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Α.1.Εισαγωγή 
 
Α.1.1. Λυσίλ οξειδάση 
 
Η λυσίλ οξειδάση (ΛΟ) είναι μια αμινοξειδάση που χρησιμοποιεί ως   υποστρωμα τις λυσίνες 
διαφόρων πεπτιδίων. Η δράση της  οδηγεί σε απαμίνωσή τους και ταυτόχρονα τις μετατρέπει 
σε αλδεύδες. Η αντίδραση λαμβάνει χώρα σε δύο στάδια και έχει ως εξής:  
 

 
 
Στη πρώτη φάση απαμινώνεται η λυσίνη  και σχηματίζεται ένα αλδευδικό της παράγωγο ενώ 
στη δεύτερη φάση μέσω υδρόλυσης ελευθερώνεται αμμωνία και υπεροξείδιο του υδρογόνου.  
Η ΛΟ έχει ένα ιόν χαλκού στο ενεργό της κέντρο. Η πρωτεΐνη συντίθεται αρχικά σαν ένα μόριο 
48kDa   (prepro-protein) . Ακολουθεί αποχωρισμός του αμινοτελικού άκρου της prepro-protein  
και γλυκοζυλίωση στο αμινοτελικό άκρο του υπολειπόμενου πεπτιδίου.  Σε αυτή τη μορφή 
εκκρίνεται η πρωτεΐνη για να ακολουθήσει διαχωρισμός του αμινοτελικόυ άκρου από μία 
μεταλλοπρωτεινάση ώστε να προκύψει το ενζυμικά ενεργό πεπτίδιο των 32kDa. (1) 
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Μονοπάτι βιοσύνθεσης της ΛΟ. (2) 
 
Η κύρια λειτουργία της ΛΟ αφορά στη δημιουργία ομοιοπολικών δεσμών μεταξύ της ελαστίνης 
και του κολλαγόνου στα νεοσχηματιζόμενα ινίδια στον εξωκυττάριο χώρο. Καταλύει τη 
μετατροπή της ε- αμινομάδας της λυσίνης σε αλδεύδη. Στη συνέχεια τα αλδευδικά παράγωγα 
δύο καταλοίπων λυσίνης υφίστανται αλδολική συμπύκνωση. (3) 
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Με αυτό τον τρόπο η ΛΟ έχει σημαντικό ρόλο τόσο στην ανάπτυξη του συνδετικού ιστού σε 
διάφορα σημεία του σώματος όσο και στην επιδιόρθωσή του. Ελαττωμένη δράση του ενζύμου 
παρατηρείται στη νόσο του Menkes - φυλοσύνδετη νόσους κληρονομούμενη με τον 
υπολειπόμενο χαρακτήρα –,(4) σε έλλειψη χαλκού από τη διατροφή και στον λαθυρισμό 
(σπαστική παραπάρεση από την τοξίνη βήτα-(Ν)-οξαλιλαμινο-L-αλανίνη ένας μη 
αναστρέψιμος αναστολέας της ΛΟ).(3) Σε όλες τις περιπτώσεις παρατηρούνται ανωμαλίες του 
συνδετικού ιστου. 
Επίσης, διάφορες μελέτες αποδίδουν στην πρωτεΐνη αντι-ογκογονικές ιδιότητες. Έτσι 
έκφραση της ΛΟ σε κυτταρικές σειρές που έχουν διαμολυνθεί  με p21 Ha-Ras  καταστέλλει την 
επαγώμενη καρκινογένεση καταδεικνύοντας τον κατασταλτικό της ρόλο στη δημιουργία  
όγκων.(5) Η έκφραση της ΛΟ σε αυτές τις κυτταρικές σειρές καθώς και σε άλλες καρκινικές 
κυτταρικές σειρές είναι σημαντικά μειωμένη. Η αντι-ογκογονική δράση της ΛΟ ενισχύεται 
καιαπό πειράματα σε φυσιολογικές κυτταρικές σειρές νεφρικών ινοβλαστών από αρουραίους. 
Σε αυτά τα κύτταρα εξάλειψη της ΛΟ οδηγεί σε ανώμαλο πολλαπλασιασμό των κυττάρων, 
χαλάρωση της επαφής τους με το τρυβλίο και αύξηση της έκφρασης του p21-Ras.(6)  
Παρόμοια σε πειραματικό μοντέλο καρκίνου του προστάτη η έκφραση της ΛΟ ήταν σε 
φυσιολογικά επίπεδα ενώ σταδιακά ελαττωνόταν από τις πρώιμες μορφές καρκίνου στις 
μεταστατικές βλάβες.(7) Η σταδιακή απώλεια της έκφρασης της ΛΟ κατά τη διάρκεια της 
ανάπτυξης του όγκου φαίνεται να είναι άμεσο αποτέλεσμα σωματικών μεταλλάξεων και να έχει 
σημασία και στην παθογένεια του καρκίνου του παχέος εντέρου. (8) 
Έχει ισχυρή χυμοτακτική δράση για τα μονοκύτταρα και τα λεία μυϊκά κύτταρα των αγγείων 
πιθανά μέσο του Η2Ο2 που παράγεται κατά τη διάρκεια της οξείδωσης.(9) Σε μοντέλο 
αθηροσκλήρωσης σε κουνέλι είναι χαρακτηριστικό ότι παρατηρείται αύξηση των επιπέδων της 
ΛΟ από τη εμφάνιση των πρώιμων ακόμα βλαβών.(10) Άλλες ενδείξεις για εμπλοκή της ΛΟ 
στην παθογένεια της δημιουργίας της αθηρωματικής πλάκας προέρχονται από την 
παρατήρηση ότι οι LDL λιποπρωτεΐνες -που είναι αθηρωγενετικός παράγοντας- ελαττώνουν 
την έκφραση τη ΛΟ στο ενδοθήλιο των αγγείων.(11) 
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Νεότερα δεδομένα θέλουν την ΛΟ να εντοπίζεται και στον πυρήνα του κυττάρου και να έχει 
ρόλο στο πακετάρισμα της χρωματίνης και την έκφραση των διαφόρων γονιδίων.  
Συγκεκριμένα, σε μία μελέτη βρέθηκε ότι μπλοκάροντας την ΛΟ σε NIH 3T3 κυτταρικές σειρές 
παρατηρείται αλλαγή στη δομή της χρωματίνης από μία «χαλαρή» σε μία πιο «δεμένη» 
κατάσταση. (12) 
 Επιπρόσθετα, η ΛΟ εντοπίστηκε με ανοσοιστοχημεία και Western ανοσοαποτύπωση στον 
πυρήνα αγγειακών λείων μυϊκών ινών από αρουραίους σε κυτταρικές σειρές και με δοκιμασίες 
λειτουργικότητας του ενζύμου βρέθηκε να είναι ενεργό σε αυτούς τους πυρήνες. (13).  Στην 
ίδια μελέτη η ΛΟ ήταν παρούσα και στον πυρήνα 3Τ3 ινοβλαστών από κυτταρικές 
καλλιέργειες ενώ με πειράματα παροδικής σε COS-7 κύτταρα είχε πυρηνική εντόπιση. 
Επίσης, μαρκάροντας την ΛΟ ροδαμίνη είδαν ότι το μόριο έμπαινε στο κυτταρόπλασμα και 
γρήγορα συγκεντρωνόταν στον πυρήνα του κυττάρου. (14) Τέλος,  η περιοχή αλληλεπίδρασης 
της τροποελαστίνης με την ΛΟ παρουσιάζει ομολογία με την ιστόνη 1 (Η1) και με πειράματα 
χρωματογραφίας συγγένειας η ΛΟ αντιδρά  τόσο με την Η1 όσο και με την ιστόνη 2 (Η2). Σε 
αυτή την μελέτη καταλήγουν πως πιθανά η αλληλεπίδραση μεταξύ Η1 και ΛΟ γίνεται μέσω 
διαφορετικής καταλυτικής περιοχής σε σχέση με την Η2 και ΛΟ. Έτσι ώστε η πρόσδεση της 
Η1 με την ΛΟ να επιτρέπει την ταυτόχρονη αλληλεπίδραση της ΛΟ και με την Η2. (15) 
Αυτές οι παρατηρήσεις γενούν ερωτήματα για  τη λειτουργία της ΛΟ στον πυρήνα του 
κυττάρου και κατά πόσο έχει ρόλο στη ρύθμιση της έκφρασης διαφόρων γονιδίων.  
 

Α.1.2. Μετα – μεταφραστικές τροποποιήσεις ιστονών   
 
Στα ευκαρυωτικά κύτταρα το DNA βρίσκεται  μαζί με  πρωτεΐνες σε ένα σύμπλοκο που 
ονομάζεται χρωματίνη. Η αναλογία μάζας πρωτεΐνης : DNA στη χρωματίνη είναι ίση με 2. Η 
χρωματίνη  είναι οργανωμένη σε βασικές επαναλαμβανόμενες μονάδες, τα νουκλεοσώματα. 
Κάθε  νουκλεόσωμα αποτελείται από  ένα οκταμερές ιστονών γύρω από το οποίο 147bp DNA 
είναι τυλιγμένο σε 1.65 στροφές-, το τμήμα του DNA που συνδέει δύο συνεχόμενα οκταμερή 
(linker) και μια κατηγορία ιστονών που προσδένονται τόσο στον πυρήνα του νουκλεοσώματος 
όσο και στο linker DNA (Η1). 
Κάθε  οκταμερές ιστονών  σχηματίζεται από δύο μόρια από τους τύπους ιστονών  Η2Α, Η2Β, 
Η3 και Η4. Οι αμινοτελικές ουρές των ιστονών προεξέχουν από τον νουκλεοσωμικό πυρήνα 
και υφίστανται διάφορες μετα-μεταφραστικές   τροποποιήσεις όπως μεθυλίωση, ακετυλίωση, 
φωσφορυλίωση ή ουβικοτινιλίωση. Συγκεκριμένες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις 
συνδέονται με ενεργοποίηση ή καταστολή όσον αφορά στη μεταγραφή, στο διπλασιασμό του 



DNA και αλλαγές στη δομή της χρωματίνης. Αυτό οφείλεται στο ότι οι μετα-μεταφραστικές 
τροποποιήσεις στα αμινοτελικά άκρα των ιστονών είτε επηρεάζουν τη δομή της χρωματίνης 
μέσω της αλληλεπίδρασης  ιστόνης-ιστόνης είτε προσελκύουν ρυθμιστικές πρωτεΐνες της 
μεταγραφής που αναγνωρίζουν αυτές τις τροποποιήσεις (κώδικας των ιστονών).(16,17) 
Παρόμοιες τροποποιήσεις παρατηρούνται και στον πυρήνα του νουκλεοσώματος (globular 
nucleosome core) και επηρεάζουν άμεσα τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ του DNA και του 
οκταμερές των ιστονών. (18) 

 
 Σχήμα: Γνωστές τροποποιήσεις ιστόνης 3 (Η3). Πράσινο: μεθυλίωση, μπλε: 
ακετυλίωση, κόκκινο: φωσφορυλίωση  (βλέπε σε www.upstate.com) 
Η πρόσθεση  και η αφαίρεση μικρών χημικών ομάδων όπως είναι το ακετύλιο, το μεθύλιο και 
η φωσφορική ομάδα σε συγκεκριμένα αμινοξέα των των ιστονών επιτυγχάνεται με την δράση 
διαφόρων ενζύμων.  Έτσι κατά αναλογία ακετυλοτρανσφεράσες, μεθυλοτρανσφεράσες και 
φωσφορυλάσες καταλύουν αυτές τις αντιδράσεις ενώ ένας άλλος μηχανισμός που πιθανά 
ελέγχει αυτές τις τροποποιήσεις έχει να κάνει με την απομάκρυνση ολόκληρου του μορίου της 
ιστόνης και την αντικατάστασή του από άλλο μη τροποποιημένο (histone exchange). (19) 
Σε αντίθεση με την ακετυλίωση και τη φωσφορυλίωση που είναι δυναμικά χαρακτηριστικά των 
ιστονών και αναιρούνται με τη δράση απακετυλασών και φωσφατασών αντίστοιχα, η 
μεθυλίωση φαίνεται να είναι μία πολύ σταθερή τροποποίηση στις ιστόνες. Διάφοροι 
μηχανισμοί για αφαίρεση της μεθυλομάδας έχουν προταθεί – histone exchange, cleavage of 
N-termini, επίδραση με ακτινοβολία ή μέσω υπεροξείδωσης- χωρίς εμπλοκή ενζυματικής 
δράσης. Εν τούτοις, πρόσφατα βρέθηκε ότι η μεθυλίωση της ιστόνης 3 στη λυσίνη 4 (Η3-Κ4) , 
τροποποίηση που σχετίζεται με ενεργοποίηση της μεταγραφής, απομεθυλιώνεται από το 
ένζυμο LSD1.(20) Στην περίπτωση του LSD1 η δράση του είναι ειδική, αφορά σε μόνο και 
διμεθυλιωμένες λυσίνες της ιστόνης 3 και όχι σε τριμεθυλιωμένες λυσίνες, κατά την αντίδραση 
απελευθερώνεται φορμαλδεΰδη ενώ το τελικό προϊόν παραμένει λυσίνη. (21) 
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Παράλληλα, και η μεθυλίωση της αργινίνης βρέθηκε να είναι μία αντιστρεπτή τροποποίηση. 
Μέσα από μία αντίδραση απαμίνωσης το ένζυμο PADI4 (peptidyl arginine deiminase -4) 
μετατρέπει τόσο τη μη μεθυλιωμένη αργινίνη όσο και τη μονομεθυλιωμένη αργινίνη της Η3 και 
της Η4 σε κιτρουλλίνη ανταγωνιζόμενο τη δράση της μεθυλοτρανσφεράσης CARM1. (22,23) 

  
 
 

Α.2.Αντικείμενο μελέτης 
 
Οι παραπάνω παρατηρήσεις γεννούν ερωτήματα για τη λειτουργία της ΛΟ στον πυρήνα του 
κυττάρου και κατά πόσο έχει ρόλο στη ρύθμιση της έκφρασης διαφόρων γονιδίων.  
Αρχική υπόθεση στα πλαίσια αυτής της εργασίας είναι ότι η ΛΟ με την καταλυτική της δράση 
απομεθυλιώνει τις λυσίνες της Η3. 
Μια δεύτερη υπόθεση αφορά στο ότι η αλληλεπίδραση της ΛΟ με τις ιστόνες εμποδίζει την 
μετέπειτα ακετυλίωσή τους ή τη μεθυλίωσή τους από ακετυλοτρανσφεράσες ή 
μεθυλοτρανσφεράσες, αντίστοιχα.  
 
Α.3.Υλικά και μέθοδοι 
 
Α.3.1. Κλωνοποίηση της λυσίλ οξειδάσης σε φορείς έκφρασης 
 
Τα cDNAs της ΛΟ (αλληλουχία για ολόκληρη την πρωτεΐνη-full length- και το ενεργό 
αμινοτελικό  άκρο-163D) απομονώθηκαν με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης από το 
cDNA κυτταροκαλλιέργειας ανθρώπινων ινοβλαστών MH3T3 .  Για τη κλωνοποίηση στο 
πλασμίδιο προκαρυωτικής έκφρασης  pRSETA και τη δημιουργία πρωτεϊνών που φέρουν τον 
επίτοπο ιστιδίνης ( 6 His)  στο αμινοτελικό τους άκρο όπως και για την κλωνοποίηση στο 
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προκαρυωτικής προέλευσης πλασμίδιο pGEX6P2 και τη δημιουργία ανασυνδιασμένων 
πρωτεϊνών  που φέρουν στο αμινοτελικό τους άκρο τη βακτηριακή πρωτεΐνη μεταφοράσης της 
S γλουταθειόνης χρησιμοποιήθηκαν οι υποκινητές 
CGGATATCGCTAGCCGTTTCGCCTGGGCTGTGCTCC (5’  lox FL), 
CGGATATCGCTAGCGACGACCCCTACAATCCCTAC (5’ 163D lox) και 
CGAGATCTGAGCTCTAATACGGTGAAATTGTGCAGC (3’LOX) . Για την κλωνοποίηση στο 
πλασμίδιο ευκαρυωτικής έκφρασης PCMVtag1 και τη δημιουργία ανασυνδιασμένων 
πρωτεϊνών που φέρουν στο καρβοξυτελικό τους άκρο τον επίτοπο flag και στο αμινοτελικό 
τους άκρο τον επίτοπο myc χρησιμοποιήθηκαν οι υποκινητές 5’  lox FL , 5’ 163D lox και 
CGTCTAGACTCGAGATACGGTGAAATTGTGCAGCC  (3’ loxXhoI). 
 

Α.3.2. Έκφραση και καθαρισμός ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών από βακτήρια  
 
Η έκφραση των πρωτεϊνών έγινε  στο βακτηριακό στέλεχος E.coli που ονοµάζεται BL21plys. 
Το στέλεχος αυτό έχει το χαρακτηριστικό ότι η έκφραση της T7 πολυµεράσης από την οποία 
εξαρτάται η μεταγραφή και εποµένως και η έκφραση της συγκεκριμένης  πρωτεΐνης , βρίσκεται 
κάτω από αυστηρό έλεγχο και επάγεται µόνο µε την προσθήκη IPTG (συναγωνιστής της 
δράσης του lacI καταστολέα ). Σε καλλιέργεια οπτικής πυκνότητας (OD600) 0.6 προστίθεται 
IPTG τελικής συγκέντρωσης 0.2 mM ή 0.1 mM. Ακολουθεί επώαση στους 37 ºC για 3 ώρες ή 
στους 20ºC για 6 ώρες . Στη συνέχεια τα κύτταρα συλλέγονται και φυγοκεντρούνται για 20 
λεπτά σε 6.000 rpm στους 4ºC. Το ίζημα  επαναδιαλύεται σε Sonication buffer ή φυλάσσεται 
στους -80ºC Ακολουθεί διάρρηξη των κυττάρων και σπάσιµο του DNA µε υπέρηχους και 
φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές για 30 min. Το υπερκείµενο αποτελεί το  πρωτεϊνικό 
εκχύλισµα που περιέχει υπερεκφρασµένη την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει . Ακολουθεί 
καθαρισμός της πρωτεΐνης µε Glutathione Sepharose 4B (Amersham-Pharmacia) στην 
περίπτωση των ανασυνδιασμένων πρωτεϊνών  που φέρουν στο αμινοτελικό τους άκρο τη 
βακτηριακή πρωτεΐνη μεταφοράσης της S γλουταθειόνης . Οι πρωτεΐνες που προσδένονται µη 
ειδικά στην κολώνα αποµακρύνονται µε 4 ξεπλύµατα µε διάλυµα Wash Buffer ( 10 φορές ο 
όγκος της κολώνας ) για 10 λεπτά το καθένα , στους 4ºC υπό ανάδευση . Στη συνέχεια οι 
πρωτεΐνες εκλούονται από την κολώνα µε την  προσθήκη ίσου όγκου Elution Buffer. Η 
διαδικασία της έκλουσης επαναλαµβάνεται  5 έως 8 φορές στους 4ºC ή σε θερμοκρασία 
δωματίου και   τα προϊόντα συλλέγονται . Προσθήκη 20% γλυκερόλης στον τελικό όγκο και 
φύλαξη στους -80ºC ή φύλαξη στον πάγο για άμεση χρήση της πρωτεΐνης. Η παραπάνω 
διαδικασία ακολουθήθηκε για τις ΛΟ πρωτεΐνες με τον επίτοπο GST. Τα διαλύματα που 
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χρησιμοποιήθηκαν : Sonication Buffer (1x PBS, 1% Triton x 100, 0.5 mg/ml BSA, 1mM PMSF), 
Wash Buffer (1x PBS , 1mM PMSF, 5μM CuCl2 *), Elution Buffer (20mM Glutathione, 50mM 
Tris pH =8.0, 5μM CuCl2 *). * προσθήκη που αφορά μόνο στις lox πρωτεΐνες.  
Για τον καθαρισμό των ΛΟ πρωτεϊνών  σημασμένων με τον επίτοπο 6His χρησιμοποιήθηκε ο 
αποδιατακτικός παράγοντας ουρία (urea). Η διαδικασία έλαβε χώρα σε θερμοκρασία 
δωματίου εκτός από τη μέθοδο της διαπίδυσης που πραγματοποιήθηκε στους 4ºC. Συλλογή 
της καλλιέργειας , φυγοκέντρηση και επαναδιάλυση σε Buffer A (50 mM Tris pH =8.0, 1mM 
EDTA pH =8.0, 100mM NaCl, 1mM PMSF). Υπέρηχοι, φυγοκέντρηση και επαναδιάλυση σε  
Buffer Β (2M Urea, 10mM K2HPO4 pH =8.2 ). Φυγοκέντρηση, επαναδιάλυση σε Buffer C (8M 
Urea , 10mM K2HPO4 pH =8.2, 3mM β-Me-OH, 1mM PMSF, 10 mM Tris pH =8.0) και 
ανάδευση για 12 ώρες. Ο καθαρισμός έγινε με τη µε χρωµατογραφία συγγένειας μετάλλου, 
Talon  (Clonetech). Ακολούθησαν ξεπλύματα με Wash Buffer (100mM KH2PO4, 10 mM Tris pH 
=6.8, 3mM β-Me-OH, 1mM PMSF, 8M Urea) ,έκλουση της πρωτείνης με Elution1 (100mM 
K2HPO4, 10 mM Tris , 8M Urea και HCl έως pH=5.9) και διαδοχικά Elution 2 Buffer (100mM 
K2HPO4, 10 mM Tris , 8M Urea και HCl έως pH=4.5).  Για τη διαδικασία της διαπίδυσης 
χρησιμοποιήθηκαν τα διαλύματα Buffer Ε (10mM K2HPO4 pH=9.6 , 200μΜ CuCl2, 2% sodium 
N- laurosylsarcosinate)  Buffer F (10mM K2HPO4 pH=9.6, 5μΜ CuCl2),  Buffer D(10mM K2HPO4 

pH=7 ).  Ακολούθησε λυοφιλοποίηση των πρωτεινών, φύλαξη στους -20ºC και επαναδιάλυση 
σε 10mM K2HPO4 pH=7 πριν τη χρήση. 

 
Α.3.3. Απομόνωση ιστονών από ευκαρυωτικά κύτταρα   
 
Για την απομόνωση των ιστονών από καλλιέργεια ΗΕΚ293 κυττάρων ακολουθήθηκε η 
παρακάτω διαδικασία. Όταν τα κύτταρα συλλέχθηκαν από τα πιάτα σε διάλυμα PBS και 
φυγοκεντρήθηκαν για 5min στις 1000rpm και σε θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια 
επαναδιαλύθηκαν σε Lysis Buffer (10mM Hepes ph=7.9 ,1.5mM MgCl2 , 10mM KCl, 0.5mM 
DTT, 1.5mM PMSF), φυγοκεντρήθηκαν και επαναδιαλύθηκαν σε 5 όγκους Lysis Buffer με 
προσθήκη H2SO4 0.2Μ. Ανάδευση , φυγοκέντρηση και διαπίδυση σε 0,1Μ Acetic Acid και 
ddH2O. Φύλαξη στους -20ºC. 
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Α.3.4 In vitro αντιδράσεις ιστονών με λυσίλ οξειδάση 

• Μη τροποποιημένες ιστόνες και λυσίλ οξειδάση 
 
Οι αντιδράσεις ιστονών και ΛΟ σημασμένης με 6 x His πραγματοποιήθηκαν σε διάλυμα που 
περιείχε αποστειρωμένο νερό, 10x buffer α (100mM K2HPO4 pH=7), ιστόνες 10μgr και lox 
πρωτεΐνη (επαναδιάλυση της λυοφιλοποιημένης πρωτείνης σε 10mM K2HPO4 pH=7). Οι 
αντιδράσεις ιστονών και ΛΟ σημασμένης με GST πραγματοποιήθηκαν πάνω στη στήλη 
πρόσδεσης της πρωτεΐνης με την πρωτεΐνη προσδεδεμένη .  Το διάλυμα αποτελείτε από νερό, 
10x buffer α, 50μM CuCl2, 10μgr ιστόνες . Ο τελικός όγκος των αντιδράσεων ήταν 20μl -40 μl 
και η επώαση έγινε στους 37ºC με συνεχή ανάδευση. Η επίδραση του ενζύμου στις ιστόνες 
ελέγχθηκε με ανάλυση κατά Western έναντι των αντισωμάτων για τρι, δι και μόνο μεθυλιωμένη 
ιστόνη 3(Η3) στη λυσίνη 9 (Κ9), τρι, δι και μόνο μεθυλιωμένη Η3 σε Κ4, μεθυλιωμένη Η3Κ79, 
Κ36, δι μεθυλιωμένη Η3Κ27, ακετυλιωμένη Η3(upstate) και Η3 σύμφωνα με τις οδηγίες της 
εταιρίας κατασκευής των αντισωμάτων . 
 

• Λυσίλ οξειδάση /ιστόνες και ακετυλίωση –μεθυλίωση 
 

Οι αντιδράσεις ακετυλίωσης ιστονών (οι οποίες προηγούμενα είχαν αντιδράσει με τη lox 
σύμφωνα με τα παραπάνω) πραγματοποιήθηκαν σε διάλυμα 50mM Tris pH 8.0, 0.1 mM 
EDTA ,1mM dithiothreitol, 10% γλυκερόλη  στους 37ºC για 1 ώρα παρουσία της  
ακετυλοτρανσφεράσης CBP ή PCAF  και 3H-CoA. Οι αντιδράσεις μεθυλίωσης  
πραγματοποιήθηκαν σε διάλυμα 50mM Tris pH 8.0, 100mM KCl, 4mM EDTA, 0.5mM 
dithiothreitol παρουσία 1 μC [3 Η- Μe]-S-adenosyl methionine ( Amersham ) και της  μεθυλ-
τρανσφεράση hSET7/SET9 στους  30ºC . Ακολούθησε ανάλυση κατά Western όπως 
αναφέρθηκε. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
Α.4.Αποτελέσματα και συμπεράσματα 
 
Α.4.1. Κλωνοποίηση της ΛΟ 
 
Α.4.1.α.Κλωνοποίηση της ΛΟ σε PRsetA  φορέα: 
 

Ampicilline
resistance

GATATCGCTAGCGAC……………….TAGAGCTCAGATCT
CTATAGCGATCGCTG……………….ATCTCGAGTCTAGA
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EcoRV Sac I

CATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGC……………CTCGAGATCT
GTAGTAGTAGTAGTAGTACCATACCGATCG……………GAGCTCTAGA

Polyhistidine (6xHis) region

Nhe I

BglIINhe I
Insert
(FL LOX or 
163D LOX)

PRsetA 2,9kb

BglII

 
 
 
Α.4.1.β. Κλωνοποίηση της ΛΟ σε pGEX6P2 φορέα: 
 



Ampicilline
resistance

G
lu

ta
th

io
ne

s.
 tr

an
sf

er
as

e

GGAATTCCC  GGGTCGACT

SmaI

GATATCGCTAGCGAC……………….TAGAGCTCAGATCT
CTATAGCGATCGCTG……………….ATCTCGAGTCTAGA

EcoRV
NheI Sac I

BglII
Klenow fill in

PGEX6P2  4,9kb

Insert 163D lox

 
Α.4.1.γ. Κλωνοποίηση της ΛΟ σε PCMVtag1 φορέα:  

Neomyin/
Canamycin
resistance

Fl
ag

 ta
g m

yc
tag

AAGATCTGATCAGAT……                                                        CTCGAG….   
TTCTAGA

GATATCGCTAGCCGTTTC…………….CCGTATTAGCTCGAGTCTAGA

STOP
CODON

BglII

XhoI

EcorV XhoI
Nhe I Xba I

Insert
(FL LOX or 

PCMVtag1 4,3kb

163D LOX)

Klenow fill in

 
 
Α.4.2. Έκφραση της πρωτεΐνης 
Α.4.2.α. Έκφραση της 6xHis ΛΟ 163D (32kDa) 
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E 1.1    E1.2   E1.3   E1.4   E2.1    E2.2   E2.3   E2.4 Beads
rker 

broad 
nge 
a

Size 
Ma

ra
kD

45 

31

 
Έκφραση της 6xHis ΛΟ 163D και 
καθαρισμός της με ουρία. Ε1.1-1.4: πρώτη 
έως τέταρτη  έκλουση με Elution buffer1, 
Ε2.1-2.4: πρώτη έως τέταρτη  έκλουση με 
Elution buffer2, beads: κολώνα πρόσδεσης 

της πρωτεΐνης. Τα βέλη αντιστοιχούν στα 
δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στη 
διαπύδηση και λυοφιλοποίηση. 
 Marker 31kDa     1                 2                      3

Επαναδιάλυση της λυοφιποποιημένης 
πρωτεΐνης  σε 100 μl    10mM   K2HPO4 

pH=7. 
1 : 5 μl, 2 : 10μl, 3 : 15 μl εναιωρήματος.  
Δείγματα σε 12% SDS αποδιατακτικό 
πρωτεϊνικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης. 
Χρώση με Coomasie Brilliant blue.

 
 
 
 

Α.4.2.β.  Έκφραση της GST- ΛΟ 163D (60kDa) 
 

E1       E2      BeadsSize(kDa)
marker

116
99
66

45

31

21

14

Κατά  τον καθαρισμό της GST- ΛΟ 163D 

δεν ήταν εφικτή η έκλουση της πρωτείνης 
από την κολώνα πρόσδεσής της παρότι το 
πρωτόκολλο τροποποιήθηκε αρκετές 
φορές (παρασκευή  κολώνας, έκλουση σε 
θερμοκρασία δωματίου ή σε 4ºC, με ή 
χωρίς CuCl2).   Ε1: ένατη έκλουση και Ε2: 
δέκατη έκλουση. Beads: κολώνα.

 Το βέλος αντιστοιχεί στην προσδεμένη 
πρωτεΐνη. 

Έτσι όλες οι in vitro αντιδράσεις της GST- ΛΟ 163D πραγματοποιήθηκαν με την πρωτεΐνη 
προσδεμένη στην κολώνα. 
 



Α.4.3. Απομόνωση ιστονών από 293 κυτταρικές καλλιέργειες 
Δείγμα σε 12% SDS πολυακριλαμίδη ,πρωτεινικό ,αποδιατακτικό πήκτωμα. 

Marker size 
Χρώση με Coomassie brilliant blue. 

kDa 
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histones

21 
H3 

 
 H2α
 H2Β14 
 H4 
 
6,5 

 
 

Α.4.4. In vitro αντιδράσεις ιστονών με  ΛΟ  
Α.4.4.α. Αντίδραση λυοφιλοποιημένης 6xHis ΛΟ 163D με ιστόνες και έλεγχος για 
τροποποιήσεις σε λυσίνες Η3. 



M 1  2  3  4 M 1  2  3  4 M 1  2  3  4 M 1  2  3  4

M 1  2  3  4
M 1  2  3  4

M 1  2  3  4
M 1  2  3  4 M 1  2  3  4

H3 H3 Acetyl H3K4mono H3K4di

H3K9mono
H3K9di

H3K9tri
H3K79di H3K36di

      Western 
ανοσοαποτύπωση σε ιστόνες που αντέδρασαν με ΛΟ.  Μ: marker, 1: Ιστόνες (Βοehringer) και 
ΛΟ, 2: Ιστόνες  (Βοehringer) σε αντίδραση χωρίς ΛΟ, 3: 293 ιστόνες και ΛΟ, 4 : 293 ιστόνες 
σε αντίδραση χωρίς ΛΟ . Σε όλες τις περιπτώσεις δεν παρατηρήθηκε καμία αλλαγή στις 
τροποποιήσεις των ιστονών μετά την αντίδραση τους  με τη ΛΟ.       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Α.4.4.β. Αντίδραση GST ΛΟ 163D με ιστόνες και έλεγχος για τροποποιήσεις σε 
λυσίνες Η3.          
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GST-Lox  GST GST-Lox  GST GST-Lox  GST GST-Lox  GST

GST-Lox  GST GST-Lox  GST

GST-Lox  GST GST-Lox  GST

H3 Acetyl
H3K4mono H3K4di

H3K9mono H3K9di H3K9tri
H3K36 H3K79

H3K4tri H3K27di
GST-Lox  GST

GST-Lox  GST

 
Σε όλες τις περιπτώσεις δεν παρατηρήθηκε καμία αλλαγή στις τροποποιήσεις των ιστονών 
μετά την αντίδραση τους  με τη GST- ΛΟ.     

Α.4.4.γ. Λυσίλ οξειδάση /ιστόνες και ακετυλίωση –μεθυλίωση        

Αντίδραση μεθυλίωσης
με Set9

Αντίδραση ακετυλίωσης
με CBP

Αντίδραση ακετυλίωσης
με Pcaf

Lox-GST  GST Lox-GST  GST Lox-GST  GST
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Western ανάλυση 
για Η3

Lox-GST  GST

Lox-GST  GST

Lox-GST  GSTWestern ανάλυση 
για Η3

Western ανάλυση 
για Η3

 
 Σε όλες  τις περιπτώσεις παρατηρήθηκε ελάττωση του σήματος είτε ακετυλίωσης είτε 
μεθυλίωσης όταν οι ιστόνες είχαν πρώτα αντιδράσει με τη GST-ΛΟ. Προκειμένου να 
επιβεβαιωθεί το αποτέλεσμα έγινε στα ίδια δείγματα μία ανάλυση κατά Western με αντίσωμα 
έναντι της Η3. Με αυτό το πείραμα φάνηκε ότι η ελάττωση στις αντιδράσεις μεθυλίωσης ή 
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ακετυλίωσης δεν ήταν ένα πραγματικό γεγονός αλλά οφειλόταν σε μικρότερη ποσότητα 
ιστονών που πήραν  μέρος στην αντίδραση. 
 

A.5. Συμπεράσματα  
 
Μέσα από την παρούσα εργασία δεν παρατηρήθηκε κάποια ειδική δράση της ΛΟ όσον 
αφορά στις μετα- μεταφραστικές τροποποιήσεις των λυσινών της Η3. 
Συγκεκριμένα κατά την αντίδραση της 6xHis ΛΟ με τις ιστόνες η αποθσία ειδικής αντίδρασης 
της ΛΟ είναι δυνατό να οφείλεται σε διάφορους παράγοντες πέρα από έλλειψη ειδικότητας του 
ενζύμου για αυτές τις αντιδράσεις. Έτσι πιθανά να διαταράχθηκε η δραστικότητά της καταά 
την διαδικασία καθαρισμού της πρωτεΐνης με ουρία. Παρόλο που το συγκεκριμένο 
πρωτόκολλο οδηγεί σε λήψη δραστικού ενζύμου έναντι του υποστρώματος benzylamine (24) 
στην περίπτωση άλλων υποστρωμάτων όπως των ιστονών είναι δυνατό αυτό να μην ισχύει. 
Επίσης οι περιορισμοί που τίθενται εξ ορισμού σε in vitro μελέτες όπως η απουσία 
συμπαραγόντων  ή άλλων δραστικών μορίων πιθανά να ερμηνεύει τα αυτά αποτελέσματα. 
Παράλληλα, η αδυναμία έκλουσης της GST-ΛΟ από την κολώνα και η πραγματοποίηση των 
αντιδράσεων πάνω σε αυτή είναι δυνατό να εμποδίζει την αλληλεπίδρασή της με τις λυσίνες 
της ιστόνης 3 και να μην επιτρέπει την τροποποίησή τους. 
Τέλος, τα δεδομένα των αντιδράσεων μεθυλίωσης/ακετυλίωσης δεν αποκλείουν την  
πιθανότητα η δράση της ΛΟ να επηρεάζει την περαιτέρω τροποποίηση των ιστονών. Στην 
περίπτωση αυτή οι περισσότερες ιστόνες παρέμειναν προσδεδεμένες με την ΛΟ πάνω στην 
κολώνα και δεν ήταν εφικτό να απομακρυνθούν με αυτό το πρωτόκολλο. Έτσι τελικά στις 
αντιδράσεις μεθυλίωσης/ακετυλίωσης συμμετείχε μικρότερο ποσοστό ιστονών σε σχέση με το 
πείραμα ελέγχου (ιστόνες που είχαν αλληλεπιδράσει μόνο με GST). 
Επιπλέον, πέρα από την in vitro μελέτη της δράσης του ενζύμου, in vivo προσέγγιση σε 
κυτταρικές καλλιέργειες θα μπορούσε να δώσει περισσότερες πληροφορίες για τις αλλαγές 
που πιθανά  επιφέρει η υπερέκφραση της ΛΟ στις ιστόνες και το ρόλο της στη μεταγραφή . Εν 
τούτοις ένα πρώτο πείραμα παροδικής διαμόλυνσης 3Τ3 ΝΙΗ κυτταρικών σειρών με 
ευκαριωτικό φορέα για έκφραση της ΛΟ με σημασμένο τόσο το αμινοτελικό όσο και το 
καρβοξυτελικό της άκρο δεν επιβεβαίωσαν την πυρηνική εντόπιση της πρωτεΐνης ( τα 
δεδομένα δεν παρατίθενται). 
 
Β.1. Εισαγωγή 
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Β.1.1. HNF4a  
 
Ο HNF4a (Hepatocyte Nuclear Factor 4 alpha) είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας μέλος της 
οικογένειας των πυρηνικών ορμονικών υποδοχέων και προσδέτες του είναι οι λιπαρό ακετυλ- 
CoA θειοεστέρες.(25) Το ανθρώπινο γονίδιο του HNF4a βρίσκεται στο χρωμόσωμα 20 q13.1-
13.2 , αποτελείται από 12 εξόνια και η συνολική του έκταση είναι 30 kbs. Εναλλακτικές μορφές 
ματίσματος είτε στο αμινοτελικό είτε στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης  οδηγούν σε εννέα 
διαφορετικές ισομορφές του HNF4a.  
Προσδένεται στο DNA ως διμερές σε αντίθεση με άλλους πυρηνικούς υποδοχείς που 
σχηματίζουν ετεροδιμερή με άλλα μέλη της οικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων όπως είναι 
ο RXRα (retinoid X receptor α). Ο HNF4a περιέχει δύο περιοχές την AF1 και την AF2 που 
ενεργοποιούνε την μεταγραφή. Έλλειψη της AF1 έχει ως αποτέλεσμα ελάττωση της 
μεταγραφικής ενεργότητας του μορίου κατά 40% ενώ διάφοροι συνεργοποιητές προσδένονται 
σε αυτή την περιοχή. Επιπλέον, η ενεργότητά του μπορεί να επηρεαστεί από ακετυλίωση, 
φωσφορυλίωση, ή πρόσδεσή του  με τις SMADS 3 και 4. (26) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα από ιστοσελίδα http://www.hnf4.ucr.edu/Sladek laboratory 

http://www.hnf4.ucr.edu/Sladek


Σχηματική απεικόνιση των λειτουργικών περιοχών του HNF4a

 
Εκφράζεται στο ήπαρ, στο νεφρό, στο γαστρεντερικό σωλήνα (λεπτό και παχύ έντερο και 
λιγότερο στο στομάχι) και στο πάγκρεας. (26)Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης στο έμβρυο 
mRNA του HNF4a εντοπίζεται την 4.5 εμβρυϊκή ημέρα (Ε) ενώ η πρωτεΐνη ανιχνεύεται στον 
ηπατικό δίσκο και στο έντερο την Ε8.5 και στο πάγκρεας και νεφρό την Ε10. (27) 
Ο HNF4a συμμετέχει στη ρύθμιση της έκφρασης διαφόρων γονιδίων τα οποία εμπλέκονται σε 
διάφορα μεταβολικά μονοπάτια (ομοιόσταση χοληστερόλης , γλυκόζης και λιπαρών οξέων), 
στη σύνθεση παραγόντων πήξεως του αίματος αλλά και στον καταβολισμό φαρμάκων η 
άλλων εξωγενών χημικών ουσιών από το ήπαρ. Ο HNF4a έχει βασικό ρόλο στη μορφολογική 
και λειτουργική διαφοροποίηση των ηπατοκυττάρων και στη δημιουργία του ηπατικού 
επιθηλίου. Επιπλέον, ο HNF4a φαίνεται να καταλαμβάνει το 12% (1.575 γονίδια)  των Hu13K 
μικροσυστοιχιών  (ρυθμιστικές περιοχές -700bps εώς +200 bps 13.000 ανθρώπινων γονιδίων) 
που υβριδοποιήθηκαν με DNA από ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης ηπατοκυττάρων  για τον  
HNF4a και το 11% όταν η ανοσοκατακρήμνιση έγινε σε νησίδια. Συγκρίνοντας με άλλους 
μεταγραφικούς παράγοντες τα ποσοστά για τον HNF1α σε ηπατοκύτταρα ήταν 1,6% και σε β-
κύτταρα του παγκρέατος 0,8%  ενώ για τον HNF6  1.7% και 1,4% ,αντίστοιχα. Τα 
αποτελέσματα αυτά καταδεικνύουν τον κεντρικό ρόλο του HNF4a στη λειτουργεία του 
ηπατοκυττάρου αλλά και των β-κυττάρων του παγκρέατος. (28) 
Μεταλλάξεις στον περιοχή που κωδικοποιεί για τον HNF4a και ελαττώνουν τη δραστικότητα 
του μορίου ή στη ρυθμιστική του περιοχή και επηρεάζουν την έκφρασή του σχετίζονται με 
MODY τύπου I (Mature Onset Diabetes of the Young). Σε μια προσπάθεια να βρεθεί ο 
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μοριακός μηχανισμός βάσει του οποίου μεταλλάξεις στον HNF4a οδηγούν σε διαβήτη βρέθηκε 
ότι διάφορα γονίδια που παίρνουν μέρος στην έκκριση ινσουλίνης από τα β- κύτταρα του 
παγκρέατος  μετά ερέθισμα με γλυκόζη (περιλαμβανομένων glucose transporter 2, γλυκολυτικό 
ένζυμο αλδολάση B , γλυκεραλδεύδη -3-φωσφορική αφυδρογονάση και ηπατική πυρουβική 
κινάση) ρυθμίζονται από τον HNF4a .(26) Επιπρόσθετα ιστοειδική απαλοιφή του HNF4a από 
τα β- κύτταρα του παγκρέατος σε ποντίκια οδήγησε σε ελαττωμένη ανοχή στη γλυκόζη και σε 
υπερινσουλιναιμία. Στην ίδια μελέτη καταδεικνύεται η σημασία του  HNF4a για τη έκκριση 
ινσουλίνης από τα β-κύτταρα μέσω ΚATP καναλιών. (29) 
Απαλοιφή του HNF4a σε πειραματικό ζωικό μοντέλο οδηγεί σε εμβρυικό θάνατο λόγω 
αδυναμίας σχηματισμού του σπλαχνικού ενδοδέρματος στο έμβρυο. Με πειράματα 
τετραπλοειδούς διάσωσης (tetraploid rescue) για το σπλαχνικό επιθήλιο τα έμβρυα έζησαν 
μέχρι την 12η εμβρυική ημέρα (Ε12) και μελετώντας  το ρόλο του HNF4a βρέθηκε ότι η 
παρουσία του δεν ήταν απαραίτητη  στα πρώτα στάδια ανάπτυξης του ήπατος. (30,31) Εν 
τούτοις απαλοιφή του HNF4a από την Ε15,5 ειδικά στα ηπατοκύτταρα  καταδεικνύεται η 
σημασία του στη μορφολογική και λειτουργική διαφοροποίηση του ήπατος , στην αποθήκευση 
γλυκογόνου και στην δημιουργία του ηπατικού επιθηλίου. (32) Σε άλλο πειραματικό ζωικό 
μοντέλο όπου ο HNF4a εξαλείφεται από την 45 ημέρα μετά τη γέννηση ειδικά στο ήπαρ 
παρατηρήθηκαν διαταραχές στην ομοιόσταση της χοληστερόλης και των λιπιδίων. (33) 
 

B.1.2. Ρύθμιση της έκφρασης του HNF4a 
 
Προκειμένου να αναλυθεί και να μελετηθεί η ρύθμιση της έκφρασης του HNF4a 
κλωνοποιήθηκαν και αναλυθηκαν 12,1kbs πάνω από την περιοχή που κωδικοποιεί το γονίδιο. 
Τα σημεία τοθ DNA στα οποία προσδένονται πρωτείνες προσδιορίστικαν με δοκιασία 
υπερευεσθησλιας σε DNaseI. Έτασι, εντοπίσθηκαν θέσεις τόσο στον εγγύς υποκινητή και στο 
πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου, όσο και στην 5΄περιοχή, στις θέσεις -6,6, -8,0 και -8,8kb 5΄του 
σημείου έναρξης της μεταγραφής. 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 στην περιοχή του εγγύς υποκινητή ενώ στη μεταγραφή σε 
ανθρώπινη ηπατική κυτταρική σειρά, πειράματα ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης έδειξαν ότι, 
οι παράγοντες HNF1α, HNF6 ,Sp1 και COUPTFII αλληλεπιδρούνε σταθερά με τον υποκινητή. 
Ο COUPTFII  καταστέλλει τη δράση του υποκίνητη μέσω ενός στοιχείου απόκρισης σε 
ορμόνες (hormone response element). (34) 
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Σε μια άλλη μελέτη παρουσιάζεται ο μηχανισμός με τον οποίο επιτυγχάνεται η στρατολόγηση 
παραγόντων και των μεταβολών της χρωματίνης στον εγγύς υποκινητή και σε έναν 5΄ενισχυτή 
του HNF4a -6,6kbs από το σημείο έναρξης της μεταγραφής κατά την αρχική ενεργοποίηση του 
γονιδίου στη διάρκεια της διαφοροποίησης ανθρώπινων εντερικών κυττάρων (CaCo-2). Με 
τον τρόπο αυτό η ρυθμιστική περιοχή του HNF4a λειτούργησε ως μοντέλο για την κατανόηση 
της ρύθμισης της έναρξης της μεταγραφής ενός γονιδίου πό τοπολογικά απομακρυσμένες 
περιοχές μεταξύ τους (ενισχυτή-υποκινητή).(35) 
Παράλληλα, έχει ταυτοποιηθεί και ένας εναλλακτικός υποκινητής για το HNF4a γονίδιο, ο 
οποίος εντοπίζεται 46kbs 5’ του γνωστού υποκινητή. Πειράματα RT-PCR έδειξαν ότι αυτός ο 
υποκινητής είναι ο κύριος ενεργοποιητής της μεταγραφής στα β κύτταρα του παγκρέατος ενώ 
έχει ρόλο και στα ηπατοκύτταρα. (36) 
 

 B.2. Αντικείμενο μελέτης 
Το αντικείμενο μελέτης αυτής της εργασίας αφορά στο διαγονιδιακό ποντίκι που εκφράζει το 
γονίδιο αναφοράς LacZ υπό ολόκληρη τη ρυθμιστική περιοχή του ανθρώπινου HNF4a.  
Συγκεκριμένα το διαγονιδιακό ζώο προέκυψε από ένεση γραμμικού τμήματος DNA στον 
προπυρήνα (απλοειδής πυρήνας που προέρχεται από μείωση) γονιμοποιημένου ωαρίου και 
εμφύτευση σε μήτρα δεκτικού θηλυκού ποντικού. 
Αρχικά προσδιορίσαμε τον αριθμό των ενθέσεων στο γένωμα του ποντικού σε δύο ζώα που 
προέκυψαν από διαφορετικές ενέσεις. Στη συνέχεια αναλύσαμε το πρότυπο έκφρασης του 
γονιδίου αναφοράς LacZ σε διάφορους ιστούς σε ποντικό στο γένωμα του οποίου  το DNA 
εντέθηκε μία φορά. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχηματική απεικόνιση του τμήματος που εντέθηκε- κόκκινο χρώμα- κλωνοποιημένο σε 
βακτηριακό φορέα 
 



pBlueKS(human)HNF4apromF(ull)L(ength)Lacz
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Β.3.Υλικά και μέθοδοι 
 
Β.3.1. Ανάλυση κατά Southern  
 
Αρχικά, 6μgr DNA από το κάθε δείγμα κόβεται με τα αντίστοιχα περιοριστικά ένζυμα για κάθε 
ανίχνευτή. Στη συνέχεια γίνεται διαχωρισμός των τμημάτων του DNA με ηλεκτροφόρηση σε 
1% πηκτή αγαρόζης. Η πηκτή μεταφέρεται σε διάλυμα Α αποδιάταξης της διπλής έλικας του 
DNA (NaOH 0,5N, NaCl 1,5M) και έπειτα σε διάλυμα Β (Tris ph=7.4 0,5M, NaCl 1.5M). 
Ακολουθεί μεταφορά των τμημάτων σε νιτροκυτταρίνη με τη χρήση διαφορετικών 
συγκεντρώσεων (2x και 20x) διαλύματος SSC (κιτρικό νάτριο, NaCl). Μετά προϋβριδοποίηση 
της μεμβράνης με molecular crowders and herring testis  στους 65ºC για τουλάχιστον 2 ώρες. 
Κατόπιν υβριδοποίηση με ανιχνευτή DNA σημασμένο με P32 στους 65ºC για 14-18 ώρες. 
Έπειτα, ξεπλένουμε τη μεμβράνη με διαδοχικές συγκεντρώσεις SSC (3x, 0,3x, 0,1x) και 
εκθέτουμε τη μεμβράνη σε φίλμ για 2 ώρες και στους -80ºC. 
 

Β.3.2. Απομόνωση mRNA και ανάστροφη μεταγραφή 
 

7kb 5kb

PStI 
SmaI 
BamHI
SpeI 
XbaI 
NotI 

BamHI 
(10336)

SmaI 
(11987)

SalI RI SacII

Lacz 
3,6kb

NotI SalI BglIISstI Μορφοποιήθηκε: Αγγλικά
(Η.Β.)

Apaf 

XhoI 

KphI 
BssHI BamHI SmaI SmaI (1341) (6873)(5127) 

Μορφοποιήθηκε: Αγγλικά
(Η.Β.)

pBlueKS (~3kb) 
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Για την απομόνωση mRNA  χρησιμοποιήθηκαν ιστοί (ήπαρ, λίπος, εγκέφαλο, καρδιακός μυς, 
σκελετικός μυς , έντερο, πάγκρεας, σπλήνα και νεφρό) από δύο αρσενικά ποντίκια τριών 
μηνών διαγονιδιακά για το lac z. Και τα δύο προήλθαν από την πρώτη ένεση. Οι ιστοί 
ομογενοποιήθηκαν μηχανικά σε διάλυμα D (4M guanidium thiocyanate, 25mM Sodium Citrate 
ph 7, 0,5% sarcosyl, 0,1M 2-μερκαπτοαιθανόλη ) και  προστέθηκε 2Μ Sodium Acetate. 
Ακολούθησαν πλυσίματα με χλωροφόρμιο: ισοαμυλική αλκοόλη και με φαινόλη: 
χλωροφόρμιο. Προστέθηκε ίσος όγκος ισοπροπανόλης και φύλαξη στους -20ºC. Μετά την 
κατακρήμνιση ξέπλυμα με 75% αιθανόλη, ποσοτικοποίηση με μέτρηση οπτικής πυκνότητας σε 
μήκος κύματος φωτός  260nm αλλά και με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2%. Έπειτα 
αντίδραση με DNAase (20μg RNA και 1μl DNAase) στους 30ºC, πλυσίματα με φαινόλη: 
χλωροφόρμιο, κατακρήμνιση με 100% αιθανόλη και Sodium acetate , πλυσίματα με 70% 
αιθανόλη και επαναδιάλυση σε νερό. Ύστερα έγινε η αντίδραση ανάστροφης μεταγραφής με 
1μg RNA και 1μl ένζυμο ανάστροφη μεταγραφάση στους 37ºC. Για την αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυμεράσης που ακολούθησε χρησιμοποιήθηκαν υποκινητές για το GAPDH γονίδιο αλλά 
και για το lac z γονίδιο. Οι υποκινητές για το lac z γονίδιο: GCAAACCATCG AAGTGACCAG 
(5’) και CGCTTATTACCCAGCTCGATG (3’).  
 
Β.3.3. Ημιποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 
 
Προκειμένου να προσδιοριστεί ποσοτικά η μεταγραφή του lac z γονιδίου σε κάθε ιστό 
πραγματοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με σημασμένα με ραδιενεργό 
φώσφορο νουκλεοτίδια (α- P32 ATP και α- P32 CTP).  Η αντίδραση έγινε τόσο στους 25 όσο 
και στους 22 κύκλους . Τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν σε 5% πηκτή ακρυλαμίδης και στη 
συνέχεια εκτέθηκαν για μέτρηση των κρούσεων.  
 

Β.3.4. Διασταυρώσεις και Lac Z χρώση εμβρύων και ιστών ενήλικων ζώων 
 
Για τη μελέτη της έκφρασης του LacZ γονιδίου αναφοράς έγινε χρώση με τη βοήθεια ενός 
αναλόγου της λακτόζης το X-Gal (5-bromo-4 –chloroindolyl-β , D-γλακτοσίδη). Το Lac z γονίδιο 
κωδικοποιεί το ένζυμο β-γαλακτοσιδάση στο E.coli βακτήριο το οποίο διασπάει το X-Gal (5-
bromo-4 –chloroindolyl-β , D-γλακτοσίδη) σε 5-bromo-4-chloroindigo το οποίο έχει έντονο μπλε 
χρώμα. 
Χρησιμοποιήθηκαν ολόκληρα έμβρυα 12,5 και 18,5 ημερών αλλά και ιστοί (ήπαρ, πάγκρεας, 
λίπος, σπλήνας, μυς, νεφρό, τμήμα του παχέος εντέρου και του λεπτού εντέρου) ενήλικων 
διαγονιδιακών ποντικών.  Διασταυρώθηκαν ετερόζυγα αρσενικά με ομόζυγα θηλυκά ενώ τα 
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πειράματα ελέγχου έγιναν σε F1 γένος ποντικών αγρίου τύπου. Αρχικά έγινε μονιμοποίηση 
στους 4ºC των ιστών σε διάλυμα μονιμοποίησης (PBS 1x, 1% Φορμαλδεύδη, 0,2% 
Γλουταραλδεύδη, 0,2% NP40, 0,1% Deoxycholate) για 50 λεπτά της ώρας ( Ε12,5 και ιστοί 
ενήλικων ζώων) ή για 60 λεπτά της ώρας (Ε18,5 : 30 λεπτά, έπειτα τομή εμβρύου και 
ακόλουθα άλλα 30 λεπτά στο ίδιο διάλυμα). Ακολούθησαν τρία ξεπλύματα με PBS 1x σε 
θερμοκρασία δωματίου διάρκειας 15 λεπτών το καθένα. Έπειτα εμβύθυνση των ιστών σε 
διάλυμα χρωστικής (PBS 1x, 0,1% Deoxycholate, 1mg/ml X-Gal, 5mM K3Fe(CN)6 , 5mM 
K4Fe(CN)6 , 0,2mM  MgCl2 ) για 4 ώρες ή 16 ώρες και φύλαξη στους 30ºC. Στη συνέχεια 
ξεπλύματα με PBS 1x σε θερμοκρασία δωματίου. Καθαρισμός από μη ειδική χρώση γίνεται 
σταδιακά με την τοποθέτηση του ιστού σε διαλύματα 30%, 50%, 80% γλυκερόλη σε PBS 1x 
και μετά πάλι σε 80%, 50% και 30% γλυκερόλη σε PBS 1x. Η διαδικασία γίνεται στους 4ºC, 
κάθε ξέπλυμα έχει διάρκεια μίας ημέρας ή δύο για τα Ε18,5 και τα δείγματα βρίσκονται σε 
κινούμενο δάπεδο. Προκειμένου να τοποθετηθεί το δείγμα σε παραφίνη και να γίνουν τομές 
για παρατήρηση στο μικροσκόπιο ακολουθείται η παρακάτω διαδικασία. Ξεπλύματα με PBS 
1x και μονιμοποίηση σε 4% παραφορμαλδεύδη σε PBS στους 4ºC. Καθένα από αυτά τα 
στάδια είναι για μια ημέρα. Έπειτα σε PBS 1x σε θερμοκρασία δωματίου για 3 ώρες, σε NaCl 
86% για 3 ώρες, σε 30% αιθανόλη για 3 ώρες (1.5 x 2), 50% αιθανόλη για 3 ώρες (1.5 x 2) και 
σε 70% αιθανόλη για τη διάρκεια της νύχτας. Την επομένη, 95% αιθανόλη για 3 ώρες (1.5 x 2), 
100% αιθανόλη για 4 ώρες (2 x 2) και σε ξυλένιο για 2 ώρες. Όλα τα παραπάνω σε 
θερμοκρασία δωματίου. Τοποθέτηση σε παραφίνη στους 65ºC για 48 ώρες (με δύο αλλαγές) 
και εγκλεισμός σε παραφίνη. 
 

Β.4. Αποτελέσματα  
Β.4.1.Ανάλυση κατά Southern 
Προκειμένου να διαπιστώσουμε τον αριθμό των ενθέσεων στο διαγονιδιακό ζώο αναλύθηκε 
κατά Southern το γενετικό υλικό ποντικών που προήλθαν τόσο από την πρώτη όσο και από τη 
δεύτερη ένεση.  
 



2   2’ NTG 1 2   2’ NTG 1 2   2’ NTG 1 2   2’ NTG 1

DNA
Size
marker

Probe A Probe AProbe BProbe B

Probe A: Sal1- BamH1(1,34 kb)
Probe B: Sal1- EcoR1 (7kb)

EcoR1
digestion

EcoR1
digestion

BamH1
digestion

BamH1
digestion

A B Γ Δ

 

BamH1 digestion DNA size
marker

E

1       2       2’    NTG

LacZ probe: SmaI- NotI (~3,2kbs)

1:πρώτη ένεση
2:δεύτερη ένεση
2’:δεύτερη ένεση
NTG:μη διαγονιδιακό ποντίκι

 
Το αναμενόμενο μέγεθος των κομματιών DNA στα οποία θα υβριδοποιηθεί ο  ανιχνευτής 
(probe) εάν το κάθε ζώο φέρει ένα αντίγραφο του γενετικού υλικού που εντέθηκε για κάθε 
ανάλυση είναι το ακόλουθο : Α ( >ή=1,34kb και 9kb), Β (>ή=7kb), Γ(>ή=1,34kb), Δ(>ή=7kb), 
Ε(3,2kb). Σε όλες τις περιπτώσεις (1, 2, 2’) τα αποτελέσματα είναι σύμφωνα ώστε το DNA να 
έχει εντεθεί μόνο μία φορά στο γένωμα. 
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Β.4.2. Απομόνωση mRNA και ανάστροφη μεταγραφή 
 
Στην ανάστροφη μεταγραφή για μελέτη της έκφρασης του LacZ  γονιδίου χρησιμοποιήθηκαν 
δύο τύποι ελέγχου. Τόσο το γονίδιο ελέγχου GAPDH που εκφράζεται σε όλους τους ιστούς – 
επιβεβαιώνει την δημιουργία cDNA  όσο και αντιδράσεις χωρίς την προσθήκη ανάστροφης 
μεταγραφάσης- αποκλείει επιμόλυνση  από γενωμικό DNA. 
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Β.4.3. Ημιποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 
 
Ημιποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με P32 

 
 
Έκφραση του LacZ γονιδίου σε διάφορους ιστούς. Ακολούθησε ποσοτικοποίηση των 
προϊόντων σε σχέση με το GAPDH. 

Brain 0,15 
Fat 2,18 
Heart 0,14 
Intestine -0,35 
Kidney 0,56 
Liver 214,01 
Muscle -0,07 
Spleen 5,02 
Negative control -0,52 
 
 
 Οι παραπάνω τιμές είναι αυθαίρετες και δεν αναφέρονται σε κάποιες τιμές  παρά 
προκύπτουν ως αναλογίες. 
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B.4.4. Lac Z χρώση εμβρύων και ιστών ενήλικων ζώων 
 

A B

 

Γ Δ

 

E ΣΤ  
 
 
Α ,Γ : Διαγονιδιακά Ε12,5 με Lac Z χρώση για 4 και 14 ώρες αντίστοιχα 
Β,Δ: Αγρίου τύπου Ε12,5  Lac Z χρώση για 4 και 14 ώρες αντίστοιχα 
Ε,ΣΤ: Διαγονιδιακό Ε18,5 Lac Z χρώση για 4 ώρες και αγρίου τύπου αντίστοιχα 
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1. Τμήμα παχέος εντέρου 2.Νεφρού 3.΄Ηπαρ 4.Λίπος 5.Μυς 6.Πάγκρεας 7.Τμήμα λεπτού 
εντέρου 8. Σπλήνας 
Λήψη στο στερεοσκόπιο - αγρίου τύπου ζώα (A) διαγονιδιακά ζώα (B) 
Λήψη στο  μικροσκόπιο - -αγρίου τύπου ζώα (Γ) διαγονιδιακά ζώα (Δ) 
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Β.5.Συμπεράσματα 
 
Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η έκφραση του γονιδίου αναφοράς Lacz υπό ολόκληρη την 
ρυθμιστική περιοχή του ανθρώπινου HNF4a σε διαγονιδιακό ποντίκι.  
Με πειράματα αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης παρατηρείται έκφραση στο ήπαρ και 
στο λίπος. 
Η χρώση ιστών και εμβρύων με X-GAL έδειξε ότι το γονίδιο αναφοράς εκφράζεται την Ε12,5 
στο ήπαρ ενώ την Ε18,5 εντοπίστηκε χρώση σε ήπαρ νεφρά και έντερο. Τα αποτελέσματα 
αυτά προήλθαν από παρατήρηση στο στερεοσκόπιο. 
Στο ενήλικο ζώο το ήπαρ και το νεφρό χρωματίστηκαν έντονα- στεροσκοπική παρατήρηση- 
μετά την βάπτισή τους στο διάλυμα x-gal, εντούτοις μετά από παρατήρηση στο μικροσκόπιο 
διαπιστώθηκε ότι η χρώση αφορούσε τα κύτταρα των εξωτερικών στιβάδων που έρχονταν σε 
επαφή με το διάλυμα της χρωστικής. Αυτό δεν αναιρεί την ειδικότητα της χρώσης καθώς 
αφενός στα κύτταρα που χρωματίστηκαν το χρώμα εντοπιζόταν στον πυρήνα του κυττάρου 
όπως και το ένζυμο β-γαλακτοσειδάση που κωδικοποιεί το συγκεκριμένο Lacz γονίδιο που 
χρησιμοποιήθηκε – και αφετέρου δεν παρατηρήθηκε σε όλους τους ιστούς. Πιθανά έκθεση για 
χρονικά διάστημα  πέραν των 4 ωρών να επέτρεπε την χρώση και σε βαθύτερες στιβάδες των 
συμπαγών αυτών ιστών. Παρότι μακροσκοπικά το έντερο φάνηκε να αντιδρά με το 
υπόστρωμα , μικροσκοπικά αυτό δεν επιβεβαιώθηκε. Επίσης, η αυξημένη έκφραση στον 
λιπώδη ιστό που διαπιστώθηκε με πειράματα αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης δεν 
παρατηρήθηκε ούτε σε μακροσκοπική ο΄θε σε μικροσκοπική παρατήρηση. Όσον αφορά στο 
πάγκρεας στερεοσκοπική παρατήρηση δεν έδειξε κάποια αλλαγή μετά την χρώση ενώ σε 
τομές παραφίνης ήταν αδύνατος ο εντοπισμός νησιδίων του Langerhans- οπου βρίσκονται και 
τα β κύτταρα του παγκρέατος- και έτσι δεδομένα από την μικροσκοπική παρατήρηση  δεν 
παρατίθενται.  
Τελικά, σύμφωνα με την παραπάνω μελέτη η ανθρώπινη ρυθμιστική περιοχή τοθ HFN4a στο 
ποντίκι είναι λειτουργική και παρουσιάζει ιστοειδική ενεργότητα όπως και στον άνθρωπο.  
Το διαγονιδιακό αυτό ποντίκι αποτελεί ένα πολύτιμο εργαλείο για την σε βάθος μελέτη της 
μεταγραφικής ενεργοποίησης ή μεταγραφικής αποσιώπησης ιστοειδικών γονιδίων. 
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