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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Υπάρχουν  ενδείξεις  ότι  υπάρχει  αντίστροφη  σχέση  μεταξύ  των  επιπέδων  της  HDL 
χοληστερόλης στο πλάσμα και του κινδύνου ανάπτυξης στεφανιαίας νόσου. Το ερευνητικό 
ενδιαφέρον  εστιάζεται  στην  αύξηση  της  έκφρασης  γονιδίων  που  συμμετέχουν  στη 
βιοσύνθεση  και  το  μεταβολισμό  της  HDL,  όπως  τα  γονίδια  απολιποπρωτεϊνών,  των 
μεταφορέων  της  χοληστερόλης και  των ενζύμων αναδιαμόρφωσης  της HDL. Όλα αυτά  τα 
γονίδια φαίνεται να ρυθμίζονται από τους πυρηνικούς υποδοχείς ορμονών και κυρίως από 
τους  LXRs  (Liver X Receptors).  Σ΄  αυτά  τα  γονίδια  ανήκει  και  ο  μεμβρανικός  μεταφορέας 
λιπιδίων ABCA1 ο οποίος   παίζει σημαντικό ρόλο στη βιογένεση της HDL, προάγοντας την 
εκροή  χοληστερόλης  και  φωσφολιπιδίων  από  τα  κύτταρα  προς  τη  φτωχή  σε  λιπίδια 
απολιποπρωτεΐνη  Α‐Ι.  Πρόσφατα  αποτελέσματα  του    εργαστήριου  μας  έδειξαν  ότι  ο 
μεταγραφικός παράγοντας FOXA2, ο οποίος είναι μέλος της οικογένειας forkhead box (FOX) 
μεταγραφικών  παραγόντων,  είναι  αρνητικός  ρυθμιστής    της  έκφρασης  του  ABCA1  στα 
ηπατικά  κύτταρα.  Προσδένεται  στον  υποκινητή  του  γονιδίου  ABCA1  και  αναστέλλει  τη 
βασική μεταγραφή του ABCA1 καθώς και την ενεργοποίηση του από τις οξυστερόλες μέσω 
των πυρηνικών υποδοχέων LXRα/RXRα.  

Ο  σκοπός  της  παρούσας  μεταπτυχιακής  εργασίας  ήταν  η  διαλεύκανση  του 
κατασταλτικού μηχανισμού ρύθμισης της μεταγραφής του γονιδίου ABCA1 και παρόμοιας 
ρύθμισης άλλων γονιδίων  του μεταβολισμού της HDL από τον παράγοντα FOXA2 μέσω των 
πυρηνικών υποδοχέων LXR/RXR.  

Με μια  σειρά πειραμάτων αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών  in  vitro  (GST pull down assays)  
και  ex  vivo  (Co‐IPs),  εξετάστηκε  η  αλληλεπίδραση  του  FOXA2  με  τον  πυρηνικό  υποδοχέα 
LXRα. Διαπιστώθηκε, ότι ο LXRα, μέσω της περιοχής πρόσδεσης στο DNA και ενός τμήματος 
της  Α/Β  περιοχής,  αλληλεπιδρά  με  τον  παράγοντα  FOXA2,  προκειμένου  ο  τελευταίος  να 
αναστείλει  την  μεταγραφή  του  γονιδίου  του  ABCA1.  Επιπλέον,  αποδείχτηκε  ότι  ο  LXRα 
αλληλεπιδρά  in  vitro    και  ex  vivo  με  ένα  άλλο  μέλος  της  οικογένειας  των  Forkhead 
παραγόντων, τον FOXΟ1. Το κοινό  στοιχείο μεταξύ των FOXA2 και FOXO1 είναι η ρύθμισή 
τους,  μέσω  φωσφορυλίωσης,  από  το  μονοπάτι  της  ινσουλίνης  και  την  κινάση  AKT/PKB. 
Ακόμη,  ο  παράγοντας  FOXA2  αλληλεπιδρά  και  με  άλλους  πυρηνικούς  υποδοχείς  και 
συγκεκριμένα με τους RARα, HNF4α, LXRβ, FXR, TRβ1 και RXRα. Το εύρημα αυτό σημαίνει 
ότι  ο  παράγοντας  FOXA2  μπορεί  να  είναι  ένας  γενικότερος  ρυθμιστής  της  έκφρασης 
γονιδίων‐στόχων  των  πυρηνικών  υποδοχέων  ορμονών  και  να  εμπλέκεται  σε  πολλές 
βιολογικές διεργασίες που εξαρτώνται από τους παράγοντες αυτούς. Σε απόδειξη αυτής της 
θεωρίας  δείξαμε  με  πειράματα  μέτρησης  ενεργότητας  λουσιφεράσης,  ότι  ο  FOXA2 
καταστέλλει την επαγωγή των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών CIII και AI από τον ορφανό 
πυρηνικό υποδοχέα HNF4α. 

Ένας δεύτερος στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η κατασκευή πλασμιδιακών φορέων 
που παράγουν shRNAs για τους πυρηνικούς υποδοχείς LXRα και LXRβ. Ο απώτερος στόχος 
είναι η  ταυτοποίηση γονιδίων που ενεργοποιούνται επιλεκτικά από τον έναν ή τον άλλον 
υποδοχέα και η αξιοποίησή τους ως εργαλεία για  την αύξηση των επιπέδων της HDL στο 
πλάσμα.  Με  πειράματα  παροδικής  διαμόλυνσης  κυττάρων  που  εκφράζουν  φορείς 
έκφρασης  για  του υποδοχείς LXRα και LXRβ παρουσία ή απουσία  των φορέων έκφρασης 
των  shRNAs  αποδείξαμε  την  αποτελεσματικότητα  και  την  εξειδίκευση  των  shRNAs  που 
σχεδιάσαμε.   

7 

 



 
Συμπερασματικά,  οι  μελέτες  της  παρούσης  εργασίας  σκοπεύουν  στο  να  αυξήσουν  τις 

γνώσεις  μας  πάνω  στους  μηχανισμούς  ρύθμισης  των  γονιδίων  που  εμπλέκονται  στον 
μεταβολισμό  της  λιποπρωτεΐνης HDL.  Η  κατανόηση  των  μηχανισμών  αυτών  θα  οδηγήσει 
μελλοντικά  στη  δημιουργία  νέων  μορίων  που  θα  αυξάνουν  τα  επίπεδα  της HDL,  και  θα 
μειώνουν τον κίνδυνο αθηροσκλήρωσης και στεφανιαίας νόσου. 

 
Λέξεις‐Κλειδιά:   πυρηνικοί υποδοχείς ορμονών, FOXA2, FOXO1,  κατασταλτική ρύθμιση, 

ABCA1, LXRα, LXRβ 
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SUMMARY 

There  is accumulating evidence that HDL  levels  in plasma are  inversely related with the 
risk of developing coronary heart disease. Efforts are currently  in progress  to  increase  the 
expression of genes that are involved in the biosynthesis and metabolism of HDL, such as the 
apolipoproteins,  the  cholesterol  and  phospholipid  transporters  and  the  HDL  remodeling 
enzymes. The  transcriptional  regulation of  these genes  is mediated mainly by members of 
the hormone nuclear receptor gene superfamily and especially by LXRs (Liver X Receptors). 
One  of  these  LXR  target  genes  is  the  ABCA1  transporter  which  plays  a  key  role  in  the 
biogenesis of HDL by promoting the efflux of cellular cholesterol and phospholipids to lipid‐
poor apolipoprotein A‐I. Recent data from our laboratory show that the hepatic transcription 
factor  FOXA2, which belongs  to  the  forkhead box  (FOX)  family,  is  a negative  regulator of 
ABCA1 gene transcription in hepatic cells. FOXA2 binds to the ABCA1 promoter and inhibits 
the  induction of ABCA1 gene by LXRa/RXRa heterodimers and their  ligands  (oxysterols and 
retinoids). 

The  goal  of  the  present master’s  thesis was  to  study  the mechanism  of  inhibition  of 
ABCA1 gene transcription, as well as of other genes that are implicated in HDL metabolism, 
by  FOXA2.  To  achieve  this  goal, we  investigated  potential  physical  interactions  between 
FOXA2 and the nuclear receptor LXRa by utilizing protein‐protein  interaction assays  in vitro 
and ex vivo. We found that these transcription factors interact physically and this interaction 
may account  for  the negative cross  talk between LXR and FOXA2 on  the ABCA1 gene. The 
domain of LXRa that is responsible for the interaction with FOXA2 is the DNA binding domain 
plus an additional small region of the A/B domain. LXRa also interacts physically with FOXO1, 
which is another member of the FOX transcription factor family that resembles FOXA2 in its 
negative regulation by the insulin/AKT/PKB pathway.  

Furthermore, we  showed  that  FOXA2  interacts  physically with  other members  of  the 
nuclear receptor family such as RARα, HNF4α, LXRβ, FXR, TRβ1, RXRα and may thus act as a 
general regulator of the activity of hormone nuclear receptors and their target genes. This 
was established by showing that FOXA2 inhibits apolipoprotein CIII and AI gene induction by 
HNF4a. 

A second goal of this thesis was the construction of plasmid vectors that express shRNAs 
for  the  nuclear  receptors  LXRα  and  LXRβ.  The  ultimate  goal  is  to  identify  genes  that  are 
specifically  regulated  by  one  or  the  other  LXR  isoform  and  their  utilization  as  tools  to 
increase plasma HDL levels. 

Overall,  understanding  the mechanisms  that  regulate  the  expression  of ABCA1  and  of 
other genes  involved  in HDL metabolism,  is anticipated to  lead to the development of new 
molecules  that  will  increase  HDL  levels  and  will  decrease  the  risk  of  developing 
atherosclerosis and coronary heart disease. 

 
Key words:   nuclear hormone receptors, FOXA2, FOXO1, suppressive regulation, ABCA1, 

LXRα, LXRβ 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Η Αθηροσκλήρωση 

Η αθηροσκλήρωση είναι η βασική αιτία πρόκλησης στεφανιαίας νόσου (Coronary 
Artery  Disease,  CAD)  και  εγκεφαλοαγγειακών  ασθενειών,  οι  οποίες  προκαλούν 
μεγάλο ποσοστό θνησιμότητας παγκοσμίως. Κατά την αθηροσκλήρωση το τοίχωμα 
των  αρτηριών  παχαίνει  σταδιακά,  σχηματίζοντας  πλάκες  πλούσιες  σε  λιπίδια 
(αθηρωματικές πλάκες), με αποτέλεσμα να στενεύει η κοιλότητα της αρτηρίας. Έτσι, 
μειώνεται η ποσότητα αίματος που παρέχεται στα όργανα, επηρεάζοντας κυρίως τη 
καρδιά και τον εγκέφαλο. Οι πλάκες μπορούν να σπάσουν απότομα, προκαλώντας 
ένα  θρόμβο  αίματος  και  συχνά  έμφραγμα  μυοκαρδίου  ή  εγκεφαλικό  επεισόδιο1. 
Κλινικές μελέτες που χρησιμοποιούν στατίνες, έχουν δείξει μείωση καρδιαγγειακών 
γεγονότων,  εξαιτίας  της  μείωσης  της  LDL  στο  αίμα  2,3.  Για  να  μειωθούν  όμως  τα 
καρδιαγγειακά περιστατικά πάνω από 20‐25%, δεν αρκεί η μείωση της  LDL. Υπάρχει 
επομένως,  μεγάλο  ενδιαφέρον  για  θεραπευτικά  μέσα  που  στοχεύουν  άλλους 
παράγοντες κινδύνου. 
 
 

Οι Λιποπρωτεΐνες  

Για να μεταφερθεί η χοληστερόλη και άλλα λιπίδια στο αίμα, πρέπει πρώτα να 
πακεταριστούν  σε  υδατοδιαλυτά,  σφαιρικά  σωματίδια  που  ονομάζονται 
λιποπρωτεΐνες.  Αυτά  τα  σωματίδια  είναι  σύμπλοκα  λιπιδίων  και  συγκεκριμένων 
πρωτεϊνών και ο μεταβολισμός  τους σχετίζεται με  την έναρξη και  την πρόοδο  της 
αθηροσκλήρωσης.  Οι  τέσσερεις    κύριοι  πληθυσμοί  λιποπρωτεϊνών  στο  πλάσμα 
είναι τα χυλομικρά (chylomicrons, CM), οι λιποπρωτεΐνες πολύ χαμηλής πυκνότητας 
VLDL  (Very  Low‐Density  Lipoproteins),  οι  λιποπρωτεΐνες  χαμηλής  πυκνότητας  LDL 
(Low‐Density  Lipoproteins)  και  οι  λιποπρωτεΐνες  υψηλής  πυκνότητας  HDL  (High‐
density  lipoproteins).  Κάθε  λιποπρωτεΐνη  έχει  διαφορετική  σύνθεση  λιπιδίων  και 
ειδικών  πρωτεϊνών  που  ονομάζονται  απολιποπρωτεΐνες  (πίνακας  1)4,5.  Τα 
τριγλυκερίδια  και  οι  εστέρες  χοληστερόλης  βρίσκονται  στον  πυρήνα  των 
λιποπρωτεϊνικών  σωματιδίων  και  περιβάλλονται  από  μια  μονοστιβάδα 
φωσφολιπιδίων  και  μη  εστεροποιημένης  χοληστερόλης.  Στην  επιφάνεια  των 
σωματιδίων τοποθετούνται επίσης οι απολιποπρωτεΐνες οι οποίες απαιτούνται για 
τη δομική ακεραιότητα των λιποπρωτεϊνών και ευθύνονται για τις αλληλεπιδράσεις 
με ένζυμα, μεταφορείς λιπιδίων και κυτταρικούς υποδοχείς6 . 

Τα μεγαλύτερα λιποπρωτεϊνικά σωματίδια είναι τα χυλομικρά που είναι πλούσια 
σε  τριγλυκερίδια.  Εκκρίνονται  από  τα  εντερικά  κύτταρα  και  μεταφέρουν  το  λίπος 
της τροφής στο ήπαρ και σε άλλους ιστούς. Λιπίδια που λαμβάνονται ή συντίθεται 
από το ήπαρ, ανακατανέμονται σε άλλα όργανα μέσω των VLDL και LDL. Η LDL είναι 

10 

 



αποτέλεσμα του ενδοαγγειακού καταβολισμού της VLDL  και περιέχει περισσότερη 
χοληστερόλη  και  λιγότερα  τριγλυκερίδια.  Η  περίσσεια  χοληστερόλης  από  τους 
περιφερικούς  ιστούς,  μεταφέρεται  μέσω  της   HDL  στο  ήπαρ  για  έκκριση  από  τη 
χολή7. 
 
Πίνακας 1. Η σύσταση των λιποπρωτεϊνικών σωματιδίων (δεδομένα από αναφορά 8) 
 

Lipoproteins  Apoproteins  Diameter, nm  Density, g/mL 
Dry weight, ~% 

prot  TG  CH  PL 

chylomicrons  B48, AI, AII, AIV  50‐200  <1.006  2  85  4  9 

VLDL  B100, C, E  30‐70  0.95‐1.006  10  50  20  20 

LDL  B100  20‐25  1.006‐1.063  25  10  45  20 

HDL  AI, AII  8‐11  1.063‐1.210  55  5  15  25 

 
 

Η λιποπρωτεΐνη HDL 

Η HDL συντίθεται κυρίως  (~80%) στο ήπαρ και σε μικρότερο βαθμό  (~20%) στο 
έντερο  9,10.  Είναι  η  μικρότερη  λιποπρωτεΐνη  και  αποτελείται  από  σφαιρικά 
σωματίδια  διαμέτρου  5‐15  nm.  Περιέχει  τη  μικρότερη  ποσότητα  λιπιδίων,  καθώς 
αποτελείται  από  περίπου  50%  απολιποπρωτεΐνες  και  50%  λιπίδια.  Ο  εσωτερικός 
πυρήνας της περιέχει μη πολικά λιπίδια, εστέρες χοληστερόλης  (15%) και μια μικρή 
ποσότητα  τριγλυκεριδίων  (5%).  Στην  επιφάνεια  βρίσκονται  πολικά  λιπίδια  όπως 
φωσφολιπίδια (25%)   και απολιποπρωτεΐνες (55%). Το κύριο πρωτεϊνικό συστατικό 
της HDL είναι η απολιποπρωτεΐνη Α‐Ι (ApoA‐I, 70%) και έπειτα η απολιποπρωτεΐνη 
Α‐ΙΙ  (ApoA‐IΙ, 20%),  ενώ άλλες απολιποπρωτεΐνες  (apoE, apoA‐IV, apoC  και apoD11 
αποτελούν μικρό ποσοστό. Περίπου 60 άλλες μη‐δομικές πρωτεΐνες σχετίζονται με 
την  HDL,  αλλά  ο  ρόλος  τους  δεν  είναι  γνωστός12.  Ανάλογα  με  το  σχήμα,  τα 
σωματίδια της HDL  χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες  : 1) προδρομη‐β2 HDL  (pre‐ β2 
HDL,  μικρό,  φτωχό  σε  λιπίδια  σωματίδιο),  2)  δισκοειδές  σωματίδιο  (αποτελείται 
από φωσφολιπίδια και apoA‐I), και 3) α‐HDL (μεγάλο, ώριμο, σφαιρικό σωματίδιο). 
Τα σωματίδια επίσης ποικίλουν ανάλογα με τη σύσταση σε απολιποπρωτεΐνες (Apo‐
I HDL, Apo‐I/Apo‐II HDL, Apo‐II HDL) και το μέγεθος (HDL2b, HDL2a, HDL3a, HDL3b, 
HDL3c)13. 
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Eικόνα  1.  Σχηματική  αναπαράσταση  ενός  σωματιδίου  HDL  (CE:  Cholesterol  esters,  TG: 
Triglycerides)14 
 
 

Αντίστροφη μεταφορά χοληστερόλης και προστατευτική δράση της HDL 

Σε  αντίθεση  με  την  LDL,  η  συγκέντρωση  της HDL  στο  πλάσμα  έχει  αντίστροφη 
σχέση με το κίνδυνο ανάπτυξης αθηροσκλήρωσης. Επιδημιολογικά δεδομένα έχουν 
δείξει ότι η αύξηση των επιπέδων της LDL και η μείωση των επιπέδων της HDL (ή της 
Apo‐I)  σχετίζονται  με  αυξημένο  κίνδυνο  για  στεφανιαία  νόσο15,16,  ενώ  υψηλά 
επίπεδα της HDL φαίνεται να προστατεύουν από τη στεφανιαία νόσo15‐20. Σύμφωνα 
με μελέτες, μείωση της συγκέντρωσης της   HDL   κατά 1mg/dL  , σχετίζεται με 2‐3% 
αυξημένο κίνδυνο για καρδιαγγειακές ασθένειες. Επιπλέον, αύξηση της  HDL   κατά 
1mg/dL,  σχετίζεται  με  6%  μειωμένο  κίνδυνο  θανάτου  εξαιτίας  καρδιαγγειακών 
ασθενειών, ανεξάρτητα από τα επίπεδα της LDL 21,22. 

Φαίνεται  λοιπόν  ότι  η  HDL  προστατεύει  από  την  αθηροσκλήρωση  μέσω 
διαφόρων  μονοπατιών,  συμπεριλαμβανομένης  της  αντίστροφης  μεταφοράς 
χοληστερόλης  και  μηχανισμών  ανεξάρτητων  της  χοληστερόλης23.  H  αντίστροφη 
μεταφορά  χοληστερόλης  (reverse  cholesterol  transport,  RCT)  περιλαμβάνει  τη 
μεταφορά της περίσσειας χοληστερόλης μέσω της HDL από τα αφρώδη μακροφάγα 
(foam cells)  των περιφερικών  ιστών, προς το ήπαρ, με ακόλουθο καταβολισμό της 
χοληστερόλης  ή  έκκρισή  της  στη  χολή24.  Στα  τοιχώματα  των  αγγείων  εστέρες 
χοληστερόλης  που  αποθηκεύονται  στα  μακροφάγα  μπορούν  να  μετατραπούν  σε 
ελεύθερη  χοληστερόλη  μέσω  της  υδρολάσης  εστέρων  χοληστερόλης,  ενώ  η 
ακυλοτρανσφεράση χοληστερόλης μπορεί να εστεροποιήσει  τη χοληστερόλη μέσα 
στα μακροφάγα και να δημιουργήσει αθηρωματικά αφρώδη κύτταρα.  

Η ΑpoAI εκκρίνεται από το ήπαρ και το έντερο ελεύθερη λιπιδίων, αλληλεπιδρά 
με την πρωτεΐνη ABCA1  (Adenosine  trisphosphate binding cassette  transporter A1) 
που βρίσκεται στα ηπατοκύτταρα και στα μακροφάγα και αποκτά φωσφολιπίδια και 
χοληστερόλη  σχηματίζοντας  τα  δισκοειδή  σωμάτια  της  HDL  (pre‐β‐HDL)25.  Με  τη 
βοήθεια  της  LCAT  (lecithin  cholesterol  acyltransferase),  η  χοληστερόλη  των 
πρόδρομων  HDL  σωματιδίων  μετατρέπεται  σε  εστέρες  σχηματίζοντας  ώριμη 
σφαιρική α‐HDL (HDL3  και HDL2). Τα σφαιρικά σωματίδια μπορούν να προκαλέσουν 
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επιπλέον εκροή χοληστερόλης από τους περιφερικούς ιστούς μέσω του μεταφορέα 
ABCG1 των μακροφάγων. Η ώριμη HDL έχει δυο πιθανά μεταβολικά μονοπάτια που 
μπορεί  να  ακολουθήσει.  Στο  άμεσο  μονοπάτι,  εστέρες  χοληστερόλης  που 
βρίσκονται  στο  σωμάτιο  της  HDL  λαμβάνονται  από  τα  ηπατοκύτταρα  μέσω  του 
υποδοχέα  SR‐B1  (Scavenger  receptor  type  B1)  και  ακολούθως  εκκρίνονται  στη 
χολή24,26. Κατά το έμμεσο μονοπάτι, εστέρες χοληστερόλης της HDL ανταλλάσσονται 
με τριγλυκερίδια των LDL, VLDL (σωματιδίων πλούσιων σε ΑpoB), μέσω της δράσης 
της  πρωτεΐνης  CETP  (cholesterol  ester  transfer  protein).  Ακολούθως,  οι  εστέρες 
χοληστερόλης  στα  σωματίδια  LDL,  VLDL  προσλαμβάνονται  από  τα  ηπατοκύτταρα 
μέσω του υποδοχέα της LDL  (LDLR), ώστε να καταβολιστούν και να εκκριθούν στη 
χολή.  Αυτή  η  διαδικασία  είναι  υπεύθυνη  για  το 50%  της  αντίστροφης  μεταφοράς 
χοληστερόλης.  Η  πλούσια  σε  τριγλυκερίδια  HDL  υδρολύεται  από  την  ηπατική 
λιπάση για να σχηματιστούν μικρά HDL σωματίδια,  τα οποία θα χρησιμοποιηθούν 
ξανά  στη  μεταφορά  χοληστερόλης24.  Ακόμη,  μεταφέρονται  φωσφολιπίδια  από  τα 
σωματίδια LDL, VLDL προς την HDL μέσω της πρωτεΐνης PLTP (phospholipid transfer 
protein)  (εικόνα  2)4.  H  εκροή  της  χοληστερόλης  από  τα  αφρώδη  κύτταρα  με  τη 
μεσολάβηση  της  HDL  ή  των  απολιποπρωτεϊνών  της,  έχει  καθοριστικό  ρόλο  στη 
πρόληψη  και  αντιστροφή  της  αθηροσκλήρωσης,  αφού,    παρεμποδίζεται  η 
υπερφόρτωση των μακροφάγων με χοληστερόλη, ο επακόλουθος θάνατός τους και 
η εξωκυττάρια εναπόθεση χοληστερόλης στα αρτηριακά τοιχώματα 24,27. 

 

 
Εικόνα  2.  Ο  μεταβολισμός  των  λιποπρωτεϊνών  και  το  μονοπάτι  αντίστροφης  μεταφοράς 
χοληστερόλης.  (VLDLs:  very‐low‐density  lipoproteins,  LDLs:  low‐density  lipoproteins,  LDLR: 
LDL  receptor,  HDLs:  high‐density  lipoproteins,  LCAT:  lecithin  cholesterol  acyltransferase, 
CETP:  cholesteryl  ester  transfer  protein,  PLTP:  phospholipid  transfer  protein,  ABCA1: 
Adenosine  trisphosphate binding  cassette  transporter A1,  SR‐B1:  Scavenger  receptor  type 
B1)4. 

13 

 



Η HDL εκτός από τον κύριο ρόλο της στην αντίστροφη μεταφορά χοληστερόλης, 
έχει  και  άλλες  βιολογικές  ιδιότητες  που  συνεισφέρουν  στην  προστατευτική 
επίδραση  κατά  της  αθηροσκλήρωσης21,23,28.  Με  την  αντι‐οξειδωτική  δράση  της,  η 
HDL προστατεύει και αναστρέφει την οξείδωση της LDL, ένα πρόωρο γεγονός κατά 
το σχηματισμό αθηροματικών πλακών, που προκαλεί και φλεγμονή στα αρτηριακά 
τοιχώματα29‐31. Η  HDL προάγει τη παραγωγή μονοξειδίου του αζώτου (nitric oxide ή 
ΝΟ)  στα  ενδοθηλιακά  κύτταρα  μέσω  του  ενζύμου  eNOS  (endothelial  nitric  oxide 
synthase) με διάφορους μηχανισμούς, που περιλαμβάνουν  και την αλληλεπίδραση 
της HDL με τον SR‐B1. Έτσι, αυξάνεται η διαθεσιμότητα σε μονοξείδιο του αζώτου 
32,33, το οποίο είναι το κύριο αγγειοδιασταλτικό επηρεάζοντας το ενδοθήλιο και τον 
λείο αγγειακό μυ34. Ακόμη, η HDL, με τις αντι‐φλεγμονώδεις ιδιότητές της, εμποδίζει 
την απελευθέρωση προ‐φλεγμονωδών μεσολαβητών (ιντερλευκίνη 1β μακροφάγων 
και  λευκοκυττάρων)35‐38.  Περίπου  50  διαφορετικές  πρωτεΐνες  βρίσκονται  στο 
σωματίδιο  της HDL,  οι  οποίες  δεν  είναι  απολιποπρωτεΐνες  αλλά  εμπλέκονται  στη 
ρύθμιση  της  φλεγμονής12.    Η  HDL  επιπλέον  έχει  πολλαπλές  αντιθρομβωτικές 
δράσεις,  που  περιλαμβάνουν  την  μείωση  δημιουργίας  της  θρομβίνης  και  την 
ενεργοποίηση του ενδοθηλίου και των αιμοπεταλίων. Ακόμα, προωθεί τη ροή του 
αίματος, αυξάνοντας την ελευθέρωση ΝΟ και τη παραγωγή προστακυκλίνης. Το ΝΟ 
και  η  προστακυκλίνη  συνεργάζονται  ώστε  να  επάγουν  τη  χαλάρωση  του  λείου 
αγγειακού  μυ  και  να  αναστείλουν  την  έκφραση  αυξητικών  παραγόντων  που 
διεγείρουν τον τοπικό πολλαπλασιασμό κυττάρων του λείου αγγειακού μυ 32,36,39. 

 
 

Θεραπευτικές προσεγγίσεις για την αύξηση της HDL 

Oι υπάρχουσες φαρμακολογικές θεραπευτικές προσεγγίσεις για την αύξηση των 
επιπέδων  της  HDL,  μπορούν  να  διαχωριστούν  σε  δύο  κατηγορίες:  εκείνες  που 
αυξάνουν  ή  τροποποιούν  τα  επίπεδα  των  συστατικών  της  (χοληστερόλη,  ΑpoAI, 
φωσφολιπίδια) και εκείνες που ενισχύουν την αντίστροφη μεταφορά χοληστερόλης. 
Στην  πρώτη  κατηγορία  ανήκουν  οι  στατίνες  και  το  νικοτινικό  οξύ  (nicotinic  acid‐ 
niacin).  Οι  στατίνες  αυξάνουν  τη  σύνθεση  της  ηπατικής  ΑpoAI  και  του  πυρηνικού 
υποδοχέα  PPAR‐α  (peroxisome  proliferator  activated  receptor),  ενώ  μειώνουν  τη 
παραγωγή της CETP με αποτέλεσμα να αυξάνουν τα επίπεδα της HDL κατά 5‐15% 40‐
44. Το νικοτινικό οξύ αυξάνει τη σύνθεση της pre‐β‐HDL και μειώνει τον καταβολισμό 
της ηπατικής ΑpoAI.  Έτσι μπορεί  να αυξήσει  τα επίπεδα της HDL  κατά 20‐30%,  να 
μειώσει τα τριγλυκερίδια κατά 40‐50% και την LDL κατά >20% 45‐50. Παρόλα αυτά η 
ευρεία  χρήση  του  νικοτινικού  οξέος  έχει  περιοριστεί  εξαιτίας  των  ανεπιθύμητων 
παρενεργειών  (ναυτία, κνησμός, έμετος, αυξημένο ουρικό οξύ, αρρυθμία, ηπατική 
τοξικότητα κ.α.).  

Στη δεύτερη κατηγορία ανήκουν οι φιμπράτες (fibrates) οι οποίες σαν αγωνιστές 
του PPAR‐α  , επάγουν την έκφρασή του, και αυξάνουν την σύνθεση της ΑpoAI και 
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της  ΑpoCIII  51,52.  Έτσι,  αυξάνουν  τα  επίπεδα  της  HDL  κατά  10‐20%,  μειώνουν  τα 
τριγλυκερίδια  κατά  40‐50%  και  την  LDL  κατά  10‐15%  17,18.  Επίσης,  μελέτες  σε 
ηπατοκύτταρα ποντικών  δείχνουν  καταστολή  του ηπατικού  SR‐B1  σε  θεραπεία με 
φιμπράτες,  που  οδηγεί  σε  μειωμένη  «εκκαθάριση»  της  HDL  και  σε  αυξημένα 
επίπεδά της στο πλάσμα53.  

Διάφορες νέες θεραπευτικές προσεγγίσεις που βασίζονται στην αύξηση της HDL, 
είναι ήδη σε κλινική εξέλιξη. Αυτές περιλαμβάνουν αναστολείς της CETP, αγωνιστές 
των PPAR‐α,γ,δ,  ενεργοποιητές  των πυρηνικών υποδοχέων LXR  (Liver X Receptor), 
FXR  (Farnesoid  X  Receptor)  και  του  SR‐B1.  Ακόμη,  δοκιμάζονται  θεραπείες  που 
βασίζονται  στην  ΑpoAI  ή/και  στα  φωσφολιπίδια,  όπως  έγχυση  σωματιδίων  με 
φωσφολιπίδια  ή  συνθετικά  φωσφολιπίδια  και  η  έγχυση  ανασυνδυασμένων 
συμπλόκων φωσφολιπιδίων /ApoAI (rHDL) ή μιμητικά ApoAI πεπτίδια54,55.  

 
 

Ο μεταφορέας ABCA1 

Το ανθρώπινο γονίδιο που κωδικοποιεί τον μεμβρανικό μεταφορέα ABCA1 (ATP‐
binding  cassette  transporter,  sub‐family  A,  member  1),  βρίσκεται  στο  μεγάλο 
βραχίονα  του  χρωμοσώματος  9  (χρωμόσωμα  9q31.1)  και  αποτελείται  από  50 
εξόνια.  Η  πρωτεΐνη  αποτελείται  από 2261  αμινοξέα  και  έχει  μοριακό  βάρος ~240 
ΚDa56.  Ο  ABCA1,  έκτος  από  την  πλασματική  μεμβράνη,  εντοπίζεται  και  σε 
ενδοκυτταρικά  διαμερίσματα57  όπου  θα  μπορούσε  να  διευκολύνει  τη  μεταφορά 
λιπιδίων στην κυτταρική επιφάνεια ή σε απολιποπρωτεΐνες που έχουν εισέλθει στο 
κύτταρο.  

Ο  ABCA1  είναι  μέλος  της  υπερ‐οικογένειας  των  ABC  μεταφορέων  που 
χρησιμοποιούν ATP  ως  πηγή  ενέργειας  για  τη  μεταφορά  των  λιπιδίων  και  άλλων 
μεταβολιτών  δια  μέσου  των  μεμβρανών  58.    Αποτελείται  από  2  μισά  παρόμοιας 
δομής  που είναι ομοιοπολικά συνδεδεμένα. Κάθε μισό έχει μια περιοχή πρόσδεσης 
νουκλεοτιδίου  (nucleotide  binding  domain,  NBD)  που  περιέχει  2  συντηρημένα 
πεπτιδικά  μοτίβα γνωστά ως Walker Α και Walker  Β, τα οποία υπάρχουν σε πολλές 
πρωτεΐνες  που  χρησιμοποιούν  ΑΤΡ.  Ακόμα,  κάθε  μισό  έχει  μία  διαμεμβρανική 
περιοχή  που  περιέχει  έξι  έλικες.  Ο ABCA1  έχει  το  αμινοτελικό  άκρο  (Ν‐terminus) 
προσανατολισμένο στο  κυτταρόπλασμα και 2  μεγάλους  εξωκυτταρικούς βρόγχους  
που  είναι  αρκετά  γλυκοζυλιωμένοι  και  συνδέονται  με  ένα  ή  περισσότερους 
δισουλφιδικούς δεσμούς (εικόνα 3)59,60. 
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Εικόνα  3.  Τοπολογικό  μοντέλο  του  μεταφορέα  ABCA1.  Τα  Υ  υποδεικνύουν  θέσεις 
γλυκοζυλίωσης  και  τα  S‐S  υποδεικνύουν  δισουλφιδικούς  δεσμούς.  (NBD‐1/2:  Nucleotide 
binding domains 1/2)61 

 
 
Ο  ABCA1  μέσω  του  μονοπατιού  της  αντίστροφης  μεταφοράς  χοληστερόλης 

μεσολαβεί στη μεταφορά της περίσσειας της χοληστερόλης και των φωσφολιπιδίων 
από  τα  κύτταρα  σε  απολιποπρωτεΐνες  φτωχές  σε  λιπίδια,  όπως  η  ApoA‐I,  που 
διαφορετικά θα μπορούσε να συσσωρευτεί σαν ενδοκυτταρικές λιπιδικές σταγόνες  
και  να  δημιουργηθούν  αθηρωματικές  πλάκες  (εικόνα  2)62.  Έχουν  διατυπωθεί 
διάφορα μοντέλα λειτουργίας του ABCA1 (π.χ. μοντέλο εξωκύττωσης63, ανάδρομης 
ενδοκύττωσης64,65)  αλλά  ακόμα  δεν  είναι  ξεκάθαρος  ο  μηχανισμός  δράσης  του. 
Ωστόσο,  η  κρυσταλλογραφική  ανάλυση  του  βακτηριακού  μεταφορέα  ABC  66 
προτείνει  ένα  πιθανό  μοντέλο  για  το  μονοπάτι  απολιποπρωτεϊνών‐ABCA1.  Η 
περίσσεια  χοληστερόλης  ίσως  συσσωρεύεται  σε  περιοχές  της  πλασματικής 
μεμβράνης  προς  το  κυτταρόπλασμα,  όπου  η  χοληστερόλη  τείνει  να  κατανέμεται. 
Επειδή εκεί η χοληστερόλη δεν είναι προσβάσιμη στις απολιποπρωτεΐνες, πρέπει να 
μετατοπιστεί προς την επιφάνεια του κυττάρου για να αφαιρεθεί. Αυτές οι λιπιδικές 
περιοχές  ίσως  συναρμολογούνται  κοντά  στα  μόρια  του  ABCA1  ή  ο  ABCA1  ίσως 
μετακινείται σε αυτές  τις περιοχές αφού σχηματιστούν.  Εκεί, ο   ABCA1 σχηματίζει 
ένα κανάλι που προωθεί  την μετακίνηση των λιπιδίων από την εσωτερική πλευρά 
της μεμβράνης προς    την εξωτερική μέσω μιας διαδικασίας εξαρτώμενης από ΑΤΡ 
63. Αφού λοιπόν προσδεθεί η ApoA‐I στον  ABCA1, λιπιδιώνεται και σχηματίζεται η 
πρώιμη HDL στο εξωκυττάριο περιβάλλον 67,68. 

Μεταλλάξεις  στον  μεταφορέα  ABCA1  προκαλούν  ένα  σπάνιο  και  σοβαρό 
σύνδρομο,  την ασθένεια Tangier  (Tangier   disease, TD)  69‐73. Οι  μεταλλάξεις αυτές 
κατανέμονται σε όλη τη πρωτεΐνη, αλλά κυρίως στη περιοχή πρόσδεσης ΑΤΡ και στο 
αμινοτελικό  άκρο74,75.  Εξαιτίας  του  ελαττωματικού  ABCA1,  οι  απολιποπρωτεΐνες 
ελεύθερες  λιπιδίων  δεν  μπορούν  να  αφαιρέσουν  τη  χοληστερόλη  και  τα 
φωσφολιπίδια  από  τους  ινοβλάστες  ασθενών  με  TD  76,77.  Έτσι,  οι  ασθενείς 
χαρακτηρίζονται  από  πολύ  χαμηλά  επίπεδα  HDL  στο  πλάσμα  και  συσσώρευση 
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χοληστερόλης  και  εστέρων  χοληστερόλης  στα  μακροφάγα  αφρώδη  κύτταρα  στις 
αμυγδαλές,  στον θύμο αδένα,  στο ήπαρ,  στη σπλήνα,  στον μυελό  των οστών,  στη  
χοληδόχο  κύστη  και  σε  άλλους  ιστούς76.  Ποντίκια  με  απαλοιφή  (knock  out)  του 
γονιδίου  ABCA1  στο  ήπαρ  παρουσιάζουν  έλλειψη  της  HDL  και  μειωμένη  εκροή 
χοληστερόλης  (φαινότυπο  παρόμοιο  με  αυτόν  των  ασθενών  Tangier  9,78,79,80). 
Αντίστροφα,  η  υπερέκφραση  του ABCA1  στο  ήπαρ ποντικών,  είχε ως αποτέλεσμα 
την  αύξηση  των  επιπέδων  της  HDL  στο  πλάσμα  81,82.  Ακόμη,  η  επιλεκτική 
αδρανοποίηση του γονιδίου ABCA1 στα μακροφάγα είχε μικρή ή καθόλου επίδραση 
στη  συγκέντρωση  της  HDL  στο  πλάσμα  και  σημαντική  αύξηση  της 
αθηροσκλήρωσης83.  Ως  εκ  τούτου,  η  έκφραση    του  ABCA1  στο  ήπαρ  είναι  ένας 
σημαντικός  περιοριστικός  παράγοντας  για  τη  παραγωγή HDL  στο πλάσμα,  ενώ  τα 
μακροφάγα έχουν μικρή επίδραση στα επίπεδα HDL στο πλάσμα. Παρόλα αυτά, ο 
ABCA1  των  μακροφάγων  είναι  ένας  κρίσιμος  παράγοντας  για  την  πρόληψη  της 
υπερβολικής  συσσώρευσης  χοληστερόλης  στα  μακροφάγα  του  αρτηριακού 
τοιχώματος  και  στη  μετατροπή  τους  σε  αφρώδη  κύτταρα,  ανεξάρτητα  από  τα 
επίπεδα της HDL στο πλάσμα. 
 
 

Μεταγραφική ρύθμιση του γονιδίου ABCA1 

Ο ABCA1  εκφράζεται  παντού,  με  υψηλά  επίπεδα  έκφρασης  να  παρατηρούνται 
στα μακροφάγα, στα ηπατικά κύτταρα, στα κύτταρα του νεφρού, του εντέρου  και 
του εγκέφαλου, στον αδένα του επινεφριδίου, στα ενδοθηλιακά κύτταρα και στους 
τροφοβλάστες του πλακούντα84‐86. Για να διατηρηθεί η ομοιόσταση των λιπιδίων, η 
έκφραση  του  ABCA1  ρυθμίζεται  σε  μεταγραφικό  και  μεταφραστικό  επίπεδο.  Το 
τμήμα  του  υποκινητή  ‐200  ως  ‐80  bp  σε  σχέση  με  το  σημείο  έναρξης  της 
μεταγραφής  περιέχει  μοτίβα  πρόσδεσης  για  μεταγραφικούς  παράγοντες  που 
ρυθμίζουν    την  έκφραση  του    ABCA1  κυρίως  σε  απόκριση  σε  οξειδωμένη 
χοληστερόλη  (οξυστερόλη)  και  κυκλικό  ΑΜΡ  (cAMP)56.  Έτσι,  η  μεταγραφή  του 
ABCA1  επάγεται σημαντικά από  την υπερφόρτωση των κυττάρων με χοληστερόλη 
και μειώνεται από την ακόλουθη αφαίρεση χοληστερόλης από την ΑpoA‐I 71. Αυτή η 
επαγωγή  συμβαίνει  αποκλειστικά  μέσω  της  ενεργοποίησης  των  πυρηνικών 
υποδοχέων LXRα ή LXRβ (Liver X Receptor) και RXR (Retinoid X Receptor). Ο LXR και 
o RXR  σχηματίζουν  ετεροδιμερή  που  δεσμεύονται  στον  υποκινητή  του ABCA1  και 
στο πρώτο ιντρόνιο του, σε θέσεις DR4 (direct repeat‐ nuclear receptor binding site, 
βλ. παρακάτω). Οι LXRs και RXRs δεσμεύουν και ενεργοποιούνται από οξυστερόλες 
και  ρετινοϊκό  οξύ,  αντίστοιχα.  Η  πρόσδεση  του  ενός  ή  και  των  δύο    συνδετών  
μπορεί  να  επάγει  τη  μεταγραφή  του  ABCA1,  αλλά  ο  συνδυασμός  τους  έχει 
συνεργατική  δράση87‐89.  Ο  υποκινητής  του  γονίδιου  LXRα  περιέχει  επίσης  ένα 
στοιχείο απόκρισης στους LXRs90,91, υποδεικνύοντας ότι ο LXRα μπορεί να ρυθμίσει 
την  έκφραση  του  ίδιου  του  γονιδίου  του  (μηχανισμός  αυτο‐ρύθμισης).  Με  τον 
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μηχανισμό  αυτό  ενισχύεται  η  δράση  των  οξυστερολών    στο  μονοπάτι  εκροής 
λιπιδίων μέσω του μεταφορέα ABCA1. 

Για να επάγει την έκφραση του γονιδίου ABCA1, η χοληστερόλη πρέπει πρώτα να 
μετατραπεί  σε  οξυστερόλες,  οι  οποίες  θα  σηματοδοτήσουν  τη  συσσώρευση  της 
περίσσειας  χοληστερόλης στη μεμβράνη. Πολλές από τις οξυστερόλες παράγονται 
από ένζυμα της οικογένειας του κυτοχρώματος P450, που είναι κυρίαρχα στο ήπαρ, 
με τις 22‐hydroxycholesterol , 24‐hydroxycholesterol, και 24,25‐epoxycholesterol να 
είναι  οι  κύριοι  φυσικοί  αγωνιστές  των  LXRs  92.  Στα  μακροφάγα  ο  κύριος  φυσικός 
αγωνιστής  για  τον    LXRα  και  τον  LXRβ  είναι  η  27  ‐hydroxycholesterol  ,  η  οποία 
παράγεται    από  το  ενζυμο  sterol  27‐hydroxylase  (Cyp27)  93.  Επομένως,  η  εκροή 
χοληστερόλης μέσω του ABCA1 φαίνεται να μεσολαβείται εν μέρει από τους LXR και 
RXR. 

Το  κυκλικό  ΑΜΡ  (cAMP,  Cyclic  adenosine  monophosphate)  ενεργοποιεί  την 
έκφραση  του  ABCA1  αλλά  και  τη  φωσφορυλίωσή  του  στα  μακροφάγα  94‐96.  Η 
απολιποπρωτεΐνη  A‐I  ενεργοποιεί  τη  σηματοδότηση  μέσω  cAMP,  και  έπειτα 
ενεργοποιείται η κινάση PKA (protein kinase A), η οποία φωσφορυλιώνει τον ABCA1 
στις σερίνες 1042 και 2054. Έτσι αυξάνεται η παρουσία του ABCA1 στην κυτταρική 
μεμβράνη και η ενεργότητα του, μεταφέροντας χοληστερόλη έξω από το κύτταρο95. 
Ακόμα, η κινάση  JAK2  (Janus kinase 2) φωσφορυλιώνει  τον ABCA1, αυξάνοντας τη 
πρόσδεση με την Apo A‐I και την εκροή της χοληστερόλης97,98.  

Μελέτες έχουν δείξει ακόμη ότι αγωνιστές των PPARα και PPARγ  (όπως λιπαρά 
οξέα)  επάγουν  την  έκφραση  του  ABCA1  και  την  εκροή  της  χοληστερόλης  που 
μεσολαβείται από την ApoA‐I, σε φυσιολογικά μακροφάγα, αλλά όχι σε μακροφάγα 
από ασθενείς με την νόσο Tangier. Από αυτούς τους αγωνιστές επάγεται ακόμη και 
ο LXRα, ενώ η προσθήκη ενεργοποιητών των PPAR και LXRα έχει συνεργατική δράση 
στην έκφραση του ABCA1. Παρόλα αυτά δεν έχει προσδιοριστεί κάποιο λειτουργικό 
ρυθμιστικό  στοιχείο  για  τον  PPAR  στον  υποκινητή  του  γονιδίου  ABCA1.    Έτσι, 
φαίνεται  ότι  οι  αγωνιστές  των  PPARs  ίσως  έμμεσα  ενισχύουν  την  έκφραση  του 
ABCA1, ενεργοποιώντας  πρώτα το LXRα μονοπάτι (εικόνα 4)99,100. 

 
Εικόνα  4.  Μοντέλο  για  το  ρόλο  των  PPAR  και  LXR  στην  εκροή  χοληστερόλης  στα 
μακροφάγα100 
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Κάποιες κυτοκίνες φαίνεται να ρυθμίζουν την μεταγραφή του γονιδίου ABCA1 σε 
μακροφάγα  και  κύτταρα  ηπατώματος.  Αντιφλεγμονώδεις  κυτοκίνες,  όπως    η 
ιντερλευκίνη 10  (IL‐10)  και ο TGF‐β1  (Transforming growth  factor beta 1)  επάγουν 
την μεταγραφή του ABCA1, και ενισχύουν την εκροή χοληστερόλης 101‐104. Αντίθετα, 
οι  κυτοκίνες  ιντερφερόνη  γ  (IFN‐γ)  και  ιντερλευκίνη  1β  (IL‐1b)  αναστέλλουν  την 
έκφραση του  ABCA1, μέσω των μονοπατιών JAK/STAT και NF‐kB , αντίστοιχα105‐108.  
Επίσης,  κάποιοι  μεταγραφικοί  παράγοντες,  καταστέλλουν  την  μεταγραφή  του  
γονιδίου ABCA1. Σε αυτούς ανήκουν οι USF 1 και USF2 (upstream regulatory factors) 
που προσδένονται στο Ε‐box μοτίβο του υποκινητή και ο Fra2 (fos‐related gene) που 
προσδένεται στο μοτίβο AP‐1109.  Ακόμη, ο ZNF202 (Zinc finger 202) προσδένεται σε 
επαναλήψεις GnT  του  υποκινητή  και    καταστέλλει  την  μεταγραφική  έκφραση  του 
ABCA1110,111.  Η  πρωτεΐνη  SP1  (η  οποία  διαθέτει  δακτυλίους  ψευδαργύρου)  
προσδένεται  σε  μοτίβα  GnC  και  φαίνεται  να  έχει  ενεργοποιητική  δράση  στον 
ABCA1, σε αντίθεση με την SP3, που είναι ανταγωνιστής της  SP1 (εικόνα 5) 112. 

Εκτός από μεταγραφική ρύθμιση,  ο ABCA1  υπόκειται  και  σε μετα‐μεταγραφική 
ρύθμιση. Ακόρεστα λιπαρά οξέα ή κυτταροτοξικά επίπεδα ελεύθερης χοληστερόλης 
στα  μακροφάγα,  αυξάνουν  την  ήδη  γρήγορη  (χρόνος  ημιζωής  1‐2  ώρες) 
αποικοδόμηση  του  ABCA1113,114.  Αντίθετα,  οι  απολιποπρωτεΐνες  ελεύθερες 
λιπιδίων, φαίνεται να σταθεροποιούν τον ABCA1115. 

 
 
Εικόνα  5.  Μεταγραφικοί  παράγοντες  που  ρυθμίζουν  την  έκφραση  του  ABCA1.  
(A)Μεταγραφικοί  ενεργοποιητές  και  (Β)  καταστολείς,  που    προσδένονται  στον  υποκινητή 
του γονιδίου ABCA1109 
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Πυρηνικοί υποδοχείς ορμονών 

 Οι  πυρηνικοί  υποδοχείς  είναι  ενδοκυττάριοι  μεταγραφικοί  παράγοντες  που 
ρυθμίζουν  άμεσα  τη  μεταγραφή  γονιδίων,  αποκρινόμενοι  σε  λιπόφιλα  μόρια 
(στεροειδή, ρετινοειδή, ορμόνες θυρεοειδούς, βιταμίνη D). Επηρεάζουν μια μεγάλη 
ποικιλία  λειτουργιών,  όπως  τον  μεταβολισμό  λιπαρών  οξέων,  την  κυτταρική 
διαφοροποίηση  και  ανάπτυξη,  την  αναπαραγωγή  και  την  αποτοξίνωση  από  ξένες 
ουσίες116‐120.  Πολλοί  πυρηνικοί  υποδοχείς  δρουν  σαν  μεταγραφικοί  παράγοντες 
επαγόμενοι  από  συνδέτες  αλλά  η  μεγαλύτερη  πλειοψηφία  γνωστών  υποδοχέων 
κλωνοποιήθηκαν  πριν  ανακαλυφθεί  κάποιος  συνδέτης  τους  και  γι  αυτό 
ταξινομήθηκαν σαν “ορφανοί” υποδοχείς (LXRα/b, FXRα/b, LRH‐1, HNF4α, RXR) 121. 
Όμως,  μέχρι  σήμερα  έχουν  ταυτοποιηθεί  ενδογενείς  συνδέτες  (προϊόντα 
μεταβολισμού  λιπιδίων,  λιπαρά  οξέα,  χολικά  οξέα,  παράγωγα  χοληστερόλης)  για 
κάποιους ορφανούς υποδοχείς122,123. 
Η δομή των πυρηνικών υποδοχέων είναι πολύ συντηρημένη και αποτελείται από 

πέντε  δομικά  στοιχεία.  Η  αμινοτελική  περιοχή  των  υποδοχέων  (περιοχή Α/Β)  έχει 
λειτουργία  μεταγραφικής  ενεργοποίησης  AF‐1  (activation  function  1)  που  είναι 
ανεξάρτητη  από  συνδέτες.  Η  αλληλουχία  και  το  μήκος  της  Α/Β  περιοχής  είναι 
αρκετά μεταβλητή μεταξύ των υποδοχέων (πχ GR, RXR) και μεταξύ των ισομορφών 
τους  (RXRα,  RXRb),  ενώ  περιέχει  ποικιλία  αλληλουχιών  που  αναγνωρίζονται  από 
κινάσες  και  γι  αυτό  η  περιοχή  αυτή  φαίνεται  να  είναι  υπεύθυνη  για  τις  ειδικές 
επιδράσεις σε κυτταρικούς τύπους και σε διαφορετικά είδη. Οι πυρηνικοί υποδοχείς 
προσδένονται σε ειδικές αλληλουχίες‐ρυθμιστικά στοιχεία ορμονών (HRE‐Hormone 
response  elements)  των  υποκινητών  των  γονιδίων  στόχων,  μέσω  της  περιοχής 
πρόσδεσης στο DNA  (περιοχή C  ή DBD)  η οποία αποτελείται από δύο δακτυλίους 
ψευδαργύρου και είναι η πιο συντηρημένη περιοχή. Η περιοχή D  (ή αλλιώς hinge 
περιοχή  εξαιτίας  της  ευκαμψίας  της),  επιτρέπει  δομικές  αλλαγές  στη  πρωτεΐνη, 
αμέσως  μετά  τη  πρόσδεση  του  συνδέτη.  Αυτή  η  περιοχή  περιέχει  σήματα 
πυρηνικού εντοπισμού και επηρεάζει την ενδοκυτταρική μεταφορά των πυρηνικών 
υποδοχέων. Η αλληλουχία της περιοχής πρόσδεσης του συνδέτη (LBD‐ligand binding 
domain  ή  Ε περιοχή),  ποικίλει ανάλογα με  τον υποδοχέα,  αλλά όλοι οι υποδοχείς 
έχουν  μια  κοινή  δομή  11‐13  α‐ελίκων  οργανωμένων  γύρω  από  ένα  υδρόφοβο 
πυρήνα,  τα  αμινοξέα  του  οποίου  καθορίζουν  την  ειδικότητα  των  συνδετών 
(στεροειδή  ορμόνες,  ρετινοειδή,  κλπ).  Επίσης,  η  περιοχή  αυτή  απαιτείται  για  τον 
διμερισμό των υποδοχέων (ομοδιμερισμό ή ετεροδιμερισμό) και περιλαμβάνει την 
περιοχή  μεταγραφικής  ενεργοποίησης  AF‐2  (activation  function  2)  που  εξαρτάται 
από  τον συνδέτη και ενεργοποιεί  τη μεταγραφή μετά από πρόσδεση  του συνδέτη 
116,117.  Η  καρβοξυτελική  περιοχή  F,  έχει  αναφερθεί  ως  κατασταλτική  περιοχή  σε 
ορισμένους πυρηνικούς υποδοχείς (εικόνα 6).  
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Εικόνα  6.  Σχηματική  αναπαράσταση  της  πρωτοταγούς,  δευτεροταγούς  και  τριτοταγούς 
δομής  των  πυρηνικών  υποδοχέων.  (AF‐1/2:  activation  function  1/2,  DBD:  DNA  binding 
domain, LBD: ligand binding domain)124 
 
 
Οι  πυρηνικοί  υποδοχείς  που  ρυθμίζονται  από  στεροειδή  (GR,  AR,  ER  κ.α) 

σχηματίζουν ομοδιμερή, ενώ οι πυρηνικοί υποδοχείς που ρυθμίζονται από άλλους  
συνδέτες  (VDR,PPAR,  TR)  και  ειδικά  μερικοί  ορφανοί  υποδοχείς  (LXRα/a,  FXRα/b 
κ.α)  σχηματίζουν  ετεροδιμερή με  τον RXR  (Retinoic X Receptor)  και  προσδένονται 
στα HREs ρυθμιστικά στοιχεία ορμονών στους υποκινητές των γονιδίων στόχων τους 
121.  Tα HRE  περιέχουν  άμεσες  επαναλήψεις  (DRs‐Direct  Repeats),  ανεστραμμένες 
επαναλήψεις (IRs‐Inverted Repeats) ή παλινδρομικές επαναλήψεις (PRs‐Palindromic 
Repeats)  της αλληλουχίας 5’‐AG(G/T)TCA‐3’,  οι  οποίες διαχωρίζονται από ένα  έως 
πέντε νουκλεοτίδια (Εικόνα 7) 116,125. 
 

 
 
Εικόνα  7.  Αλληλουχία  του  HRE  στοιχείου,  που  δρα  σαν  DNA  θέση  πρόσδεσης  για  τους 
πυρηνικους  υποδοχεις.  α)  DR‐4,  άμεσες  επαναλήψεις  που  διαχωρίζονται  από  τεσσερα 
νουκλεοτίδια,  b)  PR‐2,  Παλινδρομικές  επαναλήψεις  που  διαχωρίζονται  από  δύο 
νουκλεοτίδια,  c)  IR‐3,  ανεστραμμένες  επαναλήψεις  που  διαχωρίζονται  από  τρία 
νουκλεοτίδια 126 
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Η  ενεργοποίηση  της  μεταγραφής  ξεκινάει  αφού  ο  συνδέτης  προσδεθεί  στον 
υδρόφοβο  πυρήνα  της  περιοχής  LBD.    Αλλάζει  η  διαμόρφωση  της  περιοχής  LBD, 
εμποδίζοντας  την  έξοδο  του  συνδέτη  και  έτσι  σταθεροποιείται  η  δομή  του 
υποδοχέα.  Παράλληλα  αλλάζει  και  η  δομή  του  ετεροδιμερούς,  μετατοπίζονται  οι 
συν‐καταστολείς και διευκολύνεται η αλληλεπίδραση με τους μεταγραφικούς συν‐
ενεργοποιητές.  Αυτά  τα  σύμπλοκα  υποδοχέων/συν‐ενεργοποιητών  δρουν 
αναδιοργανώνοντας  τη  χρωματίνη  και  προσελκύοντας  διαφόρους  παράγοντες 
όπως, DNA  εξαρτώμενες ATPασες,  ακετυλοτρανσφεράσες  ιστονών,  και  τη    βασική 
μεταγραφική  μηχανή  (TFIIs,  RNA  polII),  με  αποτέλεσμα  να  ενεργοποιείται  η 
μεταγραφή των γονιδίων 127‐129.  
 
 

Υποδοχείς LXR 

Οι LXRs (Liver X Receptors) είναι μεταγραφικοί παράγοντες που ενεργοποιούνται 
από  συνδέτες  και  ανήκουν  στην  υπεροικογένεια  των  πυρηνικών  υποδοχέων.  Οι 
LXRs  αρχικά  ταξινομήθηκαν  σαν  ορφανοί  πυρηνικοί  υποδοχείς,  αφού  δεν  ήταν 
γνωστοί  οι  φυσικοί  τους  συνδέτες,  αλλά  τα  επόμενα  χρόνια  ταυτοποιήθηκαν 
διάφοροι φυσικοί συνδέτες   γι αυτούς. Η οικογένεια των LXRs αποτελείται από δύο 
ισομορφές  LXRα  (NR1H3)  και  LXRβ  (ΝR1Η2),  οι  οποίες  είναι ~78%  ομόλογες  στην 
αμινοξική αλληλουχία των περιοχών DBD και LBD130.  

Σε  συνθήκες  ενεργοποίησης  από  συνδέτες,  και  οι  δύο  ισομορφές  των  LXR 
σχηματίζουν  υποχρεωτικά  ετεροδιμερή  με  τον  RXR  και  ρυθμίζουν  τη  γονιδιακή 
έκφραση  μέσω  της  πρόσδεσής  τους  στα  LXR  ρυθμιστικά  στοιχεία    (LXREs)  στους 
υποκινητές των γονιδίων στόχων τους. Το LXRΕ αποτελείται από δύο επαναλήψεις 
της εξανουκλεοτιδικής αλληλουχίας AGGTCA , που διαχωρίζεται από 4 νουκλεοτίδια 
(DR‐4 στοιχεία)131‐135. Τα LXR/RXR ετεροδιμερή χαρακτηρίζονται από την ικανότητα 
να ενεργοποιούνται από συνδέτες του ενός υποδοχέα με ανεξάρτητο τρόπο. Έτσι το 
ετεροδιμερές  αυτό  ενεργοποιείται  από  συνδέτες  του  RXR  (π.χ.  9  cis  RA),  από 
συνδέτες  του  LXR  (π.χ.  οξυστερόλες)  ή  ενεργοποιείται  συνεργατικά  από  συνδέτες 
και των δύο υποδοχέων (εικόνα 8Α) 133. 

Έχει  προταθεί  ένα  μοντέλο  3  σταδίων  που  περιγράφει  την  ενεργοποίηση  από  
τους  LXRs.  Σύμφωνα  με  αυτό,  απουσία  συνδετών  το  ετεροδιμερές  LXR/RXR 
καταστέλλει  τη μεταγραφή  γονιδίων στρατολογώντας    πρωτεΐνες  συν‐καταστολείς 
όπως  ο  NCoR  (nuclear  receptor  corepressor)  και  ο  SMRT  (silencing   mediator  of 
retinoic  acid  and  thyroid  hormone  receptor)  136‐140.  Μετά  τη  πρόσδεση  των 
συνδετών, το ετεροδιμερές  LXR/RXR αλλάζει διαμόρφωση, αποσυνδέονται οι συν‐
καταστολείς  και  στρατολογούνται  συν‐ενεργοποιητές  (Grip1‐ Glutamate  receptor‐
interacting protein 1, PGC‐1a‐Peroxisome proliferator activated receptor‐coactivator 
1a) προκαλώντας μέγιστη ενεργοποίηση της μεταγραφής141‐144. Επιπλέον, απουσία 
των  πυρηνικών  υποδοχέων  η  βασική  κατασταλτική  επιρροή  των  συμπλόκων  συν‐
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καταστολέων που προσδένονται στο ετεροδιμερές LXR/RXR απουσιάζει και υπάρχει 
ενισχυμένη  βασική  έκφραση  σε  συγκεκριμένα  γονίδια  στόχους  του  LXR  και  σε 
συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους (εικόνα 8Β) 138,145.  

 

 
Εικόνα  8.  Μεταγραφική  ρύθμιση  που  μεσολαβείται  από  τους  LXRs.  Α)  To  ετεροδιμερές 
LXR/RXR μπορεί να ενεργοποιηθεί από συνδέτες του ενός υποδοχέα αλλά και από συνδέτες 
των δύο, προκαλώντας μέγιστη ενεργοποίηση. Β) Μοντέλο ενεργοποίησης από τους LXRs. 
(CoAct: Co‐activators, LXRE: LXR element)146 

 
 
Οι  κύριοι  φυσικοί  LXR  συνδέτες  είναι  μερικά  μονο‐οξειδωμένα  παράγωγα  της 

χοληστερόλης  που  αναφέρονται  σαν  οξυστερόλες.  Οι  πιο  ισχυροί  φυσικοί 
ενεργοποιητές –  συνδέτες  των  LXRs,  που  παράγονται  ενδογενώς  από  ενζυματικές 
αντιδράσεις,  είναι οι 22‐(R)‐, 20‐(S)‐,   24‐(S)‐ υδροξυχοληστερόλες,  οι οποίες είναι 
ενδιάμεσα μόρια κατά τη σύνθεση των στεροειδών ορμονών από χοληστερόλη και 
οι 24‐(S)‐, 25‐  εποξυχοληστερόλες,  οι  οποίες  είναι  ενδιάμεσα μόρια στο μονοπάτι 
βιοσύνθεσης  της  χοληστερόλης  147,148.  Οι  24‐(S),  25‐  εποξυχοληστερόλες  είναι 
ιδιαίτερα  άφθονες  στο  ήπαρ  όπου  ο  μεταβολισμός  χοληστερόλης  και  η  έκφραση 
του LXR  είναι υψηλή. Οι παραπάνω οξυστερόλες φαίνεται  να μην είναι παρούσες 
στα ανθρώπινα αφρώδη μακροφάγα, στα οποία όμως η CYP27 υδροξυλάση (sterol 
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27 ‐ hydroxylase) παράγει κυρίως 27 ‐υδροξυχοληστερόλη, αποτελώντας  τον κύριο 
ενδογενή συνδέτη των LXR σε αυτά τα κύτταρα93.  

Πιο ασθενείς συνδέτες των LXRs  είναι οι 7‐κετο, 7α –υδροξυ, 7β – υδροξυ, 5,6‐ 
εποξυχοληστερόλη και 3β, 5α , 6β‐ τριυδροξυχοληστάνη,  οι οποίες ανιχνεύονται σε 
οξειδωμένες χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες και παράγονται ενδογενώς μέσω 
μη‐ενζυματικής  οξείδωσης  της  χοληστερόλης  από  ROS  (Reactive  oxygen  species) 
κατά την αποθήκευση της τροφής149. 

Οι περισσότεροι ενδογενείς συνδέτες των LXR ενεργοποιούν και τον LXRα και τον 
LXRβ με εξαίρεση τις 5,6,24‐(S),25‐ διεποξυχλοληστερολες και τα 6α‐υδροξυ‐χοξικα 
οξέα 150, που είναι κάπως επιλεκτικά για τον LXRα. Ακόμα έχει διαπιστωθεί ότι η D‐ 
γλυκόζη  και  η  6‐φωσφορική  D‐γλυκόζη  είναι  ενδογενείς  αγωνιστές  των  LXR  με 
αποτελεσματικότητα  συγκρίσιμη  με  αυτή  των  οξυστερολών  151.  Εκτός  από  τους 
ενδογενείς  αγωνιστές,  έχουν  αναπτυχθεί  κάποιοι  συνθετικοί  αγωνιστές  των  LXR  , 
από  τους  οποίους  οι  δύο  πιο  συχνά  χρησιμοποιούμενοι  είναι  οι  Τ0901317  και  
GW3965 που ενεργοποιούν και τους δύο LXRs 145,152. Βέβαια ο Τ0901317 δεν είναι 
πλήρως επιλεκτικός αγωνιστής των LXR αφού ενεργοποιεί επίσης τον PXR (Pregnave 
X Receptor) και τον FXR (Farnesoid X Receptor) σε μικρότερο όμως βαθμό 153. 

Σε  αντίθεση  με  τα  οξειδωμένα  παράγωγα  χοληστερόλης  που  ενεργοποιούν  τη 
μεταγραφή των LXRs, το GGPP (Geranyl geranylpyrophosphate) είναι ένα ενδιάμεσο 
μόριο  της  βιοσύνθεσης  χοληστερόλης  που  καταστέλλει  τους  LXRα/β,  
ανταγωνιζόμενο  την  αλληλεπίδρασή  τους  με  συνενεργοποιητές  154,155.  Ομοίως  τα 
PUFA  (poly‐  unsaturated  fatty  acids)  μειώνουν  την  ενεργοποίηση  των  LXR,  αφού 
ανταγωνίζονται  τη  πρόσδεση  αγωνιστών  και  επομένως  εμποδίζουν  τη  πρόσδεση 
των  LXR/RXR  ετεροδιμερών  στα  LXRΕ  στοιχεία  156,157.  Επιπλέον,  το  πλάσμα  του 
ανθρώπου  περιέχει  διάφορα  οξειδωμένα  παράγωγα  χοληστερόλης,  που  μπορούν 
να αποτελέσουν φυσικούς ανταγωνιστές για τους LXRα και LXRβ158,159. Επομένως οι 
ενδογενείς  LXR  ανταγωνιστές  μπορούν  να  εξισορροπούν  τη  δράση  των  LXR 
αγωνιστών κατά την ομοιόσταση της χοληστερόλης. 
 
 

Βιολογικός ρόλος των υποδοχέων LXR 

Οι υποδοχείς LXR φαίνεται να λειτουργούν σαν αισθητήρες των ενδοκυτταρικών 
επιπέδων  στερολών  προστατεύοντας  τα  κύτταρα  από  υπερ‐συσσώρευση 
χοληστερόλης μέσω διαφόρων μηχανισμών (εικόνα 9). Ο έλεγχος της ομοιόστασης 
της χοληστερόλης από τους LXRs γίνεται μέσω: 

1. της επαγωγής αντίστροφης μεταφοράς χοληστερόλης 
2. της  έκκρισης χοληστερόλης στη χολή 
3. της αναστολής απορρόφησης χοληστερόλης από την τροφή στο έντερο 
4. της καταστολής της de novo σύνθεσης χοληστερόλης  
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Εικόνα  9.  O  ρόλος  των  υποδοχέων  LXR  στη  μεταφορά  και  τον  μεταβολισμό  της 
χοληστερόλης.  Παρουσιάζονται  γονίδια  που  ρυθμίζονται  από  LXRs.  (ABC:  ATP‐binding 
cassette  transporters, apoA‐I: apolipoprotein A‐I, Ch:  cholesterol, CYP7a1:  cholesterol 7‐a‐
hydroxylase, HDL: high density lipoprotein, NPC proteins:  Niemann‐Pick C proteins, NPC1L1: 
Niemann‐Pick C1 like 1 protein) 160 
 

Αντίστροφη μεταφορά χοληστερόλης. 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, μέσω της αντίστροφης μεταφοράς χοληστερόλης 
(RCT  Reverse  cholesterol  transport)  η  χοληστερόλη  μεταφέρεται  από  τους 
περιφερικούς  ιστούς  του  οργανισμού  στο  ήπαρ  όπου  εκκρίνεται  στη  χολή  σαν 
χοληστερόλη ή σαν χολικά οξέα. Έχει διαπιστωθεί ότι κάθε βήμα στη διαδικασία της 
RCT ενεργοποιείται από τους LXRs. Αρχικά οι LXRs ενεργοποιούν τη μεταφορά της 
χοληστερόλης από τη πλασματική μεμβράνη των κυττάρων προς τους αποδέκτες. Σε 
αυτή τη μεταφορά εμπλέκονται οι πρωτεΐνες ABCA1 και ABCG1/G4 τα γονίδια των 
οποίων  έχουν  LXRΕ  στοιχεία,  ενεργοποιούνται  από  τους  LXRs  και  προωθούν  την 
εκροή  χοληστερόλης  και φωσφολιπιδίων    προς  τις  λιποπρωτεΐνες ΑpoΑΙ  και ΑpoΕ 
και τα σωματίδια της HDL 76,87,88,145,161‐165. Οι LXRs εμπλέκονται ακόμα στη ρύθμιση 
της μεταφοράς χοληστερόλης ενδοκυτταρικά. Πριν εκκριθεί, η χοληστερόλη πρέπει 
να  μεταφερθεί  από  τα  ενδοσώματα  και  τις  ενδοκυτταρικές  περιοχές  πλούσιες  σε 
χοληστερόλη προς τη πλασματική μεμβράνη. Αυτή η διαδικασία πραγματοποιείται 
από  δύο  μεταφορείς,  τις Niemann – Pick C1  (NPC1)    και C2  (NPC2)  πρωτεΐνες.  Οι 
αγωνιστές  των  LXR  αυξάνουν  την  έκφραση  των  γονιδίων   NPC1/2  και  επομένως 
διεγείρουν  την κατανομή της  χοληστερόλης στην   πλασματική μεμβράνη, ώστε να 
είναι  διαθέσιμη  στους  εξωκυτταρικούς  αποδέκτες  της166.  Ένα  άλλο  γονίδιο  που 
εμπλέκεται στην ομοιόσταση της χοληστερόλης και επάγεται η έκφρασή του άμεσα 
από τους LXRs, είναι αυτό της ΑpoΕ, η οποία είναι ένα κύριο συστατικό της VLDL και 
των  υπολειμμάτων  των  χυλομικρών.  Αυτή  η  απολιποπρωτεΐνη  εμπλέκεται  στην 
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πρόσληψη της  VLDL από το ήπαρ, αφού είναι ισχυρός συνδέτης του LDLR. Ακόμη, η 
ΑpoΕ δρα και σαν εξωκυτταρικός αποδέκτης της χοληστερόλης στο μονοπάτι εκροής 
μέσω  ABCA1  163,167,168.  Επιπλέον,  οι  LXRs  ενεργοποιούν  την  έκφραση  διαφόρων 
ενζύμων  αναδιαμόρφωσης  λιποπρωτεϊνών  όπως  η  λιποπρωτεϊνική  λιπάση  (LPL‐
lipoprotein  lipase),  η  CETP  (cholesterol  ester  transfer  protein)  και  η  πρωτεΐνη 
μεταφοράς φωσφολιπιδίων (PLTP – Phospholipid transfer protein) 169‐172. Το ένζυμο 
LPL καταλύει την υδρόλυση τριγλυκεριδίων των λιποπρωτεϊνών, το   PLTP καταλύει 
την ανταλλαγή φωσφολιπιδίων μεταξύ  της HDL  και  των  λιποπρωτεϊνών πλούσιων  
σε τριγλυκερίδια, ενώ το CETP μεσολαβεί στη μεταφορά των εστέρων χοληστερόλης 
από τα σωματίδια HDL   στα σωματίδια που περιέχουν ΑpoB για να επιστρέψει στο 
ήπαρ. 

  

Ηπατική έκκριση χοληστερόλης. 

Το  πρώτο  γνωστό  γονίδιο‐στόχος  των  LXR  στα  ποντίκια  ήταν  το  Cyp7a1  που 
κωδικοποιεί την 7‐α‐υδροξυλάση χοληστερόλης κατά τη σύνθεση ηπατικών χολικών 
οξέων.  Ο  υποκινητής  του  γονιδίου  αυτού  στα  ποντίκια  και  στους  αρουραίους 
περιέχει LXRE στοιχείο και η μεταγραφή του ενεργοποιείται από τους φυσικούς και 
συνθετικούς αγωνιστές των LXR με αποτέλεσμα  να ενισχύεται η σύνθεση χολικών 
οξέων και περιττωματικών εκκρίσεων 148,173,174. Αντίθετα, ο ανθρώπινος υποκινητής 
του Cyp7a1 δεν περιέχει στοιχείο LXRE και η μεταγραφή του δεν επάγεται από τους 
LXRα αγωνιστές,  γεγονός  που  είναι  υπεύθυνο  για  τη  μεγαλύτερη  ευαισθησία  των 
ανθρώπων σε υπερχοληστερολαιμία175,176. Επιπλέον η ενεργοποίηση των LXR βοηθά 
στην  έκκριση  της  χοληστερόλης  αυξάνοντας  τη  μεταγραφή  των  γονιδίων  των 
μεταφορέων ABCG5 και ABCG8 στο ήπαρ177,178. Οι   μεταφορείς αυτοί εκφράζονται 
στη  σωληνοειδή  μεμβράνη  των  ηπατοκυττάρων  όπου  οδηγούν  τη  μεταφορά 
χοληστερόλης στη χολή 179. 

 

Απορρόφηση χοληστερόλης στο έντερο 

Οι  μεταφορείς  ABCG5/8  εντοπίζονται  επίσης  στη  κορυφαία  μεμβράνη  των 
εντεροκυττάρων και παίζουν σημαντικό ρόλο στην απορρόφηση της χοληστερόλης 
από  τη  τροφή  στο  έντερο.  Η  έκφραση  αυτών  των  μεταφορέων  αυξάνεται  με 
αγωνιστές  των  LXR  και  ως  αποτέλεσμα  μεταφέρεται  περισσότερη  χοληστερόλη 
πίσω στον αυλό του εντέρου και  μειώνεται η απορρόφησή της από το έντερο145,177. 
Αυτό  το  αποτέλεσμα  ενισχύεται  από  την  LXR‐εξαρτώμενη  έκφραση  του  ABCA1  ο 
οποίος βρίσκεται στην βασοπλευρική μεμβράνη των εντεροκυττάρων και μεταφέρει 
μικρή ποσότητα απορροφημένης χοληστερόλης προς την ΑpoA1 για τη δημιουργία 
HDL145. Επιπλέον έχει αναφερθεί ότι η έκφραση της πρωτεΐνης NPC1L1 (Niemann – 
Pick C1 like 1) που είναι σημαντική στη διαδικασία απορρόφησης της χοληστερόλης 
στο έντερο, μειώνεται από  τους αγωνιστές  των LXR  στο ποντίκι  και σε ανθρώπινα 
εντεροκύτταρα180. 
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De novo βιοσύνθεση χοληστερόλης 

Η  χοληστερόλη  που  βρίσκεται  στα  κύτταρα  μπορεί  να  έχει  προέλθει  από 
λιποπρωτεΐνες  του  πλάσματος  (κυρίως  LDLs)  ή  να  έχει  συντεθεί  de  novo 
ενδοκυτταρικά.  Διάφορα  ένζυμα  του  μονοπατιού  βιοσύνθεσης  της  χοληστερόλης 
όπως  η  αναγωγάση  της  HMG  –  CοA  (3‐hydroxy  ‐3‐methylglutarylcoenzyme  A 
reductase),  η  συνθάση  του  σκουαλενίου  (squalene  synthase)  και  η  συνθάση  του 
διφωσφορικού φαρνεσυλίου (farnesyl diphosphate synthase), ενεργοποιούνται από 
την  πρωτεΐνη  SREBP  ‐2  (Sterοl  regulatory  element binding protein  2).  Η  πρωτεΐνη 
SREBP‐2 είναι μεταγραφικός παράγοντας που ενεργοποιείται σε συνθήκες έλλειψης 
χοληστερόλης και διεγείρει την έκφραση γονιδίων που εμπλέκονται στην σύνθεση 
και την πρόσληψη της χοληστερόλης 181. Οι συνθετικοί αγωνιστές των LXR μειώνουν 
την  ηπατική  έκφραση  των  παραπάνω  γονιδίων  σε    αγρίου  τύπου  ποντίκια,  ενώ 
ποντίκια  με  ελαττωματικούς  LXRα  ή  LXRβ  παρουσιάζουν  αυξημένη  έκφραση  του 
SREBP‐2  και  των  γονιδίων  στόχων  του174,182,183.  Αυτά  τα  δεδομένα δείχνουν  ότι  οι 
LXRs  αναστέλλουν  τη  βιοσύνθεση  της  χοληστερόλης,  παρόλο  που  η  ρύθμιση  του 
μονοπατιού  δεν  είναι  εντελώς  κατανοητή.  Το  ήπαρ  μπορεί  να  προσλαμβάνει 
χοληστερόλη από την LDL  του πλάσματος μέσω του υποδοχέα της LDLR του οποίου 
ο υποκινητής περιέχει ένα στοιχείο LXRE. Έτσι, οι πυρηνικοί υποδοχείς LXR επάγουν 
την έκφραση του γονιδίου LDLR   παρουσία του αγωνιστή T0901317 σε ανθρώπινα 
κύτταρα ηπατοβλαστώματος184.  

 
 

Ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης από τους υποδοχείς LXRα και LXRβ 

Παρόλο που οι δύο LXRs έχουν μεγάλη ομολογία και αποκρίνονται στους ίδιους 
αγωνιστές, η κατανομή τους στους ιστούς διαφέρει σημαντικά. Ο LXRα εκφράζεται 
υψηλά στο ήπαρ,  το λιπώδη  ιστό,  τα μακροφάγα,  τη σπλήνα,  το έντερο,  το νεφρό 
και τον πνεύμονα, ενώ ο LXRβ εκφράζεται σε χαμηλότερα επίπεδα, σε όλους τους 
ιστούς που ελέχθησαν131‐133,185. 

Διάφορες  μελέτες,  δείχνουν  ότι  υπάρχει  διαφορά  στη  ρύθμιση  της  γονιδιακής 
έκφρασης από τις δύο ισομορφές, αφού μπορούν να ρυθμίζουν  τα γονίδια‐στόχους 
με  κάποιους  κοινούς  μηχανισμούς,  αλλά  και  μέσω  διαφορετικών  μεταγραφικών 
μηχανισμών.  Πιο  συγκεκριμένα,  σε  ποντίκια  LXRa‐/‐  τα  επίπεδα mRNA  ηπατικών 

γονιδίων,  μεταβολισμού  χοληστερόλης  ή  λιπαρών  οξέων  (Cyp7a,  SPEBPs  ,  HMG‐
CoA,  FAS,  squalene  synthase)  είναι  μειωμένα  174.  Αυτά  τα  ποντίκια,  μετά  από 
διατροφή πλούσια σε  χοληστερόλη,  δεν μπορούν να επάγουν  την μεταγραφή  του 
Cyp7a,  το  οποίο  είναι  σημαντικό  για  την  σύνθεση  χολικών  οξέων  από  τη  
χοληστερόλη,  με  αποτέλεσμα  να  συσσωρεύεται  χοληστερόλη  στο  ήπαρ.  Αυτός  ο 
φαινότυπος δεν παρατηρήθηκε  σε  LXRβ‐/‐  ζώα  182,174.  Και  από άλλες αναλύσεις  σε 
ποντίκια  LXRβ‐/‐  ή  LXRα‐/‐β‐/‐,  φαίνεται  ότι  ο  LXRα  είναι  ο  κύριος  ρυθμιστής  του 
μεταβολισμού λιπιδίων στο ήπαρ182. Επιπλέον, σε μακροφάγα από ποντίκια LXRβ‐/‐
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αλλά  όχι  από  ποντίκια  LXRα‐/‐,  τα  επίπεδα  mRNA  του  γονιδίου  ABCA1  ήταν 
αυξημένα,  προτείνοντας    ότι  ο  LXRβ  είναι  ο  κύριος  ρυθμιστής  της  έκφρασης  του 
ABCA1  στα  μακροφάγα  163.  Από  την  άλλη  πλευρά,  επώαση    μακροφάγων  από 
ποντικούς  LXRβ‐/‐  και  LXRα‐/‐    με  συνδέτη  των  LXR,  έδειξαν  παρόμοια  αύξηση  των 
επιπέδων mRNA του γονιδίου ABCA1 και εκροής χοληστερόλης από τα μακροφάγα, 
υποδεικνύοντας  ότι  και  οι  δύο  LXR  ισομορφές  είναι  εξίσου  σημαντικές  για  την 
επαγωγή του ABCA1 και την εκροή της χοληστερόλης145.  

Επιπλέον, σε αγρίου τύπου  ποντίκια τα οποία είχαν λάβει  συνδέτη των LXR (για 
τους  LXRα  και  β),  παρατηρήθηκαν  αυξημένα  επίπεδα  HDL  χοληστερόλης  και 
αυξημένα επίπεδα τριγλυκεριδίων στο ήπαρ. Αντίθετα,   ποντίκια LXRα‐/‐ που είχαν 
λάβει    συνδέτη  των  LXR  είχαν  αυξημένα  επίπεδα  HDL  χοληστερόλης  αλλά  όχι 
τριγλυκεριδίων.  Δεν  παρατηρήθηκε  αλλαγή  στα  επίπεδα  των  τριγλυκεριδίων  σε 
ποντικούς  LXRβ‐/‐, που είχαν λάβει τον συνδέτη των LXR 186. Φαίνεται λοιπόν, ότι η 
ισομορφή LXRα έχει τον κύριο ρόλο στην ηπατική λιπογένεση, ενώ οι LXRα και LXRβ 
είναι εξίσου σημαντικοί για την επαγωγή εκροής χοληστερόλης από τα μακροφάγα 
και για την αύξηση της HDL στα ποντίκια. Έτσι, υποστηρίζεται ότι αγωνιστές ειδικοί 
για τον LXRβ, θα μπορούσαν να συνδυάσουν επαγωγή της εκροής της χοληστερόλης 
από  τα  μακροφάγα  και  αύξηση  των  επιπέδων  της  HDL,  ενώ  θα  εμπόδιζαν  την 
επαγωγή της ηπατικής λιπογένεσης. 

Ο  μεταβολισμός  της  γλυκόζης  επηρεάζεται  επίσης,  από  την  ενεργοποίηση  των 
LXR υποδοχέων. Συγκεκριμένα, ο μεταφορέας γλυκόζης Glut4, έχει δειχθεί να είναι 
άμεσος στόχος των LXR, στον άσπρο λιπώδη  ιστό,  και η επαγωγή του φαίνεται να 
οδηγεί σε αυξημένη λήψη και χρησιμοποίηση της γλυκόζης από τον ιστό αυτόν. Σε 
ποντίκια  LXRα‐/‐ , αλλά  όχι σε LXRβ‐/‐ ή LXRα‐/‐β‐/‐, τα επίπεδα mRNA του Glut4 ήταν 
μειωμένα,  υποδεικνύοντας  ότι  η  επαγόμενη  από  ινσουλίνη,  έκφραση  του  Glut4 
εξαρτάται  από  τον  υποδοχέα  LXRα  187,188.  Επιπλέον,  σύμφωνα με μελέτες,  ο  LXRβ 
παίζει  σημαντικό  ρόλο  στα  παγκρεατικά  κύτταρα,  καθώς  η  ενεργοποίησή  του 
ενισχύει  την  εξαρτώμενη  από  γλυκόζη  έκκριση  ινσουλίνης189.  Αυτή  η  διαδικασία, 
αντιθέτως, φαίνεται να παρεμποδίζεται σε κύτταρα από ποντίκια LXRβ‐/‐ 190. 

Σύμφωνα με μία μελέτη, υπάρχει διαφορετικό γονιδιακό προφίλ έκφρασης στο 
λιπώδη  ιστό,  από  τους  υποδοχείς  LXRα  και  LXRβ  191.  Ίδιος  αριθμός  γονιδίων  που 
εμπλέκονται στο μεταβολισμό λιπιδίων, χοληστερόλης, και αμινοξέων, βρέθηκε ότι 
ρυθμίζονται  (θετικά  ή  αρνητικά)  σε  ποντίκια  LXRα‐/‐  και    LXRβ‐/‐  .  Η  έκφραση  των  
περισσότερων γονίδιων απόπτωσης και μεταβολισμού των υδατανθράκων βρέθηκε 
να αλλάζει σε ποντίκια LXRα‐/‐ , ενώ τα περισσότερα γονίδια που εμπλέκονται στην 
αναστολή πρωτεασών και στις  κυτοκίνες,  έχουν αλλαγμένη έκφραση στα ποντίκια 
LXRβ‐/‐ . Υπήρχαν αρκετά  κοινά γονίδια, βέβαια, σε ποντίκια LXRα‐/‐ και  LXRβ‐/‐  των 
οποίων η έκφραση όμως ήταν διαφορετική. Από τα δεδομένα αυτά φαίνεται ότι ο 
LXRα και LXRβ έχουν, από τη μία πλευρά, γονίδια στόχους των οποίων η έκφραση 
ρυθμίζεται κοινά, και από την άλλη πλευρά, γονίδια στόχους που ρυθμίζονται μόνο 
από την μία ισομορφή. 
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Πρωτεΐνες FOXA 

H οικογένεια γονιδίων forkhead box (FOX) πήρε το όνομα της από το γονίδιο της 
δροσόφιλας forkhead, μεταλλάξεις στο οποίο προκαλούν ανωμαλίες στην πτύχωση 
του κεφαλιού, δίνοντας μια χαρακτηριστική εμφάνιση μυτερών δομών (spiked) στο 
κεφάλι192,193.  Η  οικογένεια  FOXA  των  σπονδυλωτών,  είναι  η  πιο  κοντινή  στην 
πρωτεΐνη  forkhead  της  δροσόφιλας,  και  αποτελείται  από  τους  μεταγραφικούς 
παράγοντες  FOXA1,  FOXA2  και  FOXA3  (ή  διαφορετικά HNF3α, HNF3β, HNF3γ).  Οι 
παράγοντες HNF3 (hepatocyte nuclear factor 3) ανακαλύφθηκαν στο ήπαρ βάσει της 
ικανότητάς  τους  να αλληλεπιδρούν με  τους  υποκινητές  σημαντικών  γονιδίων που 
εκφράζονται σε αυτό το όργανο όπως της  α1‐αντιθρυψίνης (α1‐antitrypsin, A1AT), 
της  τρανσθυρετίνης  (transthyretin, TTR)  και  της αλβουμίνης  (albumin, Alb1)  194‐196. 
Για το λόγο αυτό τα γονίδια ονομάστηκαν αρχικά ηπατικοί παράγοντες‐3α, ‐3β και ‐
3γ  .  Οι  πρωτεΐνες  HNF3α,  HNF3β,  HNF3γ  του  ανθρώπου  έχουν  μοριακό  βάρος 
50kDa, 47kDa και 42kDa αντίστοιχα. 

Οι  πρωτεΐνες  FOXA  περιέχουν  μια  δομή  που  λέγεται  forkhead  box  και 
αποτελείται  από  τρεις  α‐έλικες,  τρεις  β‐αλυσίδες  και  δύο  βρόγχους,  οι  οποίες 
κατανέμονται  σε  ένα  μοτίβο  “έλικα‐στροφή‐έλικα”.  Η  δομή  αυτή  αναφέρεται  και 
σαν “winged helix”,  διότι μοιάζει με πεταλούδα της οποίας ο θώρακας είναι οι α‐
έλικες  και  τα φτερά  οι  βρόγχοι  (εικόνα 10Β)197.  Το  μοτίβο  του  forkhead box,  που 
αποτελείται από ~110 αμινοξέα, είναι συντηρημένο από τον σακχαρομύκητα ως τον 
άνθρωπο και  λειτουργεί σαν περιοχή πρόσδεσης στο DNA  198,199. To  forkhead box 
των πρωτεϊνών της υπο‐οικογένειας FΟΧΑ 1,2,3 παρουσιάζει 95% ομολογία μεταξύ 
των μελών και οριοθετείται από αλληλουχίες πυρηνικού εντοπισμού  (NLS, Nuclear 
Localization Signal). Έξω από το forkhead box, οι πρωτεΐνες αυτές έχουν μικρότερη 
ομολογία  (οι  FΟΧΑ1  και  FΟΧΑ2  είναι  κατά  51%  όμοιες  μεταξύ  τους),  με  το 
μεγαλύτερο βαθμό συντήρησης να εντοπίζεται στο αμινοτελικό και καρβοξυτελικό 
άκρο. Λειτουργικές αναλύσεις στο αμινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο του FΟΧΑ2, 
δείχνουν  ότι  περιέχουν  4  περιοχές  μεταγραφικής  ενεργοποίησης200,201.  Ακόμη,  η 
πρωτεΐνη  FΟΧΑ2  είναι  η  μόνη  που  περιέχει  μια  θέση  φωσφορυλίωσης  από    την 
κινάση ΑΚΤ2/ΡΚΒ στο αμινοτελικό άκρο της περιοχής forkhead (εικόνα 10Α). 
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Εικόνα  10.  A)  Σχηματική  αναπαράσταση  των  λειτουργικών  περιοχών  των  πρωτεινών 
FOXA1,2,3  του  ποντικού.  Ο  FΟΧΑ2  περιέχει  μια  θέση  φωσφορυλίωσης  από  την  κινάση 
ΑΚΤ2/ΡΚΒ στο κατάλοιπο Τ156. (ΤΑ: transactivation domain, HI:  histone interaction domain, 
NL: nuclear localization) 202.  B) Μέσα στο forkhead box υπάρχουν τρεις  α‐έλικες (helix H1‐
3), τρεις β‐αλυσίδες (βS1‐3) και δύο βρόγχοι (W1,2) 203. 
 
 

Ο FΟΧΑ2 είναι η πρώτη πρωτεΐνη της υπο‐οικογένειας FOXA που εκφράζεται στο 
έμβρυο  του ποντικού.  Κατά  τη  γαστριδίωση αρχίζει  η  έκφραση  του FOXA1,  ενώ ο 
FOXA3  εκφράζεται  μετά  τη  γαστριδίωση  μαζί    με  τις  FOXA1  και  FOXA2  στο 
ενδόδερμα, το οποίο θα δώσει τα όργανα του εντέρου. Και οι τρεις FOXA πρωτεΐνες 
παραμένουν ενεργές στο ενήλικο ήπαρ, όπως και σε όλα τα όργανα ενδοδερμικής 
προέλευσης  (πνεύμονας,  θυρεοειδής,  ήπαρ,  πάγκρεας  προστάτης)  και  παίζουν 
σημαντικό  ρόλο  στο  σχηματισμό,  την  ανάπτυξη  και  την  λειτουργία  αυτών  των  
οργάνων.  Οι  ίδιοι  παράγοντες  FΟΧΑ    διαδραματίζουν  διάφορους  ρόλους  σε 
διαφορετικούς  ιστούς  ενδοδερμικής  προέλευσης,  ανάλογα  με  τα  γονίδια  που 
επάγονται σε κάθε όργανο από αυτούς 196,204‐210. 

Οι  πρωτεΐνες  FΟΧΑ  μπορούν  να  ρυθμίζουν  στην  έκφραση  γονιδίων  μέσω  2 
προτεινόμενων μηχανισμών. Σύμφωνα με τον πρώτο μηχανισμό, οι πρωτεΐνες FΟΧΑ 
μπορούν να ανοίξουν τη πολύ συμπυκνωμένη χρωματίνη, αλληλεπιδρώντας με τα 
νουκλεοσώματα, χωρίς να απαιτείται το σύμπλοκο ανασυγκρότησης της χρωματίνης 
SWI/SNF  211,212.  Γι’  αυτό  οι  πρωτεΐνες  FOXA  αναφέρονται  και  σαν  πρωτοπόροι 
(pioneer) μεταγραφικοί παράγοντες αφού απομακρύνουν τις συνδετικές ιστόνες Η1 
από  την  συμπυκνωμένη  χρωματίνη  και  διευκολύνουν  τη  πρόσδεση  άλλων 
μεταγραφικών  παραγόντων.  Το  καρβοξυτελικό  άκρο  των  FOXA  έχει  δειχθεί  ότι 
αλληλεπιδρά  με  τις  ιστόνες  Η3  και  Η4  και  ότι  προσδένεται  στον  ενισχυτή  του 
γονιδίου  της  αλβουμίνης  (Alb1)  ακόμα  και  όταν  αυτός  είναι  συμπυκνωμένος  από 
συνδετικές  ιστόνες211,213‐217.  Απουσία  των  πρωτεϊνών  FOXA,  οι  μεταγραφικοί 
παράγοντες του γονιδίου της αλβουμίνης δεν μπορούν να προσεγγίσουν τις θέσεις 
τους  στο  DNA  ενώ  η  πρόσδεση  των  FΟΧΑ  αποσυμπυκνώνει  τη  χρωματίνη  και 
επιτρέπει τη πρόσδεση των μεταγραφικών παραγόντων στον ενισχυτή 211. 

Σύμφωνα  με  τον  δεύτερο  μηχανισμό,  οι  πρωτεΐνες  FOXA  μπορούν  άμεσα  να 
αλληλεπιδράσουν  με  το  DNA  και  τη  μεταγραφική  μηχανή  και  να  ρυθμίσουν  τη 
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μεταγραφή  πολλών  γονιδίων  που  εμπλέκονται  στο  μεταβολισμό  λιπιδίων,  στη 
ρύθμιση και ομοιόσταση της γλυκόζης στο αίμα και στην απόκριση σε νηστεία 218. 
Σαν  μεταγραφικοί  παράγοντες,  οι  παράγοντες  FOXA  προσδένονται  στις  ειδικές 
αλληλουχίες  (5’‐T(G/A)TTT(A/G)(C/T)T‐3’)  των  υποκινητών  γονιδίων  στόχων  (όπως 
τα  γονίδια  των HNF4α, HNF1α/β,  Alb1,  ApoA1,  ApoΒ,  Lpl,  Ιpf1)  και  ρυθμίζουν  τη 
μεταγραφή  τους  θετικά  ή  αρνητικά  195,219‐228.  Οι  πρωτεΐνες    FOXA  μπορούν  να 
ενεργοποιήσουν  άμεσα  πολλά  γονίδια  που  κωδικοποιούν  ηπατικά  ή  παγκρεατικά 
ένζυμα,  πρωτεΐνες  και  λιποπρωτεΐνες    του  ορού  και  ορμόνες  (γλυκαγόνη)  που 
περιέχουν θέσεις πρόσδεσης των FOXA. Επιπλέον οι παράγοντες FOXA λειτουργούν 
σαν  βοηθητικοί  παράγοντες  ώστε  να  επάγουν  τη  μεταγραφική  ενεργοποίηση 
διαφόρων ηπατικών γονιδίων σε απόκριση σε γλυκοκορτικοειδή. Ακόμη, πρόσφατες 
μελέτες  έχουν  προτείνει  τις  πρωτεΐνες  FOXA  σαν  «πρωτοπόρους»  παράγοντες  να 
διευκολύνουν  τη  πρόσδεση  των  πυρηνικών  υποδοχέων  ορμονών  στα  γονίδια 
στόχους  τους.  Έτσι  η  πρόσδεση  του  υποδοχέα    των  γλυκοκορτικοειδών  (GR, 
Glucocorticoid receptor) στα γονίδια στόχους που ενεργοποιούνται σε καταστάσεις 
νηστείας, εξαρτάται από τον FΟΧΑ2 229. Ακόμα, έχουν βρεθεί θέσεις πρόσδεσης του  
παράγοντα  FΟΧΑ1    κοντά  σε  στοιχεία  απόκρισης  στα  ανδρογόνα  σε  διάφορα 
γονίδια  που  εκφράζονται  στον  προστάτη  και  η  πρόσδεση  του  FΟΧΑ1  προηγείται 
αυτής  του  υποδοχέα  των  ανδρογόνων  (Androgen  Receptor,  AR)  230.  Παρομοίως, 
πολλά  στοιχεία  απόκρισης  σε  οιστρογόνα  βρίσκονται  πολύ  κοντά  σε  θέσεις 
πρόσδεσης του FOXA1, ώστε ο FOXA1 να ρυθμίζει θετικά γονίδια που αποκρίνονται 
σε οιστρογόνα231,232. 
 
 

Ο FOXA2 στον μεταβολισμό 

 Η  διατήρηση  της  ομοιόστασης  της  γλυκόζης  είναι  σημαντική  για  την  επιβίωση 
των θηλαστικών. Το ήπαρ και το πάγκρεας ρυθμίζουν το μεταβολισμό της γλυκόζης 
προσλαμβάνοντας και αποθηκεύοντάς την (σαν γλυκογόνο ή μετατρέποντάς την σε 
τριγλυκερίδια) μετά από ένα γεύμα πλούσιο σε υδατάνθρακες ή ενεργοποιώντας τη 
γλυκονεογένεση  (από  γλυκογόνο,  αμινοξέα  και  γλυκερόλη)  σε  συνθήκες 
υπογλυκαιμίας. Σ’ αυτές τις διεργασίες φαίνεται να εμπλέκονται οι πρωτεΐνες FOXA 
και να προστατεύουν τον οργανισμό από την υπογλυκαιμία233‐237. 

Διαγονιδιακά ποντίκια   Foxa2loxP/  loxP;Foxa3 – Cre (απαλοιφή του γονιδίου Foxa2 
στην  περιοχή  που  εκφράζεται  ο  Foxa3    δηλαδή  στο  ενδόδερμα  που  θα  δώσει  το 
ήπαρ) είναι ελαφρά υπογλυκαιμικά και πεθαίνουν στην πρώτη εβδομάδα της ζωής 
τους234.  Αυτός ο φαινότυπος δείχνει την αναγκαιότητα του FΟΧΑ2 στο ήπαρ και το 
πάγκρεας για τη σωστή ομοιόσταση της γλυκόζης. Πιο εστιασμένες απαλοιφές του 
γονιδίου  Foxa2  στα  β‐κύτταρα  του  παγκρέατος  (Foxa2  loxP/loxP;lns.Cre)  είχαν  ως 
αποτέλεσμα υπογλυκαιμικά και υπερινσουλιναιμικά ποντίκια καθώς και διαταραχές 
στο  σχηματισμό  παγκρεατικών  νησιδίων.  Σε  απόκριση  σε  αυξημένα  επίπεδα 
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γλυκόζης,  τα  ποντίκια  αυτά  δεν  εκκρίνουν  ινσουλίνη  και  αντίθετα  εκκρίνουν 
ινσουλίνη ως απόκριση σε αμινοξέα. Αυτό εξηγείται από τη μειωμένη έκφραση των 
γονιδίων  στόχων  του  FΟΧΑ2,  Kir6.2    και  Sur1  που  αποτελούν  το  κανάλι  ΚΑΤΡ 
(αισθητήρας  γλυκόζης)  και  έχουν  σημαντικό  ρόλο  στην  έκκριση  ινσουλίνης  και 
γλυκογόνου στο πάγκρεας 238‐241. Ακόμα ταυτοποιήθηκε ένα νέο γονίδιο στόχος του 
FΟΧΑ2, το Hadhsc που κωδικοποιεί μια αφυδρογονάση λιπαρών οξέων (SCHAD). Σε 
ποντίκια  Foxa2loxP/loxP;lns.Cre  μειώνεται  η  έκφραση  αυτής  της  πρωτεΐνης  με 
αποτέλεσμα  να αυξάνονται  τα  επίπεδα  τριακυλ‐  και  διακυλ‐γλυκερολών,  λιπαρών 
οξέων  και  ακυλιωμένων    πρωτεϊνών  τα  οποία  ενισχύουν  την  έκκριση  ινσουλίνης, 
ανεξάρτητα από το κανάλι ΚΑΤΡ 

242,243. Ένα άλλο γονίδιο που ρυθμίζει ο FOXA2 στο 
πάγκρεας,  για  τη  σωστή  ρύθμιση  έκκρισης  της  ινσουλίνης  και  ανάπτυξης  του 
παγκρεατος,  είναι    ο  μεταγραφικός  παράγοντας  Pdx1  (Pancreatic  and  duodenal 
homeobox 1)222,244. 

Στο  ήπαρ,  κάποια  γονίδια‐στόχοι  των  FΟΧΑ  εμπλέκονται  στην  ομοιόσταση  της 
γλυκόζης και συγκεκριμένα σε απόκριση σε νηστεία. Σ’ αυτά ανήκουν τα ένζυμα της 
γλυκονεογένεσης PEPCK (phosphoenolpyrunate carboxykinase), G6PC (glucose – 6 – 
phosphatase)  και  TAT  (Tyrosine  aminotransferase).  Διαγονιδιακά  ποντίκια 
Foxa2loxP/loxP;Alfp‐Cre, στα οποία ο FOXA2 έχει επαλειφθεί ειδικά στα ηπατοκύτταρα, 
φαίνεται να είναι ευγλυκαιμικά, αλλά δεν μπορούν να ενεργοποιήσουν πλήρως τα 
παραπάνω γονίδια σε κατάσταση νηστείας229. Παρόμοιος φαινότυπος υπάρχει και 
στα Foxa3‐/‐ ποντίκια, γεγονός που υποδεικνύει ότι η οικογένεια FOXA αποτελείται 
από σημαντικούς ρυθμιστές των γλυκονεογενικών γεγονότων στο ήπαρ.  

Σύμφωνα  με  πρόσφατες  μελέτες,  σε  κυτταρικές  σειρές  και  ποντίκια,  μετά  από 
επώαση  με  ινσουλίνη,  ενεργοποιείται    η  κινάση    ΑΚΤ2/ΡΚΒ,  η  οποία 
φωσφορυλιώνει  το  κατάλοιπο    Τ156  του  FΟΧΑ2.  Έτσι,  η  μεταγραφική  ενεργότητα 
του  FΟΧΑ2  παρεμποδίζεται  εξαιτίας  του  πυρηνικού  αποκλεισμού  του  FΟΧΑ2. 
Σύμφωνα  με  αυτό  το  μοντέλο,  ο  FΟΧΑ2  είναι  στον  πυρήνα  μόνο  σε  συνθήκες 
νηστείας,  όπου  ενεργοποιεί  πολλά  γονίδια  γλυκονεογένεσης,  οξείδωσης  λιπαρών 
οξέων,  ενώ μετά από γεύμα όπου εκκρίνεται  ινσουλίνη,  ο FΟΧΑ2  δεν  ενεργοποιεί 
αυτά τα γονίδια εφόσον δεν είναι στον πυρήνα 227,245. 

Ο FΟΧΑ2 παίζει επίσης ρόλο στη χρησιμοποίηση της ενέργειας στο λιπώδη ιστό. 
Ποντίκια  Foxa2  +/‐  έχουν  φυσιολογικά  επίπεδα  γλυκόζης  στο  αίμα  υπό  συνθήκες 
νηστείας και μη, αλλά σε συνθήκες δίαιτας με πολλά λιπαρά, έχουν αυξημένο πάχος 
και  μειωμένη  κατανάλωση  ενέργειας.  Αυτό  οφείλεται  στη  μειωμένη  έκφραση 
γονιδίων που εμπλέκονται στη πρόσληψη γλυκόζης, τη γλυκόλυση, τη λιπόλυση και 
τη  σπατάλη  ενέργειας,  με  αποτέλεσμα  τα  λιποκύτταρα  να  έχουν  μειωμένη 
ευαισθησία  στην  ινσουλίνη,  στην  γλυκόλυση  και  στην  λιπόλυση  226.  Επομένως  ο 
FΟΧΑ2  υποκινεί  τη    χρησιμοποίηση  ενέργειας  στον  λιπώδη  ιστό  (παρά  την 
αποθήκευση τριγλυκεριδίων) σε συνθήκες περίσσειας θερμίδων. 
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Αλληλεπιδράσεις του παράγοντα FOXA2 με άλλες πρωτεΐνες 

Παρόλο που οι πρωτεΐνες FOXA προσδένονται στο  DNA σαν μονομερή, μπορούν 
να  αλληλεπιδρούν  και  με  άλλους  παράγοντες  και  να  ρυθμίζουν  την  έκφραση 
γονιδίων. Πρόσφατες μελέτες προτείνουν ότι  ο FOXA2  μπορεί  να αλληλεπιδρά με 
τους FOXA1 και FΟΧΑ3, ενώ οι FΟΧΑ1 και FΟΧΑ3 δεν αλληλεπιδρούν μεταξύ τους246. 

Οι  περισσότερες  forkhead  πρωτεΐνες  φαίνεται  να  δρουν  σαν  μεταγραφικοί 
ενεργοποιητές  αλλά  κάποια  μέλη  αυτής  της  οικογένειας  έχουν  αναφερθεί  να 
καταστέλλουν  την  μεταγραφή  γονιδίων,  όπως  ο  FΟΧD3  και  ο  FΟΧG1247 
αλληλεπιδρώντας  με  συν‐καταστολείς  όπως  ο  Groucho/TLE248.  Μια  άλλη  μελέτη 
δείχνει ότι ο FΟΧΑ2 αλληλεπιδρά με την Groucho/TLE πρωτεΐνη και υπερέκφραση 
της TLE  καταστέλλει  την FΟΧΑ2‐διαμεσολαβούμενη  ενεργοποίηση ενώ η  έκφραση 
του  Grg5  (dominant  negative  μορφή  του  TLE)  ενισχύει  την  ενεργοποίηση  από 
FΟΧΑ2.  Έτσι  φαίνεται  ότι  ο  TLE  μπορεί  να  δρα  σαν  συν‐καταστολέας  του  FΟΧΑ2, 
ώστε να καταστέλλεται η μεταγραφή γονιδίων στόχων 249.  

Επιπλέον  οι  FΟΧΑ1  και  FΟΧΑ2  αλληλεπιδρούν  με  την  περιοχή  πρόσδεσης  του 
DNA  του  υποδοχέα  των  ανδρογόνων.  Συγκεκριμένα,  ο  FΟΧΑ1  εκφράζεται  στον 
προστάτη  και  αλληλεπιδρά  με  τον  AR,  ώστε  να  ρυθμίσει  την  έκφραση  ειδικών 
γονιδίων  του  προστάτη,  όπως  το  PSA  (Prostate  specific  antigen)  και  το  PB 
(Probasin)230.  Ο  FΟΧΑ2  εκφράζεται  στην  επιδιδυμίδα  και  ρυθμίζει  την  έκφραση 
γονιδίων  της  (όπως  mE‐RABP,  epididymal  retinoic  acid  binding  protein), 
αλληλεπιδρώντας με τον AR 247. Ακόμα o FOXA2 μέσω της περιοχής πρόσδεσης στο 
DNA, αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα PXR (Pregnane X Receptor). Ο υποδοχέας αυτός 
καταστέλλει  τη  μεταγραφή  που  διαμεσολαβείται  από  τον  FOXA2,  των  γονιδίων 
κετογέννεσης και β‐οξείδωσης, Cpt1a (carnitine palmitoy 1 transferase) και HmgcS2 
(3 hydroxy‐3 methyl glutarate‐CoA Synthase 2), με αποτέλεσμα να καταστέλλεται ο 
μεταβολισμός  ενέργειας  στο  ήπαρ,  να  αυξάνεται  η  σύνθεση  τριγλυκεριδίων 
(λιπογένεση) και να μειώνεται η κετογένεση σε συνθήκες πείνας250. Από διάφορες 
μελέτες  φαίνεται  ότι  ο  FΟΧΑ2  αλληλεπιδρά  με  την  περιοχή  homeodomain  των 
μεταγραφικών παραγόντων της τάξης homeobox, όπως είναι οι HNF6, Engrailed, και 
OTX2. Πιο αναλυτικά, οι πρωτεΐνες HNF6 και FΟΧΑ2 αλληλεπιδρούν μέσω του Cut‐
homeodomain  του HNF6  και  της  περιοχής  πρόσδεσης  στο DNA‐winged helix    του 
FΟΧΑ2,  με  αποτέλεσμα  να  ενεργοποιούν  ή  να  καταστέλλουν  συνεργατικά  τη 
μεταγραφή,  ανάλογα  με  την  αλληλουχία  στόχο.  Σε  εξαρτώμενο  από  FΟΧΑ 
υποκινητή,  ο  HNF6  δρα  σαν  συν‐ενεργοποιητής  (προσελκύοντας  p300/CBP, 
ακετυλοτρασφερασες  ιστονών),  ενώ  σε  υποκινητές  ειδικούς  για  HNF6  (όπως  ο 
υποκινητής του Glut2‐ Glucose transporter 2) η αλληλεπίδραση των HNF6 και Foxa2 
εμποδίζει τη πρόσδεση του HNF6 στις αλληλουχίες‐στόχους του, με αποτέλεσμα να 
μειώνεται  η  μεταγραφή  των  γονιδίων  εξαρτώμενων  από  HNF6  251.  Ο  FΟΧΑ2 
αλληλεπιδρά μέσω της περιοχής πρόσδεσης στο DNA με την πρωτεΐνη Engrailed στο 
υποκινητή  του Μap1b  (Microtubule associated protein 1)  των  νευρικών  κυττάρων 
ρυθμίζοντας την ενεργοποίηση του. Εκτός από την Engrailed, o FΟΧΑ2 αλληλεπιδρά 
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επίσης και με τις homeobox πρωτεΐνες LΙΜ1, GSC (Goosecoid), HOXA2, στην περιοχή 
του  honeodomain252  αλλά  και  με  την OTX2  homeobox  πρωτεΐνη,  καταστέλλοντας 
την έκφραση γονιδίων‐στόχων του Otx2 253. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

Υλικά 

Οι  περιοριστικές  ενδονουκλεάσες,  τα  ένζυμα  τροποποίησης  νουκλεϊκών  οξέων 
και  τα  ρυθμιστικά  τους  διαλύματα  προήλθαν  από  τις  εταιρίες Minotech  και New 
England  Biolabs  (NEB).  Η  πολυμεράση  GoTaq,  τα  dNTPs,  το  υπόστρωμα  της 
λουσιφεράσης  (luciferase  assay  system),  το  διάλυμα  λύσης  των  κυττάρων  και  το 
Wizard SV gel and PCR cleanup system ήταν από την Promega. Τα ολιγονουκλεοτίδια 
που χρησιμοποιήθηκαν συντέθηκαν στο εργαστήριο Μικροχημείας του Ινστιτούτου 
Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας του Ι.Τ.Ε. Για την απομόνωση πλασμιδιακού 
DNA  από  καλλιέργεια  βακτηρίων  χρησιμοποιήθηκε  το  Plasmid  Kit  της  εταιρίας 
Qiagen. 

Η  αγαρόζη  αγοράστηκε  από  την  εταιρεία  EMS,  ενώ    τα  συστατικά  (bacto‐agar, 
bacto‐tryptone  yeast  extract)  του    θρεπτικού  μέσου  LB  (Luria‐Bertany)  ήταν  της 
εταιρείας Difco.    

Η  μεμβράνη  νιτροκυτταρίνης Whatman/Protran  αγοράστηκε  από  την  εταιρεία 
Schleicher  &  Schuell,  το  υπόστρωμα  για  το  ECL  (Super  Signal  West  Pico 
chemiluminescent  substrate)  προήλθε  από  την  Pierce‐Thermo,  ενώ  τα  φιλμ  που 
χρησιμοποιήθηκαν κατά την ανοσοαποτύπωση ήταν από την Kodak. 

Τα  σφαιρίδια  γλουταθειόνης‐σεφαρόζης(glutathione–Sepharose  4B)  και 
πρωτεΐνης G (protein G Sepharose) αγοράστηκαν από τη GE healthcare. 

Για τις καλλιέργειες τον ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών ΗΕΚ 293Τ και HepG2 
χρησιμοποιήθηκε  το θρεπτικό μέσο DMEM  (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), 
το  αντιβιοτικό  penicillin/streptomycin  και  η  θρυψίνη‐EDTA,  από  τη  εταιρία 
Invitrogen/Life  Technologies,  ενώ  ο  ορός  (Fetal  Bovine  Serum)  ήταν  από  τη 
BioChrom Labs.  

Οι  συνδέτες  των  πυρηνικών  υποδοχέων,  22‐(R)‐υδροξυστερόλη 
(hydroxycholesterol)  και  9‐cis‐ρετινοϊκό  οξύ  (retinoic  acid),  ,  το  ONPG  (ορθο‐
νιτροφαινυλ‐β‐γαλακτοπυρανοζίδιο),  η  RnaseA,  καθώς  και  οι  αναστολείς 
πρωτεασών  προήλθαν  από  τη  Sigma‐Aldrich,  ενώ  ο  συνδέτης  T0901317  από  την 
Cayman Chemicals και τα δισκία‐cocktail αναστολέων πρωτεασών από τη Roche. 

Τα πρωτογενή αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν από τις εταιρείες Santa 
Cruz  Biotechnology  και  Sigma‐Aldrich,  ενώ  τα  δευτερογενή  αντισώματα  από  τις 
Sigma‐Aldrich  και  Jackson  Immunoresearch.  Στον πίνακα 2  παρουσιάζονται όλα  τα 
αντισώματα και οι αραιώσεις  στις οποίες χρησιμοποιήθηκαν.  

 
 
 
 

35 

 



Πίνακας 2. Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν, η αραίωση που έγινε και η εταιρεία από 
την οποία προήλθαν (WB‐Western Blot και IP‐Immunoprecipitation). 
 

1ο Αντίσωμα Αραίωση (WB or IP) Εταιρεία

a‐ABCA1 (rabbit) NB 400‐705  1:500 in 5% milk/TBST 0.05%/ 0.02% ΝαΝ3 (WB) Novus Biologicals
a‐LXR (H‐144) (rabbit) sc‐
13068 

1:2000 in 5% milk/TBST 0.05% / 0.02% ΝαΝ3

(WB) 
Santa Cruz Biotechnology

a‐RXRa (D‐20) (rabbit) sc‐553  1:500 in 5% milk/TBST 0.05% / 0.02% ΝαΝ3 (WB)  Santa Cruz Biotechnology
a‐HNF3b (M‐20) (goat) sc‐
6554 (200μg/mL) 

1:500 in 5% milk/TBST 0.05% / 0.02% ΝαΝ3 (WB) 
10μl/IP 

Santa Cruz Biotechnology 

a‐GST (B‐14) (mouse) sc‐138  1:500 in 5% milk/TBST 0.05% / 0.02% ΝαΝ3 (WB)  Santa Cruz Biotechnology
a‐myc (9E‐10) (mouse) 1:1000 in 5% milk/TBST 0.05%/ 0.02% ΝαΝ3 (WB)  Sigma‐Aldrich 
a‐flag M2 (F‐3165) (mouse)  
(2,9mg/mL) 

1:1000 5% milk/TBST 0.05% / 0.02% ΝαΝ3 (WB)
4 μl/IP 

Sigma‐Aldrich 

a‐actin (mouse) MAB1501R  1:5000 in TBST 0.05% / 0.02% ΝαΝ3 (WB) Chemicon (Millipore)
a‐HNF4a (C‐19) (goat) sc‐6556  1:500 in 5% milk/TBST 0.05%/ 0.02% ΝαΝ3 (WB) Santa Cruz Biotechnology
a‐RARa (C‐20) (rabbit) sc‐551  1:500 in 5% milk/TBST 0.05% / 0.02% ΝαΝ3 (WB)  Santa Cruz Biotechnology
a‐TRβ1 (J‐51) (mouse) sc‐737  1:500 in 5% milk/TBST 0.05%/ 0.02% ΝαΝ3 (WB) Santa Cruz Biotechnology
a‐Gal4  DBD (mouse) sc‐510 
 (200μg/mL) 

10μl/IP  Santa Cruz Biotechnology 

 
2ο Αντίσωμα Αραίωση (WB) Εταιρεία 

a‐rabbit HRP  1:10000 in 5% milk/TBST 0.05% Jackson Immunoresearch
a‐mouse HRP  1:10000 in 5% milk/TBST 0.05% Sigma‐Aldrich 
a‐goat HRP  1:10000 in 5% milk/TBST 0.05% Sigma‐Aldrich 

 

 
Οι  πλασμιδιακοί  φορείς,  οι  οποίοι  ήταν  διαθέσιμοι  στο  εργαστήριο  και 
χρησιμοποιήθηκαν  στη  παρούσα  εργασία  είναι  :  6myc‐HNF3β,  6myc‐RXRα,  6myc‐
LXRα, 6myc‐LXRα 164‐447, 6myc‐LXRα 1‐163, 6myc‐LXRα 1‐97, 6myc‐LXRα 98‐163, 
6myc‐LXRα  30‐163,  6myc‐LXRα  30‐127,  6myc‐LXRα  1‐127,  Flag‐Foxo1,  Flag‐  FXRα, 
HNF4α,  RARα,  TRβ1,  GST‐HNF3β  1‐94,  GST‐HNF3β  144‐279,  GST‐HNF3β  361‐458, 
pSuper‐shcontrol,  CMV‐bgal,  (‐890/+24)  ApoCIII‐luc,  (‐1024/‐24)  ApoAI‐luc,  (‐
76/+205) ABCA1‐luc. Οι πλασμιδιακές κατασκευές  που δημιουργήθηκαν,  με σκοπό 
να  χρησιμοποιηθούν,  είναι  : GST‐HNF3β, GST‐HNF3β 95‐143, GST‐HNF3β 280‐360, 
6myc‐HNF3β  1‐94,  6myc‐HNF3β  95‐143,  6myc‐HNF3β  144‐279,  6myc‐HNF3β  280‐
360,  6myc‐HNF3β  361‐458,  pSuper‐shLXRα,  pSuper‐shLXRβ,  pSuper‐shLXRαβ.  O 
τρόπος  που  κατασκευάστηκαν  τα  παραπάνω  πλασμίδια  αναλύεται  στα 
αποτελέσματα. Ο φορέας έκφρασης για τον LXRβ μας παραχωρήθηκε από τον Δρ. 
Blobe G. (Departments of Medicine and Pharmacology and Cancer Biology, Durham, 
North Carolina),  ενώ  το πλασμίδιο  για  τον GST‐Foxo1  παραχωρήθηκε από  τον Δρ. 
Negishi M.  (Laboratory of Reproductive and Developmental Toxicology, NIH/NIEHS, 
North Carolina) 
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Μέθοδοι 

ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΕΣ ΧΕΙΡΙΣΜΟΥ DNA 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR: Polymerase Chain Reaction)  

 
Με  την  αλυσιδωτή  αντίδραση  πολυμεράσης  επιτυγχάνεται  πολλαπλασιασμός 
επιθυμητών  περιοχών  του  DNA  με  τη  βοήθεια  δυο  μικρών  συνθετικών 
ολιγονουκλεοτιδίων  που  χρησιμοποιούνται  ως  εκκινητές  της  αντίδρασης.  Στην 
παρούσα  εργασία  απομονώνονται    με  PCR  οι  νουκλεοτιδικές  αλληλουχίες  των 
περιοχών του HNF3β που αντιστοιχούν στα αμινοξέα 95‐143  και 280‐360, με  τους 
εκκινητές του πίνακα 3. Η αντίδραση αυτή γίνεται σε συγκέντρωση 1,5mΜ MgCl2 με 
0,2mΜ  dNTPs,  10μΜ  από  τον  κάθε  εκκινητή  και  1U  GoTaq  πολυμεράσης.  Σαν 
μητρικό DNA χρησιμοποιείται το πλασμίδιο pGEX‐4T1‐ΗNF3β, σε ποσότητα 1ng. Οι 
αντιδράσεις PCR πραγματοποιήθηκαν κάτω από τις ακόλουθες συνθήκες : 
 
940C      4 min       
940C     30 sec 
590C     30 sec          30 κύκλοι                              
720C     30 sec  
720C      4 min        
 
 
Πίνακας 3. Εκκινητές που χρησιμοποιούνται στις αντιδράσεις PCR, για την απομόνωση των 
δύο τμημάτων του HNF3b και τα μεγέθη των προϊόντων. Με υπογραμμισμένα  και έντονα 
γράμματα, φαίνονται οι θέσεις περιορισμού EcoRI(gaattc) και NotI (gcggccgc). 
 

Όνομα εκκινητή  Αλληλουχία PCR  προϊόν

rHNF3β‐95 Forward 5’‐ggaattcGGGGCGGCCGGCGTGGCGGGCAT‐3’
147 bp 

rHNF3β‐143 Reverse 5’‐ ttgcggccgcttaGCTCAGGCCCGCCTGCCCGTA‐3’

rHNF3β‐280 Forward 5’‐ ccggaattcACACAGGCTTCTCAGGTTCAGCTCGG‐3’
243 bp 

rHNF3β‐360 Reverse 5’‐ ttgcggccgcttaTGGTGGCAGGCCAGGATGGT‐3’

 
  

Πέψη πλασμιδιακού DNA με περιοριστικές ενδονουκλεάσες  

Προκειμένου να γίνει δυνατή η κλωνοποίηση ενός τμήματος DNA είναι απαραίτητη 
η  πέψη  τόσο  του  τμήματος  που  θέλουμε  να  κλωνοποιηθεί  όσο  και  του 
πλασμιδιακού  φορέα  με  τα  κατάλληλα  περιοριστικά  ένζυμα.  Οι  πέψεις  DNA 
γίνονται  παρουσία  της  πρωτεΐνης  BSA  1x,  σε  κατάλληλες  συνθήκες  (ρυθμιστικά 
διαλύματα,  συγκέντρωση  ενζύμου,  θερμοκρασία)  όπως  περιγράφονται  στον 
κατάλογο της Minotech και της ΝΕΒ Biolabs, από τις οποίες  προέρχονται τα ένζυμα.  
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Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωμα αγαρόζης  

Η πυκνότητα  του πηκτώματος αγαρόζης  και η  εφαρμοζόμενη διαφορά δυναμικού 
καθορίζονται  ανάλογα  με  τα  μεγέθη  των  μορίων  που  θα  διαχωριστούν.  Έτσι, 
κατάλληλη ποσότητα σκόνης αγαρόζης διαλύεται με βρασμό σε 1x TΑE (0.04 Μ Tris, 
0.04  Μ  Acetic  Acid  και  0.001  Μ  EDTA)  και  έπειτα  προστίθεται  5μl  βρωμιούχο 
αιθίδιο, το οποίο προσδένεται στο DNA και φθορίζει κάτω από υπεριώδες φως. (Για 
πήκτωμα  1%,  1.5gr  αγαρόζης  διαλύεται  σε  150ml  1x  TΑE).  Η  ηλεκτροφόρηση 
πραγματοποιείται μέσα σε διάλυμα 1x TΑE, σε τάση 100 Volt. Ο μάρτυρας μεγέθους 
που χρησιμοποιείται σε όλα τα πειράματα είναι το DNA  του λ φάγου τεμαχισμένο 
με το περιοριστικό ένζυμο BstEII και το διάλυμα που προστίθεται στα δείγματα πριν 
την ηλεκτροφόρηση είναι η 6x loading dye (0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene 
cyanon, 30% glycerol). 

 

Απομόνωση και καθαρισμός DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

Οι  πλασμιδιακοί  φορείς  και  τα  ενθέματα    κόβονται  με  περιοριστικά  ενζυμα  και 
ηλεκτροφορούνται  σε  πήκτωμα  αγαρόζης.  Οι  ζώνες  των  τμημάτων  DNA 
απομονώνονται  από  το  πήκτωμα  αγαρόζης  και  καθαρίζονται  με  τη  βοήθεια  του 
Wizard SV Gel and PCR Clean‐up System.  

 

Αντίδραση σύνδεσης γραμμικών μορίων DNA (Ligation) 

Η  συγκόλληση  του  γραμμικού  πλασμιδιακού  φορέα  με  το  ένθεμα  γίνεται  με  τη 
δράση  της  λιγάσης  του  DNA  βακτηριοφάγου  Τ4

 
(Τ4

 
DNA  ligase)  της  Biolabs.  Οι 

συνθήκες  στις  οποίες  πραγματοποιούνται  οι  αντιδράσεις  σύνδεσης  ποικίλουν, 
ανάλογα  με  τα  άκρα  των  γραμμικών  μορίων  που  επρόκειτο  να  ενωθούν 
(συμπληρωματικά  ή  τυφλά)  και  το  μέγεθος  τους.  Το  ένθεμα  στην  αντίδραση  έχει 
10πλασια μοριακότητα σε σχέση με τον φορέα, ώστε να αποφθεχθούν  φαινόμενα 
επανασυγκόλλησης  του  φορέα  χωρίς  το  ένθεμα.  Για  μια  αντίδραση  όγκου  15  μl, 
εκτός από τα μόρια DNA, χρειάζονται 1.5 μl 10x ligation buffer που περιέχει ΑΤΡ και 
1 μl Τ4

 
DNA ligase. Η αντίδραση επωάζεται ολονύκτια στους 40C. 

 

Μετασχηματισμός  βακτηρίων  με  τη  μέθοδο  του  θερμικού  «σοκ» 
(Transformation) 

Ο  μετασχηματισμός  βακτηριακών  κυττάρων  είναι  απαραίτητος  τόσο  για  τον 
πολλαπλασιασμό και την απομόνωση πλασμιδιακού DNA όσο και για την ανίχνευση 
ανασυνδυασμένων  πλασμιδιακών  κατασκευών  που  προέρχονται  από  αντίδραση 
σύνδεσης (ligation). 
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Σε  100μl  επιδεκτικών  κυττάρων  Ε.coli  (DH10β)  προστίθεται  η  αντίδραση  της 
λιγάσης  ή  κάποιο  πλασμίδιο  και  επωάζονται  για  30  λεπτά  στον  πάγο.  Έπειτα 
υπόκεινται σε θερμικό σοκ για 45 δευτερόλεπτα στους 420C και μεταφέρονται στον 
πάγο  για  2  λεπτά.  Προστίθεται  0.9 ml  υγρού  θρεπτικού  μέσου  LB  (1%  NaCl,  1% 
Tryptone και 0.5% yeast extract)  χωρίς αντιβιοτικά και επωάζονται στους 37ºC για 
μια ώρα. Στη συνέχεια φυγοκεντρούνται για 5 λεπτά στις 2000 rpm, απομακρύνεται 
η  μεγαλύτερη  ποσότητα  LB  και  μια  μικρή  ποσότητα  που  απομένει  απλώνεται  σε 
πιάτα  LB‐άγαρ  με  τα  κατάλληλα  αντιβιοτικά  για  επιλογή.  Επωάζονται  στους  37ºC 
ολονύχτια. 

 

Απομόνωση  πλασμιδιακού  DNA  από  βακτηριακές  καλλιέργειες  μικρής 
κλίμακας (Mini Preparation) 

Για να διαπιστωθεί  αν το ένθεμα συνδέθηκε στον πλασμιδιακό φορέα, μολύνονται 
2 ml υγρού θρεπτικού μέσου LB  (με το κατάλληλο αντιβιοτικό) με μια βακτηριακή 
αποικία και επωάζονται στους 37º C ολονύκτια. 
Την επόμενη μέρα οι πελλέτες επαναδιαλύονται σε 150 μl διαλύματος P1 (Qiagen) 
που περιέχει RNαση Α (100μg/μl). Στη συνέχεια προστίθενται 150 μl διαλύματος P2 
για την λύση των κυττάρων και 150 μl διαλύματος P3 (διάλυμα εξουδετέρωσης) με 
ενδιάμεσες  ανακινήσεις.  Φυγοκεντρούνται  σε  13000  rpm  για  15  λεπτά  και  στο 
υπερκείμενο  προστίθενται 300  μl  ισοπροπανόλη. Φυγοκεντρούνται  σε 13000  rpm 
για  15  λεπτά  και  οι  πελλέτες  του  DNA  πλένονται  με  500  μl  αιθανόλης  70%. 
Φυγοκεντρούνται σε 13000 rpm για 5 λεπτά, απομακρύνεται η αιθανόλη και αφού 
στεγνώσουν οι πελλέτες, επαναδιαλύονται σε 20‐40 μl ΤΕ (10mM Tris‐Cl pH 8, 1mM 
EDTA).  Στη  συνέχεια,  πραγματοποιούνται  δοκιμαστικές  πέψεις  για  έλεγχο  της 
ένθεσης στο φορέα. 
 

Απομόνωση  πλασμιδιακού  DNA  από  βακτηριακές  καλλιέργειες  μεγάλης 
κλίμακας (Midi Preparation) 

Καλλιέργεια 200 ml  LB  με  αντιβιοτικό  μολύνεται  με  μοναδιαία αποικία από  το 
πιάτο  (Transformation)  και  να  επωάζεται  στους  37ºC  ολονύχτια.  Έπειτα, 
απομονώνεται  το  πλασμιδιακό  DNA  από  τη  καλλιέργεια  χρησιμοποιώντας 
διαλύματα  και  κολώνες    tip‐100  της  Qiagen.  Το  DNA  επαναδιαλύεται  σε  200  μl 
διαλύματος T.E. Για την ποσοτικοποίηση του DNA, 5 μl από το DNA προστίθεται σε 
995  μl  νερού  και  φωτομετρείται  στα  260  nm.  Η  οπτική  απορρόφηση  (OD) 
πολλαπλασιάζεται με το 10 και δίνει  τη συγκέντρωση του DNA (μg/μl). 
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ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΕΣ ΧΕΙΡΙΣΜΟΥ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

 

Καλλιέργεια ευκαρυωτικών ευκαρυωτικών κυττάρων  

Στην  εργασία  αύτη  χρησιμοποιήθηκαν  οι  κυτταρικές  σειρές  ΗΕΚ293Τ  (human 
embryonic kidney cells) και  HepG2 (human hepatocellular liver carcinoma cells). Για 
την  καλλιέργεια  των  κυττάρων  χρησιμοποιείται  θρεπτικό  μέσο DMEM  (Dulbeccos 
Modified Eagles Medium με 4.5 g/L Glucose, L‐Glutamine και Pyruvate) που περιέχει  
1%  πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη  και  10%  FΒS  (Fetal  Bovine  Serum).  Οι  συνθήκες 
καλλιέργειας  είναι  370C και 5% CO2. Το θρεπτικό υλικό των κυττάρων ανανεώνεται 
κάθε 48 ώρες και όταν πυκνώσουν αραιώνονται  (split),  χρησιμοποιώντας θρυψίνη 
(trypsin‐EDTA)  και  θρεπτικό  υλικό.  Επίσης,  τα  κύτταρα  διατηρούνται  για  μεγάλο 
χρονικό  διάστημα  στους  ‐800C  σε  θρεπτικό  υλικό  και  10%  DMSO  (dimethyl 
sulfoxide). 

Σε πειράματα με πυρηνικούς υποδοχείς και συνδέτες, όπου   απαιτείται χαμηλή 
συγκέντρωση  ορμονών,  δε  χρησιμοποιείται  FΒS  αλλά  5%  CSS  (Charcoal  Stripped 
Serum),  ορός  από  τον  οποίο  έχουν  αφαιρεθεί  λιπιδικές  ενώσεις  (ορμόνες, 
χοληστερόλη κ.α.). Σε 50 ml FBS προστίθενται 0.125 g charcoal και 0.0125 g dextran, 
αναδεύεται  και  επωάζεται στους 560C  για 30  λεπτά. Φυγοκεντρείται σε 3000  rpm 
για  15  λεπτά  και  στο  υπερκείμενο  προστίθενται  οι  ίδιες  ποσότητες  charcoal  και 
dextran.  Επωάζεται  στους  370C  για  30  λεπτά,  φυγοκεντρείται  και  το  υπερκείμενο 
φυλάσσεται στους ‐200C (αφού πρώτα φιλτραριστεί). 
 

Παροδικές  διαμολύνσεις  ευκαρυωτικών  κυττάρων  (Διαμόλυνση  με  ίζημα 
φωσφορικού ασβεστίου) 

Η  πυκνότητα  των  κυττάρων  στα  πιάτα  πριν  τη  διαμόλυνση  εξαρτάται  από  το 
είδος της   κυτταρικής σειράς και  τα πιάτα της καλλιέργειας. Έτσι, σε 6‐well πιάτα, 
που χρησιμοποιούνται για τη μέτρηση ενεργότητας της λουσιφεράσης, απλώνονται 
0.25x106 κύτταρα ΗΕΚ 293Τ ανά well και 0.5x106 κύτταρα HepG2 ανά well. Στα p60 
πιάτα,  που  χρησιμοποιούνται  για  την  έκφραση  πρωτεϊνών,  απλώνονται  0.5x106 
κύτταρα  ΗΕΚ  293Τ  και  106  κύτταρα  HepG2.  Για  τη  παραγωγή  πρωτεϊνικού 
εκχυλίσματος στα πειράματα αλληλεπιδράσεων, χρησιμοποιούνται p100 πιάτα, στα 
οποία  τοποθετούνται  1.2x106  κύτταρα  ΗΕΚ  293Τ  και  2x106  κύτταρα  HepG2.  Ο 
απαραίτητος  αριθμός  κυττάρων  τοποθετείται  στα  πιάτα  και  επωάζονται  για  24 
ώρες,  ώστε να ναι 60% confluent, κατά τη διαμόλυνση. 

Η  μέγιστη  ποσότητα  DNA  που  χρησιμοποιείται  στις  διαμολύνσεις  ποικίλουν 
ανάλογα με το μέγεθος του πιάτου. Συγκεκριμένα στα 6‐well γίνεται διαμόλυνση με 
6 μg DNA συνολικά, στα p60 η συνολική ποσότητα διαμόλυνσης είναι 15 μg DNA και 
στα p100 η συνολική ποσότητα διαμόλυνσης είναι 30 μg DNA. Η συμπλήρωση της 
συνολικής ποσότητας DNA γίνεται με Salmon Sperm DNA. 
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Το  υδατικό  μίγμα  του  DNA  αναμιγνύεται  με  διάλυμα  CaCl2  σε  τελική 
συγκέντρωση 0,25 Μ και στη συνέχεια προστίθεται  ίσος όγκος διαλύματος 2x HBS 
(274 mM NaCl, 10 mM KCl, 1.5 mM Na2HPO4.H2O, 12 mM dextrose, 42 mM Hepes, 
pH  7.1±0.1).  Το  μίγμα  αναδεύεται  και  επωάζεται  για  10  λεπτά  σε  θερμοκρασία 
δωματίου  ώστε  να  σχηματιστεί  το  ίζημα  φωσφορικού  ασβεστίου.  Έπειτα 
προστίθεται  στην  καλλιέργεια  των  κυττάρων,  τα  οποία  επωάζονται  για 8‐18  ώρες 
στους 370C. Ακολουθεί αλλαγή του θρεπτικού μέσου και αν απαιτείται, προσθήκη 
των  συνδετών  σε  τελική  συγκέντρωση  10‐6  Μ  (9‐cis‐retinoic  acid,  22‐(R)‐
hydroxycholesterol, T0901317) και επωάζονται για 24 ώρες ακόμα. 
 

Μετρήσεις ενζυματικής δραστικότητας γονιδίων μαρτύρων 

Συλλογή κύτταρων με Promega Lysis Buffer 

Τα  κύτταρα  (ΗΕΚ  293Τ/HepG2)  πλένονται  με  1ml  1x  PBS  και  υπόκειντο  σε  λύση 
παρουσία 500/200 μl 1x διάλυμα λύσης (Promega Lysis Buffer) και επώασης για 10 
λεπτά  σε  θερμοκρασία  δωματίου  με  ανακίνηση.  Τα  κύτταρα  συλλέγονται, 
αναδεύονται ισχυρά, παγώνουν (στους ‐800C) για 15 λεπτά και ξεπαγώνουν (στους  
370C)  για 2  λεπτά.  Έπειτα,  φυγοκεντρούνται  σε   13000  rpm,  για 5  λεπτά ώστε  να 
κατακρημνιστούν  τα  κυτταρικά  υπολείμματα.  Το  υπερκείμενο  (κυτταρικό 
εκχύλισμα) που περιέχει τη λουσιφεράση και τη β‐γαλακτοσιδάση, χρησιμοποιείται 
για τις μετρήσεις δραστικότητας των ενζύμων. 
 

Μέτρηση της ενζυματικής ενεργότητας της λουσιφεράσης 

Τα  κύτταρα  διαμολύνονται  εκτός  των  άλλων  και  με  φορέα  έκφρασης  της 
λουσιφεράσης. Μπροστά από την κωδικοποιούσα περιοχή του γονιδίου υπάρχει ο 
εκάστοτε υπό μελέτη υποκινητής.  
Σε  60  μl  κυτταρικού  εκχυλίσματος    προστίθενται  ίσος  όγκος    από  το  μίγμα 
υποστρώματος  της  λουσιφεράσης  και  μετράται  η  ενεργότητα  της  λουσιφεράσης 
(μεταγραφική  ενεργοποίηση)  στο  λουμινόμετρο  (luminometer),  δίνοντας  σχετικές 
μονάδες φωτός (RLU‐Relative Light Units). 
 

Μέτρηση της ενζυματικής ενεργότητας της β‐γαλακτοσιδάσης 

Το γονίδιο της β‐γαλακτοσιδάσης ήταν κλωνοποιημένο μετά από υποκινητή CMV 
ώστε να εκφράζεται στα κύτταρα συστατικά. Εφόσον ο υποκινητής είναι ο ίδιος σε 
κάθε πείραμα, αναμένεται η δραστικότητα της β‐γαλακτοσιδάσης να είναι σταθερή. 
Έτσι οι τιμές για την ενεργότητα της β‐γαλακτοσιδάσης χρησιμεύουν για τον έλεγχο 
της  αποτελεσματικότητας  της  διαμόλυνσης  και  της  εξομοίωσης  του  αριθμού  των 
χρησιμοποιούμενων κυττάρων. 
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5 ή 20 μl κυτταρικού εκχυλίσματος (για ΗΕΚ ή HepG2 αντίστοιχα) αναμιγνύονται 
με 594 μl διαλύματος που περιέχει 132μl ONPG (O‐nitrophenol‐galactoside, 8 mg/ml 
σε P buffer),  6μl Mg2+  buffer  (KCl 1M, MgCl2  0.1 M,  352mM  β‐mercaptoethanol), 
456μl P buffer 0.1 Μ, pH 7.3  (Sodium phosphate buffer  ‐ Na2HPO4),  αναδεύονται 
ισχυρά και επωάζονται στους 37 0C μέχρι να κιτρινίσουν. Η αντίδραση σταματά με 
την προσθήκη 200  μl  διαλύματος Na2CO3  1Μ και μετράται η οπτική απορρόφηση 
στα 410 nm, σε φωτόμετρο. 
 
 

ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΕΣ ΧΕΙΡΙΣΜΟΥ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

 

Απομόνωση συνολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος 

Απομόνωση συνολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος με Promega Lysis 
Buffer 

Τα κύτταρα πλένονται με 1x PBS και συλλέγονται με ξύστρα σε 1x PBS. Στη συνέχεια 
φυγοκεντρούνται  (σε 5000  rpm, 5  λεπτά, 40C)  για να απομακρυνθεί  το PBS  και  τα 
κύτταρα επαναδιαλύονται σε 1x διάλυμα λύσης  (Promega Lysis Buffer). Ακολουθεί 
πάγωμα (στους ‐800C, για 15 λεπτά) και ξεπάγωμα (στους  40C) για να σπάσουν τα 
κύτταρα και έπειτα τα δείγματα φυγοκεντρούνται (σε  13000 rpm, 5 λεπτά, 40C) για 
να  κατακρημνιστούν  τα  κυτταρικά  υπολείμματα.  Το  υπερκείμενο  (πρωτεϊνικό 
εκχύλισμα) φυλάσσεται στους ‐800C. 

 

Απομόνωση  συνολικού  πρωτεϊνικού  εκχυλίσματος  με  Co‐IP  Lysis 
Buffer 

Τα κύτταρα πλένονται με 1x PBS και συλλέγονται με ξύστρα σε 1x PBS. Στη συνέχεια 
φυγοκεντρούνται  (σε 5000  rpm, 5  λεπτά, 40C)  για να απομακρυνθεί  το PBS  και  τα 
κύτταρα  επαναδιαλύονται  σε 550  μl  κρύου Co‐IP  Lysis Buffer  (20 mM Tris‐HCl pH 
7.5, 150 mM NaCl, 10%Glycerol, 1% Triton X‐100 και αναστολείς πρωτεασών PMSF 
100 mM  (10μl/ml),  benzamidine  0.5 M  (1μl/ml)).  Ακολουθεί  περιστροφή  για  30 
λεπτά στους 4οC και έπειτα τα δείγματα φυγοκεντρούνται (σε  13000 rpm, 5 λεπτά, 
40C)  για  να  κατακρημνιστούν  τα  κυτταρικά  υπολείμματα.  Το  υπερκείμενο 
(πρωτεϊνικό  εκχύλισμα)  χρησιμοποιείται  στις  αντιδράσεις  συν‐ 
ανοσοκατακρήμνισης. 
 

Απομόνωση  συνολικού  πρωτεϊνικού  εκχυλίσματος  με  WCE  Lysis 
Buffer 

Τα κύτταρα πλένονται με 1x PBS και συλλέγονται με ξύστρα σε 1x PBS . Στη συνέχεια 
φυγοκεντρούνται  (σε 5000  rpm, 5  λεπτά, 40C)  για να απομακρυνθεί  το PBS  και  τα 
κύτταρα επαναδιαλύονται σε 200  μl  διάλυμα λύσης WCE  (20 mM Tris‐HCl pH 7.4, 

42 

 



400 mM KCl, 10% Glycerol, 2 mM DTT και αναστολείς πρωτεασών). Ακολουθούν 3 
κύκλοι  διαδοχικών  παγωμάτων  (στους    ‐800C,  για  15  λεπτά)  και  ξεπαγωμάτων 
(στους   40C)  για να σπάσουν τα κύτταρα και έπειτα τα δείγματα φυγοκεντρούνται 
(σε  13000 rpm, 5 λεπτά, 40C ) για να κατακρημνιστούν τα κυτταρικά υπολείμματα. 
Το υπερκείμενο (πρωτεϊνικό εκχύλισμα) φυλάσσεται στους ‐800C. 
 

Απομόνωση και καθαρισμός GST‐Χιμαιρικών πρωτεϊνών 
Επιδεκτικά  κύτταρα  BL21  E.coli  μετασχηματίζονται  με  την  κατασκευή  του  

γονιδίου σε pGEX πλασμίδιο, μολύνεται μικρή βακτηριακή καλλιέργεια (10 ml LB) με 
μια αποικία και αναπτύσσεται μεγάλη καλλιέργεια  (200 ml LB) στους 370C μέχρι η 
οπτική απορρόφηση σε 600 nm να είναι 0.6 έως 0.8 (OD600= 0.6‐0.8). Η επαγωγή της 
έκφρασης της χιμαιρικής πρωτεΐνης γίνεται παρουσία 1 mM IPTG, στους 37 0C για 3‐
4 ώρες και τα βακτήρια φυγοκεντρούνται στις 3000 rpm, για 20 λεπτά στους 40C. Το 
βακτηριακό ίζημα επαναδιαλύεται σε 9 ml 1x PBS στον πάγο. Τα βακτήρια σπάνε με 
10  παλμούς  υπερήχων  διάρκειας  30  δευτερολέπτων,  προστίθεται  Triton X‐100  σε 
τελική συγκέντρωση 1%   και το εκχύλισμα  περιστρέφεται για 30 λεπτά στους 40C. 
Ακολουθεί  φυγοκέντρηση  (σε  9  eppendorfs)  στις  10000  rpm,  για  10  λεπτά  στους 
40C, ώστε να κατακρημνιστούν τα βακτηριακά υπολείμματα και το υπερκείμενο (1ο) 
φυλάσσεται στον πάγο (έπειτα στους ‐800C).  

Οι  πελλέτες,  που  πιθανώς  έχουν  συσσωματώματα  της  χιμαιρικής  πρωτεΐνης 
(inclusion bodies), επαναδιαλύονται σε 300 μl Solubilization Buffer (1 mM EDTA, 25 
mM Triethhanolamine, 1.5% Sarcosyl)  και περιστρέφονται για 10  λεπτά στους 40C. 
Προστίθεται Triton X‐100 και CaCl2 σε τελική συγκέντρωση 2% και 1 mM αντίστοιχα 
και φυγοκεντρούνται στις 10000 rpm, για 10 λεπτά στους 40C. Το υπερκείμενο (2ο) 
φυλάσσεται στον πάγο. Μια ποσότητα από τα δύο υπερκείμενα υπόκεινται σε SDS‐
PAGE  και  το  πήκτωμα  βάφεται  με  χρωστική  Coomassie  για  να  ελεγχθεί  σε  ποιο 
υπερκείμενο εντοπίζεται η πρωτεΐνη. Περίπου 3 ml από το κατάλληλο υπερκείμενο 
αναμιγνύονται  με  σφαιρίδια  σεφαρόζης  που  έχουν  επάνω  τους  γλουταθειόνη 
(Glutathione  Sepharose  beads)  (~250μl,  50%  slurry)    τα  οποία  έχουν  πρώτα 
εξισορροπηθεί  σε 1x PBS  (10 φορές  τον  όγκο  των σφαιριδίων)    και  αφήνονται  να 
αλληλεπιδράσουν ολονύχτια στους 40C υπό περιστροφή.  

Ακολουθούν  4‐5  πλυσίματα  με  1x  PBS‐1%  Triton  (10  φορές  τον  όγκο  των 
σφαιριδίων), με ενδιάμεση περιστροφή για 10 λεπτά στους 40C και ένα πλύσιμο με 
10 ml 1x PBS. Στα σφαιρίδια προστίθεται ίσος όγκος 1x PBS και φυλάσσεται στους 
40C. Μικρή ποσότητα σφαιριδίων υπόκειται  σε SDS‐PAGE και το πήκτωμα βάφεται 
με Coomasie για να γίνει ορατή η χιμαιρική GST πρωτεΐνη.  
 

Μέτρηση ποσότητας πρωτεϊνών (Bradford‐Lawry) 

Για τη μέτρηση της ολικής ποσότητας των πρωτεϊνών  σε ένα  κυτταρικό  εκχύλισμα, 
χρησιμοποιούνται  τα αντιδραστήρια Α, Β, και S της Bio‐Rad. Αναμιγνύονται 195 μl 
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νερό, 5 μl πρωτεϊνικού εκχυλίσματος, 100 μl Α’ διαλύματος (1ml αντιδραστηρίου A + 
20 μl αντιδραστηρίου S) και 800 μl αντιδραστηρίου Β. Επωάζονται για 15 λεπτά σε 
θερμοκρασία δωματίου και ακολουθεί φωτομέτρηση στα 750 nm. Η ποσότητα της 
πρωτεΐνης που περιέχεται στα 5 μl υπολογίζεται από τη σχέση : 
x=  (ΟD‐0.02348)/0.00745  (x=  η  ποσότητα  της  πρωτεΐνης  σε  μg  και  OD  =  οπτική 
πυκνότητα). 
 

Παρασκευή  πηκτώματος    πολυακρυλαμίδης  και  ηλεκτροφόρηση 
πρωτεϊνών (SDS‐PAGE) 

Οι  πρωτεΐνες  διαχωρίζονται  με  βάση  το  μέγεθός  τους  σε  πήκτωμα 
πολυακρυλαμίδης,  το  οποίο  αποτελείται  από  δύο  τμήματα,  το  πήκτωμα 
συσσώρευσης  των  πρωτεϊνών  (stacking  gel)  και  το  πήκτωμα  διαχωρισμού  των 
πρωτεϊνών (running gel, 8.5%, 10.5%, 12.5%).   Τα διαλύματα που χρησιμοποιούνται 
για  την  παρασκευή  των  πηκτωμάτων  είναι  το  διάλυμα  30%  ακρυλαμίδης/bis‐
ακρυλαμίδης, το διάλυμα separating gel buffer (1.5 M Tris base, 0.4% SDS, pH 8.8), 
το  διάλυμα  stacking  gel  buffer  (0.5  M  Tris  base,  0.4%  SDS,  pH  6.8),  10%  APS 
(Ammonium  Persulfate),  και  TEMED  (Tetramethylethylenediamine).  Οι  πρωτεΐνες 
πριν ηλεκτροφορηθούν αποδιατάσσονται στους 1000C, παρουσία    του διαλύματος 
4x sample buffer. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε ρυθμιστικό διάλυμα 1x TGS (0.025M 
Tris, 0.192M Glycine, 0.1% SDS). 
 

Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών κατά western (western blotting)  

Οι  πρωτεΐνες  αφού  ηλεκτροφορηθούν,  μεταφέρονται  σε  μεμβράνη 
νιτροκυτταρίνης  (Protran/Whatman),  παρουσία  του  ρυθμιστικού  διαλύματος 
Transfer buffer (0.025M Tris, 0.192M Glycine, 0.1% SDS, 20% methanol). Η μεμβράνη 
πλένεται με το διάλυμα πλύσης TBS‐T 0.05%  (1X TBS: 50 mM Tris.HCl, pH 7.3, 154 
mM NaCl και 0.05% Tween‐20) και επωάζεται με 5% γάλα (σε TBS‐T 0.05%) για μια 
ώρα, ώστε  να μπλοκαριστούν   οι μη ειδικές θέσεις   πρόσδεσης  του αντισώματος. 
Ακολουθεί  επώαση  της  μεμβράνης  με  το  πρωτογενές  αντίσωμα  ολονύχτια,  στους 
4°C.  Στη συνέχεια η μεμβράνη πλένεται τρεις φορές για 10  λεπτά με TBS‐T 0.05%, 
και επωάζεται με το κατάλληλο δευτερογενές αντίσωμα για 1 ώρα σε θερμοκρασία 
δωματίου. Ακολουθούν  τρεις πλύσεις  για 10  λεπτά με TBS‐T 0.05%  και μια πλύση 
για 5 λεπτά με TBS. Τέλος, εμφανίζεται η μεμβράνη σε φιλμ, αφού πρώτα επωαστεί 
με το μίγμα του  ECL (Super Signal West Pico chemiluminescent substrate). 
 

Χρώση πηκτωμάτων πολυακρυλαμίδης  

Η  χρώση  των  πηκτωμάτων  πολυακρυλαμίδης  γίνεται  με  τη  χρωστική  Coomassie 
Blue. Μετά την ηλεκτροφόρηση, το πήκτωμα βάφεται με το διάλυμα της Coomassie 
Blue για 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Για την απομάκρυνση της περίσσειας 
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της χρωστικής ακολουθεί επώαση του πηκτώματος σε διάλυμα fast destaining  (50% 
methanol  και  10%  acetic  acid)  για  1  ώρα  και  σε  διάλυμα  slow  destaining  (7.5% 
methanol και 5% acetic acid) ολονύχτια. 
 

Ανάλυση αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών  in vitro (GST pull down assay) 

Tα σφαιρίδια με τη GST‐Χιμαιρική πρωτεΐνη εξισορροπούνται σε 1 ml 2x Interaction 
buffer  (40 mM Hepes  pH  7.9,  0.4% NP40,  0.4 %  BSA,  15% Glycerol,  4 mM  PMSF 
Aprotinin,  benzamidine).  Έπειτα  προστίθενται  200μl  2x  Interaction  buffer, 
κατάλληλη ποσότητα πρωτεϊνικού εκχυλίσματος (WCE Lysis buffer) και ddH2O ώστε 
ο  τελικός  όγκος  να  ανέρχεται  στα  400μl.  Η  αντίδραση  της  αλληλεπίδρασης 
επωάζεται  ολονύχτια,  στους  40C  υπό  περιστροφή.  Επίσης  1/4  της  ποσότητας  του 
πρωτεϊνικού εκχυλίσματος που προστίθεται για την αλληλεπίδραση φυλάσσεται για 
input. Ακολουθεί ένα πλύσιμο με 1 ml Washing buffer ‐100 mM KCl (100 mM KCl, 20 
mM Hepes pH 7.9, 5 mM MgCl2  , 0.2 % NP40, 4 mM PMSF, Aprotinin, benzamidine), 
και δύο πλυσίματα με 1 ml Washing buffer ‐250 mM KCl (250 mM KCl, 20 mM Hepes 
pH  7.9,  5  mM  MgCl2  ,  0.2  %  NP40,  4  mM  PMSF,  Aprotinin,  benzamidine)  με 
ενδιάμεσες  περιστροφές  για  10  λεπτά  στους  40C.  Tα  σφαιρίδια  και  τα  input 
βράζονται  με 4x  sample buffer,  ηλεκτροφορούνται  σε  πήκτωμα πολυακρυλαμίδης 
και αναλύονται σε Western Blot. 
 

Συν‐ανοσοκατακρήμνιση πρωτεϊνών (Co‐Immunoprecipitation) 

Για  την  συν‐ανοσοκατακρήμνιση  πρωτεϊνών,  χρησιμοποιούνται  συνολικά 
πρωτεϊνικά εκχυλίσματα με Co‐IP Lysis Buffer. Αφού ποσοτικοποιηθεί το πρωτεϊνικό 
εκχύλισμα,  υπόκειται  σε  καθαρισμό  (Pre‐cleaning)  με  τη  προσθήκη  40μl  50% 
σφαιριδίων πρωτεΐνης G (που έχουν προηγουμένως εξισορροπηθεί με διάλυμα PBS) 
και  περιστροφή  για  30  λεπτά,  σε  40C.  Αφαιρούνται  τα  σφαιρίδια  με  σύντομη 
φυγοκέντρηση, και σε όγκο που αντιστοιχεί ίδια ποσότητα πρωτεϊνών, προστίθεται 
η  κατάλληλη  ποσότητα  αντισώματος,  ειδικού  για  την  πρωτεΐνη  που  θέλουμε  να 
κατακρημνιστεί.  Ακόμη  προστίθεται  Co‐IP  Lysis  Buffer,  ώστε  ο  τελικός  όγκος  να 
ανέρχεται  στα  500μl.    Τα  δείγματα  περιστρέφονται  ολονύχτια  στους  40C,    για  να 
προσδεθεί το αντίσωμα στην πρωτεΐνη. Επίσης 1/16 της ποσότητας του πρωτεϊνικού 
εκχυλίσματος  για  την  αντίδραση,  φυλάσσεται  για  input.  Κατόπιν,  στα  δείγματα 
προστίθενται 40μl 50%  εξισορροπημένων  σφαιριδίων  πρωτεΐνης G  και  αφήνονται 
σε  περιστροφή  για  1  ώρα  στους    40C,  ώστε  να  προσδεθεί  το  αντίσωμα  στην 
πρωτεΐνη  G.  Ακολουθούν  3  πλύσεις  με  1  ml  παγωμένου  Co‐IP  Lysis  Buffer 
(περιστροφή στους 40C, για 10 λεπτά και σύντομη φυγοκέντρηση) και στα σφαιρίδια 
προστίθεται  4x  Sample  Buffer.  Μετά  από  βρασμό  10  λεπτών,  τα  δείγματα 
ηλεκτροφορούνται σε  πήκτωμα πολυακρυλαμίδης και αναλύονται σε Western Blot 
με αντίσωμα είτε για την ίδια πρωτεΐνη είτε για κάποια άλλη που ενδεχομένως να 
συν‐ανοσοκατακρημνίστηκε εάν οι πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

ΜΕΡΟΣ  Α 

Περίληψη πρόσφατων δεδομένων 

Πρόσφατα  δεδομένα  από  το  εργαστήριο  μας,  έδειξαν  ότι  ο  μεταγραφικός 
παράγοντας FOXA2 παίζει αρνητικό ρόλο στην έκφραση του ανθρώπινου γονιδίου 
ABCA1  στα  ηπατικά  κύτταρα  254.  Ηπατικά  κύτταρα  (HepG2)  μολύνθηκαν  με  έναν 
αδενοϊό  ο  οποίος  εκφράζει  τον  παράγοντα  FOXA2  και  ποσοτικοποιήθηκαν  τα 
επίπεδα  mRNA  με  αντίδραση  PCR  αντίστροφης  μεταγραφής  (RT‐PCR).  Με  τα 
επίπεδα  mRNA  του  GAPDH  (glyceraldehyde  3  phosphate  dehydrogenase)  έγινε 
κανονικοποίηση των δειγμάτων. Όπως φαίνεται στην   εικόνα 11Α, η υπερέκφραση 
του  FOXA2  στα  κύτταρα  HepG2  οδήγησε  σε  μείωση  των  επιπέδων  mRNA  του 
γονιδίου ABCA1  κατά  35%.  Ακόμη,  η  αποσιώπηση  της  έκφρασης  του  ενδογενούς 
FOXA2, χρησιμοποιώντας ειδικό si‐RNA, οδήγησε σε  αυξημένα επίπεδα πρωτεΐνης 
του ABCA1 (εικόνα 11Β). 
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Εικόνα 11. Ο FOXA2 οδηγεί σε μείωση των επιπέδων mRNA και πρωτεΐνης του γονιδίου 
ABCA1. Α) Κύτταρα HepG2 μολύνθηκαν με τον αδενοϊό ελέγχου Ad‐GFP ή τον αδενοϊό Ad‐
FOXA2  για  3  ώρες.  Απομονώθηκε  το  RNA  από  τα  κύτταρα  24  ώρες  μετά  και 
χρησιμοποιήθηκε  σε  αντίδραση  αντίστροφης  μεταγραφής  (RT‐PCR),  χρησιμοποιώντας 
εκκινητές  για  το  cDNA  του  ABCA1.  Β)  Κύτταρα  HepG2  διαμολύνθηκαν  παροδικά  με 
scrambled  siRNA  ή  FOXA2  siRNA.  Μετά  από  24  ώρες,  τα  κυτταρικά  εκχυλίσματα 
αναλύθηκαν με Western blot,  για την έκφραση του ABCA1, FOXA2 και ακτίνης 254. 
 
 

Χρησιμοποιώντας το ίδιο  si‐RNA για τον FOXA2 σε κύτταρα  HepG2, αποδείχτηκε 
ότι η αποσιώπηση του FOXA2 σχετίζεται με αύξηση της ενεργότητας του υποκινητή 
(‐668/+205)  του  γονιδίου  ABCA1  κατά  2  φορές  (εικόνα  12Α).  Αντίθετα,  η 
υπερέκφραση  του  FOXA2  σε  αυξανόμενες  συγκεντρώσεις  στα  κύτταρα  HEK293T, 
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είχε  ως  αποτέλεσμα  την  μείωση  της  ενεργότητας  του  υποκινητή  (‐668/+205)  του 
γονιδίου ABCA1 κατά ένα δοσο‐εξαρτώμενο τρόπο (εικόνα 12Β). Μόλις  5 ng από το 
φορέα  έκφρασης  του  FOXA2  ήταν  αρκετά  για  να  μειώσουν  την  ενεργότητα  του 
υποκινητή  του  γονιδίου  ABCA1  κατά  30%,  ενώ  50ng  από  τον  φορεά  FOXA2 
οδήγησαν σε μείωση κατά 60%. 
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Εικόνα 12.  Ο  μεταγραφικός  παράγοντας  FOXA2  οδηγεί  σε  μείωση  της  ενεργότητας  του 
υποκινητή  του  γονιδίου  ABCA1.    Α)  Κύτταρα  HepG2  διαμολύνθηκαν  παροδικά  με  το 
πλασμίδιο  (‐668/+205)‐ABCA1‐luc  μαζί  με  75  και  150nM  από  scrambled  siRNA  ή  FOXA2 
siRNA. Β) Κύτταρα ΗΕΚ293Τ διαμολύνθηκαν παροδικά με το πλασμίδιο (‐668/+205)‐ABCA1‐
luc μαζί με αυξανόμενες συγκεντρώσεις ενός φορέα έκφρασης FOXA2. 
 
 

Στον  υποκινητή  του  γονιδίου ABCA1  του  ανθρώπου  εντοπίστηκαν  δύο  πιθανές 
θέσεις πρόσδεσης για τον μεταγραφικό παράγοντα FOXA2, που έχουν ομολογία με 
τη συντηρημένη αλληλουχία αναγνώρισης των FOXA2 (5’‐T(G/A)TTT(A/G)(C/T)T‐3’). 
Οι  θέσεις  αυτές,  A  (‐525/‐517)  και  B  (‐108/‐100),  βρίσκονται  κοντά  σε  περιοχές 
πρόσδεσης  άλλων  καταστολέων  της  μεταγραφής  του  ΑΒCA1  (ΖNF202,  USF1/2, 
SREBP‐2), αλλά και σε περιοχές πρόσδεσης ενεργοποιητών (εικόνα 13). Αποδείχτηκε 
ότι ο FOXA2 προσδένεται  στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 τόσο in vitro όσο και 
in vivo με παρόμοια συγγένεια στις θέσεις Α και Β. Μεταλλαγές στις θέσεις αυτές 
οδήγησαν σε απώλεια πρόσδεσης  του FOXA2  και  σε αύξηση  της  ενεργότητας  του 
υποκινητή του γονιδίου ABCA1 συμπεραίνοντας ότι οι νέες αυτές θέσεις πρόσδεσης 
του FOXA2 έχουν ανασταλτικό ρόλο στη ρύθμιση του γονιδίου του ABCA1. 

Επιπλέον, ανακαλύφθηκε μία ακόμη θέση πρόσδεσης του FOXA2 στον υποκινητή 
του γονιδίου ABCA1. Η τρίτη θέση πρόσδεσης είναι το στοιχείο ΤΑΤΑ του υποκινητή 
του  γονιδίου  ABCA1,  το  οποίο  λειτουργεί  σαν  περιοχή  συναρμολόγησης  της 
μεταγραφικής μηχανής. Ο FOXA2 προσδένεται σ’ αυτή τη θέση με μικρή συγγένεια, 
αλλά  όταν  μεταλλαχθεί  το  στοιχείο  ΤΑΤΑ box  χάνεται  η  κατασταλτική  δράση  του 
FOXA2 στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 254.   
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Εικόνα  13.  Σχηματική  αναπαράσταση  του  ανθρώπινου  υποκινητή  του  γονιδίου  ABCA1, 
όπου  μέσα  σε  πλαίσιο  φαίνεται  η  αλληλουχία  των  δύο  πιθανών  θέσεων  πρόσδεσης  του 
FOXA2 (site Α και site Β). Επίσης, παρουσιάζονται οι θέσεις πρόσδεσης άλλων ρυθμιστικών 
παραγόντων (θετικών ή αρνητικών ρυθμιστών). 
 
 

Αποδείχτηκε ότι ο μεταγραφικός παράγοντας FOXA2 εμποδίζει την επαγωγή της 
έκφρασης του ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή. Όπως φαίνεται στην εικόνα 
14Α,  η  αποσιωπηση  του  FOXA2  στα  κύτταρα  HepG2,  μέσω  του  ειδικού  siRNA, 
ενίσχυσε  την  επαγωγή  του  ABCA1  από  τους  συνδέτες  των  LXR/RXR,  (22‐(R)‐
υδροξυστερόλη  και  9‐cis‐ρετινοϊκό  οξύ  αντίστοιχα),  σε  επίπεδο mRNA.  Παρουσία 
του FOXA2 siRNA, η επαγωγή του ABCA1 από τους συνδέτες είναι κατά 2,8 φορές 
αυξημένη.  Παρόμοιο  αποτέλεσμα  παρατηρήθηκε  και  σε  πείραμα  στο  οποίο 
μετρήθηκε η ενεργότητα του υποκινητή του γονιδίου  ABCA1. H προσθήκη των δύο 
συνδετών  αύξησε  την  ενεργότητα  του  υποκινητή  κατά  2,3  φορές.  Ομως,    η 
αποσιώπηση του FOXA2 ενίσχυσε τόσο τα βασικά επίπεδα όσο και την επαγώμενη 
από τους συνδέτες ενεργότητα του υποκινητή του γονιδίου ABCA1  κατά 1,4 φορές 
(εικόνα 14Β)254. 
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Εικόνα 14. Η αποσιώπηση  του  ενδογενούς FOXA2  ,  οδηγεί σε  ενισχυμένη  επαγωγή  του 
γονιδίου  ABCA1  από  οξυστερόλες  και  ρετινοειδή.  A)  Κύτταρα  HepG2  διαμολύνθηκαν 
παροδικά με scrambled siRNA  ή FOXA2 siRNA, παρουσία ή απουσία 22(OH)C  και 9‐cis RA 
(10‐6M)  για  24  ώρες.  .  Απομονώθηκε  το  RNA  από  τα  κύτταρα  και  χρησιμοποιήθηκε  σε 
αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής (RT‐PCR), χρησιμοποιώντας εκκινητές για το cDNA του 
ABCA1  και  FOXA2.  Β)  Κύτταρα  HepG2  διαμολύνθηκαν  παροδικά  με  το  πλασμίδιο                       
(‐668/+205)‐ABCA1‐luc  μαζί  με  scrambled  siRNA  ή  FOXA2  siRNA,  φορείς  έκφρασης  για 
LXRα/RXRα, παρουσία ή απουσία 22(OH)C και 9‐cis RA (10‐6M) για 24 ώρες. 
 
 
 

Ο  FOXA2  αναστέλλει  την  επαγωγή  της  έκφρασης  του  ABCA1  από  τους 
LXR/RXR (και τους  συνδέτες τους), χωρίς να εμποδίζει την πρόσδεσή τους 
στο LXRΕ. 

Θελήσαμε  να  επιβεβαιώσουμε  την  κατασταλτική  δράση  του  μεταγραφικού 
παράγοντα  FOXA2  στην  επαγωγή  της  έκφρασης  του ABCA1  από  οξυστερόλες  και 
ρετινοειδή  (εικόνα  14)  και  σε  πρωτεϊνικό  επίπεδο.  Έτσι,    κύτταρα  ΗΕΚ293Τ 
διαμολύνθηκαν  παροδικά    με  έναν φορέα  έκφρασης  του  FOXA2,    μαζί  με φορείς 
έκφρασης  για  τους  πυρηνικούς  υποδοχείς  LXRα/RXRα.  Οι  υποδοχείς  LXRα/RXRα 
ενεργοποιήθηκαν με  τη χορήγηση των αγωνιστών  τους, 22‐(R)‐υδροξυστερόλη και 
9‐cis‐ρετινοϊκό  οξύ  αντίστοιχα,  για  24  ώρες.  Όπως  φαίνεται  στην  εικόνα  15,  τα 
ετεροδιμερή  LXRα/RXRα,  παρουσία  των  αγωνιστών  τους  ενεργοποίησαν  την 
έκφραση του γονιδίου ABCA1. Ωστόσο, η ταυτόχρονη έκφραση του FOXA2 εμπόδισε 
την επαγωγή του ABCA1  και μάλιστα η έκφραση  του   ABCA1  έφτασε  τα ενδογενή 
επίπεδα έκφρασης.  
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Εικόνα  15.  H  υπερέκφραση  του  παράγοντα  FOXA2  καταστέλλει  την  επαγωγή  της 
έκφρασης του μεταφορέα ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή. 
Κύτταρα  ΗΕΚ293Τ  διαμολύνθηκαν  παροδικά  με  τον  πλασμιδιακό  φορέα  έκφρασης  του 
FOXA2  (5μg)   μαζί με φορείς έκφρασης για τους πυρηνικούς υποδοχείς LXRα/RXRα (2μg ο 
καθένας),  παρουσία  ή απουσία 22‐(R)‐υδροξυστερόλης  και 9‐cis‐ρετινοϊκού  οξέος  (10‐6Μ) 
για  24  ώρες.  Τα  πρωτεϊνικά  εκχυλίσματα  αναλύθηκαν  με  SDS‐PAGE  ηλεκτροφόρηση  και 
ανιχνεύθηκε  η έκφραση του ABCA1 με Western blot,  χρησιμοποιώντας  το αντίσωμα anti‐
ABCA1  (rabbit).  H  έκφραση  των  υποδοχέων  LXRα/RXRα  και  του  παράγοντα  FOXA2, 
ανιχνεύθηκε με τα ειδικά γι αυτούς αντισώματα. Τα επίπεδα της ακτίνης ανιχνεύθηκαν με 
το αντίσωμα anti‐actin, για κανονικοποίηση της ποσότητας των δειγμάτων.  

 
 
Βάσει των  παραπάνω αποτελεσμάτων, μπορούν να προκύψουν τουλάχιστον δύο 

πιθανοί  μηχανισμοί  καταστολής  της  μεταγραφής  του  γονιδίου  ABCA1  από  τον 
μεταγραφικό  παράγοντα  FOXA2.  Σύμφωνα  με  το  πρώτο  μοντέλο,  ο  FOXA2  αφού 
προσδεθεί στις θέσεις Α και Β του υποκινητή του γονιδίου ABCA1, θα μπορούσε να 
αλληλεπιδράσει με πρωτεΐνες συνκαταστολείς (απακετυλάσες ιστονών ή πρωτεΐνες 
αναδόμησης νουκλεοσωμάτων) και να οδηγήσει στη συμπύκνωση της χρωματίνης, 
με αποτέλεσμα να καταστείλει την μεταγραφή του γονιδίου του  ABCA1. Σύμφωνα 
με το δεύτερο μοντέλο, ο FOXA2 θα μπορούσε να προσδεθεί στις θέσεις Α, Β και στο 
στοιχείο TATA του υποκινητή του γονιδίου ABCA1, να αναστείλει την πρόσδεση των 
ετεροδιμερών LXRα/RXRα στο στοιχείο LXRΕ που βρίσκεται κοντά στις θέσεις αυτές 
και  να  εμποδίσει  με  αυτό  τον  τρόπο  την  επαγωγή  του  γονιδίου  του    ABCA1  σε 
απόκριση στις οξυστερόλες και ρετινοειδή. 

Με πειράματα κατακρήμνισης πρωτεϊνών με βιοτινυλιωμένα ολιγονουκλεοτίδια 
(DNA affinity precipitation, DNAP)  in vitro αποδείχθηκε ότι το δεύτερο μοντέλο δεν 
ισχύει.  Συγκεκριμένα,  χρησιμοποιήθηκε  βιοτινυλιωμένο  ολιγονουκλεοτίδιο  που 
αντιστοιχεί  στην  περιοχή  ‐71/+205  του  υποκινητή  του  γονιδίου  ABCA1  και 
περιλαμβάνει τόσο το LXRΕ όσο και το στοιχείο ΤΑΤΑ (εικόνα 16Α). Όπως φαίνεται 
στην εικόνα 16B, το ετεροδιμερές LXRα/RXRα  προσδένεται στο στοιχείο LXRΕ τόσο 
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απουσία όσο και παρουσία υπερεκφρασμένου FOXA2, αλλά επίσης και η πρόσδεση 
του  FOXA2  στην  ίδια  περιοχή  δεν  επηρεάζεται  από  την  παρουσία 
υπερεκφρασμένων LXRα/RXRα.  Συνεπώς,  τα  ετεροδιμερή  LXRα/RXRα  και  ο FOXA2 
μπορούν  να προσδένονται  ταυτόχρονα στην περιοχή  ‐71/+205  του υποκινητή  του 
ABCA1254. 
 
 

Α 

Exon 1
TATA-boxLXR/RXR

-62/-47 -24/-21

-71 +205

 

control -71/+205

FOXA2 + - + + - +

LXRα, RXRα - + + - + +

FOXA2

6myc-RXRα

6myc-LXRα
WB: a-myc

WB: a-FOXA2
 

Β 

Εικόνα 16. Ο FOXA2 δεν παρεμποδίζει τη πρόσδεση του ετεροδιμερούς LXRα/RXRα στον 
υποκινητή του ABCA1.  
Α) Σχηματική αναπαράσταση της περιοχής ‐71/+205 του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 που 
χρησιμοποιήθηκε  για  τα  πειράματα  DNAP  στο  Β.  Β)  Κύτταρα  ΗΕΚ293Τ  διαμολύνθηκαν 
παροδικά με φορείς  έκφρασης για  τους 6myc‐LXRα, 6myc‐RXRα ή FOXA2.  Εκχύλισμα από 
κύτταρα  χρησιμοποιήθηκε  σε  αντίδραση  DNAP  με  το  βιοτινυλιωμένο  DNA  τμήμα  που 
φαίνεται στο A, και η πρόσδεση των LXRα/RXRα ή FOXA2 ανιχνεύθηκε με Western blotting. 
 
 

Κατασκευή χιμαιρικής πρωτεΐνης GST‐FOXA2 και έκφρασή της σε βακτήρια 
E. Coli 

Προκειμένου  να  κατανοήσουμε  το  μηχανισμό  καταστολής  της  μεταγραφής  του 
γονιδίου ABCA1 από τον μεταγραφικό ηπατικό παράγοντα FOXA2, υποθέσαμε ότι οι 
πυρηνικοί υποδοχείς LXRα/RXRα και ο FOXA2, οι οποίοι προσδένονται σε κοντινές 
περιοχές  στο DNA,  ίσως  αλληλεπιδρούν  μεταξύ  τους  και    ο  FOXA2  εμποδίζει  την 
ενεργοποίηση  της  μεταγραφής  από  τους  εν  λόγω  πυρηνικούς  υποδοχείς.  Για  να 
διαπιστώσουμε  αν  ισχύει  η  υπόθεση  αυτή,  χρησιμοποιήσαμε  τη  μέθοδο 
αλληλεπίδρασης  πρωτεϊνών  in  vitro  μέσω  της  πρωτεΐνης GST,  ή  αλλιώς GST  pull 
down. Για τον σκοπό αυτό δημιουργήσαμε αρχικά την πλασμιδιακή κατασκευή GST‐
FOXA2,  όπου  ο  παράγοντας  FOXA2  εκφράζεται  μαζί  με  τον  επίτοπο  GST,  ως 
χιμαιρική  πρωτεΐνη.  Για  την  κατασκευή  της  χιμαιρικής  πρωτεΐνης  GST‐FOXA2, 
απομονώθηκε η κωδική περιοχή του FOXA2 (του αρουραίου) από τον πλασμιδιακό 
φορέα  pCDNA3‐Bio‐Foxa2  με  τα  περιοριστικά  ενζυμα  EcoRI‐NotI.  Έπειτα 
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κλωνοποιήθηκε  στις  αντίστοιχες  θέσεις  του  φορέα  pGEX‐4T‐1  (εικόνα  17Α  )  που 
φέρει  την αλληλουχία  του επιτόπου   GST. Η ένθεση  του FOXA2  στις θέσεις EcoRI‐
NotI, επιβεβαιώθηκε με διαγνωστικές πέψεις με τα περιοριστικά ένζυμα EcoRI‐Not,I 
BglII‐BamHI και EcoRV‐BglII (εικόνα 17Β ). 
 
 

pGEX-4T-1
4969 bp

tac promoter

GST

lacI

Amp

Bam HI (931)

Eco RI (940)

Not I (961)

Sal I (950)

Sma I (947)

Xho I (955)

Eco RV (4119)

 

pGEX-4T-1-rFOXA2
6332 bp

tac promoter

rFOXA2

GST

lacI

Amp

Α  Β

Eco RI (940)

Not I (2324)

Bam HI (931)

Bgl II (1496)

Eco RV (5482)

 

Εικόνα  17.  Α)  Σχηματική  αναπαράσταση  του  πλασμιδιακού  φορέα  pGEX‐4T1,  ο  οποίος 
χρησιμοποιήθηκε για την κλωνοποίηση του  FOXA2 και φέρει την αλληλουχία του GST.   Β) 
Σχηματική  αναπαράσταση  πλασμιδιακής  κατασκευής  που  οδηγεί  στην  παραγωγή  της 
χιμαιρικής πρωτεΐνης GST‐FOXA2. Σημειώνονται οι θέσεις κλωνοποίησης (EcoRI‐NotI) και οι 
θέσεις  περιορισμού  με  τις  οποίες  έγινε  η  επιβεβαίωση  της  κλωνοποίησης  (BglII,  BamHI, 
EcoRV). 

 
 
Βακτήρια  E.coli  μετασχηματίστηκαν  με  τους  πλασμιδιακούς  φορείς  για  τις 

πρωτεΐνες  GST  και  GST‐FOXA2  και  έπειτα  αναπτύχθηκαν  σε  καλλιέργειες  με 
θρεπτικό μέσο  LB.    Οι  πρωτεΐνες αυτές  εκφράστηκαν  στα    κύτταρα E.  coli  ,  με  τη 
χορήγηση  του  επαγωγικού μέσου  IPTG  (Isopropyl  β‐D‐1‐thiogalactopyranoside),  το 
οποίο  είναι  ένα  ανάλογο  λακτόζης.  Η  πρωτεΐνη GST  απομονώθηκε  από  το  πρώτο 
βακτηριακό εκχύλισμα, ενώ η GST‐FOXA2 από το δεύτερο, και έπειτα προσδέθηκαν 
σε  σφαιρίδια  γλουταθειόνης‐σεφαρόζης.  Στην  εικόνα 18  φαίνονται    οι  πρωτεΐνες, 
πριν και μετά την πρόσδεση τους στα σφαιρίδια γλουταθειόνης. 
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Εικόνα  18.    Έκφραση  των  πρωτεϊνών GST‐FOXA2 
και GST σε  βακτήρια E.coli.  
 H πρωτεΐνη GST‐FOXA2 εκφράστηκε σε E.coli μετά 
την  προσθήκη  IPTG  και  απομονώθηκε  από  το  2ο 
βακτηριακό  εκχύλισμα.  Το  εκχύλισμα  επωάστηκε 
ολονύχτια στους 4ο C με σφαιρίδια γλουταθειόνης‐
σεφαρόζης  ,  ώστε  να  προσδεθεί  η  πρωτεΐνη  στα 
σφαιρίδια. Η πρωτεΐνη GST   απομονώθηκε από το 
1ο βακτηριακό εκχύλισμα.  Χρώση  του πηκτώματος 
με  Coomassie  blue  (οι  πρωτεΐνες    GST  και  GST‐ 
FOXA2 φαίνονται με αστερίσκο). 
 

 
 

 
 

 Φυσικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ του FOXA2 και του πυρηνικού υποδοχέα 
LXRα. 

Για  να  εντοπίσουμε  πιθανές  φυσικές  αλληλεπιδράσεις  μεταξύ  του  παράγοντα 
FOXA2  και  του πυρηνικού υποδοχέα  LXRα,  πραγματοποιήσαμε πειράματα  in vitro 
και  ex  vivo.  Αρχικά,  χρησιμοποιήσαμε  τη  μέθοδο  αλληλεπίδρασης  πρωτεϊνών  in 
vitro,  GST  pull  down.  Στο  εργαστήριο  ήταν  διαθέσιμοι  πλασμιδιακοί  φορείς 
έκφρασης του υποδοχέα LXRα και κάποιων ελλειμματικών μορφών του, σε σύντηξη 
με τον επίτοπο 6myc (εικόνα 19) οι οποίοι υπερεκφράστηκαν σε κύτταρα ΗΕΚ293Τ. 
Απομονώθηκαν  τα πρωτεϊνικά  εκχυλίσματα  των    κυττάρων και  χρησιμοποιήθηκαν 
σε  δοκιμασίες  αλληλεπίδρασης  με  τις  πρωτεΐνες  GST  και  GST‐FOXA2,  οι  οποίες, 
όπως  αναφέρθηκε  παραπάνω,    είχαν  προσδεθεί  σε  σφαιρίδια  γλουταθειόνης‐
σεφαρόζης. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ο παράγοντας FOXA2 αλληλεπιδρά με τον 
πλήρους μήκους υποδοχέα LXRα (αμινοξέα 1‐447), όπως φαίνεται στην εικόνα 20Α. 
Επιπλέον,  ο  FOXA2  αλληλεπιδρά    με  το  αμινοτελικό  άκρο  του  LXRα  (αμινοξέα  1‐
163), που περιλαμβάνει την περιοχή πρόσδεσης του DNA  (περιοχή C) και την AF‐1 
(activation  function 1)  (περιοχή  Α/Β).  Αντιθέτως, o  FOXA2  δεν  αλληλεπιδρά  με  το 
καρβοξυτελικό άκρο  του LXRα  (αμινοξέα 164‐447),  που περιλαμβάνει  την περιοχή 
πρόσδεσης του συνδέτη (Ε) και την hinge περιοχή (D) (εικόνα 20Α). Ακόμη, ο FOXA2 
αλληλεπιδρά πιο ισχυρά με την περιοχή 30‐163 του LXRα, που περιλαμβάνει τα 67 
τελευταία αμινοξέα της περιοχής Α/Β και την περιοχή πρόσδεσης στο DNA (εικόνα 
20Β). Όταν απαλείφθηκαν τμήματα των δύο άκρων της περιοχής  30‐163 του LXRα 
(αμινοξέα 30‐97 ή 127‐163), χάθηκε η αλληλεπίδραση του FOXA2 με τις αντίστοιχες 
περιοχές  του  LXRα  (98‐163  και  30‐127).  Συμπεραίνουμε  λοιπόν  ότι  η  ελάχιστη 
περιοχή του πυρηνικού υποδοχέα LXRα που απαιτείται για την αλληλεπίδραση με 
τον FOXA2 είναι εκείνη που περιλαμβάνει τα αμινοξέα 30‐163. 
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Εικόνα 19. Σχηματική απεικόνιση του υποδοχέα LXRα και των απαλοιφών του σε σύντηξη 
με  τον  επίτοπο  6myc,  που  χρησιμοποιήθηκαν  στα  πειράματα  πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων  in  vitro. AF1, AF2‐ Activation  function 1,2,   DBD‐ DNA Binding Domain, 
LBD‐Ligand Binding Domain.  
 
 
 

 

Α  Β

Εικόνα 20. Φυσική  αλληλεπίδραση  in  vitro  μεταξύ  του  FOXA2  και  των  απαλοιφών  του 
LXRα. 
Κύτταρα ΗΕΚ293Τ διαμολύνθηκαν παροδικά με τους πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης του 
LXRα και των απαλοιφών του, σε ποσότητα 15μg. Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα επωάστηκαν 
ολονύχτια στους 4ο C με σφαιρίδια γλουταθειόνης‐σεφαρόζης, στα οποία είχε προσδεθεί η 
GST  πρωτεΐνη  (control)  ή  η  GST‐FOXA2  πρωτεΐνη  και  αναλύθηκαν  με  SDS‐PAGE 
ηλεκτροφόρηση.  Η  αλληλεπίδραση  ανιχνεύθηκε  με  Western  blot  χρησιμοποιώντας 
αντίσωμα για τον επίτοπο myc (anti‐myc mouse). Το input αντιστοιχεί περίπου στο 1/4 του 
πρωτεϊνικού εκχυλίσματος που χρησιμοποιήθηκε στην αντίδραση αλληλεπίδρασης.  
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Για να επιβεβαιώσουμε τη φυσική αλληλεπίδραση μεταξύ του παράγοντα FOXA2 
και  του  υποδοχέα  LXRα,  χρησιμοποιήσαμε  τη  μέθοδο  συν‐ανοσοκατακρήμνισης 
πρωτεϊνών ex vivo (Co‐IP). Πλασμιδιακοί φορείς έκφρασης για τον  FOXA2 ή/και τον 
LXRα  υπερεκφράστηκαν  σε  κύτταρα  ΗΕΚ293Τ,  απομονώθηκαν  πρωτεϊνικά 
εκχυλίσματα και χρησιμοποιήθηκαν σε δοκιμασίες συν‐ανοσοκατακρήμνισης με το 
αντίσωμα  anti‐FOXA2  (ή  anti‐Gal4,  ως  control).  Τα  αποτελέσματα  έδειξαν  ότι  ο 
υποδοχέας LXRα συν‐ανοσοκατακρημνίζεται με τον παράγοντα FOXA2, επομένως οι 
δυο  μεταγραφικο0ί  παράγοντες  αλληλεπιδρούν  μεταξύ  τους  και    ex  vivo  (εικόνα  
21). 

 

Εικόνα 21. Φυσική αλληλεπίδραση ex vivo μεταξύ του FOXA2 και του LXRα. 
Κύτταρα ΗΕΚ293Τ διαμολύνθηκαν παροδικά με τους πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης του 
LXRα  (6myc  LXRα)  και  του  FOXA2  (6myc  FOXA2),  σε  ποσότητα  10μg,  o  καθένας.  Τα 
πρωτεϊνικά  εκχυλίσματα  χρησιμοποιήθηκαν  για  αντιδράσεις  ανοσοκατακρήμνισης,  με  το 
αντίσωμα  anti‐FOXA2  ή  το  anti‐Gal4  (μη  ειδικό‐control).  Οι  πρωτεΐνες  που 
κατακρημνίστηκαν  αναλύθηκαν  με  SDS‐PAGE  ηλεκτροφόρηση  και  τυχόν  αλληλεπίδραση 
ανιχνεύθηκε  με  Western  χρησιμοποιώντας  αντίσωμα  για  τον  υποδοχέα  LXR  (anti‐LXR 
rabbit). H πρωτεΐνη FOXA2 που ανοσοκατακρημνίστηκε ανιχνεύτηκε με το αντίσωμα  anti‐
FOXA2  (goat).  Το  input  αντιστοιχεί  περίπου  στο 1/16  του  πρωτεϊνικού  εκχυλίσματος  που 
χρησιμοποιήθηκε στην αντίδραση ανοσοκατακρήμνισης.  
 
 

Προσδιορισμός της περιοχής του FOXA2 που αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα 
LXRα. 

Προκειμένου να χαρακτηρίσουμε την περιοχή του  FOXA2 που ευθύνεται για την 
φυσική αλληλεπίδραση με τον LXRα,   πραγματοποιήσαμε πειράματα  in vitro με τη 
μέθοδο  αλληλεπίδρασης  πρωτεϊνών  GST  pull  down.  Έτσι,  χρησιμοποιήσαμε 
απαλοιφές του παράγοντα FOXA2, σε σύντηξη με τον επίτοπο GST, οι οποίοι ήταν 
διαθέσιμοι στο εργαστήριο (εικόνα 22). To αμινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο του 
FOXA2  (αμινοξέα  1‐94  και  361‐458  αντίστοιχα),  περιλαμβάνει  τις  περιοχές 
Transactivation  IV/V  και  ΙΙ/ΙΙΙ  αντίστοιχα,  ενώ  η  ενδιάμεσο  τμήμα  (αμινοξέα  144‐
279)  αποτελεί  την  περιοχή  πρόσδεσης  στο  DNA  (I).  Οι  πρωτεΐνες  αυτές 
εκφράστηκαν  σε  κύτταρα    E.coli  με  τη  χορήγηση  του  επαγωγικού  μέσου  IPTG 
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(εικόνα  23Α),  και  απομονώθηκαν  από  το  πρώτο  βακτηριακό  εκχύλισμα  (οι  GST‐
FOXA2 144‐279 και GST‐FOXA2 361‐458) ή το δεύτερο βακτηριακό εκχύλισμα (GST‐
FOXA2  1‐94).  Στην  εικόνα  23Β  φαίνονται    οι  πρωτεΐνες  που  προσδέθηκαν  στα 
σφαιρίδια γλουταθειόνης. 

 

 

Εικόνα  22.  Σχηματική  απεικόνιση  του  παράγοντα  FOXA2  και  των  απαλοιφών  του  σε 
σύντηξη  με  τον  επίτοπο  GST,  που  χρησιμοποιήθηκαν  στα  πειράματα  πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων in vitro.  

 

 

56 

 



 

Α 

Β 

Εικόνα  23.  Έκφραση  σε  κύτταρα  E.coli  των  απαλοιφών  του  FOXA2  σε  σύντηξη  με  τον  
επίτοπο GST. 
Α) Oι  απαλοιφές  του  FOXA2  (GST‐FOXA2   1‐94, 144‐279, 361‐458)  εκφράστηκαν  σε E.coli 
μετά την προσθήκη IPTG και απομονώθηκαν από το 1ο ή  2ο βακτηριακό εκχύλισμα. Β) Το 1ο 
ή  2ο βακτηριακό εκχύλισμα επωάστηκε ολονύχτια στους 4ο C με σφαιρίδια γλουταθειόνης‐
σεφαρόζης, ώστε να προσδεθούν οι πρωτεΐνες στα σφαιρίδια. Έγινε χρώση του πηκτώματος 
με Coomassie blue. Οι απαλοιφές του FOXA2  και η πρωτεινη GST φαίνονται με αστερίσκο. 
 
 

Για να εξετάσουμε ποιές περιοχές του παράγοντα  FOXA2  αλληλεπιδρούν με τον 
LXRα,  υπερεκφράστηκε  ο  φορέας  έκφρασης  του  υποδοχέα  LXRα  σε  κύτταρα 
ΗΕΚ293Τ  και  απομονώθηκε  το  πρωτεϊνικό  εκχύλισμα  των  διαμολυσμένων 
κύτταρων.  Έπειτα,  το  εκχύλισμα  αυτό  χρησιμοποιήθηκε  σε  δοκιμασίες 
αλληλεπίδρασης με τις πρωτεΐνες GST‐FOXA2 1‐94, 144‐279 και 361‐458, οι οποίες, 
είχαν  προσδεθεί  σε  σφαιρίδια  γλουταθειόνης‐σεφαρόζης  με  την  μέθοδο  που 
περιγράφηκε  παραπάνω.  Τα  αποτελέσματα  έδειξαν  ότι  ο  υποδοχέας    LXRα 
αλληλεπιδρά και με τις τρεις περιοχές του FOXA2 (εικόνα 24).  
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Εικόνα  24. Φυσική  αλληλεπίδραση  in  vitro  μεταξύ  του  LXRα  και  των  απαλοιφών  του 
FOXA2. 
Κύτταρα  ΗΕΚ293Τ  διαμολύνθηκαν  παροδικά  με  τον  πλασμιδιακό  φορέα  έκφρασης  του 
LXRα,  σε  ποσότητα  15μg.  Το  πρωτεϊνικό  εκχύλισμα  επωάστηκε  ολονύχτια  στους  4ο  C  με 
σφαιρίδια γλουταθειόνης‐σεφαρόζης, στα οποία είχε προσδεθεί η GST πρωτεΐνη (control) ή 
οι απαλοιφές της GST‐FOXA2 πρωτεΐνης και αναλύθηκαν με SDS‐PAGE ηλεκτροφόρηση. Η 
αλληλεπίδραση ανιχνεύθηκε με Western χρησιμοποιώντας αντίσωμα για τον επίτοπο myc 
(anti‐myc mouse). Το input αντιστοιχεί περίπου στο 1/4 του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος που 
χρησιμοποιήθηκε  στην  αντίδραση  αλληλεπίδρασης.  Οι  ποσότητες  των  GST  πρωτεϊνών 
ανιχνεύτηκαν χρησιμοποιώντας αντίσωμα για τον επίτοπο GST (anti‐GST) και φαίνονται στο 
κάτω μέρος της εικόνας .  
 
 

Στη συνέχεια θελήσαμε να δούμε αν ο FOXA2 αλληλεπιδρά με τον RXRα ο οποίος 
σχηματίζει ετεροδιμερή με τον LXRα και εάν ναι, ποιες είναι οι περιοχές του FOXA2 
που  ευθύνονται  για  την  αλληλεπίδραση  αυτή.  Με  τον  ίδιο  τρόπο  όπως  και 
παραπάνω,  υπερ‐εκφράστηκε  ο  υποδοχέας  RXRα  σε  κύτταρα  ΗΕΚ293Τ, 
απομονώθηκε το πρωτεϊνικό εκχύλισμα των διαμολυσμένων κυττάρων και αφέθηκε 
να αλληλεπιδράσει με τις πρωτεΐνες GST‐FOXA2 1‐94, 144‐279, και 361‐458. Όπως 
φαίνεται  στην  εικόνα 25Α,  ο  υποδοχέας RXRα  (παρόμοια  με  τον  υποδοχέα  LXRα‐
εικόνα 24) αλληλεπιδρά με όλες τις περιοχές του FOXA2.  

Για  να  διαπιστώσουμε  την  ειδικότητα  αυτών  των  αλληλεπιδράσεων  (των 
υποδοχέων LXRα και RXRα) και με τις τρεις περιοχές του FOXA2, χρησιμοποιήσαμε 
δύο απαλοιφές του LXRα, από τις οποίες η μία αλληλεπιδρά με τον   FOXA2  (LXRα 
30‐163) και η άλλη δεν αλληλεπιδρά (LXRα 1‐97), σύμφωνα με το αποτέλεσμα της 
εικόνας 20Β. Παρατηρήσαμε,  λοιπόν, ότι η περιοχή του LXRα 30‐163 αλληλεπιδρά 
με τις τρεις περιοχές του FOXA2, ενώ η περιοχή του LXRα 1‐97 δεν αλληλεπιδρά με 
καμία περιοχή του FOXA2 (εικόνα 25Β). Επομένως, η αλληλεπιδράσεις των LXRα και 
RXRα με τις περιοχές του FOXA2, δεν είναι μη ειδικό‐τυχαίο αποτέλεσμα.  
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Εικόνα  25.  Φυσική  αλληλεπίδραση  in  vitro  μεταξύ  του  RXRα  και  των  απαλοιφών  του 
FOXA2. 
Κύτταρα  ΗΕΚ293Τ  διαμολύνθηκαν  παροδικά  με  τον  πλασμιδιακό  φορέα  έκφρασης  του 
RXRα ή  των  απαλοιφών  του  LXRα 30‐163  (θετικό  control)  και 1‐97  (αρνητικό  control),  σε 
ποσότητα  15μg.  Τα  πρωτεϊνικά  εκχυλίσματα  επωάστηκαν  ολονύχτια  στους  4ο  C  με 
σφαιρίδια γλουταθειόνης‐σεφαρόζης, στα οποία είχε προσδεθεί η GST πρωτεΐνη (control) ή 
οι απαλοιφές της GST‐FOXA2 πρωτεΐνης και αναλύθηκαν με SDS‐PAGE ηλεκτροφόρηση. Η 
αλληλεπίδραση ανιχνεύθηκε με Western χρησιμοποιώντας αντίσωμα για τον επίτοπο myc 
(anti‐myc mouse).  Το  input αντιστοιχεί περίπου στο ¼  του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος που 
χρησιμοποιήθηκε στην αντίδραση αλληλεπίδρασης.  
 

 
Από τη στιγμή που ο πυρηνικός υποδοχέας LXRα αλληλεπιδρά με τον παράγοντα 

FOXA2 σε τρεις μη επικαλυπτόμενες περιοχές του, θελήσαμε να εξετάσουμε πιθανή 
αλληλεπίδραση των ενδιάμεσων τμημάτων    του FOXA2 με τον LXRα.  Για το σκοπό 
αυτό,  κατασκευάσαμε  δύο  επιπλέον  πλασμιδιακούς  φορείς  που  περιέχουν  τα 
ενδιάμεσα τμήματα του FOXA2,  τα οποία δεν εξετάστηκαν προηγουμένως. Αυτά τα 
τμήματα αντιστοιχούν στα αμινοξέα 95‐143 και 280‐360 του FOXA2. 

Για  την  κατασκευή  των  χιμαιρικών  πρωτεϊνών GST‐FOXA2  95‐143  και  280‐360, 
απομονώθηκαν  τα  αντίστοιχα  τμήματα  της  κωδικής  περιοχής  του  FOXA2  (του 
αρουραίου)    μετά  από    αντίδραση  PCR.  Ως  εκμαγείο  χρησιμοποιήθηκε  o 
πλασμιδιακός  φορέας  pGEX‐4T‐1‐rFOXA2  και  οι  εκκινητές  που  χρησιμοποιήθηκαν 
παρουσιάζονται  στον  πίνακα  3  (ενότητα  υλικά‐μέθοδοι).  Ακολούθησε  πέψη  των 
προϊόντων  της  αντίδρασης  PCR  με  τα  περιοριστικά  ενζυμα  EcoRI‐NotI  και  ένθεση 
τους  στις  αντίστοιχες  θέσεις  του  φορέα  pGEX‐4T‐1.  Η  ένθεση  των  τμημάτων  του 
FOXA2  στις  θέσεις  EcoRI‐NotI,  επιβεβαιώθηκε  με  διαγνωστικές  πέψεις  με  τα 
περιοριστικά ένζυμα EcoRI‐NotI, EcoRI‐SspI, και XhoI  (καταργείται μετά την ένθεση 
των τμημάτων) (εικόνα 26). 
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Εικόνα 26. Α) Σχηματική αναπαράσταση των πλασμιδιακών κατασκευών που οδηγούν στην 
παραγωγή των    χιμαιρικών πρωτεϊνών GST‐FOXA2 95‐143  και   GST‐FOXA2 280‐360.  Στους 
χάρτες,  παρουσιάζονται οι θέσεις  των περιοριστικών ενζύμων που χρησιμοποιήθηκαν για 
την  επιβεβαίωση  της  κλωνοποίησης.  Β)  Σχηματική  απεικόνιση  του  παράγοντα  FOXA2  και 
των απαλοιφών του σε σύντηξη με τον επίτοπο GST, που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα 
πρωτεϊνικών  αλληλεπιδράσεων  in  vitro. Με  βέλος  απεικονίζονται  οι  νέες  απαλοιφές  του 
FOXA2. 
 
 

Οι  πρωτεΐνες  GST‐FOXA2  95‐143  και  GST‐FOXA2  280‐360  εκφράστηκαν  σε 
βακτήρια  E.coli μετά τη προσθήκη του επαγωγικού μέσου IPTG και απομονώθηκαν 
από  το πρώτο βακτηριακό εκχύλισμα  (εικόνα 27Α).  Στην εικόνα 27Β φαίνονται   οι 
πρωτεΐνες  που  προσδέθηκαν  στα  σφαιρίδια  γλουταθειόνης‐σεφαρόζης.  Στη 
συνέχεια,  το  πρωτεϊνικό  εκχύλισμα  από  κύτταρα  ΗΕΚ293Τ  στα  οποία  είχε 
υπερεκφραστεί ο φορέας έκφρασης του LXRα με διαμόλυνση, χρησιμοποιήθηκε σε 
δοκιμασίες  αλληλεπίδρασης  (GST  pull  down)  με  τις  πρωτεΐνες GST‐FOXA2  95‐143 
και  GST‐FOXA2  280‐360.  Όπως  φαίνεται  στην  εικόνα  28,  ο  υποδοχέας    LXRα 
αλληλεπιδρά ασθενώς με την περιοχή 280‐360 του FOXA2  ενώ δεν αλληλεπιδρά με 
την περιοχή 95‐143.  

Από  τις  εικόνες 24  και 28  φαίνεται  λοιπόν  ότι  ο  LXRα δεν αλληλεπιδρά με  τον 
FOXA2  στην  περιοχή  95‐143  αλλά  αλληλεπιδρά  ισχυρά  ή  ασθενικά  με  4 
διαφορετικές περιοχές του. Βασιζόμενοι στα παραπάνω ευρήματα, θα μπορούσαμε 
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να υποθέσουμε ότι η αλληλεπίδραση του FOXA2 και του LXRα δεν είναι άμεση αλλά 
ίσως  διαμεσολαβείται  από  κάποια  άλλη  πρωτεΐνη  που  εκφράζεται  στα  κύτταρα 
ΗΕΚ293Τ  η  οποία  πιθανώς  να  παίζει  τον  ρόλο  του  «γεφυρωτή»  μεταξύ  των  2 
πρωτεϊνών. Προκειμένου να απαντήσουμε σε αυτό το ερώτημα, θα μπορούσαμε να 
εκφράσουμε τον υποδοχέα LXRα in vitro, να απομονώσουμε την καθαρή πρωτεΐνη, 
χωρίς  άλλες  προσμίξεις  πρωτεϊνών  και  έπειτα  να  γίνουν  δοκιμασίες 
αλληλεπίδρασης με τα διαφορετικά τμήματα του FOXA2.  

 

 
Εικόνα 27. Έκφραση σε E.coli των νέων απαλοιφών του FOXA2, σε σύντηξη με τον GST. 
Α) Oι απαλοιφές του FOXA2 (GST‐FOXA2 95‐143, 280‐360) εκφράστηκαν σε E.coli μετά την 
προσθήκη  IPTG και απομονώθηκαν από το 1ο βακτηριακό εκχύλισμα. Β) Το 1ο βακτηριακό 
εκχύλισμα επωάστηκε ολονύχτια στους 4ο C με σφαιρίδια γλουταθειόνης‐σεφαρόζης , ώστε 
να  προσδεθούν  οι  πρωτεΐνες  στα  σφαιρίδια.  Έγινε  χρώση  του  πηκτώματος  με Coomassie 
blue.(Οι απαλοιφές του FOXA2 φαίνονται με αστερίσκο) 
 

 

Εικόνα 28.   Φυσική αλληλεπίδραση  in vitro, μεταξύ του LXRα και των νέων απαλοιφών 
του FOXA2. 
Κύτταρα  ΗΕΚ293Τ  διαμολύνθηκαν  παροδικά  με  τον  πλασμιδιακό  φορέα  έκφρασης  του 
LXRα,  σε  ποσότητα  15μg.  Το  πρωτεϊνικό  εκχύλισμα  επωάστηκε  ολονύχτια  στους  4ο  C  με 
σφαιρίδια γλουταθειόνης‐σεφαρόζης, στα οποία είχε προσδεθεί η GST πρωτεΐνη (control) ή 
οι  απαλοιφές  της GST‐FOXA2  πρωτεΐνης  (95‐143,  280‐360)  και  αναλύθηκαν  με  SDS‐PAGE 
ηλεκτροφόρηση.  Η  αλληλεπίδραση  ανιχνεύθηκε  με Western  χρησιμοποιώντας  αντίσωμα 
για  τον  επίτοπο  myc  (anti‐myc  mouse).  Το  input  αντιστοιχεί  περίπου  στο  1/4  του 
πρωτεϊνικού εκχυλίσματος που χρησιμοποιήθηκε στην αντίδραση αλληλεπίδρασης.  
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Φυσικές  αλληλεπιδράσεις  μεταξύ  του  παράγοντα  FOXΟ1  και  του 
πυρηνικού υποδοχέα LXRα. 

Η πρωτεΐνη FOXO1  (Forkhead box O) ή FKHR ανήκει στην υπο‐οικογένεια FOXΟ 
των μεταγραφικών παραγόντων forkhead box και εμπλέκεται σε πολλές βιολογικές 
διεργασίες, όπως η απόπτωση, η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου, η απόκριση στο 
οξειδωτικό  στρες  και  ο  μεταβολισμός  (γλυκονεογένεση,  καταβολισμός  αμινοξέων, 
γλυκόλυση,  σύνθεση  λιπαρών  οξέων  κ.α.)  255,256.  Ο  FOXO1  παίζει  σημαντικό  ρόλο 
στην ομοιόσταση της γλυκόζης, αφού προσδένεται σε υποκινητές γονιδίων ενζύμων 
της γλυκονεογένεσης, όπως είναι η PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase) και 
η  G6PC  (glucose‐6‐phosphatase),  και  ενεργοποιεί  τη  διαδικασία  παραγωγής 
γλυκόζης  257‐259.  Περιέχει  αλληλουχίες  πυρηνικού  εντοπισμού  και  πυρηνικού 
αποκλεισμού (NLS‐Nuclear Localization Signal, NES‐Nuclear Export Signal), οι οποίες 
του επιτρέπουν να εντοπίζεται σε διαφορετικές υποκυτταρικές περιοχές κατά έναν 
ρυθμιζόμενο  τρόπο.  O  FOXO1  ρυθμίζεται  από  αρκετές  μετα‐μεταφραστικές 
τροποποιήσεις  συμπεριλαμβανομένων  της  φωσφορυλίωσης,  της  ακετυλίωσης  και 
της  ουβικιτινυλίωσης260.  Ένας  σημαντικός  ρυθμιστής  του  FOXO1  είναι  η  κινάση 
AKT/PKB  (serine/threonine  kinase  Akt/  protein  kinase  B),  η  οποία  τον 
φωσφορυλιώνει  σε  τρία  κατάλοιπα  (Τ24, S256, S319)  και  τον  οδηγεί  έξω από  τον 
πυρήνα,  αναστέλλοντας  την  ενεργότητα  του,  σε  συνθήκες  υψηλών  επιπέδων 
γλυκόζης141,261.  Μελέτες  έχουν  δείξει  ότι  ο  FOXO1  αλληλεπιδρά  με  πυρηνικούς 
υποδοχείς  ,  όπως  ο    υποδοχέας  των  ανδρογόνων  (AR)  262,263,  ο  υποδοχέας  των 
οιστρογόνων (ΕR)264, ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών (GR)και ο υποδοχέας του 
ρετινοϊκού οξέος (RAR)265 και μπορεί είτε να ενεργοποιήσει είτε ή να καταστείλει τη 
δράση τους.  

Θελήσαμε, λοιπόν να εξετάσουμε αν ο υποδοχέας LXRα αλληλεπιδρά με την FOX 
πρωτεΐνη,  FOXO1.  Για  τον  εντοπισμό  πιθανών  φυσικών  αλληλεπιδράσεων  μεταξύ 
των δύο πρωτεϊνών, πραγματοποιήθηκαν πειράματα in vitro (GST pull down) και ex 
vivo (Co‐IP).  

Αρχικά,  ελέγχθηκε  η  έκφραση  της  πρωτεΐνης    GST‐FOXO1  σε    βακτήρια  E.coli 
μετά  από  επώαση  με    IPTG  και  ακολούθησε  η  απομόνωσή  της  από  το  πρώτο 
βακτηριακό εκχύλισμα  (εικόνα 29Α). Αφού προσδέθηκε η πρωτεΐνη GST‐FOXO1 σε 
σφαιρίδια  γλουταθειόνης‐σεφαρόζης  (εικόνα  29Β),  χρησιμοποιήθηκε    σε 
δοκιμασίες αλληλεπιδράσεων GST pull down  με το πρωτεϊνικό εκχύλισμα κυττάρων 
ΗΕΚ293Τ στα οποία είχε υπερεκφραστεί ο LXRα.  Όπως φαίνεται στην εικόνα 30Α, ο 
υποδοχέας  LXRα αλληλεπιδρά ισχυρά με τον παράγοντα FOXO1.  

Το  αποτέλεσμα  αυτό  επιβεβαιώθηκε  με  τη  μέθοδο  συν‐ανοσοκατακρήμνισης 
πρωτεϊνών ex vivo  (Co‐IP),  όπου  χρησιμοποιήθηκαν    πρωτεϊνικά  εκχυλίσματα από 
κύτταρα  ΗΕΚ293Τ    στα  οποία  είχαν  υπερεκφραστεί  οι  FOXO1  ή/και  LXRα.  Όπως 
φαίνεται  στην  εικόνα    30B,  ο  υποδοχέας  LXRα  συν‐κατακρημνίζεται  μαζί  με  τον 
παράγοντα FOXΟ1 (χρησιμοποιώντας το αντίσωμα anti‐flag), ενδεικτικό της μεταξύ 
τους φυσικής αλληλεπίδρασης . 
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ΒΑ 

Εικόνα 29. Έκφραση σε E.coli της πρωτεΐνης FOXO1, σε σύντηξη με τον GST. 
Α) H  πρωτεΐνη GST‐FOXO1    εκφράστηκε  σε  βακτήρια  E.coli  μετά  την  προσθήκη  IPTG  και 
απομονώθηκε από το 1ο βακτηριακό εκχύλισμα. Β) Το 1ο βακτηριακό εκχύλισμα επωάστηκε 
ολονύχτια  στους  4ο  C  με  σφαιρίδια  γλουταθειόνης‐σεφαρόζης    ώστε  να  προσδεθεί  η 
πρωτεΐνη  στα  σφαιρίδια.  Έγινε  χρώση  του  πηκτώματος  με Coomassie blue  (οι  πρωτεΐνες 
GST‐FOXO1 και  GST φαίνονται με αστερίσκο). 
 
 

 

Α 

Εικόνα 30. Φυσική αλληλεπίδραση μεταξύ του FOXO1 και του LXRα. 
A)  Κύτταρα ΗΕΚ293Τ διαμολύνθηκαν παροδικά με  τον πλασμιδιακό φορέα έκφρασης  του 
LXRα (6myc LXRα) σε ποσότητα 15μg. Το πρωτεϊνικό εκχύλισμα επωάστηκε ολονύχτια στους 
4ο C  με  σφαιρίδια  γλουταθειόνης‐σεφαρόζης,  στα  οποία  είχε  προσδεθεί  η GST  πρωτεΐνη 
(control)  ή  η  GST‐FOXO1  πρωτεΐνη  και  αναλύθηκαν  με  SDS‐PAGE  ηλεκτροφόρηση.  Η 
αλληλεπίδραση ανιχνεύθηκε με Western χρησιμοποιώντας το αντίσωμα anti‐myc. Το input 
αντιστοιχεί  περίπου  στο  1/4  του  πρωτεϊνικού  εκχυλίσματος  που  χρησιμοποιήθηκε  στην 
αντίδραση. B) Κύτταρα ΗΕΚ293Τ διαμολύνθηκαν παροδικά με τους πλασμιδιακούς φορείς 
έκφρασης  του  LXRα  (6myc  LXRα)  ή/και  του  FOXO1  (flag  FOXO1),  σε  ποσότητα  10μg,  o 
καθένας.  Τα  πρωτεϊνικά  εκχυλίσματα  χρησιμοποιήθηκαν  για  αντιδράσεις 
ανοσοκατακρήμνισης,  με  το  αντίσωμα  anti‐flag  ή  το  anti‐Gal4  (μη  ειδικό‐control).  Οι 
πρωτεΐνες  που  κατακρημνίστηκαν  αναλύθηκαν  με  SDS‐PAGE  ηλεκτροφόρηση  και  τυχόν 
αλληλεπίδραση  ανιχνεύθηκε  με  Western  χρησιμοποιώντας  το  αντίσωμα  anti‐LXR.  H 
πρωτεΐνη  FOXO1  που  ανοσοκατακρημνίστηκε  ανιχνεύτηκε  με  το  αντίσωμα  anti‐flag.  Το 
input  αντιστοιχεί  περίπου  στο 1/16  του  πρωτεϊνικού  εκχυλίσματος  που  χρησιμοποιήθηκε 
στην αντίδραση.  
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Φυσικές  αλληλεπιδράσεις  μεταξύ  του  FOXΑ2  και  άλλων  μελών  της 
οικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων ορμονών. 

Όπως  έχει  αναφερθεί  στην  Εισαγωγή,  ο  FOXA2  και  άλλα  μέλη  της  οικογένειας 
forkhead  αλληλεπιδρούν  φυσικά  με  πυρηνικούς  υποδοχείς  ορμονών.  Για 
παράδειγμα,  οι  FOXA2  και  FOXA1  αλληλεπιδρούν  με  τον  υποδοχέα  ανδρογόνων 
(Androgen  receptor‐AR)230.  Ακόμη,  ο  FOXA2  αλληλεπιδρά  με  τους  πυρηνικούς 
υποδοχείς  HNF6251  και  PXR  (Pregnane  X  Receptor)250  και  ρυθμίζει  την  έκφραση 
γονιδίων –στόχων αυτών των υποδοχέων. 

Προκειμένου  να  ελέγξουμε  αν  FOXA2  αλληλεπιδρά  και  με  άλλους  πυρηνικούς 
υποδοχείς  επιπρόσθετα  των  LXRα  και  RXRα,  πραγματοποιήσαμε  μια  σειρά  από 
δοκιμασίες  αλληλεπιδράσεων  πρωτεϊνών  in  vitro  (GST  pull  down).  Οι  HNF4α 
(Hepatocyte Nuclear Factor 4α),  RARα (Retinoic Acid Receptor α) , RXRa, LXRβ, FXR 
(Farnesoid X receptor) και TRβ1 (Thyroid hormone Receptor β1) είναι μεταγραφικοί 
παράγοντες, οι οποίοι εκφράζονται στο ήπαρ και ρυθμίζουν πολλά γονίδια‐στόχους 
που εμπλέκονται στο μεταβολισμό των λιποπρωτεϊνών, συμπεριλαμβανομένων των 
απολιποπρωτεϊνών,    των  μεταφορέων  χοληστερόλης  και  των  ενζύμων 
αναδιαμόρφωσης των λιποπρωτεϊνών 266,267. 

Οι  πλασμιδιακοί  φορείς  έκφρασης  για  τους  παραπάνω  πυρηνικούς  υποδοχείς 
(HNF4α, RARα, TRβ1, FXR, LXRβ, RXRa) υπερεκφράστηκαν σε κύτταρα ΗΕΚ293Τ και 
απομονώθηκαν  τα  πρωτεϊνικά  εκχυλίσματα  των  κύτταρων.  Έπειτα, 
χρησιμοποιήθηκαν σε δοκιμασίες αλληλεπίδρασης με  την πρωτεΐνη GST‐FOXA2,  η 
οποία,  είχε  προσδεθεί  σε  σφαιρίδια  γλουταθειόνης‐σεφαρόζης.  Όπως  φαίνεται 
στην εικόνα 31, ο παράγοντας FOXA2 αλληλεπιδρά πολύ ισχυρά με τους υποδοχείς 
RARα, HNF4α και LXRβ,  ενώ με  τους υποδοχείς FXR, TRβ1  και   RXRa αλληλεπιδρά 
πιο ασθενώς.  
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Εικόνα 31. Φυσική αλληλεπίδραση  in vitro μεταξύ του FOXA2 και διαφόρων πυρηνικών 
υποδοχέων. 
Κύτταρα  ΗΕΚ293Τ  διαμολύνθηκαν  παροδικά  με  τους  πλασμιδιακούς  φορείς  έκφρασης 
διαφορών  πυρηνικών  υποδοχέων  (LXRβ,  FXR,  TRβ1,  HNF4α,  RXRα,  RARα)  σε  ποσότητα 
15μg.  Τα  πρωτεϊνικά  εκχυλίσματα  επωάστηκαν  ολονύχτια  στους  4ο  C  με  σφαιρίδια 
γλουταθειόνης‐σεφαρόζης,  στα  οποία  είχε  προσδεθεί  η GST  πρωτεΐνη  (control)  ή  η GST‐
FOXA2  πρωτεΐνη  και  αναλύθηκαν  με  SDS‐PAGE  ηλεκτροφόρηση.  Η  αλληλεπίδραση 
ανιχνεύθηκε με Western  χρησιμοποιώντας αντίσωμα  ειδικό  για  κάθε  υποδοχέα.  Το  input 
αντιστοιχεί  περίπου  στο  1/4  του  πρωτεϊνικού  εκχυλίσματος  που  χρησιμοποιήθηκε  στην 
αντίδραση αλληλεπίδρασης.  
 
 

Ο παράγοντας FOXΑ2 εμποδίζει την επαγωγή των υποκινητών των γονιδίων 
ΑpoCIII και ApoAI 

Από τη στιγμή που ο παράγοντας FOXΑ2 αλληλεπιδρά με διάφορους πυρηνικούς 
υποδοχείς,  θελήσαμε  να  εξετάσουμε αν αυτή η  αλληλεπίδραση  έχει  κάποιο  ρόλο 
στην ρύθμιση γονιδίων‐στόχων των υποδοχέων. Ο HNF4α προσδένεται σε HREs που 
υπάρχουν σε υποκινητές διαφόρων γονιδίων απολιποπρωτεϊνών και ρυθμίζουν την 
έκφρασή τους σε ηπατικά κύτταρα. Δύο τέτοια γονίδια είναι των απολιποπρωτεϊνών 
ApoCIII και ApoAI.  

Για  να  διερευνήσουμε  την  επίδραση  της  υπερέκφρασης    του  FOXΑ2  στην 
επαγωγή των υποκινητών των παραπάνω γονιδίων, πραγματοποιήσαμε παροδικές 
διαμολύνσεις  σε  κύτταρα  HepG2  και  ΗΕΚ293Τ.  Για  τις  διαμολύνσεις 
χρησιμοποιήθηκαν  τα  πλασμίδια  (‐890/+24)  ApoCIII  και  (‐1024/‐24)  ApoAI,  στα 
οποία είχαν κλωνοποιηθεί οι περιοχές  ‐890/+24 και ‐1024/‐24 των υποκινητών των 
γονιδίων ApoCIII και ApoAI, αντίστοιχα, μπροστά από το γονίδιο της λουσιφεράσης. 
Όπως φαίνεται στην εικόνα 32Α, ο παράγοντας HNF4α ενεργοποίησε τον υποκινητή 
του γονιδίου της ApoCIII κατά 16 φορές. Ωστόσο, η ταυτόχρονη έκφραση του FOXA2 
εμπόδισε την επαγωγή από τον HNF4α κατά 1,4 φορές. Στα HepG2 το αποτέλεσμα 
αυτό ήταν πιο έντονο, αφού ο HNF4α ενεργοποίησε τον υποκινητή του ApoCIII κατά 
3 φορές, αλλά παρουσία του FOXA2, η επαγωγή του υποκινητή μειώθηκε κατά 2,6 
φορές (εικόνα 32B). Παρόμοιο αποτέλεσμα παρατηρήθηκε και στον υποκινητή του  
γονιδίου της ApoAI, όπου ο  FOXA2 παρουσία του HNF4α μείωσε την ενεργοποίηση 
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του  υποκινητή  κατά  1,7  φορές  (εικόνα  32C).  Φαίνεται  λοιπόν,  ότι  ο  FOXA2  δρα 
αρνητικά  στην  επαγωγή  των  υποκινητών  των  γονιδίων ApoCIII  και ApoAI  από  τον 
παράγοντα HNF4α. 
 

   

Α  Β

 

C 

Εικόνα  32.  Ο  FOXA2  εμποδίζει  την  επαγωγή  του  υποκινητή  των  γονιδίων  των  ApoCIII    και 
ApoΑI από τον παράγοντα HNF4α.  
Κύτταρα  ΗΕΚ293Τ  (A)  ή  HepG2  (B)  διαμολύνθηκαν  παροδικά  με  το  πλασμίδιο  αναφοράς  (‐
890/+24)‐ApoCIII‐luc (1μg) καθώς και με τους φορείς έκφρασης (1μg) για τους παράγοντες FOXA2 
(6myc‐ FOXA2), HNF4α. (C) Κύτταρα HepG2 διαμολύνθηκαν παροδικά με το πλασμίδιο αναφοράς 
(‐1024/‐24)‐ApoΑI‐luc  (1μg)  καθώς  και  με  τους  φορείς  έκφρασης  (2μg)  για  τους  παράγοντες 
FOXA2 (6myc‐ FOXA2), HNF4α. Επίσης, πλασμιδιακός φορέας έκφρασης για τη β‐γαλακτοσιδάση 
(1μg)  προστέθηκε  κατά  τη  διαμόλυνση  σε  όλα  τα  δείγματα,  για  την  κανονικοποίηση  των 
μετρήσεων λουσιφεράσης. Οι τιμές αντιστοιχούν στο μέσο όρο των τιμών από ένα πείραμα (Α), 
δυο πειράματα (Β)(C), εις διπλούν . *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0,001  
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Μεταφορά των απαλοιφών του FOXA2 από τον πλασμιδιακό φορέα pGEX‐
4T‐1 στον φορέα pcDNA3‐6myc  

Οι απαλοιφές του FOXA2 που είχαν κλωνοποιηθεί στο φορέα pGEX‐4T‐1 για τις 
δοκιμασίες  GST  pull  down,  μεταφέρθηκαν  στον  φορέα  pcDNA3που  φέρει  τον 
επίτοπο  6myc.  Αυτές  οι  νέες  κατασκευές  θα  χρησιμοποιηθούν  στην  συνέχεια  σε 
πειράματα  αλληλεπιδράσεων  ex  vivo  (Co‐IP)  με  τον  υποδοχέα  LXRα  και  σε 
δοκιμασίες  μέτρησης  της  ενεργότητας  υποκινητών,  ώστε  να  επιβεβαιωθούν  τα 
παραπάνω αποτελέσματα και να προσδιοριστούν καλύτερα οι περιοχές του  FOXA2 
που ευθύνονται για την αλληλεπίδραση με τους πυρηνικούς υποδοχείς. 

Έτσι,  οι  απαλοιφές  1‐94,  95‐143,  144‐279,  280‐360,  και  361‐458  του  FOXA2 
(εικόνα 26Β), απομονώθηκαν από τον φορέα pGEX‐4T‐1 με τα περιοριστικά ενζυμα 
EcoRI‐NotI και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pcDNA3‐6myc. Η 
ένθεση του τμήματος  1‐94 στις θέσεις EcoRI‐NotI, επιβεβαιώθηκε με διαγνωστικές 
πέψεις με τα περιοριστικά ένζυμα EcoRI‐NotI και SmaI (κόβει μέσα στο ένθεμα). Η 
ένθεση του τμήματος  95‐143, επιβεβαιώθηκε με πέψεις με τα περιοριστικά ένζυμα 
EcoRI‐NotI  και  SmaI‐BglI  (η BglI  κόβει  μέσα  στο  ένθεμα).  Η  ένθεση  του  τμήματος 
144‐279, επιβεβαιώθηκε με διαγνωστικές πέψεις με τα περιοριστικά ένζυμα EcoRI‐
NotI  και  BglΙΙ  (κόβει  μέσα  στο  ένθεμα).  Η  ένθεση  του  τμήματος  280‐360, 
επιβεβαιώθηκε με  διαγνωστικές  πέψεις  με  τα περιοριστικά  ένζυμα EcoRI‐NotI  και 
BglΙΙ‐PstI  (η  PstI  κόβει  μέσα  στο  ένθεμα).  Η  ένθεση  του  τμήματος  361‐458, 
επιβεβαιώθηκε με  διαγνωστικές  πέψεις  με  τα περιοριστικά  ένζυμα EcoRI‐NotI  και 
HindIII‐PstI (η PstI κόβει μέσα στο ένθεμα) (εικόνα 33,34). 
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Πέψη με EcoRI‐NotI 

 
Ένθεση FOXA2 απαλοιφών 

 

 

 

Εικόνα  33.  Σχηματική  αναπαράσταση  της  στρατηγικής  για  την  κατασκευή  των 
πλασμιδιακών φορέων  pcDNA3‐6myc, που φέρουν τις απαλοιφές του FOXA2 (1‐94, 95‐143, 
144‐279,  280‐360,  και  361‐458).  Στον  χάρτη  του  pcDNA3‐6myc,  σημειώνονται  οι  θέσεις 
κλωνοποίησης (EcoRI‐NotI) και οι θέσεις περιορισμού με τις οποίες έγινε η επιβεβαίωση της 
κλωνοποίησης (βλ. αναλυτικά στο κείμενο). 
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Εικόνα  34.  Σχηματική  απεικόνιση  του  παράγοντα  FOXA2  και  των  απαλοιφών  του  σε 
σύντηξη με τον επίτοπο 6myc. 
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ΜΕΡΟΣ  Β 

 

Επαγωγή  του  γονιδίου  του  ABCA1  από  τα  ετεροδιμερή  LXRα/RXRα  και 
LXRβ/RXRα  

Όπως  έχει  αναφερθεί  στην  εισαγωγή,  οι  δύο    LXR  ισομορφές,    LXRα  και  LXRβ 
είναι  ~78%  ομόλογες  στην  αμινοξική  αλληλουχία  των  περιοχών DBD  και  LBD  και 
αποκρίνονται στους ίδιους συνδέτες. Παρόλα αυτά , η κατανομή τους στους ιστούς 
και τα γονίδια που ρυθμίζουν,  διαφέρουν σημαντικά.  

Αρχικά,  θελήσαμε  να  διαπιστώσουμε  αν  ο  υποκινητής  του  γονιδίου  ABCA1 
ενεργοποιείται και από τις δύο ισομορφές του LXR (LXRα και  LXRβ). Για τον σκοπό 
αυτό  πραγματοποιήσαμε  παροδικές  διαμολύνσεις  σε  κύτταρα  ΗΕΚ293Τ, 
χρησιμοποιώντας  το πλασμίδιο  (‐76/+205) ABCA1,  στα οποίο  είχε  κλωνοποιηθεί η 
περιοχή ‐76/+205  του υποκινητή του   ABCA1 που φέρει το στοιχείο LXRE μπροστά 
από  το  γονίδιο  της  λουσιφεράσης  (εικόνα  35).  Οι  υποδοχείς  LXRα/RXRα  και  
LXRβ/RXRα  ενεργοποιήθηκαν  με  τη  χορήγηση  του  συνθετικού  συνδέτη  των  LXR, 
Τ0901317 , για 24 ώρες.  
 

 

Εικόνα 35.  Σχηματική απεικόνιση  των ρυθμιστικών στοιχείων  του υποκινητή  του γονιδίου 
του  ABCA1  και  της  5’  απαλοιφής  του  (‐76/+205),  που  χρησιμοποιήθηκε  στα  πειράματα 
μέτρησης ενεργότητας λουσιφεράσης  
 
 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 36Α,  το ετεροδιμερές LXRα/RXRα ενεργοποίησε τον 
υποκινητή  του  ABCA1  κατά  25  φορές  απουσία  του  συνδέτη  Τ0901317,  ενώ 
παρουσία του συνδέτη κατά 46 φορές. Αντίστοιχο αποτέλεσμα παρατηρείται και με 
το ετεροδιμερές LXRβ/RXRα, το οποίο ενεργοποίησε τον υποκινητή του ABCA1 κατά 
13  φορές  απουσία  του  συνδέτη  Τ0901317,  και  22  φορές  παρουσία  του  συνδέτη 
(εικόνα  36Β).  Παρόλα  αυτά  φαίνεται  ότι  ο  υποκινητής  του  ABCA1  επάγεται  σε 
μικρότερο βαθμό από τον LXRβ (13 φορές) σε σχέση με τον LXRα (25 φορές). Αυτό 
μάλλον  οφείλεται  στα  βασικά  επίπεδα  έκφρασης  των  δύο  πυρηνικών  υποδοχέων 
στα  κύτταρα  ΗΕΚ293Τ.  Παρατηρώντας  την  εικόνα  37,  φαίνεται  ότι  ο  LXRα 
εκφράζεται 2 φορές παραπάνω από τον LXRβ. Επομένως, συμπεραίνουμε ότι, τόσο 
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ο    LXRα  όσο  και  ο  LXRβ,  σχηματίζοντας  ετεροδιμερή  με  τον    RXRα,  μπορούν  να 
επάγουν τον υποκινητή του ABCA1 παρουσία του LXR συνδέτη Τ0901317. 
 
 

    

ΒΑ 

Εικόνα  36.  Ενεργοποίηση  του  γονιδίου  ABCA1  από  τους  υποδοχείς  LXRα/RXRα    ή 
LXRβ/RXRα  και τον συνδέτη Τ0901317 
Κύτταρα ΗΕΚ293Τ διαμολύνθηκαν παροδικά με το πλασμίδιο αναφοράς (‐76/+205)‐ABCA1‐
luc (1μg) καθώς και με τους φορείς έκφρασης (0.5μg) για τους υποδοχείς LXRα (6myc‐LXRα),  
LXRβ (Flag‐LXRβ), RXRα (6myc‐RXRα), παρουσία ή απουσία του συνδέτη του LXR, Τ0901317 
(10‐6)  για 24 ώρες.  Επίσης,  ένας πλασμιδιακός φορέας έκφρασης για  τη β‐γαλακτοσιδάση 
(1μg)  προστέθηκε  κατά  τη  διαμόλυνση  σε  όλα  τα  δείγματα,  για  την  κανονικοποίηση  των 
μετρήσεων  λουσιφεράσης.  Οι  τιμές  αντιστοιχούν  στο  μέσο  όρο  των  τιμών  από  τρία 
πειράματα, εις διπλούν . *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0,001 
 
 

 

 

Εικόνα 37.  Βασικά επίπεδα έκφρασης των υποδοχέων LXRα και LXRβ.  
Κύτταρα ΗΕΚ293Τ διαμολύνθηκαν παροδικά με τον πλασμιδιακό φορέα έκφρασης του LXRα 
(6myc‐LXRα) ή LXRβ (Flag‐LXRβ) (0,5μg o καθένας). Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα αναλύθηκαν 
με  SDS‐PAGE  ηλεκτροφόρηση  και  η  ανίχνευση  των  πρωτεϊνικών  επιπέδων  του  LXRα  και 
LXRβ  έγινε  με  Western  χρησιμοποιώντας  αντίσωμα  για  τον  LXR  (anti‐  LXR  rabbit).  Τα 
επίπεδα  της  ακτίνης  ανιχνεύθηκαν  με  το  αντίσωμα  anti‐actin,  για  κανονικοποίηση  της 
ποσότητας των δειγμάτων.  
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Κατασκευή  πλασμιδιακών  φορέων  που  παράγουν  shRNA  για  τους 
πυρηνικούς υποδοχείς LXRα , LXRβ και έλεγχος έκφρασης τους στα κύτταρα 

Απώτερος σκοπός αυτής της μελέτης ήταν να προσδιορίσουμε –χαρακτηρίσουμε 
ειδικά  γονίδια‐στόχους  που  επάγονται  από  τους  πυρηνικούς  υποδοχείς  LXRα  και 
LXRβ,  εφόσον  και  οι  δύο  προσδένουν  τον  συνδέτη  Τ0901317.  Για  το  σκοπό αυτό, 
θελήσαμε  να  κατασκευάσουμε  πλασμιδιακούς  φορείς  που  να  εκφράζουν  shRNA 
ειδικά  για  τους  δύο  LXR  υποδοχείς  του  ανθρώπου.    Αυτοί  οι  φορείς,  αφού 
χρησιμοποιηθούν  σε  κύτταρα HepG2,  θα  παράγουν  τα  shRNA  για  τον  LXRα  ή/και 
LXRβ και έτσι θα κατασταλεί η έκφραση των αντίστοιχων υποδοχέων. Με αυτόν τον 
τρόπο, θα μπορέσουμε να προσδιορίσουμε ποια γονίδια ενεργοποιούνται και ποια 
καταστέλλονται από τον κάθε ένα πυρηνικό υποδοχέα ξεχωριστά. 

Για την κατασκευή των πλασμιδιακών φορέων που θα παράγουν shRNA για τους 
υποδοχείς  LXRα  και  LXRβ,  χρησιμοποιήθηκε  ο  φορέας  pSuper‐gfp/neo,  o  οποίος 
κόπηκε με τα περιοριστικά ένζυμα BglII‐HindIII. Με το εργαλείο MWG Operon siRNA 
design, σχεδιάστηκαν ολιγονουκλεοτίδια που περιέχουν την αλληλουχία έκφρασης 
siRNA για τους υποδοχείς LXRα και LXRβ του ανθρώπου, όπως παρουσιάζονται στον 
πίνακα 4.  Έπειτα,  τα  δίκλωνα  ολιγονουκλεοτίδια  που  έχουν  τα  προεξέχοντα άκρα 
των  ενζύμων  BglII‐HindIII,  κλωνοποιήθηκαν  στις  αντίστοιχες  θέσεις  του  φορέα 
pSuper‐gfp/neo.  Η  ένθεση  των  αλληλουχιών  shRNA  στις  θέσεις  BglII‐HindIII, 
επιβεβαιώθηκε  με  διαγνωστικές  πέψεις  με  τα  περιοριστικά  ένζυμα  BglII  (η  θέση 
καταστρέφεται μετά  την  ένθεση)  και με EcoRI‐HindIII  (εικόνα   38).  Στην  εικόνα 39 
φαίνονται  τα mRNA  των  πυρηνικών  υποδοχέων  LXRα  ,  LXRβ,  και  οι  περιοχές  που 
αναγνωρίζουν τα shRNA που σχεδιάστηκαν. 

 
 

Πίνακας  4.  Οι  αλληλουχίες  των  ολιγονουκλεοτιδίων  που  χρησιμοποιήθηκαν  για  τη 
δημιουργία  των πλασμιδιακών κατασκευών που φέρουν την αλληλουχία για τα shRNAs. Οι 
αλληλουχίες  si‐RNA  που  στοχεύουν  τους  υποδοχείς  LXRa,  LXRb  φαίνονται  με  έντονα 
γράμματα  και  υπογραμμίζονται  με  βέλος,  ενώ  οι  θέσεις  κλωνοποίησης  (BglII‐HindIII) 
παρουσιάζονται με μικρά γράμματα. 
 

Όνομα  Αλληλουχία ολιγονουκλεοτιδίων 

shRNA LXRa sense  5’‐ gatccCCGAACAGATCCGCCTGAAGATTCAAGAGATCTTCAGGCGGATCTGTTCTTTTTA‐3’

shRNA LXRa antisense  5’‐ agcttAAAAAGAACAGATCCGCCTGAAGATCTCTTGΑATCTTCAGGCGGATCTGTTCGGG‐3’

shRNA LXRb sense  5’‐ gatccCCGAACAGATCCGGAAGAAGATTCAAGAGATCTTCTTCCGGATCTGTTCTTTTTA‐3’

shRNA LXRb antisense  5’‐  agcttAAAAAGAACAGATCCGGAAGAAGATCTCTTGAATCTTCTTCCGGATCTGTTCGGG‐3’

shRNA LXRa/b sense  5’‐ gatccCCGTATCACCTTCCTCAAGGATTCAAGAGATCCTTGAGGAAGGTGATACTTTTTA‐3’

shRNA LXRa/b antisense 5’‐ agcttAAAAAGTATCACCTTCCTCAAGGATCTCTTGAATCCTTGAGGAAGGTGATACGGG‐3’
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pSuper-gfp/neo
8371 bp

Amp

EGFP
Neo

PGK promoter

H1 promoter

Stuffer

Hin dII I  (1442)

Bg l II  (2425)

Eco RI (1483)

Eco RI (2646)

 

 

 

 

Πέψη με BglII‐HindIII 

Ένθεση LXR shRNA αλληλουχιών  

pSuper-gfp/neo-shLXR
7448 bp

LXR shRNA

Amp

EGFP

Neo

PGK promoter

H1 promoter

Hin dII I  (1442)

Eco RI (1723)

 

Εικόνα  38.  Σχηματική  αναπαράσταση  της  στρατηγικής  για  την  κατασκευή  των 
πλασμιδιακών φορέων  pSuper‐gfp/neo, που φέρουν τις αλληλουχίες shRNAs για τα LXRα, 
LXRβ και LXRα/β. Στους χάρτες, σημειώνονται οι θέσεις κλωνοποίησης (BglII‐HindIII) και οι 
θέσεις περιορισμού με τις οποίες έγινε η επιβεβαίωση της κλωνοποίησης (EcoRI‐HindIII). (η 
θέση BglII καταστρέφεται μετά την κλωνοποίηση των ενθεμάτων). 
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Εικόνα  39.  Σχηματική  απεικόνιση  των mRNAs  των  LXRα  και  LXRβ  και  των  περιοχών  που 
αναγνωρίζουν τα  shRNAs. Με βέλος παρουσιάζεται η θέση έναρξης της μεταγραφής. (ATG‐ 
κωδικόνιο έναρξης, TGA‐ κωδικόνιο λήξης) 
 
 

Στη συνέχεια θελήσαμε να ελέγξουμε την αποτελεσματικότητα των shRNAs στο 
να  καταστέλλουν  την  έκφραση  των υποδοχέων  LXRα  και  LXRβ  κατά  ειδικό  τρόπο. 
Για το λόγο αυτό, πραγματοποιήσαμε παροδικές διαμολύνσεις κυττάρων HEK293T 
με αυξανόμενες ποσότητες από τους πλασμιδιακούς φορείς που παράγουν   τα sh‐
LXRs (sh‐LXRα , sh‐LXRβ, sh‐LXRα/β) ή το sh‐control, καθώς και φορείς για τους LXRα 
και  LXRβ.  Όπως  φαίνεται  στην  εικόνα  40Α,  το  sh‐LXRα  αποσιώπησε  ειδικά  τον 
υποδοχέα  LXRα, , ακόμα και με ποσότητα 1μg, καθώς δεν επηρεάστηκε καθόλου η  
έκφραση  του  LXRβ.  Το  ίδιο  συνέβη  και  με  το  sh‐LXRβ,  το  οποίο  κατέστειλε  την 
έκφραση του LXRβ, ενώ δεν επηρέασε την έκφραση του LXRα (εικόνα 40B).  

Στην  αρχική  μας  προσπάθεια  σχεδιασμού  και  κατασκευής  ενός  πλασμιδιακού 
φορέα  που  θα  φέρει  την  αλληλουχία  έκφρασης  siRNA  για  τον  υποδοχέα  LXRα, 
ανακαλύψαμε ότι αυτό το shRNA, αποσιωπούσε τόσο τον υποδοχέα LXRα (για τον 
οποίο είχε σχεδιαστεί) όσο   και   τον LXRβ  (εικόνα 40C). Οπότε δημιουργήθηκε και 
ένας  φορέας  –  shRNA,  που  καταστέλλει  την  έκφραση  και  των  δύο  LXRs  και 
αναφέρεται σαν sh‐LXRα/β .  
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Εικόνα 40. Αποσιώπηση της έκφρασης του υποδοχέα LXRα ή/και του LXRβ με τη χρήση 
shRNA  
Κύτταρα  ΗΕΚ293Τ  διαμολύνθηκαν  παροδικά  με  αυξανόμενες  ποσότητες  (1,2,3  μg) 
πλασμιδιακού  φορέα  που  παράγει  sh‐LXRα  (A),  sh‐LXRβ  (B),  sh‐LXRα/β  (C)  ή  sh‐control, 
παρουσία  1μg  φορέα  έκφρασης  LXRα  (6myc‐LXRα)  ή  LXRβ  (Flag‐LXRβ).  Τα  πρωτεϊνικά 
εκχυλίσματα αναλύθηκαν με SDS‐PAGE ηλεκτροφόρηση και η ανίχνευση των πρωτεϊνικών 
επιπέδων του LXRα και LXRβ έγινε με Western Βlot χρησιμοποιώντας αντίσωμα για τον LXR 
(anti‐ LXR rabbit). Τα πρωτεϊνικά επίπεδα της ακτίνης ανιχνευτήκαν για την κανονικοποίηση 
των δειγμάτων. 
 
 
 
 
 
 
 

75 

 



Από τη στιγμή που τα shRNAs, ειδικά για τους LXRα ή/και LXRβ αποσιωπούν την 
έκφραση των υποδοχέων στα κύτταρα, θελήσαμε να ελέγξουμε την επίδρασή τους 
στην  ενεργοποίηση  του υποκινητή  του  γονιδίου ABCA1  από  τον συνδέτη  του LXR, 
T0901317.  Για  το  λόγο  αυτό,  πραγματοποιήσαμε  παροδικές  διαμολύνσεις  σε 
κύτταρα HepG2, χρησιμοποιώντας το πλασμίδιο (‐76/+205) ABCA1, καθώς και τους 
φορείς έκφρασης των shRNAs, παρουσία του συνδέτη Τ0901317  για 24 ώρες. Όπως 
δείχνει  η  εικόνα 41,  το  sh‐LXRα,  κατέστειλε  την  έκφραση  του  υποδοχέα  LXRα,  με 
αποτέλεσμα  να  μειωθεί  η  ενεργότητα  του  υποκινητή  του  ABCA1  κατά  38%.  Δεν 
φαίνεται,  όμως,  να  ισχύει  το  ίδιο  και  για  τα  άλλα  δύο  shRNAs  (sh‐LXRα  και  sh‐
LXRα/β),  τα  οποία  δεν  επηρέασαν  την  επαγωγή  του  ABCA1  από  τον  συνδέτη 
T0901317. 
 

 
Εικόνα 41. Η αποσιώπηση του γονιδίου LXRα με shRNA οδηγεί σε μείωση της ενεργότητας 
του υποκινητή του γονιδίου ABCA1.  
Κύτταρα HepG2 διαμολύνθηκαν παροδικά με το πλασμίδιο αναφοράς (‐76/+205)‐ABCA1‐luc 
(1μg) καθώς και με τους πλασμιδιακούς φορείς που παράγουν τα shLXRα, shLXRβ, shLXRα/β 
ή  το  shRNA  control  (4μg),  παρουσία  του  συνδέτη  του  LXR,  Τ0901317  (10‐6)  για  24  ώρες. 
Επίσης,  ένας  πλασμιδιακός  φορέας  έκφρασης  για  τη  β‐γαλακτοσιδάση  (1μg)  προστέθηκε 
κατά  τη  διαμόλυνση  σε  όλα  τα  δείγματα,  για  την  κανονικοποίηση  των  μετρήσεων 
λουσιφεράσης.  Οι  τιμές  αντιστοιχούν  στο  μέσο  όρο  των  τιμών  από    δύο  πειράματα,  εις 
διπλούν . *, p<0.05; **, p<0.01  
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Ο FOXA2 αλληλεπιδρά με τους πυρηνικούς υποδοχείς  LXR/RXR in vitro και 
ex vivo και αναστέλλει την επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου ABCA1 από 
τους συνδέτες τους 

Oπως  αναφέρθηκε  στην  εισαγωγή  αυτής  της  διατριβής,  ο  μεταφορέας  της 
χοληστερόλης  και  των  φωσφολιπιδίων  ABCA1  παίζει  πολύ  σημαντικό  ρόλο  στη 
βιογένεση της HDL καθώς προάγει την εκροή των λιπιδίων από τα κύτταρα προς τη 
φτωχή σε  λιπίδια απολιποπρωτεΐνη ApoΑ‐Ι. Ο ABCA1  αποτελεί  τη  κύρια πηγή  της 
HDL  στο  πλάσμα,  ενώ  μέσω  της  αντίστροφης  μεταφοράς  χοληστερόλης  (Reverse 
Cholesterol  Transport),  εμποδίζει  το  σχηματισμό  αφρωδών  κυττάρων  και 
προστατεύει από την αθηροσκλήρωση και τα καρδιαγγειακά νοσήματα61.  

Η ενεργοποίηση των πυρηνικών υποδοχέων LXRα/RXRα από τις οξυστερόλες και 
τα  ρετινοειδή,  είναι  ο  κύριος  μηχανισμός  επαγωγής  της  έκφρασης  του  γονιδίου 
ABCA186‐88.  Η  φυσιολογική  σημασία  αυτού  του  μηχανισμού  είναι  ότι  ο  ABCA1 
συμβάλει στην απομάκρυνση της περίσσειας ενδοκυττάριας χοληστερόλης η οποία 
όταν  συσσωρεύεται  μετατρέπεται  στις  υδροξυλιωμένες  μορφές  της  μέσω  της 
δράσης  συγκεκριμένων  ενζύμων.  Αυτές  οι  υδροξυλιωμένες  μορφές  της 
χοληστερόλης (οξυστερόλες) είναι ισχυροί αγωνιστές των LXRs. Οι οξυστερόλες έχει 
δειχθεί  ότι  αυξάνουν  την  έκφραση  πολλών  γονιδίων  που  εμπλέκονται  στην 
βιογένεση και τον μεταβολισμό της HDL όπως των ABCA1, SR‐BI, ABCG1, LCAT, CETP 
κ.α.  Θεωρητικά,  οι  οξυστερόλες θα μπορούσαν  να  χρησιμοποιηθούν ως φάρμακα 
που αυξάνουν την HDL. Ένα από τα γονίδια‐στόχοι των LXR όμως είναι και αυτό του 
SREBP1c  (Sterol  Regulatory  Element  Binding  Protein  1c)  ο  οποίος  είναι  ισχυρός 
ενεργοποιητής  της  λιπογένεσης  καθώς  αυξάνει  την  έκφραση  των  γονιδίων  της 
βιοσύνθεσης των λιπαρών οξέων. Ως αποτέλεσμα, η χορήγηση των αγωνιστών των 
LXR  σε  πειραματόζωα  προκάλεσε  τη  δημιουργία  λιπώδους  ήπατος  (fatty  liver), 
εύρημα που απέκλεισε την μελλοντική φαρμακευτική χρήση των αγωνιστών αυτών 
για την θεραπεία της καρδιαγγειακής νόσου.  

Ένα  από  τα  σημαντικότερα  ευρήματα  της  παρούσας  εργασίας  είναι  ότι  ο 
παράγοντας FOXA2 αλληλεπιδρά με πυρηνικούς υποδοχείς ορμονών. Ο παράγοντας 
FOXA2 ανήκει στην οικογένεια FOX πρωτεϊνών, οι οποίες περιέχουν τη συντηρημένη 
δομή    forkhead box194,218. Οι πρωτεΐνες FOX μπορούν να προσδεθούν στο DNA  σε 
ειδικές  αλληλουχίες,  μέσω  του    forkhead  box  και  να  ρυθμίσουν  τη  μεταγραφή 
πολλών  γονιδίων  που  εμπλέκονται  στο  μεταβολισμό  λιπιδίων,  στη  ρύθμιση  και 
ομοιόσταση της γλυκόζης στο αίμα και στην απόκριση σε νηστεία 218. 

Πρόσφατα  δεδομένα  από  το  εργαστήριο  μας,  έδειξαν  ότι  ο  μεταγραφικός 
παράγοντας FOXA2 παίζει αρνητικό ρόλο στη ρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου 
ABCA1 στα ηπατικά κύτταρα. Ο FOXA2 μπορεί να προσδένεται στον υποκινητή του 
ABCA1 στις θέσεις Α, Β και στο στοιχείο ΤΑΤΑ  (εικ.3)  και να αναστέλλει  τη βασική 
μεταγραφή  του  γονιδίου ABCA1  καθώς  και  την  ενεργοποίηση  του ABCA1  από  τις 
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οξυστερόλες  μέσω  των  πυρηνικών  υποδοχέων  LXRα/RXRα254.  Ο  αρνητικός  ρόλος 
του  FΟΧΑ2  στη  μεταγραφική  ρύθμιση  γονιδίων  επιβεβαιώνεται  και  από 
περιορισμένο  αριθμό  προηγούμενων  μελετών.  Για  παράδειγμα,  ο  FΟΧΑ2 
αλληλεπιδρά  με  τον    παράγοντα  HNF6  και  ενεργοποιούν  ή  καταστέλλουν 
συνεργατικά τη μεταγραφή, ανάλογα με την αλληλουχία στόχο 251. Ακόμα, ο FΟΧΑ2 
αλληλεπιδρά  με  την  OTX2  homeobox  πρωτεΐνη,  καταστέλλοντας  την  έκφραση 
γονιδίων‐στόχων του Otx2 253. Φαίνεται επιπλέον, ο FΟΧΑ2 να αλληλεπιδρά με τους 
συν‐καταστολείς  Groucho/TLE  και  να  καταστέλλεται  η  FΟΧΑ2‐διαμεσολαβούμενη 
ενεργοποίηση γονιδίων στόχων 249. 

Στην  παρούσα  εργασία,  επιβεβαιώθηκε  και  σε  πρωτεϊνικό  επίπεδο  η 
κατασταλτική  δράση  του  FOXA2  στην  επαγωγή  της  έκφρασης  του  ABCA1  από 
οξυστερόλες  και  ρετινοειδή  (εικ.  5).  Η  ταυτόχρονη  έκφραση  του  FOXA2  και  των 
ετεροδιμερών  LXRα/RXRα,  παρουσία  των  συνδετών  τους,  εμπόδισε  την  έκφραση 
του ABCA1, σε κύτταρα ΗΕΚ293Τ.  Για να διερευνήσουμε περαιτέρω,  το μηχανισμό 
καταστολής  της  μεταγραφής  του  γονιδίου  του  ABCA1  από  τον  FOXA2, 
πραγματοποιήσαμε μια σειρά πειραμάτων αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών in vitro (GST 
pull down) και ex vivo (Co‐Immunoprecipitaions). Η υπόθεση εργασίας ήταν ότι εάν 
ο παράγοντας FOXA2 έχει την ικανότητα να αλληλεπιδρά άμεσα με τους πυρηνικούς 
υποδοχείς  LXR/RXR,  τότε  θα  μπορούσε  να  παρεμποδίζει  την  μεταγραφική  τους 
δράση  με  διάφορους  μηχανισμούς.  Για  την  επίτευξή  των  στόχων  μας, 
κλωνοποιήσαμε  τον  FOXA2  και  απαλοιφές  του,  στον  φορέα  pGEX‐4T‐1,  ώστε  να 
εκφράζονται  σε  σύντηξη  με  τον  επίτοπο  GST  (εικ.  16Β).  Αυτές  οι  κατασκευές 
χρησιμοποιήθηκαν  μαζί  με  τον  υποδοχέα  LXRα  ή  τις  απαλοιφές  του  (εικ.  9)  σε 
δοκιμασίες  GST  pull  down.  Από  τις  αναλύσεις  αυτές  διαπιστώσαμε,  ότι  ο 
παράγοντας FOXA2 αλληλεπιδρά   με τον υποδοχέα LXRα  (αμινοξέα 1‐447)  τόσο  in 
vitro  όσο  και  ex  vivo  (εικ. 10Α  και 11).    Για  αυτή  την  αλληλεπίδραση,  η  ελάχιστη 
περιοχή  του  LXRα που απαιτείται  είναι  εκείνη που περιλαμβάνει  τα  αμινοξέα 30‐
163  (η οποία αποτελείται από τα 67  τελευταία αμινοξέα της περιοχής Α/Β και την 
περιοχή πρόσδεσης στο DNA). Όσον, αφορά την περιοχή του  FOXA2 που ευθύνεται 
για  την  αλληλεπίδραση  με  τον  LXRα,  δεν  μπορέσαμε  να  χαρακτηρίσουμε  μια 
συγκεκριμένη περιοχή. Από τα πειράματα GST pull down, φαίνεται ότι ο υποδοχέας  
LXRα  αλληλεπιδρά  με  όλες  σχεδόν  τις  απαλοιφές  του    FOXA2  (εκτός  από  την 
περιοχή  95‐143)  (εικ.  14,  18).  Αυτό  το  αξιοπερίεργο  εύρημα  θα  μπορούσε  να 
εξηγηθεί  με  διάφορους  εναλλακτικούς  τρόπους:  α)  οι  διάφορες  περιοχές  του 
παράγοντα  FOXA2  που  χρησιμοποιήθηκαν  στα  πειράματα  GST  pull  down 
παρουσιάζουν  ομοιότητα  μεταξύ  τους  ως  προς  κάποιο  συγκεκριμένο  μοτίβο  το 
οποίο αναγνωρίζεται από τον FOXA2, β) Η κάθε περιοχή του FOXA2 αλληλεπιδρά με 
διαφορετική περιοχή του LXRα και γ) η αλληλεπίδραση μεταξύ των FOXA2 και LXRα 
δεν είναι άμεση αλλά διαμεσολαβείται από άλλες πρωτεΐνες που παίζουν τον ρόλο 
των «γεφυρών». Μελλοντικά, προκειμένου να αποκλείσουμε την  τρίτη εκδοχή και 
για  να  προσδιορίσουμε  την  ακριβή  περιοχή  αλληλεπίδρασης  του  FOXA2  με  τον 
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LXRα,  θα  μπορούσαμε  να  εκφράσουμε  τον  υποδοχέα  LXRα  κάτω  από  εντελών  in 
vitro  συνθήκες,  να  απομονώσουμε  την  καθαρή  πρωτεΐνη,  και  έπειτα  να  γίνουν 
δοκιμασίες αλληλεπίδρασης  GST pull down με τα διαφορετικά τμήματα του FOXA2. 
Ακόμα,  στα  πλαίσια  αυτής  της  εργασίας,  οι  απαλοιφές  του  FOXA2  μεταφέρθηκαν 
από τον φορέα pGEX‐4T‐1, στον φορέα pcDNA3 που φέρει τον επίτοπο 6myc. Αυτές 
οι  νέες  κατασκευές  θα  χρησιμοποιηθούν  στην  συνέχεια  σε  πειράματα 
αλληλεπιδράσεων ex vivo (Co‐Iimmunoprecipitations) με τον υποδοχέα LXRα, ώστε 
να προσδιοριστούν οι περιοχές του  FOXA2 που ευθύνονται για την αλληλεπίδραση 
με τους πυρηνικούς υποδοχείς. 

Ο ακριβής μηχανισμός καταστολής της μεταγραφής του γονιδίου ABCA1 από τον 
παράγοντα FOXA2, δεν είναι ξεκάθαρος. Μπορούν να προκύψουν, όμως, διαφορές 
υποθέσεις. Ο FOXA2 προσδένεται στον υποκινητή του ABCA1, στις θέσεις Α, Β και 
στο  στοιχείο  TATA.  Θα  μπορούσε  έτσι  να  εμποδίζει  την  πρόσδεση  των 
ετεροδιμερών  LXRα/RXRα  στο  LXRΕ  στοιχείο  και  να  αναστέλλεται  η  επαγωγή  του 
γονιδίου του  ABCA1 σε απόκριση στις οξυστερόλες και ρετινοειδή. Έχει αποδειχτεί 
βέβαια,  ότι  η  πρόσδεση  του  ετεροδιμερούς  LXRα/RXRα    στο  LXRΕ  στοιχείο  δεν 
επηρεάζεται  από  τον  FOXA2  και  αντίστροφα  (εικ.  6Β),  με  αποτέλεσμα  να 
προσδένονται  ταυτόχρονα  στην  περιοχή  ‐71/+205  του  υποκινητή  του  ABCA1,  οι 
LXRα/RXRα και ο FOXA2 άρα αυτή η εκδοχή αποκλείεται. 

Όπως,  αναφέρθηκε  και  παραπάνω,  οι  συν‐καταστολείς  της  μεταγραφής 
Groucho/TLE  αλληλεπιδρούν  με  τον  παράγοντα  FΟΧΑ2  και  αναστέλλουν  την 
ικανότητα  του  να  ενεργοποιεί  τη  μεταγραφή  γονιδίων  249.  Επομένως,  αυτή  θα 
μπορούσε να είναι μια άλλη υπόθεση για τον κατασταλτικό μηχανισμό του FOXA2. 
Δηλαδή,  ο  παράγοντας  FOXA2  θα  μπορούσε  να  προσδένεται  στον  υποκινητή  του 
γονιδίου  ABCA1,  να  αλληλεπιδρά  με  πρωτεΐνες‐συνκαταστολείς  όπως 
απακετυλάσες  ιστονών  ή  πρωτεΐνες  αναδόμησης  νουκλεοσωμάτων  και  να  οδηγεί 
στη συμπύκνωση  της  χρωματίνης,  με αποτέλεσμα να  καταστέλλεται η μεταγραφή 
του  γονιδίου  του    ABCA1.  Όμως,  για  να  αποδειχθεί  ότι  ισχύει  αυτή  η  υπόθεση,  
απαιτείται περαιτέρω διερεύνηση.  

Βάσει  των  παραπάνω αποτελεσμάτων,  όμως,  μπορούμε  να  υποθέσουμε  ότι    ο  
παράγοντας FOXA2, αφού προσδεθεί στο στοιχείο ΤΑΤΑ του υποκινητή του γονιδίου 
ABCA1,  παρεμποδίζει  την  συναρμολόγηση  της  μεταγραφικής  μηχανής  και  την 
αλληλεπίδρασή  της  με  τους  πυρηνικούς  υποδοχείς  LXRα/  RXRα.    Το  αποτέλεσμα 
είναι να μην μπορεί να ξεκινήσει η μεταγραφή του γονιδίου του ABCA1. Αντίθετα, 
απουσία  του  FOXA2,    και  παρουσία  των  συνδετών  των  LXRα/  RXRα,  οι  γενικοί 
μεταγραφικοί παράγοντες προσδένονται στο  ΤΑΤΑ –box του υποκινητή του ABCA1, 
αλληλεπιδρούν  με  τους    πυρηνικούς  υποδοχείς  και  επάγεται  η  μεταγραφή  του 
γονιδίου (εικόνα 42). 
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Εικόνα  42.  Πιθανός  μηχανισμός  για  την  κατασταλτική  δράση  του  FOXA2  στη  
μεταγραφή του γονιδίου του ABCA1 από τους υποδοχείς LXRα/ RXRα. 

 
 
Επιπλέον, διαπιστώσαμε με πειράματα αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών in vitro (GST 

pull  down)  και  ex  vivo  (Co‐IP),  ότι  ο  LXRα  αλληλεπιδρά  με  έναν  άλλο  forkhead 
μεταγραφικό  παράγοντα,  τον  FOXΟ1  (εικ.  20),  ο  οποίος  εμπλέκεται  σε  πολλές 
βιολογικές  διεργασίες,  όπως  η  απόπτωση,  η  ρύθμιση  του  κυτταρικού  κύκλου,  η 
απόκριση στο οξειδωτικό στρες και ο μεταβολισμός. Αυτό έρχεται σε αντίθεση με 
μια μελέτη που υποστηρίζει ότι ο FOXO1 καταστέλλει την μεταγραφή του γονιδίου 
SREBP‐1c  από  τους  LXR/RXR,  χωρίς  όμως  να  αλληλεπιδρά  ο  FOXO1  με  τους 
υποδοχείς  268. Αντιθέτως, άλλες μελέτες, αναφέρουν ότι ο FOXO1 αλληλεπιδρά με 
πυρηνικούς  υποδοχείς  ,  όπως  ο    υποδοχέας  των  ανδρογόνων  (AR)262,263,  ο 
υποδοχέας  των  οιστρογόνων  (ΕR)264,  ο  υποδοχέας  των  γλυκοκορτικοειδών  (GR),  ο 
υποδοχέας  του  ρετινοϊκού  οξέος  (RAR)265,  ο  υποδοχέας  PPARγ  (peroxisome 
proliferator  activated  receptor  γ)269  και  μπορούν  είτε  να  ενεργοποιούν  ή  να 
καταστέλλουν  τη δράση  τους.  Ίσως,  υπάρχει  παρόμοιος μηχανισμός ρύθμισης  της 
μεταγραφής  γονιδίων,  από  τους  δύο  αυτούς  forkhead  παράγοντες,  FOXO1    και 
FOXA2.  Για  να  διαπιστώσουμε  αν  ισχύει  αυτό,  θα    μπορούσαμε  να  εξετάσουμε 
τυχόν  εμπλοκή  του FOXO1,  στο μονοπάτι  ενεργοποίησης  του  γονιδίου  του ABCA1 
από τους υποδοχείς LXR/ RXR. 

 
 

Ο παράγοντας FOXΑ2 αλληλεπιδρά in vitro με πυρηνικούς υποδοχείς και 
αναστέλλει την επαγωγή της έκφρασης γονιδίων‐στόχων τους 

Για να ελέγξουμε αν ο FOXA2 αλληλεπιδρά και με άλλους πυρηνικούς υποδοχείς, 
εκτός από τον  LXRα, πραγματοποιήσαμε δοκιμασίες αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών 
in vitro  (GST pull down),  χρησιμοποιώντας διάφορους υποδοχείς που σχηματίζουν  
ετεροδιμερή με τον RXRα,  καθώς και τον HNF4α.  Διαπιστώσαμε, ότι ο παράγοντας 
FOXA2 αλληλεπιδρά     πολύ  ισχυρά με τους υποδοχείς RARα, HNF4α και LXRβ,  και  
πιο ασθενώς με τους υποδοχείς FXR, TRβ1 και  RXRα (εικ. 21). Αυτή η παρατήρηση 
συμφωνεί με προηγούμενες μελέτες που έδειξαν   ότι ο FOXA2  και άλλα μέλη  της 
οικογένειας forkhead αλληλεπιδρούν φυσικά με πυρηνικούς υποδοχείς ορμονών. Οι 
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FOXA2 και FOXA1 προσδένονται στον και ρυθμίζουν του υποδοχέα των ανδρογόνων 
(Androgen  receptor‐AR).  Ο  FΟΧΑ1  αλληλεπιδρά  με  τον  AR,  και  ρυθμίσει  την 
έκφραση  ειδικών  γονιδίων  του  προστάτη230,  ενώ  ο  FΟΧΑ2  ρυθμίζει  την  έκφραση 
γονιδίων  της  επιδιδυμίδας,  αλληλεπιδρώντας  με  τον  AR  247.  Ακόμα  o  FOXA2 
αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα PXR (Pregnane X Receptor), ο οποίος καταστέλλει τη 
μεσολαβούμενη  από  τον  FOXA2  μεταγραφή  των  γονιδίων  κετογέννεσης  και  β‐
οξείδωσης,  με αποτέλεσμα να καταστέλλεται ο μεταβολισμός ενέργειας στο ήπαρ 
και να αυξάνεται η σύνθεση τριγλυκεριδίων (λιπογένεση) σε συνθήκες πείνας 250.  

Με  πειράματα  μέτρησης  ενεργότητας  υποκινητών,  εξετάσαμε  αν  η 
αλ π F  

Tα ετεροδιμερή πυρηνικών υποδοχέων LXRα/RXRα και LXRβ/RXRα 

νεργοποιούνται  από  τα  αυξημένα  επίπεδα 
χο

ότητα των 
δύ

 

ληλε ίδραση  του  OXΑ2 με  τους πυρηνικούς υποδοχείς,  έχει  κάποιο ρόλο στην 
ρύθμιση γονιδίων‐στόχων των υποδοχέων. Παρατηρήσαμε, λοιπόν, ότι ο FOXΑ2 δρα 
αρνητικά στην επαγωγή των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών ApoCIII και ApoAI από 
τον παράγοντα HNF4α  (εικ. 22).  Ο  παράγοντας HNF4α  ενεργοποιεί  τον  υποκινητή 
του  ApoCIII  αλλά  η  ταυτόχρονη  έκφραση  του  FOXA2  εμποδίζει  την  επαγωγή  του 
ApoCIII. Θα μπορούσαμε, λοιπόν, να υποθέσουμε ότι ο FOXA2 αλληλεπιδρά με τον 
HNF4α,  και  καταστέλλει  την  επαγωγή  των  γονιδίων  των  ApoCIII  και  ApoAI.  Κάτι 
αντίστοιχο  θα μπορούσε  να  συμβαίνει  και  με  τους  άλλους πυρηνικούς  υποδοχείς 
που  ελέχθησαν  παραπάνω.  Για  να  δούμε  αν  ισχύει  αυτό  ,  θα  μπορούσαμε  να 
εξετάσουμε  την  επαγωγή  των  υποκινητών  άλλων  γονιδίων  του  μεταβολισμού  της 
HDL  που  ρυθμίζονται  θετικά  από  τους  πυρηνικούς  υποδοχείς,  παρουσία  του 
παράγοντα FOXA2.  

 
 

επάγουν το γονίδιο του ABCA1  

Οι  πυρηνικοί  υποδοχείς  LXRs  ε
ληστερόλης  των  κυττάρων  και  πιο  ειδικά  από  οξυστερόλες  (υδροξυλιωμένα 

παράγωγα  χοληστερόλης).  Οι  δύο    LXR  ισομορφές,    LXRα  και  LXRβ  είναι  ~78% 
ομόλογες στην αμινοξική αλληλουχία των περιοχών DBD και LBD και αποκρίνονται 
στους ίδιους συνδέτες. Παρόλα αυτά , η κατανομή τους στους ιστούς και τα γονίδια 
που  ρυθμίζουν    διαφέρουν  σημαντικά,  όπως  αναφέρθηκε  στην  εισαγωγή.  Οι 
υποδοχείς αυτοί προσδένονται σε υποκινητές γονιδίων του μεταβολισμού της HDL 
και  ενεργοποιούν  την  έκφρασή  τους,  σε  απόκριση  σε  χοληστερόλη  126.  Ένα  από 
αυτά είναι και ο μεταφορέας χοληστερόλης και φωσφολιπιδίων, ABCA1. 

Με πειράματα μέτρησης ενεργότητας υποκινητών, εξετάσαμε την ικαν
ο ισομορφών να ενεργοποιούν τον υποκινητή του ABCA1, παρουσία του συνδέτη 

τους  Τ0901317.  Παρατηρήσαμε,  λοιπόν,  ότι  τόσο  ο  LXRα  όσο  και  ο  LXRβ, 
σχηματίζοντας ετεροδιμερή με τον  RXRα, μπορούν να επάγουν τον υποκινητή του 
ABCA1  παρουσία  του  LXR  συνδέτη  Τ0901317  (εικ.  26).  Αυτό  συμφωνεί  με  μια 
μελέτη που δείχνει ότι και οι δύο ισομορφές του LXR, μπορούν να ενεργοποιούν το 
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γονίδιο  του  ABC1,  παρουσία  των  συνδετών  22‐(R)‐υδροξυστερόλη  και  9‐cis‐
ρετινοϊκό οξύ 86. 
 
 

Ανεύρεση νέων γονιδίων στόχων των πυρηνικών υποδοχέων LXRa και LXRβ 

ελέτης  είναι  η  ανεύρεση  νέων  γονιδίων‐στόχων  των 
πυ

α α ί ς
ί

είς  που 
εκφ

L  

σ η  α R ί

ν LXRs, από τα 
shR

 

 

σε ηπατικά κύτταρα 

Σκοπός  αυτής  της  μ
ρηνικών  υποδοχέων  LXRα  και  LXRβ.  Γνωρίζοντας  ότι  η  ενεργοποίηση  του  LXRα 

από  τους  αγωνιστές  του  επάγει  έντονη  βιογένεση  λιπαρών  οξέων  (λόγω  της 
ενεργοποίηση  του  SREBP‐1c)  γεγονός  που  καθιστά  ανέφικτη  την  χρησιμοποίησή 
τους  για φαρμακευτικούς  σκοπούς  και  δεδομένου  ότι  οι  δυο  υποδοχείς  LXRα  και 
LXRβ  είναι  πολύ  όμοιοι  στην  αμινοξική  τους  ακολουθία,  υποθέσαμε  ότι 
διαφορετικές  κυττ ρικές  ποκρ σεις  στου   δυο  υποδοχείς  οφείλονται  σε 
διαφορετικά  γονίδια  στόχους.  Συνεπώς,  η  επιλεκτική  ενεργοποίηση  ενός  γονιδ ου 
ειδικά από τον LXRβ θα μπορούσε ένα έχει σημαντικές εφαρμογές στην θεραπεία 
της καρδιαγγειακής νόσου. Μέχρι σήμερα δεν έχουν βρεθεί τέτοια γονίδια.  

Για  την  επίτευξη  των  στόχων  μας,  κατασκευάσαμε  πλασμιδιακούς  φορ
ράζουν  shRNA  ειδικά  για  τους  δύο  LXR  υποδοχείς  (LXRα  και  LXRβ)  του 

ανθρώπου, με σκοπό την ειδική αποσιώπηση της έκφρασής τους. Αρχικά, ελέγχθηκε 
η    αποτελεσματικότητα  των  shRNAs  σε  κύτταρα  ΗΕΚ293Τ  και  φάνηκε  να 
πραγματοποιείται  αποσιώπηση  του    LXRα από  το  sh‐LXRα,  του    XRβ από  το    sh‐
LXRβ  και των δύο ισομορφών μαζί από το sh‐LXRα/β (εικ. 30). Ακόμα, με πειράματα 
μέτρησης  ενεργότητας  υποκινητών,  ελέγξαμε  την  επίδρασή  τους  στην 
ενεργοποίη η του υποκιν τή του ABCA1 πό τον LX  συνδέτη, T0901317. Φα νεται 
λοιπόν,  ότι  το  sh‐LXRα  καταστέλλει  την  έκφραση  του  υποδοχέα  LXRα,  με 
αποτέλεσμα να μειώνεται η ενεργότητα του υποκινητή του ABCA1. Τα sh‐LXRα και 
sh‐LXRα/β δεν μειώνουν την ενεργότητα του υποκινητή του ABCA1.  

Για να διαπιστώσουμε την αποτελεσματικότητα αποσιώπησης τω
NAs στα ηπατικά κύτταρα HepG2, θα πρέπει να ελέγξουμε τα ενδογενή επίπεδα 

έκφρασης  των  LXRα  και  LXRβ,  παρουσία  και  απουσία  των  shRNAs.  Έπειτα,  θα 
χορηγήσουμε σε κύτταρα HepG2  τους συνδέτες των υποδοχέων LXRs, παρουσία ή 
απουσία των shRNAs ειδικών για κάθε υποδοχέα. Θα απομονωθεί το mRNA από τα 
ηπατικά  κύτταρα  και  θα  χρησιμοποιηθεί  σε  αναλύσεις  μικροσυστοιχιών  (micro‐
arrays) ,ώστε να προσδιορίσουμε τα νέα γονίδια‐στόχους που ενεργοποιούνται από 
τον κάθε υποδοχέα ξεχωριστά. 
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