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ΕΕΙΙΣΣΑΑΓΓΩΩΓΓΗΗ  

  

ΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΕΣ 

Γενικές έννοιες: 

Τα λιπίδια (τριγλυκερίδα, χοληστερόλη, φωσφολιπίδια) αποτελούν 

σηµαντικά βιολογικά µόρια που χρησιµοποιούνται για την αποθήκευση και 

παραγωγή µεταβολικής ενέργειας, ενώ είναι απαραίτητα συστατικά, για την 

διατήρηση των µεµβρανικών δοµών, την σύνθεση των στεροειδών ορµονών και 

των χολικών οξέων. Η υδρόφοβη συµπεριφορά τους αποτελεί το βασικό 

πρόβληµα για την κυκλοφορία τους στο πλάσµα. Ο περιορισµός αυτός 

παρακάµπτεται µε την ένωση των λιπιδίων µε µια τάξη πρωτεϊνών του 

πλάσµατος, που ονοµάζονται απολιποπρωτεΐνες, για τον σχηµατισµό σωµατιδίων 

λιποπρωτεϊνών (lipoprotein particles). Οι λιποπρωτεΐνες αποτελούν 

µακροµοριακά συµπλέγµατα απολιποπρωτεϊνών και λιπιδίων, που παράγονται 

κυρίως από το ήπαρ και το έντερο, αλλά και άλλους ιστούς του ανθρωπίνου 

σώµατος, και εκκρίνονται στο πλάσµα. Η κύρια λειτουργία τους είναι η µεταφορά 

και ανακατανοµή των λιπιδίων που είτε προέρχονται από την διατροφή, είτε 

συντίθενται ενδογενώς. 

Οι λιποπρωτεΐνες διαφέρουν στο µέγεθος, την πυκνότητα και την σύστασή 

τους σε πρωτεΐνες και λιπίδια. Το µέγεθος των λιποπρωτεϊνών είναι ανάλογο µε 

την σύστασή τους σε λιπίδια ενώ η πυκνότητα των σωµατιδίων είναι αντιστρόφως 

ανάλογη των λιπιδίων που περιέχουν. Ο παραδοσιακός τρόπος ταξινόµησης των 

λιποπρωτεϊνών έχει ως βάση το µέγεθος και την πυκνότητά τους που καθορίζονται 

από την επίπλευσή τους σε διαβάθµιση πυκνότητας διαλύµατος βρωµιούχου 

καλίου µετά από υπερφυγοκέντρηση. Έτσι, οι λιποπρωτεΐνες διαχωρίζονται σε 

πέντε τάξεις οι οποίες, ξεκινώντας από την µεγαλύτερη σε µέγεθος, είναι οι εξής: 

1) χυλοµικρά, 2) πολύ χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (VLDL), 3) 

ενδιάµεσης πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (IDL), 4) χαµηλής πυκνότητας 

λιποπρωτεΐνες (LDL) και 5) υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (HDL). 
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Πηγαίνοντας από τα χυλοµικρά στην HDL, η επί τοις εκατό σύσταση σε λιπίδια 

ελλαττώνεται ενώ, η επί τοις εκατό σύσταση σε πρωτεΐνες αυξάνεται. Κάθε τάξη 

λιποπρωτεϊνών εµφανίζει ετερογένεια στο µέγεθος και στην σύστασή της και 

υποδιαιρείται σε υποπληθυσµούς. Για παράδειγµα, η HDL υποδιαιρείται σε ΗDL2 

και HDL3 µε βάση την πυκνότητα της ενώ υποδιαιρείται και µε βάση την σύσταση 

σε απολιποπρωτεΐνες π.χ. σε LpA-I/A-II και LpA-I.  

 

Mεταβολισµός των λιποπρωτεΐνών: 

Ο µεταβολισµός των λιποπρωτεϊνών αποτελεί ένα πολύπλοκο βιολογικό 

µονοπάτι και παριστάνεται διαγραµµατικά στην εικόνα 1. Μετά την σύνθεσή 

τους, οι λιποπρωτεΐνες υφίστανται εκτενείς τροποποιήσεις στο πλάσµα. Τέτοιες 

τροποποιήσεις αφορούν την µεταφορά ή ανταλλαγή λιπιδίων µεταξύ των 

διαφόρων λιποπρωτεϊνών (µέσω της πρωτεΐνης µεταφοράς εστέρων χοληστερόλης 

(CETP) και της πρωτεΐνης µεταφοράς φωσφολιπιδίων (PLTP)), καθώς και 

ενζυµατικά καταλυόµενες µεταβολές των λιπιδίων µέσω της δράσης των ενζύµων 

Ακυλοτρανσφεράση της Λεκιθίνης-Χοληστερόλης, (LCAT), λιποπρωτεϊνική 

λιπάση (LPL) και ηπατική λιπάση των τριγλυκεριδίων (HTGL). Αποτέλεσµα 

αυτών των µετατροπών, καθώς και της ανταλλαγής αποπρωτεϊνών που συνοδεύει 

την υδρόλυση των τριγλυκεριδίων, είναι ο σχηµατισµός των λιποπρωτεϊνών του 

πλάσµατος, που είναι σφαιρικές όπως οι VLDL, LDL και HDL (1, 2).  

Ο οργανισµός συνθέτει τρεις κύριες κατηγορίες λιποπρωτεϊνών: τα 

χυλοµικρά, τις VLDL/LDL και την HDL, και προσπαθεί να διατηρήσει 

φυσιολογικές συγκεντρώσεις των παραπάνω λιποπρωτεϊνών και των παραγώγων 

τους στο πλάσµα. Όταν µια ή περισσότερες πρωτεΐνες του συστήµατος 

µεταλλαχθούν ή διαταραχθεί η ρύθµισή τους, αλλάζει η συγκέντρωση και η 

λειτουργία ορισµένων λιποπρωτεϊνών. Οι αλλαγές αυτές προκαλούν µεταβολές 

στα επίπεδα της χοληστερόλης και ορισµένες στα επίπεδα των τριγλυκεριδίων και 

αυτό µπορεί να οδηγήσει σε αθηροµάτωση ή αλλες παθολογικές καταστάσεις.  
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Τα χυλοµικρά (και υπολείµµατα χυλοµικρών) είναι τα µεγαλύτερα από τις 

λιποπρωτεΐνες του πλάσµατος και τα λιγότερο πυκνά (πυκνότητα<0.94 gr/cm3), 

λόγω της υψηλής περιεκτικότητάς τους σε τριγλυκερίδια και της χαµηλής (<2%) 

περιεκτικότητάς τους σε πρωτεΐνη. Η κύριες πρωτεΐνες των χυλοµικρών είναι η 

αποΒ-100 και η αποΒ-48 ενώ περιέχουν ακόµα τις πρωτεΐνες αποΑ-Ι, αποΑ-ΙΙ, 

αποΑ-ΙV και αποC. Τα χυλοµικρά συντίθενται στο έντερο και συµµετέχουν στην 

µεταφορά των τριγλυκεριδίων και της χοληστερόλης της τροφής, από το έντερο 

σε µη-ηπατικούς ιστούς για χρήση των λιπαρών οξέων στην παραγωγή ενέργειας, 

ή για την αποθήκευσή τους στα λιποκύτταρα. Η συναρµολόγηση (assembly) των 

λιπιδίων µε την αποΒ-100 και αποΒ-48 για το σχηµατισµό χυλοµικρών γίνεται µε 

τη δράση των πρωτεϊνών µεταφοράς τριγλυκεριδίων των µικροσωµάτων 

(microsomal triglyceride transfer protein, MTP). 

Στο πλάσµα τα τριγλυκερίδια των χυλοµικρών υδρολύονται από ένζυµα, 

όπως η λιποπρωτεϊνική λιπάση (LPL). Τα υπολείµµατα της υδρόλυσης 

ονοµάζονται υπολείµµατα χυλοµικρών (chylomicron remmants) και 

αποµακρύνονται  πολύ γρήγορα από την κυκλοφορία µέσω του ήπατος,µε τη 

βοήθεια υποδοχέων που αναγνωρίζουν την αποΕΕ (Εικ.2Α). 

 

VLDL/ IDL/ LDL: 

Οι λιποπρωτεΐνες πολύ χαµηλής πυκνότητας (VLDL) είναι  πολύ πλούσιες 

σε τριγλυκερίδια που συντίθεται από το ήπαρ και µεταφέρουν τα ενδογενώς 

συντιθέµενα τριγλυκερίδια και χοληστερόλη από το ήπαρ σε περιφερικούς ιστούς. 

Η κύρια πρωτεΐνη της VLDL είναι η αποΒ-100. Η πρωτεΐνη αποΒ-100 συνδέεται 

µε λιπίδια εντός του κυττάρου µε τη δράση της MTP. Η VLDL του πλάσµατος 

φέρει, επίσης, µικρά ποσά των αποCII, αποCIII και αποΕ. Η είσοδος των VLDL 

στην κυκλοφορία έχει ως αποτέλεσµα την υδρόλυση των τριγλυκεριδίων από την 

λιποπρωτεϊνική λιπάση που είναι προσκολληµένη στο ενδοθήλιο των τριχοειδών 

αγγείων , και τη δηµιουργία IDL και άλλων υπολειµµάτων λιποπρωτεϊνών, όπως 

συµβαίνει και στην περίπτωση των χυλοµικρών (Εικόνα 2Β). 

 3



 

Τα υπολείµµατα των λιποπρωτεϊνών που προέρχονται από την υδρόλυση 

της VLDL είναι πλούσια σε εστέρες χοληστερόλης και αποΕ και ακολουθούν δύο 

δρόµους: Ένα ποσοστό (60%) αποµακρύνεται από την κυκλοφορία µέσω 

σύνδεσής του µε ηπατικούς υποδοχείς που αναγνωρίζουν την αποΕ και το 

υπόλοιπο µετατρέπεται σε LDL µε περαιτέρω υδρόλυση τριγλυκεριδίων και 

φωσφολιπιδίων από την ηπατική λιπάση και τη λιπάση των τριγλυκεριδίων 

(HTGL), που βρίσκεται στην επιφάνεια των ηπατικών κυττάρων (3,4) (Εικόνες 1 

και 2Β). 

 Οι λιποπρωτεΐνες ενδιάµεσης πυκνότητας, (IDL), αποτελούν ενδιάµεσες 

µορφές στη µετατροπή των VLDL σε LDL, η οποία γίνεται µε τη δράση της 

λιποπρωτεϊνικής λιπάσης. Η περιεκτικότητα των IDL σε τριγλυκερίδια και 

χοληστερόλη είναι µικρότερη από αυτή των VLDL. Όπως αναφέρθηκε ήδη,  

µέρος των IDL αποµακρύνεται από το ήπαρ (µέσω πρόσδεσης σε ηπατικούς 

υποδοχείς που αναγνωρίζουν την αποΕ) και το υπόλοιπο µετατρέπεται σε LDL 

(Εικ.1).  

Οι LDL αποτελούν τους κύριους φορείς χοληστερόλης και εστέρων 

χοληστερόλης στο πλάσµα και περιέχουν πολύ µικρά ποσά τριγλυκεριδίων. Η 

συσσώρευση της LDL στο πλάσµα µπορεί να οδηγήσει στην οξείδωση ή την 

ακυλίωση της και την πρόσληψή της από τους υποδοχείς της τροποποιηµένης 

LDL, που επίσης ονοµάζονται υποδοχείς καθαριστές (scavenger receptors), που 

υπάρχουν σε µονοκύτταρα-µακροφάγα (5). Με τον τρόπο αυτό σχηµατίζονται τα 

αφρώδη κύτταρα (foam cells) που συναντώνται σε αθηρωµατικές αλλοιώσεις 

(Εικόνα 1).  

Οι λιποπρωτεΐνες υψηλής πυκνότητας (HDL) έχουν ως κύρια λειτουργία 

την µεταφορά της χοληστερόλης από τους περιφερικούς ιστούς στο ήπαρ. Η HDL 

του πλάσµατος αποτελείται από ένα ετερογενή πληθυσµό µικροτέρων και 

πυκνότερων λιποπρωτεϊνικών σωµατιδίων σφαιρικού σχήµατος, µε διάµετρο που 

κυµαίνεται από 50-120Å, που επιπλέουν σε πυκνότητες 1.063 και 1.21 gr/ml. Τα 

σωµατίδια της HDL περιέχουν µεγαλύτερο ποσοστό πρωτεΐνης από τις άλλες 
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λιποπρωτεΐνες του πλάσµατος, µε την αναλογία πρωτεΐνης/ λιπιδίων να είναι 

περίπου 1/1 κατά βάρος. Η κύρια απολιποπρωτεΐνη της HDL είναι η αποΑ-Ι (την 

ρύθµιση της οποίας µελετάµε στην παρούσα διατριβή) και αποτελεί το 70% του 

συνόλου των πρωτεϊνών της HDL.  

Ένας µεγάλος αριθµός από επιδηµιολογικές µελέτες σε ανθρώπινους 

πληθυσµούς έχει δείξει ότι η συγκέντρωση της HDL ή της αποΑ-Ι στο πλάσµα 

συσχετίζεται αντίστροφα µε την πιθανότητα ανάπτυξης της στεφανιαίας νόσου (6, 

7). Οι µειωµένες συγκεντρώσεις της HDL και της αποΑ-Ι σχετίζονται µε 

αυξηµένο κίνδυνο στεφανιαίας νόσου και πρόωρη αθηρωσκλήρωση (8, 9). Οι 

προστατευτικές επιδράσεις της HDL και της αποΑ-Ι ενάντια στην αθηρωµάτωση 

έχουν µελετηθεί και πιστοποιηθεί και µε in vivo µελέτες. Η αποΑ-Ι συντίθεται από 

το έντερο, εκκρίνεται µε τα χυλοµικρά (2) και µεταφέρεται στην HDL όταν τα 

χυλοµικρά εισέλθουν στην συστεµική κυκλοφορία. Η αποΑ-Ι συντίθεται επίσης 

από το ήπαρ και εκκρίνεται κυρίως ελεύθερη λιπιδίων (3, 10). Η δέσµευση µικρής 

ποσότητας φωσφολιπιδίων που πιθανόν προέρχονται από τις κυτταρικές 

µεµβράνες ή άλλες λιποπρωτεΐνες, οδηγεί στον σχηµατισµό πρε-β1 σωµατιδίων 

της HLD. Στα σωµατίδια πρε-β1-HDL προστίθεται χοληστερόλη που αντλείται 

από τις µεµβράνες του κυττάρου µε τη βοήθεια του µεταφορέα της ABCA1, και 

τα µετατρέπει σε πρε-β2 σωµατίδια που έχουν δισκοειδές σχήµα. Η εστεροποίηση 

της χοληστερόλης των πρε-β2-HDL σωµατιδίων από το ένζυµο 

ακυλοτρανσφεράση λεκιθίνης της χοληστερόλης τα µετατρέπει σε σφαιρικά 

σωµατίδια HDL που είναι πλούσια σε εστέρες χοληστερόλης.  

Οι εστέρες χοληστερόλης του σωµατιδίου της HDL µπορούν να 

µεταφερθούν στο ήπαρ µε τουλάχιστον τρεις µηχανισµούς: 1) οι εστέρες της 

χοληστερόλης µεταφέρονται από την HDL στην LDL, ΙDL και VLDL, µε τη 

δράση της πρωτεΐνης µεταφοράς των εστέρων χοληστερόλης (CETP). Στη 

συνέχεια οι λιποπρωτεΐνες χαµηλότερης πυκνότητας αναγνωρίζονται και 

δεσµεύονται στο ήπαρ ή σε περιφερικούς ιστούς µέσω του υποδοχέα της LDL και 

άλλων υποδοχέων της αποΕ (11) (Εικόνα 2Β), 2) ένας υποπληθυσµός της HDL 
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προσλαµβάνει αποΕ και αναγνωρίζεται από τον υποδοχέα της LDL και άλλους 

υποδοχείς των ηπατοκυττάρων που µπορούν να συνδέσουν την αποΕ, και 3) Η 

HDL αναγνωρίζεται από τον υποδοχέα SR-BI (12, 13, 14,15) που υπάρχει σε 

ηπατοκύτταρα και κύτταρα που συνθέτουν στεροειδείς ορµόνες (φλοιό 

επινεφριδίων, όρχεις, ωοθήκες) και προάγει την επιλεκτική µεταφορά των 

εστέρων της χοληστερόλης.  

∆εύτερο σηµαντικό συστατικό της HDL είναι η αποΑ-ΙΙ που συνυπάρχει 

µε την αποΑ-Ι σε ένα υποπληθυσµό της HDL υψηλότερης πυκνότητας (HDL3) και 

σε µοριακή αναλογία αποΑ-Ι:αποΑ-ΙΙ ίση µε 2:1 (16). Η HDL µπορεί επίσης να 

περιέχει τις πρωτεΐνες αποΕ, αποC-II, αποC-IIΙ και αποD (17). 

Στην εικόνα 2Γ παριστάνεται διαγραµµατικά η βιοσύνθεση της HDL, ο 

σχηµατισµός των διαφόρων υποπληθυσµών της HDL καθώς και ο καταβολισµός 

τους από το ήπαρ. 

 

 

Αντίστροφη µεταφορά χοληστερόλης 

Η έξοδος της ελεύθερης χοληστερόλης από τα κύτταρα των περιφερικών 

ιστών ονοµάζεται αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης. Τα (µη ηπατικά) 

περιφερικά κύτταρα µπορούν να συνθέσουν χοληστερόλη (τοπική σύνθεση), ή να 

προσλάβουν την χοληστερόλη κυρίως της LDL, µέσω των υποδοχέων της LDL. Η 

χοληστερόλη που συσσωρεύεται στα κύτταρα µπορεί να επανεστεροποιηθεί και 

να αποθηκευθεί σε µικρές ποσότητες υπό τη µορφή σταγονιδίων εστέρων 

χοληστερόλης. Η περίσσεια χοληστερόλης των περιφερικών κυττάρων 

αποµακρύνεται από το κύτταρο µε το µηχανισµό της αντίστροφης µεταφοράς 

χοληστερόλης και µεταφέρεται µέσω του πλάσµατος στο ήπαρ. Εκεί η 

χοληστερόλη ανακυκλώνεται στις νεοσυντεθείσες λιποπρωτεΐνες, ενώ µέρος της 

εκκρίνεται στη χολή, υπό την µορφή των χολικών οξέων.  
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Η αποΑ-Ι, ελεύθερη λιπιδίων, επάγει την έξοδο της χοληστερόλης από τα 

κύτταρα και µέσω του µηχανισµού αυτού πιστεύεται ότι συµβάλλει στην 

οµοιόσταση της χοληστερόλης στα κύτταρα και στους ιστούς (18, 19).  

Το αρχικό βήµα για την αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης είναι η 

µεταφορά της χοληστερόλης από την κυτταρική επιφάνεια σε σωµατίδια-δέκτες. 

Έχουν προταθεί 2 βασικοί µηχανισµοί για την εξήγηση του φαινοµένου: α) Με 

παθητική διάχυση της ελεύθερης χοληστερόλης µέσω της υδατικής φάσης από την 

πλασµατική µεµβράνη στην HDL ή άλλα µόρια-δέκτες της χοληστερόλης (20, 21) 

και β) Με σύνδεση της HDL σε πρωτεΐνες-υποδοχείς που βρίσκονται στην 

πλασµατική µεµβράνη του κυττάρου όπως είναι ο υποδοχέας καθαριστής τάξης 

Β1. Έχει προταθεί ότι η έξοδος της χοληστερόλης από το κύτταρο περιλαµβάνει 

αρχική µεταφορά της χοληστερόλης από το ER-Golgi στην πλασµατική µεµβράνη 

και αποµάκρυνσή της µέσω ειδικών φορέων όπως είναι η HDL(HDL receptor 

cholesterol translocation and efflux) (22). Νεότερα δεδοµένα υποστηρίζουν ότι η 

αποΑ-Ι προάγει την αποµάκρυνση της χοληστερόλης από το κύτταρο µετά από 

πρόσδεσή της µε τον µεταφορέα ABCA1 (23). 

 

 

ΑΠΟΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΕΣ 

 

Οι απολιποπρωτεΐνες αποτελούν τα πρωτεϊνικά συστατικά των 

λιποπρωτεϊνών και έχουν ονοµαστεί αποΑ-Ι, αποΑ-ΙΙ, αποΑ-ΙV, αποΒ, αποC-I, 

αποC-II, αποC-III, αποD και αποΕ (1, 24). Όλες οι απολιποπρωτεΐνες περιέχουν 

ένα πεπτίδιο σήµα (18-27 αµινοξέων), παρόµοιο µε αυτό που συναντάται σε άλλες 

εκκρινόµενες πρωτεΐνες (25). Στο πλάσµα οι απολιποπρωτεΐνες εµφανίζονται σε 

δύο ή περισσότερες ισοµορφές, οι οποίες διαφέρουν στο µέγεθος ή στο φορτίο (3). 

Οι διαφορές αυτές οφείλονται σε αντικαταστάσεις αµινοξέων (πολυµορφισµούς) ή 

µετα-µεταγραφικές τροποποιήσεις που περιλαµβάνουν πρωτεόλυση, 

γλυκοσυλίωση, απαµίνωση και ακυλίωση (2, 3). Η κύρια λειτουργία των 
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απολιποπρωτεϊνών είναι η διαλυτοποίηση και η µεταφορά των λιπιδίων. Αυτό 

επιτυγχάνεται µε την ύπαρξη υδροφόβων και υδροφίλων περιοχών στις 

λιποπρωτεΐνες.  

Οι απολιποπρωτεΐνες παίζουν σηµαντικό ρόλο στην σύνθεση των 

λιποπρωτεΐνών. Οι λιποπρωτεΐνες που µας ενδιαφέρουν στην παρούσα µελέτη 

είναι οι αποΑ-ΙΙ και αποΑ-Ι. Αν και τα γονίδια των απολιποπρωτεϊνών 

εκφράζονται συνεχώς και σε υψηλά επίπεδα (constitutive expression), είναι 

δυνατό εξωκυττάρια ερεθίσµατα, όπως για παράδειγµα θυρεοειδείς ή στεροειδείς 

ορµόνες, να ενεργοποιούν συγκεκριµένα σηµατοδοτικά µονοπάτια στο εσωτερικό 

του κύτταρου και το αποτέλεσµα της σηµατοδότησης µέσω των µονοπατιών 

αυτών (στο ήπαρ ή στο έντερο) να είναι η ενεργοποίηση µεταγραφικών 

παραγόντων οι οποίοι επηρεάζουν την δράση των υποκινητών των γονιδίων των 

απολιποπρωτεϊνών. Παρακάτω αναφέρεται ο ρόλος των απολιποπρωτεϊνών αυτών 

καθώς και οι µεταγραφικοί παράγοντες που είναι γνωστό ότι επηρεάζουν τη 

µεταγραφή τους. 

 

 

ΑποΑ-ΙΙ 

Η απολιποπρωτεΐνη Α-ΙΙ (αποΑ-ΙΙ) του ανθρώπου είναι κύριο συστατικό 

της HDL ( 26, 27, 28). Γενετικές µελέτες σε ποντικούς και ανθρώπους δεν έχουν 

αποσαφηνίσει την συµβολή της αποΑ-ΙΙ στην ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης (29, 

30, 31). Αρχικά πειράµατα έδειξαν ότι η υπερέκφραση της αποΑ-ΙΙ του ποντικού 

σε διαγονιδιακούς ποντικούς, αύξησε τα επίπεδα της HDL και προκάλεσε 

αθηροσκλήρωση στα πειραµατόζωα µετά από λήψη δίαιτας πλούσιας σε 

χοληστερόλη και κεκορεσµένα λίπη, σε σχέση µε τα πειραµατόζωα ελέγχου (32). 

Σε διαγονιδιακoύς ποντικούς που υπερεκφράζουν ταυτόχρονα τις αποΑ-Ι και 

αποΑ-ΙΙ του ανθρώπου παρουσιάζεται µειωµένη προστασία από αθηροσκλήρωση 

µετά από διατροφή µε δίαιτα πλούσια σε χοληστερόλη και κορεσµένα λίπη, σε 

σύγκριση µε διαγονιδιακούς ποντικούς που υπερεκφράζουν µόνο την αποΑ-Ι. 
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Παρόλα αυτά και οι δύο οµάδες ποντικών είναι λιγότερο επιρρεπείς σε 

αθηροσκλήρωση λόγω διατροφής από ότι οι ποντικοί ελέγχου C57BL/6 (33). 

Πρόσφατα έχει δειχθεί ότι υπερέκφραση της αποΑ-ΙΙ του ανθρώπου σε 

διαγονιδιακούς ποντικούς επάγει χαµηλά επίπεδα HDL και υπερτριγλυκεριδαιµία 

µετά από λήψη τροφής (post-prandially) (34). Έχει προταθεί ότι υπερέκφραση 

αποΑ-ΙΙ αποµακρύνει αποΑ-Ι από την HDL, αποσταθεροποιεί την δοµή και 

επιταχύνει τον καταβολισµό της HDL. Επιπρόσθετα, η περίσσεια της αποΑ-ΙΙ 

ενσωµατώνεται στην VLDL προκαλώντας τριγλυκεριδαιµία. 

In vitro µελέτες έδειξαν ότι τα σωµατίδια της HDL που περιέχουν αποΑ-ΙΙ 

δεν ενεργοποιούν την ακετυλοτρανσεράση λεκιθίνης-χοληστερόλης (35, 36) και 

είναι φτωχοί δότες εστέρων της χοληστερόλης για την CETP (cholesteryl ester 

transfer protein) συγκριτικά µε τα HDL που περιέχουν αποΑ-Ι (37, 38). Τα 

υπάρχοντα στοιχεία συµφωνούν µε την υπόθεση ότι η αποΑ-ΙΙ µπορεί να αλλάζει 

την δοµή και τη λειτουργεία των HDL και να συµβάλλει στην ανάπτυξη 

στεφανιαίας νόσου (Coronary Artery disease) µέσω ενός µηχανισµού άγνωστου 

µέχρι στιγµής.  

Η σύνθεση της αποΑ-ΙΙ περιορίζεται στο ήπαρ και σε πολύ µικρότερο 

βαθµό στο έντερο (28). H υποκινητής της αποΑ-ΙΙ µεταξύ των νουκλεοτιδίων –

903 και –33, περιέχει επτά κοντινά και επτά αποµακρυσµένα ρυθµιστικά στοιχεία 

Α-G και H-Ν, αντίστοιχα. (Eικ. 3). Τα αποµακρυσµένα στοιχεία δρουν ως 

ηπατοειδικοί ενισχυτές του υποκινητή της αποΑ-ΙΙ, in vitro και in vivo (39). 

Μεταγραφικοί παράγοντες που ελέγχουν τη µεταγραφή του γονιδίου της αποΑ-ΙΙ 

φαίνεται να συνεργάζονται µεταξύ αυτών που προσδένονται στον κοντινό 

υποκινητή και αυτών που προσδένονται στον ενισχυτή της αποΑ-ΙΙ για την 

ενεργοποίηση της µεταγραφής του γονιδίου της αποΑ-ΙΙ (40). 

Πυρηνικοί υποδοχείς προσδένονται σε ένα DR1 στοιχείο απόκρισης σε 

ορµόνες στη ρυθµιστική περιοχή ΑΙΙJ του υποκινητή. Στο τµήµα αυτό µπορεί να 

προσδεθεί ο HNF-4 και άλλοι ορφανοί υποδοχείς καθώς και ετεροδιµερή 

RXRα/Τ3Rβ (39). Ο HNF-4 ενεργοποιεί κατά 2,2-φορές και η ρυθµιστική 
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πρωτεΐνη της αποΑ-Ι (ARP-1) καταστέλλει την ενεργότητα του υποκινητή της 

αποΑ-ΙΙ. Αν και οµοδιµέρη του RXRα δεν προσδένονται στο στοιχείο αυτό, το 9-

cis ρετινοϊκό οξύ (RA) και αγωνιστές του RXRα αυξάνουν τα βασικά επίπεδα του 

mRNA της αποΑ-ΙΙ σε κύτταρα HepG2 (41). Τέλος, ετεροδιµέρη του T3R µε usp 

(το οµόλογο του RXRα στην Drosophila) προσδένονται στο ρυθµιστικό στοιχείο 

AB του υποκινητή της αποΑ-ΙΙ. 

 

 

ΑποΑ-Ι  

Η αποΑ-Ι αποτελεί το κύριο πρωτεϊνικό συστατικό της HDL και όπως 

προανεφέρθει παίζει σηµαντικό ρόλο στην µεταφορά και την οµοιόσταση της 

χοληστερόλης και άλλων λιπιδίων. Η αποΑ-Ι απαιτείται για τον σχηµατισµό των 

σωµατιδίων της HDL και την ενεργοποίηση του ενζύµου LCAT (42, 43). 

Πρόσφατα, βρέθηκε ότι η αποΑ-Ι ως συστατικό της HDL αναγνωρίζεται από τον 

υποδοχέα SR-BI και πιθανόν µε άλλους κυτταρικούς υποδοχείς (44, 22). Η αποΑ-

Ι, σαν συστατικό της HDL και της πρε-β HDL προάγει την έξοδο της 

χοληστερόλης από τα κύτταρα (45, 10), µια διαδικασία που οδηγεί στην 

αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης από τους περιφερειακούς ιστούς στο 

ήπαρ. 

Το γονίδιο της αποΑ-Ι έχει µέγεθος 1863 ζεύγη βάσεων (bp) και 

αποτελείται από 4 εξόνια και 3 ιντρόνια. Μελέτες χρωµοσωµικής χαρτογράφησης 

έδειξαν ότι το γονίδιο της αποΑ-Ι του ανθρώπου βρίσκεται πολύ κοντά στα 

γονίδια αποC-III και αποΑ-ΙV, στο µακρύ άκρο του χρωµοσώµατος 11 (46, 47, 

48). Το γονίδιο της αποΑ-Ι βρίσκεται 2.5 Κb στο 3΄ του γονιδίου της αποC-III και 

7.5 Kb στο 5΄ του γονιδίου της αποΑ-ΙV. Το γονίδιο της αποC-III βρίσκεται 

µεταξύ των γονιδίων της αποΑ-ΙV και η κατεύθυνση της µεταγραφής των 

γονιδίων αποΑ-Ι και αποA-IV είναι αντίθετη από αυτή του γονιδίου της αποC-III. 

Στην εικόνα 4Α φαίνεται το συγκρότηµα των γονιδίων αποΑ-Ι, αποC-ΙΙΙ και 

αποΑ-ΙV του ανθρώπου.  
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Η µεταγραφή του γονιδίου της αποΑ-Ι στο ήπαρ και το έντερο παρουσιάζει 

διαφορές. Η ηπατική έκφραση ελέγχεται από τρία ρυθµιστικά στοιχεία, ΑΙΒ (-128 

ως –77), ΑΙC (-175 ως –148) και ΑΙD (-220 ως –190) που βρίσκονται στον εγγύς 

υποκινητή του γονιδίου της αποΑ-Ι. Η µεταγραφή ενισχύεται από ένα ενισχυτή 

που βρίσκεται στην περιοχή –800 έως –500 του υποκινητή του γονιδίου της αποC-

ΙΙΙ. Τα στοιχεία ΑΙB και ΑΙD περιέχουν αλληλουχίες που αναγνωρίζονται από 

µέλη της υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων (Εικ. 4A) (49). Πειράµατα 

σύνδεσης στο DNA και πειράµατα ανταγωνισµού έδειξαν ότι τα στοιχεία ΑΙB και 

ΑΙD συνδέονται µε τον ηπατικό µεταγραφικό παράγοντα-4 (HNF4), καθώς επίσης 

και άλλους ορφανούς πυρηνικούς υποδοχείς (orphan receptors), και οµοδιµερή ή 

ετεροδιµερή πυρηνικών υποδοχέων που ενεργοποιούνται από ρετινοειδή και τη 

θυρεοειδή ορµόνη. Στην κατηγορία αυτή ανήκουν οι υποδοχείς RXRα, RARα και 

T3Rβ (50, 51, 52). Η περιοχή του υποκινητή του γονιδίου της αποΑ-Ι από –1500 

ως –5, έχει χαµηλά επίπεδα µεταγραφικής ενεργότητας σε κύτταρα CaCο-2 (που 

χρησιµοποιούνται για τη µελέτη έκφρασης γονιδίων στο έντερο). Εντούτοις, 

πειράµατα παροδικής επιµόλυνσης έδειξαν ότι η ενεργότητα του υποκινητή σε 

CaCο-2 κύτταρα αυξάνεται σε επίπεδα συγκρίσιµα µε αυτά της ενεργότητας των 

ηπατικών κυττάρων, όταν η περιοχή –1500/-5 συνδεθεί µε την ρυθµιστική 

περιοχή –500 ως –890 του γονιδίου της αποC-III, και ταυτόχρονα τα κύτταρα 

επιµολυνθούν µε τον παράγοντα HNF4 (39).  

Αυτή η µακρινή ρυθµιστική περιοχή του γονιδίου της αποC-III περιέχει τα 

ρυθµιστικά στοιχεία CIIIF, CIIIG, CIIIH, CIII-I CIII-I4και CIIIJ και φέρει τρεις 

θέσεις σύνδεσης για τον παράγοντα SP1, µια θέση σύνδεσης για τον παράγοντα 

HNF4 και άλλες θέσεις σύνδεσης για µεταγραφικούς παράγοντες που δεν έχουν 

ταυτοποιηθεί ακόµη (Εικ. 4Β). Τα υπάρχοντα πειραµατικά δεδοµένα δείχνουν ότι 

η έκφραση του γονιδίου της αποΑ-Ι σε κύτταρα CaCo2 επιτυγχάνεται µε την 

συνεργασία (synergism) µεταξύ του παράγοντα HNF4 που προσδένεται στον 

υποκινητή της αποΑ-Ι και του ενισχυτή της αποC-III και του µεταγραφικού 

παράγοντα SP1, που συνδέεται στον ενισχυτή της αποC-III.  
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Ο ρόλος των µεταγραφικών παραγόντων στην ρύθµιση των γονιδίων της 

αποΑ-Ι και αποC-III µελετήθηκε περαιτέρω µε ανάλυση σε διαγονιδιακούς 

ποντικούς που περιείχαν τις αγρίου τύπου (wt) και µεταλλαγµένες ρυθµιστικές 

περιοχές των γειτονικών γονιδίων αποΑ-Ι/αποC-III. Χρησιµοποιήθηκαν 

µεταλλαγές που κατέστρεφαν τα HREs του υποκινητή της αποΑ-Ι ή του 

υποκινητή και του ενισχυτή της αποC-III και τα στοιχεία πρόσδεσης SP1 του 

ενισχυτή.  

Από τα in vivo αυτά πειράµατα φάνηκε ότι το HRE του ενισχυτή της αποC-

III είναι απαραίτητο για την έκφραση της αποΑ-Ι στο έντερο ενώ συµβάλλει και 

στην έκφρασή της στο ήπαρ. Επίσης, τα ρυθµιστικά στοιχεία πρόσδεσης SP1 στον 

ενισχυτή συµβάλλουν στην εντερική και ηπατική έκφραση του γονιδίου της 

αποΑ-Ι στο ήπαρ και το έντερο. Επίσης, βρέθηκε ότι ο κοντινός υποκινητής του 

γονιδίου της αποΑ-Ι, ή ο ενισχυτής του γονιδίου της αποC-III µπορούν να 

συµβάλλουν ανεξάρτητα στην έκφραση του γονιδίου της αποΑ-Ι στο ήπαρ και 

στο έντερο, σε διαγονιδιακούς ποντικούς που φέρουν το σύµπλεγµα των γονιδίων 

αποΑ-Ι/αποC-III (53). 

 

 

ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗ ΡΥΘΜΙΣΗ 

 

Η µεταγραφή των ευκαρυωτικών γονιδίων είναι ένα πολύπλοκο βιολογικό 

γεγονός στο οποίο συµµετέχουν πολλές πρωτεΐνες. Τα τάξης ΙΙ γονίδια 

µεταγράφονται από την RNA πολυµεράση ΙΙ. Αυτό το πολυπρωτεϊνικό 

σύµπολοκο που αποτελείται από περισσότερα των 70 πολυπεπτιδίων, συγκρίνεται 

σε µέγεθος µε ένα ριβόσωµα. Το σύµπολοκο αυτό περιλαµβάνει τους παράγοντες 

της βασικής µεταγραφικής µηχανής, τους µεταγραφικούς παράγοντες και πολλούς 

συνενεργοποιητές (co-activators), συγκαταστολείς (co-repressors) και 

βοηθητικούς παράγοντες (auxiliary factors). 
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Η µελέτη στοιχείων ελέγχου της µεταγραφής έχει δώσει εκτεταµένους 

χάρτες των στοιχείων αυτών καθώς και την σχετική σηµασία τους στην 

λειτουργία συγκεκριµένων υποκινητών. Όπως σε άλλα συστήµατα, και όπως 

φαίνεται στις εικόνες 4A και 4B, οι αλληλουχίες ελέγχου της µεταγραφής των 

απολιποπρωτεϊνών αναγνωρίζονται από µια ποικιλία παραγόντων που 

προσδένονται σε περιοχές του υποκινητή (promoter) και των ενισχυτών 

(enhancer). 

Οι µεταγραφικοί παράγοντες µπορεί να είναι συνεχώς ενεργοί σε ένα 

κύτταρο ή να συµµετέχουν στα τελικά βήµατα σηµατοδοτικών µονοπατιών τα 

οποία οδηγούν στην µεταγραφική ενεργοποίηση ή καταστολή συγκεκριµένων 

γονιδίων.  

Η σύνθεση αρκετών ηπατο-ειδικών πρωτεϊνών ελέγχεται στο µεταγραφικό 

επίπεδο. Οι πυρηνικοί υποδοχείς είναι µια υπεροικογένεια µεταγραφικών 

παραγόντων που ενεργοποιούνται από ορµόνες όπως τα ρετινοειδή, στεροειδή, 

χολικά οξέα, ορµόνες του θυρεοειδούς, πολλαπλασιαστές υπεροξυσωµάτων, 

βιταµίνη D και στεροειδείς ορµόνες. Η δράση τους επηρεάζει την κυτταρική 

διαφοροποίηση, ανάπτυξη, οµοιόσταση και αναπαραγωγή. Όµο- ή έτερο-διµερή 

πυρηνικών υποδοχέων προσδένονται σε στοιχεία απόκρισης σε ορµόνες (HREs) 

που σχηµατίζονται από ευθείες ή παλινδροµικές επαναλήψεις της αλληλουχίας 

AGG/TTCA µε την απόσταση µεταξύ τους να ποικίλει συνήθως από κανένα έως 5 

νουκλεοτίδια (DR-0 - DR-5). Οι τέσσερις κυριότερες οικογένειες µεταγραφικών 

παραγόντων για το ήπαρ είναι οι HNF-1, HNF-3, HNF-4 και C/EBP (CCAAT 

enhancer binding protein). Αυτοί οι παράγοντες εκφράζονται επίσης και στο 

έντερο. Οι ηπατο-ειδικοί καθώς και αρκετοί γενικοί παράγοντες, 

περιλαµβανοµένου του SP1 (specificity protein 1), του USF (upstream stimulator 

factor), των SREBP-1 και –2 (sterol regulatory element binding protein) και 

ορφανοί ή ορµονο-εξαρτώµενοι πυρηνικοί υποδοχείς συµµετέχουν στην 

µεταγραφή των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών.  
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Στη συνέχεια θα αναφερθούµε σε µέλη της οικογένειας των πυρηνικών 

υποδοχέων που συµµετέχουν στην ρύθµιση των γονιδίων αποΑ-ΙΙ, αποΑ-Ι και 

αποC-III. 

 

 

HNF-4 

O HNF-4 (hepatocyte nuclear factor -4) αποµονώθηκε αρχικά από 

πυρηνικά εκχυλίσµατα ήπατος αρουραίου (54).  Το mRNA του HNF-4 βρίσκεται 

κυρίως στο ήπαρ, τα νεφρά και το έντερο. Το µοριακό µέγεθος της πρωτεΐνης 

είναι περίπου 54kDa.  ∆οµική ανάλυση έδειξε εκτεταµένη οµοιότητα µεταξύ του 

HNF-4 και άλλων µελών της υπεροικογένειας υποδοχέων 

στεροειδών/θυρεοϊδικών ορµονών και κατατάχθηκε σαν ορφανός πυρηνικός 

υποδοχέας. Ο HNF-4 προσδένεται στο DNA ως οµοδιµερές ή ετεροδιµερές µε 

άλλες ισοµορφές του (HNF4α2, HNF4α3) οι οποίες πιθανότατα προέρχονται από 

εναλλακτικό µάτισµα (splicing), ενώ δεν ετεροδιµερίζεται µε κάποιο από τα 

υπόλοιπα µέλη της υπεροικογένειας. Ένα οµόλογο του HNF-4 έχει βρεθεί στην 

Drosophila, το HNF-4(D). Mελέτες δείχνουν ότι ο HNF-4 έχει σηµαντικό ρόλο 

στην ανάπτυξη. Ο HNF-4 εµπλέκεται στην ρύθµιση διαφόρων γονιδίων 

απολιποπρωτεϊνών, όπως αναφέρεται παραπάνω. 

 

 

T3Rβ και RXRα 

Οι πυρηνικοί υποδοχείς διµερίζονται και αλληλεπιδρούν µε στοιχεία 

απόκρισης στις ορµόνες (ΗREs) τα οποία περιέχουν δύο παλινδροµικές ή ευθείες 

επαναλήψεις ΑGG/TTCA (49-51). H δοµή των πυρηνικών υποδοχέων εµφανίζει 

µεγάλο βαθµό συντήρησης κατά την εξέλιξη. Οι περισσότερο συντηρηµένες 

περιοχές είναι αυτές της πρόσδεσης στο DNA και περιέχουν δύο δάκτυλους 

ψευδαργύρου (zinc fingers). Ένα πιο αποµακρυσµένο στοιχείο (D-box) φαίνεται 
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να είναι σηµαντικό για τον καθορισµό της απόστασης µεταξύ των δύο 

επαναλαµβανόµενων περιοχών (half sites).  

Το µόριο-συνδέτης (ligand) για τα RXR-άλφα-βήτα-γάµµα µέλη της 

οικογένειας είναι το 9-cis ρετινοϊκό οξύ ( 9-cisRA). Το µόριο συνδέτης για τον 

υποδοχέα των θυρεοϊδικών ορµονών  (ΤR) είναι η τρι-ιόδο-θυρονίνη (T3). Το 

µοριακό βάρος της πρωτεΐνης TR είναι περίπου 50kDa. ∆ύο ισοµορφές T3Rβ 

υπάρχουν, η Τ3Rβ1 και T3Rβ2. Ο Τ3Rβ1 εκφράζεται σχεδόν σε όλους τους ιστούς 

µε µεγαλύτερα επίπεδα στο ήπαρ τον εγκέφαλο και τους νεφρούς. O TR 

προσδένεται ως µονοµερές ή διµερές σε ευθείες ή παλίνδροµες επαναλήψεις των 

HREs. Η πρόσδεση του RAR και του ΤR στα HREs µπορεί να ενισχυθεί 

σηµαντικά µε το σχηµατισµό ετεροδιµερών µε τον RXR. Tα όµο- και έτερο-

διµερή των πυρηνικών υποδοχέων δρουν διαφορετικά σε διαφορετικά HREs 

επιτρέποντας, έτσι, υψηλή εξειδίκευση η οποία µπορεί να επηρεαστεί περαιτέρω 

µε την πρόσδεση του µορίου-συνδέτη. Αυτές οι ιδιότητες εξηγούν εν µέρη την 

πλειοτροπική δράση των στεροϊδών/θυρεοϊδικών ορµονών στα βιολογικά 

συστήµατα.  

Επίσης, απουσία του µορίου συνδέτη (T3) o TR δρα ως καταστολέας της 

µεγαγραφής των γονιδίων που φέρουν στοιχεία απόκρισης σε αυτόν (TREs). O 

TR αλληλεπιδρά µε τον TFIIB και εµποδίζει τον σχηµατισµό λειτουργικού 

συµπλόκου έναρξης της µεταγραφής (55). Πυρηνικοί υποδοχείς ορµονών 

βρίσκονται σε όλους τους υποκινητές απολιποπρωτεϊνών και φαίνεται να παίζουν 

κεντρικό ρόλο στην ρύθµιση των γονιδίων αυτών.  

 

 

Α∆ΕΝΟΪΟI 

 

Οι αδενοϊοί αποµονώθηκαν αρχικά ως παράγοντες αδενοϊδούς φλεγµονής 

σε παιδιά, και η µόλυνση του αναπνευστικού από αδενοϊούς καταλήγει γενικά σε 

συµπτώµατα κοινού κρυολογήµατος. Έχουν περιγραφεί περίπου 50 διαφορετικοί 
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τύποι αδενοϊών εκ των οποίων ο τύπος 5 είναι ο περισσότερο κοινώς 

χρησιµοποιούµενος αδενοϊός για κατασκευή ιϊκών φορέων.  

Οι αδενοϊοί είναι ιοί που περιέχουν δίκλωνο γραµµικό DNA µεγέθους 36kb 

και σχηµατίζουν κανονικά εικοσάεδρα διαµέτρου 65-80nm αποτελούµενα από 

252 καψοµερή. Είκοσι ίνες εκτείνονται από το κέντρο του ιού και αποτελούνται 

από το στέλεχος και ένα τελικό τµήµα. Στο τελικό τµήµα υπάρχει η περιοχή που 

αναγνωρίζεται από τον υποδοχέα του ιού Coxacky (CAR).  

Το γραµµικό DNA του αδεονοϊού φέρει στα άκρα του δύο ανεστραµµένες 

τελικές επαναλήψεις (inverted terminal repeats, ITRs). To αριστερό ITR 

αλληλεπικαλύπτεται µε την αλληλουχία που είναι αναγκαία για το πακετάρισµα 

του DNA στο ιοσωµάτιο (virion). Κατά την µόλυνση ενός κυττάρου ξενιστή από 

τον αδενοϊό, το DNA ξεπακετάρεται και αρχίζει η πρώιµη (early) µεταγραφή. Τα 

πρώτα και σηµαντικά µετάγραφα προέρχονται από την περιοχή E1A (~1ώρα µετά 

την µόλυνση) (Εικ. 5). Η πρωτεΐνες της Ε1Α ελέγχουν την µεταγραφή των 

υπόλοιπων πρώιµων γονιδίων Ε1Β, Ε2, Ε3 και Ε4. Η µεταγραφή των όψιµων 

(L=late) γονιδίων είναι υπό τον έλεγχο αυτών των πρώιµων γονιδίων. Πολλά από 

τα όψιµα γονίδια κωδικοποιούν για δοµικά συστατικά του ιού. Επίσης, τα πρώιµα 

γονίδια ελέγχουν την αντιγραφή του ιϊκού DNA. Είναι ενδιαφέρον ότι οι Ε1Α 

πρωτεΐνες έχουν ικανότητα µετασχηµατισµού και αυτό βοήθησε στη δηµιουργία 

πολλών ανθρώπινων κυτταρικών σειρών µετά από µετασχηµατισµό µε E1A. Από 

αυτές η σειρά HEK293 χρησιµοποιείται περισσότερο.  

Η πρώτη γενιά αδενοϊικών φορέων βασίστηκε στην αρχή ότι το DNA των 

αδενοϊών που στερούνται της περιοχής Ε1Α, δεν µπορεί να υποστεί αντιγραφή. 

Μόλυνση κυτταρικών σειρών µετασχηµατισµένων µε το γονίδιο E1A, όπως τα 

κύτταρα HEK293, µε ελλειµατικούς ιούς που στερούνται το γονίδιο E1A, oδηγεί 

στον πολλαπλασιασµό και το πακετάρισµα των ελλειµατικών ιών. 

Ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί έχουν πολλαπλές χρήσεις όπως ο in vivo 

εµβολιασµός, η γονιδιακή θεραπεία και η µεταφορά γονιδίων in vitro σε 

κυτταροκαλλιέργειες (που αποτελεί και τον άµεσο σκοπό της παρούσας µελέτης) 
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και in vitro σε πειραµατόζωα (56-59). Οι ακόλουθοι παράγοντες κάνουν τους 

ανασυνδυασµένους ιούς κατάλληλους για τις προσεγγίσεις αυτές: 1) Μεταφέρουν 

γονίδια σε ένα µεγάλο φάσµα κυττάρων, χωρίς να εξαρτώνται από κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό 2) Αναπτύσσονται σε υψηλό τίτλο (1010-1014) και 3) ∆ίνουν 

υψηλά επίπεδα έκφρασης του διαγονιδίου.  

Στην παρούσα µελέτη για την παραγωγή των ανασυνδυασµένων αδενοϊών 

χρησιµοποιήσαµε τη µέθοδο που αναπτύχθηκε από τον He et al. στο εργαστήριο 

του Vogelstein και αναφέρεται ως το σύστηµα Ad-Easy (Εικ. 6). ∆εδοµένου του 

µεγάλου µεγέθους του DNA των αδενοϊικών φορέων (36kb) είναι πρακτικά 

δύσκολο να υποκλωνοποιηθούν γονίδια κατ’ευθείαν στο ιϊκό DNA. Στο σύστηµα 

των He et al., το γονίδιο που µας ενδιαφέρει εισαγάγεται αρχικά σε ένα 

δορυφορικό πλασµίδιο-φορέα (shuttle vector) που ονοµάζεται pAdTrackCMV και 

περιέχει την τελική περιοχή του αδενοϊικού DNA. O δορυφορικός φορέας µε το 

γονίδιο-ένθεµα (insert) εισήχθη µε συν-επιµόλυνση (cotransfection) µε ένα 

µεγαλύτερο πλασµίδιο (pAdEasy-1) που περιέχει το υπόλοιπο ιϊκό DNA, σε 

κύτταρα ΗΕΚ293 (58) ή σε βακτήρια BJ5183 (59). Μέσω οµόλογου 

ανασυνδυασµού µεταξύ των αλληλεπικαλυπτώµενων περιοχών των δύο 

πλασµιδίων, παράγεται ολόκληρο (full length) το αδενοϊικό DNA, µε εξαίρεση το 

γονίδιο Ε3 καθώς και το Ε1Α που εκφράζεται στα κύτταρα HEK293 ή 911. Τα 

κύτταρα αυτά προέρχονται από κύτταρα µετασχηµατισµένα µε Ε1Α. 

 

 

ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 
 

Στο πρώτο σκέλος της παρούσας διατριβής, µελέτησα τη µεταγραφική 

ρύθµιση του γονιδίου της απολιποπρωτεΐνης αποΑ-ΙΙ. Συγκεκριµένα, εξέτασα την 

αναγνώριση/ πρόσδεση των µεταγραφικών παραγόντων RXRα, RARα, T3Rβ, 

ΑRP-1 και HNF-4 στο ρυθµιστικό στοιχείο ΑΙΙΒ (-74 έως –40) του υποκινητή της 

απολιποπρωτεΐνης Α-ΙΙ του ανθρώπου.  
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Στη συνέχεια, µελέτησα η δράση των µεταγραφικών παραγόντων στην 

ενεργότητα του υποκινητή της απολιποπρωτεΐνης αποΑ-ΙΙ και τον ρόλο των 

στοιχείων ΑΙΙΒ και ΑΙΙJ στην ενεργότητα του υποκινητή. 

Ένα άλλο κοµµάτι της εργασίας, εστιάστηκε στην κατασκευή ανασυνδυασµένων 

αδενοϊών που φέρουν τις κωδικές και αντικωδικές αλληλουχίες των 

µεταγραφικών παραγόντων RXRα, T3Rβ και HNF-4 οι οποίοι εµπλέκονται στην 

ρύθµιση πολλών εκ των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών. Μετά από την 

κατασκευή, αποµόνωση και χαρακτηρισµό των ανασυνδυασµένων αδενοϊών 

έγιναν αρχικά πειράµατα για να φανεί η δράση των παραγόντων αυτών στη 

µεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου της αποΑ-Ι. 
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ΥΥΛΛΙΙΚΚΑΑ  &&  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΙΙ  
 

Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν αγοράσθηκαν από τις εξής εταιρείες: 

περιοριστικά ένζυµα (PmeI, PacI, ΝotI, XhoI, SalI), και τα ένζυµα µετατροπής 

του DNA (T4 DNA λιγάση, Vent DNA πολυµεράση) από την Minotech Co. και 

την Νew England Biolabs Inc., αλκαλική φωσφατάση (calf intestinal alkaline 

phosphatase) από την Stratagene, υλικά για την αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολυµεράσης (PCR) από την Perkin-Elmer. Βακτοτρυπτόνη (bactotryptone) και 

εκχύλισµα µυκήτων-βακτηρίων (bacto-yeast extract) από την VWR (Pittsburgh, 

PA). Όλα τα ολιγονουκλεοτίδια από το IMBB, πολυκλωνικό αντίσωµα του RXRα 

και µονοκλωνικό αντίσωµα Τ3Rβ από την Santa Cruz. Όλα τα θρεπτικά µέσα για 

τις κυτταροκαλλιέργειες: Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), ο ορός 

εµβρύου µόσχου (Fetal Calf Serum), πενικιλλίνη, στρεπτοµυκίνη από GIBCO-

BRL, Life Technologies, Grand Island, NY).  

Χρησιµοποιήθηκαν επίσης τα αντιδραστήρια: Ο-nitrophenyl-

galactopyranoside (ONPG) από Sigma-Aldrich Ltd., PMSF από την Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, τρυψίνη/EDTA από την JRH Biosciences, Lenexa, 

KS, µεµβράνη νιτροκυτταρίνης από την Millipore. 

 

 

∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ 

10x TAE:  

Tris base 400mM  

Οξικό οξύ 400mM 

ΕDTA pH 8.0 10µΜ 

 

1x HBS:  

2ml Hepes 1M, pH 7.4 

3ml NaCl 5M 
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95ml ddH2O 

∆ιαλύµατα CsCl για υπερφυγοκέντρηση: 

Α. ∆ιάλυµα-1: 610g/l CsCl σε TE, pH 8.0 

Β. ∆ιάλυµα-2: 277g/l CsCl σε ΤΕ, pH 8.0 

Γ. ∆ιάλυµα-3: 450g/l CsCl σε ΤΕ, pH 8.0 

 

10X TD (1 λίτρο σε dH2O) pH 7.8: 

NaCl 1.37M  

KCl 50mM  

Na2HPO4 7.3mM  

Tris 250mM  

 

200X Ca+2/Mg+2 (για 500ml σε dH2O) 

CaCl2 0.18 M  

MgCl2 0.1M  
 

1Χ ∆ιάλυµα Σουκρόζης, pH 7.8 

5% Σουκρόζη 

NaCl 140mΜ  

Na2HPO4 4.9mM  
KH2PO4 1.5mM  

 

2X ∆ιάλυµα Άγαρ 

17g Άγαρ 

40ml HEPES 1M, pH 7.2 

 

50x Denhart’s Reagent  

Ficoll (400) 1% 

Polyvinylpyrrolidone 1% 

BSA (fraction V) 1% 

Σε νερό. 
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10x RNA Running Buffer 

50ml MOPS 

6.25ml Οξικό νάτριο 2Μ, pH 7.0 

5ml EDTA 0.5M pH 8.0 

σε 250ml H2O 

 

20x SSC, pH 7.0:  

175,3g NaCl 

88,2g Kιτρικό Νάτριο 

σε 1L H2O 

 

RNA Loading buffer (1µl ανά µg RNA): 

125µl απιονισµένο φορµαµίδιο 

40µl φορµαλδεϋδη 

25µl 10x RNA Running Buffer 

Mπλε της βρωµοφαινόλης 

 

 

ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

Κατασκευή πλασµιδίων 

Το πλασµίδιο Α-ΙΙ(Β)3ΤΚ-CAT που περιέχει τον ελάχιστο υποκινητή της 

κινάσης της θυµιδίνης υπό τον έλεγχο τριών αντιγράφων του AIIB ρυθµιστικού 

στοιχείου του υποκινητή του γονιδίου της αποΑ-ΙΙ, κατασκευάστηκε µε ένθεση 

συνθετικού δίκλωνου ολιγονουκλεοτιδίου που περιλαµβάνει την ρυθµιστική 

περιοχή –73 ως –40 του γονιδίου της αποΑ-ΙΙ του ανθρώπου, στις θέσεις του 

περιοριστικού ενζύµου XbaI του φορέα pBLCAT2. Η αλληλουχία της κωδικής 

αλυσίδας των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιµοποιήθηκαν είναι: 5΄CTA GAG 
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ATA TCC ATA GTC CTG TCA CCT GAC AGG GGG TGG GTA 3΄. Ο αριθµός 

και ο προσανατολισµός των ολιγονουκλεοτιδίων επιβεβαιώθηκε µε αλληλούχηση 

(sequencing) και ευρέθη να είναι τρεις επαναλαµβανώµενες ακολουθίες -73/-40. 

Τα πλασµίδια pAd-CMV-Track (RXRα, T3Rβ, ΗNF-4, antiRXRα και 

antiT3Rβ) περιέχουν τις αλληλουχίες των cDNA των αντίστοιχων παραγόντων 

στην κωδικοποιούσα (sense) και αντικωδικοποιούσα (antisense) κατεύθυνση µε 

βάση τον προσανατολισµό τους. Η κατασκευή τους έγινε µε αποµόνωση των 

αλληλουχιών από τα αντίστοιχα πλασµίδια pMT2 µετά από επώαση µε το 

περιοριστικό ένζυµο EcoRI και ένθεσή τους στις θέσεις αναγνώρισης/ πέψης του 

περιοριστικού ενζύµου ΕcoRV του φορέα pAdTrack-CMV.  

 

Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα αγαρόζης (agarose gel). 

Για τις ηλεκτροφορήσεις χρησιµοποιήθηκε πήκτωµα 1% αγαρόζης. Η 

διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η εξής :  

Σε κωνική φιάλη των 200 ml φέρονται 1 gr αγαρόζης και TAE 1x (50xTAE : 2M 

Tris HCl pH 7.5, 2mM EDTA, οξικό οξύ για ρύθµιση του pH) σε τελικό όγκο 

100ml. Το µείγµα θερµαίνεται µέχρι βρασµού ώστε να διαλυθεί η αγαρόζη, 

αφήνεται να κρυώσει, οπότε και προστίθενται 4µl βρωµιούχου αιθιδίου (10µg/ml), 

και αδειάζεται σε ειδικό εκµαγείο. Αφού το πήκτωµα στερεοποιηθεί, φέρεται σε 

συσκευή ηλεκτροφόρησης που περιέχει 1x TAE ως ρυθµιστικό διάλυµα-φορέα 

της ηλεκτροφόρησης. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται στα 80-100 Volt για όση ώρα 

χρειάζεται. Η παρατήρηση του DNA του πηκτώµατος γίνεται µε φως στην 

περιοχή του υπεριώδους. 

 

Πέψη µε περιοριστικά ένζυµα 

Τα περιοριστικά ένζυµα που κυρίως χρησιµοποιήθηκαν για τις αντιδράσεις 

υποκλωνοποίησης ήταν τα ΕcoRI, EcoRV, PmeI, PacI και ΧbaI. Οι ποσότητες 

των ενζύµων που χρησιµοποιήθηκαν κάθε φορά καθορίστηκαν από την ποσότητα 

του DNA που επρόκειτο να υποβληθεί σε πέψη (2-4 units/1 µg DNA). Σε κάθε 
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αντίδραση χρησιµοποιήθηκε BSA (100 µg/ml). Οι συνθήκες επώασης ήταν οι 

προτεινόµενες από τον προµηθευτή. 

 

Κυτταρικές καλλιέργειες, παροδικές επιµολύνσεις και CAT-assays: 

Κυτταρικές σειρές καρκινικών ηπατικών κυττάρων του ανθρώπου HepG2, 

νεφρικών κυττάρων πιθήκου COS-1, κυττάρων 911 και νεφρικών κυττάρων 

ΗΕΚ293, καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο DMEM µε συµπλήρωµα 10% 

εµβρυικού ορού βοός (FBS), L-γλουταµίνης και των αντιβιoτικών 

πενικιλλίνη/στρεπτοµυκίνη (100 µονάδες/ml) σε συνθήκες 37oC και ατµόσφαιρα 

5%κ.ο. CO2.  

Παροδικές επιµολύνσεις έγιναν µε την µέθοδο της συγκατακρήµνισης µε 

Ca3(PO4)2 ή µέσω της χρήσης αντιδραστηρίου Dosper® (Roche). Για τις µελέτες 

της µεταγραφικής ρύθµισης της αποΑ-ΙΙ κύτταρα COS-1 υπέστησαν παροδική 

επιµόλυνση σε πιάτα έξι δισκίων (6-well plates) µέσω ανθρακικού ασβεστίου. 

Χρησιµοποιήθηκαν 3µg πλασµιδίου αναφοράς (π.χ. –911/+29-αποΑ-ΙΙ-CAT ή 

ΑΙΙ(Β)3-ΤΚ-CAT) µαζί µε 2µg του πλασµιδίου pCMV-βGal και 0.5µg των 

πλασµιδίων υπερέκφρασης διαφόρων παραγόντων (pMT2-RXRα ή pMT2-Τ3Rβ). 

Οκτώ ώρες µετά την επιµόλυνση, έγινε αντικατάσταση του θρεπτικού υλικού στις 

καλλιέργειες µε θρεπτικό µέσο που περιέχει ορµόνες (όπου χρειαζόταν) και στις 

κατάλληλες συγκεντρώσεις, δηλαδή, 10-6Μ για 9-cis RA και 10-7Μ για Τ3. 

Σαράντα ώρες µετά την επιµόλυνση τα κύτταρα συλλέχθηκαν και µετρήθηκε η 

ενεργότητα του ενζύµου ακετυλ-τρασνφεράσης της χλωραµφενικόλης (CAT-

assay) στα κυτταρικά εκχυλίσµατα.  

Για τα πειράµατα παραγωγής των ανασυνδυασµένων αδενοϊών, κύτταρα 

911 υπέστησαν επιµόλυνση µε τα ανασυνδυασµένα πλασµίδα αδενοϊών pΑdGFP-

X. Η επιµόλυνση των κυττάρων έγινε µε την χρήση του αντιδραστηρίου 

επιµόλυνσης DopserTM. Για το σκοπό αυτό αναµείχθηκαν δύο διαφορετικά 

διαλύµατα. Το πρώτο διάλυµα περιείχε 3µg του ανασυνδυασµένου πλασµιδίου 

(π.χ. pΑdGFP-RXRα) σε διάλυµα 1xHBS µέχρι τελικού όγκου 150µl, ανά φιάλη 
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Τ-25. Το δεύτερο διάλυµα, 150µl επίσης, περιέχει 18µl του αντιδραστηρίου 

DosperTM σε διάλυµα 1xΗΒS. Για κάθε µg DNA χρησιµοποιούµε 6µl 

αντιδραστηρίου Dosper®. Τα δύο διαλύµατα αναµείχθηκαν µε προσθήκη του 

πρώτου στο δεύτερο, σταγόνα προς σταγόνα, υπό ήπια ανάδευση. Το τελικό 

διάλυµα επωάστηκε σε θερµοκρασία δωµατίου για δεκαπέντε λεπτά και έπειτα 

προστέθηκε σταγόνα προς σταγόνα σε όλη την επιφάνεια των Τ-25 µε τα 

καλλιεργούµενα κύτταρα. Είχε προηγηθεί αντικατάσταση του θρεπτικού µέσου µε 

θρεπτικό µέσο DMEM χωρίς την προσθήκη ορού και αντιβιοτικών. Τα κύτταρα 

επωάστηκαν για 24 ώρες σε θερµοκρασία 37οC και περιβάλλον µε 5%κ.ο. σε CO2, 

οπότε και ακολούθησε η αντικατάσταση του θρεπτικού υλικού µε θρεπτικό υλικό 

συµπληρωµένο µε 2% ΗΤΗS (heat treated horse serum) και αντιβιοτικά. Σε 7-10 

ηµέρες τα κύτταρα έχουν παράγει τον αδενοϊό. 

 

Μέθοδος κανονικοποίησης β-gal. 

Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για την εκτίµηση της απόδοσης της 

επιµόλυνσης, καθώς και για την εξάλειψη του σφάλµατος λόγω του διαφορετικού 

αριθµού κυττάρων κάθε τρυβλίου, και για κανονικοποίηση των δειγµάτων πριν τα 

πειράµατα CAT-assays. Για τον σκοπό αυτό το µείγµα παροδικής επιµόλυνσης 

περιέχει και πλασµίδιο-φορέα του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης υπό τον 

υποκινητή του Cytomegalovirus (πλασµίδιο pCMVβGal). Σε 20 µl κυτταρικού 

εκχυλίσµατος προστίθενται 456 µl Sodium Phosphate buffer (0.1M pH 7.3), 132 

µl ONPG (8 mg/ml σε 0.1 Μ Sodium Phosphate buffer), και 6 µl 100x salt (3M 

KCl, 1M MgCl2, β-µερκαπτοαιθανόλη, dd H2O σε τελικό όγκο 1ml). Τα δείγµατα 

αναµειγνύονται και επωάζονται σε υδατόλουτρο 370C µέχρι να εµφανίσουν 

κίτρινο χρώµα. Η αντίδραση διακόπτεται µε προσθήκη 200 µl διαλύµατος Na2CO3 

1Μ το οποίο προκαλεί µεταβολή του pH. Η µέτρηση της οπτικής πυκνότητας 

(O.D.) των δειγµάτων γίνεται σε φωτόµετρο και στα 410 nm. Η µεγαλύτερη τιµή 

δείγµατος που λαµβάνεται ανά πείραµα διαιρείται µε αυτές των υπόλοιπων 

δειγµάτων, οπότε προκύπτει για κάθε τρυβλίο ο παράγοντας κανονικοποίησης ο 
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οποίος αντιστοιχεί στην ποσότητα δείγµατος που θα χρησιµοποιηθεί στο πείραµα 

ενεργότητας της CAT.  

 

Πειράµατα ηλεκτροφορητικής κινητικότητας µεταγραφικών παραγόντων σε 

πήκτωµα ακρυλαµιδίου (Gel electrophoresis mobility shift assay, GEMSA) 

Μονόκλωνα ολιγονουκλεοτίδια που αντιστοιχούν στην κωδικοποιούσα και 

µη κωδικοποιούσα αλληλουχία χρησιµοποιήθηκαν για τον σχηµατισµό των 

δίκλωνων ολιγονουκλεοτιδίων-ανιχνευτών (probes). Οι ανιχνευτές σηµάνθηκαν 

µε τη δράση του ενζύµου Klenow της DNA πολυµεράσης Ι και µε dCTP [α-32P]. 

Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων της κωδικοποιούσας αλυσίδας που 

χρησιµοποιήθηκαν είναι τα εξής: 

 

Α-ΙΙ (-73/-40) wt: 

5΄CTGAATCCATAGTCCTGTCACCTGACAGGGGGTGGGTAT 3΄ 

 

Α-II (-73/-40) BM1: 

5΄CTAGATCCATAGTCAGAGTACCTGACAGGGGGTGGGTAT3΄ 

 

Η υπογραµµισµένη αλληλουχία δείχνει την µετάλλαξη. 

 

 

∆ιαδικασία µετασχηµατισµού του πλασµιδιακού DNA σε βακτηριακά 

κύτταρα DH5a 

Για τον µετασχηµατισµό χρησιµοποιήθηκαν ειδικά παρασκευασµένα 

βακτηριακά κύτταρα, ικανά να υποβληθούν σε µετασχηµατισµό (competent 

cells). Τα κύτταρα (που συντηρούνται στους -80O C) αποψύχθηκαν σε πάγο. Για 

τον µετασχηµατισµό τους από τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια χρησιµοποιήθηκαν 

100 µl κυττάρων. Στη συνέχεια τα κύτταρα επωάστηκαν µισή ώρα σε πάγο και 

µεταφέρθηκαν σε 42O C, για 45 δευτερόλεπτα, για να επιτευχθεί η είσοδος του 
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DNA στα κύτταρα. Ακολούθησε προσθήκη 900 µl από το θρεπτικό µέσο LB ή 

S.O.C. και επώαση µίας ώρας σε 37O C, µε συνεχή ανάδευση. Τέλος, 100µl και 

200µl από την κυτταρική καλλιέργεια απλώθηκαν σε ολόκληρη την επιφάνεια 

τρυβλίων διαµέτρου 100mm µε στερεό θρεπτικό µέσο (LB και άγαρ), παρουσία 

του κατάλληλου αντιβιοτικού. Η ανάπτυξη των αποικιών πραγµατοποιήθηκε σε 

12-16 ώρες στους 37O C.  

Οι αναπτυσσόµενες κυτταρικές αποικίες συλλέχθηκαν µε τη χρήση 

µεταλλικής θηλιάς που έχει αποστειρωθεί σε φλόγα, και εµβαπτίσθηκαν σε 10 ml 

υγρού θρεπτικού µέσου. Η καλλιέργειες που προέκυψαν χρησιµοποιήθηκαν για 

τον πολλαπλασιασµό πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα. Η αποµόνωση και 

καθαρισµός του πλασµιδιακού DNA περιγράφεται στην επόµενη παράγραφο. Το 

καθαρό πλασµιδιακό DNA υπέστη πέψη µε περιοριστικά ένζυµα για να 

πιστοποιηθεί ότι οι αποµονωµένες αποικίες περιέχουν το σωστό πλασµίδιο.  

 

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 

Α. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα µε την µέθοδο της 

αλκαλικής λύσης 

α) Καλλιέργειες βακτηρίων των 10 ml αναπτύχθησαν σε αποστειρωµένους 

βακτηρικούς σωλήνες για 12-16 ώρες, σε LB θρεπτικό µέσο, παρουσία 

κατάλληλου αντιβιοτικού, όπως καναµυκίνη (100µg/ml) ή αµπικιλλίνη (50µg/ml).  

β) Oι καλλιέργειες φυγοκεντρήθηκαν για 10 λεπτά σε 3000 στροφές ανά λεπτό 

(σ.α.λ.) σε θερµοκρασία δωµατίου. 

γ) Tο υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και το βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 

100 µl του διάλυµατος Ι (50mM Γλυκόζης, 25mM Τris-HCl pH:8, 10mM EDTA). 

δ) Για την λύση των κυττάρων προστέθηκαν 200 µl του διάλυµατος ΙΙ (ΝαΟΗ 

0,2Ν, SDS 1%) και ακολούθησε ήπια ανάδευση για την πλήρη ανάµιξη των δύο 

διαλυµάτων, και επώαση στον πάγο για 5 λεπτά. 
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ε) Προστέθηκαν 150 µl του διάλυµατος III (Oξικό κάλιο 3.0Μ pH:5.5) µε 

ανάδευση στο βακτηριακό λύµα. Μετά από επώαση 5 λεπτών στον πάγο 

κατακρηµνίσθηκαν οι κυτταρικές πρωτεΐνες και το χρωµοσωµατικό DNA και 

αποµακρύνθηκαν ως ιζήµατα µετά από φυγοκέντρηση 10 λεπτών σε 14.000 

σ.α.λ., σε 4O C. 

στ) Το υπερκείµενο, που περιέχει το πλασµιδιακό DNA, µεταφέρθηκε σε 

καθαρούς σωλήνες eppendorf και υπέστη επεξεργασία µε RNAse A (0.2 mg/ml) 

για 20 λεπτά σε 37o C, για την αποµάκρυνση του RNA. 

ζ) Ακολούθησε ένα στάδιο καθαρισµού µε προσθήκη ίσου όγκου 

φαινόλης:χλωροφορµίου:ισοαµυλικής αλκοόλης (αναλογία όγκων 24:24:1). Μετά 

από φυγοκέντρηση 5 λεπτών (12.000 σ.α.λ., σε θερµοκρασία δωµατίου), τα 

νουκλεϊκά οξέα περιέχονται στην οργανική φάση του διαλύµατος. 

 η) Στη συνέχεια τα νουκλεϊκά οξέα κατακρηµνίσθηκαν µε 2.5 όγκους καθαρής 

αιθανόλης, στους –80OC για 20 λεπτά. Το ίζηµα που προέκυψε µετά από 

φυγοκέντρηση 15 λεπτών, σε 4O C και σε 14.000 στροφές ανά λεπτό(σ.α.λ.), 

ξεπλύθηκε µε 70% αιθανόλη και ξηράνθηκε υπό κενό. Τελικά το πλασµιδιακό 

DNA επαναδιαλύθηκε σε 50µl αποστειρωµένου νερού. Η ποιότητα του 

πλασµιδίου ελέγχθηκε µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης.  

 

Β. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη κλίµακα  

Ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία καθαρισµού µε βαθµίδωση CsCl:  

Βακτηριακές καλλιέργειες των 300 ml αναπτύχθηκαν σε LB θρεπτικό 

µέσο, παρουσία του κατάλληλου αντιβιοτικού (καναµυκίνη (100µg/ml) ή 

αµπικιλλίνη (50µg/ml)). Τα κύτταρα ελήφθησαν ως ίζηµα, µετά από 

φυγοκέντρηση 10 λεπτών σε 4.000 σ.α.λ., στους 4OC. Στη συνέχεια 

επαναδιαλύθηκαν σε 20ml διαλύµατος Ι και υπέστησαν λύση µε προσθήκη 

διπλάσιου όγκου διαλύµατος ΙΙ, ελαφρά ανάδευση και επώαση στον πάγο για 10 

λεπτά. Ακολούθησε προσθήκη 30ml του διάλυµατος ΙΙΙ, υπό ανάδευση, επώαση 

στον πάγο για 10 λεπτά και φυγοκέντρηση 30 λεπτών, σε 10.000 σ.α.λ., στους 4O 
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C για την συνκατακρήµνιση των κυτταρικών πρωτεϊνών και του χρωµοσωµικού 

DNA. Το υπερκείµενο διηθείται µε χρήση υαλοβάµβακα, και στο διήθηµα 

προστέθηκε ίσος όγκος ισοπροπανόλης. Τα νουκλεϊκά οξέα κατακρηµνίσθηκαν 

µε φυγοκέντρηση 30 λεπτών σε 10.000 σ.α.λ., σε 4oC Το ίζηµα πλύθηκε µε 70% 

αιθανόλη, αφέθηκε να στεγνώσει και επαναδιαλύθηκε σε 2ml διαλύµατος ΤΕ.  

Στο πλασµιδιακό διάλυµα προσετέθησαν 2ml διαλύµατος LiCl 4M και το 

µέιγµα αφέθηκε στον πάγο για 10 λεπτά. Στην συνέχεια φυγοκεντρήθηκε για 5 

λεπτά στις 10.000σ.α.λ. στους 4οC και το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέο 

σωλήνα φυγοκέντρου όπου προστίθενται 10µl RnaseA (από διάλυµα 10mg/ml). 

Το διάλυµα επωάστηκε για 15 λεπτά στους 37οC. Στη συνέχεια, προστέθησαν 4ml 

διαλύµατος φαινόλη/χλωροφόρµιο/ισοαµυλική αλκοόλη, και το µείγµα 

αναδεύεται ισχυρά και φυγοκεντρείται στις 10.000σ.α.λ. στους 4οC για 15 λεπτά. 

Ακολουθεί κατακρηµνιση του DNA µε προσθήκη 900µl NaHCOOHκαι 2 όγκους 

αιθανόλης στους –80οC για 15 λεπτά ή στους –20οC για ~16 ώρες.  

Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 10000 σ.α.λ. για 15 λεπτά στους 4οC και 

αναδιάλυση του ιζήµατος σε 10ml διαλύµατος CsCl (1gr CsCl για κάθε ml TE) 

και 200µl διαλύµατος βρωµιούχου αιθιδίου (10mg/ml). Το διάλυµα µεταφέρθηκε 

σε σωλήνες υπερφυγοκέντρου (Quick seal-Beckmann) και ακολούθησε 

υπερφυγοκέντρηση στις 55.000 σ.α.λ., σε 14οC, για ~12 ώρες, µε VT70.1Ti 

κεφαλή φυγοκέντρου, σε υπερφυγόκεντρο Beckmann XL-90. 

Μετά την φυγοκέντρηση αποµονώνεται η ζώνη του πλασµιδιακού-

υπερελικωµένου (supercoiled) DNA µε προσοχή για να µην αναµιχθεί µε το 

γενωµικό DNA. Το βρωµιούχο αιθίδιο αποµακρύνθηκε µε τρεις διαδοχικές 

πλύσεις µε 5ml κάθε φορά µε διάλυµα ισοπροπανόλης κορεσµένης σε CsCl. Ο 

όγκος του διαλύµατος που περιέχει το πλασµίδιο συµπληρώθηκε στα 10ml µε 

απιονισµένο/απεσταγµένο νερό και µεταφέρθηκε σε σωλήνα φυγοκέντρου όπου 

προστίθενται 2 όγκοι αιθανόλης. Ακολούθησε επώαση στους –20οC, για περίπου 

12 ώρες και φυγοκέντρηση στις 10.000σ.α.λ., για 30 λεπτά στους 4οC. Το ίζηµα 

πλύθηκε µε 70% αιθανόλη και έπειτα αφέθηκε να εξατµιστεί η αλκοόλη. Το 
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τελικό ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 1ml TE (10mM Tris-HCl pH:8,0, 1mM EDTA). 

Η ποσότητα και η ποιότητα του DNA ελέχθηκε µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

αγαρόζης και µε φασµατοφωτοµέτρηση. Η µέτρηση της απορρόφησης 4µl 

διαλύµατος πλασµιδίου σε 1ml διαλύµατος ΤΕ, έγινε στα 260nm και στα 280nm 

µε φασµατοφωτόµετρο Perkin Elmer Lambda 15. Μία µονάδα οπτικής 

πυκνότητας σε µήκος κύµατος 260nm αντιστοιχεί στην απορρόφηση 

πλασµιδιακού DNA που έχει συγκέντρωση 50 µg/ml. Το κλάσµα των 

απορροφήσεων στα δύο παραπάνω µήκη κύµατος µας έδωσαν µια εκτίµηση της 

καθαρότητας του διαλύµατος του πλασµιδίου, αφού στα 280nm απορροφούν τα 

ίχνη των πρωτεϊνών που µπορεί να βρίσκονται στο διάλυµα. Όσο µεγαλύτερο το 

κλάσµα τόσο καθαρότερο το διάλυµα πλασµιδίου (επιθυµητή τιµή κλάσµατος > 

1,8). 

Για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNAσε µεγάλη κλίµακα 

χρησιµοποιήθηκαν επίσης και στήλες Qiagen (Qiagen-tip 500), µε βάση τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. 

 

 

Αποµόνωση και καθαρισµός τµηµάτων DNA από πήκτωµα αγαρόζης 

Για τον καθαρισµό DNA από πήκτωµα 0,5% αγαρόζης (Gel extraction) 

έπειτα από πέψεις µε ένζυµα περιορισµού και µακρά ηλεκτροφόρησή του, 

χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα Concert® (Life Technologies) σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. 

 

Aποµόνωση RNA από καλλιέργειες κυττάρων-Northern Blot 

Η αποµόνωση RNA έγινε µε τη χρήση του αντιδραστηρίου Trizol® (Life 

Technologies) σύµφωνα µε τις οδηγίες του παρασκευαστή. Χρησιµοποιήθηκε 

1,5ml του αντιδραστηρίου Trizol® ανά τρυβλίο P100. Η αναδιάλυση του ιζήµατος 

RNA γίνεται σε 100µl H2O επεξεργασµένου µε DEPC. Η µέτρηση της ποσότητας 
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γίνεται µε φασµατοφωτοµέτρηση στα 260nm. Μία µονάδα οπτικής απορρόφησης 

αντιστοιχεί σε 40µg/ml. 

Η ηλεκτροφόρηση RNA γίνεται σε κατάλληλο πήκτωµα 1% αγαρόζης 

(12.55ml φορµαλδεϋδης, 7,5ml 10x RNA Running buffer και 10µg/ml βρωµιούχο 

αιθίδιο σε 75ml Η2Ο) για πέντε ώρες και τριάντα λεπτά στα 50Volts. 

Xρησιµοποιήθηκαν 15µg ολικού RNA από κάθε δείγµα αναµεµιγµένα µε 15µl 

διαλύµατος "RNA Loading Buffer" (αναφέρεται στα "∆ιαλύµατα").  

Μετά την ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων και πριν την µεταφορά του RNA 

σε µεµβράνη, το πήκτωµα εµβυθίστηκε σε απιονισµένο/απεσταγµένο Η2Ο για 10 

λεπτά ώστε να διαχυθεί το περισσότερο βρωµιούχο αιθίδιο. Επειτα, διατηρήθηκε 

σε διάλυµα βάσης (ΝaCl 0,1Μ, NaOH 50mM) για άλλα δέκα λεπτά. Μετά από 

πλύση µε Η2Ο κρατήθηκε σε διάλυµα εξουδετέρωσης (Τris-HCl 0,1Μ, pH: 7,4) 

για δέκα λεπτά και µετά ακολούθησε εξισορρόπηση σε 10xSSC για περίπου 

τριάντα λεπτά. 

H µεταφορά των RNA µορίων στην µεµβράνη έγινε µε συνήθεις τεχνικές 

Northern blotting σε 10xSSC διάλυµα για τουλάχιστον δέκα ώρες. Μετά την 

µεταφορά, η µεµβράνη πλύθηκε σε 2xSSC και η διασύνδεση του RNA στην 

µεµβράνη (cross-linking) έγινε µε έκθεσή της σε υπεριώδες φως ολικής ενέργειας 

1200µJoule. Για την διαδικασία αυτή χρησιµοποιήθηκε η συσκευή UV 

Stratalinker 1800 (Stratagene). Οι διαδικασία της προ-υβριδοποίησης έγινε σε 

διάλυµα υβριδοποίησης (5xDenhart’s, 50% αποϊονισµένο φορµαµίδιο, 50mM Tris 

pH:7,5, 0,8 NaCl, 0,1% φωσφορικών αλάτων, 10% θειϊκής δεξτράνης, 100µg/ml 

DNA σπέρµατος σωλωµού και 0,5% SDS) για τρείς ώρες και ακολούθησε η 

διαδικασία υβριδοποίησης µε προσθήκη κατάλληλης ποσότητας ανιχνευτή (probe) 

σε νέο διάλυµα υβριδοποίησης. Και οι δύο διαδικασίες έγιναν σε θερµοκρασία 

55οC. 
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Κατασκευή των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων αδενοϊών pAdGFP-X µέσω 

οµόλογου ανασυνδυασµού σε βακτήρια : το σύστηµα Ad-Easy. 

Το σύστηµα παραγωγής ανασυνδυασµένων αδενοϊών παρουσιάζεται 

σχηµατικά στην εικόνα 6, και περιγράφεται από τους He et al. (PNAS, 1998). Οι 

αλληλουχίες cDNA των παραγόντων RXRα, Τ3Rβ και HNF-4 (σε κωδικό (sense) 

ή µη κωδικό (antisense) προσανατολισµό) υποκλωνοποιήθηκαν σε pAdTrack-

CMV φορείς όπως περιγράφεται παραπάνω. Το πλασµίδιο που παράγεται 

εµφανίζει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό καναµυκίνη. Ακολούθησε πέψη των 

πλασµιδίων µε το ένζυµο περιορισµού PmeI ώστε να δηµιουργηθεί γραµµικό 

µόριο DNA. Aυτό είναι απαραίτητο για τον οµόλογο ανασυνδυασµό που 

απαιτείται για την κατασκευή του ανασυνδυασµένου αδενοϊού.  

Για τον οµόλογο ανασυνδυασµό χρησιµοποιήθηκε ο αδενοϊικός φορέας 

pAd-Easy-1 ο οποίος εµφανίζει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό αµπικιλλίνη (Εικ. 

6). Οι δύο παραπάνω πλασµιδιακοί φορείς (pAdEasy-1 και pAdGFPTrackCMV-

X, όπου Χ: ο παράγων η αλληλουχία ) εισάγονται µε διαδικασία συν-

µετασχηµατισµού σε βακτηριακά κύτταρα E.coli BJ5183. Για το σκοπό αυτό 

αναµείχθηκε 1µg γραµµικού πλασµιδίου pAdTrack-CMV-X (όπου Χ: το γονίδιο 

που µας ενδιαφέρει) µε περίπου 100ng αδενοϊικού πλασµιδίου pAdEasy-1, σε 

συνολικό όγκο 5-10µl. Στο διάλυµα προστέθηκαν 20µl ηλεκτρο-ικανών για 

µετασχηµατισµό βακτηρίων BJ5183 και ακολουθεί ο µετασχηµατισµός µε 

ηλεκτρικό παλµό (ηλεκτροδιαπύδηση/electroporation) σε κυβέττες 2.0mm στα 

2.5kV, 200W και 25mF. Για τη διαδικασία αυτή χρησιµοποιήθηκε η συσκευή 

Gene Pulser (BioRad).  

Αµέσως µετά την ηλεκτροδιαπύδηση προστέθηκε 1ml θρεπτικού µέσου 

S.O.C. και ακολούθησε επώαση στους 37οC για περίπου 2 ώρες. Τα κύτταρα εν 

συνεχεία µεταφέρθηκαν σε τρυβλία 100mm µε στερεό θρεπτικό µέσο (LB+άγαρ) 

που φέρει 100µg/ml του αντιβιοτικού καναµυκίνη και επωάστηκαν για 16-20 

ώρες, στους 37οC. 
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Αποικίες κυττάρων που φέρουν τα ανασυδυασµένα πλασµίδια (συνήθως 

µικροσκοπικές σε µέγεθος αποικίες) επελέγησαν και χρησιµοποιήθηκαν για 

καλλιέργειες όγκου 10ml και αποµόνωση πλασµιδιακού DNA. H ανίχνευση των 

θετικών κλώνων έγινε αρχικά µε την σύγκριση του µεγέθους των 

ανασυνδυασµένων πλασµιδιών µε αυτό του αδενοϊικού φορέα pAdEasy-1 που 

αναµένεται να είναι παρόµοια σε µέγεθος, και στη συνέχεια µε χρήση του 

περιοριστικού ενζύµου PacI που αναµένεται να δώσει τµήµα µεγέθους 3kb.  

Τα πλασµίδια που δίνουν θετική εικόνα χρησιµοποιήθηκαν για 

µετασχηµατισµό σε βακτήρια DH5α και ακόλουθη αποµόνωσή τους σε µεγάλη 

κλίµακα ώστε να µπορούν να χρησιµοποιηθούν για παραγωγή µολυσµατικών 

αδενοϊών σε κύτταρα 911.  

 

Παραγωγή µολυσµατικών ανασυνδυασµένων αδενοϊών. 

Τα κύτταρα 911 καλλιεργούνται σε θρεπτικό µέσο DMEM συµπληρωµένο 

µε 10%κ.ο. µε ορό εµβρύου βοός (FBS) σε φιάλες Τ-25 και σε επωαστικό θάλαµο 

(37οC, 5%CO2) µέχρι πυκνότητας 80% της µεγίστης (~3x106 κύτταρα). Το 

θρεπτικό των κυττάρων αντικαταστάθηκε µε DMEM (χωρίς αντιβιωτικά και ορό) 

και επιµολύνθηκαν µε 3µg των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων αδενοϊών 

pAdGFP-X που φέρουν το cDNA του παράγοντα που µας ενδιαφέρει µε χρήση 

18µl κατιονικών λιποσωµάτων DosperΤΜ (Roche). Για την επιµόλυνση 

χρησιµοποιήθηκαν γραµµικά µόρια του ανασυνδυασµένου πλασµιδίου αδενοϊού 

µετά από επώαση µε το περιοριστικό ένζυµο PacI. Επωάζουµε τα κύτταρα στους 

37οC και σε περιβάλλον 5%CO2. 

Μετά την επιµόλυνση το θρεπτικό υλικό αλλάχθηκε σε θρεπτικό υλικό 

συµπληρωµένο µε 2%ΗΤΗS. Επτά µε δώδεκα ηµέρες µετά την επιµόλυνση έγινε 

ανίχνευση των κυττάρων που εκφράζουν την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 

(GFP) η οποία υπάρχει στα ανασυνδυασµένα πλασµίδια των αδενοϊών.  

Τα µολυσµένα, υπό λύση, κύτταρα συλλέχθηκαν και το διάλυµα (ιϊκό 

διάλυµα) µεταφέρθηκε σε καλλιέργειες νέων κυττάρων 911 σε µεγαλύτερη φιάλη, 
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Τ175. Τα νέα µολυσµένα, πλέον, κύτταρα παρακολουθούνται για έκφραση GFP 

και για εµφανή σηµάδια µόλυνσης (διόγκωση κυτταρικών σωµάτων, αποκόλληση 

από το υπόστρωµα, λύση). Στις πέντε µε επτά ηµέρες µετά την µόλυνση 

συλλέχθηκε το θρεπτικό υλικό και τα κύτταρα και το µίγµα χρησιµοποιήθηκε για 

πολλαπλασιασµό του παραχθέντα ανασυνδυασµένου αδενοϊού. 

 

Βήµα πολλαπλασιασµού 

Για τον πολλαπλασιασµό του ανασυνδυασµένου αδενοϊού 

χρησιµοποιήθηκαν καλλιέργειες κυττάρων ΗΕΚ293 σε τριπλές φιάλες Τ-175. 

Αρχικά καλλιεργήθηκαν τα κύτταρα σε πυκνότητα 70% της µεγίστης σε θρεπτικό 

υλικό συµπληρωµένο µε 10% FBS. Το θρεπτικό υλικό αλλάχθηκε σε θρεπτικό 

µέσο µε 2% HTHS (Ηeat-treated horse serum). Ακολούθησε µόλυνση των 

κυττάρων µε τον εκάστοτε ανασυνδυασµένο αδενοϊό. Τα κύτταρα επωάστηκαν 

στους 37οC / 5% CO2 µέχρις ότου µολυνθούν όλα (2-3 ηµέρες). Σε αυτή τη φάση 

τα κύτταρα εµφανίζονται διογκωµένα και αρκετά επιπλέουν.  

Συλλέγχθηκαν τα κύτταρα από τις τριπλές φιάλες σε σωλήνες 

φυγοκέντρησης των 50ml και καταβυθίζονται µε φυγοκέντρηση στις 1000 

στροφές ανά λεπτό, για πέντε λεπτά. Στο ίζηµα των κυττάρων προστέθηκαν 2ml 

θρεπτικού υλικού 2%HTHS και φυλάχθηκαν στους –80οC µέχρι το βήµα 

καθαρισµού. 

 

Βήµα καθαρισµού 

Τα µολυσµένα κύτταρα ΗΕΚ293 υπέστησαν λύση µε τρείς κύκλους 

απόψυξης-ταχείας ψύξης. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 3000 στοφές ανά 

λεπτό για 10 λεπτά. Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε προσεκτικά σε νέο σωλήνα. 

Σε καθαρό σωλήνα υπερφυγοκέντρησης (Beckmann, #344059) 

προστέθηκαν 2ml διαλύµατος-1 CsCl. Στη συνέχεια και πάνω από αυτό 

προστέθηκαν 4ml διαλύµατος-2 CsCl µε προσοχή να διατηρηθεί η διακριτή, 
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γκρίζου χρώµατος, µεσόφαση µεταξύ των δύο πυκνοτήτων (φαίνεται µια σκούρα 

περιοχή να χωρίζει τα διαλύµατα µεταξύ τους). 

Το υπερκείµενο ιϊκό διάλυµα από την πρώτη φυγοκέντρηση εναποτέθηκε 

επάνω από τις δύο πυκνότητες CsCl και τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν σε 

υπερφυγόκεντρο και σε ταχύτητα 30.000 στροφών το λεπτό, για 2 ώρες στους 4οC 

(SW41-Beckmann).   

Με σύριγγα αποµακρύνθηκε η λευκή ζώνη κοντά στη µεσόφαση των δύο 

πυκνοτήτων και το διάλυµα µεταφέρθηκε σε νέο σωλήνα υπερφυγοκέντρησης 

(Beckmann #342413). Το διάλυµα συµπληρώθηκε µε διάλυµα-3 CsCl, 

σφραγίστηκε ο σωλήνας µε θέρµανση και υπέστη φυγοκέντρηση στις 48.000 

στροφές ανά λεπτό (rpm) για τουλάχιστο 16 ώρες. 

Συλλέχθηκε η λευκή ζώνη που περιέχει τον ανασυνδυασµένο αδενοϊό και 

µεταφέρθηκε σε κασσέτα διαπύδησης (PIERCE #66425). Η διαπύδηση έγινε 

έναντι 500ml διαλύµατος ΤD-Ca+2/Mg+2  στους 4οC µε αλλαγή του διαλύµατος 

τρεις φορές µετά από 2, 4 και 6 ώρες. Το τελευταίο διάλυµα αλλαγής αφέθηκε για 

12~16 ώρες. 

Μετά τις 12-16 ώρες η διαπύδηση συνεχίστηκε σε 1X Ρυθµιστικό ∆ιάλυµα 

Σουκρόζης για τρεις ώρες. 

Το διάλυµα του ανασυνδυασµένου αδενοϊού αποµακρύνθηκε από την 

κασσέτα διαπύδησης και κατενεµήθη σε µικρές ποσότητες (20-200µl) οι οποίες 

κατεψύχθηκαν και διατηρήθηκαν στους –80οC. 

 

Τιτλοδότηση 

Για την τιτλοδότηση των ανασυνδυασµένων αδενοϊών καλλιεργήθηκαν 

κύτταρα 911 σε 10%FBS-DMEM σε πιάτα των έξι δισκίων µέχρι που έφτασαν 

100% πυκνότητας (confluency). 

Έγιναν διαδοχικές αραιώσεις των αδενοϊών σε 2%HTHS/PBS της τάξης 

του 10-8, 10-9 και 10-10. Τα κύτταρα επωάστηκαν µε 500µl από την κάθε αραίωση 

για 20΄-1 ώρα στους 37οC. 
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Θρεπτικό υλικό 2%ΗΤΗS προθερµαίνεται στους 37 οC. ∆ιάλυµα 2x-Αγαρ 

θερµαίνεται µέχρι τήξης και διατηρείται στους 42οC µέχρι χρήσης. 

Μετά την επώαση, αποµακρύνθηκε το µέσω καλλιέργειας που περιέχει και 

τον ανασυνδυασµένο αδενοϊό και ακολούθησε αντικατάσταση από3ml µίγµατος 

2%ΗΤΗS θρεπτικού υλικού µε 2X-∆ιάλυµα Άγαρ, σε αναλογία 1:1. Μετά την 

πήξη του διαλύµατος άγαρ τα κύτταρα επωάστηκανυµε στους 37 οC για 10-14 

ηµέρες µέχρι να εµφανιστούν εστίες µόλυνσης (πλάκες) οι οποίες µπορούν να 

ανιχνευθούν µε παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού. 

Ο τίτλος του ανασυνδυασµένου αδενοϊού σε µονάδες σχηµατισµού πλακών 

(pfu: plaque forming unit) αντιστοιχεί στον αριθµό των πλακών που εµφανίζονται 

σε µια αραίωση επί τον παράγοντα αραίωσης (π.χ αν σε αραίωση 10-10 µετρηθούν 

10 πλάκες, ο τίτλος του αρχικού διαλύµατος ιού θα είναι 10x 1010= 1011pfu/ml. 

 

Μολύνσεις κυτταρικών σειρών 

Για τις µολύνσεις κυττάρων σε καλλιέργεια µε τους κατασκευασθέντες 

ανασυνδυσµένους αδενοϊούς χρησιµοποιήθηκαν τρεις διαφορετικές 

συγκεντρώσεις αδενοϊού. Η συγκέντρωση αυτή αναφέρεται σε µολυσµατικές 

µονάδες ιού ανά µονάδα κυττάρου και ονοµαζεται m.o.i. (multiplicity of 

infection). Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθκε m.o.i.=5, 3 και 1. 

Η µόλυνση έγινε µε την χρήση κατάλληλης αραίωσης ανασυνδυασµένου 

αδενοϊού σε θρεπτικό µέσο καλλιέργειας των κυττάρων DMEM, απουσία όρου 

και αντιβωτικών. ∆ύο ώρες µετά την µόλυνση το θρεπτικό υλικό αντικαθίσταται 

µε DMEM συµπληρωµένο µε 2%ΗΤΗS και τα κύτταρα επωάστηκαν για 

τουλάχιστο σαράντα ώρες σε επωαστικούς θαλάµους 37οC και σε περιβάλλον 

5%CO2.  

Σε όλες τις διαδικασίες χρήσης και µελέτης αδενοϊικών φορέων τα 

εργαλεία που χρησιµοποιούνται πλένονται/τοποθετούνται αµέσως µετά τη χρήση 

τους µε/σε διάλυµα 1%SDS. 
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ΑΑΠΠΟΟΤΤΕΕΛΛΕΕΣΣΜΜΑΑΤΤΑΑ  

 
 
Ενοτητα 1 
 
Ενεργοποίηση του γονιδίου της αΠΟΑ-ΙΙ από ετεροδιµερή RXRΑ/T3RΒ: Η 
ρυθµιστική αληλουχία ΑΙΙΒ (-73/-40) του υποκινητή της ΑΠΟΑ-ΙΙ περιέχει 
ένα στοιχείο απόκρισης στη θυρεοειδή ορµόνη τρι-ιωδοθυρονίνη (Τ3) 
 

Το ρυθµιστικό στοιχείο Β (-73/-40) του υποκινητή της αποΑ-ΙΙ προσδένει 

ισχυρά ετεροδιµερή του RXRα/T3Rβ και ασθενώς µονοµερή του T3Rβ.  

Έγιναν πειράµατα πρόσδεσης στο DNA (ΕMSAs) µε τη χρήση δίκλωνου 

ολιγονουκλεοτιδίου που αντιστοιχεί στην περιοχή –73/-40 του υποκινητή της 

αποΑ-ΙΙ (Εικ.7Α) και χρησιµοποιήθηκαν εκχυλίσµατα κυττάρων COS-1 που 

εκφράζουν τους ανθρώπινους παράγοντες RXRα, RARα, T3Rβ, ARP-1 και HNF-

4 ξεχωριστά ή τους συνδυασµούς RXRα/RARα και RXRα/T3Rβ. Τα σύµπλοκα 

πρωτεΐνης-DNA αναλύθηκαν σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης και ανιχνεύθηκαν 

µέσω αυτοραδιογραφίας. Όπως φαίνεται στην εικόνα της αυτοραδιογραφίας του 

πειράµατος, το στοιχείο ΑΙΙΒ (-73/-40) προσδένει ισχυρά ετεροδιµερή 

RXRα/T3Rβ, και ασθενώς Τ3Rβ, αλλά δεν φαίνεται να προσδένει κάποιο άλλο 

συνδυασµό πυρηνικών ορµονικών υποδοχέων ή των ορφανών υποδοχέων HNF-4 

και ΑRP-1 (Εικ. 7Β). Το στοιχείο ΑΙΙΒ περιέχει στην αντικωδική αλυσίδα δύο 

ευθείες επαναλήψεις AGGTGA(C)AGGACT µεταξύ των νουκλεοτιδίων –67 έως 

–55 που χωρίζονται από ένα νουκλεοτίδιο, αυτό που περικλείεται σε παρένθεση.  

Αντικατάσταση πέντε νουκλεοτιδίων στο µέσω των επαναλήψεων και 

µεταξύ των νουκλεοτιδίων -63/-59, µείωσε σηµαντικά την πρόσδεση των 

ετεροδιµέρων RXRα/T3Rβ όπως έδειξαν πειράµατα πρόσδεσης (ΕΜSAs) µε τον 

ανιχνευτή –73/-40 ΒΜ1 (Εικ. 7Β).  

Πειράµατα πρόσδεσης DNA µε πυρηνικά εκχυλίσµατα κυττάρων, έδειξαν 

επίσης ότι το στοιχείο ΑΙΙΒ (-73/-40) προσδένει διάφορους παράγοντες. Ένας από 
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αυτούς παρουσιάζει την ίδια ηλεκτροφορητική κινητικότητα µε τα ετεροδιµέρη 

RXRα/T3Rβ.  

Επιπροσθέτως, έγιναν πειράµατα πρόσδεσης DNA, µε παράγοντες που 

προέρχονται από πυρηνικά εκχυλίσµατα ηπατικού ιστού αλλά και εκχυλίσµατα 

κυττάρων COS-1 που έχουν επιµολυνθεί µε φορείς που εκφράζουν τους 

παράγοντες RXRα και T3Rβ του ανθρώπου, παρουσία ή απουσία αντισωµάτων 

για τους παράγοντες αυτούς. Στα πειράµατα αυτά, οι ζώνες που αντιστοιχούν σε 

ετεροδιµερή του T3Rβ φαίνεται να αναγνωρίζονται και εµφανίζουν µειωµένη 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα (supershift) µετά από επώαση µε συνδυασµό 

αντισωµάτων έναντι RXRα και T3Rβ. Αντισώµατα έναντι µόνο του RXRα, και σε 

λιγότερο βαθµό αυτά έναντι T3Rβ, αναγνωρίζουν µερικώς την ζώνη RXRα/T3Rβ, 

γεγονός που δείχνει ότι η ζώνη αυτή πιθανόν να αντιστοιχεί σε ένα µίγµα 

ετεροδιµερών του RXRα µε διαφορετικούς παράγοντες του κυτταρικού 

εκχυλίσµατος, συµπεριλαµβανοµένου και του T3Rβ (Εικ. 7Γ).  

 

 

Ενεργοποίηση του υποκινητή –911/+29 της αποΑ-ΙΙ από ετεροδιµερή 

RXRα/T3Rβ, παρουσία T3 και 9-cis RA. 

Σε πειράµατα συνεπιµόλυνσης κυττάρων COS-1 φάνηκε ότι οι παράγοντες 

RXRα και Τ3Rβ ενεργοποιούν τον υποκινητή της αποΑ-ΙΙ 37-φορές, σε σχέση µε 

το πείραµα-αναφοράς, παρουσία της ορµόνης τρι-ιώδο-θυρονίνης (T3) και 14 

φορές παρουσία του 9cis ρετινοϊκού οξέος.  

Η µετάλλαξη BM1 στο ΗRE του στοιχείου ΑΙΙΒ, µείωσε την ενεργοποίηση 

του υποκινητή από την ορµόνη σε 4-φορές (Εικ. 8B).  

Παροµοίως, έλλειµµα στην περιοχή του στοιχείου AIIJ, η οποία περιέχει 

ένα HRE τύπου DR1, µείωσε την ενεργοποίηση σε 4 φορές. Προηγούµενες 

µελέτες έδειξαν ότι ο υποκινητής –911/+29 της αποΑ-ΙΙ ενεργοποιήθηκε 18-φορές 

από τον παράγοντα RXRα, παρουσία 9-cis RA (60). 
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Τα δεδοµένα αυτά δείχνουν  ότι η ενεργοποίηση του υποκινητή της αποΑ-

ΙΙ από ετεροδιµέρη RXRα/T3Rβ απαιτεί τα ρυθµιστικά στοιχεία ΑΙΙΒ και ΑΙΙJ του 

υποκινητή αυτού. 

 

 

Το ρυθµιστικό στοιχείο AIIΒ (-73/-40) της αποΑ-ΙΙ είναι στοιχείο απόκρισης 

στην θυρεοειδική ορµόνη (ΤRE). To ρυθµιστικό στοιχείο ΑΙΙJ (-733/-721) 

περιέχει στοιχείο απόκρισης σε 9-cis ρετινοϊκό οξύ. 

Πειράµατα συνεπιµόλυνσης χρησιµοποιώντας ένα συνθετικό υποκινητή 

που φέρει τρία αντίγραφα του ρυθµιστικού στοιχείου ΑΙΙΒ(-73/-40) µπροστά από 

τον ελάχιστο υποκινητή της κινάσης της θυµιδίνης (ΤΚ) (Εικ.3Α), έδειξαν ότι 

αυτός ενεργοποιείται 16 φορές από ετεροδιµέρη RXRα/T3Rβ, παρουσία T3, και 

µόνο 2-φορές, παρουσία 9-cis RA (Εικ. 9Β). Παρόµοια πειράµατα 

συνεπιµόλυνσης έγιναν χρησιµοποιώντας έναν συνθετικό υποκινητή που φέρει 

τέσσερα αντίγραφα του ρυθµιστικού στοιχείου ΑΙΙJ (-734/-716) µπροστά από τον 

ελάχιστο υποκινητή της κινάσης θυµιδίνης (Εικ. 9Α). Τα τελευταία έδειξαν ότι ο 

αυτός ο υποκινητής (ΑΙΙ(J)4TK-CAT) ενεργοποιείται 23 φορές από οµοδιµερή του 

RXRα παρουσία 9-cis ρετινοϊκού οξέως (9-cis RA). Ετεροδιµερή RXRα/T3Rβ, 

επίσης ενεργοποιούν τον συνθετικό υποκινητή 14 φορές, προυσία 9-cis RA ενώ, 

τον αναστέλλουν παρουσία Τ3 (Εικ.9Γ). Οι παρατηρήσεις αυτές φανερώνουν ότι 

το στοιχείο ΑΙΙΒ (-73/-40) έχει ιδιότητες στοιχείου απόκρισης στη θυρεοειδή 

ορµόνη (TRE: thyroid response element) ενώ στο ρυθµιστικό στοιχείο ΑΙΙJ (-733/ 

-721) έχει ιδιότητες στοιχείου απόκρισης στο ρετινοϊκό οξύ (RARE: retinoic acid 

response element). 

 

 

 

 

 38



 

 

ΕΝΟΤΗΤΑ 2 

 

ΧΡΗΣΗ ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗΣ ΜΕΤΑΦΟΡΑΣ ΜΕΣΩ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΩΝ Α∆ΕΝΟΪΩΝ ΓΙΑ ΤΗ 

ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ΜΜΗΧΑΝΙΣΜΩΝ ΡΥΘΜΙΣΗΣ ΤΩΝ ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ ΤΩΝ 

ΑΠΟΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

 
Ι) ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΩΝ Α∆ΕΝΟΪΩΝ ΠΟΥ 
ΜΕΤΑΦΕΡΟΥΝ ΤΙΣ ΚΩ∆ΙΚΕΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΤΩΝ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ 
HNF-4, RXRΑ, T3RΒ ΚΑΘΩΣ ΚΑΙ ΤΗΝ ΑΝΤΙΚΩ∆ΙΚΗ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΤΟΥ T3RΒ 
(ANTIT3RΒ) 

 

Για την κατασκευή των ανασυνδυασµέων αδενοϊών χρησιµοποικήθηκαν τα 

πλασµίδια pAdTrackCMV- που εκφράζουν τις κωδικές αλληλουχίες των cDNA 

για τους µεταγραφικούς παράγοντες HNF-4(pAdTrackCMV-HNF-4), RXRα 

(pAdTrackCMV-RXRα), Τ3Rβ (pAdTrackCMV-T3Rβ), και την αντικωδική 

αλληλουχία του T3Rβ (pAdTrackCMV-antiT3Rβ) και κατασκευάστηκαν όπως 

περιγράφεται στα "Υλικά και Μέθοδοι". Tα πλασµίδα αυτά χρησιµοποιήθηκαν σε 

γραµµική µορφή έπειτα από πέψη µε το ένζυµο περιορισµού PmeI.  

Μετά από αποµόνωση και καθαρισµό από πήκτωµα αγαρόζης, ~300ng των 

παραπάνω γραµµικών DNA χρησιµοποιήθηκαν για συν-µετασχηµατισµό (co-

transformation) µε τον αδενοϊκό φορέα pAdEasy-1 σε κύτταρα BJ5183 E.coli. Τα 

κύτταρα αυτά είναι ικανά (electrocompetent) για µετασχηµατισµό µε ηλεκτρικό 

παλµό (electroporation) και φέρουν τα κατάλληλα ένζυµα που επιτρέπουν να 

γίνεται ανασυνδυασµός (recombination).  

Aπό τον παραπάνω συν-µετασχηµατισµό αναπτύχθηκαν αρκετές αποικίες, 

σε κατάλληλο µέσο επιλογής (LB+Καναµυκίνη ~100µg/ml), επιλέγοντας έτσι 

µόνο τα κύτταρα που φέρουν πλασµίδια που προσδίδουν ανθεκτικότητα στην 

καναµυκίνη, δηλαδή είτε το pAdTrackCMV-X ή ανασυνδυασµούς αυτού µε τα 

πλασµίδα pAdEasy-1. Από τους κλώνους που αναπτύχθηκαν στα τρυβλία, 
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επιλέχθηκαν για καλλιέργεια κλώνοι µε τις µικρότερες σε µέγεθος αποικίες. Οι 

κλώνοι που φέρουν τα µεγάλου µεγέθους (>30kb) ανασυνδυασµένα πλασµίδια 

αναπτύσσονται µε αργότερους ρυθµούς και δίνουν µικρότερου µεγέθους αποικίες. 

Οι κλώνοι αυτοί αναπτύχθηκαν σε καλλιέργειες µικρής κλίµακας και 

αναλύθηκαν µε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA και ηλεκτροφόρηση σε 1% 

πηκτή αγαρόζης. Ο προσδιορισµός των πιθανών ανασυνδυασµέων αδενοϊικών 

φορέων (pAdGFP-X, όπου Χ: η αντίστοιχη αλληλουχία) έγινε κατ'αρχήν µε τον 

έλεγχο της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας των διαφόρων κλώνων σε σχέση µε 

την κινητικότητα των αρχικών πλασµιδίων pAdEasy και pAdTrackCMV. Στην 

στήλη 3 της εικόνας 10Α φαίνεται η ανάλυση του πλασµιδίου που αντιστοιχεί 

στον ανασυνδυασµένο αδενοϊό pAdGFP-antiΤ3Rβ. Οι ζώνες DNA στις στήλες 1 

και 2 της εικόνας 10Α, αντιπροσωπεύουν µη-γραµµικά πλασµίδια pAdTrackCMV 

(πιθανόν µετά από ατελή πέψη του ενζύµου PmeI ή ως αποτέλεσµα επανένωσής 

τους). Ο επιτυχής ανασυνδυασµός του πλασµιδίου pAdEasy µε το 

pAdTrackCMV-antiT3Rβ, δίνει ένα νέο πλασµίδιο (πιθανόν το pAd-GFP-

antiT3Rβ) (στήλη 3, Εικόνα 10A) το µέγεθος του οποίου είναι ελάχιστα 

µεγαλύτερο από αυτό του pAdEasy φορέα δεδοµένου ότι το µέγεθος του 

ενθέµατος cDNA της µη κωδικής αλυσίδας του T3Rβ (antiT3Rβ) είναι σχετικά 

µικρό (~1100Nt). Σωστό ανασυνδυασµό για την αντικωδική αλληλουχία antiT3Rβ 

και για τις άλλες αλληλουχίες που µελετήσαµε είχαµε µε συχνότητα ~1:20. Στην 

εικόνα 10Α φαίνεται η χαρακτηριστική µορφή του πλασµιδίων που προκύπτουν 

από τον συν-µετασχηµατισµό.  

Με βάση την παραπάνω ανάλυση το πλασµίδιο της στήλης 3 είναι 

υποψήφιο πλασµίδιο pAdEasy-antiΤ3Rβ που προέκυψε από επιτυχή 

ανασυνδυασµό. Για την επιβεβαίωση του σωστού ανασυνδυασµού ακολούθησε 

πέψη ποσότητας του πλασµιδίου pAd-GFP-antiT3Rβ µε το ένζυµο περιορισµού 

PacI. Η ανάλυση µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%, έδωσε µια ζώνη που 

αντιστοιχεί σε µέγεθος ~3kb (εικόνα10Β) και περιλαµβάνει την περιοχή έναρξης 
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της αντιγραφής (Ori) και του γονιδίου αντίστασης στην καναµυκίνη του 

ανασυνδυασµένου πλασµιδίου.  

Με τον παραπάνω τρόπο και παρόµοιες διαδικασίες κατασκευάστηκαν και 

τα ακόλουθα ανασυνδυασµένα πλασµίδα παραγωγής αδενοϊών : 

��pAdGFP-RXRα  που περιέχει την κωδικοποιούσα µορφή (sense) του 

µεταγραφικού παράγοντα RXRα.  

��pAdGFP-HNF4  που περιέχει την κωδικοποιούσα µορφή του 

παράγοντα HNF-4. 

��pAdGFP-T3Rβ που φέρει την κωδικοποιούσα µορφή του παράγοντα 

T3Rβ. 

��pAdGFP που φέρει µόνο την αλληλουχία για την έκφραση της 

φθορίζουσας πράσινης πρωτεΐνης (GFP) και χρησιµοποιείται για 

πειράµατα ελέγχου (control) της µόλυνσης. 

Oι σωστοί κλώνοι, που φέρουν τα υποψήφια ανασυνδυασµένα πλασµίδια 

αδενοϊών µε τα cDNA των παραπάνω µεταγραφικών παραγόντων, 

ταυτοποιήθηκαν και αυτοί µετά από πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο PacI. Η 

ανάλυσή τους φαίνεται στην εικόνα 11Α-Γ. Στην εικόνα αυτή το "Μ" αντιστοιχεί 

στο δείκτη µοριακού µεγέθους του DNA και οι αριθµοί στον κλώνο που 

αναλύθηκε σε κάθε περίπτωση. Όπως φαίνεται στην στήλη 1 της εικόνας 11Α ο 

κλώνος #5 που περιέχει το cDNA του RXRα (pAdGFP-RXRα) δίνει µετά από 

πέψη µε PacI την χαρακτηριστική ζώνη των 3kb ενώ, στην στήλη 2 ο κλώνος #9 

δίνει µια ζώνη 4,5kb και υποδηλώνει µη επιτυχή ανασυνδυασµό. Οµοίως, στα 

πλαίσια 11Β και 11Γ οι κλώνοι #2 και #3 και οι κλώνοι #12 και #13, αντίστοιχα, 

δεν δίνουν την χαρακτηριστική ζώνη των 3kb ενώ, οι κλώνοι #1 (pAdGFP-ΗΝF-

4) και #11 (pAdGFP-T3Rβ) εµφανίζουν την ζώνη αυτή που δηλώνει επιτυχή 

οµόλογο ανασυνδυασµό. 

Επίσης, βρίσκονται υπό κατασκευή οι αντικωδικές/κατασταλτικές µορφές 

AdEasy-antiRXRα και AdEasy-antiHNF4. 
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ΙΙ)Αποµόνωση και τιτλοδότηση του ανασυνδυασµένου αδενοϊού. 

Για την αποµόνωση ικανής ποσότητας πλασµιδιακού DNA του 

ανασυνδυασµένου αδενοϊού pAdEasy-antiΤ3Rβ, οι σωστά ανασυνδυασµένοι 

κλώνοι χρησιµοποιήθηκαν για µετασχηµατισµό βακτηρίων E.coli DH5α (RecA-). 

Τα βακτήρια αυτά δεν φέρουν τα ένζυµα για ανασυνδυασµό του DNA που φέρουν 

τα βακτήρια BJ5183 και έτσι µπορεί να γίνει πολλαπλασιασµός του πλασµιδίου 

χωρίς το κίνδυνο νέων ανασυνδυασµών. Tα µετασχηµατισµένα βακτήρια 

καλλιεργήθηκαν σε µεγάλη κλίµακα και η αποµόνωση και ο καθαρισµός του 

DNA του ανασυνδυασµένου αδενοϊού έγινε σε βαθµίδωση συγκέντρωσης CsCl. 

Μετά τον καθαρισµό ποσότητα 3µg του φορέα pAdEasy-antiT3Rβ υπέστη 

σε εκτενή επώαση µε το ένζυµο περιορισµού PacI ώστε αν γίνει γραµµικό, και 

χρησιµοποιήθηκε για επιµόλυνση κυττάρων 911. Η µόλυνση των κυττάρων µε τον 

ανασυνδυασµένο αδενοϊό ανιχνέυθηκε τέσσερεις µέρες µετά µε παρατήρηση των 

καλλιεργειών σε µικροσκόπιο φθορισµού λόγω της έκφρασης του γονιδίου της 

πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (GFP) που υπάρχει αρχικά στο πλασµίδιο 

pAdTrackCMV και που, µετά από τον ανασυνδυασµό, µεταφέρεται µαζί µε την 

αλληλουχία που µας ενδιαφέρει και εκφράζεται από τον ανασυνδυασµένο 

αδενοϊό. ∆έκα ηµέρες µετά την επιµόλυνση, τα κύτταρα εµφάνιζαν έντονα 

σηµάδια µόλυνσης που συνοδεύται µε αποκόληση από τις φιάλες καλλιέργειας Τ-

25 και λύση. Η καλλιέργεια συλλέχθηκε µαζί µε το θρεπτικό µέσο, που αποτελεί 

το διάλυµα του αδενοϊού. Το διάλυµα αυτό χρησιµοποιήθηκε για επακόλουθη 

µόλυνση νέων κυττάρων 911 σε δύο φιάλες καλλιέργειας Τ175 και εν συνεχεία σε 

20 τριπλές φιάλες (triple flasks) Τ175, ακολουθώντας τη διαδικασία που 

περιγράφεται στις «Μεθόδους» της παρούσας εργασίας. Το ιϊκό διάλυµα από τις 

τριπλές φλάσκες χρησιµοποιήθηκε για αποµόνωση και καθαρισµό του 

ανασυνδυασµένου αδενοϊού AdGFP-antiT3Rβ µετά από δύο διαδοχικές 

φυγοκεντρήσεις σε βαθµίδωση συγκέντρωσης CsCl. 
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Έπειτα από τα στάδια του πολλαπλασιασµού (propagation) και καθαρισµού 

του ανασυνδυασµένου αδενοϊού, ακολούθησε η εκτίµηση του τίτλου του. Για το 

σκοπό αυτό  κύτταρα 911 καλλιεργήθηκαν σε µεγάλη πυκνότητα (~90% 

πυκνότητα που αντιστοιχεί σε περίπου 3x106 κύτταρα ανά δισκίο) σε πιάτα έξι 

δισκίων (6-well plates) διαµέτρου 35 χιλιοστών. Την επόµενη µέρα, ετοιµάστηκαν 

αραιώσεις του διαλύµατος καθαρού ανασυνδυασµένου αδενοϊού της τάξης του 10-

8 έως 10-10 σε διάλυµα PBS συµπληρωµένο µε 2%ΗΤΗS ορό. Στη συνέχεια το 

θρεπτικό µέσο αντικατεστάθη από θρεπτικό µέσο DMEM χωρίς προσθήκη ορού 

και στις µονοστοιβάδες των κυττάρων προστέθηκαν 500µl από τις αραιώσεις 10-8, 

10-9 και 10-10 του αδενοϊού. Μετά από επώαση 15 λεπτών σε επωαστικό θάλαµο 

(37οC, 5%CO2) το θρεπτικό υλικό των κυττάρων αντικαταστάθηκε από διάλυµα 

θρεπτικού υλικού DMEM (µε προσθήκη 2%ΗTHS) µε διάλυµα 2xΆγαρ σε 

αναλογία ένα προς ένα.  

Μετά από 8 ηµέρες µετρήθηκαν οι εστίες έκφρασης της πρωτεΐνης GFP σε 

κάθε δισκίο, ώς ένδειξη της µόλυνσης των κυττάρων. Στην αραίωση 10-10 

µετρήθηκαν περίπου πενήντα (50) τέτοιες εστίες, ενώ στις µικρότερες αραιώσεις 

του ανασυνδυασµένου αδενοϊού οι εστίες ήταν πολύ περισσότερες και δεν ήταν 

δυνατό να µετρηθούν. Με βάση την αραίωση του αρχικού διαλύµατος ο τίτλος 

του ανασυνδυασµένου αδενοϊού Ad-GFP-antiΤ3Rβ σε (50x1010=) 5x1011pfu/ml. 

 

 

ΙΙΙ) Μελέτη της επίδρασης του ανασυνδυασµένου αδενοϊού που φέρει την 

αντικωδική αλληλουχία του Τ3Rβ (AdEasy-antiT3Rβ), στην έκφραση του 

γονιδίου της αποΑ-Ι, σε κύτταρα ΗepG2. 

Η δράση του ανασυνδυασµένου αδενοϊού AdEasy-antiT3Rβ µελετήθηκε σε 

ανθρώπινα κύτταρα ηπατικής προέλευσης (ΗepG2).  

Για το σκοπό αυτό, τα κύτταρα ΗepG2 καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία P100 

µέχρι να φτάσουν σε σχετική πυκνότητα ~60% (περίπου 107 κύτταρα). Την 

επόµενη ηµέρα, και αφού προηγήθηκε αλλάγη του θρεπτικού µέσου σε DMEM 
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χωρίς την προσθήκη ορού και αντιβιοτικών, τα κύτταρα µολύνθηκαν µε τρείς 

διαφορετικές ποσότητες καθαρού ανασυνδυασµένου αδενοϊού AdEasy-antiΤ3Rβ 

οι οποίες αντιστοιχούν σε πολλαπλότητα µόλυνσης (m.o.i.) ίση µε 5, 3 και 1 ή µε 

τον αδενοϊό ελέγχου AdGFP σε m.o.i.: 5. Οι υπολογισµοί βασίστηκαν στην 

εκτίµηση ότι υπάρχουν περίπου 107 κύτταρα στα τρυβλία καλλιέργειας P100, και 

στο ότι ο τίτλος του ιού είναι 5x1011pfu/ml.  

∆ύο ώρες µετά την µόλυνση, ακολούθησε αντικατάσταση του θρεπτικού 

υλικού µε 2%ΗΤΗS-DMEM και επώαση (37οC, 5%CO2) των καλλιεργειών για 

τις επόµενες 46 ώρες .  

Σαρανταοκτώ (48) ώρες µετά την µόλυνση µε τον ανασυνδυασµένο 

αδενοϊό ΑdEasy-antiT3Rβ και τον αδενοϊό ελέγχου ΑdGFP, το θρεπτικό υλικό 

αντικαταστάθηκε µε νέο θρεπτικό υλικό DMEM που περιείχε 5% ορού εµβρύου 

µόσχου που είχε διηθηθεί µε σκόνη ξυλάνθρακα (charcoal stripped fetal calf 

bovine serum) αλλά και 10-7Μ τρι-ιώδο-θυρονίνης (Τ3). Η ενεργοποίηση του 

παράγοντα T3Rβ επιτρέπει την δράση του στα γονίδια-στόχους όπως πχ. το 

γονίδιο της αποΑ-Ι.  

Σαράντα ώρες µετά την προσθήκη της ορµόνης T3 ακολούθησε συλλογή 

(harvesting) των κυττάρων και αποµόνωση ολικού RNA.  

Στην φωτογραφία της εικόνας 12 φαίνονται τα κύτταρα HepG2 που 

µολύνθηκαν µε τον ανασυνδυασµένο αδενοϊό Αd-GFP-antiT3Rβ, λίγες ώρες πριν 

τη συλλογή τους. H έκφραση της φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP εµφανίζεται σε 

όλα τα κύτταρα και επιβεβαιώνει ότι η µόλυνση των κυττάρων από τον 

ανασυνδυασµένο αδενοϊό είναι στο 100%. 

Η εικόνα 13Α δείχνει τα αποτελέσµατα της µόλυνσης των κυττάρων 

HepG2 µε τον αδενοϊό ελέγχου AdGFP καθώς και µε τον αδενοϊό που φέρει την 

µη κωδική ακολουθία του γονιδίου T3Rβ, ΑdGFP-antiT3Rβ, στην έκφραση του 

γονιδίου της αποΑ-Ι που είναι γονίδιο στόχος του µεταγραφικού παράγοντα T3Rβ. 

Η µόλυνση των κυττάρων HepG2 µε τον αδενοϊό που φέρει µόνο το γονίδιο της 
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GFP αποτελεί πείραµα ελέγχου που µας επιτρέπει να δούµε την επίδραση της 

µόλυνσης στα στα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων-στόχων.  

Αναλυτικότερα, η πρώτη στήλη της εικόνας 13Α αντιστοιχεί στα κύτταρα 

HepG2 που δεν υπέστησαν µόλυνση απουσία της ορµόνης Τ3. Αυτά µας δίνουν τα 

βασικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου-στόχου αποΑ-Ι. Η δεύτερη στήλη 

αντιστοιχεί στο RNA των κυττάρων που επωάστηκαν µε ορµόνη T3. H τρίτη 

αντιστοιχεί στα κύτταρα που υπέστησαν µόλυνση µε τον ανασυνδυασµένο 

αδενοϊό ΑdEasy-GFP µε πολλαπλότητα µόλυνσης (m.o.i.) ίση µε πέντε. Σύγκριση 

της έκφρασης του αποΑ-Ι mRNA στις στήλες 1 έως 3, φανερώνει ότι δεν υπάρχει 

σηµαντική διαφορά στα επίπεδα mRNA της αποΑ-Ι. Η τέταρτη, πέµπτη και έκτη 

στήλη αντιπροσωπεύουν ανάλυση του RNA από τα κύτταρα HepG2 που 

υπέστησαν µόλυνση µε ανασυνδυασµένο αδενοϊό AdEasy-antiΤ3Rβ και µε m.o.i. 

ίση µε 5, 3 και 1. Παρατηρείται µια σηµαντική αύξηση στα επίπεδα του mRNA 

του γονιδίου-στόχος της αποΑ-Ι. Ασθενή µείωση της αύξησης αυτής 

παρουσιάζεται στην έκτη στήλη όπου και η χρησιµοποιήθηκε ελάχιστη δόση 

ανασυνδυασµένου αδενοϊού. Συµπεραίνουµε ότι η µόλυνση των κυττάρων HepG2 

µε τον ανασυνδυασµένο αδενοϊό AdGFP-antiT3Rβ προκάλεσε αύξηση των 

επιπέδων mRNA του γονιδίου της απολιποπρωτεΐνης Α-Ι και φανερώνει ότι ο 

παράγων T3Rβ, παρουσία της T3, δρα ανασταλτικά στην µεταγραφή του γονιδίου 

της αποΑ-Ι. 
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ΣΣΥΥΖΖΗΗΤΤΗΗΣΣΗΗ      
  

Eισαγωγή 

Η παρούσα διατριβή περιλαµβάνει δύο ενότητες. Η πρώτη εστιάζεται στην 

µελέτη του ρόλου των πυρηνικών υποδοχέων στη µεταγραφική ρύθµιση του 

γονιδίου της αποΑ-ΙΙ. Για τη µελέτη αυτή έγιναν πειράµατα επιµόλυνσης του 

αγρίου τύπου και µεταλλαγµένων µορφών του υποκινητή της αποΑ-ΙΙ (-911/+29) 

σε κύτταρα COS-1, µε διάφορους συνδυασµούς όµο- και έτεροδιµερών του 

RXRα. Επίσης, έγιναν πειράµατα πρόσδεσης όµο και έτεροδιµερών του RXRα 

στο ρυθµιστικό στοιχείο ΑΙΙΒ (-73/-40) του υποκινητή. Τα πειράµατα έδειξαν για 

πρώτη φορά ότι ετεροδιµερή RXRα/T3Rβ ενεργοποιούν τον υποκινητή του 

γονιδίου της αποΑ-ΙΙ και ότι το ρυθµιστικό στοιχείο ΑΙΙΒ(-73/-40) είναι στοιχείο 

απόκρισης στην θυρεοειδική ορµόνη (TRE).  

H δεύτερη ενότητα εστιάστηκε στην ανάπτυξη και εφαρµογή της τεχνολογίας της 

γονιδιακής µεταφοράς, για την µελέτη του ρόλου των πυρηνικών υποδοχέων στην 

ρύθµιση των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών. Η εργασία αυτή οδήγησε στην 

κατασκευή και τον χαρακτηρισµό ανασυνδυασµένων αδενοϊών που φέρουν τις 

κωδικές ακολουθίες των µεταγραφικών παραγόντων RXRα, HNF-4 και T3Rβ του 

ανθρώπου, καθώς και στην κατασκευή, χαρακτηρισµό και µελέτη της επίδρασης 

του ανασυνδυασµένου αδενοϊού που περιέχει την αντικωδική ακολουθία του 

µεταγραφικού παράγοντα T3Rβ (antiT3Rβ), του ανθρώπου, στην έκφραση του 

γονιδίου της αποΑ-Ι σε HepG2 κύτταρα. 

 

 

ΕΝΟΤΗΤΑ Ι  

ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ ΤΗΣ ΑΠΟΑ-ΙΙ ΑΠΟ ΕΤΕΡΟ∆ΙΜΕΡΗ RXRΑ/T3RΒ 
ΠΑΡΟΥΣΙΑ Τ3. 

Προηγούµενες µελέτες έδειξαν ότι η µεταγραφή του γονιδίου της αποΑ-ΙΙ 

ελέγχεται από ένα σύνολο επτά γειτονικών (ΑΙΙΑ έως ΑΙΙG) και επτά 
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αποµεµακρυσµένων ρυθµιστικών στοιχείων (ΑΙΙΗ έως ΑΙΙΝ) (Εικ. 3) που 

αναγνωρίζονται από διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες (61, 40, 62, 63). Oι 

αρχικές µελέτες έδειξαν ότι αποµακρυσµένα ρυθµιστικά στοιχεία ΑΙΙΗ και ΑΙΙΝ 

δρουν ως ενισχυτές της ηπατικής µεταγραφής in vitro και in vivo, ενώ τα κοντινά 

στοιχεία ΑΙΙA και ΑΙΙΒ είναι απαραίτητα για την συνολική ενεργότητα του 

υποκινητή (62). Βρέθηκε, επίσης, ότι η ενεργότητα του υποκινητή (–911/+29) της 

αποΑ-ΙΙ επηρεάζεται σηµαντικά από σηµειακές µεταλλάξεις ή απαλλειφές των 

ρυθµιστικών στοιχείων ΑΙΙΚ, ΑΙΙL και ΑΙΙΑΒ (40). Όλα αυτά τα στοιχεία 

αναγνωρίζουν ένα παράγοντα σταθερό σε θερµοκρασία 85οC που πιστοποιήθηκε 

ότι αποτελεί µέλος της οικογένειας του µεταγραφικού παράγοντα USF (upstream 

stimulatory factor) (64).  

H παρούσα διατριβή εστιάστηκε στη µελέτη της ικανότητας ετεροδιµερών 

ορµονικών πυρηνικών υποδοχέων να ενεργοποιήσουν τον υποκινητή της αποΑ-ΙΙ 

του ανθρώπου. Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι ο ορφανός πυρηνικός 

υποδοχέας HNF-4 ενεργοποιεί 2.2-φορές και ο ARP-1 καταστέλλει την δράση του 

υποκινητή (-911/+29) της αποΑ-ΙΙ σε κύτταρα HepG2 (65). Βρέθηκε, επίσης, ότι 

αυτοί οι παράγοντες προσδένονται στο ρυθµιστικό στοιχείο ΑΙΙJ του υποκινητή 

της αποΑΙΙ που περιέχει τις ατελείς ευθείες επαναλήψεις AGGGTA(A)AGGTTG 

τύπου DR1, µεταξύ των νουκλεοτιδίων –733 έως –721 της αντικωδικής αλυσίδας. 

Η ίδια αλληλουχία αναγνωρίζεται από ετεροδιµερή RXRα/RARα και 

RXRα/PPARα (66) και από ετεροδιµερή της usp (οµόλογο του RXRα στην 

Drosophila) µε T3Rβ (67). Συνδυασµός των ετεροδιµερών RXRα/RARα ή 

οµοδιµερών RXRα αυξάνουν τα επίπεδα του mRNA της αποΑ-ΙΙ και την έκκριση 

της αποΑ-ΙΙ και οδηγεί σε ενεργοποίηση του υποκινητή της αποΑ-ΙΙ σε HepG2, 

COS-7 και SL2 κύτταρα παρουσία 9-cis RA (41). Ενεργοποίηση, επίσης, 

παρατηρείται παρουσία αγωνιστών του RXRα, αλλά όχι παρουσία αγωνιστών του 

RARα (60). 

Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας, βρέθηκε ότι, ετεροδιµερή 

RXRα/Τ3Rβ ενεργοποιούν ισχυρά τον υποκινητή της αποΑ-ΙΙ του ανθρώπου σε 
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κύτταρα COS-1. Η ενεργοποίηση αυτή εξαρτάται από την πρόσδεση αυτών των 

ετεροδιµερών στο ρυθµιστικό στοιχείο ΑΙΙΒ (-73/-40) του υποκινητή της αποΑ-ΙΙ. 

To στοιχείο ΑΙΙΒ περιέχει στη µη κωδική αλληλουχία δύο ατελείς 

επαναλαµβανώµενες ακολουθίες AGGTGA(C)AGGACT τύπου DR-1 µεταξύ των 

νουκλεοτιδίων –53/-67. Παράλληλα το στοιχείο αυτό προσδένει τους παράγοντες 

USF και SREBP σε αλληλεπικαλυπτόµενες θέσεις (64, 68, 69) . Η µετάλλαξη που 

επηρεάζει την πρόσδεση του ετεροδιµερούς RXRα/T3Rβ στο στοιχείο ΑΙΙΒ 

µεταξύ των νουκλεοτιδίων –63 έως -59, καταστρέφει, επίσης, τα σηµεία 

αλληλεπίδρασης του SREBP (-65/-52) αλλά και την παλινδροµική επανάληψη 

CACCTG (µεταξύ των νουκλεοτιδίων –59 έως –54 που αναγνωρίζεται από τον 

USF (70, 41). ∆εδοµένου ότι τόσο τα ετεροδιµερή RXRα/T3Rβ όσο και οι 

παράγοντες USF και SREBP αναγνωρίζουν αλληλοεπικαλυπτόµενες περιοχές, 

αναµένεται ότι η πρόσδεση ενός από τους παράγοντες αυτούς στο στοιχείο ΑΙΙΒ 

εµποδίζει την πρόσδεση του άλλου. Είναι πιθανό ότι απουσία εξωκυτταρικών 

ερεθισµάτων όπως οι ορµόνες (π.χ. Τ3) και σε φυσιολογικά επίπεδα 

χοληστερόλης, η ενεργότητα του υποκινητή της αποΑ-ΙΙ ελέγχεται από USF και 

άλλους ηπατικούς παράγοντες. Σε χαµηλά επίπεδα ενδοκυττάριας χοληστερόλης 

που ενεργοποιεί τον SREBP ενδέχεται να αποµακρύνει τον USF και έτσι να 

επηρεάζει την έκφραση του γονιδίου της αποΑ-ΙΙ. Σε περίσσεια T3, ενδέχεται η 

πρόσδεση ετεροδιµερών RXRα/T3Rβ να αποµακρύνει τον USF από την κοντινή 

περιοχή του υποκινητή και έτσι η ενεργοποίηση του ετεροδιµερούς RXRα/T3Rβ 

αναµένεται να αυξάνει την ενεργότητα του υποκινητή.  

Η δυνατότητα του ρυθµιστικού στοιχείου ΑΙΙΒ να δρα ως TRE, 

επιβεβαιώθηκε από την ικανότητά του όταν συνδεθεί µε τον ελάχιστο υποκινητή 

της κινάσης της θυµιδίνης, να τον ενεργοποιεί παρουσία ετεροδιµερών 

RXRα/Τ3Rβ µετά από προσθήκη T3. Η ενεργοποίηση (16-φορές) του 

οµοπολυµερούς υποκινητή που παρατηρήσαµε στην εργασία αυτή είναι 

συγκρίσιµη µε την 24-φορές ενεργοποίηση του ΤRE του υποκινητή της αυξητικής 

ορµόνης (growth hormone) από RXRα/Τ3Rβ παρουσία της T3 (71). 
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Eκτός από το HRE που εντοπίσθηκε στην παρούσα µελέτη στο ρυθµιστικό 

στοιχείο ΑΙΙΒ (-67/-53 της µη κωδικής αλληλουχίας) ο υποκινητής της αποΑ-ΙΙ 

περιέχει επίσης ένα δεύτερο HRE τύπου DR1 στη ρυθµιστική περιοχή ΑΙΙJ, 

µεταξύ των νουκλεοτιδίων -733/-721. Μελετήθηκε η ικανότητα του ρυθµιστικού 

στοιχείου ΑΙΙJ να ενεργοποιεί τον ελάχιστο υποκινητή της κινάσης της θυµιδίνης 

παρουσία RXRα και 9-cis ρετινοϊκού οξέως (RA) ή παρουσία ετεροδιµερών 

RXRα/T3Rβ και 9-cis RA ή Τ3. Tα πειράµατα αυτά έδειξαν ότι οµοδιµερή του 

RXRα ή ετεροδιµερή RXRα/T3Rβ ενεργοποιούν έντονα τον συνθετικό υποκινητή 

ΑΙΙJ4-TK, 23 και 14 φορές, αντίστοιχα, παρουσία 9-cis RA. Αντίθετα, 

ετεροδιµερή RXRα/T3Rβ παρουσία Τ3 δεν επηρεάζουν ή µειώνουν ελάχιστα την 

ενεργότητα του συνθετικού υποκινητή.  

Τα αποτελέσµατα αυτά φανερώνουν ότι η δράση του 9-cis RA και των 

αγωνιστών του RXRα στην αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της αποΑ-ΙΙ που 

έχει περιγραφεί, γίνεται µέσω του ρυθµιστικού στοιχείου AIIJ. Αντίθετα, η 

παρούσα εργασία δείχνει η δράση των ετεροδιµερών του RXRα µε τον T3Rβ 

γίνεται µέσω του ρυθµιστικού στοιχείου ΑΙΙΒ. 

H αποΑ-ΙΙ είναι πολλή σηµαντική πρωτεΐνη της HDL. In vitro µελέτες 

έχουν δείξει ότι η HDL που περιέχει αποΑ-ΙΙ δεν ενεργοποιεί την LCAT (35, 36) 

και είναι φτωχός δότης εστέρων της χοληστερόλης στην πρωτεΐνη µεταφοράς 

εστέρων της χοληστερόλης (37, 38) σε σύγκριση µε τα HDL σωµατίδια που 

περιέχουν αποΑ-Ι. Μελέτες σε διαγονιδιακούς ποντικούς δείχνουν ότι η αποΑ-ΙΙ 

µπορεί να αλλάξει την δοµή και τη λειτουργία της HDL και να συµβάλλει στον 

κίνδυνο στεφανιαίας νόσου, χωρίς να είναι γνωστός ο µηχανισµός προς το παρόν. 

Ενδιαφέροντα είναι πρόσφατα δεδοµένα που δείχνουν ότι υπερέκφραση της 

αποΑ-ΙΙ του ανθρώπου σε διαγονιδιακούς επίµυες επάγει χαµηλά επίπεδα HDL 

και  υπερτριγλυκεριδαιµία µετά από δίαιτα πλούσια σε χοληστερόλη και 

κεκκορεσµένα λίπη (34). Έχει προταθεί ότι υψηλά επίπεδα της αποΑ-ΙΙ στα 

σωµατίδια HDL αποσταθεροποιούν την HDL και αυξάνουν τον καταβολισµό της, 

ενώ η ενσωµάτωση της αποΑ-ΙΙ στα σωµατίδια VLDL και η επακόλουθη 
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καταστολή της λιποπρωτεϊνικής λιπάσης οδηγεί σε υπερτριγλυκεριδαιµία. Είναι 

πιθανό ότι αλλαγές στην γονιδιακή έκφραση της αποΑ-ΙΙ να συµβάλλουν στην 

αλλαγή της δοµής και λειτουργείας της HDL και την υπερτριγλυκεριδαιµία που 

παρατηρείται στον διαβήτη τύπου ΙΙ.  

 

 

Mελλοντικές κατευθύνσεις 

Το ρυθµιστικό στοιχείο ΑΙΙΑΒ περιέχει πολλές πιθανές περιοχές 

πρόσδεσης πυρηνικών υποδοχέων. Το προταθέν HRE ΑGGTGA(C)AGGACT 

στην µη κωδική αλληλουχία µεταξύ των νουκεοτιδίων -53/-67, βασίστηκε στην 

επίδραση που είχαν µεταλλάξεις στην περιοχή -63/-59 στην πρόσδεση 

ετεροδιµερών RXRα/Τ3Rβ στο στοιχείο ΑΙΙΑΒ. Ακριβής προσδιορισµός της 

θέσης πρόσδεσης των ετεροδιµερών απαιτεί τη χρήση της τεχνική της 

παρεµπόδισης πρόσδεσης µε µεθυλίωση των νουκλεοσιδίων γουανίνης (G) 

(methylation interferance).  

Με βάση αυτή την πληροφορία µπορεί να γίνουν άλλες µεταλλάξεις που να 

αποτρέπουν εντελώς την πρόσδεση των ετεροδιµερών RXRα/T3Rβ και να 

επανεξεταστεί η επίδραση των µεταλλάξεων στην ενεργότητα του υποκινητή 

καθώς και στην ενεργοποίησή του από τα ετεροδιµερή RXRα/T3Rβ παρουσία ή 

µη της Τ3. 

Έχουν περιγραφεί διαγονιδιακοί ποντικοί που εκφράζουν το γονίδιο της 

αποΑ-ΙΙ υπό τον έλεγχο του υποκινητή -929/+29. Με χρήση γονιδιακής 

µεταφοράς του µεταγραφικού παράγοντα T3Rβ ή του antiΤ3Rβ µεταγράφου (που 

περιγάφεται στην δεύτερη ενότητα) είναι δυνατό να µελετήσουµε τη συνεισφορά 

της θυρεοειδούς ορµόνης στη µεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου της αποΑ-ΙΙ, in 

vivo.  
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Eνότητα ΙΙ 

Χρήση της γονιδιακής µεταφοράς µέσω ανασυνδυασµένων αδενοϊών για την 

µελέτη της επίδρασης του πυρηνικού υποδοχέα T3Rβ στην έκφραση του 

γονιδίου της αποΑ-Ι, σε κύτταρα ΗepG2.  

Η µόλυνση κυττάρων HepG2 µε τον ανασυνδυασµένο αδενοϊό AdEasy-

antiT3Rβ τόσο σε µεγάλη όσο και σε µικρότερη δόση είχε ως αποτέλεσµα 

σηµαντική αύξηση στα επίπεδα µεταγραφής του γονιδίου-στόχου της αποΑ-Ι.  

Η αύξηση που παρατηρείται στα επίπεδα του RNA για την 

απολιποπρωτεΐνη αποΑ-Ι συµφωνεί µε παλαιότερα δεδοµένα που αναφέρουν ότι 

ετεροδιµερή RXRα/Τ3Rβ, καταστέλλουν την ενεργότητα του υποκινητή της 

απολιποπρωτεΐνης αποΑ-Ι κατά 60% παρουσία της ορµόνης-συνδέτη T3. Τα 

ετεροδιµέρη RXRα/Τ3Rβ αναγνωρίζουν τα ρυθµιστικά στοιχεία ΑΙD και ΑΙΒ του 

υποκινητή της αποΑ-Ι (52). Η µόλυνση µε τον αδενοϊικό φορέα AdEasy-antiΤ3Rβ 

φαίνεται να αναστέλει την κατασταλτική δράση του παράγοντα Τ3Rβ, 

εµποδίζοντας την έκφραση του mRNA του. Έτσι, δεν παράγεται αρκετή ποσότητα 

T3Rβ και ο υποκινητής του γονιδίου-στόχου της αποΑ-Ι µένει ελέυθερος από τα 

κατασταλτικά ετεροδιµέρή RXRα/T3Rβ επιτρέποντας σε άλλους ρυθµιστικούς 

παράγοντες να δράσουν στα ρυθµιστικά στοιχεία ΑΙD και ΑΙΒ και να 

ενεργοποιήσουν τον υποκινητή του γονιδίου της αποΑ-Ι.  

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, προηγούµενα πειράµατα έχουν δείξει ότι τα 

στοιχεία ΑΙD και ΑΙB περιέχουν ΗREs, τύπου DR1 και DR2, που 

αναγνωρίζονται, εκτός από τα ετεροδιµερή RXRα/T3Rβ, από οµοδιµερή του 

RΧRα, ετεροδιµερή RXRα/RARα, RXRα/PPAR και από τους ορφανούς 

πυρηνικούς υποδοχείς ΗΝF-4, ARP-1 (που καταστέλει την µεταγραφή του 

γονιδίου της αποΑ-Ι), EAR-2 και EAR-3. Η κατασκευή ανασυνδυασµένων 

αδενοϊών για τους παράγοντες T3Rβ, RXRα και ΗΝF4 έχει ήδη ολοκληρωθεί και 

θα ακολουθήσει η µελέτη τους σε γονίδια στόχους όπως αυτό της αποΑ-Ι και της 

αποC-III ενώ, θα ακολουθήσει η κατασκευή και µελέτη ανασυνδυασµένων 
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αδενοϊών για τις αντικωδικοποιούσες αλληλουχίες των παραγόντων αυτών καθώς 

και για άλλους παράγοντες όπως oι ΕΑR-2, EAR-3 και ΑRP-1.  

 

Μελλοντικές κατευθύνσεις 
Χρήση γονιδιακής µεταφοράς για την µελέτη του ρόλου µεταγραφικών παραγόντων 

και σηµατοδοτικών µονοπατιών στην έκφραση των γονιδίων των 

απολιποπρωτεϊνών.  

Η κατασκευή του ανασυνδυασµένου αδενοϊού AdEasy-antiT3Rβ καθώς και 

άλλων που επηρεάζουν το γονίδιο τόσο της αποΑ-Ι όσο και άλλων 

απολιποπρωτεϊνών, µας δίνει την δυνατότητα περαιτέρω µελέτης της δράσης των 

παραγόντων αυτών τόσο σε κυτταροκαλλιέργειες όσο και σε in vivo πειράµατα. 

Ένεση ενός ανασυνδυασµένου αδενοϊού τη φλέβα της ουράς ποντικών ή 

αρουραίων, οδηγεί στην µόλυνση κυρίως των κυττάρων του ήπατος. Η 

επακόλουθη έκφραση του γονιδίου ή της αλληλουχίας του µεταγραφικού 

παράγοντα που περιέχεται στον ανασυνδυασµένο αδενοϊό επιτρέπει την µελέτη 

της δράσης του στη ρύθµιση ηπατοειδικών γονιδίων στον ζωντανό οργανισµό.  

Στην περίπτωση που οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί περιέχουν αλληλουχίες 

που κωδικοποιούν για µεταγραφικούς παράγοντες που έχουν δράση ενεργοποιητή 

(activators), µόλυνση κυττάρων ή πειραµατοζώων µε αυτούς αναµένεται να 

επάγει τα γονίδια στόχους όπως των απολιποπρωτεϊνών. Αντίθετα, άν ο 

µεταγραφικός παράγων δρα κατασταλτικά (repressor), επακόλουθη µόλυνση 

κυττάρων ή πειραµατοζώων θα καταστείλει την έκφραση των γονιδίων στόχων.  

Στην περίπτωση που οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί περιέχουν 

αντικωδικοποιούσες αλληλουχίες µεταγράφων (antisense mRNAs) ή αλληλουχίες 

που εκφράζουν κατασταλτικές (dominant negative) µορφές µεταγραφικών 

παραγόντων-ενεργοποιητών (activators), η µόλυνση κυτταρικών σειρών ή 

πειραµατοζώων µε τους ανασυνδυασµένους αδενοϊούς αναµένεται να καταστείλει 

την µεταγραφή (transcription) των γονιδίων-στόχων. Αντίθετα, όταν αφορά 
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µεταγραφικούς παράγοντες-καταστολείς (repressors) θα επάγει την µεταγραφή 

των γονιδίων-στόχων. 

Η ενεργοποίηση (transactivation) ή καταστολή (repression) των γονιδίων-

στόχων µπορεί να ανιχνευθεί µετρώντας την αύξηση ή την µείωση, αντίστοιχα, 

των επιπέδων των µεταγράφων (mRNA) ή των πρωτεϊνών του αντίστοιχου 

γονιδίου µε τις κατάλληλες τεχνικές όπως υβριδισµό κατά Νorthern (Northern 

analysis) και ανοσοαποτύπωση (Western analysis) µε κατάλληλα αντισώµατα.  

Στην περίπτωση που χρησιµοποιηθούν πειραµατόζωα (π.χ. ποντικοί ή 

αρουραίοι) µπορεί να µελετηθούν οι επιπτώσεις της µόλυνσης µε 

ανασυνδυασµένους αδενοϊούς και των µεταβολών στην έκφραση των γονιδίων 

των απολιποπρωτεϊνών στα επίπεδα των τριγλυκεριδίων και της χοληστερόλης 

καθώς και οι µεταβολές στα σχετικά επίπεδα των λιποπρωτεϊνών (π.χ. VLDL, 

HDL) στο πλάσµα. 

Επίσης, το γεγονός ότι µπορούν να χρησιµοποιηθούν διαγονιδιακοί 

ποντικοί ή αρουραίοι για ένεση µε ανασυνδυασµένους αδενοϊούς δίνει την 

δυνατότητα σχετικά σύντοµης in vivo ανάλυσης των αποτελεσµάτων της 

έκφρασης ενός γονιδίου (µέσω αδενοϊού) στην έκφραση γονιδίων στόχων, σε 

σχέση µε το διαγονίδιο του ποντικού. 

Tέλος, οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί µας δίνουν την δυνατότητα να 

µελετήσουµε την επίδραση σηµατοδοτικών µονοπατιών στην έκφραση γονιδίων 

στόχων. Στην περίπτωση των απολιποπρωτεϊνών, µελέτες έχουν δείξει ότι η 

ιντερλευκίνη-1 (IL-1) καταστέλλει την έκφραση του γονιδίου της αποC-III σε 

κύτταρα HepG2. Έχει προταθεί ότι αυτό γίνεται µέσω πρόσδεσης του παράγοντα 

C/EBPδ στο ρυθµιστικό στοιχείο CIIID, του υποκινητή της αποC-III, µετά από 

φωσφορυλίωση (72). Άλλες µελέτες έδειξαν, επίσης, ότι η επαγωγή του C/EBPδ 

από τον TNFα (tumor necrosis factor-α) και πρόσδεση ετεροδιµερών του NF-κΒ 

(nuclear factor-κB) και του C/EBPδ στο στοιχείο CIIID καταστέλλουν την 

ενεργότητα του υποκινητή της αποC-III (73). Έχει βρεθεί, ακόµη, ότι παράγοντες-

κλειδιά (key effectors) του σηµατοδοτικού µονοπατιού SAPK/c-Jun, όπως η 
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ΜΑPK/ERKK-1 (MEKK1), ή του σηµατοδοτικού µονοπατίου ΤΝF/IL-1, όπως η 

p65/Rel ή άλλοι (NIK, IκκB, IκΒ και NF-κΒ), καταστέλλουν και αυτοί την 

ενεργότητα του υποκινητή της αποC-III (74, 75). Άλλες µελέτες υποδεικνύουν 

αρνητική αλληλεπίδραση (crosstalk) µεταξύ της σηµατοδότησης του αυξητικού 

παράγοντα µετασχηµατισµού (TGF-β) και της σηµατοδότησης του TNF-α/IL-1 

στην µεταγραφή του γονιδίου της αποC-III (76). Οι παραπάνω παρατηρήσεις 

οδηγούν στο συµπέρασµα ότι σηµατοδοτικοί µηχανισµοί που περιλαµβάνουν 

προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες (proinflammatory cytokines) και άλλα 

εξωκυττάρια ερεθίσµατα µπορεί να επηρεάζουν αρνητικά την ενεργότητα του 

υποκινητή της αποC-III ή άλλων απολιποπρωτεϊνών και να µεταβάλλουν την 

συγκέντρωση ή την λειτουργία διαφόρων λιποπρωτεϊνών όπως η HDL και η 

VLDL.  

Η χρησιµοποίηση της τεχνικής των ανασυνδυασµένων αδενοϊών για την 

έκφραση φυσιολογικών ή κατασταλτικών µορφών των πρωτεϊνών που 

συµµετέχουν σε διάφορα µονοπάτια σηµατοδότησης, µας δίνει την δυνατότητα να 

επάγουµε ή να καταστείλουµε τα µονοπάτια αυτά. Η χρήση ανασυνδυασµένων 

αδενοϊών σε in vitro ή in vitro πειράµατα θα επιτρέψει την αναγνώριση των 

σηµατοδοτικών µονοπατιών που επηρεάζουν (ενεργοποιούν ή καταστέλουν) την 

έκφραση των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών.  

Η κατανόηση των ρυθµιστικών µηχανισµών µεταγραφής των γονιδίων των 

απολιποπρωτεϊνών µπορεί να δώσει νέες δυνατότητες ελέγχου της έκφρασής τους 

και νέα φάρµακα αντιµετώπισης των παθολογικών καταστάσεων στις οποίες 

εµπλέκονται, όπως είναι η αθηροσκλήρωση. 
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