική 
συγκέντρωση 0,125 Μ. Τα κύτταρα πλύθηκαν 3 φορές µε κρύο 1x PBS (phosphate-buffered 
saline) και ακολούθησε οσµωτική λύση τους στον πάγο για 10’ σε διάλυµα που περιείχε 25 m 
HEPES, pH 7,8, 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0,1% NP-40, 1 mM dithiothreitol και αναστολείς 
πρωτεασών (Roche). Μετά την οµογενοποίηση των κυττάρων σε οµογενοποιητή Dounce, 
συλλέχθηκαν οι πυρήνες µε φυγοκέντρηση και επαναδιαλύθηκαν σε διάλυµα που περιείχε 50 
mM HEPES, pH 7,9, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0,1% sodium deoxycholate, 
0,1% SDS και αναστολείς πρωτεασών (sonication buffer). Το DNA διασπάστηκε µε υπέρηχους 
σε τµήµατα µέσου µήκους 200-1000 bp και κατόπιν τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν για την 
κατακρήµνιση και αποµάκρυνση του αδιάλυτου κλάσµατος και επωάστηκαν µε protein G-
Sepharose παρουσία 2 µg µε υπερήχους διασπασµένου λ DNA και 1 mg bovine serum 
albumin/ml για 1 ώρα στους 4 oC, προκειµένου να µειωθούν οι µη ειδικές αλληλεπιδράσεις 
(preclearing). 25 µονάδες Α260 της καθαρισµένης χρωµατίνης ανοσοκατακρηµνίστηκε µε την 
κατάλληλη ποσότητα αντισώµατος και τα ανοσοσύµπλοκα συλλέχθηκαν µε προσρόφηση σε 
protein A ή G-Sepharose. Τα σφαιρίδια (beads) ξεπλύθηκαν δύο φορές µε sonication buffer, 
δύο φορές µε sonication buffer που περιείχε 500 mM NaCl, δύο φορές µε 20 mM Tris pH 8,0-1 
mM EDTA-250 mM LiCl-0,5% NP-40-0,5% sodium deoxycholate και δύο φορές µε ρυθµιστικό 
διάλυµα Tris-EDTA. Τα ανοσοσύµπλοκα ελευθερώθηκαν από την κολώνα µε επώαση σε 50 
mM Tris pH 8,0-1 mM EDTA-1% SDS στους 65  oC για 10’, προσαρµόστηκε η συγκέντρωσή 
τους σε NaCl στα 200 mM και ακολούθησε επώασή τους στους 65  oC για 5 ώρες να 
καταστραφούν οι συνδέσεις πρωτεϊνών-DNA (cross-links). Τα δείγµατα κατόπιν επωάστηκαν 
µε 10 µg RNAse A και 20 µg proteinase K/ml, εκχυλίστηκαν µε φαινόλη-χλωροφόρµιο και 
κατακρηµνίστηκαν µε αιθανόλη. Η ανίχνευση συγκεκριµένων αλληλουχιών στα δείγµατα έγινε 
µε ραδιενεργά PCR παρουσία 10 µCi [α-32P]dCTP, των οποίων τα προϊόντα αναλύθηκαν σε 
µη αποδιατακτικά (native) πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης 4%. Οι αλληλουχίες των εκκινητών 
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που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση των ρυθµιστικών περιοχών του ανθρώπινου 
γονιδίου του HNF4α ήταν οι ακόλουθες: 
Upst.    5’ (-9899 nt)   GGGTTTCTGAGTCCAGACACAGTGAGG 
            5’ (-9584 nt)   TGGAGATGCTTCCATAGCAGCTGAGAGC 
Enh.    5’ (-6756 nt)   GGCTCTGACACTGCAGAGTTCTAGAAC 
            5’ (-6393 nt)   CCAAACTTACCCAGCTGCTAATCATTGC 
Int.1     5’ (-4411 nt)  AGATCTATCTGACCCACAAGGTCTGTGG 
            5’ (-4145 nt)  CTTTCTGTGGACTGAGTGGGTGTTAGCC 
Int.2     5’ (-2617 nt)  ATGCAGATTGTGCATTTGGTAAGTCAGG 
            5’ (-2390 nt)  GATCAATGTCATGTCAGAATTTCACTGG 
Prom.   5’ (-444 nt)   TCGAGGCAGCCTTATCTCTGCAAAAGC 
            5’ (-97 nt)     TCGAGGGGTGGGGGTAATGGTTAATCGG 
Cod.    5’ (+3731 nt) AATGCGGGAGGGCCCGGACATCTCCAGC 
            5’ (+3963 nt) CCCACCATCCACGCCCATCCTCACCTGG 
3’UTR 5’ (sense)      GGAGATGACTTGAGGCCTTACT 
            5’ (antisense) GGGGAATCGTTTCCAAGGCCTC 
Οι αντιδράσεις πολυµερισµού έγιναν σε τελικό όγκο 50 µl, σε διάλυµα που περιείχε 50 mM 
KCl, 10 mM Tris-HCl pH 8,5, 1,5 mM MgCl2, 0,1% Triton X-100, 0,1 mM dNTP, 0,5M betaine, 
0,4 µM από κάθε εκκινητή και τυπικά το 1/50 του DNA που είχε προκύψει από την 
ανοσοκατακρήµνιση. Οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν οι ακόλουθες: 94 oC, 3’, [94 oC, 30’’, 
60-65 oC, 1’, 72 oC, 1’] Χ 20-30 cycles, 72 oC, 5’.  
 
Ανάλυση κατά Southern (Southern blot) 
 

10-20 µg γενωµικού DNA υπέστη πέψη διαρκείας 12-16 ωρών µε το κατάλληλο 
περιοριστικό ένζυµο και στη συνέχεια διαχωρίστηκε µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 
0,8-1,5%. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα επωάστηκε για 15’ σε διάλυµα 
0,125Ν HCl, για 45’ σε διάλυµα 0,5Ν NaOH-1,5M NaCl και για 45’ σε διάλυµα 0,5Μ Tris pH 
7,4-1,5 M NaCl. Στη συνέχεια τοποθετήθηκε πάνω σε διπλό διηθητικό χαρτί Whatman 3MM 
εµβαπτισµένο σε διάλυµα 20x SSC (3M NaCl-0,3 M sodium citrate). Πάνω στο πήκτωµα 
τοποθετήθηκε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και διπλό διηθητικό χαρτί Whatman 3MM 
εµβαπτισµένα σε διάλυµα 2x SSC, απορροφητικό χαρτί και κατάλληλο βάρος. Μετά από 
παραµονή 8-16 ωρών σε θερµοκρασία δωµατίου για τη µεταφορά του DNA στη µεµβράνη, η 
τελευταία ξεπλύθηκε σε διάλυµα 6x SSC, αφέθηκε σε θερµοκρασία δωµατίου να στεγνώσει 
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και επωάστηκε στους 80  oC για δύο ώρες για την µονιµοποίηση των νουκλεϊκών οξέων. Στη 
συνέχεια επωάστηκε σε κύλινδρο υβριδοποίησης στους 65  oC για δύο ώρες σε διάλυµα που 
περιείχε 3x SSC, 0,1% SDS, 10x Denhardt’s (0,2% Ficol, 0,2% bovine serum albumin, 0,2% 
polyvinyl pyrollidone, w/v), 10% w/v dextran sulfate και 50 µg/ml αποδιαταγµένο salmon sperm 
DNA, κατόπιν προστέθηκε ο ραδιενεργά σηµασµένος ανιχνευτής και η επώαση συνεχίστηκε 
για 16-20 ώρες ακόµη. Η περίσσεια ραδιενέργειας αποµακρύνθηκε από τη µεµβράνη µε 
διαδοχικές πλύσεις µε προθερµασµένα στους 65  oC διαλύµατα 3x SSC-0,1% SDS, 0,3x SSC-
0,1% SDS, 0,1x SSC-0,1% SDS και εκτέθηκε σε φωτογραφική πλάκα.  

 
Κατευθυνόµενη µεταλλαξογένεση (site-directed mutagenesis) 
 

Η κατευθυνόµενη µεταλλαξογένεση εκτελέστηκε µε το GeneEditor kit (Promega) 
σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Χρησιµοποιήθηκαν γι’ αυτό το σκοπό τα  
παρακάτω ολιγονουκλεοτίδια: 
HNF1 site mutant:  
-104 GGGTCGATGGTGGATCCGTCCCCCGCCGGTGGATAGGCTG –143 
HRE mutant: 
-298 GGTGAGTCGACGCACAAATGAGTGCCCGTGA –268 
HNF6 site mutant: 
-423 GCATTGAGGGTAGAATCTAGAGATTTGGGAAGTTATTG –386 
GATA6 site mutant: 
-419 AATGCTTTTGCAAAGCTTAGGCTGCCCCATGGCCC –453 
Sp1 site mutant: 
-160 ATCCCTGCAGCCATGGCCAGCCTATCCACCG –130 
Τα µεταλλαγµένα νουκλεοτίδια είναι υπογραµµισµένα.  
 
Ανάλυση κατά Western (Western blot) 
 
 Η κατάλληλη ποσότητα ολικού ή πυρηνικού εκχυλίσµατος για ανάλυση (τυπικά 5-40 
µg) αναµίχθηκε µε ίσο όγκο 2x loading buffer (100 mM Tris, 200 mM dithiothreitol, 4% SDS, 
20% glycerol, 0,2% bromophenol blue), τα δείγµατα θερµάνθηκαν στους 100  oC για 5’και 
κατόπιν διαχωρίστηκαν σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης διπλής σύστασης (διαχωριστικό 
πήκτωµα: 10% polyacryalmide, 0,375 M Tris pH 8,8, 0,1% SDS, 0,1% ammonium persulfate, 
πολυµερισµός µε TEMED – πήκτωµα συµπύκνωσης: 5% polyacrylamide, 0,125 M Tris pH 6,8, 
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0,1% SDS, 0,1% ammonium persulfate, πολυµερισµός µε TEMED). Ακολούθησε µεταφορά 
των διαχωρισµένων πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης σε mini trans-blot συσκευή της 
Biorad σε διάλυµα µεταφοράς (transfer buffer - 20% methanol, 24 mM Tris, 192 mM glycine) 
στους 4  oC, για 1 ώρα στα 350 mA. Για την εξακρίβωση της επιτυχούς µεταφοράς των 
πρωτεϊνών στη µεµβράνη, έγινε αναστρέψιµη χρώση της σε διάλυµα Ponceau S (0,1% 
Ponceau S (Merck), 5% οξικό οξύ) ακολουθούµενη από αποµάκρυνση της χρωστικής µε 
πλύσεις µε TBST (10 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 ml/ L Tween-20). Κατόπιν έγινε 
επώαση της µεµβράνης σε διάλυµα προϋβριδοποίησης (TBST-5% w/v άπαχο ξηρό γάλα) για 
1-16 ώρες, ακολούθησαν 4 πλύσεις των 15’ µε TBST και η µεµβράνη επωάστηκε µε το πρώτο 
αντίσωµα –κατά της πρωτεΐνης που επρόκειτο να ανιχνευθεί- σε κατάλληλη αραίωση σε TBST 
για 1 ώρα. Μετά από 4 πλύσεις των 15’ σε TBST ακολούθησε επώαση µε δεύτερο αντίσωµα 
(anti-rabbit, anti-goat, or anti-mouse –horseradish peroxidase-conjugated IgG) σε TBST για 1 
ώρα, 4 πλύσεις µε TBST για 15’ και ταυτοποίηση της χηµειοφωταύγειας των ζητούµενων 
πρωτεϊνών µε τη χρήση ECL (APB) και έκθεση σε φωτογραφική πλάκα, σύµφωνα µε τις 
οδηγίες του κατασκευαστή.  
 
Αποµόνωση RNA από κύτταρα 
 
 Κύτταρα HepG2 ή CaCo-2 συλλέχθηκαν στον κατάλληλο όγκο (τυπικά 1-4ml) Solution 
D (4M guanidium thiocyanate, 25 mM sodium citrate pH 7,0, 0,5% sarcosyl, 0,1 M 2-
mercaptoethanol) και οµογενοποιήθηκαν µε οµογενοποιητή ιστών Τ25 basic της IKA 
Labortechnik. Στο διάλυµα προστέθηκαν 1/10 του όγκου 2M sodium acetate pH 4,0, ίσος 
όγκος φαινόλης pH 4,0, 1/10 του όγκου χλωροφόρµιο:ισοαµυλική αλκοόλη 24:1 και 
ακολούθησε ανάδευση για 2’, επώαση σε πάγο για 15’, φυγοκέντρηση και διαχωρισµός της 
υδατικής φάσης στην οποία ακολούθως προστέθηκαν φαινόλη pH 
8,0:χλωροφόρµιο:ισοαµυλική αλκοόλη 25:24:1. Το διάλυµα αναδεύτηκε για 2’, 
φυγοκεντρήθηκε και αποµακρύνθηκε η υδατική φάση, από την οποία το RNA κατακρηµνίστηκε 
µε φυγοκέντρηση παρουσία ισοπροπανόλης. Μετά από πλύση µε 75% αιθανόλη, η πελέτα 
διαλύθηκε σε ddH2O παρουσία RNasin (40 u/µl-Promega).  
 
Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα (small-scale DNA preparation) 
 
 Ακολουθήθηκε η µέθοδος της αλκαλικής λύσης σε µικρή κλίµακα, όπως περιγράφεται 
στο Sambrook et al., 1989. 
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Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη κλίµακα (large-scale DNA preparation) 
 
 Ακολουθήθηκε η µέθοδος της αλκαλικής λύσης σε µεγάλη κλίµακα σε συνδυασµό µε: 
 -δύο διαδοχικές υπερφυγοκεντρήσεις διαβάθµισης χλωριούχου καισίου και δύο 
διαδοχικές αφαλατώσεις του DNA, όπως περιγράφεται στο Sambrook et al., 1989. 
 -ή τη χρήση κολώνας QIAGEN 500, σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή 
(QIAGEN Gmbh). 
Παρασκευή ολικών κυτταρικών εκχυλισµάτων (whole-cell extracts)  
 
 Τα κύτταρα HepG2, CaCo-2 ή Cos-1 (60 mm τρηβλεία, 2-5 x 106 κύτταρα ανά 
τρηβλείο) ξεπλύθηκαν 3 φορές µε 1x PBS (0,2 gr/Lt KCl, 0,2 gr/Lt KH2PO4, 8 gr/Lt KCl, 1,15 
gr/Lt Na2HPO4, pH 7,4), αποκολλήθηκαν µηχανικά από το τρηβλείο, συλλέχθηκαν και 
επαναδιαλύθηκαν σε κατάλληλο όγκο buffer X (τυπικά 50-200 µl) (20 mM HEPES pH 7,9, 100 
mM KCl, 0,2 mM EDTA, 20% glycerol, 0,5% NP-40, 1 mM dithiothreitol, 1 mM PMSF, 10 µg/ml 
approtinin). Ακολούθησαν 3 κύκλοι ταχείας ψύξης (-80  oC) και απόψυξης (37  oC) των 
δειγµάτων και φυγοκέντρηση για την συλλογή του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος στο υπερκείµενο. 
 
Παρασκευή πυρηνικών εκχυλισµάτων  NUN (NUN nuclear extracts) 
 
 Τα κύτταρα HepG2 ή CaCO-2 (60 mm τρηβλεία, 2-5 x 106 κύτταρα ανά τρηβλείο) 
ξεπλύθηκαν 3 φορές µε 1x PBS (0,2 gr/Lt KCl, 0,2 gr/Lt KH2PO4, 8 gr/Lt KCl, 1,15 gr/Lt 
Na2HPO4, pH 7,4), αποκολλήθηκαν από το τρηβλείο σε buffer A (10 mM HEPES pH 7,9, 1,5 
mM MgCl2, 10 mM KCl, 0,5 mM dithiothreitol, 0,2 mM PMSF), συλλέχθηκαν, επαναδιαλύθηκαν 
στην κατάλληλη ποσότητα buffer A και οµογενοποιήθηκαν σε οµογενοποιητή Dounce. Τα 
δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν και η πελέτα των πυρήνων επαναδιαλύθηκε σε κατάλληλη 
ποσότητα buffer A, στην οποία προστέθηκε ίσος όγκος 2x NUN (2 M ουρία, 0,6 M NaCl, 2% 
NP-40, 50 mM HEPES pH 7,6, 2 mM dithiothreitol, 0,2 mM PMSF, 100 µg/ml approtinin, 1 mM 
sodium vanadate). Τα δείγµατα αναδεύτηκαν, επωάστηκαν σε πάγο για 15’, φυγοκεντρήθηκαν 
και τα πυρηνικά εκχυλίσµατα συλλέχθηκαν στο υπερκείµενο, στο οποίο προστέθηκε 1/5 του 
όγκου 50% glycerol για φύλαξη στους -80  oC. 
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Παρασκευή πυρηνικών και κυτταροπλασµατικών εκχυλισµάτων κατά Dignam 
 

 Κύτταρα HepG2 (150 mm τρηβλεία, 2-4 x 107 κύτταρα ανά τρηβλείο) ξεπλύθηκαν 3 
φορές µε 1x PBS, αποκολλήθηκαν µηχανικά από το τρηβλείο, συλλέχθηκαν και ξεπλύθηκαν µε 
5 ml buffer A (10 mM HEPES, pH 7,9, 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0,5 mM DTT, 0,2 mM 
PMSF), επαναδιαλύθηκαν σε 3 όγκους buffer Α και επωάστηκαν σε πάγο για 10’. Κατόπιν 
οµογενοποιήθηκαν σε οµογενοποιητή Dounce και το εκχύλισµα φυγοκεντρήθηκε για 10’ στους 
4οC σε 3000 rpm. Το υπερκείµενο (κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα) φυγοκεντρήθηκε για 30’ 
στους 4οC σε 14000 rpm, το υπερκείµενο του οποίου υπέστη διάλυση 2 φορές από 1 ώρα σε 
µεµβράνη Spectra/Por CE (MWCO 8000) σε buffer D (20 mM HEPES, pH 7,9, 20% γλυκερόλη, 
60 mM KCl, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 0,2 mM PMSF) και κατόπιν φυλάχθηκε στους -80oC. 
Το ίζηµα από την πρώτη φυγοκέντρηση (πυρήνες) επαναδιαλύθηκε σε 1 όγκο NLB (20 mM 
HEPES, pH 7,9, 25% γλυκερόλη, 0,2 mM EDTA, 800 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,5 mM DTT, 0,2 
mM PMSF, 100 µg/ml approtinin, 0,7 µg/ml leupeptine, 0,7 µg/ml pepstatin), αναδεύθηκε στους 
4oC για 30’, φυγοκεντρήθηκε για 30’ στους 4oC σε 14000 rpm, υπέστη διάλυση 2 φορές για 1 
ώρα σε buffer D σε µεµβράνη Spectra/Por CE (MWCO 8000), φυγοκεντρήθηκε για 5’ στους 
4oC σε 14000 rpm και φυλάχθηκε στους -80oC.  
 
Μέτρηση ενεργότητας της β-γαλακτοσιδάσης  
 
 Κύτταρα HepG2, CaCo-2 ή Cos-1 µετά από παροδική διαµόλυνση µε τους 
κατάλληλους µάρτυρες αναφοράς και φορείς έκφρασης συλλέχθηκαν σε 1x PBS (0,2 gr/Lt KCl, 
0,2 gr/Lt KH2PO4, 8 gr/Lt KCl, 1,15 gr/Lt Na2HPO4, pH 7,4) και επαναδιαλύθηκαν σε κατάλληλη 
ποσότητα 250 mM Tris pH 7,5. Ακολούθησαν 3 κύκλοι ταχείας ψύξης (-80  oC) και απόψυξης 
(37  oC) των δειγµάτων και φυγοκέντρηση για την συλλογή του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος στο 
υπερκείµενο. Στην κατάλληλη ποσότητα ολικού κυτταρικού εκχυλίσµατος προστέθηκαν 3 µl 
100x Mg buffer (100 mM MgCl2, 5 M 2-mercaptoethanol, 1 M KCl), 66 µl διαλύµατος ONPG (4 
mg/ml ONPG σε διάλυµα sodium phosphate) και διάλυµα sodium phosphate (0,1 M Na2HPO4 
και ΝaH2PO4, pH 7,3) µέχρι τα 300 µl. Τα δείγµατα επωάστηκαν στους 37  oC µέχρι την 
εµφάνιση κίτρινου χρώµατος, οπότε και η αντίδραση τερµατίστηκε µε την προσθήκη 500 µl 
Na2CO3. Η µέτρηση της οπτικής απορρόφησης των δειγµάτων έγινε στα 420 nm. 
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Μέτρηση ενεργότητας του ενζύµου chloramphenicol acetyltransferase (CAT assay) 
 
 Στην κατάλληλη ποσότητα κυτταρικού εκχυλίσµατος προστέθηκαν 4 µl 14C-
chloramphenicol και 250 mM Tris pH 7,5 µέχρι τα 95 µl και 5 µl 20 mM acetyl-coenzyme A. Τα 
δείγµατα επωάστηκαν για 1 ώρα σους 37  oC και η αντίδραση σταµάτησε µε την προσθήκη 1 
ml ethyl acetate και ανάδυση. Μετά από φυγοκέντρηση µεταφέρθηκαν 800 µl από την 
υπερκείµενη φάση των δειγµάτων σε νέους δοκιµαστικούς σωλήνες και ακολούθησε στέγνωµα 
των δειγµάτων υπό κενό. Το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 15 µl ethyl acetate και µονιµοποιήθηκε 
σε πλάκα TLC (thin layer chromatography plate). Οι διάφορες ακετυλιωµένες µορφές της 
χλωραµφενικόλης διαχωρίστηκαν µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας σε διάλυµα 
χλωροφοµίου:µεθανόλης 95:5. Η πλάκα κατόπιν εκτέθηκε σε φωτογραφική πλάκα και η 
µέτρηση των δειγµάτων έγινε σε Phosphorimager Storm 840 της Molecular Dynamics).  
 
Μέτρηση ενεργότητας του ενζύµου luciferase (luc assays) 
 
 Η µέτρηση της ενεργότητας του ενζύµου luciferase έγινε µε την χρησιµοποίηση του 
luceferase assay kit (Promega) σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.  
 
Κυτταροκαλλιέργειες και πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης  
 
 Οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν διατηρήθηκαν σε θρεπτικό µέσο DMEM 
(Dulbecco’s modified Eagle medium) συµπληρωµένο µε απενεργοποιηµένο µε θέρµανση βόειο 
εµβρυϊκό ορό (fetal calf serum) 10% για τις κυτταρικές σειρές HepG2 και Cos-1 και 20% για 
την κυτταρική σειρά CaCo-2. Σε πειράµατα όπου χρησιµοποιήθηκε 9-cis ρετινοϊκό οξύ έγινε 
κατεργασία του ορού που περιείχε το θρεπτικό µέσο µε dextran-coated charcoal.  

Τα κύτταρα CaCo-2 µεταφέρονταν στα τρηβλεία τους σε ποσότητες τέτοιες που να 
καλύπτουν την επιφάνεια του πιάτου µέσα σε µία ηµέρα. Κατόπιν γινόταν αλλαγές του 
θρεπτικού κάθε 10 ώρες. Η διαφοροποίησή τους παρακολουθήθηκε µε µετρήσεις ενεργότητας 
της αλκαλικής φωσφατάσης και της έκφρασης γονιδίων-µαρτύρων (Soutoglou and Talianidis, 
2002). 
 Τα πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης έγιναν µε τη µέθοδο συγκατακρήµνισης 
calcium phosphate-DNA, όπως περιγράφεται στα Kritis et al., 1993 και Ktistaki et al., 1995.  
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Χαρτογράφηση νουκλεοσωµάτων (nucleosome mapping)  
 
 Πυρήνες κυττάρων CaCo-2 (βλέπε «Ανάλυση θέσεων υπερευαισθησίας σε DnaseI») 
επαναδιαλύθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιείχε 15 mM HEPES pH 7,5, 60 mM KCl, 15 
mM NaCl, 0,34 M sucrose 0,15 mM spermine, 0,5 mM spermidine και 0,15 mM 
mercaptoethanol. Μετά την πρόσθεση CaCl2 σε τελική συγκέντρωση 3 mM τα δείγµατα 
υπέστησαν πέψη µε 0 µε 170 µΜ U micrococcal nuclease (USB) για 2’ στους 37  oC. Μετά από 
καθαρισµό του DNA, τα γενωµικά τµήµατα υπέστησαν πέψη µε τα ένζυµα περιορισµού AccI ή 
MscI και αναλύθηκαν µε υβριδοποίηση κατά Southern µε ανιχνευτές που αντιστοιχούσαν στα 
τµήµατα από nt –45 µέχρι +110 (AccI/BglII) ή από nt –6409 µέχρι –6236 (PvuII/MscI) των 
ρυθµιστικών περιοχών του ανθρώπινου γονιδίου του HNF4α. 
 Επίσης, ένα µέρος των πυρήνων επαναδιαλύθηκε σε ρυθµιστικό διάλυµα που 
περιείχε 10 mM Tris pH 7,4, 15 mM NaCl, 60 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 5% 
glycerol και 1 mM dithiothreitol. Τα δείγµατα υπέστησαν πέψη µε 50 U BglII για 20’ στους 25  

oC. Το ολικό DNA εκχυλίστηκε και υπέστη πέψη µε AccI, ακολουθούµενη από υβριδοποίηση 
κατά Southern µε τον ανιχνευτή AccI/BglII.. 
 
Ραδιοσήµανση νουκλεοτιδίων  
 

Α) Σήµανση ολιγονουκλεοτιδίων µε sequenase version 2 enzyme:  
100 ng δίκλωνου ολιγονουκλεοτιδίου επωάστηκαν για 30’ στους 37  oC παρουσία 0,2 mM 
dGTP, dTTP, 1x sequenase buffer (40 mM Tris pH 7,5, 20 mM MgCl2, 40 mM NaCl), 10 mM 
dithiothreitol, 500 µCi [α-32P]dCTP, [α-32P]dATP και 13 U sequenase. Στην αντίδραση 
προστέθηκαν 0,2 mM dNTPs και ακολούθησε επώαση για 15’ στους 37  oC. Το δείγµα 
εκχυλίστηκε κατόπιν µε φαινόλη/χλωροφόρµιο και καθαρίστηκε από την περίσσεια 
ραδιενέργειας µε διήθηση από 2 διαδοχικές κολώνες Sephadex G-50. 
 B) Σήµανση νουκλεοτιδίων µε τη χρήση τυχαίων εκκινητών (random priming): 
100 ng αποδιαταγµένου DNA επωάστηκαν για 3 ώρες στους 37  oC παρουσία 1x LS (0,21 M 
HEPES pH 6,6, 0,021 mM dGTP, dTTP, 52,1 mM Tris pH 8,0, 5,21 mM MgCl2, 10,42 mM 
mercaptoethanol, 52,5 U/ml random primers), 10 µg bovine serum albumin, 500 µCi [α-
32P]dCTP, [α-32P]dATP και 5 U DNA polymerase (Klenow fragment). Το δείγµα εκχυλίστηκε 
κατόπιν µε φαινόλη/χλωροφόρµιο και καθαρίστηκε από την περίσσεια ραδιενέργειας µε 
διήθηση από 2 διαδοχικές κολώνες Sephadex G-50. 
 Γ) Σήµανση µονόκλωνου ολιγονουκλεοτιδίου µε Τ4 polynucleotide kinase: 
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100 ng ολιγονουκλεοτιδίου επωάστηκαν για 1 ώρα στους 37  oC παρουσία 1x PK buffer (70 
mM Tris pH 7,6, 10 mM MgCl2, 5 mM dithiothreitol), 50 µCi [γ-32P]dATP και 1 U T4 
polynucleotide kinase. Το δείγµα στη συνέχεια εκχυλίστηκε µε φαινόλη/χλωροφόρµιο και 
καθαρίστηκε από την περίσσεια ραδιενέργειας µε διήθηση από 2 διαδοχικές κολώνες 
Sephadex G-50. 
 
Αποµόνωση και καθαρισµός τµηµάτων DNA από πηκτώµατα αγαρόζης  
 
 Για την αποµόνωση τµηµάτων DNA από πήκτωµα αγαρόζης χρησιµοποιήθηκε το 
QIAquick gel extraction kit της QIAGEN, σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.  
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ΥΛΙΚΑ 
 
 Τα αντιδραστήρια και υλικά που χρησιµοποιήθηκαν προήλθαν από τις εταιρίες 
SIGMA, MERCK, PROMEGA, NEW ENGLAND BIOLABS, Gibco-BRL, PHARMACIA, SANTA 
CRUZ, USB, STRATAGENE, QIAGEN, BOEHRINGER MANNHEIM, BIORAD, USB, 
CLONTECH. 
 Τα ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν προήλθαν από τις εταιρίες NEW ENGLAND 
BIOLABS, PROMEGA, STRATAGENE, MINOTECH. 
 Tα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν παρασκευάστηκαν στο 
Εργαστήριο Μικροχηµείας του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας.  
 Τα ραδιενεργά σηµασµένα νουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν καθώς και η [14C]-
chloramphenicol προήλθαν από τις εταιρίες AMERSHAM και ICN. 
 Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα παρακάτω: anti-HNF1α, anti-Sp1, 
anti-HNF3α, αντι-ΗΝF3β-Μ20, anti-GATA6, anti-HNF6, anti-HNF6-H100, anti-C/EBPα-14ΑΑ, 
anti-TFIIB, anti-TAFII250, anti-TRAP-220, anti-PolII N-terminal peptide, anti-CBP, anti-PCAF, 
anti-Brg1, anti-hBrm, (Santa Cruz Biotechnology), anti-PolII CTD-Ser5-P, anti-PolII CTD-Ser2-
P (Covance), anti-acetyl-H3, anti-acetyl-H4, anti-MeK4-H3 (Upstate Biotechnology), anti-TBP, 
anti-TAFII30 (προσφορά του L. Tora), anti-PCAF, anti-GCN5 (προσφορά του Υ. Νakatani), 
anti-HNF1β (προσφορά της S. Cereghini), anti-RXRα, anti-RΑRα (προσφορά του P. 
Chambon), anti-COUPTFII (προσφορά του M. Parker), anti-Brg1 (GENEKA), anti-TFIIA 
(προσφορά του F. Pugh), anti-FLAG (Kodak), anti-rabbit-HRP (Jackson Laboratories), anti-
goat-HRP (Santa Cruz Biotechnology). Το αντίσωµα anti-HNF4α παράχθηκε µε ανοσοποίηση 
New Zealand White rabbits από ένα πεπτίδιο που αντιστοιχούσε στα καρβοξυτελικά 12 
αµινοξέα της ανθρώπινης πρωτεΐνης του HNF4α συνδεδεµένο µε keyhole limpet hemocyanin.  
 Οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι HepG2 (ανθρώπινο 
ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα), CaCo-2 (ανθρώπινο αδενοκαρκίνωµα στο κόλον) και Cos-1 
(µετασχηµατισµένα νεφρικά κύτταρα πιθήκου).  
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Deoxycytidine kinase (dCK) catalyzes the rate-limit-
ing step of the deoxynucleoside salvage pathway in
mammalian cells and plays a key role in the activation of
several pharmacologically important nucleoside ana-
logs. Using a highly specific polyclonal antibody raised
against a C-terminal peptide of the human dCK, we an-
alyzed its subcellular localization by Western blots of
biochemically fractionated nuclear and cytoplasmic
fractions as well as by in situ immunochemistry. Native
dCK was found to be located mainly in the cytoplasm in
several cell types, and the enzyme was more concen-
trated in the perinuclear and cellular membrane area.
In contrast, when dCK was overexpressed in the cells, it
was mainly located in the nucleus. The results demon-
strate that native dCK is a cytoplasmic enzyme. How-
ever, it has the ability to enter the nucleus under certain
conditions, suggesting the existence of a cytoplasmic
retention mechanism that may have an important func-
tion in the regulation of the deoxynucleoside salvage
pathway.

Deoxycytidine kinase (dCK)1 catalyzes the phosphorylation
of 29-deoxycytidine to its monophosphate form, which is a rate-
limiting reaction of the deoxynucleoside salvage pathway (1, 2).
Studies with purified human enzyme have demonstrated that
dCK has a broad substrate specificity using both purine and
pyrimidine deoxynucleoside substrates (2–4). dCK is responsi-
ble for the initial activation of a number of clinically important
anticancer and antiviral drugs, such as 2-chloro-29-deoxyade-
nosine, 1-b-D-arabinofuranosylcytosine (araC), and 29,29-diflu-
orodeoxycytidine (gemcitabine) (3–7). Impaired dCK expres-
sion or activity in cells usually leads to resistance for these
drugs, indicating that dCK plays key role in their metabolism
and pharmacological activities (8–10).

For these reasons, elucidation of potential regulatory mech-
anisms playing a role in dCK activation is of particular inter-
est. Although much is known about the biochemical properties
of dCK both in vitro and in vivo, little information is available

on its regulation at the transcriptional or posttranslational
levels. The constant amounts of dCK protein throughout the
cell cycle suggest that its expression is not cell cycle-regulated
(1, 11). On the other hand, dCK is expressed predominantly in
lymphoid cells, which indicates cell type-specific regulation
(12–15). In addition, dCK expression is up-regulated in certain
solid tumors (16). The molecular mechanism that leads to tis-
sue-specific and proliferation-dependent transcription of dCK
is not yet clear.

Another level of control would involve regulated changes in
the subcellular location of the enzyme. This assumption gained
ground by the recent unexpected finding that a transfected
dCK-green fluorescent protein (GFP) fusion protein was lo-
cated mainly in the nucleus, contrasting with previous descrip-
tions of dCK as a “cytoplasmic” protein (17). This finding may
have important implications for the regulation of the de-
oxynucleotide metabolism, especially with respect to the func-
tional compartmentalization of the dNTP pools. The determi-
nation of the actual location of native dCK is therefore of
paramount interest.

In this paper we examined the intracellular localization of
dCK in several cell types under physiological conditions. Using
a highly specific C-terminal peptide antibody, we provide evi-
dence that dCK is normally located in the cytoplasm. On the
other hand, when dCK is overexpressed, it is found mainly in
the nucleus, suggesting that a cytoplasmic retention regulatory
mechanism may be functioning in living cells.

MATERIALS AND METHODS

dCK Antiserum Production and Immunoblot Assays—A peptide
(NH2-YESLVEKVKEFLSTL-COOH) was synthesized that corre-
sponded to amino acids 246–260 of the human dCK protein (12), linked
to keyhole limpet hemocyanin via maleimidobenzoyl-N-hydroxy succin-
imide ester, pH 7.0, as described (18). New Zealand White rabbits were
injected subcutaneously with 0.1 mg of linked peptide in complete
Freund’s adjuvant and boosted five times with 0.04 mg of antigen in
incomplete Freund’s adjuvant at 2-week intervals. Antisera were col-
lected and tested in Western blots containing various amounts of puri-
fied recombinant His-tagged human dCK (15), and whole cell extracts
from CCRF-CEM cells or the araC-resistant, dCK-deficient cell line
CEM2 (AraC-8D (10)). For immunoblot analysis, proteins were sepa-
rated on 12% SDS-polyacrylamide gels, transferred to nitrocellulose
membranes, and probed with the dCK-pep antibody at 1:5000 dilution,
followed by incubation with horseradish peroxidase-conjugated anti-
rabbit IgG (Jackson Laboratories). Immuncomplexes were visualized by
the enhanced chemiluminescence reaction (ECL, Amersham Pharmacia
Biotech). The polyclonal antiserum for the P1 protein (TSG23, a kind
gift from C. Hoog, Karolinska Institute) and the monoclonal antibody
for the myc epitope (9E10 hybridoma, kindly provided by N. T. Ktis-
takis, Babraham Institute) were used at 1:4000 and 1:1000 dilutions,
respectively.

Isolation of Subcellular Fractions—Preparations of nuclear and cy-
toplasmic extracts were carried out essentially as described (19), with
some minor modifications. Briefly, 1–5 3 107 cells were resuspended in
isoosmotic lysis buffer containing 0.32 M sucrose, 3 mM CaCl2, 2 mM

magnesium acetate, 0.1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM
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dithiothreitol, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, and 0.5% (v/v)
Nonidet P-40. The lysates were centrifuged at 500 3 g for 5 min, and the
supernatants were supplemented with 0.22 volume of cytoplasmic ex-
traction buffer containing 0.15 M HEPES, pH 7.9, 0.7 M KCl, and 0.015
M MgCl2. After centrifugation at 12,000 3 g for 15 min, the resulting
supernatants were supplemented with glycerol to 25% and stored at
270 °C. The nuclear pellet was washed once in isoosmotic lysis buffer
lacking Nonidet P-40 and incubated for 30 min at 37 °C in a modified
electrophoresis sample buffer containing 22% glycerol, 125 mM Tris-
HCl, pH 6.8, 10 mM dithiothreitol, 1% SDS, 0.01% bromphenol blue, 5
mM MgCl2, and 75 units/ml Benzonase (Nicomed Pharma A/S). Before
loading on the gel, samples were diluted with an equal volume of
sample buffer without MgCl2 and Benszonase.

Immunodepletion and Enzyme Activity Assays—100 ml (50% suspen-
sion) of protein G-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) beads
were incubated with dCK-pep antiserum or preimmune serum (100 ml
of antiserum/mg of dry gel) for 1 h at 4 °C, in a buffer containing 50 mM

Tris-HCl, pH 7.5, 0.1 M KCl, 1 mM NaF, 1 mM EDTA, and 0.5% Nonidet
P-40. The beads were washed with excess buffer and incubated with
crude extracts from 5 3 107 CCRF-CEM cells for 1 h. At the end of
incubation, the beads were removed by centrifugation, and deoxycyti-
dine kinase and thymidine kinase activities of the resulting superna-
tants were measured by the DEAE-cellulose filter binding assay as
described previously (16, 20).

Cell Culture and Transfections—A2780, HeLa, and CCRF-CEM cells
were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium and RPMI 1640
medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum. The
pCMV-myc-dCK expression vector was constructed by ligation of the
blunt-ended NcoI-BamHI fragment from pET9d-dCK (15) into the
blunt-ended EcoRI site of the pCMV-myc plasmid (Stratagene). The
resulting construct contains the full-length human dCK cDNA in frame
with the 10-amino acid-long myc epitope under the control of the strong
cytomegalovirus (CMV) promoter. This construct was used to transfect
CCRF-CEM cells by the Lipofectin method (Life Technologies, Inc.) or
A2780 and HeLa cells by the calcium phosphate coprecipitation method
as described previously (21, 22). Transfected and untransfected cells as
well as freshly isolated mouse thymocytes and splenocytes were trans-
fered onto glass coverslips precoated with 50 mg/ml poly-D-lysine and
left to attach for 30 min. Nonattached cells were removed by washing
the coverslips with phosphate-buffered saline (PBS) before fixation.

In Situ Immunofluorescence Analysis—Cells on coverslips were
washed twice with PBS and fixed for 20 min with 3.7% formalin. After
fixation the coverslips were washed twice with serum-free Dulbecco’s
modified Eagle’s medium and incubated with PBS containing 1% bovine
serum albumin (BSA/PBS). dCK-pep, myc-tag, and Sp1 ((Pep2)-G,
Santa Cruz Biotechnology) antibodies were diluted 1:200, 1:20, and
1:150, respectively, in BSA/PBS and applied to the cells for 4 h. After
washing with BSA/PBS, the cells were incubated with diluted (1:100)
fluorescein isothiocyanate-conjugated anti-rabbit or anti-mouse second-
ary antibodies to IgG (Pierce) for 30 min, washed with BSA/PBS, rinsed
in water, and mounted on glass slides with Mowiol (Polysciences) as
described previously (21, 22). Fluorescence signals were observed and
photographed in a Leitz Dialux 20 EB microscope equipped with epi-
fluorescence optics.

RESULTS

We have raised polyclonal antibodies against a 15-amino
acid-long peptide corresponding to the very C-terminal region
of human dCK. Purified recombinant human dCK, as well as
crude extracts from CCRF-CEM cells and the araC-resistant
cell line CEM2 (AraC-8D (10)) were analyzed in Western blots
using this antibody. The antibody readily reacted with recom-
binant dCK and with one single species of CCRF-CEM pro-
teins, which had a molecular mass of ;30 kDa (Fig. 1, A and B).
This band was missing in extracts prepared from the dCK-
deficient CEM2 cell line (Fig. 1B). Although smaller antibody
dilutions or longer exposure times revealed some small back-
ground reactivity, the 30-kDa band was always predominant.
These results demonstrate that the antibody is highly specific
for dCK. Further evidence for the specificity was provided by
dCK activity measurements in CCRF-CEM crude extracts.
When these extracts were preincubated with dCK-pep antibody
coupled to protein G-Sepharose, in vitro phosphorylation of
deoxycytidine was greatly reduced, whereas phosphorylation of
thymidine was not affected (Fig. 1C).

To study the intracellular localization of dCK, we first per-
formed biochemical fractionation of cytoplasms and nuclei from
three cell types of different origin, such as the human malig-
nant T lymphoblastoid leukemia (CCRF-CEM), human ovarian
carcinoma (A2780), and human cervical carcinoma (HeLa) cell
lines. We used an isoosmotic/Nonidet P-40 lysis procedure (19)
as an alternative to the commonly used hypotonic/Nonidet P-40
method to isolate intact nuclei and accurately compare the
nuclear and cytoplasmic contents of dCK. Immunoblot analysis
of these extracts showed that the bulk of cellular dCK protein
was in the cytoplasmic fractions, whereas nuclei contained only
a minor portion of the protein (Fig. 2A). To exclude the possi-
bility of potential leakage of dCK from the nuclei to the cyto-
plasm during the fractionation procedure, we examined the
distribution of the nuclear protein P1. P1 is a 105-kDa protein
that is present only in the nucleus throughout the cell cycle in
mammalian cells (23). We chose as a control P1 because it is a
“free-floating” protein, not associated tightly with chromatin or
structural components of the nucleus, making it a reliable
marker for assaying nuclear protein leakage (23). Two strong
bands at ;105 kDa were detected in the nuclear fraction of
A2780 cells with P1 antiserum (Fig. 2B). Only trace amounts of
these bands were seen in the cytoplasmic fractions, together
with some smaller cross-reactive species (Fig. 2B), indicating
that the integrity of nuclei during the fractionation procedure
has been preserved to a high degree.

The above results suggest that dCK is a cytoplasmic protein.
This is in contradiction with the findings of a previous study
using a dCK-GFP fusion protein, which was located mainly in

FIG. 1. Specificity of the dCK peptide antiserum. The indicated
amounts of purified recombinant (rec.) dCK (A) and whole cell extracts
of CCRF-CEM and CEM-dCK2 cells (B) were separated by 12% SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis, transferred to nitrocellulose mem-
branes, and probed with dCK-pep antibody. C, whole cell extracts of
CCRF-CEM cells were immunodepleted by incubation with uncoupled
(2), preimmune-coupled (pre imm.) and dCK-pep antiserum-coupled
protein G-Sepharose and assayed for dCK and thymidine kinase (TK)
activities. Values of 100% represent the activities detected in uncoupled
protein G-Sepharose-depleted extracts.
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the nucleus (17). One possible reason for this discrepancy could
be that when dCK is artificially overexpressed, its localization
may be altered compared with its localization in cells express-
ing physiological levels of the protein. To test this possibility we
have transiently transfected CCRF-CEM, A2780, and HeLa
cells with an expression vector containing the human dCK
cDNA under the control of the CMV promoter. We also fused a
short, 10-amino acid-long myc-tag sequence to the N terminus
of the dCK cDNA to follow the expression of the transgene-
derived, overexpressed protein independently of its endogenous
counterpart. Western blot analysis using an antibody recogniz-
ing the myc epitope showed mainly nuclear localization of the
overexpressed protein supplied in trans by the expression vec-
tor (Fig. 2C). Therefore, it seems likely that the nuclear local-
ization of dCK observed by the dCK-GFP fusion protein (17) is
attributable to its overexpression in the cells.

To verify these findings in situ, we performed indirect im-
munofluorescence experiments with the above cell lines, as
well as with primary lymphocytes from mouse thymus and
spleen. A ring-like peripheral staining pattern characteristic of
the thin cytoplasmic region of lymphoid cells was observed in
CCRF-CEM cells, splenocytes, and thymocytes with the dCK-
pep antiserum (Fig. 3, A, D, and E). Strong cytoplasmic but not
nuclear staining was seen in A2780 and HeLa cells (Fig. 3, B
and C). In these latter two cell types, especially in cells where
as a consequence of less intense staining the resolution was
relatively higher, an uneven cytoplasmic distribution of dCK
was observed. dCK was mainly accumulated in the cytoplasmic
membrane and perinuclear areas, locations that may relate to
distinct functional compartments for deoxynucleoside metabo-
lism. The specificity of the signal was verified by the lack of
immunoreactivity when the antibody was applied to the cells in
the presence of excess purified recombinant dCK protein (Fig.
3F).

In situ localization of the overexpressed dCK was analyzed
by immunostaining of transfected cells with myc-tag antibody.
The transgene-derived, overexpressed enzyme was found al-

most exclusively in the nucleus in all three cell lines, as evi-
denced by the similar staining pattern obtained by the myc-tag
antibody (Fig. 4, A–C) and the control antibody recognizing the
nuclear protein Sp-1 (Fig. 4, D–F). The same distribution was
observed when the cells were transfected with an untagged
expression vector and stained with dCK-pep antibody (data not
shown), excluding the possibility of artificial translocation of
dCK from the cytoplasm to the nucleus as a result of the short
myc epitope at the N terminus of the protein. Taken together,
these results demonstrate that the nuclear localization of dCK
in tranfected cells is a consequence of its highly elevated intra-
cellular levels.

DISCUSSION

In mammalian cells deoxyribonucleotides for nuclear DNA
replication and repair are synthesized via the de novo pathway,
which involves reduction of ribonucleotide diphosphates by
ribonucleotide reductase, or via direct phosphorylation of de-
oxyribonucleosides imported from the extracellular space or
derived from dephosphorylation of dNTPs (24). Earlier studies
trying to explain the functional link between dNTP precursor
metabolism and DNA replication processes showed a physical
association of DNA polymerase a, with several key enzymes
involved deoxynucleotide metabolism (25). The “replitase
model” has since been challenged by several observations, such
as the findings that the enzymes thought to be components of
the multienzyme complex were localized in different cellular
compartments (26, 27). In addition, a number of kinetic isotope
incorporation experiments argue against the direct channeling
of precursors to the sites of DNA replication (28). These studies
led to the prevailing view that dNTPs are synthesized in the
cytoplasm and subsequently translocate to the nucleus to par-
ticipate in DNA replication or repair. The recent finding that a
GFP-dCK fusion protein was located in the nucleus raised a
potentially interesting exception to the above rule (17).

However, the possibility that native dCK is an exclusively
nuclear protein generates a number of questions. Although this
location would favor the direct supply of dCTP for DNA repli-
cation, it is difficult to explain certain results from kinetic
isotope incorporation experiments. These studies showed the
existence of two dCTP pools: one labeled mainly via the de novo
pathway and used directly for DNA replication, and the other
labeled via the salvage pathway and preferentially used for
liponucleotide synthesis (29–32). This second “cytoplasmic”
dCTP pool is in rapid equilibrium with the one arising from the
de novo synthesis and can be used for DNA synthesis efficiently
(28–32). It is, however, difficult to explain why the de novo
pool, which is the primary source of nuclear DNA synthesis
precursors, is built up by cytoplasmic enzymes such as ribonu-
cleotide reductase, whereas the salvage pool, which has to
equilibrate first with the de novo pool to be used for DNA
synthesis, would be synthesized by an enzyme located in the
nucleus. In addition, a nuclear dCK as a rate-limiting enzyme
for the dCTP supply of liponucleotides is not compatible with
the rapid labeling of these phospholipid precursors from deoxy-
cytidine (29–32), even if one takes into account a free passage
of dCTP across the nuclear membrane.

The results presented in this paper clearly establish that
native dCK is mainly located in the cytoplasm, a location more
consistent with the previously mentioned metabolic studies.
This conclusion is based on two independent approaches using
biochemical cell fractionation and in situ immunochemistry
experiments. A cytoplasmic localization was seen in three cell
lines of different origin, as well as in primary thymocytes and
splenocytes. In adherent cells, such as A2780 and HeLa, where
the intracytoplasmic distribution is better resolved, we noticed
denser staining of the cytoplasmic membrane and the perinu-

FIG. 2. Distribution of dCK in biochemically fractionated cel-
lular compartments. A, cytoplasmic (C) and nuclear (N) extracts from
CCRF-CEM (CEM), A2780, and HeLa cells were prepared and analyzed
on Western blots by dCK-pep antiserum. B, immunoblot of cytoplasmic
(C) and nuclear (N) extracts from A2780 cells by the antibody recogniz-
ing the P1 nuclear protein. C, CCRF-CEM (CEM), A2780, and HeLa
cells were transfected with pCMV-myc-dCK plasmid, and cytoplasmic
(C) and nuclear (N) extracts were prepared and analyzed on Western
blots using the myc-tag antibody. Control lanes represent extracts from
untransfected A2780 cells (Contr.)
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clear area. It is tempting to speculate that this uneven distri-
bution of dCK may be of functional relevance, corresponding to
a compartmentalization that is related to the dCTP supplies for
membrane phospholipid precursor synthesis and DNA replica-
tion, respectively. Alternatively, these sites may represent in-
dependent compartments for the phosphorylation of exogenous
deoxycytidine immediately after its transport into the cell and
deoxycytidine derived from endogenous dCTP breakdown, re-
spectively. To resolve the contradiction between the localiza-
tion of the GFP-dCK fusion protein (17) and the localization of

the endogenous native protein, we asked whether the nuclear
location of the former is attributable to its overexpression in
the cells. We found that this is indeed the case, because after
transfection of an expression vector coding for human dCK,
which results in higher intracellular concentrations of dCK by
several orders of magnitude, the overexpressed protein was
mainly localized in the nucleus in all cell types tested. This
finding strongly suggests that dCK has the ability to enter the
nucleus. Further evidence for this notion was provided by the
identification of a consensus nuclear import sequence at the N

FIG. 3. In situ evidence for the cyto-
plasmic localization of native dCK.
CCRF-CEM (A and F), A2780 (B), HeLa
(C), primary spleen cells (D), and primary
thymus cells (E) were seeded in glass cov-
erslips, fixed, and stained with dCK-pep
antibody (ab). In F, 10 mg of purified re-
combinant dCK was also included in the
immunoreaction. Photographs represent
magnification of 3 800 for CCRF-CEM,
A2780, and HeLa cells and 3 1600 for
spleen and thymus cells.

FIG. 4. In situ evidence for the nu-
clear localization of overexpressed
dCK. CCRF-CEM (A), A2780 (B), and
HeLa (C) cells were transiently trans-
fected with pCMV-myc-dCK and stained
with a monoclonal antibody (ab) raised
against the myc epitope. On paralel cov-
erslips the same cells were stained with
the antibody recognizing the endogenous
nuclear protein Sp-1 (D–F).
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terminus of the protein, the mutation of which prevents nu-
clear entry even of the overexpressed GFP-dCK fusion protein
(17).

Taking these findings together, we propose a cytoplasmic
retention mechanism for dCK, which may involve the action of
another protein complexed with dCK, that keeps it in the
cytoplasm. When dCK is overexpressed, because of the limiting
amounts of the cytoplasmic retention partner, the majority of
dCK molecules will contain an accessible NLS sequence for
recognition by the nuclear transport machinery. An analogous
situation has been described for nuclear factor kB (33, 34), the
regulation of which involves cytokine-induced phosphorylation
of its cytoplasmic retention partner, IkB, which leads to the
dissociation of the nuclear factor kB/IkB complex and the trans-
location of active nuclear factor kB subunits into the nucleus.
An alternative model would involve posttranslational modifi-
cation of dCK itself, which may be required for nuclear entry in
analogy to the transcription factors involved in the interferon
signaling pathways (35). Although at this point the actual
mechanism that retains dCK in the cytoplasm is not known,
our results raise the interesting possibility that under certain
physiological conditions transport of dCK between subcellular
compartments may play an important role in the regulation of
its known function in the supply of deoxynucleotides for differ-
ent biological processes or for unknown additional functions of
the protein.
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The Tup1-Cyc8 Protein Complex Can Shift from a Transcriptional
Co-repressor to a Transcriptional Co-activator*
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Cyc8(Ssn6)-Tup1, a general co-repressor complex, is
recruited to promoter DNA via interactions with DNA-
binding regulatory proteins and inhibits the transcrip-
tion of many different yeast genes. Previous studies
have established that repression function of the com-
plex is performed by one subunit of the complex, the
Tup1 protein, and requires specific components of the
RNA polymerase II holoenzyme such as Sin4 and Rgr1.
In this study we test the transcriptional activity of the
Cyc8 subunit using a lexA operator-containing reporter.
We show that a LexA-Cyc8 hybrid stimulates transcrip-
tion when expressed in a tup1D, a sin4D, or a rgr1D
strain, suggesting that transcriptional activation is an
intrinsic property of the Cyc8-Tup1 co-repressor. In sup-
port of this notion we demonstrate that Cyc8-Tup1 has a
dual function on CIT2, a gene encoding a citrate syn-
thase that is expressed upon mitochondrial dysfunction.
First, we show that Cyc8-Tup1 is tethered to CIT2 pro-
moter by interacting with the activation domain of Rtg3,
a bHLH/L-Zip DNA-binding transactivator of CIT2. Next
we demonstrate that Cyc8-Tup1 activates CIT2 tran-
scription in response to mitochondrial dysfunction, and
this stimulatory effect is mediated by Cyc8. In contrast,
basal (noninduced) expression of this gene is inhibited
by Tup1. These findings establish a positive role for the
Cyc8-Tup1 complex in transcription and support a
model by which specific metabolic signals may convert
the Cyc8-Tup1 transcriptional co-repressor to a co-acti-
vator of certain promoters.

An important class of pleiotropic transcriptional regulators
includes intermediary proteins such as co-activators and co-
repressors. These protein factors are tethered to specific pro-
moters mainly by contacting DNA-binding factors and regulate
transcription either by interacting with components of the Pol
II holoenzyme or by modifying chromatin structure, or both (1,
2). The human co-activator CBP/p300 (3), the yeast SAGA
complex (4), and the human nuclear receptor co-repressors
SMRT and N-CoR (5) are among the best characterized exam-
ples of this growing protein family. Interestingly, some of these
factors have dual function on specific promoters; for example
CBP/p300, which mediates activation of interferon b gene ex-
pression in response to virus induction is also responsible for
post-induction turn off (35).

In the yeast Saccharomyces cerevisiae, two physically asso-

ciated proteins, Cyc8(Ssn6) and Tup1, inhibit the transcription
of many diversely regulated genes when their expression is not
required (6–8). It is well established that Cyc8-Tup1 acts as a
co-repressor complex that does not bind DNA directly but is
recruited to different promoters via interactions with specific
DNA-binding regulatory proteins. The repression function of
the complex is performed by a specific domain of Tup1 (8).
When the Tup1 repression domain is brought upstream of an
active test promoter through the DNA binding domain of LexA,
it inhibits transcription independently of Cyc8. Moreover, this
domain is required for repression of natural genes such as
glucose, oxygen, and cell-type regulated genes. It has been
postulated that multiple mechanisms are responsible for Tup1
repression. Tup1 interacts with histones H3 and H4 and may
position nucleosomes over the transcription start point, sug-
gesting that Tup1 might repress transcription by modifying
chromatin structure (9, 10). However, evidence from other
studies argue that Tup1 inhibits the function of the basic
transcription machinery; Tup1 repression was reconstituted in
an in vitro transcription system in the absence of chromatin
(11), and mutations in specific components of the RNA polym-
erase II holoenzyme complex, such as the mediator proteins
Sin4, Rgr1, Srb10, and Srb11, weaken the Tup1 repression
activity (12–15).

Previous studies suggested that Cyc8 does not directly in-
hibit transcription but contacts specific DNA-binding regula-
tory proteins (8, 18). The N-terminal region of Cyc8 consists of
10 tandem repeats of a sequence motif termed tetratrico pep-
tide repeat (TPR)1 (16). TPRs serve as protein-protein interac-
tion domains, and more importantly in the case of Cyc8, TPRs
exhibit distinct interaction specificity although they are similar
in primary structure (17–20). TPR1, TPR2, and TPR3 contact
Tup1, while different combinations of TPR4 to TPR10 mediate
recruitment of Cyc8-Tup1 to different promoters (18). Based on
these observations it was proposed that the function of Cyc8 is
to link Tup1 to distinct, structurally dissimilar, DNA-bound
repressor proteins. Consistently with this linker function, de-
rivatives of Cyc8 that contain only the TPR domain are suffi-
cient for repression. On the other hand, the C-terminal domain
which comprises more than half of the protein appears to be
dispensable (16–18).

Recent genetic data suggested that Cyc8-Tup1 might also
play a positive role in transcriptional control. More specifically,
activation of the CYC1 gene transcription by the Hap1 trans-
activator and maximal induction of SUC2 gene both require
functional Cyc8 protein (26, 27). In this report, we present
direct evidence that Cyc8-Tup1 indeed plays diverse roles in* This work was supported by the Greek Ministry of Research and
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transcriptional regulation. Expression of Cyc8-Tup1 repressi-
ble genes is stimulated in response to specific signals, and
under these conditions, the fate of the Cyc8-Tup1 co-repressor
has been unclear for most of the cases. Our data suggest that
this complex can convert to a co-activator of CIT2, a gene
encoding a peroxisomal isoform of citrate synthase that is ex-
pressed upon inducing conditions of mitochondrial dysfunction
(21). We show that Cyc8-Tup1 is tethered to the CIT2 promoter
by interacting with Rtg3, a DNA-binding transactivator of
CIT2. Genetic analysis indicates that basal (uninduced) ex-
pression of CIT2 is inhibited by Tup1, but its transcriptional
activation is mediated by the second component of the complex,
the Cyc8 subunit and specifically requires the C-terminal do-
main of this protein.

The transcriptional activity of Cyc8 was further examined
using a synthetic reporter promoter and a LexA-Cyc8 hybrid.
Previous studies have shown that LexA-Cyc8 represses tran-
scription by recruiting the Tup1 repressor (18). Here we show
that LexA-Cyc8 can activate transcription when Tup1 is absent
or when the Tup1 repression is substantially impaired, as it is
in a sin4D or a rgr1D mutant strain. Taken together, these data
suggest an inherent potential of the Cyc8-Tup1 co-repressor for
transcriptional activation function and establish a dual role
(positive and negative) of this complex in transcriptional
control.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Yeast Strains, Media, and Growth Conditions—All strains are deriv-
atives of FT5 strain (MATa ura3–52 trp1-D63 leu2::pet56 his3-D200).
The two-hybrid screening was performed in the strain L9FT5, which
was constructed by replacing his3-D200 with the L9His3 allele. L9His3
promoter contains a single synthetic and perfectly symmetric LexA-
binding site in place of the Gcn4 UAS (8). cyc8D and tup1D alleles have
been described previously (8). The sin4D allele was constructed by
inserting HIS3 between the internal PvuII and PstI sites, while the
rgr1D allele was constructed by inserting HIS3 between the NdeI and
NsiI restriction sites. sin4D and rgr1D strains were generated by one-
step gene replacement using linear DNA fragments and were confirmed
by Southern analysis.

Standard synthetic media were used; YPD- and YPR-rich media
contained 2% glucose or 2% raffinose, respectively. CS minimal media
were supplemented with 0.6% casamino acids and glucose or raffinose
as the carbon source. Mitochondrial dysfunction was caused by pro-
longed treatment of cells (;48 h) with 20 mg/ml ethidium bromide in
YPD medium. CIT2 induction was monitored in exponential cultures
growing in YPR medium. Standard procedure was used for routine
yeast transformations, while for high efficiency yeast transformation
the TRAFO protocol was followed (22).

Plasmid Constructs—All Cyc8, Tup1, and LexA derivatives ex-
pressed from the YCp91 vector and have been described previously (18).
Briefly, the centromeric vector YCp91 (TRP1 marked) contains the
ADH1 promoter and 59-untranslated sequence (including the ATG start
codon), followed by the SV40 nuclear localization signal and the HA1
epitope from the influenza virus (flu epitope), a polylinker sequence,
and the CYC8 termination region (8). The reporter plasmid JK103 (23)
is a URA3 marked multicopy plasmid that expresses the LacZ reporter
gene from a minimal promoter consisting of four overlapping LexA-
binding sites upstream of the GAL1 TATA box. The Gal4 activation
domain-genomic library (used for the two-hybrid screening) was con-
structed in the pACT2 vector.2 pACT2, a 2m, LEU2 marked vector
contains the ADH1 promoter and transcription start site followed by
sequences consisting of nuclear localization signal, the activation do-
main of Gal4, and polylinker sequence (in which random genomic frag-
ments have been inserted) ending to the termination region of the
ADH1 gene.

Two-hybrid Screening for Cyc8-Tup1 Interacting Proteins—LexA-
Cyc8, cloned in the YCp91 expression vector, was used to transform
L9FT5 along with the LacZ reporter plasmid JK103 (23). L9FT5 yeast
transformants appear white on X-Gal indicator plates and are sensitive
for growth in low concentrations of 3-aminotriazole (0.5–1.0 mM), a
competitive inhibitor of His3 enzymatic activity. The pACT2 library

was used to transform this strain, and cells were recovered by shaking
in selective liquid medium (SC, containing 2% glucose and 2% galac-
tose) for 10 h at 30 °C. Five million independent transformants were
scored for growth in minimal media containing 3-aminotriazole at a
concentration of 20 mM. 200 colonies, scored as positives, were selected
(normal growth in 20 mM 3-aminotriazole), but less than half of them
(;96) appeared blue on X-Gal plates. Positive transformants containing
pACT2-derived plasmids were rescued in the Escherichia coli KC8
strain (constructed by K. Struhl) based on the ability of the yeast LEU2
gene (pACT2 is a LEU2 marked plasmid) to complement the respective
E. coli auxotrophy. 39 of 96 plasmids analyzed reproducibly supported
3-aminotriazole resistance and high b-galactosidase activity after re-
transformation into L9FT5 strain. Sequencing analysis revealed seven
different ORFs encoding proteins capable of two-hybrid interaction
with Cyc8.

GST Interaction Assay—A BamHI-PvuII fragment containing
Rtg3–68 was cloned in the T7 expression vector pRSETC and was used
to direct coupled transcription translation (Promega T7 TNT). 35S-La-
beled Rtg3 protein (10 ml) was incubated with approximately 2 mg of
agarose bead-immobilized GST-Cyc8 protein (18) in a volume of 100 ml
containing 20 mM Tris-acetate, pH 7.4, 10% glycerol, 0.2 mM EDTA, 1
mM dithiothreitol, 0.15 M potassium acetate, and 13 complete protease
inhibitors (Boehringer) for 2 h at 4 °C. Following incubation the beads
were extensively washed in the above buffer, eluted in SDS-PAGE gel
loading buffer, and analyzed by SDS-PAGE.

EMSA—Whole cell protein extracts from wild type and cyc8D strains
were isolated as described previously (24), and protein concentrations
were determined by the Bradford assay. A CIT2 promoter region (2530
to 11) was amplified from L9FT5 genomic DNA by polymerase chain
reaction, and a BssHII-AatII fragment of it (106 base pairs) containing
the two Rtg1/Rtg3-binding sites, was end-labeled by standard methods
using “Klenow” DNA polymerase and purified by Sephadex G-50 chro-
matography (Amersham Pharmacia Biotech). EMSA reactions were
performed with 10 mg of protein extract, 10,000 cpm of CIT2 probe, 4 mg
of poly(dI/dC) competitor DNA, 1 mM dithiothreitol, 10 mM Tris-HCl,
100 mM KCl, 2 mM MgCl2, and 5% glycerol in a final volume of 20 ml.
They were incubated at 4 °C for 25 min, and samples were separated on
a 5% polyacrylamide, 13 TBE gel at 4 °C, 250 V for 2.5 h and visualized
by autoradiography.

RNA Analysis—Total cellular RNA was extracted from yeast cells
grown in the appropriate medium, using the acid phenol method (25),
and was fractionated in 1.4% agarose gels containing 5.5% formalde-
hyde. RNA was transferred to nylon membrane and hybridized with
32P-labeled probes generated by nick translation. For CIT2 and TBP
probes, polymerase chain reaction fragments containing the entire cod-
ing sequence (from ATG to termination codon) of the respective genes
were used.

LacZ Assays—b-Galactosidase assays were performed on yeast cul-
tures grown in the appropriate media and harvested during early log
phase (A600 , 1.0). Cells were washed with 20 mM Tris (pH 7.5), 1.0 mM

EDTA in order to disperse the clumpy cyc8 and tup1 cells. LacZ values
normalized to a600 represent the average of at least three independent
transformants, and they are accurate to 20–30%.

RESULTS

Transcriptional Activation by Cyc8—Recent genetic evi-
dence suggested that Cyc8-Tup1 might play a positive role in
transcriptional regulation. Mutations in the CYC8 gene ad-
versely affect both Hap1-mediated stimulation of CYC1 and
maximal induction of SUC2 transcription (26, 27). Based on
these observations, we directly tested whether Cyc8 can stim-
ulate transcription by analyzing the activity of a LexA-Cyc8
hybrid protein on a GAL1-LacZ synthetic reporter that con-
tains a LexA operator upstream of the TATA element. Wild
type and isogenic tupD1, sin4D, and rgr1D strains were co-
transformed with plasmids carrying genes that express LexA-
Cyc8 and the GAL1-LacZ reporter, and transformants were
assayed for b-galactosidase activity. As shown in Fig. 1, LexA-
Cyc8 represses transcription from the reporter promoter when
functional Tup1 is present (wild type strain, line 1). However,
in the absence of Tup1 (tupD1), LexA-Cyc8 stimulates tran-
scription by 7-fold (line 2). This result indicates that Tup1 not
only actively represses transcription (8) but it also antagonizes
the activation potential of Cyc8. This cannot be explained sim-2 A. Ramne and P. S. Sunnerhagen, unpublished data.
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ply by an intermolecular masking of Cyc8 by Tup1 because,
similarly to the Cyc8 protein alone, the Cyc8-Tup1 protein
complex can also activate transcription when the repression
activity of Tup1 is impaired. In sin4D or rgr1D strains, in which
the respective components of the holoenzyme mediator complex
that are essential for the establishment of the Tup1 repression
activity are missing, the LexA-Cyc8/Tup1 protein complex is
converted to a transcriptional activator (line 3 and line 4).
Noticeably, activation by LexA-Cyc8/Tup1 in these mutant
strains is virtually higher (9-fold) than that in the tup1D strain.
These observations suggest that Cyc8 has the potential to act
as a transcriptional co-activator and that this function is per-
formed more efficiently in the context of the Cyc8-Tup1 protein
complex.

The Activation Domain of Rtg3 Associates with the Cyc8-
Tup1 Protein Complex—If Cyc8-Tup1 acts as a co-activator of
certain natural promoters, then it would be expected to directly
interact with promoter-specific DNA-binding activator pro-
tein(s). We explored this possibility by seeking such Cyc8-Tup1
interacting proteins (activator proteins), using a yeast two-
hybrid screen (see “Experimental Procedures”). We generated a
strain that expresses HIS3 and LacZ reporter genes under the
control of promoters containing a LexA-binding site. This
strain was co-transformed with a LexA-Cyc8 expressing plas-
mid along with a library of random yeast genomic fragments
fused to the Gal4 activation domain. Library plasmids support-
ing high levels of both HIS3 and LacZ reporter genes were
recovered and sequenced. This selection scheme revealed 39
positive clones encoding regions from seven different proteins.
Consistent with the co-repression function of Cyc8-Tup1, most
of these were DNA-binding repressor proteins that inhibit
transcription in a Cyc8-Tup1-dependent manner.3 Interest-
ingly though, two independently isolated clones encoded Rtg3,
a well characterized transcriptional activator protein. Rtg3–68
(residues 305 to 486) and Rtg3–36 (residues 326 to 486) inter-
act equally well with LexA-Cyc8 in a two-hybrid assay (not
shown), and both contain sequences from the C-terminal region
of Rtg3, known to be the activation domain of the protein (28,
Fig. 2).

To further investigate the Cyc8-Rtg3 interaction, we used a
GST affinity chromatography assay, in which 35S-labeled
Rtg3–68 protein was synthesized in vitro and was incubated
with agarose bead-immobilized GST or GST-Cyc8 hybrid pro-
tein expressed in and purified from bacteria. As shown in Fig.
3, Rtg3 is specifically retained on the GST-Cyc8 column (lane 3)

but not on the column containing GST alone (lane 2), strongly
suggesting that Rtg3 directly associates with Cyc8 in the ab-
sence of any other yeast protein.

Rtg3 activates the transcription of CIT2, a gene encoding a
peroxisomal isoform of citrate synthase, and probably the tran-
scription of additional genes involved in peroxisome biogenesis
(29). Thus, we subsequently explored the function of Cyc8 and
Tup1 in the context of the natural CIT2 promoter.

Dual Function of Cyc8-Tup1 on CIT2 Transcription-CIT2—
Transcription is induced by mitochondrial dysfunction, and
this regulatory pathway, through which nuclear gene tran-
scription responds to the functional state of mitochondria, is
termed retrograde regulation (24, 30). Both basal expression
and retrograde response of CIT2 is mediated by the Rtg3 trans-
activator, which is always bound to the CIT2 UAS (29).

A typical retrograde response of CIT2 gene transcription is
shown in Fig. 4A. CIT2 expression is much higher in wild type
cells growing under conditions of mitochondrial dysfunction
(lane 2), compared with the basal level of expression observed
in normally growing cells (lane 1). However, basal expression
and retrograde response of CIT2 transcription are dramatically
reduced in a strain carrying a chromosomal deletion of CYC8
(lanes 3 and 4), suggesting that CIT2 is positively regulated by
Cyc8. On the other hand, basal expression of CIT2 is increased
in a tup1D strain (lane 5) indicating that CIT2 transcription is
yet another target of the Tup1 repression activity. In the tup1D
strain, retrograde response appears to be comparable, although
slightly lower, than in wild type strain (lane 6). Thus, Tup1
inhibits basal expression of CIT2 but it might also be required
along with Cyc8 for maximal CIT2 induction. In agreement
with this notion, CIT2 expression is fully de-repressed in Tup1
repression defective strains, such as sin4D and rgr1D (lanes 7
and 8), in which Tup1 is expressed normally. In fact, the
expression levels of CIT2 in these mutant strains are compa-
rable with the levels observed under conditions of mitochon-
drial dysfunction. Taken together, these results strongly sug-
gest that Cyc8-Tup1 has a dual function on the CIT2 promoter;
it inhibits basal transcription, but moreover it acts as a co-
activator that mediates retrograde response. It is noteworthy
that Rtg3, which is the limiting factor for CIT2 transcription
(28), is present at equal levels in wild type, cyc8D, and tup1D
cells growing either at normal or at inducing conditions (28, 29,
and data not shown).3 D. Tzamarias, unpublished observations.

FIG. 1. Transcriptional activation by LexA-Cyc8. b-Galactosid-
ase activities (average of three independent transformants) of wild type
(WT), sin4, rgr1, and tup1 deletion strains expressing LexA-Cyc8. The
LacZ reporter plasmid contains a minimal promoter with LexA-binding
sites upstream of a TATA box. For each case a schematic representation
of the proteins involved is indicated. C, Cyc8; T, Tup1; S, Sin4; R, Rgr1;
polII Holo, RNA polymerase II holoenzyme.

FIG. 2. Structure of Rtg3 and derivatives. The structure of the
Rtg3 protein (486 amino acids) is schematically represented, including
the bHLH/Zip motif (residues 284 to 374) and the serine/threonine-rich
region (S/T, residues 176–282). The C-terminal activation domain com-
prises the sequence 375 to 486. Both Rtg3–68 (residues 305–486) and
Rtg3–36 (residues 326–486) contain the C-terminal activation domain
of the protein and lack most of the DNA-binding domain.

FIG. 3. Cyc8-Rtg3 interaction in vitro. 35S-Labeled Rtg3 (residues
326–486) interacting with a GST-Cyc8 hybrid protein or GST alone
immobilized in Sepharose beads. Lane labeled input contains only 20%
of the amount of the protein that was incubated with the beads.
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Distinct TPR Motifs of Cyc8 Interact with Tup1 and Rtg3—
Two-hybrid assays performed in cyc8D and tup1D strains indi-
cated that Rtg3 specifically interacts with Cyc8 even in the
absence of Tup1, while Tup1 interacts with Rtg3 only in the
presence of Cyc8 (data not shown). The TPR domain of Cyc8
mediates protein-protein interactions and was proposed to link
specific DNA-binding proteins to Tup1 (18). Thus, we examined
whether Rtg3 interacts with specific TPR motifs of Cyc8 by
testing various deletion derivatives of Cyc8 for Rtg3 interaction
in a two-hybrid assay (Table I and Fig. 5). N175, that contains
only three N-terminal TPRs (TPR1 to TPR3), does not activate
transcription of the LacZ reporter demonstrating its failure to
interact with Rtg3. In contrast, N300 that contains TPR1 to
TPR7 strongly interacts with Rtg3 (it activates transcription
over 90-fold), indicating that interaction with Rtg3 is mediated
by specific TPR motifs, probably TPR4 to TPR7. However, the
internally deleted Cyc8 derivative D175–281 that lacks TPR4
to TPR7 but maintains TPR8 to TPR10 also interacts with Rtg3
as judged by its activity on the LacZ reporter, which is stimu-
lated over 30-fold. Finally, derivatives such as C560, which
comprise the C-terminal domain of Cyc8 but lack TPR se-
quences, are completely inactive. These data suggest that Rtg3
interacts with at least two independent combinations of TPR
motifs, TPR4–TPR7 and TPR8–TPR10. It should be noted that
none of these regions overlap with the Tup1 interaction do-
main, which consists of TPR1 to TPR3 (Ref. 18 and Fig. 5), and
it explains how Rtg3 and Tup1 (which do not interact directly)
can simultaneously associate with the TPR domain of Cyc8.

To test whether the TPR domain is sufficient to recruit
Cyc8-Tup1 to the CIT2 promoter we performed a band shift
experiment using whole yeast protein extracts and a probe
encompassing two Rtg3/Rtg1-binding sites (Rtg3 binds DNA as
a heterodimer with Rtg1, another bHLH/Zip protein, see “Dis-
cussion”). In agreement with previous data (29), a stable low
mobility complex was detected in the presence of protein ex-
tracts derived from a wild type strain (Fig. 6, lane 2). The
formation of this complex is dependent on the presence of Cyc8,
because extracts from a cyc8D strain do not give rise to shifted
bands (lane 3). Moreover, ectopic expression of Cyc8 in the
cyc8D strain restores complex formation (lane 4), and more
importantly, the complex is formed even by expressing only the

TPR domain of Cyc8 (lane 5). These results strongly suggest
that protein-protein interactions mediated by TPR motifs are
sufficient to recruit Cyc8-Tup1 to the CIT2 promoter.

The Cyc8 C-terminal Domain Is Essential for Stimulation of
CIT2 Transcription—The TPR domain of Cyc8 provides suffi-
cient Cyc8 function for transcriptional repression by bringing
Tup1 to specific DNA-binding proteins, while the C-terminal
domain is dispensable. Because we showed that Cyc8-Tup1
activates CIT2, we examined whether recruitment of the com-
plex by the TPR domain is sufficient for positive regulation of
CIT2 transcription. For this purpose, derivatives of Cyc8 capa-
ble of interacting with both Rtg3 and Tup1, either containing or
lacking C-terminal sequences, were expressed in a cyc8D
strain, and CIT2 mRNA levels were analyzed by RNA blotting.
As shown in Fig. 4B and summarized in Fig. 5, D175–281,
which contains the entire C-terminal domain of the protein,
supports wild type levels of CIT2 transcription (lanes 7 and 8).
In contrast, N300 and N597 that lack the C-terminal domain
are inactive (lanes 3–6), despite their ability to interact with
Rtg3 and to complement all previously described cyc8D defects
(18). Finally, a longer derivative, N816, that contains most of
the C-terminal domain is only partially functional (lanes 1 and
2). These results indicate that Rtg3 interaction alone is not
sufficient for transcriptional activation of CIT2; normal retro-
grade response of CIT2 expression requires the C-terminal
domain of Cyc8 as well. To our knowledge, retrograde regula-
tion is the only case where a specific function has been assigned
to this domain of Cyc8, most likely reflecting the unique regu-
latory mode of Cyc8-Tup1 action on the CIT2 promoter.

DISCUSSION

In this study we provide direct evidence for a dual role of
Cyc8-Tup1 in transcriptional control. We found that besides
the well established repression activity, which is performed by
Tup1, the Cyc8-Tup1 protein complex can also act as a tran-
scriptional co-activator, and this function is predominantly me-
diated by the Cyc8 protein. When the Tup1 repression activity
is impaired, as it is in a sin4 or a rgr1 mutant strain, Cyc8-
Tup1 activates an artificial reporter gene, and in response to
specific metabolic signals, activates the transcription of the
natural CIT2 gene.

Transcription of CIT2 is controlled by Rtg3 and Rtg1, both
members of the bHLH/Zip family of DNA-binding proteins.
Recombinant Rtg3 and Rtg1 bind as a heterodimer at two sites
within an upstream activation sequence of the CIT2 gene
termed UASr (31, 32). Heterologous promoters bearing a UASr

respond to mitochondrial dysfunction in a Rtg1/Rtg3-depend-
ent manner indicating that UASr is sufficient to mediate CIT2
regulation (30). Notably, EMSAs using whole yeast extracts
(instead of recombinant Rtg1 and Rtg3 proteins) suggested that
additional yeast proteins, probably co-activators or co-repres-

FIG. 4. Normal expression of the CIT2 gene requires functional
Cyc8 and Tup1. A, total RNA was extracted from cultures of wild type
(WT), cyc8, tup1, sin4, and rgr1 deletion strains exponentially grown in
the indicated conditions (N, normal; MD, mitochondrial dysfunction).
RNA was fractionated in formaldehyde agarose gel (1.5%), transferred
to nylon membrane, and hybridized with probes specific for CIT2 and
TBP (used to normalize RNA levels) as described under “Experimental
Procedures.” B, Cyc8 deletion derivatives (shown in Fig. 5), were ex-
pressed in a cyc8 deletion strain, and yeast transformants were cul-
tured in normal (N) and mitochondrial dysfunction (MD) conditions.
Total RNA was extracted, fractionated in a formaldehyde-agarose gel,
transferred to nylon membrane, and probed with CIT2 and TPB specific
probes.

TABLE I
Two-hybrid assays for Rtg3-Cyc8 interaction

b-Galactosidase activities (average values from three independent
transformants) in cells expressing the indicated hybrid proteins. The
LacZ reporter plasmid contains four overlapping LexA binding sites
upstream of the GAL1 TATA box. Values are accurate to 630%. Fold
activation represents the ratio of b-galactosidase activities in strains
containing Rtg3 fused to the activation domain of Gal4 (Rtg3-Gal4)
versus those containing Gal4 only.

LexA-
hybrid

b-Galactosidase activity
Fold act

Gal4 Rtg3-Gal4

N175 5.0 2.5 0.5
N300 3.0 278.0 93
D175–281 3.3 90.3 31
C560 5.0 3.5 0.7
LexA 4.1 3.2 0.8
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sors, associate with the DNA-bound Rtg1-Rtg3 heterodimer
(29). Our results show that Cyc8 and Tup1 are indeed compo-
nents of this UASr-bound protein complex. The Cyc8-Tup1
complex associates with Rtg3 in vivo and in vitro, and a DNA
fragment encompassing two Rtg3/Rtg1-binding sites (UASr)
gives rise to a stable protein-DNA complex, the formation of
which is dependent on the presence of the Cyc8 TPR domain.
Consistently, Rtg3 interaction is mediated by two specific TPR
regions of Cyc8, TPR4 to TPR7 and TPR8 to TPR10. A third
separate region, TPR1 to TPR3, associates with Tup1 (18, 33)
explaining how tandem TPRs can link different proteins and
assemble multiprotein complexes. Based on these observations,
we propose that recruitment of Cyc8-Tup1 to the CIT2 pro-
moter is mediated by specific TPRs that are responsible for
linkage of Cyc8 to Tup1 and of that complex to the Rtg1/Rtg3
heterodimer.

Several lines of evidence suggest that Cyc8-Tup1 is directly
involved in the activation of CIT2 transcription and that this
function is performed by the Cyc8 subunit. First, Cyc8-Tup1
specifically associates with the activation domain of Rtg3. This
region of Rtg3 has been shown to be the major activation

domain of the Rtg1/Rtg3 heterodimer because Rtg1, which does
not possess independent transactivation properties, functions
to recruit Rtg3 to its binding site (28). Thus, a possible role of
the Rtg1/Rtg3 activation domain is to simply contact the Cyc8-
Tup1 complex. Second, deletion of CYC8 or deletion of both
CYC8 and TUP1 (data not shown) severely reduces the levels of
CIT2 mRNA under inducing conditions of mitochondrial dys-
function. Under these conditions, CIT2 transcription is defec-
tive even in the presence of Cyc8 derivatives (N300 and N597)
that fully complement all known cyc8D-specific phenotypes,
including slow growth and temperature-sensitive lethality (18).
These results suggest that lower CIT2 transcription is not an
indirect physiological effect of the cyc8D mutation. In agree-
ment to this, deletion of TUP1, which causes similar pleiotropic
defects as cyc8D, does not significantly affect the levels of CIT2
mRNA under inducing conditions. Third, when brought to a
LexA operator-containing reporter, LexA-Cyc8 activates tran-
scription in a tup1D strain. Similarly, the LexA-Cyc8/Tup1
protein complex activates transcription in an isogenic sin4D or
a rgr1D strain that lacks the respective factor essential for
Tup1 repression. These data, together with previous observa-
tions (26, 27), establish a positive role of Cyc8 in transcription
and moreover they suggest a dual, positive and negative, func-
tion of the Cyc8-Tup1 protein complex on CIT2. Indeed Cyc8-
Tup1 inhibits the basal (uninduced) expression of CIT2, and
this function is performed by Tup1. CIT2 transcription is de-
repressed in cells carrying the tup1D mutation while in cells
that express Tup1, but lack Sin4 or Rgr1, CIT2 derepression
occurs at even higher levels. This observation further suggests
that Cyc8 activation function is better performed in the context
of the Cyc8-Tup1 protein complex.

Our data indicate that CIT2 transcription requires the C-
terminal domain of Cyc8, and in fact, this is the only case that
a function has been assigned to this region. When bound up-
stream of a test promoter through a heterologous DNA-binding
domain this C-terminal region of Cyc8 does not activate tran-
scription (data not shown); therefore it does not function as a
typical activation domain, but rather plays a regulatory role.
Cyc8 is a phosphoprotein, and specific regions within this C-
terminal domain, rich in serine and threonine residues, are
potential phosphorylation sites (16). Similarly, Rtg3 contains a
serine/threonine-rich region which might also play a regulatory
role (28). Thus, it is conceivable that specific modifications of
these protein domains, such as phosphorylation or dephospho-
rylation, may in fact modulate the transcriptional activity of
Cyc8-Tup1. Some of these modifications, particularly in the
C-terminal domain of Cyc8, are likely to be specific for the
retrograde response of CIT2 as this domain is dispensable for
the regulation of all other Cyc8-Tup1 repressible genes.

The signal(s) that mediate induction of peroxisomal genes
upon mitochondrial dysfunction are presently unknown, and

FIG. 6. The TPR domain is sufficient for recruitment of Cyc8-
Tup1 to the CIT2 promoter. Total yeast protein was extracted from
wild-type and cyc8D strains or from a cyc8D strain expressing either
full-length Cyc8 protein or the N300 derivative that contains only TPRs
(see Fig. 5). EMSAs were performed using a DNA fragment that con-
tains the two Rtg1/Rtg3-binding sites of the CIT2 promoter.

FIG. 5. Structure and function of
Cyc8 deletion derivatives. The struc-
ture of Cyc8 (966 amino acids) along with
deletion derivatives are schematically
shown. Numbers represent TPR motifs.
For each derivative the following pheno-
typic properties are indicated: Rtg3 inter-
action (Table I), Tup1 interaction (18),
and CIT2 retrograde response (Fig. 4B).
Phenotypes are defined as follows: 1, wild
type; 6, partial function; 2, functionally
indistinguishable from cyc8 allele.
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although several possible models can be envisaged using the
available data, the molecular mechanism by which Cyc8-Tup1
is converted from a co-repressor to a co-activator of CIT2 is not
yet understood. One model predicts that, upon induction, Tup1
dissociates from the complex thus unmasking Cyc8 activation
potential. However, EMSAs performed with protein extracts
derived from either normal or mitochondria defective cells de-
tect neither quantitative nor qualitative differences on UASr

DNA-protein complexes (21, 29).4 This observation also argues
against the model according to which additional positive regu-
latory factors associate with Rtg3/1-bound Cyc8-Tup1 assem-
bling an activator complex, although transient interactions
with such factors cannot be excluded. Another, more plausible,
model postulates that in response to specific signaling, Cyc8-
Tup1 undergoes post-translational modifications which could
reveal the intrinsic activation potential of Cyc8. Masking of
Tup1 repression, although possible, cannot solely account for
the activation function of the complex because Cyc8-mediated
CIT2 induction is observed even in the absence of Tup1 (tup1D
strain, Fig. 4A). Regulatory mechanisms by which proteins
undergo conformational changes and activate transcription
have been previously reported, and in some cases, as that of the
retinoic acid receptor, these mechanisms have been character-
ized extensively (34). It is conceivable that Cyc8 undergoes
specific structural changes, i.e. by phosphorylation of the C-
terminal domain, which is specifically required for stimulation
of CIT2 transcription, and this could possibly be the key step
through which the complex attains its activation potential. It
must be emphasized that according to this model post-transla-
tional modifications of Cyc8 and probably of Tup1 have such an
effect only when the complex is associated with the Rtg3/1
proteins. This hypothesis explains why Cyc8-Tup1 has a dual
function only in CIT2 expression and why DNA-bound LexA-
Cyc8/Tup1 is not converted to an activator of a synthetic re-
porter under inducing conditions of mitochondrial dysfunction
(data not shown). Finally, it is known that Cyc8-Tup1 function-
ally interacts with the basic transcription machinery as well as
with chromatin (15); thus it is conceivable that Cyc8 might
activate CIT2 transcription by affecting either one or even both
processes.
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Hepatocyte nuclear factor 4� (HNF-4�) (nuclear receptor 2A1) is an essential regulator of hepatocyte
differentiation and function. Genetic and molecular evidence suggests that the tissue-restricted expression of
HNF-4� is regulated mainly at the transcriptional level. As a step toward understanding the molecular
mechanism involved in the transcriptional regulation of the human HNF-4� gene, we cloned and analyzed a
12.1-kb fragment of its upstream region. Major DNase I-hypersensitive sites were found at the proximal
promoter, the first intron, and the more-upstream region comprising kb �6.5, �8.0, and �8.8. By the use of
reporter constructs, we found that the proximal-promoter region was sufficient to drive high levels of hepa-
tocyte-specific transcription in transient-transfection assays. DNase I footprint analysis and electrophoretic
mobility shift experiments revealed binding sites for HNF-1� and -�, Sp-1, GATA-6, and HNF-6. High levels
of HNF-4� promoter activity were dependent on the synergism between either HNF-1� and HNF-6 or HNF-1�
and GATA-6, which implies that at least two alternative mechanisms may activate HNF-4� gene transcription.
Chromatin immunoprecipitation experiments with human hepatoma cells showed stable association of HNF-
1�, HNF-6, Sp-1, and COUP-TFII with the promoter. The last factor acts as a repressor via binding to a newly
identified direct repeat 1 (DR-1) sequence of the human promoter, which is absent in the mouse homologue.
We present evidence that this sequence is a bona fide retinoic acid response element and that HNF-4�
expression is upregulated in vivo upon retinoic acid signaling.

Hepatocyte nuclear factor 4� (HNF-4�) is a liver-enriched
transcription factor which, together with other factors, plays a
key role in the tissue-specific expression of a large number of
genes (42). Besides HNF-4�’s crucial role in the adult liver,
where it regulates genes involved in various metabolic path-
ways (17), HNF-4� function has been implicated in early
endodermal development (14). Mouse embryos lacking
HNF-4� die before completing gastrulation due to visceral
endoderm dysfunction (7). This early-lethal phenotype could
be rescued by employing complementation of HNF-4�-defi-
cient embryos with a tetraploid embryo-derived visceral
endoderm (32). Analysis of gene expression patterns of the
rescued embryos revealed that HNF-4� was dispensable for
early developmental specification of the liver but was essential
for subsequent steps of hepatocyte differentiation (32). In hu-
mans, heterozygous mutations in the HNF-4� gene are asso-
ciated with an early-onset form of type II diabetes called ma-
turity onset diabetes of the young 1 (52). In addition to the
several mutations in the coding region, a 7-bp deletion at the 5�
regulatory region was recently found in association with dia-
betes (39), suggesting that the expression and activity of
HNF-4� are important for pancreatic �-cell function.

The liver-enriched transcription factors are part of a com-
plex 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 auto-
regulatory and cross-regulatory pathways securing balanced,

high-level expression of the main factors in hepatocytes (13, 18,
22, 24, 26, 48). HNF-4� has been considered to be at the top of
the hierarchy of the transcription factor cascade that drives
hepatocyte differentiation, since it is an essential regulator of
the HNF-1� gene (26, 48). To fully understand how this reg-
ulatory network is established, knowledge of the regulation of
the HNF-4� gene itself is required. Previous studies of the
mouse HNF-4� promoter revealed a potential reciprocal reg-
ulation of HNF-4� expression by HNF-1� (47, 54). This as-
sumption was based on the identification of a functional
HNF-1 binding site in the proximal-promoter region (54).
However, during visceral endoderm differentiation HNF-4� is
activated at an earlier stage than HNF-1�, arguing against the
importance of HNF-1� in the initial activation of the HNF-4�
gene (5, 12, 14). In addition, HNF-1�-deficient mice showed
normal levels of HNF-4� in the liver (38). More-recent studies
on GATA-6- and HNF-1�-deficient mice revealed that these
two factors may directly or indirectly regulate the mouse
HNF-4� gene, as its expression was virtually abolished in both
animal models (2, 8, 35). The failure of GATA-6�/� and HNF-
1��/� embryos to properly develop visceral endoderms paral-
leled the lack of HNF-4� expression and provided strong evi-
dence that these two factors indeed lie upstream of HNF-4� in
the transcriptional cascade that regulates early endodermal
differentiation (2, 8, 35). Evidence for the potential involve-
ment of at least two additional factors in the regulation of the
HNF-4� gene has been recently reported. These are HNF-6
and CPF/FTF, which can bind to and transactivate the mouse
HNF-4� promoter (30, 37).

To gain a comprehensive insight into the transcriptional
regulation of HNF-4�, we cloned and characterized the pro-
moter region of the human HNF-4� gene. We found that in

* Corresponding author. Mailing address: Institute of Molecular
Biology and Biotechnology, Foundation for Research and Technology
Hellas, P.O. Box 1527, 711 10 Herakleion, Crete, Greece. Phone:
30-81-391163. Fax: 30-81-391101.E-mail: talianid@imbb.forth.gr.

7320



cultured hepatoma cells the proximal-promoter region was
sufficient to drive high levels of expression. Within this region
we mapped binding sites for transcription factors HNF-1� and
-�, Sp-1, HNF-6, and GATA-6. We describe two alternative
mechanisms of how these factors may regulate HNF-4� ex-
pression. Moreover, we identified a functional hormone re-
sponse element (HRE) in the human promoter which is not
conserved in the mouse sequence. This element binds COUP-
TFII (27), which has a repressive effect on promoter activity;
upon retinoic acid signaling, binding of RXR�-RAR� het-
erodimers to the HRE leads to hormone-dependent upregu-
lation of the HNF-4� gene.

MATERIALS AND METHODS

Isolation of human HNF-4� genomic clones and plasmid constructions. A
human �EMBL4 genomic DNA library was screened with a 0.6-kb human
HNF-4� cDNA fragment encoding the N-terminal part of the protein. The
resultant genomic clones were analyzed by restriction enzyme mapping, and the
SalI/SacII fragment from one clone containing the upstream 12.1-kb region of
the HNF-4� gene was subcloned into the XhoI/BglII sites of pGL3 basic vector
(Promega). The resulting plasmid contains the region from bp �67 to kb �12.1
of the human HNF-4� gene in front of the firefly luciferase reporter cassette. 5�
deletion mutants were prepared either by restriction enzyme digestions or by
progressive unidirectional digestions with exonuclease III. Site-directed mu-
tagenesis of the footprinted regions was performed with the GeneEditor kit
(Promega) according to the manufacturer’s instructions. The following oligonu-
cleotides were used for mutagenesis: HNF-1 site mutant, �104 GGGTCGA
TGGTGGATCCGTCCCCCGCCGGTGGATAGGCTG �143; HRE mutant,
�298 GGTGAGTCGACGCACAAATGAGTGCCCG TGA �268; HNF-6
site mutant, �423 GCATTGAGGGTAGAATCTAGAGATTTGGGAAGTTA
TTG �386; GATA-6 site mutant, �419 AATGCTTTTGCAAAGCTTAGGCT
GCCCCATGGCCC �453; Sp-1 site mutant, �160 ATCCCTGCAGCCATGG
CCAGCCTATCCACCG �130. Mutated nucleotides are underlined.

The 6xHRE-AdML-CAT plasmid was generated by ligating a double-
stranded, phosphorylated oligonucleotide corresponding to the region compris-
ing nucleotides (nt) �298 to �277 into the SalI site of plasmid AdML-44-CAT
(21). The construction of pCMV-HNF-1�, pCMV-COUP-TFII, pCMV-RXR�,
and pCMV-RAR� has been described previously (24, 25). pRSV-HNF-1� (10),
pCMV-hGATA-6 (15), pCMV-HNF-6 (31), and pCMV-HNF-3� (29) were kind
gifts from R. Cortese, T. Evans, F. Lemaigre, and R. Costa, respectively. pCMV-
PPAR� (49) and pCMV-VDR (20) were obtained from A. Aranda. pSG-ER�
(28) and pCMV-T3R� (4) and pCMV-LXR� (51) were from M. Parker and D.
Mangelsdorf, respectively. pCMV-CPF/FTF containing the human CPF open
reading frame (GenBank accession no. NM_003822) was cloned by PCR from
HepG2 cDNA. Proper expression by all the vectors in transfected Cos-1 cells was
tested.

Primer extension, reverse transcription (RT-PCR), and DNase I-hypersensi-
tive site analysis. For primer extension, 10 �mol of a 32P-labeled oligonucleotide
probe, corresponding to nt �162 to �188 of the human HNF-4� gene, was
hybridized to 10 �g of poly(A) RNA prepared from HepG2 cells in a buffer
containing 40 mM PIPES, pH 6.4, 1 mM EDTA, 0.4 M NaCl, and 80% form-
amide. The annealed products were precipitated and resuspended in a buffer
containing 50 mM Tris, pH 8.3, 40 mM KCl, 6 mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol,
0.5 mM deoxynucleoside triphosphates, and 10 U of RNasin. After addition of 10
U of SuperScript reverse transcriptase (Gibco-BRL), the reaction was allowed to
proceed for 60 min at 37°C, followed by a 30-min digestion with 5 �g of DNase-
free RNase. The reaction products were extracted with phenol-chloroform, pre-
cipitated with ethanol, and electrophoresed in 6% denaturing polyacrylamide
gels.

For RT-PCR analysis, total RNA from HepG2 cells was first treated with 10
U of DNase I (Gibco-BRL) for 30 min at room temperature, followed by
extractions with phenol-chloroform and precipitation with ethanol. cDNA syn-
thesis was performed with SuperScript reverse transcriptase (Gibco-BRL) using
oligo(dT) and random hexamer primers. The cDNAs were directly used for PCR
amplification (21 cycles) in the presence of 10 �Ci of [�-32P]dCTP with primer
sets from the human HNF-4� 3� untranslated region (UTR) (see below). For
normalization, the human acidic ribosomal phosphoprotein was amplified by
primers 5� GGAAGGCTGTGGTGCTGATGG 3� and 5�AAGGAGAAGGGG
GAGATGTTG 3� (41).

Two probes, the HindIII-EcoRV fragment corresponding to nt �3854 to

�4134 and the KpnI-EcoRI fragment corresponding to nt �4660 to �5224 were
used to map the DNase I-hypersensitive sites in the proximal- and distal-pro-
moter regions, respectively. Nuclei were prepared from HepG2 cells as described
previously (22) and partially digested on ice for 10 min by 0 to 20 U of DNase I
(Gibco-BRL) in a buffer containing 60 mM KCl, 15 mM NaCl, 15 mM Tris, pH
7.5, 0.5 mM spermidine, 0.15 mM spermine, and 5 mM �-mercaptoethanol. The
reactions were stopped by addition of EDTA to 30 mM, followed by digestion
with proteinase K at 56°C for 12 h. DNA was extracted with phenol-chloroform,
precipitated with ethanol, and digested with either KpnI or HindIII. Digestion
products were analyzed by Southern blotting.

In vitro DNA binding assays. Nuclear extracts from HepG2 and transfected
Cos-1 cells were prepared as described previously (22, 23). For DNase I footprint
analysis three 5�-end-labeled probes encompassing nt �503 to �67, nt �450 to
�45, and nt �194 to �595 were prepared and incubated with HepG2 nuclear
extracts in a buffer containing 50 mM KCl, 20 mM HEPES, pH 7.9, 0.5 mM
dithiothreitol, 10% glycerol, 0.1 �M zinc acetate, 50 �g/ml bovine serum albu-
min, 30 �g of poly(dI-dC)/ml, 0.25 �g of linearized pUC-18 DNA/ml, and 2%
polyvinyl alcohol. After incubation on ice for 45 min, MgCl2 and CaCl2 were
added to 1 and 0.2 mM final concentrations, respectively, followed by digestion
with 30 �g of DNase I for 5 min. The reactions were stopped by the addition of
an equal volume of 20 mM EDTA–1% sodium dodecyl sulfate (SDS)–50 �g of
E. coli tRNA/ml, followed by digestion with 2 �g of proteinase K. After extrac-
tion with phenol-chloroform, the DNA fragments were precipitated by ethanol
and analyzed in 6% denaturing polyacrylamide gels.

Mobility shift assays with end-labeled double-stranded oligonucleotide probes
were performed as described previously (22, 23). The oligonucleotide sequences
were as follows: FP-1, 5� TCGACCGATTAACCATTAACCCCCACCCC nt
�97; FP-2, 5� TCGAGCAGCCCCGCCCAGCC nt �139; FP-3, 5� TCGAGGT
GAGTCAAGGGTCAAATGAG nt �277; FP-4, 5� TCGAGGGTAGAAGTC
AATGATTTGGG nt �395; FP-5, 5� TCGAGGCAGCCTTATCTCTGCAAA
AGC nt �422.

For supershift, Western blots, and immunoprecipitations the antibodies used
were from Santa Cruz Biotechnology (HNF-1�, Sp-1, HNF-3�, GATA-6, and
HNF-6). Anti- HNF-1� (5), anti-RXR� and anti-RAR� (16), and anti-COUP-
TFII (4) were obtained from S. Cereghini, P. Chambon, and M. Parker, respec-
tively. A polyclonal antibody against HNF-4� was raised by immunization of New
Zealand White rabbits by a keyhole limpet hemocyanin-linked peptide corre-
sponding to the very C-terminal 12 amino acids of the human HNF-4 protein. In
Western blots a horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit immunoglobulin
G (Jackson Laboratories) was used as the secondary antibody and ECL (APB)
was used for chemiluminescence detection.

Cell culture and transfections. HepG2 and Cos-1 cells were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) supplemented with 10% heat
inactivated fetal calf serum. The cells were seeded 24 h before transfection at 50
to 60% confluence. In experiments where 9-cis-retinoic acid induction was used,
the cells were plated in medium containing 10% dextran-charcoal-stripped fetal
calf serum. Various amounts of plasmids along with 1.5 �g of pCMV-�-gal
plasmid were introduced into the cells by the calcium phosphate-DNA copre-
cipitation method as described previously (22, 23). Thirty-six hours later the cells
were harvested and lysed by three consecutive freeze-thaw cycles. Chloramphen-
icol acetyltransferase and �-galactosidase assays were performed as described
previously (22, 23). Luciferase assays were performed using the luciferase assay
kit (Promega). All data were normalized to �-galactosidase internal-control
values.

Chromatin immunoprecipitations. The chromatin immunoprecipitation assay
was performed as described previously (36), with several modifications. Briefly,
cells were treated with 1% formaldehyde for 10 min at room temperature.
Cross-linking was stopped by the addition of glycine to a final concentration of
0.125 M. The cells were washed with cold phosphate-buffered saline (PBS) and
swelled on ice for 10 min in a solution containing 25 mM HEPES, pH 7.8, 1.5
mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.1% NP-40, 1 mM dithiothreitol, and a protease
inhibitor cocktail (Roche). Following Dounce homogenization (20 strokes; pestle
A), the nuclei were collected and resuspended in sonication buffer containing 50
mM HEPES, pH 7.9, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1%
sodium deoxycholate, 0.1% SDS, and protease inhibitors and sonicated on ice to
an average length of 200 to 1,000 bp. The samples were centrifuged at 20,000 �
g and precleared with protein G-Sepharose in the presence of 2 �g of sonicated
� DNA and 1 mg of bovine serum albumin/ml. Twenty-five A260 units of the
precleared chromatin was immunoprecipitated with 5 �l of antibodies, and the
immune complexes were collected by adsorption to protein G-Sepharose. The
beads were washed twice with sonication buffer, twice with sonication buffer
containing 500 mM NaCl, twice with 20 mM Tris (pH 8.0)–1 mM EDTA–250
mM LiCl–0.5% NP-40–0.5% sodium deoxycholate, and twice with Tris-EDTA
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buffer. The immunocomplexes were eluted with 50 mM Tris, pH 8.0–1 mM
EDTA–1% SDS at 65°C for 10 min, adjusted to 200 mM NaCl, and incubated at
65°C for 5 h to reverse the cross-links. After successive treatments with 10 �g of
Rnase A and 20 �g of proteinase K/ml, the samples were extracted with phenol-
chloroform and precipitated with ethanol. One tenth of the immunoprecipitated
DNA and input DNA (from extracts corresponding to 0.025 A260 units) was
analyzed by PCR using primers from sequences surrounding the human HNF-4�
proximal promoter (GGCAGCCTTATCTCTGCAAAAGC �422 and TCGAG
GGGTGGGGTTAATGGTTAATC �119) or the 3� UTR of the HNF-4� gene
(sense oligonuceotide, 5� GGAGATGACTTGAGGCCTTACT; antisense oligo-
nucleotide, 5� GGGGAATCGTTTCCAAGGCCTC). Amplifications (25 cycles)
were performed in the presence of 10 �Ci of [�-32P]dCTP, and the products were
analyzed in 4% polyacrylamide gels. To ensure that the amounts of PCR prod-
ucts accurately reflected the amounts of template DNA, control PCRs (20, 25,
and 30 cycles) were performed with decreasing amounts of templates (not shown).

RESULTS

Cloning and functional mapping of the human HNF-4�
upstream regulatory region. Screening a human genomic
�EMBL-4 library with an N-terminal fragment of the human
HNF-4� cDNA, including the 5� UTR and the A/B domain,
resulted in four positive clones. Restriction enzyme mapping
and Southern blot analysis revealed that one clone contained
part of the first exon and an approximately 12.1-kb upstream
region of the human HNF-4� gene. We performed extensive
restriction enzyme mapping and determined the nucleotide
sequences of several parts of this clone and compared the data
with the human chromosome 20 working draft sequence (Gen-
Bank accession no. NT_011382). All the sequences determined
as well as the restriction enzyme pattern were identical to the
deposited sequence and pattern of the human HNF-4� gene,
confirming that the isolated clone represents the unrearranged
HNF-4� upstream region.

The transcriptional start site was determined by primer ex-
tension assay using a 26-nt end-labeled primer, which hybrid-
izes 73 bp downstream of the first ATG codon. One major
band of 188 bp was detected in HepG2 poly(A) RNA, which
places the transcriptional start site 89 bp upstream of the first
ATG codon (11) (Fig. 1A). To map the regions interacting
with DNA-binding proteins, we performed DNase I-hypersen-
sitive-site analysis. With probe 1 we could detect two major
DNase I-hypersensitive sites: one at the proximal promoter re-
gion, about �300 bp from the transcriptional start site, while
the second was located at the intronic region between exon 1b
and exon 2, about 1.6 kb downstream of the transcriptional
start site (Fig. 1B). With probe 2 we detected three major DNase
I-hypersensitive sites at the far-upstream region, about �6.6,
�8.0, and �8.8 kb from the transcriptional start site (Fig. 1B).

To identify the minimal regulatory region of HNF-4�, we
fused the 12.1-kb upstream sequence to a luciferase reporter
and 5� deletion derivatives of this clone were used in transient
transfection assays with the human hepatoma-derived HepG2
cell line. As shown in Fig. 1C, mutants with 5� deletions up to
kb �0.56 had little effect on promoter activity. Since further
deletions abolished promoter activity and since all constructs
were inactive in the nonhepatic HeLa cell line, we concluded
that the proximal promoter region of the HNF-4� gene con-
tains all the important elements required for high levels of
hepatic transcription in transient transfection assays.

Transcription factors binding to the proximal promoter re-
gion. To identify transcription factor binding sites within this
region, we performed in vitro DNase I footprint analysis. Five

major DNase I-protected regions were detected with HepG2
nuclear extracts. Footprint 1 extends from bp �97 to �119,
footprint 2 extends from bp �135 to �164, footprint 3 extends
from bp �256 to �304, and footprints 4 and 5 extend from bp
�377 to �442 (Fig. 2A to C). Careful inspection of the nucle-
otide sequences corresponding to the protected regions re-
vealed that footprint 1, footprint 4, and footprint 5 contain
canonical binding sites for HNF-1� and -�, HNF-6, and
GATA-6, respectively, whose sequences are identical to the
mouse promoter sequences (Fig. 2D). Interestingly, the region
comprising nt �165 to �176, which resembles an HNF-3 bind-
ing site, was not protected. Sequence comparison of the mouse
and human proximal-promoter region (nt �453 to �1; Gen-
Bank accession no. S77762 and NT_011382) by the Clustal
W-1.5 multiple sequence alignment program revealed an over-
all identity of 68% with six gaps, while the sequences within the
footprinted regions were 72% identical (data not shown). Se-
quence identity within the core binding motifs shown in Fig.
2D was 85%. Footprint 2, which contains a canonical Sp-1
binding site, is not conserved in the corresponding mouse pro-
moter sequence. Footprint 3 contains direct repeat 1 (DR-1),
which is a potential binding site for nuclear hormone recep-
tors. This sequence is also different in the corresponding re-
gion of the mouse HNF-4� promoter (Fig. 2D). These differ-
ences point to potential species-specific variations with respect
to the involvement of trans-acting factors in the regulation of
the HNF-4� gene. To confirm the identity of the transcription
factors that bind to the above footprinted regions, we per-
formed antibody-mediated supershift assays. Antibodies against
HNF-1, Sp-1, HNF-6, and GATA-6 were able to partially
supershift or eliminate the complexes formed on FP-1-, FP-2-,
FP-4-, and FP-5-derived double-stranded oligonucleotides, re-
spectively (Fig. 3A). Complexes formed on the FP-3 probe
were supershifted by COUP-TF, RXR�, and HNF-4� anti-
bodies, suggesting that this element is a potential HRE. To test
the potential association of other known nuclear hormone re-
ceptors with this element, we performed electrophoretic mo-
bility shift assays with Cos-1 cellular extracts expressing RXR�-
RAR�, PPAR�, VDR, LXR�, T3R�, CPF/FTF, COUP-TFII,
and HNF-4�. Strong binding only by COUP-TFII was ob-
served. A weaker but significant binding by RXR�-RAR� and
HNF-4� (Fig. 3B) was detected.

Functional analysis of the proximal promoter region. To
ascertain the functional importance of the above cis elements
and trans-acting factors, we introduced mutations into the in-
dividual footprinted regions that abolish the binding of the
corresponding transcription factors. Transient transfection as-
says with HepG2 cells revealed that mutations in the HNF-1
(footprint 1), Sp-1 (footprint 2), and HNF-6 (footprint 4) bind-
ing sites reduced promoter activity to 17, 70, and 10%, respec-
tively, of the wild-type value (Fig. 4). In contrast, mutation of
the HRE region (footprint 3) led to approximately a twofold
increase in promoter activity, while mutations at the GATA-6
(footprint 5) site had only a marginal effect on it. Overexpres-
sion of HNF-1�, HNF-6, or GATA-6 stimulated transcription
from the wild-type promoter 2.9-fold, 2.6-fold, and 2.4-fold,
respectively (Fig. 4). In contrast, overexpression of COUP-
TFII inhibited the activity of the promoter to about 38% of
wild-type levels. None of the factors affected the activity of
the corresponding mutant constructs (Fig. 4). These data sug-
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FIG. 1. Functional mapping of the human HNF-4� upstream region. (A) Determination of the transcription start site by primer extension
analysis using HepG2 poly(A) RNA. Arrow, oligonucleotide used for reverse transcription and the DNA sequencing reaction. The underlined
ATG codon corresponds to the upstream translation initiation site proposed previously (11). (B) DNase I-hypersensitive-site analysis. HepG2
nuclei were treated with 0, 5, 10, 15, 17, and 20 U of DNase I, and genomic DNA was prepared and digested with HindIII (left) or KpnI (right).
Indirect end labeling was performed with the indicated probes. The schematic shows the positions of the major hypersensitive sites relative to the
transcription start site (large arrows). Small arrows, positions of minor DNase I-hypersensitive sites located at around �2.1, �2.7, and �5.6 kb
from the transcriptional start site. (C) Promoter activity of the human HNF-4� upstream region in HepG2 cells. Bars, luciferase activities obtained
with transfected constructs containing the full-length human HNF-4� gene, the region from kb �12.1 to bp �67 of the HNF-4� gene, and
derivatives of HNF-4� with deletions of portions of the 5� region (indicated by the 5� nucleotide position) and normalized to �-galactosidase
activities (internal control). Standard errors were calculated from four independent experiments.

7323



FIG. 2. Identification of transcription factor binding sites in the proximal-promoter region of the human HNF-4� gene. In vitro DNase I
footprint analysis was performed using 5�-end-labeled probes containing the nt �45 to �450 (A), the nt �503 to �67 (B), and the nt �194 to �595
(C) regions of the human HNF-4� promoter and the indicated amounts of HepG2 nuclear extracts. Lanes G/A, Maxam-Gilbert chemical
sequencing ladders of the same probes. (D) Schematic presentation of the footprinted areas and comparison of their sequence motifs with the
corresponding regions of the mouse HNF-4� promoter.
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gest that HNF-1�, Sp-1, and HNF-6 may act as essential pos-
itive regulators for the high-level transcription of the human
HNF-4� gene in HepG2 cells, while COUP-TFII, through
binding to the HRE, negatively regulates it. Although GATA-6
was able to transactivate the promoter, its function, at least in
HepG2 cells, seems to be redundant, since disruption of its
binding site did not change the activity of the promoter. Since
HepG2 cells contain, endogenously, high levels of the above
transcription factors, the relative degrees of transactivation
and the potential synergistic effects between pairs of transcrip-
tion factors are difficult to assess using this cell line. To over-
come this problem, we performed the cotransfection experi-

ments with HeLa cells, which do not express endogenous
HNFs. Strong transactivations were observed by overexpres-
sion of HNF-1�, HNF-6, and GATA-6 (73-fold, 70-fold, and
62-fold, respectively) (Fig. 5A). HNF-1�-, HNF-3�-, and
HNF-4�-dependent transactivations were less pronounced (4-
fold, 6-fold, and 19-fold, respectively), while COUP-TFII over-
expression, as expected, did not activate the promoter (Fig.
5A). As is evident up to this point, multiple factors have the
potential to activate the HNF-4� promoter. This raised the
question whether, as in most other complex regulatory regions,
the simultaneous action of more than one factor may be re-
quired for high-level transcription of the HNF-4� gene. This
was tested by analyzing the potential synergism of the above
factors on the promoter. As shown in Fig. 5B, coexpression of
HNF-1� and GATA-6 resulted in a transactivation far above
the sum of the activations obtained by the individual factors
(390-fold versus 4-fold plus 62-fold). Coexpression of the other
factors with HNF-1� did not lead to strong synergistic effects.
Interestingly, overexpression of HNF-4� resulted in reduction
of the HNF-1�–GATA-6 synergism, and, as expected, over-
expression of COUP-TFII abolished transcription (Fig. 5B).
HNF-1�, however, did not exhibit any synergism with GATA-6,
but it did so with HNF-6 or HNF-4� (475-fold versus 73-fold
plus 70-fold and 417-fold versus 73-fold plus 19-fold, respec-
tively) (Fig. 5C). Overexpression of all three factors did not
lead to further enhancement, while overexpression of COUP-
TFII inhibited transcription (Fig. 5C). These results point to
the possibility of alternative transcription factor combinations
in the formation of an active transcription initiation complex
on the human HNF-4� promoter.

Recruitment of transcription factors on the HNF-4� pro-
moter in HepG2 cells. To verify the in vivo relevance of the
data obtained by transient-transfection assays in the context of
chromatin in intact cells, we performed chromatin immuno-
precipitation experiments using the human hepatoma HepG2
cell line, which expresses HNF-4� at high levels. Antibodies

FIG. 3. Identification of the main transcription factors associating
with the proximal-promoter region of the human HNF-4� gene. (A)
Electrophoretic mobility shift experiments were performed using rat
liver nuclear extracts and labeled double-stranded oligonucleotides
corresponding to the indicated footprinted regions. Incubations with
antibodies and the binding reactions were performed on ice except for
preincubations with anti-RXR� and anti-HNF-4�, which were done at
room temperature. (B) Electrophoretic mobility shift experiments
were performed with extracts from mock-transfected Cos-1 cells (�)
and Cos-1 cells transfected with the indicated expression vectors and a
labeled FP-3 probe.

FIG. 4. Functional analysis of the cis elements of the human
HNF-4� promoter. HepG2 cells were transiently transfected with the
region comprising nt �560 to �67 and containing the luciferase con-
struct (wt) and its derivatives carrying internal mutations at the indi-
cated footprinted regions (mFP1, mFP3, mFP5, mFP4, and mFP2).
Where indicated, the cells were cotransfected with 500 ng of the
corresponding expression vectors. Bars, mean values and standard
errors of normalized luciferase activities from at least four indepen-
dent experiments expressed as multiples of the activity obtained with
the wild-type promoter.
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raised against HNF-1�, HNF-6, COUP-TFII, and Sp-1 could
efficiently and specifically immunoprecipitate the HNF-4� pro-
moter DNA, suggesting stable in vivo association of these fac-
tors with the promoter (Fig. 6). On the other hand, we failed to
detect promoter occupancy by HNF-1�, HNF-4�, HNF-3�, or
GATA-6, in spite of the fact that, apart from HNF-1�, these
factors are abundantly expressed in HepG2 cells (data not
shown). Therefore, at least in HepG2 cells, HNF-4� transcrip-
tion seems to be regulated by the combined action of HNF-1�,
HNF-6, and Sp-1 and fine-tuned by the concomitant presence
of COUP-TFII, which acts as a negative modulator.

The retinoic acid signaling pathway positively affects human
HNF-4� expression. As shown above, the HRE sequence of
footprint 3 can also associate with RXR�-RAR� hetero-
dimers. To test the functional relevance of this interaction, we
asked whether overexpression of RXR�-RAR� influences the
activity of the human HNF-4� promoter in HepG2 cells. As
shown in Fig. 7A, RXR�-RAR� could induce the activity of
both the full-length and the proximal (beginning 12.1 kb and
560 bp, respectively, upstream of the transcription start site)-
promoter-containing reporters in a ligand-dependent manner.
Similar induction was observed with a chimeric promoter con-
struct containing six copies of the HNF-4� HRE sequence in
front of the AdML minimal promoter. COUP-TFII antago-
nized this activation in all cases (Fig. 7A). When the HRE site

was mutated, no retinoic acid-mediated activation was ob-
served. The molecular basis for the COUP-TFII–RXR�-RAR�
antagonism could involve a competition of these factors for the
HNF-4� HRE. To test this, we investigated the in vivo occu-
pancy of the human HNF-4 promoter by these factors in un-

FIG. 6. Transcription factor recruitment to the human HNF-4�
promoter in the context of chromatin in intact cells. Soluble chromatin
from formaldehyde-fixed HepG2 cells was prepared and immunopre-
cipitated (IP) with antibodies to the indicated proteins. The DNAs in
the immunoprecipitates were amplified using primers encompassing
the proximal HNF-4� promoter (hHNF-4 promoter) or the 3� UTR of
the human HNF-4� gene. The autoradiographic image of the products
separated on a 5% polyacrylamide gel is shown.

FIG. 5. Analysis of the synergism between transcription factors on the human HNF-4� promoter. (A) HeLa cells were cotransfected with 2 �g
of DNA from the region comprising nt �560 to �67 and containing the luciferase reporter and 250 ng of the indicated expression vectors. (B and
C) The cells were cotransfected with the indicated expression vectors together with 250 ng of the HNF-� or HNF-1� expression vector (�),
respectively. Bars, mean values and standard errors of normalized luciferase activities from at least four independent rounds of experiments
performed in duplicate with all samples and expressed as multiples of the activity obtained in transfections using the promoter-reporter alone (�).
Note the different scale of the ordinate in panel A.
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treated and retinoic acid-treated HepG2 cells. Differential oc-
cupancy of the promoter by COUP-TFII and RXR� or RAR�
in the majority of the cells was evident because the signal de-
tected in COUP-TFII chromatin immunoprecipitates de-

creased after 2 h of retinoic acid treatment, with a concomitant
increase of the signal in either RXR� or RAR� immunopre-
cipitates (Fig. 7B). The above results suggested that the HNF-
4� HRE is a bona fide retinoic acid response element and that

FIG. 7. Ligand-dependent activation of the human HNF-4� gene by RXR�-RAR� in HepG2 cells.(A) HepG2 cells were grown in 10%
dextran-coated charcoal-stripped fetal calf serum containing DMEM and transiently transfected with 2 �g of the indicated reporters and 500 ng
of the indicated expression vectors. After transfection the cells were treated with 1 �M 9-cis-retinoic acid or left untreated for 36 h until harvest.
Bars, mean values and standard errors of normalized luciferase activities from at least four independent experiments. (B) HepG2 cells, grown in
stripped serum containing DMEM, were left untreated or treated with 1 �M 9-cis-retinoic acid for 2 h. Soluble chromatin from formaldehyde-fixed
HepG2 cells was prepared and immunoprecipitated (IP) with antibodies to the indicated proteins. The DNAs in the immunoprecipitates were
amplified using primers encompassing the proximal HNF-4� promoter (hHNF-4 promoter). The autoradiographic image of the products separated
on a 5% polyacrylamide gel is shown. (C and D) HepG2 cells, grown in stripped serum containing DMEM, were treated with 1 �M 9-cis-retinoic
acid for the indicated time periods. Total RNAs and nuclear extracts were prepared, and the expression of HNF-4� was analyzed by RT-PCR using
human acidic ribosomal phosphoprotein as the control (C) or by Western blotting using a primary antibody against HNF-4� or an Sp-1 antibody
as an internal control (D). (E) Relative HNF-4� mRNA and protein levels versus time after 9-cis-retinoic acid addition were plotted.
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HNF-4� expression may increase under certain physiological
conditions. To verify this possibility in vivo, we treated HepG2
cells with 9-cis-retinoic acid and monitored the expression lev-
els of HNF-4� by semiquantitative RT-PCR and Western blot
analysis. A 2.5-fold increase in steady-state HNF-4� mRNA
levels was observed; the level peaked around 2 h after treat-
ment and then gradually decreased for the next 6 h (Fig. 7C
and E). Interestingly, cellular HNF-4� protein levels continued
to increase for up to 8 h (Fig. 7D and E), suggesting that, in
addition to its involvement in transcriptional potentiation,
9-cis-retinoic acid may also act at a later step, possibly affecting
HNF-4� protein stability.

DISCUSSION

HNF-4� is a key member of the complex regulatory network
that defines the hepatocyte phenotype (13, 18, 22, 24, 26, 48).
The activity of HNF-4� has been shown to be regulated in a
number of ways including posttranscriptional modifications,
such as phosphorylation (19, 23, 50) or acetylation (44), as well
as protein-protein interactions with other factors (9, 43, 44,
53). Further complexity in the control of HNF-4-dependent
genes arises from the existence of several isoforms of HNF-4�
generated by alternative splicing (6, 11, 21). HNF-4� expres-
sion is restricted to the liver, kidney, intestine, and pancreatic
� cells, a pattern that is highly conserved among different
species (12, 13). In addition to this restricted expression pat-
tern, the hierarchical cascade of activation of hepatic tran-
scription factors during early embryogenesis and the cross-
regulatory pathways functioning in the adult liver point to the
importance of HNF-4� regulation at the transcriptional level
(13, 17, 18, 22, 24, 26, 48).

In this work we cloned the human HNF-4� regulatory region
and analyzed it in a human hepatoma cell line. Several lines of
evidence suggest that in HepG2 cells the human HNF-4� gene
is mainly regulated by the synergistic action of two other liver-
enriched transcription factors, HNF-1� and HNF-6. First, mu-
tagenesis of either the HNF-1� or the HNF-6 binding site on
the human HNF-4� promoter highly reduced its activity. Sec-
ond, cotransfection of HNF-1� and HNF-6 resulted in high
levels of synergistic activation. Third, immunoprecipitation of
cross-linked HepG2 chromatin revealed that in vivo both fac-
tors are stably associated with the HNF-4� proximal promoter.
Since HNF-4� is known to be an essential regulator of the
HNF-1� gene, the effect of HNF-1� on the HNF-4� promoter
is particularly interesting and points to a positive autoregula-
tory loop between these two factors. Previous studies of the
mouse HNF-4� promoter have indicated a similar reciprocal
relationship, and these studies have been further strengthened
by studies of hepatoma cell variants (1, 3, 45, 46). Although
HNF-1� seems to be essential for HNF-4� expression, it
should not participate in the initial activation of the HNF-4�
gene during early embryonic development, since HNF-4� ex-
pression precedes that of HNF-1� (5, 12, 14). What could then
be the mechanism that turns on HNF-4� expression? Previous
studies on HNF-1� null mice have indicated that HNF-1�,
whose expression precedes that of HNF-4�, is essential for
visceral endoderm differentiation (2, 8). HNF-1��/� mice fail
to express HNF-4� and HNF-1�, suggesting that it may be
directly or indirectly involved in the initial activation of the

HNF-4� gene (2, 8). We found that HNF-1�, which binds the
same sequence motif as HNF-1�, poorly activated the human
HNF-4� promoter in transfection assays. However, together
with GATA-6, it produced a dramatic induction of transcrip-
tion. Since disruption of the GATA-6 gene in mice results in
a phenotype similar to that of the HNF-1��/� mice (35), it
seems possible that the initial activation of HNF-4� requires
the combined action of GATA-6 and HNF-1�. Our promoter
analysis demonstrates that both factors could be directly in-
volved in HNF-4� activation, driving high levels of transcrip-
tion by a synergistic mechanism.

Taken together, the results imply multiple pathways for
the regulation of the HNF-4� gene. The synergistic action of
HNF-1� and GATA-6 may be responsible for its initial acti-
vation, while at later stages of hepatocyte differentiation, when
HNF-1� levels reach a critical threshold and HNF-1� expres-
sion gradually decreases, the promoter activity depends on
the synergism between HNF-1� and HNF-6. In this respect
HepG2 cells resemble differentiated hepatocytes, since they
express HNF-1� at high levels but very little HNF-1�. Accord-
ing to this model, the actual balance of HNF-1� and HNF-1�
levels in a given cell may play a determinative role in the
composition of the transcription initiation complex formed on
the HNF-4� promoter. This may explain why in adult HNF-1
null mice HNF-4� expression is not seriously affected, since
these animals express elevated levels of HNF-1�, which may
compensate for the loss of HNF-1� in certain promoters (38).

The existence of a reciprocal cross-regulation between
HNF-1� and HNF-4� in hepatic cells raises some important
concerns with respect to the control of the levels of these
transcription factors in the cell. Once such a loop is estab-
lished, it could be self-perpetuating, which may eventually lead
to abnormally high intracellular quantities of the two factors.
However, other regulatory events in the same circuit, schemat-
ically presented in Fig. 8, may prevent this. As shown in this
study, a major member of this loop, COUP-TFII, negatively
regulates HNF-4� expression. On the other hand COUP-TFII
may increase HNF-1� transcription by potentiating HNF-4�
activity via protein-protein interaction with its ligand-binding
domain (25). Increased levels of HNF-1� inhibit its own tran-

FIG. 8. Schematic representation of the positive (pointed arrows)
and negative (flat-headed arrows) effects in the proposed regulatory
network. Dashed and solid arrows indicate alternative activation mech-
anisms.
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scription, again via protein-protein interaction with HNF-4�
(24), which would prevent further activation of HNF-4�. Fur-
thermore, efficient transactivation of the HNF-4� promoter by
HNF-1 requires HNF-6, which may provide an additional con-
trol step. Thus, according to this model, the expression of
HNF-1 and HNF-4� is strictly controlled by multiple interde-
pendent regulatory pathways, securing balanced levels of
HNF-1 and HNF-4� in the cell.

Although, as discussed so far, one could assign biological
significance to the HNF-1�–HNF-6 and HNF-1�–GATA-6
synergism, the available data are insufficient to explain the
potential biological role of the observed direct positive effect of
HNF-4� itself on its own promoter. HNF-4� could synergize
with HNF-1� but not with HNF-1�, while it inhibited HNF-
1�–GATA-6-dependent activation. It is tempting to speculate
that the last effect may relate to a signal that switches the
HNF-1�–GATA-6 complex to the HNF-1�–HNF-6 complex
on the HNF-4� promoter once HNF-4� expression and con-
sequently HNF-1� expression reached a critical level. The pos-
sibility that HNF-4� can directly autoregulate its own expres-
sion in HNF-1�-expressing cells, however, remains to be
demonstrated. At least in HepG2 cells, which express both
factors at high levels, no such direct autoregulation is evident.
HNF-4� was not found to be associated with the promoter in
vivo, and mutagenesis of its binding site increased, rather than
decreased, promoter activity. Perhaps such a mechanism might
function only in cell types expressing low levels of HNF-6.

A recent study indicated the potential involvement of a
novel orphan nuclear receptor (CPF/FTF) in the regulation of
the HNF-4� promoter (37). This factor was shown to be able
to bind to and weakly transactivate the mouse HNF-4� prox-
imal-promoter region (37). However, both of the two potential
binding sites, positioned at nt �250 and �321, are located
outside of the footprinted regions in the human promoter and
only one of them (that at nt �250) is partially conserved. In
addition, we could not observe CPF/FTF-mediated transacti-
vation of the human promoter in HepG2 or HeLa cells (data
not shown). Although we cannot entirely exclude a possible
role for this factor in the activation of the human HNF-4�
gene, it seems likely that, if it is involved, it may act as a
“competence factor” rather than a major activator, in analogy
to its function on the CYP7A1 promoter (33).

Comparison of the human and mouse HNF-4� proximal-
promoter sequences revealed some fundamental differences.
Although the core binding sites for HNF-1� and -�, HNF-6,
and GATA-6 were identical, the human promoter contained
two additional cis elements of functional importance. The first
is a binding site for Sp-1, which is occupied in vivo by this
factor, and the second is DR-1, a common binding motif for
nuclear hormone receptors. This element can bind HNF-4�,
COUP-TFII, and the retinoic acid receptors RXR�-RAR�.
Our results suggest that this region represents a negative reg-
ulatory element in HepG2 cells. COUP-TFII binding is re-
sponsible for this negative effect. On the other hand, binding of
RXR�-RAR� to this region leads to ligand-dependent activa-
tion of the promoter. As demonstrated in this study, the mo-
lecular basis for this antagonistic effect involves a retinoic acid-
mediated exchange of occupancy of the HNF-4� HRE by these
two factors. The physiological relevance of this finding is high-
lighted by the increase of HNF-4� expression in HepG2 cells

upon short-term retinoic acid treatment. Interestingly, the ki-
netics of the retinoic acid-induced increases in HNF-4�
mRNA and protein levels were distinct. Steady-state HNF-4�
mRNA levels were initially increased up to 2 h after treatment;
this was followed by a decrease to close to the initial levels. In
contrast, HNF-4� protein levels steadily increased up to 8 h.
This suggests that, in addition to affecting direct transcriptional
activation, the retinoic acid signaling pathway may affect
HNF-4 protein stability. The mechanism for such stabilization
is unknown. A direct ligand effect can be excluded, since reti-
noids are not ligands for HNF-4�. We speculate that the in-
volvement of retinoic acid-induced protein kinase cascades in
this phenomenon is a more likely mechanism, since HNF-4� is
a phosphoprotein (19, 23, 50). Supporting our results on the
role of retinoic acid signaling in HNF-4� expression is the
recent finding that long-term (72-h) retinoic acid treatment of
Hep3B cells, which leads to downregulation of RXR�, de-
creased HNF-4� mRNA (34, 40). The positive influence of a
well-characterized signaling pathway on human HNF-4� ex-
pression may provide the molecular basis for the design of
novel therapeutic-intervention protocols to combat diseases
caused by low HNF-4� expression levels. Such a disease is
maturity onset diabetes of the young 1, a diabetic syndrome,
which, according to the current view, is causally related to
HNF-4� haploinsufficiency due to heterozygous mutations of
the HNF-4� gene (52).

In summary, our results demonstrate that in cultured hepa-
toma cells the regulation of human HNF-4� depends on the
interplay of positive and negative transcription factors. Tran-
scriptional activation is achieved by the synergistic action of
alternative sets of factors (HNF-1�–GATA-6 or HNF-1�–
HNF-6), which may act sequentially during early hepatocyte
specification and subsequent differentiation. In HepG2 cells,
the concomitant action of positive regulators (HNF-1� and
HNF-6) and COUP-TFII, which acts as a repressor, deter-
mines the actual rate of transcription from this gene. The
repressive effect of COUP-TFII may be alleviated by liganded
RXR�-RAR� acting via competition for the same binding site
and increasing HNF-4� expression.
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Dynamics of Enhancer-Promoter Communication
during Differentiation-Induced Gene Activation

models proposed to explain distal enhancer function
invoke some kind of enhancer-promoter communica-
tion, either through protein-protein interactions resulting

Pantelis Hatzis and Iannis Talianidis1

Institute of Molecular Biology and Biotechnology
Foundation for Research and Technology Hellas

in the formation of DNA loops (looping model), the free1527 Vassilika Vouton
sliding of proteins recruited by the enhancer along the711 10 Herakleion, Crete
DNA (scanning model), or the establishment of modifiedGreece
chromatin domains between the enhancer and the pro-
moter by facilitator proteins which generate a progres-
sive chain of higher order complexes along the chroma-Summary
tin fiber (linking model) (Ptashne, 1986; Martin et al.,
1996; Blackwood and Kadonaga, 1998; Dorsett, 1999;We analyzed the order of recruitment of factors to the
Dillon and Sabbattini, 2000; Engel and Tanimoto, 2000;HNF-4� regulatory regions upon the initial activation of
Bulger and Groudine, 1999). Although the above modelsthe gene during enterocyte differentiation. An initially
for long distance gene activation have been instrumentalindependent assembly of regulatory complexes at the
in establishing conceptual frameworks for a number ofproximal promoter and the upstream enhancer re-
findings, direct experimental evidence that could distin-gions was followed by the tracking of the entire DNA-
guish between them has not been provided yet.protein complex formed on the enhancer along the

In an attempt to obtain new insights into the molecularintervening DNA until it encountered the proximal pro-
mechanism(s) involved in enhancer-mediated gene acti-moter. This movement correlated with a unidirectional
vation, we asked the question of how the factors boundspreading of histone hyperacetylation. Transcription
on the hepatocyte nuclear factor-4� (HNF-4�) upstreaminitiation coincided with the formation of a stable en-
enhancer can influence the assembly of an active preini-hancer-promoter complex and remodeling of the nu-
tiation complex at the proximal promoter region uponcleosome situated at the transcription start site. The
the initial activation of the gene. HNF-4� is a key memberresults provide experimental evidence for the involve-
of the hepatic transcription factor network (Sladek etment of a dynamic process culminating in enhancer-
al., 1990; Ktistaki and Talianidis, 1997; Duncan et al.,promoter communication during long-distance gene
1998), playing pivotal roles in endodermal differentiationactivation.
(Chen et al., 1994; Li et al., 2000), as well as in the
regulation of a large number of genes involved in variousIntroduction
metabolic pathways (Hayhurst et al., 2001). Previous
studies have established that transcription of the humanDuring cellular differentiation the spatio-temporal pat-
HNF-4� gene is regulated by the synergistic activitiestern of gene expression is mainly controlled at the level
of the transcription factors HNF-1� and HNF-6, or HNF-of transcription. Transcriptional regulation of eukaryotic
1� and GATA-6, which are recruited to the proximalgenes is a multistep process that involves the ordered
promoter region (Hatzis and Talianidis, 2001). Recently,assembly of multiprotein complexes on gene regulatory
a novel regulatory region around 6.5 kb upstream of theregions (Lemon and Tjian, 2000). These regulatory re-
mouse HNF-4� transcription start site has been identi-gions contain two types of sequences: enhancer and
fied and characterized as an enhancer, capable of con-promoter elements, which recruit a complex array of
ferring high activity to the proximal HNF-4� promotertranscription factors and chromatin-modifying activi-
(Bailly et al., 2001). The in vivo importance of this region

ties, and core promoter elements which serve as anchor
on the activation of the HNF-4� gene has been corrobo-

points for the recruitment of the general transcription
rated by studies showing its requirement for the tissue-

machinery, including RNA polymerase II. Enhancers specific activity of the HNF-4� promoter in transgenic
have been defined as cis-regulatory DNA elements that mice (Zhong et al., 1994). The relative position and the
can activate transcription irrespective of their orienta- nucleotide sequence comprising the mouse HNF-4� en-
tion or distance relative to the transcription start site hancer are highly conserved in the human HNF-4� up-
(Ptashne, 1986; Dillon and Sabbattini, 2000). Other ge- stream region. Transient transfection and in vitro DNA
netic control elements such as insulators, silencers, and binding assays revealed a functional conservation be-
locus control regions (LCRs), which play a role in the tween the human and mouse HNF-4 enhancer, which is
control of many complex genetic loci, also regulate gene recognized by a similar set (HNF-1�, HNF-3, C/EBP) of
expression over considerable distances (Grosveld et al., transcription factors (our unpublished data).
1987; West et al., 2002; Sun and Elgin, 1999). Under- In this work we have investigated the temporal order
standing the molecular mechanism(s) involved in long- of recruitment of factors to the HNF-4� enhancer and
range transcriptional regulation is of fundamental impor- proximal promoter regions upon the initial activation of
tance, as in most cases the activities of the remote the gene during CaCo-2 cell differentiation. CaCo-2
control elements play a determinative role in turning on cells, which upon reaching confluence spontaneously
or off a specific subset of genes in a temporally and differentiate from crypt-like to villus-like enterocytes
spatially regulated manner (Li et al., 1999). The principal (Perlmutter et al., 1989; Peterson et al., 1993), represent

an ideal experimental system for such studies because
of the accurate timing of activation of a number of1Correspondence: talianid@imbb.forth.gr
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marker genes in a highly synchronous manner and be-
cause of the relatively slow maturation of PIC complexes
on genes, which allows for the dissection of intermediate
steps of assembly (Soutoglou and Talianidis, 2002). We
present experimental evidence for a dynamic mecha-
nism involved in HNF-4� enhancer-promoter communi-
cation that combines several features of the currently
popular models.

Results

Chromatin Structure of the Human HNF-4�
Regulatory Regions in Differentiating
CaCo-2 Cells
In order to determine the timing of the initial activation
of the HNF-4� gene during the in vitro differentiation of
CaCo-2 cells, reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) assays were performed from RNAs
prepared at various times after the cells reached conflu-
ence (defined as 0 hr). A sharp induction of HNF-4�
expression from background levels was detected at 80
hr of the differentiation program (Figure 1A). This corre-
lated with the detection of RNA pol-II in the coding
region of the gene (see below). Control PCR reactions
performed using primer sets amplifying sequences near
the enhancer (Enh.-3�) or the more downstream interven-
ing region (Int.1) did not amplify any cDNAs (Figure 1A),
arguing against a potential cryptic promoter activity at
the upstream regions.

To map the regions interacting with DNA binding pro-
teins, we performed DNase-I hypersensitive-site analy-
sis. Two major hypersensitive sites were detected, lo-
cated at the proximal promoter region at about �300
bp (HS-A) and at a far-upstream region about �6.6 kb
(HS-B) from the transcription start site, respectively (Fig-

Figure 1. Activation of the HNF-4� Gene during CaCo-2 Cell Differ-ure 1B). The positions of HS-A and HS-B were identical
entiation and Mapping of the Upstream Regulatory Regionto those observed in hepatoma cells (Hatzis and Talia-
(A) Total RNAs prepared from CaCo-2 cells at the indicated hoursnidis, 2001) where HNF-4� is constitutively expressed.
after reaching confluence were analyzed by RT-PCR using specificIt is important to note, however, that in CaCo-2 cells
primers HNF-4�, Enh-3�, Int.1, and ARP PO as control. Quantitation

both HS-A and HS-B could also be detected with equal of HNF-4� mRNA levels were performed by phosphoimage analysis
intensities in the early periods of the differentiation pro- and verified by real-time PCR. Values at the bottom represent nor-
gram (0–60 hr) when the cells do not yet express HNF- malized HNF-4� reaction products obtained by real-time PCR from

the same cDNA samples.4�, suggesting that the binding of transcription factors
(B) DNase-I hypersensitive analysis. Nuclei from the indicated timethat alter nuclease sensitivity occurs long before tran-
postconfluent CaCo-2 cells were digested with 0 to 20 units ofscription initiation.
DNase-I, and genomic DNA was prepared and digested with either

More detailed analysis of the nucleosome structure HindIII or EcoRI. Digestion products obtained with 10 units of
at the DNase-I hypersensitive regions was performed by DNase-I from each time point were separated on 1% agarose gels
indirect end labeling of micrococcal nuclease-digested and subjected to Southern blot hybridization with the indicated

probes. The scheme below shows the positions of the major hyper-chromatin. This analysis revealed that the proximal pro-
sensitive sites relative to the transcription start site.moter region was occupied by an array of positioned

nucleosomes, evidenced by the regularly spaced—
about 150 bp—ladder of bands (Figure 2A). In contrast,
only two MNase cleavage subbands were observed at Although the positions of phased nucleosomes at the

HNF-4� regulatory regions did not change during thethe enhancer region, suggesting that part of it exists in
a nucleosome-free form (Figure 2B). Importantly, the differentiation program, we were able to detect changes

in the conformation of the nucleosome located at therelative positions of nucleosomes in both regions did not
change during the differentiation process, regardless of transcription start site by a restriction enzyme hypersen-

sitivity assay. The BglII restriction site was hypersensi-transcription or histone modifications (see below). In
A2780 ovarian carcinoma cells, which do not express tive to the enzyme only in nuclei prepared from 80 and

110 hr postconfluent cells (Figure 2D). This coincidesHNF-4�, indirect end labeling with either promoter- or
enhancer-specific probes produced a smeary hybridi- with the timing of transcription, pointing to the critical

role of the configuration of the first nucleosome in tran-zation signal, characteristic of randomly positioned nu-
cleosomes. scription initiation.
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Figure 2. Nucleosome Structure Analysis of
the HNF-4� Regulatory Regions in Differenti-
ating CaCo-2 Cells

(A and B) Nuclei from the indicated times
postconfluent CaCo-2 cells and A2780 cells
were digested with 0 to 170 units of micro-
coccal nuclease. Total DNA was prepared
and digested either with AccI (A) or MscI (B).
Digestion products obtained with 50 units of
micrococcal nuclease were separated on
1.5% agarose gels, stained with ethidium
bromide, and, after photography (shown in
the panel EtBr), blotted to nitrocellulose filters
and hybridized with the indicated probes (left
panels).
(C) Schematic presentation of the HNF-4�

proximal promoter and enhancer relative to
nucleosome positions.
(D) Aliquots of nuclei preparations of (A) were
digested with 50 units of BglII, and genomic
DNA was prepared, which was fully digested
with AccI and analyzed in Southern blots with
Probe 1.

Recruitment of Transcription Factors to be associated with both the enhancer and promoter
region from the very beginning of the differentiation pro-at the HNF-4� Enhancer and Promoter

in Differentiating CaCo-2 Cells gram (Figure 3B). At this time (0 hr), C/EBP� and HNF-
3� could only be detected at the enhancer region, whileIn order to investigate how the HNF-4� enhancer and

promoter coordinate the initial activation of the gene we HNF-6 was detectable only at the promoter region (Fig-
ure 3B). This is in agreement with the locations of func-performed chromatin immunoprecipitation (ChIP) ex-

periments with the aim of determining the factors occu- tional binding sites of these factors described in previ-
ous studies (Hatzis and Talianidis, 2001; Bailly et al.,pying the two regulatory regions. Postconfluent CaCo-2

cells were treated with formaldehyde, and the cross- 2001). Two HNF-1 sites have been identified, one at the
enhancer and another at the proximal promoter region.linked chromatin was sonicated to obtain short (200–

1000 bp) DNA fragments. The soluble chromatin was The binding sites of C/EBP and HNF-3 are situated at
the enhancer, while an HNF-6 binding site is locatedimmunoprecipitated with various antibodies, and the

purified DNA from the precipitates was used for PCR only at the proximal promoter. Importantly, a previous
in vitro DNase-I footprint analysis combined with gel-analysis with six different primer sets spanning the �9.9

kb to �3.9 kb region of the human HNF-4� gene. The shift and transactivation assays revealed neither that
C/EBP� or HNF-3� was able to bind to proximal pro-primers were designed to amplify the region upstream

of the enhancer (Upst.), the enhancer (Enh.), the region moter sequences nor that HNF-6 could bind to enhancer
sequences (Hatzis and Talianidis 2001; data not shown).between the enhancer and the promoter (Int.1 and Int.2),

the proximal promoter (Prom.), and the downstream GATA-6, which is an important activator of the HNF-4�
gene during early embryonic development (Morrisey etcoding region (Cod.) (Figure 3A). Initially, we tested the

recruitment of DNA binding factors that had been pre- al., 1998) was not associated with the promoter. This
was not surprising, since in our experimental systemviously identified by in vitro assays. HNF-1� was found
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Figure 3. Order of Recruitment of Transcrip-
tion Factors at the HNF-4� Enhancer and Pro-
moter in Differentiating CaCo-2 Cells

(A) Schematic presentation of the position of
PCR primers used in the chromatin immuno-
precipitation analysis. Numbers indicate the
5� nucleotide positions of the primers relative
to the transcription start site.
(B) Chromatin immunoprecipitation (ChIP)
assays. Soluble chromatin from crosslinked
cells was immunoprecipitated with the indi-
cated antibodies, and the DNAs in the immu-
noprecipitates were amplified (19–25 cycles)
with the indicated oligonucleotides. Auto-
radiographic images of the products sepa-
rated on 5% polyacrylamide gels are shown.

CaCo-2 cells undergo a terminal enterocyte differentia- factor which associates with the promoter only (Figure
3B). The signals at the Int.1 and Int.2 regions first ap-tion process, when GATA-6 function may be dispens-

able. Interestingly, in either C/EBP� or HNF-3� immuno- peared in the samples from 40 hr postconfluent cells.
Their intensity decreased and disappeared in samplesprecipitated chromatin, a ChIP signal corresponding to

the promoter region could also be observed in 60 to 110 from 80 and 110 hr postconfluent cells, respectively.
Collectively, these data suggest that the HNF-4� en-hr postconfluent cells with a stronger intensity at time

points 80 and 110 hr. Similarly, at these time points an hancer DNA-protein complex is in close proximity to the
intermediary regions for a short period of time before itHNF-6 signal was also observed in the enhancer region.

This efficient crosslinking of the HNF-4 enhancer and reaches the promoter.
promoter DNAs suggests that the two regions must be
in close proximity at the time of transcription initiation Recruitment of General Transcription Factors

and RNA Pol-II to the HNF-4� Promoterand onward. Of particular interest are the results ob-
tained when the occupancy of regions outside the en- in Differentiating CaCo-2 Cells

We next investigated the order of recruitment of a num-hancer and promoter was examined. As expected, no
occupancy by either factors was observed at the region ber of PIC components to the HNF-4� regulatory re-

gions. TFIIA, TFIIB, and TBP were found to be associ-upstream of the enhancer (Upst.) or the downstream
coding region (Cod.). On the other hand, at the regions ated with the proximal promoter from hour 0 (Figure 4).

Interestingly, TAF1 and TAF10 (formerly called TAFII250between the enhancer and promoter (Int.1 and Int.2),
ChIP signals significantly above background levels were and TAFII30) (Tora, 2002) occupancy could be detected

only from the 20 hr time point and onward, indicatingdetected in immunoprecipitates produced by antibodies
against the enhancer binding factors (HNF-1�, C/EBP�, that the TBP associated with the promoter at the 0 hr

sample is not part of the classical TFIID complex. TFIIH,and HNF-3�) but not by the antibody against HNF-6, the
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Figure 4. Order of Recruitment of General
Transcription Factors and RNA Pol-II to the
HNF-4� Promoter in Differentiating CaCo-2
Cells

Chromatin immunoprecipitation assays were
performed with the indicated antibodies as
detailed in Figure 3B. Note that the antibody
labeled RNA pol-II (Santa Cruz Biotechnolog-
ies, sc-9001) was raised against the N termi-
nus of the protein and recognizes both un-
phosphorylated and hyperphosphorylated
forms of the molecule, while CTD-Ser5P and
CTD-Ser2P (Covance H14 and H5) specifi-
cally recognize the carboxy-terminal domain
of pol-II phosphorylated at Ser5 and Ser2,
respectively.

the mediator component TRAP-220, and RNA pol-II were cipitated by antibodies against either enhancer- (C/EBP�
and HNF-3�) or promoter-associated (TBP, TFIIB, HNF-6)also recruited to the promoter in 20 hr postconfluent

cells, long before transcription initiation. As evidenced factors were eluted from the protein G-Sepharose beads
and subjected to a second immunopurification with anti-by the ChIP results with antibodies recognizing carboxy-

terminal domain (CTD) phosphorylated forms of RNA bodies against promoter- or enhancer-associated fac-
tors, respectively. As shown in Figure 5, in 80 hr postcon-pol-II, the enzyme was phosphorylated at the Ser5 resi-

due of the CTD from the time of its recruitment, while
Ser2 phosphorylation was detected only at the time of
transcription initiation (hour 80). The Ser5 phosphory-
lated form was observed selectively on the promoter,
while the presence of the Ser2 phosphorylated form
was also evident on the coding region of the gene, in
agreement with previous findings demonstrating that
the elongating polymerase is phosphorylated at Ser2 of
the CTD (Komarnitsky et al., 2000). None of these factors
appeared to associate with the intermediate region
(Int.1) at any time of the differentiation program. Remark-
ably, however, crosslinked enhancer region DNA was
observed in all samples prepared from cells 60 hr after
reaching confluence (Figure 4). Similar to the result ob-
tained by the promoter-associated factor HNF-6, the
strongest ChIP signal with the enhancer probe was de-
tected in samples corresponding to 80 and 110 hr post-
confluent cells. These findings provide further proof for
stable enhancer-promoter complex formation at the
time of active transcription. The presence of enhancer-
binding factors (HNF-3� and C/EBP�) and promoter-

Figure 5. Stable Enhancer-Promoter Complex Formation in 80 Hrbound factors (TBP and TFIIB) in the crosslinked mate-
Postconfluent Cellsrial was also confirmed by Western blot analysis (data
Complexes immunoprecipitated with the indicated first antibodiesnot shown).
were eluted from the protein-G-Sepharose beads and, after dilution,In order to confirm unequivocally the existence of
were reimmunoprecipitated with the indicated second antibodies.

the enhancer-promoter complex in the same cell, we PCR reactions were performed with primer sets amplifying the HNF-
performed sequential immunoprecipitation (re-ChIP) ex- 4a enhancer (Enh), proximal promoter (Prom), and coding region

(Cod).periments. In these assays, chromatin that was first pre-
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4� regulatory regions. Both CBP and P/CAF were first
recruited to the enhancer region at 20 hr. In the subse-
quent periods (40 to 80 hr), these factors were also found
to be associated with the intermediary regions (Figure
6B). Finally, beginning from the 60 hr time point, an
association with the promoter region was also observed.
As seen with other enhancer-recruited factors, the ChIP
signal at the promoter was more pronounced in samples
prepared from 80 and 110 hr postconfluent cells, and no
associations with the upstream (Upst.) or coding (Cod.)
regions could be detected (Figure 6B). This temporal
pattern of association of CBP and P/CAF is not only in
agreement with the above mentioned progressive move-
ment of the enhancer protein-DNA complex toward the
proximal promoter but also provides a mechanistic ex-
planation for how the observed spreading of histone
hyperacetylation is generated.

In experiments analyzing the association of the chro-
matin remodeling complex component Brg-1, we ob-
tained results very similar to those of CBP and P/CAF
(Figure 6B), indicating that Brg-1 is also recruited to the
enhancer and then progressively attains close proximity
to the intermediate regions and, finally, at the time of
transcription initiation, to the proximal promoter region.

Figure 6. Histone Modifications and Recruitment of Acetyltransfer-
Discussionases and the Brg-1 Chromatin Remodeling Factor to the HNF-4�

Regulatory Regions in Differentiating CaCo-2 Cells
Transcriptional activation of eukaryotic genes is in mostChromatin immunoprecipitation experiments were performed as in
cases coordinated by control elements that reside inFigure 3B, with antibodies raised against histone tail peptides bear-

ing the indicated modifications (A) or antibodies recognizing CBP, large, complex regions and act over long distances to
P/CAF, and Brg-1 (B). establish a permissive chromatin environment for the

assembly of an active preinitiation complex. Specific
models that address the question of how certain ele-

fluent cells, specific re-ChIP signals could be observed ments from remote locations can regulate transcription
with all combinations of sequential immunoprecipitations. include the so-called looping, scanning, and linking

mechanisms. The looping model, which is based on
extensive studies of well-defined systems, assumes di-Histone Modifications at the HNF-4�

Regulatory Regions rect physical contacts between protein-DNA complexes
formed on distant enhancers and proximal promotersWe next examined the state of histone (H3 and H4)

acetylation and that of H3-lysine 4 methylation at the (Ptashne, 1986). These contacts may be generated by
random collisions that loop out the intervening DNA andHNF-4� regulatory regions. By using antibodies recog-

nizing acetylated histones in our ChIP assays, histone are stabilized by productive protein-protein interactions
(Ringrose et al., 1999). One of the drawbacks of thehyperacetylation could be detected as early as at 20 hr

of the differentiation program. At this time, hyperacetyla- looping model is that it does not take into account the
energetic burden of moving a segment of the chromatintion of both H3 and H4 was limited to the enhancer

region only (Figure 6A). At subsequent periods, in- several kilobases away. In addition, it is difficult to ex-
plain the function of boundary elements or insulators,creased acetylation was also observed at the intermedi-

ary regions and finally at the times of transcription (80 which restrict the activation potential of eukaryotic en-
hancers to the relevant target promoter (West et al.,and 110 hr) at the proximal promoter region. This spread-

ing was unidirectional, from the enhancer toward the 2002; Dillon and Sabbattini, 2000; Dorsett, 1999). The
scanning model, which assumes that regulatory proteinspromoter, since we could not observe an increased ChIP

signal at the region upstream of the enhancer (Figure (transcription factors, coactivators, or pol-II) are first
recruited to the enhancer and then slide along the DNA6A). Analysis of histone methylation levels revealed that

the nucleosomes at the proximal promoter region were until they encounter the proximal promoter, would be
more consistent with the enhancer-blocking propertiesconstitutively methylated at the lysine 4 residue of H3

from the beginning of the differentiation program (Figure of insulators. The model akin to the scanning hypothesis,
which is referred to as the linking model, can more di-6A). We also observed a K4-methylated H3 signal at

the enhancer region after the 60 hr time point, which rectly explain different aspects of insulator function,
such as how boundary elements establish the limitsprovides an additional indication for the enhancer-pro-

moter interaction. of distinct chromatin domains and define unidirectional
enhancer action (Bulger and Groudine, 1999). This modelTo understand how the above pattern of histone acet-

ylation is generated, we examined the association of proposes that enhancer-promoter communication in-
volves facilitator proteins, which are recruited by en-two acetyltransferases, CBP and P/CAF, with the HNF-
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proposed by Blackwood and Kadonaga as the facili-
tated tracking hypothesis (Blackwood and Kadonaga,
1998).

Poised or Committed State of the HNF-4� Gene
At the very beginning of the differentiation program (time
0), we found that both the enhancer and the promoter
were already occupied by the cognate DNA binding pro-
teins. At this stage at least three basal transcription
factors, TFIIA, TFIIB, and TBP, were also detectable at
the proximal promoter. This complex may be viewed as
a signature structure that creates a so-called poised or
committed state to mark the gene for subsequent events
(Soutoglou and Talianidis, 2002). The nucleosomal orga-
nization of the HNF-4 regulatory regions also indicates
that the gene is in a transcriptionally competent state
from the beginning of the program. Unlike in nonex-
pressing cell lines, where positioning of nucleosomes
was random, in CaCo-2 cells the proximal promoter was
occupied by an array of positioned nucleosomes, while
at the enhancer area two positioned nucleosomes were
followed by a nucleosome-free region. In addition, the
H3 component of the nucleosomes at the proximal pro-
moter was found to be methylated at the lysine 4 residue,
a modification that has been proposed to correspond
to an epigenetic mark for active chromatin (Noma et al.,

Figure 7. Model Depicting the Sequential Steps Involved in the For- 2001; Wang et al., 2001). Another interesting feature of
mation of an Active Preinitiation Complex on the HNF-4� Regulatory this state is that the binding site of HNF-3, a so-called
Region pioneer factor which can disrupt higher order chromatin
1. Poised or committed state of the HNF-4� gene. structure (Cirillo and Zaret, 1999; Cirillo et al., 2002), is
2. Recruitment of CBP, P/CAF, and Brg-1 to the enhancer region

located at the nucleosome-free region of the HNF-4�and assembly of the RNA pol-II holoenzyme at the proximal pro-
enhancer. As HNF-3-mediated disruption of internucleo-moter region.
somal interactions can affect the length of linker DNA,3. Unidirectional movement of the DNA-protein complex formed on

the HNF-4� enhancer along the intervening sequences and spread- the formation of a nucleosome-free region at the en-
ing of histone hyperacetylation. hancer may well be the result of HNF-3 action at an
4. Formation of a stable enhancer-promoter complex, hyperacetyla- earlier stage of differentiation. Consistent with the above
tion of nucleosomes located at the promoter, remodeling of the

is the fact that the CaCo-2 cell culture model mimics onlynucleosome located at the transcription start site, and release of
terminal enterocyte differentiation, as the line originatesRNA pol-II from the promoter. See Discussion for details.
from enterocytes that have already passed through early
developmental decisions determining lineage commit-hancer binding factors and then propagated along the
ment (Peterson et al., 1993).DNA, thus organizing the chromatin structure of the in-

tervening sequences in a way that allows the transmis-
Independent Maturation of the Enhancersion of the enhancer signals to the promoter (Bulger
and Promoter Complexesand Groudine, 1999). The major concern regarding both
In the second temporally separable phase, we observedthe scanning and linking models is that they assume
a selective recruitment of histone acetyltransferasesno physical interactions between the enhancer and the
(CBP and P/CAF) and the Brg-1 chromatin remodelingpromoter, a feature that has been substantiated by a
protein to the enhancer (20 hr time point). This coincidednumber of experimental approaches (Dillon et al., 1997;
with the first histone H3 and H4 hyperacetylation signalsGribnau et al., 1998; Mahmoudi et al., 2002; Tahirov et
confined to the enhancer region. At the same time, otheral., 2002; Shang et al., 2002).
components of TFIID, TFIIH, the mediator componentIn order to provide experimental evidence for one or
TRAP-220, and RNA pol-II were recruited to the proximalthe other models of long-distance gene activation, we
promoter. Since in the previous step TAF1 and TAF10studied the assembly of factors on the HNF-4� regula-
were absent from the promoter, we speculate that thetory regions before the initial activation of the gene dur-
TBP detected at time 0 was not part of the classicaling enterocyte differentiation. Our rationale was that, if
TFIID complex (Albright and Tjian, 2000; Bell and Tora,we can dissect the temporal order of events that lead
1999). Whether the TFIID detected at the 20 hr time pointto an enhancer-dependent active preinitiation complex,
is generated by a progressive assembly of TAFs ontomore detailed insights into the mechanism would be
promoter-bound TBP or by an exchange of a TAF-lessobtained. Using chromatin immunoprecipitation assays,
or nonclassical TFIID by a TAF-containing TFIID is notwe were able to differentiate at least four temporally
known. The key characteristic of this early stage is thatdistinct steps in the process of HNF-4� activation. The
all the major components of the general transcriptionchronological order of events, which are schematically

presented in Figure 7, culminate into a model originally machinery as well as CTD serine 5-phosphorylated RNA
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pol-II were stably assembled at the promoter, without provided by the continuous ChIP signal observed with
the enhancer DNA, together with the above-mentionedinitiating transcription. This indicates that recruitment

of pol-II to the transcription start site is not sufficient considerations, corroborate the claim that the signals
detected at the intervening regions correspond to afor transcription, and other factors or events are also

required for its escape from the promoter. In this regard complex containing enhancer DNA. These observations
thus indicate that the entire DNA-protein complexit is important to note that at this period there was no

indication for potential enhancer-promoter synergy, formed on the enhancer tracks along the intervening
region toward the promoter, a process that is in agree-suggesting that the assemblies of the complexes of dif-

ferent compositions at the two regions were indepen- ment with the recently proposed facilitated tracking hy-
pothesis (Blackwood and Kadonaga, 1998). This modeldent of each other.
assumes that the enhancer-bound complex tracks via
small steps along the chromatin until it encounters theUnidirectional Movement of the DNA-Protein
cognate promoter, at which stage a stable looped struc-Complex Formed on the HNF-4� Enhancer
ture is formed. Important components of the trackingalong the Intervening Sequences and
complex are the histone acetyltransferases CBP andSpreading of Histone Hyperacetylation
P/CAF. These proteins may modify the chromatin asAt the following time period (40–80 hr), the immunopre-
they move along the DNA. The unidirectional spreadingcipitates of all enhancer-associated factors (HNF-1�,
of H3 and H4 hyperacetylation from the HNF-4� en-C/EBP�, HNF-3�, CBP, P/CAF, and Brg-1) contained
hancer toward the promoter in a temporally identicalDNA fragments corresponding to the regions between
manner to CBP and P/CAF occupancy demonstratesthe enhancer and the promoter. Since at the same time
that this is indeed the case. Cooperation between his-these factors were also found to be associated with the
tone acetyltransferases and ATP-dependent chromatinenhancer region, this finding points to the formation of
remodeling complexes has been proposed to be impor-a binary crosslinked DNA complex composed of the
tant for gene activation (Hassan et al., 2001; Narlikar etenhancer and intermediary region DNA, bridged by the
al., 2002; Fry and Peterson, 2001; Dhalluin et al., 1999;factors associated with them. Importantly, none of
Jacobson et al., 2000). The presence of Brg-1, a catalyticthe factors recruited to the proximal promoter were de-
subunit of the human SWI/SNF complex, in the trackingtected in the intervening regions at any time of the differ-
complex provides important clues with respect to theentiation program. The potential scenario that multiple
dynamics of the process. The coordinated action of themolecules of the enhancer-recruited proteins first asso-
acetylases and Brg-1 should lead to the acetylation ofciate with the enhancer and then, at least part of them,
the histone tails of the neighboring nucleosome, whichmay escape the enhancer DNA and scan freely toward
in turn would create a new interaction surface for thethe promoter, while others remain associated with the
bromodomains of Brg-1, CBP, and P/CAF. This wouldenhancer, is rather unlikely considering the sequence-
facilitate the propagation of the complex to the nextspecific DNA binding properties of HNF-3� and C/EBP�,
nucleosome, thus creating sequential signals for a step-which can associate selectively with the enhancer re-
wise process, powered by the ATP-ase activity of Brg-1.gion. Furthermore, in the next step (80–110 hr) the immu-
An important characteristic of the HNF-4� enhancernoprecipitates of all of the promoter-recruited factors
tracking is its unidirectional path. Although the resultscontained enhancer DNA fragments, and immunopre-
of this work do not provide an answer for the questioncipitates of all of the enhancer-binding factors contained
of how this one-way course is controlled, we speculatepromoter DNA segments. In other words, if the detection
that sequences upstream of the HNF-4� enhancer mayof these two distant DNA sequences in the immunopre-
act as insulators that block the movement of the en-cipitates of factors that are recruited to one or the other
hancer complex toward the opposite direction.region were to be interpreted as the result of either

independent recruitment or free diffusion from one re-
gion to the other, then one would have to assume that Molecular Events that Trigger Transcription

Initiation of the HNF-4� Genegeneral transcription factors or RNA pol-II would sud-
denly be recruited to a far-upstream location at the time At the proximal promoter, ChIP signals of enhancer-

recruited factors (HNF-1�, C/EBP�, HNF-3�, CBP, P/CAF,of transcription initiation, a possibility which is hard to
conceptualize. The reduction and subsequent disap- and Brg-1) were first observed at 60 hr of the differentia-

tion program, with an increased intensity at 80 and 110pearance of the ChIP signals of the enhancer-associated
factors from the intervening regions at the times of active hr. Concurrently, immunoprecipitates of proximal pro-

moter-associated proteins (HNF-6, TFIIA, TFIIB, TBP,transcription (80–110 hr) is also inconsistent with the
continuous escape of DNA binding factors from the en- TAF1, TAF10, TFIIH, TRAP-220, and pol-II) contained

DNA fragments corresponding to the enhancer region.hancer. The possibility of direct recruitment of RNA pol-
II followed by a long-range transfer to the promoter As discussed above, in the experimental system em-

ployed, the simultaneous presence of the two DNA frag-(Johnson et al., 2001) or the activation of a cryptic pro-
moter at the upstream region could also be ruled out, ments in immunoprecipitates of this variety of factors

demonstrates that the two regions come into close prox-since recruitment of RNA pol-II together with other gen-
eral transcription factors to the proximal promoter could imity to form a higher order complex by looping out the

intervening DNA. This stable enhancer-promoter com-be observed long before enhancer-promoter complex
formation and since no transcript corresponding to up- plex formation coincides with promoter hyperacetyla-

tion, phosphorylation of pol-II at the serine 2 positionstream sequences could be detected at any time of the
differentiation program. Therefore, the direct evidence of its carboxy-terminal domain, remodeling of the
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in a buffer containing 15 mM HEPES (pH 7.5), 60 mM KCl, 15 mMnucleosome located at the transcription start site and
NaCl, 0.34 mM sucrose, 0.15 mM spermine, 0.5 mM spermidine,finally with the release of pol-II from the promoter.
and 0.15 mM mercaptoethanol. After addition of CaCl2 to 3 mM finalComparison of the sequence of events that lead to
concentration, the samples were partially digested with 0 to 170

HNF-4� activation with those described for the activa- �M units of micrococcal nuclease (USB) for 2 min at 37�C. After
tion of the �-1-antitrypsin (�1-AT) and interferon-� purification, genomic DNA fragments were digested either with AccI

or MscI and processed for Southern blot hybridization with probes(IFN-�) genes, reveal both common and unique path-
corresponding to the �45 to �110 nt fragment (AccI/BglII) or to theways (Soutoglou and Talianidis, 2002; Agalioti et al.,
�6409 to �6236 nt fragment (PvuII/MscI) of the human HNF-4�2000). For example, the recruitment of RNA pol-II to the
upstream sequences.promoter at an early stage in the process has been

A second aliquot of the nuclei was reconstituted in a buffer con-
observed in all three cases. The incomplete GTF com- taining 10 mM Tris (pH 7.4), 15 mM NaCl, 60 mM KCl, 0.1 mM EDTA,
plex, termed poised structure, was also evident at the 5 mM MgCl2, 5% glycerol, and 1 mM DTT. Samples were digested

with 50 units of BglII for 20 min at 25�C. Total DNA was extracted�1-AT promoter before RNA pol-II recruitment. Delayed
and digested with AccI before Southern blot hybridization analysisassociation of histone acetyltransferases and histone
with the AccI/BglII probe.acetylation of the promoters are also shared features.

Finally, perhaps the most important similarity concerns
Chromatin Immunoprecipitation

the key role of the nucleosome located at the transcrip- To crosslink chromatin, the cells were treated with 1% formaldehyde
tion start site. This nucleosome may act as a barrier that for 10 min at room temperature. Crosslinking was stopped by the
controls the escape of RNA pol-II from the promoter; addition of glycine to a final concentration of 0.125 M. Then nuclei

were prepared as described in Hatzis and Talianidis (2001) andrelieving this barrier is achieved either by sliding it off
resuspended in sonication buffer containing 50 mM HEPES (pH 7.9),its original position, as shown for the IFN-� promoter, or
140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% Na-deoxycholate,by reconfiguring it, as shown for the �1-AT and HNF-4�
0.1% SDS, and protease inhibitors. The extract was extensively

promoters (Lomvardas and Thanos, 2001, 2002; Souto- sonicated on ice to obtain DNA fragment lengths ranging from 200
glou and Talianidis, 2002). to 1000 bp (9 times 30 s bursts at 80% output in a Vibra-Cell ultrason-

In summary, our results on HNF-4� enhancer-medi- icator with microtip). After centrifugation the soluble chromatin was
precleared and subjected to immunoprecipitation as describedated activation demonstrate a dynamic mechanism,
(Hatzis and Talianidis, 2001; Soutoglou et al., 2001). Re-Chip assayswhich accounts for many features of long-distance gene
were performed as described (Soutoglou and Talianidis, 2002). Inregulation that have been described for other genes. Our
brief, after washings of the protein G-Sepharose beads from the

ability to dissect the process to at least four temporally primary immunoprecipitation, the complexes were eluted by incuba-
separable steps, all of which could be influenced by tion with 10 mM DTT at 37�C for 30 min and diluted 40 times with
physiological signals, further emphasizes the complex- sonication buffer. Eluates were then reimmunoprecipitated with the

second antibody. The antibodies used in this study were describedity of the pathways that have evolved to regulate differ-
in Hatzis and Talianidis (2001) and Soutoglou and Talianidis (2002)ential gene expression.
except the following: anti-MeK4-H3 (Upstate Biotechnology); anti-
HNF-6-H100, anti-C/EBP� -14AA, and anti-HNF3�-M20 (Santa CruzExperimental Procedures
Biotechnology); and anti-TFIIA, which was a kind gift from F. Pugh.

The primers used for PCR amplification were: Upst. 5� (�9899 nt)Cell Culture and Differentiation
GGGATTTCTGAGTCCAGACACAGTGAGG; 5� (�9584 nt) TGGAGACaCo-2 cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
TGCTTCCATAGCAGCTGAGAGC; Enh. 5� (�6756 nt) GGCTCTGACsupplemented with 20% fetal calf serum. The cells were seeded at
ACTGCAGAGTTCTAGAAC; 5� (�6393 nt) CCAAACTTACCCAGCTGhigh density, so as to reach confluence within 1 day. After the cells
CTAATCATTGC; Int.1. 5� (�4411 nt) AGATCTATCTGACCCACAAGGreached confluence (0 hr), the medium was changed every 10 hr.
TCTGTGG; 5� (�4145 nt) CTTTCTGTGGACTGAGTGGGTGTTAGCC;Differentiation was followed by alkaline phosphatase activity mea-
Int.2. 5� (�2617 nt) ATGCAGATTGTGCATTTGGTAAGTCAGG; 5�surement and marker gene expression (Soutoglou and Talianidis,
(�2390 nt) GATCAATGTCATGTCAGAATTTCACTGG; Prom. 5� (�4442002). An indirect immunofluorescence assay with an HNF-4� anti-
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