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Με την παρούσα διατριβή ολοκληρώνεται µια διαδροµή που ξεκίνησε 

πριν από περίπου έξι χρόνια, από τότε που ως µεταπτυχιακή φοιτήτρια ήρθα 

για πρώτη φορά στο εργαστήριο του ∆ηµήτρη Καρδάση. Χαίροµαι που µέσα 

από αυτή τη διαδροµή βρήκα ανθρώπους τους οποίους εκτιµώ πραγµατικά 

και των οποίων η στήριξη ήταν πολύτιµη. 

Με τον υπεύθυνο αυτής της διατριβής, το ∆ηµήτρη Καρδάση, η 

συνεργασία ήταν πάντα άψογη. Ο ∆ηµήτρης κατάφερε από την πρώτη στιγµή να 

µου µεταδώσει τον ενθουσιασµό του για αυτή τη δουλειά και ήταν πολύ 

σηµαντικό για µένα να ξέρω ότι η πόρτα του γραφείου του ήταν πάντα ανοιχτή 

για οτιδήποτε χρειαζόµουν. Θα ήθελα να τον ευχαριστήσω για όλες τις 

ευκαιρίες που µου έδωσε αλλά κυρίως για την εµπιστοσύνη και την πίστη του 

σε µένα. 

Τα µέλη της τριµελούς µου επιτροπής, ο κ. Ζαννής και ο κ. Γραβάνης, 

παρακολούθησαν την πορεία και την εξέλιξη της δουλειάς µου και τους ευχαριστώ 

γιατί µε τις συµβουλές και τις υποδείξεις τους βοήθησαν ουσιαστικά στο να 

αναδειχθούν τα αποτελέσµατα και η σηµασία τους. Επίσης, θα ήθελα να 

ευχαριστήσω τα υπόλοιπα µέλη της επταµελούς µου επιτροπής, τον κ. Στουρνάρα, 

τον κ. Μπούµπα, τον κ. Ηλιόπουλο και την κα. Παπακωνσταντή, για την πολύ 

ωφέλιµη και εποικοδοµητική συζήτηση πάνω στα ευρήµατα της δουλειάς αλλά και 

στις επεκτάσεις και τις εφαρµογές της. 

Θα ήθελα να ευχαριστήσω τη Βέτα, τα παιδιά που είναι τώρα στο 

εργαστήριο, τη Γιάννα, τη Σόφη, την Ιωάννα και τον Παναγιώτη, αλλά και το Θωµά, 

τη Βίκυ, το Γιώργο, την Κάλλια, και τη Βαρβάρα που έχουν φύγει, καθώς 

µοιραστήκαµε χαρές, λύπες, αγωνία, και προβληµατισµούς για τα εντός και εκτός του 

εργαστηρίου θέµατα. ∆ε θα µπορούσα φυσικά να µην ευχαριστήσω την Ελευθερία, 

µε την οποία δηµιουργήσαµε µια ξεχωριστή σχέση, µοιραστήκαµε ατέλειωτες 

ώρες στο εργαστήριο, απίστευτες στιγµές παραλογισµού και κοινές ανησυχίες για τη 

ζωή µας. 

Θα ήθελα επίσης, να ευχαριστήσω τα παιδιά στο εργαστήριο του κ. Ζαννή 

στη Βοστώνη, το Γιώργο, τον Κώστα και την Κωστιάννα, για τη βοήθειά τους µε την 

τεχνική γονιδιακής µεταφοράς µε αδενοϊούς, αλλά και τα παιδιά των γειτονικών 

εργαστηρίων, του κ. Στουρνάρα και του κ. Ηλιόπουλου, για τη συνεργασία τους 

και τη βοήθειά τους σε πειραµατικά ζητήµατα. 
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Στη συνέχεια θα ήθελα να ευχαριστήσω τους φίλους µου, Κωστούλα, Ρένα, 

Μαριάνθη, Ανδρέα, Ντίνα, Μανώλη, οι οποίοι είναι δίπλα µου εδώ και πάνω από 

δέκα χρόνια και χάρη σε αυτούς το Ηράκλειο δεν ήταν µια πόλη ξένη. Τώρα 

ξεκινά πάλι µια διαφορετική περίοδος στις ζωές µας και είµαι σίγουρη ότι η 

φιλία τους θα µε συντροφεύει πάντα. 
Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω το σύντροφό µου Νίκο, ο οποίος σε αυτή 

την πορεία µε στήριξε µε την πίστη του στις δυνατότητές µου και έδειξε απίστευτη 

υποµονή για τις ατελείωτες ώρες δουλειάς µου στο εργαστήριο και τις ατελείωτες 

ώρες µπροστά στο υπολογιστή. 

Στο τέλος, θα ήθελα να ευχαριστήσω τους γονείς µου, αν και δεν αρκούν λίγες 

γραµµές. Είναι αυτοί που µου έδωσαν τη δυνατότητα να κυνηγήσω και να κάνω 

πραγµατικότητα τα όνειρα µου. Η πίστη τους σε µένα, µου έδωσε κουράγιο ακόµα 

και τις πιο δύσκολες στιγµές. 
 

Η παρούσα διατριβή χρηµατοδοτήθηκε από το ΠΕΝΕ∆ 2003. 
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Περίληψη 
 

 
Τα χαµηλά επίπεδα της HDL χοληστερόλης στο πλάσµα αποτελούν έναν 

ανεξάρτητο παράγοντα κιδύνου για την εµφάνιση καρδιαγγειακής νόσου. Ο 

µεµβρανικός µεταφορέας ABCA1 διαδραµατίζει κεντρικό ρόλο στη βιογένεση της 

HDL προάγοντας την εκροή χοληστερόλης και φωσφολιπιδίων από τα κύτταρα προς 

τη φτωχή σε λιπίδια απολιποπρωτεΐνη Α-Ι. Μεταλλαγές στο γονίδιο ABCA1 

προκαλούν τη νόσο Tangier η οποία χαρακτηρίζεται από σχεδόν ανύπαρκτα επίπεδα 

HDL στο πλάσµα, συσσώρευση αφρωδών κυττάρων σε ποικίλους ιστούς και σχετικά 

µέτρια αύξηση στο ρυθµό εµφάνισης αθηροσκλήρωσης. Η πρωτεΐνη ABCA1 στο 

ήπαρ αποτελεί την κύρια πηγή της HDL στο πλάσµα ενώ η δράση της ABCA1 στα 

µακροφάγα προστατεύει από το σχηµατισµό αφρωδών κυττάρων και την 

αθηροσκλήρωση. Κατά συνέπεια, η αύξηση της έκφρασης του γονιδίου ABCA1 έχει 

συνδεθεί µε την αύξηση των επιπέδων λειτουργικής HDL χοληστερόλης στο πλάσµα 

και την προστασία από την αθηροσκλήρωση. 

Ο κύριος µηχανισµός επαγωγής της έκφρασης του γονιδίου ABCA1 είναι 

µέσω της ενεργοποίησης των πυρηνικών υποδοχέων LXRα/RXRα από οξυστερόλες 

και ρετινοειδή. Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η µελέτη των µοριακών 

µηχανισµών που επηρεάζουν την επαγωγή του γονιδίου ABCA1 µέσω του 

παραπάνω µονοπατιού καθώς και η ταυτοποίηση νέων ρυθµιστικών στοιχείων και 

παραγόντων. 

Αρχικά, εξετάσαµε το ρόλο του µεταγραφικού παράγοντα Sp1 ο όποιος 

βρέθηκε να προσδένεται στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 και να είναι 

απαραίτητος για τη βασική µεταγραφή του γονιδίου. Παρουσία οξυστερολών και 

ρετινοειδών η φυσική και λειτουργική αλληλεπίδραση µεταξύ του Sp1 και των  

υποδοχέων LXRα/RXRα ήταν απαραίτητη προκειµένου να επιτευχθεί η βέλτιστη 

επαγωγή του γονιδίου ABCA1. Στη συνέχεια, ταυτοποιήσαµε για πρώτη φορά θέσεις 

πρόσδεσης για το ηπατικό µεταγραφικό παράγοντα FOXA2/HNF-3β στον υποκινητή 

του γονιδίου ABCA1. Η πρόσδεση του FOXA2 στις θέσεις αυτές είχε κατασταλτικό 

ρόλο στη βασική µεταγραφή του γονιδίου ABCA1. Επιπλέον αποδείξαµε ότι η 

πρόσδεση του FOXA2 στο στοιχείο ΤΑΤΑ του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 µείωσε 

την επαγωγή από οξυστερόλες και ρετινοειδή µέσω ανταγωνισµού µε τη βασική 

µεταγραφική µηχανή που συναρµολογείται σε αυτό το στοιχείο. Τέλος, εξετάσαµε την 

περιοχή του 1ου ιντρονίου του γονιδίου ABCA1 η οποία περιλαµβάνει ένα λειτουργικό 

υποκινητή. Αποδείξαµε ότι η περιοχή του 1ου ιντρονίου περιέχει θέσεις πρόσδεσης 

για το µεταγραφικό παράγοντα SREBP-1 ο οποίος ενεργοποιείται από τους 
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LXRα/RXRα ως απόκριση στις οξυστερόλες και τα ρετινοειδή. Επιπλεόν, 

παρατηρήσαµε ισχυρή ενεργοποίηση της περιοχής του 1ου ιντρονίου του γονιδίου 

ABCA1 από τον παράγοντα JunB κατά την διαφοροποίηση των µονοκύτταρων σε 

µακροφάγα. 

Ο µεταφορέας ABCG1, όµοια µε τον ABCA1, παίζει ρόλο στην εκροή της 

χοληστερόλης προς ώριµα σωµατίδια HDL και στην προστασία από την 

αθηροσκλήρωση. Εξετάσαµε το ρόλο µιας φυσικής µεταλλαγής στον υποκινητή του 

γονιδίου ABCG1 που εντοπίστηκε στον πληθυσµό της Κοπεγχάγης, η οποία 

σχετίζεται µε αυξηµένο κίνδυνο για έµφραγµα του µυοκαρδίου και ισχαιµικά 

επεισόδια και µε δύσπνοια. Αποδείξαµε ότι η µεταλλαγή αυτή καταστρέφει µια θέση 

πρόσδεσης για τον παράγοντα Sp1 και εµποδίζει την επαγωγή του υποκινητή του 

γονιδίου ABCG1 από αυτόν τον παράγοντα. 

Η σε βάθος κατανόηση των µοριακών µηχανισµών που ρυθµίζουν την 

έκφραση του γονιδίου της ABCA1 στο ήπαρ και ο ρόλος συγκεκριµένων παραγόντων 

σε αυτές τις διαδικασίες αναµένεται να οδηγήσει στην δηµιουργία νέων ουσιών που 

θα αυξάνουν την έκφραση του ABCA1 και κατά συνέπεια τα επίπεδα της HDL στο 

πλάσµα, προσφέροντας έτσι προστασία από την αθηροσκλήρωση και την 

καρδιαγγειακή νόσο.  
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ABSTRACT 
 
 

Low levels of plasma HDL cholesterol are an independent risk factor for 

cardiovascular disease. The membrane ABCA1 transporter plays a key role in the 

biogenesis of HDL by promoting the efflux of cellular cholesterol and phospholipids to 

lipid-poor apolipoprotein A-I. Mutations in the ABCA1 gene lead to Tangier disease 

which is characterized by near absent plasma HDL levels, accumulation of foam cells 

in various tissues and a moderate increase in the incidence of atherosclerosis. 

Hepatic ABCA1 protein is the major source of plasma HDL while macrophage 

ABCA1 protects against foam cell formation and atherosclerosis. Thus, the induction 

of ABCA1 gene expression has been associated with the increase in functional 

plasma HDL levels and the protection from atherosclerosis.  

 The best characterized and most significant mechanism of ABCA1 gene 

regulation is via the activation of the nuclear receptors LXRα/RXRα in response to 

cholesterol loading. The purpose of the present thesis was the study of the molecular 

mechanisms that affect the induction of the ABCA1 gene via the above-mentioned 

pathway as well as the identification of new regulatory elements and factors. 

 Initially, we investigated the role of the transcription factor Sp1 which binds to 

the proximal ABCA1 gene promoter and is necessary for its basal activity in hepatic 

cells. We showed that, physical and functional interactions between Sp1 and the 

nuclear receptors LXRα/RXRα were required for the optimal induction of ABCA1 

gene transcription in response to their ligands, oxysterols and retinoids. Next, we 

identified, for the first time, binding sites for the hepatic transcription factor 

FOXA2/HNF-3β in the ABCA1 gene promoter. Binding of FOXA2 to these sites 

repressed the basal ABCA1 gene transcription. Furthermore, we showed that binding 

of FOXA2 to the TATA-box of the ABCA1 gene promoter inhibited the induction by 

oxysterols and retinoids possibly via competition with the transcription initiation 

machinery which is assembled to this site. Finally, we investigated the functional 

promoter that is present in the first intron of the ABCA1 gene. We showed the 

transcription factor SREBP-1, which is activated by LXRα/RXRα heterodimers in 

response to oxysterols and retinoids, binds to multiple sites in the proximal intron 1 

promoter region. One of these sites overlaps with an AP1 binding site which binds to 

the transcription factor JunB during monocyte differentiation to macrophages.  

 The ABCG1 transporter, similarly to ABCA1, plays a key role in cholesterol 

efflux to mature HDL particles and in the protection against atherosclerosis. We 

investigated the role of a natural mutation in the ABCG1 gene promoter which was 
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identified in the general population in the City of Copenhagen and is associated with 

increased incidence of ischemic heart disease, myocardial infarction and dyspnea. 

We showed that this mutation abolishes a binding site for the transcription factor Sp1 

and inhibits the induction of the ABCG1 gene promoter by this factor. 

 Understanding in depth the molecular mechanisms that regulate ABCA1 gene 

expression in the liver and the role of specific transcription factors in these processes 

is anticipated to lead to the development of new substances that will increase ABCA1 

gene expression and as a result, plasma HDL levels, providing protection against 

atherosclerosis and cardiovascular disease. 
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Το σύστηµα των λιποπρωτεϊνών 
 
 Σε κάθε οργανισµό, τα λιπίδια έχουν πολλαπλούς ρόλους. Αποτελούν πηγή 

ενέργειας, συστατικά των κυτταρικών µεµβρανών και δοµικά στοιχεία για µόρια που 

εµπλέκονται σε ποικίλες βιολογικές διαδικασίες όπως είναι οι στεροειδείς ορµόνες, οι 

βιταµίνες και τα χολικά οξέα. Οι ανάγκες του οργανισµού για λιπίδια καλύπτονται 

τόσο µέσω της διατροφής όσο και από βιοσυνθετικά µονοπάτια των κυττάρων. Η 

µεταφορά της χοληστερόλης και άλλων λιπιδίων που είναι αδιάλυτα στο νερό µέσω 

της κυκλοφορίας επιτυγχάνεται µε το πακετάρισµά τους µέσα σε σωµατίδια τα οποία 

είναι διαλυτά στο νερό, και κατά κύριο λόγο σφαιρικά, τις λιποπρωτεΐνες. Οι 

λιποπρωτεΐνες του πλάσµατος παραδοσιακά κατατάσσονται σε τέσσερις µεγάλες 

κατηγορίες: τα χυλοµικρά, τις πολύ χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (VLDL, very 

low-density lipoproteins), τις χαµηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (LDL, low-density 

lipoproteins) και τις υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες (HDL, high-density 

lipoproteins). Κάθε λιποπρωτεΐνη έχει ξεχωριστή σύσταση σε λιπίδια και ειδικές 

δοµικές πρωτεΐνες που καλούνται απολιποπρωτεΐνες. Τα επίπεδα των 

λιποπρωτεϊνών και των απολιποπρωτεϊνών έχουν συνδεθεί µε τον κίνδυνο για 

στεφανιαία νόσο (CHD, coronary heart disease). Επιδηµιολογικά και γενετικά 

δεδοµένα έχουν δείξει ξεκάθαρα ότι η αύξηση στα επίπεδα της LDL ή της 

απολιποπρωτεΐνης Β (apoB, apolipoprotein B) και η µείωση στην HDL χοληστερόλη 

ή τα επίπεδα της apoA-I συνδέονται µε αυξηµένο κίνδυνο για στεφανιαία νόσο (1, 2). 

Αντίθετα, τα υψηλά επίπεδα της HDL έχουν δειχθεί ότι προστατεύουν από τη 

στεφανιαία νόσο και συνεισφέρουν στη µακροζωία των ανθρώπων (1-5). Άλλοι 

παράγοντες κινδύνου που συµβάλουν στη στεφανιαία νόσο είναι η ηλικία, η 

αρτηριακή πίεση, το κάπνισµα, η έλλειψη σωµατικής άσκησης, η παχυσαρκία, ο 

διαβήτης και η αθηρογενετική διατροφή (2). 

 

Ο µεταβολισµός των λιποπρωτεϊνών 
 

Ο  µεταβολισµός των λιποπρωτεϊνών είναι περίπλοκος και περιλαµβάνει τη 

µεταφορά λιπιδίων, ιδιαίτερα της χοληστερόλης και των τριγλυκεριδίων, µέσα στο 

αίµα (Εικόνα 1). Τα λίπος που προέρχεται από την τροφή απορροφάται από το 

έντερο και πακετάρεται στα χυλοµικρά (µεγάλες λιποπρωτεΐνες πλούσιες σε 

τριγλυκερίδια), τα οποία µέσω του αίµατος µεταφέρονται στους περιφερειακούς 

ιστούς. Στους µυς και το λιπώδη ιστό, το ένζυµο LPL (lipoprotein lipase) διασπά τα 

χυλοµικρά, και τα λιπαρά οξέα εισέρχονται στους ιστούς αυτούς. Στη συνέχεια, τα 

υπολείµµατα των χυλοµικρών προσλαµβάνονται από το ήπαρ. Στο ήπαρ τα λιπίδια 
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«φορτώνονται» στην apoB και εκκρίνονται τα σωµατίδια της VLDL (very-low density 

lipoprotein) τα οποία υπόκεινται σε υδρόλυση από την LPL προκειµένου να 

σχηµατιστεί η ΙDL (intermediate density lipoprotein) και ακολούθως, η LDL (low 

density lipoprotein). Οι LDLs στη συνέχεια προσλαµβάνονται από το ήπαρ µέσω του 

υποδοχέα LDLR (LDL receptor), καθώς και από άλλα µονοπάτια.  

 
Εικόνα 1: Ο µεταβολισµός των λιποπρωτεϊνών και η αντίστροφη µεταφορά της 
χοληστερόλης. Η διαδικασία περιγράφεται αναλυτικά στο κείµενο. VLDL, very low-
density lipoprotein· LDL, low-density lipoprotein· HDL, high-density lipoprotein· LDLR, 
LDL receptor· LCAT, lecithin cholesterol acyltransferase· CETP, cholesteryl ester 
transfer protein· PLTP, phospholipid transfer protein. [πηγή: αναφορά (6)] 
 

Αντίθετα, οι HDLs (high-density lipoproteins) παράγονται από το ήπαρ και το 

έντερο µε τη συµβολή της φτωχής σε λιπίδια apoA-I η οποία εκκρίνεται από τους 

ίδιους ιστούς. Η apoA-I συγκεντρώνει χοληστερόλη από αυτά τα όργανα µέσω της 

δράσης του µεταφορέα ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1), 

σχηµατίζοντας νέα σωµατίδια HDL, και µε τον τρόπο αυτό προστατεύεται από το 

γρήγορο καταβολισµό στα νεφρά. Στους περιφερειακούς ιστούς, 

συµπεριλαµβανοµένων των µακροφάγων, τα νέα σωµατίδια της HDL προάγουν την 

εκροή χοληστερόλης από τους ιστούς µέσω της δράσης του ABCΑ1. Οι ώριµες 

µορφές της HDL (HDL2 και HDL3) επίσης προάγουν την εκροή χοληστερόλης αλλά 

µέσω της δράσης του µεταφορέα ABCG1. Στα µακροφάγα, ο πυρηνικός υποδοχέας 

LXR επάγει την έκφραση των ABCΑ1 και ABCG1 ως απόκριση στην αύξηση των 

επιπέδων της ενδοκυττάριας χοληστερόλης. Η ελεύθερη (µη εστεροποιηµένη 
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χοληστερόλη) στα νέα σωµατίδια HDL εστεροποιείται σε εστέρα της χοληστερόλης 

από το έζυµο LCAT (lecithin cholesterol acyltransferase), δηµιουργώντας ώριµες 

(σφαιρικές) µορφές HDL. Η χοληστερόλη στα σωµατίδια της HDL επιστρέφει στο 

ήπαρ τόσο απευθείας, µέσω της πρόσληψης από τον υποδοχέα SR-BI, όσο και 

έµµεσα, µε τη µεταφορά στα σωµατίδια των LDL και VLDL µε τη δράση της CETP 

(cholesteryl ester transfer protein). Τα λιπίδια που περιέχονται στην HDL 

υδρολύονται από τα ένζυµα λιπάση του ήπατος (hepatic lipase) και λιπάση του 

ενδοθηλίου (endothelial lipase). Τέλος, τα φωσφολιπίδια της HDL µπορούν να 

µεταφερθούν στις VLDL/LDL από το ένζυµο PLTP (phospholipid transfer protein). 

 
Αθηροσκλήρωση 
 

Η αθηροσκλήρωση αποτελεί µια συστεµική ασθένεια που χαρακτηρίζεται από 

τη συσσώρευση πλακών, πλούσιων σε λιπίδια, στα τοιχώµατα των αρτηριών. Τα 

σοβαρότερα κλινικά συµπτώµατα της αθηροσκλήρωσης είναι το έµφραγµα του 

µυοκαρδίου, το εγκεφαλικό και ασθένεια των περιφερειακών αγγείων. Στις 

ανεπτυγµένες βιοµηχανικά χώρες η αθηροσκλήρωση είναι η πρώτη αιτία 

θνησιµότητας. Αυτό συµβαίνει παρά τη σηµαντικότατη πρόοδο στη θεραπεία µε την 

ευρεία χρήση των στατινών, οι οποίες αναστέλουν την HMG-CoA αναγωγάση, ένα 

ένζυµο-κλειδί στη βιοσύνθεση της χοληστερόλης. Η χρήση των στατινών έχει 

οδηγήσει σε σηµαντική µείωση των περιστατικών µε καρδιαγγειακές παθήσεις, 

κυρίως λόγω της µείωσης της συγκέντρωσης της LDL χοληστερόλης στο πλάσµα (7, 

8). Ωστόσο, ακόµα και σε επιθετικές θεραπευτικές στρατηγικές µε τη χρήση στατινών, 

που µειώσαν τα επίπεδα της LDL κάτω από τα καθιερωµένα όρια, το ποσοστό των 

καρδιαγγειακών παθήσεων που υπολειπόταν ήταν ιδιαίτερα υψηλό (9, 10). Τέτοιες 

µελέτες αναδεικνύουν τα όρια της θεραπείας αποκλειστικά µε στατίνες στην 

αναστολή της ανάπτυξης αθηροσκληρωτικών ασθενειών που βρίσκονται σε εξέλιξη. 

Υπάρχει, εποµένως, ανάγκη, η δυναµική της θεραπείας µε στατίνες να συνδυαστεί µε 

την αντιµετώπιση και άλλων παραγόντων κινδύνου, όπως τα χααµηλά επίπεδα της 

HDL. 

 

Η HDL ως παράγοντας κινδύνου 
 
 Τα επίπεδα της HDL χοληστερόλης είναι αντιστρόφως ανάλογα µε την 

εµφάνιση στεφανιαίας νόσου (11). Τα χαµηλά επίπεδα HDL είναι η πιο κοινή λιπιδική 

ανωµαλία που παρατηρείται σε άνδρες µε στεφανιαία νόσο (12). Επιδηµιολογικές 

µελέτες δείχνουν ότι η αύξηση της συγκέντρωσης της HDL χοληστερόλης κατά 1mg 
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dl-1 σχετίζεται µε µείωση κατά 2-3% του κινδύνου για καρδιαγγειακές ασθένειες (13-

15). Είναι πιθανό εποµένως, θεραπείες που στοχεύουν στην αύξηση των επιπέδων 

της HDL να µειώσουν τον κίνδυνο καρδιαγγειακών παθήσεων. 

 Επιπρόσθετα, σηµειώνεται παγκοσµίως µια κατακόρυφη αύξηση στην 

εµφάνιση του µεταβολικού συνδρόµου τόσο σε ενήλικες όσο και σε παιδιά, και η 

αύξηση αυτή σχετίζεται µε την αύξηση των καρδιαγγειακών νόσων (16, 17). Η 

διάγνωση του µεταβολικού συνδρόµου περιλαµβάνει τρία ή περισσότερα από τα 

ακόλουθα συµπτώµατα: παχυσαρκία, υψηλή αρτηριακή πίεση, χαµηλά επίπεδα HDL, 

υψηλά επίπεδα τριγλυκεριδίων ή υψηλά επίπεδα σακχάρου (σε νηστεία). Η υψηλή 

συχνότητα εµφάνισης χαµηλών επιπέδων HDL στο µεταβολικό σύνδροµο και σε 

ασθενείς µε στεφανιαία νόσο, καθιστά την αύξηση των επιπέδων της HDL προφανή 

στόχο για τη µείωση της αθηροσκλήρωσης. 

 

Το σωµατίδιο της HDL 
Η HDL του πλάσµατος παράγεται κυρίως στο ήπαρ (~80%) και σε µικρότερο 

βαθµό (~20%) στο έντερο (18, 19) και αποτελείται από περίπου 50% 

απολιποπρωτεΐνες και 50% λιπίδια. Το εσωτερικό του σωµατιδίου της HDL περιέχει 

µη πολικά (αδιάλυτα στο νερό) λιπίδια αποτελούµενα από εστέρες της χοληστερόλης 

(CE, cholesteryl esters) και ένα µικρό ποσό τριγλυκεριδίων (TG). Στην επιφάνεια 

βρίσκονται τα σχετικά πολικά λιπίδια (διαλυτά στο νερό) όπως τα φωσφολιπίδια, ένα 

µέρος της ελεύθερης χοληστερόλης και απολιποπρωτεΐνες. Το κύριο πρωτεϊνικό 

συστατικό της HDL είναι η απολιποπρωτεΐνη Α-Ι (apoA-I) και ακολουθεί η apoA-IΙ 

(Εικόνα 2). 

Εικόνα 2: Σχηµατική αναπαράσταση 
ενός σωµατιδίου HDL. 
 

 

 

 

Η αντι-αθηρογενετική δράση της HDL και η αντίστροφη µεταφορά της 
χοληστερόλης 

Η αντι-αθηρογενετική δράση της HDL οφείλεται κυρίως στην ικανότητά της να 

διεγείρει την εκροή χοληστερόλης από τους περιφερειακούς ιστούς, τη µεταφορά της 

στο πλάσµα, την πρόσληψη από το ήπαρ και την αποβολή προς τη χολή, µια 

διαδικασία που ονοµάζεται αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης (Reverse 

Cholesterol Transport). Συγκεκριµένα όµως η αντίστροφη µεταφορά της 

χοληστερόλης από τα µακροφάγα του τοιχώµατος των αρτηριών είναι αυτή που 

Apolipoproteins

Phospholipids
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διαδραµατίζει τον κεντρικό ρόλο στην αντι-αθηρογενετική δράση της HDL (Εικόνα 1) 

(20). 

Η υπερβολική πρόσληψη τροποποιηµένης LDL ή υπολειµµάτων 

λιποπρωτεϊνών από τα µακροφάγα του αρτηριακού τοιχώµατος δηµιουργεί κύτταρα 

που αποκαλλούνται «αφρώδη» καθώς είναι γεµάτα από χοληστερόλη και το 

κυτταρόπλασµα τους έχει αφρώδη όψη λόγω των σταγονιδίων από εστέρες της 

χοληστερόλης (Εικόνα 3). Ένας µηχανισµός που προτείνεται για την ερµηνεία της 

δηµιουργίας των «αφρωδών» κυττάρων είναι η ανισορροπία µεταξύ της πρόσληψης 

λιποπρωτεϊνών και της εκροής χοληστερόλης από τα µακροφάγα. Η HDL µπορεί να 

δράσει ως δέκτης της χοληστερόλης κατά την εκροή της από τα µακροφάγα (Εικόνα 

1), γεγονός που εξηγεί εν µέρει τις αντι-αθηρογενετικές της ιδιότητες. 

 

Εικόνα 3: ∆ηµιουργία των «αφρωδών» κυττάρων. Οι LDLs του αίµατος 
εισέρχονται στον έσω χιτώνα (intima) όπου συγκρατούνται µέσω της πρόσδεσης στο 
εξωκυττάριο πλέγµα. Στη συνέχεια οι LDLs τροποποιούνται (oxygen radicals, 
myeloperoxidase, secretory phospholipase A2, sphingomyelinase) µε αποτέλεσµα τη 
δηµιουργία λιπιδίων µε προ-φλεγµονώδη δράση τα οποία ξεκινούν και συντηρούν 
µια ενεργή φλεγµονώδη διαδικασία. Η φλεγµονή αυτή οδηγεί στην παραγωγή 
χυµοκινών (π.χ. CX3CL1 και CCL2), οι οποίες στρατολογούν οµάδες µονοκυττάρων 
στον έσω χιτώνα. Τα µονοκύτταρα αυτά διαφοροποιούνται σε µακροφάγα, τα οποία 
προσλαµβάνουν την τροποποιηµένη LDL µέσω ενδοκύττωσης ή φαγοκύττωσης και 
µετατρέπονται σε «αφρώδη» κύτταρα (γεµάτα µε χοληστερόλη). Τα µακροφάγα 
εκκρίνουν διάφορους παράγοντες που εµπλέκονται στην εξάπλωση της 
αθηροµατικής πλάκας, συµπεριλαµβανοµένων παραγόντων που εµπλέκονται στο 
µεταβολισµό των λιπιδίων, τη φλεγµονή και την πρωτεόλυση. [πηγή: αναφορά (6)] 
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 Η εκροή της χοληστερόλης από τα αφρώδη κύτταρα µε τη µεσολάβηση της 

HDL ή των απολιποπρωτεϊνών της αντιπροσωπεύει ένα καθοριστικό βήµα στην 

πρόληψη ή την αντιστροφή της αθηροσκλήρωσης. Η διαδικασία της εκροής 

χοληστερόλης βρίσκεται κάτω από αυστηρό έλεγχο και τα κυριότερα µόρια που 

εµπλέκονται σε αυτή είναι οι µεταφορείς ABC (ATP-binding cassette) Α1 (ABCA1) και 

ABCG1 (Εικόνα 4).  

 

 
 
Εικόνα 4: Μηχανισµοί εκροής της χοληστερόλης από το αρτηριακό τοίχωµα. 
Με την είσοδό της στο χώρο κάτω από το ενδοθήλιο η φτωχή σε λιπίδια APOA1 
αλληλεπιδρά µε το µεταφορέα ABCA1 στην κυτταρική επιφάνεια των µακροφάγων 
του αρτηριακού τοιχώµατος και προάγουν την εκροή της ελεύθερης χοληστερόλης 
και των φωσφολιπιδίων από τα κύτταρα. Η διαδικασία αυτή οδηγεί στο σχηµατισµό 
µορίων HDL τα οποία υπόκεινται σε περαιτέρω τροποποίηση από το ένζυµο LCAT 
(lecithin-cholesterol acyltransferase) και µετατρέπονται σε σφαιρικά σωµατίδια HDL2 
(µεγαλύτερα, λιγότερο πυκνά σωµατίδια) ή σε HDL3 (µικρότερα, πιο πυκνά 
σωµατίδια). Τα σωµατίδια αυτά µε τη σειρά τους µπορούν να δράσουν ως αποδέκτες 
της χοληστερόλης που εκρέει από τα µακροφάγα µε τη µεσολάβηση του ABCG1 
οδηγώντας σε περαιτέρω εµπλουτισµό της HDL, πριν την επιστροφή της στην 
κυκλοφορία. [πηγή: αναφορά (21)] 
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Οι πλειοτροπικές ιδιότητες της HDL 
  Εκτός από τη δράση της στην εκροή της χοληστερόλης από τα κύτταρα, η 

HDL έχει επίσης αντιφλεγµονώδεις, αντιοξειδωτικές, αντιθροµβωτικές και 

αγγειοδιασταλτικές ιδιότητες (Εικόνες 5, 6), οι οποίες επίσης σχετίζονται µε τη µείωση 

των καρδιαγγειακών νόσων. 

Αντίστροφη µεταφορά 
χοληστερόλης

Απελευθέρωση NO

Αντι-οξειδωτική

Αντι-φλεγµονώδης

Αντι-θροµβωτική

 
Εικόνα 5: Η HDL προστατεύει από την αθηροσκλήρωση µε πολλαπλούς 
τρόπους. 
 

Στο σωµατίδιο της HDL βρίσκονται πάνω από 50 διαφορετικές πρωτεΐνες 

πολλές από τις οποίες δεν είναι απολιποπρωτεΐνες αλλά πρωτεΐνες που εµπλέκονται 

στη ρύθµιση της φλεγµονής (22). Επίσης, το λιπιδικό τµήµα της HDL είναι πολύ 

ετερογενές και δεν περιλαµβανει µόνο ανενεργό φορτίο αλλά και ενεργά λιπίδια 

όπως η sphingosine‐1‐phosphate  (23). Η αντιφλεγµονώδης δράση της HDL 

προστατεύει από και αντιστρέφει την οξείδωση της LDL, η οποία συµβαίνει νωρίς 

κατά το σχηµατισµό των αθηρωµατικών πλακών και προάγει τη φλεγµονή στο 

αρτηριακό τοίχωµα (24-26). Επιπρόσθετα, οι αντιφλεγµονώδεις δράσεις της HDL 

εµποδίζουν την απελευθέρωση προφλεγµονωδών µορίων (όπως της ιντερλευκίνης-

1β) ή τη σύνθεση της αµυλοειδούς πρωτεΐνης Α από το ήπαρ, τα µακροφάγα και 

άλλα λευκοκύτταρα (27-30). Η HDL προστατεύει επίσης την ακεραιότητα των 

ενδοθηλιακών κυττάρων τα οποία καλύπτουν τα αγγεία του αίµατος και προάγει την 

απελευθέρωση του ΝΟ (nitric oxide) (23, 24, 31-34). Η HDL ενισχύει την παραγωγή 

του ΝΟ στα ενδοθηλιακά κύτταρα από το ένζυµο της συνθάσης του νιτρικού οξειδίου 

του ενδοθηλίου (eNOS) µέσω µηχανισµών που εµπλέκουν την αλληλεπίδραση της 

HDL µε τον υποδοχέα της HDL, SR-BI, και τον υποδοχέα της 

sphingosine‐1‐phosphate (35). Με τις αντι-θροµβωτικές της ιδιότητες, η HDL 

βελτιώνει τη ροή του αίµατος, αναστέλλει το σχηµατισµό της θροµβίνης και εµποδίζει 
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την ενεργοποίηση των αιµοπεταλίων και τη δηµιουργία αλλοιώσεων στην επιφάνεια 

των ενδοθηλιακών κυττάρων που θα µπορούσαν να οδηγήσουν στο σχηµατισµό 

θρόµβου (28, 33). Η HDL βοηθά επίσης στη διατήρηση της ακεραιότητας των 

ενδοθηλιακών κυττάρων µε την προώθηση της µετανάστευσης των ενδοθηλιακών 

κυττάρων σε απογυµνωµένες περιοχές των αγγείων για την αποκατάσταση του 

ενδοθηλίου (33, 36). 

 
Εικόνα 6: Οι ευεργετικές δράσεις της HDL στο τοίχωµα των αγγείων. [πηγή: The 
HDLomics Consortium: www.hdlomics.org] 
 

Πιθανοί θεραπευτικοί στόχοι στην αύξηση της HDL 
 Τα τελευταία χρόνια µια σειρά από προσεγγίσεις χρησιµοποιήθηκαν για την 

αύξηση των επιπέδων της HDL. Ανάµεσα στα θεραπευτικά µέσα περιλαµβάνονται 

αγωνιστές των πυρηνικών υποδοχέων PPAR, αναστολείς της CETP, η έγχυση 

απολιποπρωτεϊνών ή συνθετικών σωµατιδίων HDL, ενεργοποιητές των πυρηνικών 

υποδοχέων LXR/RXR, αναστολείς της λιπάσης του ήπατος και του ενδοθηλίου (21). 

Στην εικόνα 7, παρουσιάζονται τα σηµεία στο µεταβολισµό της HDL που θα 

µπορούσαν να αποτελέσουν στόχο για θεραπευτική παρέµβαση. 
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Εικόνα 7: Σύνοψη του µεταβολισµού της HDL και των πιθανών στόχων για 
θεραπευτική παρέµβαση. Οι φιµπράτες (fibrates) έχουν δειχθεί ότι αυξάνουν την 
έκφραση της απολιποπρωτεΐνης Α-Ι σε ανθρώπινα ηπατοκύτταρα (37, 38), ενώ η 
έγχυση apoΑ-I έχει δειχθεί να µειώνει την αθηροσκλήρωση σε ζώα (37, 39). Η εκροή 
χοληστερόλης από τα µακροφάγα µέσω του ABCA1 µπορεί να ενισχυθεί µε τη 
µεταγραφική επαγωγή από τους πυρηνικούς υποδοχείς LXR (liver x receptor)/RXR 
(retinoid X receptor) (40) ή RARγ (retinoid acid receptor γ) (41). Με παρόµοιο τρόπο 
η ενεργοποίηση του LXR επάγει την έκφραση του µεταφορέα ABCG1, ο οποίος 
προάγει την εκροή χοληστερόλης στα σωµατίδια HDL2 και HDL3 (42). Η αναστολή 
της CETP στους ανθρώπους οδηγεί σε αύξηση της HDL και µείωση της LDL 
χοληστερόλης (43),  ενώ η νιασίνη προκαλεί αναστολή του καταβολισµού της HDL. 
[πηγή: αναφορά (21)] 
 

 H αύξηση των επιπέδων της HDL στο πλάσµα ωστόσο, δε συνεπάγεται 

απαραίτητα και τη µείωση της αθηροσκλήρωσης. Χαρακτηριστικό είναι το 

παράδειγµα του αναστολέα της CETP (torcetrapib) ο οποίος εµποδίζει τη µεταφορά 
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εστέρων της χοληστερόλης από την HDL στις LDL και VLDL. Η χορήγηση του 

συγκεκριµένου αναστολέα σε ασθενείς, αν και αύξησε τα επίπεδα της HDL στο 

πλάσµα, αύξησε επίσης και τον κίνδυνο καρδιακής νόσου. Επίσης, υπάρχουν 

παραδείγµατα ανθρώπων οι οποίοι παρά τα υψηλά επίπεδα HDL εµφάνισαν 

στεφανιαία νόσο (44).  

Τα παραδείγµατα αυτά επισηµαίνουν ότι για την προστασία από τις 

καρδιαγγειακές νόσους δεν αρκεί να είναι τα επίπεδα της HDL ανεβασµένα αλλά 

κυρίως να υπάρχει λειτουργική HDL. Στα πλαίσια αυτής της στρατηγικής, η αύξηση 

των επιπέδων του µεταφορέα ABCΑ1 έχει αποδειχθεί ότι µπορεί να οδηγήσει στην 

παραγωγή λειτουργικής HDL µε αντι-αθηρογενετική δράση. 

 

 

Ο µεταφορέας ABCA1 (ATP-binding cassette transporter Α1) 
 

Ο µεταφορέας ABCA1 εκφράζεται παντού, µε τα υψηλότερα επίπεδα 

έκφρασης να παρατηρούνται στον πλακούντα, τους εµβρυϊκούς ιστούς, τους 

πνεύµονες, τα επινεφρίδια, τον εγκέφαλο, τα µακροφάγα, και φυσικά, το ήπαρ (45-

48). Ο ABCA1 έχει ταυτοποιηθεί ως το ελλατωµατικό µόριο στην ασθένεια Tangier 

(49-51). Ασθενείς µε τη νόσο Tangier έχουν σχεδόν ανύπαρκτα επίπεδα HDL στο 

πλάσµα λόγω ταχύτατου καταβολισµού, συσσωρεύουν αφρώδη κύτταρα σε 

ποικίλους ιστούς και παρουσιάζουν µια µέτρια επιτάχυνση στο ρυθµό 

αθηροσκλήρωσης (52-55). Ο µεταφορέας ABCA1 προωθεί την εκροή χοληστερόλης 

και φωσφολιπιδίων από τα κύτταρα προς τη φτωχή σε λιπίδια απολιποπρωτεΐνη Α-Ι 

προκειµένου να δηµιουργήσει νέα σωµατίδια HDL (Εικόνα 4). Ο ABCA1 µετατοπίζει 

τη χοληστερόλη και τα φωσφολιπίδια, αυξάνοντας τη διαθεσιµότητά τους στην 

επιφάνεια του κυττάρου. Η φτωχή σε λιπίδια apoA-I αλληλεπιδρά απευθείας µε τον 

ABCA1, πιθανότατα µε το να προσδένεται στις δύο µεγάλες εξωκυττάριες περιοχές 

του µεταφορέα. Αντίθετα όµως µε την προώθηση της εκροής χοληστερόλης προς τη 

φτωχή σε λιπίδια apoA-I, ο ABCA1 προάγει ελάχιστα την εκροή λιπιδίων προς τα 

µικρότερα σωµατίδια HDL3 ενώ δεν προάγει καθόλου την εκροή λιπιδίων προς τα 

µεγαλύτερα σωµατίδια HDL2 (56). 

 

∆οµή της πρωτεΐνης ABCA1 
 

Ο ABCA1 είναι µια πρωτεΐνη 2261 αµινοξέων και είναι µέλος µιας 

υπεροικογένειας ABC (ATP-binding cassette) µεταφορέων που χρησιµοποιούν ΑΤΡ 

ως πηγή ενέργειας για τη µεταφορά λιπιδίων και άλλων µεταβολιτών µέσα από τις 
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µεµβράνες (57). Ο ABCA1 αποτελείται από δύο µισά όµοιας δοµής τα οποία 

συνδέονται οµοιοπολικά. Το κάθε µισό έχει µια περιοχή δέσµευσης νουκλεοτιδίων 

(NBD, nucleotide binding domain) η οποία περιέχει δύο συντηρηµένα πεπτιδικά 

µοτίβα γνωστά ως Walker A και Walker B, τα οποία βρίσκονται σε πολλές πρωτεΐνες 

που χρησιµοποιούν ΑΤΡ, και µια διαµεµβρανική περιοχή που περιέχει έξι έλικες 

(Εικόνα 8). Αν και η δοµή της πρωτεΐνης δεν είναι απόλυτα εξακριβωµένη, 

προβέπεται ότι το αµινοτελικό άκρο του ABCA1 βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα και ότι 

διαθέτει δύο µεγάλες εξωκυττάριες θηλιές που γλυκοζυλιώνονται σε µεγάλο βαθµό 

και συνδέονται µε ένα ή περισσότερους δεσµούς κυστεΐνης (58, 59). 

 

Εικόνα 8: Τοπολογικό µοντέλο του ABCA1. Οι θέσεις φυσικών µεταλλαγών σε 
ασθενείς µε τη νόσο Tangier δείχνονται µε σφαίρες. A, B, Walker A και Walker B 
[πηγή: αναφορά (60)] 
 

Φυσικές µεταλλαγές και µοντέλα ζώων 
 Περισσότερες από 20 διαφορετικές µεταλλαγές στο µεταφορέα ABCA1 έχουν 

βρεθεί να προκαλούν τη νόσο Tangier (Εικόνα 8). Επιπλέον, εκτιµάται ότι µεταλλαγές 

στο γονίδιο ABCA1 ευθύνονται για τουλάχιστον το 10% των ανθρώπων στο γενικό 

πληθυσµό µε χαµηλά επίπεδα HDL (61, 62). 

Οι µελέτες σε ζώα βοήθησαν πολύ στην διελεύκανση του φυσιολογικού ρόλου 

του ABCA1. Ποντίκια µε απαλοιφή του ABCA1 (knock out) είχαν εξαιρετικά χαµηλά 

επίπεδα HDL χοληστερόλης όµοια µε τους ανθρώπους που πάσχουν από τη νόσο 

Tangier (63, 64). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι αν και η έλλειψη του 

ABCA1 αποκλειστικά από τα µακροφάγα, είχε µια ελάχιστη επίδραση στη µείωση 

των επιπέδων HDL στο πλάσµα των ποντικών, οδήγησε σε σηµαντική αύξηση της 

αθηροσκλήρωσης (πιθανότατα εµποδίζοντας την αντίστροφη µεταφορά 

χοληστερόλης των µακροφάγων) (65, 66). Εποµένως, φαίνεται πως ο ABCA1 των 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

N A B
A

B

Mutations that result in Tangier Disease
C

extracellular

cytoplasmic

ATP-binding cassettes
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µακροφάγων συνεισφέρει ελάχιστα στο κύριο µέρος της λιπιδίωσης της HDL και κατά 

συνέπεια στα επίπεδα της HDL χοληστερόλης στο πλάσµα αλλά είναι σηµαντικός για 

την προστασία από την αθηροσκλήρωση (67). Αντίστροφα, έλλειψη του ABCA1 από 

το ήπαρ ποντικών µείωσε δραµατικά τα επίπεδα της HDL χοληστερόλης κατά 80% 

περίπου (68). Με παρόµοιο τρόπο, µείωση κατά 50% της έκφρασης του ABCA1 στο 

ήπαρ ποντικών, µε τη χρήση αδενοϊών για τη µεταφορά siRNA, οδήγησε σε µείωση 

της HDL κατά 40% (69). Φαίνεται, εποµένως, πως η λειτουργία του  ABCA1 στο 

ήπαρ είναι κρίσιµη για την αρχική λιπιδίωση της νεο-εκκρινόµενης και φτωχής σε 

λιπίδια apoA-I, προστατεύοντάς την από τη γρήγορη αποικοδόµηση και 

επιτρέποντάς της να συνεχίσει προς το σχηµατισµό ώριµης HDL. Επιπλέον, η 

υπερέκφραση του ABCA1 στο ήπαρ αύξησε τα επίπεδα της HDL χοληστερόλης στο 

πλάσµα (70, 71) ενώ η ταυτόχρονη υπερέκφραση στα µακροφάγα και το ήπαρ 

σχετίζεται µε την προστασία από την αθηροσκλήρωση (72-74). 

 

Μεταγραφική ρύθµιση 
 

 Το mRNA και η πρωτεΐνη του ABCA1 είναι πολύ ασταθείς, µε χρόνο ηµίσιας 

ζωής 1-2 ώρες στα µακροφάγα (75), γεγονός που υποδηλώνει ότι η νέα µεταγραφή 

και µετάφραση είναι σηµαντικοί παράγοντες στην εξασφάλιση της σταθερής και της 

επαγώµενης έκφρασης του ABCA1. 

 

Οι οξυστερόλες και ο υποδοχέας LXR 
 

Όπως αναµένεται για ένα µεταφορέα ο οποίος µεσολαβεί στην εκροή της 

περίσσειας χοληστερόλης από το κύτταρο, η µεταγραφή του γονιδίου ABCA1 

επάγεται σηµαντικά όταν τα κύτταρα δεχθούν µεγάλο φορτίο χοληστερόλης. Η 

επαγωγή αυτή συµβαίνει αποκλειστικά µέσω της ενεργοποίησης των πυρηνικών 

υποδοχέων LXR (liver X receptor)/RXR (retinoid X receptor) (40, 76). Ο LXR και ο 

RXR σχηµατίζουν υποχρεωτικά ετεροδιµερή τα οποία προσδένονται σε στοιχεία 

απόκρισης LXRΕs (LXR response elements) του τύπου DR-4 (direct repeat 

separated by 4 nucleotides) στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 και στο πρώτο 

ιντρόνιο (Εικόνες 9, 10). Οι υποδοχείς LXR και RXR ενεργοποιούνται από τις 

οξυστερόλες και το ρετινοϊκό οξύ, αντίστοιχα (77). Από τις οξυστερόλες που 

παράγονται φυσιολογικά η 22-υδροξυστερόλη, η 24-υδροξυστερόλη, και η 24,25-

εποξυστερόλη είναι οι κυριότεροι συνδέτες του LXR (78). Η 27-υδροξυστερόλη 

φαίνεται πως είναι ο κύριος συνδέτης του LXR στα µακροφάγα και άλλα 

περιφερειακά κύτταρα (79). Επιπρόσθετα των φυσικών συνδετών, έχουν αναπτυχθεί 
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και συνθετικοί (π.χ. TO901317 και GW3965) προκειµένου να επιτευχθεί η 

ενεργοποίηση του ABCA1 και κατά συνέπεια η εκροή της χοληστερόλης από τα 

κύτταρα. Η πρόσδεση είτε του ενός ή και των δύο συνδετών µπορεί να 

ενεργοποιήσει τη µεταγραφή. Η επίδραση στα κύτταρα µε µια οξυστερόλη ή µε 9-cis 

ρετινοϊκό οξύ επάγει την έκφραση του ABCA1, αλλά ο συνδυασµός τους έχει 

αξιοσηµείωτα συνεργατικά αποτελέσµατα (40, 76). Ο υποκινητής του γονιδίου LXRα 

περιέχει ένα στοιχείο LXRΕ υποδηλώνοντας ότι ο LXRα θα µπορούσε να ρυθµίσει 

την ίδια του την έκφραση (80, 81). Το γεγονός αυτό θα µπορούσε να εξυπηρετήσει 

την ενίσχυση της επίδρασης των στερολών στον ABCA1. 

Μεταβολίτες λιπιδίων εκτός των στερολών µπορούν να ρυθµίζουν την 

έκφραση του γονιδίου ABCA1 µέσω του συστήµατος LXR. Τα πολυακόρεστα λιπαρά 

οξέα δρουν ως ανταγωνιστές στην ενεργοποίηση του LXRα από τις οξυστερόλες και 

κατά συνέπεια είναι πιθανό να µειώνουν την ενεργοποίηση του γονιδίου ABCA1 (82). 

Το GGPP (geranylgeranyl pyrophosphate), ένα προϊόν του µεταβολισµού στο 

µονοπάτι του µεβαλονικού το οποίο ισοπρενυλιώνει πρωτεΐνες, έχει δειχθεί να 

καταστέλει την επαγώµενη από τον LXR επαγωγή του γονιδίου ABCA1 µε δύο 

µηχανισµούς: δρώντας ως ανταγωνιστής της αλληλεπίδρασης του LXR µε τον 

πυρηνικό συνενεργοποιητή SRC-1 και ως ενεργοποιητής των Rho GTPασών (83). Ο 

δεύτερος µηχανισµός πιθανόν αλλάζει την κυκλοφορία των στερολών µέσα στα 

κύτταρα, µειώνοντας τη διαθεσιµότητά τους ως συνδέτες του LXR. 

Ο υποδοχέας της θυροειδούς ορµόνης (TR, thyroid hormone receptor) έχει 

αναφερθεί να καταστέλλει τη µεταγραφή του γονιδίου ABCA1 µε το σχηµατισµό 

ετεροδιµερών µε τον RXR τα οποία ανταγωνίζονται τα ετεροδιµερή LXR/RXR για την 

πρόσδεση στο ίδιο στοιχείο στο DNA (LXRΕ) (84).  

 

Ρετινοειδή 
 

 Υπάρχουν αυξανόµενες ενδείξεις ότι η βιταµίνη Α και τα παράγωγά της 

(ρετινοειδή) επηρεάζουν το µεταβολισµό των τριγλυκεριδίων και της χοληστερόλης 

καθώς και τις αντιαθηροσκληρωτικές διαδικασίες µε το να περιορίζουν την οξείδωση 

των σωµατιδίων της LDL και να ελέγχουν την έκφραση των µεταφορέων ABC που 

προστατεύουν από το σχηµατισµό των αφρωδών κυττάρων (85, 86). Μετά την 

πρόσληψη της βιταµίνης Α από τα κύτταρα, η ρετινόλη µετατρέπεται στα ρετινοειδή, 

all-trans ρετινοϊκό όξύ (ATRA) και 9-cis ρετινοϊκό οξύ (9-cis RA). Τα ρετινοειδή 

µπορούν να πετυχαίνουν τις βιολογικές τους δράσεις µε την πρόσδεση υψηλής 

συγγένειας σε πυρηνικούς υποδοχείς (87). Οι υποδοχείς retinoic-X-receptors (RXR) 

ενεργοποιούνται κυρίως από 9-cis ρετινοϊκό οξύ, ενώ οι retinoid-acid-receptors 
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(RAR) µπορούν να δεσµεύουν και 9-cis RA και ATRA (88). Μετά από ενεργοποίηση, 

οι δύο υποδοχείς είναι ικανοί να προσδεθούν σε στοιχεία απόκρισης στο ρετινοϊκό 

οξύ (RARE). Ο υποκινητής του γονιδίου ABCA1 έχει δειχθεί ότι µπορεί να 

προσσδένει ετεροδιµερή RAR/RXR στο στοιχείο DR-4 πιθανώς παρακάµπτοντας 

µηχανισµούς που εξαρτώνται από τον LXR. Εκτός από το ABCA1, τα ρετινοειδή 

ενεργοποιούν και άλλα γονίδια που είναι σηµαντικά για την εκροή των λιπιδίων, 

όπως τα ABCG1, CYP27A1, LXRα και APOE. Την ίδια στιγµή όµως είναι πιθανό να 

ενεργοποιούν και µηχανισµούς που ενισχύουν την πρόσληψη και αποθήκευση 

λιπιδίων στα µακροφάγα. 

 

Εικόνα 9: Οι κύριοι θετικοί (A) και αρνητικοί (B) ρυθµιστές της µεταγραφής του 
γονιδίου ABCA1 του ανθρώπου. [προσαρµογή από (89)] 
 

PPAR 
 

 Οι υποδοχείς PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) είναι 

πυρηνικοί υποδοχείς που ρυθµίζουν το µεταβολισµό των λιπιδίων και της γλυκόζης 

και ενεργοποιούνται από παράγωγα των λιπαρών οξέων και συνθετικούς αγωνιστές  
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(90). Οι PPARα και PPARγ έχουν κλινική σηµασία γιατί µεσολαβούν στη δράση των 

φιµπρατών (fibrates) στη µείωση των λιπιδίων και στις αντιδιαβητικές ενέργειες των 

thiazolidinediones, αντίστοιχα. Και οι τρεις πρωτεΐνες PPARα, PPARβ/δ και PPARγ 

σχηµατίζουν υποχρεωτικά ετεροδιµερή µε τον υποδοχέα RXR και βρίσκονται στους 

κύριους κυτταρικούς τύπους των αθηρωµατικών πλακών, συµπεριλαµβανοµένων 

των µακροφάγων, των λείων µυϊκών κυττάρων, των ενδοθηλιακών κυττάρων, και 

των λεµφοκυττάρων (90). Οι PPARs έχουν δειχθεί να έχουν τόσο αθηρογενετικές 

όσο και αντι-αθηρογενετικές δράσεις. Στις αντιαθηρογενετικές δράσεις 

περιλαµβάνεται η ενίσχυση της αντίστροφης µεταφοράς της χοληστερόλης µε τη 

µεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων ABCA1 και ABCG1 (91-99). 

 

SREBP-2 
 
 Επιπρόσθετα της επαγωγής από τροποποιηµένες λιποπρωτεΐνες και 

οξυστερόλες στα µακροφάγα και άλλους τύπους κυττάρων, η έκφραση του γονιδίου 

ABCA1 επάγεται από την LDL στα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων (100). Επειδή 

τα κύτταρα αυτά εκτίθενται συνεχώς σε λιποπρωτεΐνες που βρίσκονται στην 

κυκλοφορία, η έκφραση του ABCA1 µπορεί να παίζει σηµαντικό ρόλο στη διατήρηση 

της οµοιόστασης των λιπιδίων στο αρτηριακό τοίχωµα (100). Η καλλιέργεια των 

ενδοθηλιακών κυττάρων σε θρεπτικό χωρίς ορό (δηλ. απουσία λιποπρωτεϊνών) 

µειώνει σηµαντικά το mRNA του ABCA1, αποδεικνύοντας ότι η έλλειψη 

χοληστερόλης από τα κύτταρα µπορεί να καταστείλει την έκφραση του ABCA1 (101). 

Η πρωτεΐνη SREBP-2 (sterol-regulatory element binding protein 2) συνδέει την 

πρόσληψη στερολών, τη βιοσύνθεση και την εκρόη χοληστερόλης. Ο SREBP-2 είναι 

ένας κύριος ρυθµιστής του µεταβολισµού της χοληστερόλης και η ενεργότητά του 

καταστέλεται από υψηλά επίπεδα ορού ή χοληστερόλης (102). Αντίστροφα, η 

έλλειψη ορού στα ενδοθηλιακά κύτταρα ενεργοποιεί τον SREBP-2, ο οποίος 

προκαλεί αύξηση στην έκφραση του υποδοχέα της LDL και µείωση στην ενεργότητα 

του ABCA1 (101). Στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 υπάρχει ένα στοιχείο E-box 

(στη θέση -140/-135) στο οποίο ο SREBP-2 προσδένεται απευθείας (Εικόνα 9). 

 

Sp1, USF, ZNF202 
 
 Στην κοντινή περιοχή του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 υπάρχουν δύο 

µοτίβα GnC (-156/-151 και -90/-85) στα οποία προσδένονται οι πρωτεΐνες Sp1 και 

Sp3 οι οποίες διαθέτουν δάκτυλους ψευδαργύρου (103). Η πρωτεΐνη Sp3 

ανταγωνίζεται την Sp1 για την πρόσδεση στη θέση -156/-151 και λειτουργεί ως 
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καταστολέας (Εικόνα 9). Αντίθετα, η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Sp1 αύξησε το 

mRNA του ABCA1 στα κύτταρα HeLa και ενίσχυσε την εκροή της χοληστερόλης και 

των φωσφολιπιδίων στα µακροφάγα RAW 246.7. 

 Το E-box που βρίσκεται στη θέση -140/-135 έχει δειχθεί in vitro ότι αποτελεί 

στοιχείο πρόσδεσης για τους παράγοντες USF1/2 (upstream regulatory factors), Fra2 

και HNF-1α (hepatic nuclear factor 1α)  (103-105). Η µεταλλαξιγένεση αυτού του 

στοιχείου ενίσχυσε τη βασική έκφραση του ABCA1 υποδηλώνοντας ότι η θέση αυτή 

παίζει ρόλο στην αποσιώπηση της έκφρασης του γονιδίου. 

 Ένας σηµαντικός παράγοντας για την ιστοειδική έκφραση των γονιδίων 

ABCA1 και ABCG1 είναι ο ZNF202 (zing finger gene 202). Ο ZNF202 προσδένεται 

στη θέση -234/-215 (Εικόνα 9) στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 και καταστέλει 

την ενεργότητά του µε δοσοεξαρτώµενο τρόπο στα κύτταρα HepG2 (106). Επίσης, ο 

ZNF202 καταστέλει σχεδόν πλήρως την επαγωγή του ABCA1 από οξυστερόλες και 

κατά συνέπεια την εκροή χοληστερόλης στα µακροφάγα RAW 246.7. 

 

Σύµπλοκα συνενεργοποιητών/συγκαταστολέων 
 

 Η ρύθµιση της µεταγραφής του γονιδίου ABCA1 είναι περίπλοκη και οι 

πυρηνικοί υποδοχείς που εµπλέκονται στην οµοιόσταση των λιπιδίων απαιτούν τη 

στρατολόγηση συνενεργοποιητών ή συγκαταστολέων (Εικόνα 9) (107). Γενικά, η 

εξαρτώµενη από τους συνδέτες ανταλλαγή συνενεργοποιητών στη θέση 

συγκεταστολέων µπορεί να χρησιµεύσει ως ένας βασικός µηχανισµός για τη 

µετάβαση από την καταστολή στην ενεργοποίηση του γονιδίου (108). Οι 

συνενεργοποιητές είναι ικανοί να στρατολογήσουν τη βασική µεταγραφική µηχανή 

και ακετυλάσες ιστονών (HAT), οδηγώντας σε άνοιγµα της χρωµατίνης και 

ενεργοποίηση των υποκινητών, ενώ οι συγκαταστολείς αναστέλουν τη µεταγραφή 

µέσω απακετυλασών των ιστονών (HDACs) και µεθυλοτρανσφερασών (109). Κατά 

την πρόσδεση των συνδετών, τα σύµπλοκα LXR/RXR προσδένονται στο στοιχείο 

DR-4 και στρατολογούν αρκετούς συνενεργοποιητές και ένζυµα αναδιαµόρφωσης 

της χρωµατίνης στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1, συµπεριλαµβανοµένων των 

SRC1 (steroid receptor coactivator), SRC2, p300 και CBP (CREB-binding protein), οι 

οποίοι στη συνέχεια ενεργοποιούν ισχυρά τη µεταγραφή και προκαλούν ακετυλίωση 

των ιστονών Η3 και Η4 (110, 111). Μια ενδιαφέρουσα παρατήρηση είναι ότι η βασική 

ενεργότητα του ABCA1 αυξήθηκε σε µακροφάγα και στο έντερο ποντικών LXR-/- 

(111). Πράγµατι, ο LXR απουσία του συνδέτη του είναι ικανός να προσδένεται στον 

υποκινητή του γονιδίου ABCA1 και να προκαλεί καταστολή αλληλεπιδρώντας µε τους 

συγκαταστολείς N-CoR (nuclear receptor corepressor), SMRT (silencing mediator of 
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retinoic acid and thyroid hormone receptors), RIP140 (receptor interacting protein 

140) και SHP (small heterodimer partner) (112, 113). 

 

Εναλλακτικά µετάγραφα και εναλλακτικοί υποκινητές 
 

 Η περίπλοκη µεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου ABCA1 περιλαµβάνει επίσης 

τη χρήση εναλλακτικών µεταγράφων. Η ανάλυση του mRNA σε διάφορους ιστούς και 

κυτταρικές σειρές ανέδειξε τη χρήση πολλαπλών σηµείων έναρξης της µεταγραφής 

(40, 114-116). Τα µετάγραφα που έχουν περιγραφεί χρησιµοποιούν αλληλουχίες 

ανοδικά του πρώτου εξονίου (τάξεις 1 και 2) αλλά και την περιοχή του πρώτου 

ιντρονίου (τάξη 3). Σε όλες τις περιπτώσεις η πρωτεΐνη που παράγεται είναι η ίδια 

καθώς τα µετάγραφα συνεχίζουν στο εξόνιο 2 όπου και βρίσκεται το σηµείο έναρξης 

της µετάφρασης (Εικόνα 10). Τα µετάγραφα της τάξης 2 είναι τα κυρίαρχα στους 

περισσότερους ιστούς ενώ τα µετάγραφα της τάξης 3 εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα 

κυρίως στο ήπαρ και τους πνεύµονες όπου αποτελούν περίπου το 30% των 

συνολικών µεταγράφων (115).  

 

Εικόνα 10: Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής του γονιδίου ABCA1. 
Παρουσιάζονται οι διαφορετικές τάξεις µεταγράφων (I, II, III) και τα ρυθµιστικά 
στοιχεία LXRE.  
 

Οι Hayden et al. χρησιµοποιώντας διαγονιδιακά ποντίκια (BAC) τα οποία 

περιελαµβάναν αλληλουχία ~13kb ανοδικά του δεύτερου εξονίου και όχι το πρώτο 

εξόνιο, έδειξαν ότι το πρώτο ιντρόνιο περιέχει τρία στοιχεία LXRE και είναι ένας 

λειτουργικός υποκινητής in vivo συνεισφέροντας στη ρύθµιση του γονιδίου ABCA1 

και στην αύξηση της HDL (114). Επιπλέον, χαρακτήρισαν τρία νέα µετάγραφα που 

ξεκινούν από διαφορετικά σηµεία έναρξης της µεταγραφής (εξόνια 1b, 1c, 1d). Στη 

συνέχεια, εξετάσαν την έκφραση των µεταγράφων σε διάφορους ιστούς (117). 
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Βρήκαν ότι το ήπαρ περιέχει και τα τρία µετάγραφα, µε τα 1b και 1d να είναι σε 

µεγαλύτερη αφθονία. Και τα τρία µετάγραφα ανιχνεύθηκαν επίσης στα µακροφάγα. 

Ωστόσο, όταν στα ποντίκια χορηγήθηκε διαίτα µε υψηλή περιεκτικότητα σε λιπαρά, 

το µετάγραφο από το εξόνιο 1b αυξήθηκε δραµατικά στα µακροφάγα αλλά δεν έδειξε 

καµιά αλλαγή στο ήπαρ. Αντίθετα, το µετάγραφο από το εξόνιο 1d αυξήθηκε στο 

ήπαρ αλλά όχι στα µακροφάγα. Τα δεδοµένα αυτά συµφωνούν µε άλλες µελέτες που 

δείχνουν ότι τα ποντίκια (BAC) εµφανίζουν σηµαντική αύξηση στην πρωτεΐνη ABCA1 

στο ήπαρ και τα µακροφάγα όταν ταΐστούν µε πολλά λιπαρά (48). Η αύξηση του 

µεταγράφου 1b στα µακροφάγα και του 1d στο ήπαρ, µπορεί να ευθύνονται για την 

προστασία από τη δηµιουργία αφρωδών κυττάρων και για την αύξηση της HDL 

χοληστερόλης στο πλάσµα, αντίστοιχα. Εποµένως, στο γονίδιο ABCA1 η χρήση 

εναλλακτικών υποκινητών µπορεί να επηρεάσει τη γονιδιακή έκφραση και να 

δηµιουργήσει επιπλέον ευελιξία καθώς οι διαφορετικές τάξεις µεταγράφων 

βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο διαφορετικών στοιχείων υποκινητή.  

 

 

 

Ο µεταφορέας ABCG1 (ATP-binding cassette transporter G1) 
 
 Ο µεταφορέας ABCG1 είναι µέλος της ίδιας υπεροικογένειας µε τον ABCΑ1 

αλλά ανήκει στους λεγόµενους «µισούς» µεταφορείς καθώς αποτελείται µόνο από 

µια περιοχή δέσµευσης ΑΤΡ στο αµινοτελικό άκρο που ακολουθείται από έξι 

διαµεµβρανικές περιοχές (Εικόνα 11) (118). Όµοια µε τον ABCΑ1 µεταφορέα και ο 

ABCG1 συµβάλλει στην εκροή χοληστερόλης από τα κύτταρα παίζοντας καθοριστικό 

ρόλο στην προστασία από την αθηροσκλήρωση (Εικόνα 1). Σε αντίθεση όµως µε τον 

ABCΑ1, αποδέκτες της χοληστερόλης και των φωσφολιπιδίων δεν είναι η φτωχή σε 

λιπίδια apoA-I αλλά τα σωµατίδια HDL2 και HDL3 (Εικόνες 4, 7) (119). 
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Εικόνα 11: Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής του µεταφορέα ABCG1. [πηγή: 
αναφορά (118)] 
 
Μεταγραφική ρύθµιση 
 

Το mRNA του γονιδίου ABCG1 παρουσιάζει µέτρια και υψηλά επίπεδα 

έκφρασης στα µακροφάγα, τη σπλήνα, τους πνεύµονες, το θύµο αδένα, τον 

πλακούντα, τον εγκέφαλο, και χαµηλότερα επίπεδα στους περισσότερους άλλους 

ιστούς, συµπεριλαµβανοµένου του ήπατος (46, 120). Το ανθρώπινο γονίδιο ABCG1 

εκφράζεται από πολλαπλούς υποκινητές από τους οποίους προκύπτουν εναλλακτικά 

µετάγραφα που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες µε διαφορετικά αµινοτελικά άκρα 

(Εικόνα 12) (118, 121, 122). Όµοια µε τον ABCΑ1, το ABCG1 στα µακροφάγα 

ρυθµίζεται από το φορτίο της χοληστερόλης (123, 124). Τουλάχιστον τέσσερα 

διαφορετικά στοιχεία LXRE έχουν χαρακτηριστεί στον υποκινητή του γονιδίου 

ABCG1: ένα LXRE είναι στον υποκινητή του γονιδίου ABCG1 ανοδικά του εξονίου 1 

και τρία είναι στην περιοχή ανάµεσα στα εξόνια 5 και 8 (122, 125). Σε όλα αυτά τα 

LXREs προσδένονται ετεροδιµερή LXR/RXR και προσδίδουν συνεργατική 

ενεργοποιήση της µεταγραφής του γονιδίου ABCG1 από ρετινοειδή και οξυστερόλες 

(122, 125). Ένα από αυτά τα LXREs (ανοδικά του εξονίου 1) έχει δειχθεί να 

µεσολαβεί στην αναστολή της έκφρασης του γονιδίου ABCG1 από ακόρεστα λιπαρά 

οξέα. Φαίνεται ότι τα ακόρεστα λιπαρά οξέα επεµβαίνουν στη µεταγραφή του 

υποκινητή του γονιδίου ABCG1 από τα ετεροδιµερή LXR/RXR παρουσία ρετινοειδών 

και οξυστερολών (126). Ο υποκινητής του γονιδίου ABCG1 περιέχει επαναλήψεις 

GnT, οι οποίες λειτουργούν ως θέσεις πρόσδεσης για τον παράγοντα ZNF202 ο 
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οποίος διαθέτει δάκτυλο ψευδαργύρου και είναι καταστολέας της µεταγραφής του 

γονιδίου ABCG1 στα κύτταρα HepG2 (106). 

 

Εικόνα 12: Ρυθµιστικά στοιχεία και παράγοντες που εµπλέκονται στη ρύθµιση 
του ABCG1. [πηγή:  Kardassis et al. 2007 in High-Density Lipoproteins. From Basic 
Biology to Clinical Aspects, CJ Fielding Editor, WILEY-VCH, pp237-265] 
 
 
Οι πυρηνικοί υποδοχείς LXR 
 

Οι LXRs είναι µέλη της υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων η οποία 

περιλαµβάνει αρκετούς µεταγραφικούς παράγοντες οι οποίοι ενεργοποιούνται από 

συνδέτες. Οι πυρηνικοί υποδοχείς έχουν µια υψηλά συντηρηµένη δοµή 

αποτελούµενοι από µια αµινοτελική περιοχή η λειτουργία της οποίας δεν εξαρτάται 

από το συνδέτη (AF1, activation function 1), µια περιοχή για πρόσδεση στο DNA µε 

δάκτυλους ψευδαργύρου, µια καρβοξυτελική περιοχή στην οποία προσδένεται ο 

συνδέτης (LBD, ligand binding domain) και µια περιοχή ενεργοποίησης της 

µεταγραφής εξαρτώµενης από το συνδέτη (AF2, activation function 2) (127, 128). Οι 

LXRs ρυθµίζουν τη µεταγραφή γονιδίων µε το να προσδένονται ως υποχρεωτικά 

ετεροδιµερή µε τον υποδοχέα του 9-cis ρετινοϊκού οξέος (RXR) σε συγκεκριµένες 

αλληλουχίες του DNA γνωστές ως LXREs (LXR responsive elements) που 

βρίσκονται στους υποκινητές των γονιδίων στόχων (129). 

Κάτω από βασικές συνθήκες και απουσία της ενεργοποίησης από συνδέτες, 

το ετεροδιµερές LXR/RXR καταστέλλει ενεργά τη µεταγραφή ενός πλήθους γονιδίων-

στόχων µέσα από αλληλεπιδράσεις µε σύµπλοκα συγκαταστολέων, όπως οι NCoR 

SMRT (Εικόνα 9). Η δέσµευση του συνδέτη επάγει µια αλλαγή στη 

στερεοδιαµόρφωση της πρωτεΐνης η οποία οδηγεί στη στρατολόγηση 

συνενεργοποιητών, όπως ο SRC-1, ο GRIP-1 (µέλος της οικογένειας p160), ή ο 

PGC-1α [peroxisome-proliferator-activated (PPAR)γ coactivator 1α] και κατά 

συνέπεια στην ενεργοποίηση της µεταγραφής. 
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Υπάρχουν δύο ισότυποι LXR, οι LXRα και LXRβ. Ο LXRα εκφράζεται σε 

υψηλά επίπεδα στο ήπαρ, και σε χαµηλότερα επίπεδα στο έντερο, τα µακροφάγα, το 

λιπώδη ιστό, τους πνεύµονες, τα επινεφρίδια και τα νεφρά, ενώ ο LXRβ εκφράζεται 

παντού (130). Παρόλο που οι LXRα και LXRβ έχουν πολύ όµοια δοµή και 

εµφανίζουν ιδιαίτερα υψηλό βαθµό οµολογίας στη θέση πρόσδεσης του συνδέτη 

(LBD), ο εντοπισµός τους και η διατήρηση στον πυρήνα καθώς και η λειτουργία τους 

εµφανίζουν διαφορές (131). 

 

Συνδέτες των LXR 
 
 Όπως αναφέρθηκε παραπάνω (σελ.16), τα οξειδωµένα παράγωγα της 

χοληστερόλης (οξυστερόλες) ενεργοποιούν τους LXRs, µε τους πιο δυνατούς 

ενεργοποιητές να είναι η 22(R)-υδροξυστερόλη, η 20(S)-υδροξυστερόλη, η 24(S),25-

εποξυστερόλη, και η 27-υδροξυστερόλη που παράγονται φυσικά (132, 133). Ιδιαίτερη 

σηµασία έχει το γεγονός ότι αυτές οι οξυστερόλες ενεργοποιούν τους LXRs σε 

συγκεντρώσεις όµοιες µε αυτές που συναντώνται σε εκχυλίσµατα ιστών (48, 78). 

Επιπλέον, κάποιες οξυστερόλες όπως η 27-υδροξυστερόλη, µπορεί να είναι 

συνδέτες του LXR σε συγκεκριµένα κύτταρα (79, 134) ενώ κάποιες άλλες 

οξυστερόλες µπορεί να έχουν εξειδίκευση ως προς το γονίδιο-στόχο in vivo (135). 

  Οι περισσότεροι ενδογενείς συνδέτες του LXR που έχουν ταυτοποιηθεί µέχρι 

τώρα ενεργοποιούν και τον LXRα και τον LXRβ. Ωστόσο, η 24(S),25-διεποξυστερόλη 

είναι ένας συνδέτης σχετικά ειδικός για τον LXRα, υποδηλώνοντας ότι είναι εφικτή η 

ανάπτυξη συνδετών µε εξειδίκευση ως προς τον υπότυπο των LXR για 

φαρµακολογικές εφαρµογές (78). Επιπρόσθετα, τα φυσικά και συνθετικά 6α-υδροξυ 

χολικά οξέα είναι πιο εξειδικευµένοι ενεργοποιητές του LXRα από τον LXRβ (136). 

 Εκτός από τους φυσικούς συνδέτες, έχουν αναπτυχθεί και συνθετικοί 

συνδέτες των LXRs. Οι περισσότεροι από αυτούς είναι διττοί αγωνιστές που 

ενεργοποιούν και τον LXRα και τον LXRβ, και εµφανίζουν θετικές επιδράσεις στο 

µεταβολισµό της χοληστερόλης αλλά και ανεπιθύµητες δράσεις στο µεταβολισµό των 

τριγλυκεριδίων. Από πειράµατα σε ποντίκια έχει δειχθεί ότι η ειδική ενεργοποίηση του 

LXRα ή του LXRβ µπορεί να έχει διαφορετικά αποτελέσµατα in vivo (137). Η 

υπάρχουσα υπόθεση υποστηρίζει ότι ένας ειδικός αγωνιστής για τον LXRβ θα 

αυξήσει τα επίπεδα της HDL χοληστερόλης στο πλάσµα και τα επίπεδα έκφρασης 

του ABCA1 στα µακροφάγα (επάγοντας και την εκροή χοληστερόλης), χωρίς να 

προκαλέσει συσσώρευση τριγλυκεριδίων στο ήπαρ. 

 ∆ύο µη στεροειδείς συνθετικοί αγωνιστές, ο ΤΟ901317 και ο GW3965, 

διαφέρουν δοµικά και παρουσιάζουν διαφορές στις βιολογικές τους δράσεις. Αν και in 
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vivo σε ποντίκια και τα δύο σκευάσµατα αυξάνουν την αντίστροφη µεταφορά της 

χοληστερόλης, οι δράσεις τους στο µεταβολισµό των λιπαρών οξέων διαφέρουν. 

Κατά συνέπεια, ενώ και οι δύο συνδέτες όταν χορηγηθούν σε ποντίκια αυξάνουν τα 

επίπεδα της HDL, µόνο ο ΤΟ901317 προκαλεί στεάτωση (138). Ωστόσο, υπάρχουν 

µελέτες που δείχνουν ότι και ο GW3965 οδηγεί σε αύξηση των τριγλυκεριδίων στο 

ήπαρ (134). Η διαφορετική δράση των δύο συνθετικών αγωνιστών µπορεί να 

οφείλεται στη στρατολόγηση διαφορετικών συνενεργοποιητών (138).  

 

Οι LXRs ως αισθητήρες του µεταβολισµού των λιπιδίων 
 
Οµοιόσταση της χοληστερόλης 

 

 Παρόλο που η χοληστερόλη είναι ένα απαραίτητο συστατικό των µεµβρανών 

του κυττάρου καθώς και υπόστρωµα για τη σύνθεση χολικών οξέων και στεροειδών 

ορµονών, η περίσσεια χοληστερόλης στο κύτταρο µπορεί να είναι τοξική και να 

οδηγήσει στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης και των επακόλουθων 

καρδιαγγειακών ασθενειών. Για το λόγο αυτό ο έλεγχος της οµοιόστασης της 

χοληστερόλης έχει ιδιαίτερη σηµασία. 

 Οι LXRs διαδραµατίζουν ένα σηµαντικό ρόλο στον έλεγχο της οµοιόστασης 

της χοληστερόλης µε τη συντονισµένη δράση τους (1) στην απορρόφηση της 

χοληστερόλης της τροφής µέσω του εντέρου, (2) στη βιοσύνθεση και την πρόσληψη 

της χοληστερόλης από το ήπαρ, (3) στη σύνθεση των σωµατιδίων της HDL και την 

αναδόµησή της, ρυθµίζοντας την επακόλουθη ενεργότητα στην αντίστροφη 

µεταφορά της χοληστερόλης, (4) στην αποµάκρυνση της χοληστερόλης από το σώµα 

µε τη ρύθµιση, τουλάχιστον στα τρωκτικά, της µετατροπής της σε χολικά οξέα και την 

απέκκριση της χοληστερόλης στη χολή (Εικόνα 13). 
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Εικόνα 13: Ο ρόλος του LXR στην οµοιόσταση της χοληστερόλης. Ο LXR παίζει 
σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της οµοιόστασης της χοληστερόλης µέσω 
συντονισµένων δράσεων στην απορρόφηση της χοληστερόλης στο έντερο µε την 
επαγωγή των µεταφορέων ABCG5 και ABCG8 και την καταστολή του NPC1L1, στην 
αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης µε απευθείας δράση στα γονίδια που 
εµπλέκονται στην ωρίµανση της HDL (ABCΑ1 και ABCG1) στα µακροφάγα και την 
επαγωγή των γονιδίων που εµπλέκονται στην αναδόµηση της HDL (apoE, PLTP, 
LPL, CETP), και τελικά στην απέκκριση της χοληστερόλης από το ήπαρ επάγοντας 
την αποβολή της στη χολή µε την ενεργοποίηση της έκφρασης του γονιδίου Cyp7A1. 
PLTP, phospholipid transfer protein· LPL, lipoprotein lipase· CETP, cholesterol ester 
transfer protein. [πηγή: αναφορά (139)] 
 

Απορρόφηση της χοληστερόλης από την τροφή 

 

 Έχει δειχθεί ότι αγωνιστές του LXRα αναστέλουν την απορρόφηση της 

χοληστερόλης από το έντερο στα ποντίκια (140). ∆ύο µεταφορείς στερολών της 

οικογένειας των ABC, οι ABCG5 και ABCG8, οι οποίοι εντοπίζονται στην κορυφαία 

µεβράνη των κυττάρων του εντέρου, έχουν  δειχθεί ότι αποτελούν στόχο του LXR, αν 

και ο ρόλος τους στη µειωµένη απορρόφηση της χοληστερόλης δεν είναι ξεκάθαρος 

(141).  
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 Η πρωτεΐνη Niemann-Pick C1 like 1 (NPC1L1) είναι µια πρωτεΐνη που 

εκφράζεται στη λαχνοειδή πλευρά των εντεροκυττάρων στο λεπτό έντερο και 

αποτελεί το µοριακό στόχο του αναστολέα της απορρόφησης ezitimibe. Έχει 

αποδειχθεί ότι ο NPC1L1 είναι ο µεταφορέας της χοληστερόλης της τροφής στο 

έντερο (142) και ότι η έκφραση του µειώνεται από τον LXR (143). 

 

Βιοσύνθεση και πρόσληψη της χοληστερόλης από το ήπαρ 

 

Το ήπαρ αποτελεί έναν από τους κύριους ιστούς στο µεταβολισµό της 

χοληστερόλης, ένα σηµείο-κλειδί για τη βιοσύνθεση και την αποικοδόµηση της 

χοληστερόλης. Επιπλέον το ήπαρ προσλαµβάνει χοληστερόλη από την LDL στο 

πλάσµα µέσω του υποδοχέα της, LDLR. Ο LXR έχει δειχθεί ότι µπορεί να δράσει ως 

αναστολέας της βιοσύνθεσης της χοληστερόλης µε το να καταστέλει απευθείας τη 

δράση των ενζύµων CYP51A1 (lanosterol 14a-demethylase) και της squalene 

synthase (144). Επίσης, έχει δειχθεί ότι η ενεργοποίηση του LXRα επάγει την 

έκφραση του υποδοχέα LDLR σε κύτταρα ηπατοβλαστώµατος (145).  

 

Αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης 

 

Ένα αξιοπρόσεκτο χαρακτηριστικό του µονοπατιού της αντίστροφης 

µεταφοράς της χοληστερόλης είναι ότι σε καθένα από τα ξεχωριστά στάδια 

εµπλέκονται µόρια που αποτελούν απευθείας στόχους των µεταγραφικών 

παραγόντων LXR (liver X receptor) / RXR (retinoid X receptor) (146, 147). Η 

ενεργοποίηση των LXRs από τη συσσώρευση συγκεκριµένων οξυστερολών στα 

κύτταρα, υποδηλώνει την ύπαρξη ενός συγκεκριµένου µοριακού µηχανισµού που 

έχει αναπτυχθεί για να διευκολύνει την αποµάκρυνση της χοληστερόλης από το 

σώµα. 

Οι LXRs ελέγχουν την αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης µε αρκετούς 

µηχανισµούς. Καταρχήν, οι LXRs ενεργοποιούν την κινητοποίηση της χοληστερόλης 

από τις ενδοκυττάριες δεξαµενές προς την πλασµατική µεµβράνη και κατά συνέπεια 

αυξάνουν τη διαθεσιµότητά της για εκροή προς τους εξωκυττάριους αποδέκτες (148, 

149). Σε αυτό το πρώτο βήµα, οι LXRs έχουν καθοριστικό ρόλο καθώς ενεργοποιούν 

την έκφραση του µεταφορέα ABCA1 ο οποίος προωθεί την εκροή χοληστερόλης 

προς τις φτωχές σε λιπίδια απολιποπρωτεΐνες apoA-I και apoΕ (56). Επίσης, αρκετές 

λιποπρωτεΐνες και ένζυµα αναδιαµόρφωσης των λιπιδίων αποτελούν µεταγραφικούς 

στόχους των LXRs. Πράγµατι, οι LXRs επάγουν την έκφραση της apoE στα 

µακροφάγα του ποντικού, όλα τα γονίδια του συµπλόκου apoC-I/apoC-IV/apoC-II στα 
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µακροφάγα του ανθρώπου και του ποντικού (150) και της apoΑ-IV στο ήπαρ του 

ποντικού και στην ανθρώπινη ηπατική κυτταρική σειρά HepG2 (151). Επιπρόσθετα, 

οι LXRs ενεργοποιούν το ένζυµο PLTP (phospholipid transfer protein) το οποίο 

καταλύει την ανταλλαγή φωσφολιπιδίων µεταξύ των σωµατιδίων της HDL και των 

πλούσιων σε τριγλυκερίδια λιποπρωτεϊνών, οδηγώντας σε αυξηµένα επίπεδα HDL 

και σε αυξηµένο µέγεθος των σωµατιδίων της HDL (152, 153). Ωστόσο, οι LXRs 

ενεργοποιούν και το ένζυµο CETP (cholesterol ester transfer protein), το οποίο 

διευκολύνει τη µεταφορά εστέρων της χοληστερόλης και τριγλυκεριδίων µεταξύ της 

HDL και των σωµατιδίων που περιέχουν την απολιποτρωτεΐνη apoB και παρουσιάζει 

αντιστρόφως ανάλογη σχέση µε τα επίπεδα της HDL. Η έκφραση του ενζύµου LPL 

(lipoprotein lipase) επίσης ενεργοποιείται από τους LXRs στο ήπαρ και τα 

µακροφάγα για να καταλύσει την υδρόλυση των τριγλυκεριδίων των λιποπρωτεϊνών 

που εµπλέκεται στην ωρίµανση της HDL (154). 

Εκτός από την επαγωγή του ABCA1, οι LXRs επάγουν την έκφραση δύο 

άλλων µεταφορέων ABC, των ABCG1 και ABCG4, οι οποίοι µεσολαβούν την εκροή 

χοληστερόλης από τα κύτταρα προς την HDL (42). Ο ABCG1 εκφράζεται σε υψηλά 

επίπεδα στα µακροφάγα. Είναι χαρακτηριστικό ότι ποντίκια µε έλλειψη του LXR που 

υποβλήθηκαν σε δίαιτα µε χαµηλά λιπαρά εµφάνισαν σηµαντική συσσώρευση 

χοληστερόλης στα µακροφάγα της σπλήνας, τους πνεύµονες και το αρτηριακό 

τοίχωµα, ταυτόχρονα µε µειωµένη έκφραση του ABCA1 στο ήπαρ (155). 

 

Μεταβολισµός των λιπαρών οξέων 

 
 Εκτός από το ρόλο των LXRs στην οµοιόσταση της χοληστερόλης, η 

ενεργοποίηση των LXRs αυξάνει την έκφραση γονιδίων της βιοσύνθεσης των 

λιπαρών οξέων (λιπογένεση), και αυξάνει τα επίπεδα τριγλυκεριδίων στο πλάσµα 

(υπερτριγλυκεριδαιµία) (156, 157) (Εικόνα 14). 
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Εικόνα 14: Ο ρόλος του LXR στο µεταβολισµό των τριγλυκεριδίων. Μετά από 
την ενεργοποίησή του, ο LXR επάγει την έκφραση ηπατικών γονιδίων που 
εµπλέκονται στη βιοσύνθεση των λιπαρών οξέων (SREBP-1c, FAS, ACC, SCD1, 
ChRERBP και πιθανότατα L-UrdPase) και καταστέλει γονίδια που εµπλέκονται στο 
µεταβολισµό των τριγλυκεριδίων (Angptl1, apoA-V), οδηγώντας σε ηπατική 
στεάτωση και υπερτριγλυκεριδαιµία. FAS, fatty acid synthase · ΑCC, acetyl-coA 
carboxylase· SCD1, stearoyl-coenzyme A desaturase 1·   ChRERBP, carbohydrate 
response element binding protein. [πηγή: αναφορά (139)] 
 
 Σοβαρή στεάτωση του ήπατος αναπτύσσεται σε ποντίκια µετά χορήγηση 

αγωνιστών LXR, και πολλές µελέτες ερµηνεύουν αυτό το αποτέλεσµα ως απευθείας 

επαγωγή του SREBP-1c, την κύρια ισοµορφή SREBP-1 στο ήπαρ, ο οποίος 

ενεργοποιεί τη µεταγραφή γονιδίων της λιπογένεσης όπως τα FAS (fatty acid 

synthase), ACC (acetyl-coA carboxylase) και SCD1 (stearoyl-coenzyme A 

desaturase 1) (ενός ενζύµου που είναι απαραίτητο για τη σύνθεση των 

µονοακόρεστων λιπαρών)  (156, 158-161). 

 Εκτός από τη στεάτωση του ήπατος, έχει αναφερθεί ότι η φαρµακολογική 

ενεργοποίηση του LXR στα ποντίκια οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα τριγλυκεριδίων στο 

πλάσµα (156) και προάγει την έκκριση της VLDL (very low-density lipoprotein) (157). 

 Η επαγωγή της λιπογένεσης εµποδίζει την ανάπτυξη των αγωνιστών των 

LXRs ως θεραπευτικά µέσα, και απαιτείται µια εις βάθος κατανόηση των 

διαφορετικών ρόλων των δύο υποτύπων (LXRα και LXRβ) σε αυτή τη διαδικασία 

προκειµένου να σχεδιαστούν βελτιωµένα εξειδικευµένα µόρια. 
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Η δράση των LXRs στη φλεγµονή 
 
 Η αθηροσκλήρωση θεωρείται πλέον τόσο µια χρόνια φλεγµονώδης ασθένεια 

όσο και µια διαταραχή του µεταβολισµού των λιπιδίων. Οι LXRs, επιπρόσθετα της 

ρύθµισης του µεταβολισµού της χοληστερόλης, έχουν αναδειχθεί ως ρυθµιστές 

γονιδίων της φλεγµονής. Η ενεργοποίηση των LXRs ανταγωνίζεται την έκφραση 

γονιδίων της φλεγµονής στα σηµατοδοτικά µονοπάτια των TLR4 (Toll-like receptor 

4), IL-1β και TNF-α (162, 163). Τα φλεγµονώδη γονίδια που καταστέλλονται από 

τους LXRs περιλαµβάνουν αρκετά γονιδία-στόχους του NF-κΒ, όπως iNOS 

(inducible nitric oxide synthase), IL-6 (interleukin-6), MMP-9 (Matrix 

Metalloproteinase 9), κυκλοοξυγενάση 1 (COX-1), CCL2 (CC-chemokine ligand 2), 

CCL7, IL-1β. Αντίστροφα, η ενεργοποίηση είτε του TLR3 ή του TLR4 αναστέλλει τη 

λειτουργία των LXRs στην οµοιόσταση της χοληστερόλης µέσω του µεταγραφικού 

παράγοντα IRF-3 (interferon-regulatory factor 3), υποδηλώνοντας ότι οι LXRs 

ρυθµίζουν την επικοινωνία µεταξύ των φλεγµονωδών και των µεταβολικών 

µονοπατιών (Εικόνα 15). 

 
Εικόνα 15: Το µονοπάτι σηµατοδότησης του LXR στα µακροφάγα εµπλέκεται 
τόσο στην επαγωγή του µεταβολισµού των λιπιδίων και στην εκροή της 
χοληστερόλης όσο και στην καταστολή των γονιδίων της φλεγµονής. [πηγή: 
αναφορά (147)] 
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Sp1 
 
 Ο µεταγραφικός παράγοντας Sp1 (specifity protein 1) είναι ο πρώτος 

µεταγραφικός παράγοντας του τύπου C2H2 (C: Cysteine, H: histidine) µε δακτύλους 

ψευδαργύρου που αποµονώθηκε και κλωνοποιήθηκε από κύτταρα θηλαστικών 

(164). Ο Sp1 προσδένεται σε στοιχεία GC (GC-boxes) µε την οµόφωνη αλληλουχία 

5’-G/T-GGGCGG-G/A-G/A-C/T-3’ ή 5’-G/T-G/A-GGCG-G/T-G/A-C/T-3’ (165). 

Προδένεται επίσης σε στοιχεία GT (GΤ-boxes), αλλά µε σηµαντικά χαµηλότερη 

συγγένεια. Για παράδειγµα, το στοιχείο GT 5’-GGGGAGGGGC-3’ και το στοιχείο GT 

5’-GGGGTGGGGC-3’ προσδένονται τρεις ή έξι φορές πιο ασθενικά, αντίστοιχα, σε 

σχέση µε το στοιχείο GC (5’-GGGGCGGGGC-3’)   (166). 

Ο Sp1 είναι µέλος της οικογένειας Sp/KLF (Krüppel-like factor) και εκφράζεται 

σε όλους τους ιστούς. Τα µέλη της οικογένειας Sp/KLF µοιράζονται µια υψηλά 

συντηρηµένη περιοχή πρόσδεσης στο DNA (DBD) (µε ταυτότητα στην αλληλουχία 

µεγαλύτερη από 65%) µε τρεις γειτονικούς δακτύλους ψευδαργύρου του τύπου C2H2 

ώστε να προσδένονται σε GC- και/ή GT-boxes µε επικαλυπτόµενη ειδικότητα και 

συγγένεια (167-173) (Εικόνα 16). Κατά συνέπεια δεν επαρκεί η γνώση της έκφρασης 

µόνο του Sp1 γιατί το τελικό αποτέλεσµα καθορίζεται από την τρέχουσα αναλογία της 

έκφρασης και της ενεργότητας του Sp1 προς την έκφραση και την ενεργότητα άλλων 

µελών της οικογένειας Sp/KLF. 

 

 

Εικόνα 16: Οι δάκτυλοι ψευδαργύρου των µεταγραφικών παραγόντων Sp/KLF. 
Ο κάθε δάκτυλος ψευδαργύρου (F1, F2, F3) παριστάνεται ως µια β-πτυχωτή 
επιφάνεια (τόξα) και µια α-έλικα (κύλινδρος) που συγκρατούνται µαζί από ένα ιόν 
ψευδαργύρου (σκούρα γκρι σφαίρα). Το DNA µε την κλασική θέση πρόσδεσης GC 
(5’ GGGGCGGGG 3’) φαίνεται στο πάνω µέρος. [πηγή: αναφορά (174)] 
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 Η οικογένεια Sp/KLF υποδιαιρείται στην οικογένεια Sp, η οποία δείχνει 

προτίµηση για τα στοιχεία GC, και την οικογένεια KLF, η οποία προτιµά τα στοιχεία 

GΤ και περιλαµβάνει ενεργοποιητές αλλά και καταστολείς (167, 171). Ωστόσο, 

τουλάχιστον τρία µέλη της οικογένειας KLF οι KLF9, KLF10 και KLF11, έχουν 

ειδικότητα πρόσδεσης στο DNA πολύ όµοια, αν όχι πανοµοιότυπη, µε τον Sp1 ώστε 

να αναγνωρίζουν και αυτοί τα κλασικά στοιχεία GC (168, 169, 175).  

 

Η οικογένεια Sp 
 

Η οικογένεια Sp υποδιαιρείται στους Sp1-4 και Sp5-9, ανάλογα µε το αν 

περιέχουν ή όχι αµινοτελικές περιοχές ενεργοποίησης (ADs, activation domains) 

πλούσιες σε γλουταµίνες, αντίστοιχα (Εικόνα 17) (174).  

 

Εικόνα 17: ∆οµικά µοτίβα στους παράγοντες Sp. ∆είχνονται τα στοιχεία Sp και 
Btd (Buttonhead), οι περιοχές που είναι σε σερίνες/θρεονίνες (S/T), σε γλουταµίνες 
(Q) και σε φορτισµένα αµινοξέα, οι περιοχές ενεργοποίησης (AD), και οι περιοχές 
καταστολής (ID). [πηγή: αναφορά (174)] 
 

 

∆οµικά χαρακτηριστικά των παραγόντων Sp 
 Οι Sp1, Sp3 και Sp4 περιέχουν δύο πλούσιες σε γλουταµίνη περιοχές (Α και 

Β) που είναι απαραίτητες για τη µεταγραφική ενεργοποίηση. ∆ίπλα σε αυτές τις 
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περιοχές βρίσκονται περιοχές πλούσιες σε σερίνες και θρεονίνες, οι οποίες µπορεί 

να αποτελούν στόχο για µεταµεταφραστικές τροποποίησεις. Ο παράγοντας Sp2 έχει 

µόνο µία πλούσια σε γλουταµίνες περιοχή αλλά µοιάζει µε τους άλλους παράγοντες 

όσον αφορά στη φορτισµένη περιοχή C και σε µια περιοχή πλούσια σε 

σερίνες/θρεονίνες. Ο Sp2 έχει διαφορετική περιοχή πρόσδεσης λόγω µιας 

αντικατάστασης ενός κρίσιµου καταλοίπου ιστιδίνης από λευκίνη στον πρώτο 

δάκτυλο ψευδαργύρου (176). 

 Όλοι οι παράγοντες Sp περιέχουν την αποκαλούµενη Buttonhead περιοχή 

(Βtd) αµινοτελικά των δακτύλων ψευδαργύρου (177). Αυτή  η συντηρηµένη 

ακολουθία από 11 κατάλοιπα αµινοξέων αναγνωρίστηκε αρχικά στην οµόλογη 

πρωτεΐνη του Sp1 στη ∆ροσόφιλα, Buttonhead (Βtd). Η περιοχή αυτή µπορεί να 

συνεισφέρει στην µεταγραφική ικανότητα των παραγόντων (178). 

 Η ακολουθία συντηρηµένων αµινοξέων SPLALLAATCSR/KI (Sp box) 

εντοπίζεται στο αµινοτελικό τµήµα των πρωτεϊνών. Το στοιχείο αυτό περιέχει µια 

θέση ενδοπρωτεολυτικής κοπής και είναι τοποθετηµένο στο αµινοτελικό άκρο του 

Sp1 το οποίο κατευθύνει την αποικοδόµηση µέσω πρωτεασώµατος in vitro (179). 

Παρόλο που δεν απαιτείται για την απευθείας κοπή, το γεγονός ότι το στοιχείο Sp 

είναι υψηλά συντηρηµένο υποδηλώνει ότι µπορεί να έχει ρόλο στη ρύθµιση της 

πρωτεόλυσης των παραγόντων Sp. Ένας άλλος πιθανός ρόλος είναι η ρύθµιση του 

δυναµικού της µεταγραφής µέσω της αλληλεπίδρασης µε καταστολέα (180). 

 O Sp1 µπορεί να ενεργοποιήσει τη µεταγραφή από κοντινούς υποκινητές 

αλλά και από µακρινούς ενισχυτές (181). Πειράµατα in vitro υποδηλώνουν ότι 

τετραµερή του Sp1 εµπλέκονται στη συνεργατική ενεργοποίηση µέσω 

αποµακρυσµένων θέσεων πρόσδεσης παρακάµπτοντας την ενδιάµεση περιοχή του 

DNA (182). Για τη δηµιουργία των πολυµερών συµπλόκων, η περιοχή 

ενεργοποίησης Β είναι µεγάλης σηµασίας (183). Μαζί µε την περιοχή Α, η περιοχή Β 

µεσολαβεί στην υπερενεργοποίηση της µεταγραφής γονιδίων από τον Sp1 η οποία 

στην περίπτωση πολλαπλών θέσεων πρόσδεσης µπορεί να επιτευχθεί από 

µεταλλάγµατα του Sp1 που δεν έχουν την ικανότητα να προσδένονται στο DNA 

(181). Για τη συνεργατική ενεργοποίηση µέσω της πρόσδεσης σε πολλαπλά στοιχεία 

DNA απαιτείται η περιοχή D καθώς και οι δύο περιοχές ενεργοποίησης Α και Β (183).  

 
Sp1 και Sp3 
 Οι Sp1 και Sp3 εκφράζονται σε όλους τους ιστούς και επιδεικνύουν πολύ 

όµοια αν όχι ταυτόσηµη ειδικότητα και συγγένεια πρόσδεσης στο DNA µε 

αποτέλεσµα να ανταγωνίζονται για την πρόσδεση στα ίδια GC-, CT- και GT-στοιχεία 

(184). Εποµένως η αναλογία Sp1: Sp3 παίζει σηµαντικό ρόλο στη γονιδιακή ρύθµιση 
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µε το αποτέλεσµα να εξαρτάται από τον κυτταρικό τύπο και την αρχιτεκτονική του 

υποκινητή, η οποία καθορίζει την ξεχωριστή συµπεριφορά του Sp3 (185). Σε 

κάποιους υποκινητές, ο Sp3 συνεργάζεται µε τον Sp1 ενώ σε άλλους υποκινητές ο 

Sp3 καταστέλλει τη µεταγραφή που µεσολαβείται από τον Sp1. Με παρόµοιο τρόπο, 

οι υποκινητές διαφέρουν ως προς τη δυνατότητα του Sp3 να αντικαταστήσει τον Sp1. 

Επιπρόσθετα, υπάρχουν πολλές ισοµορφές του Sp3 αυξάνοντας την 

πολυπλοκότητα της ρύθµισης (186). 

 

Πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις 
 Κεντρικό ρόλο στη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης έχει η επικοινωνία µε τη 

βασική µεταγραφική µηχανή. Και οι δύο περιοχές ενεργοποίησης Α και Β του Sp1 

αλληλεπιδρούν µε τους ΤΒΡ/TFIID και TAF4 (187, 188). Η στρατολόγηση του 

ΤΒΡ/TFIID από τον Sp1 εξηγεί την ικανότητα του Sp1 να ενεργοποιεί τη µεταγραφή 

γονιδίων από τα οποία απουσιάζει το TATA-box. Επιπλέον, το πολυπρωτεϊνικό 

σύµπλοκο CRSP (cofactor required for Sp1) προάγει τη µεταγραφή µέσω του Sp1. 

Το CRSP λειτουργεί σε συνδυασµό µε τους ΤΒΡ-συνδεόµενους παράγοντες και 

περιέχει υποµονάδες και πολυπεπτίδια που µοιράζονται µε άλλα σύµπλοκα 

συµπαραγόντων (189). 

 Το αµινοτελικό άκρο του Sp1 έχει ανασταλτικό ρόλο και καταστέλει την 

ενεργοποίηση µέσω των περιοχών Α και Β (180). Σε συµφωνία µε συτή την 

παρατήρηση, η περιοχή ID αλληλεπιδρά απευθείας µε τους συγκαταστολείς SMRT 

(silencing mediator of retinoid and thyroid receptor), NCoR (nuclear hormone 

receptor corepressor) και BCoR (BCL-6 interacting corepressor) (190). 

 Ο Sp1 αλληλεπιδρά επίσης απευθείας µε τον p300 που λειτουργεί ως 

συνενεργοποιητής των περιοχών Α και Β και απαιτείται για την ενεργοποίηση των 

υποκινητών των γονιδίων p21 και 12(S)-λιποξυγενάσης. Ο συνενεργοποιητής 

CBP/p300 είναι ακετυλοτρανσφεράση (HAT) και η δράση του ενεργοποιείται από τον 

Sp1 (191). 

Επιπλέον, ο Sp1 στρατολογεί το ΑΤΡ-εξαρτώµενο σύµπλοκο αναδόµησης 

της χρωµατίνης SWI/SNF (192, 193). O Sp1 προσδένεται απευθείας στις 

υποµονάδες του συµπλόκου SWI/SNF BAF155, BAF170 και BRG1 (Brahma-related 

gene 1). Ωστόσο, ο Sp1 δεν εµπλέκεται µόνο στην ενεργοποίηση των γονιδίων αλλά 

και στην αρνητική τους ρύθµιση µε το να προσδένεται απευθείας στην απεκετυλάση 

ιστονών 1 (HDAC1, histone deacetylase 1) και στην µεθυλοτρανσφεράση 1 (DNMT1, 

DNA methyltransferase) (194, 195). 
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Μετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις 
Ο Sp1 υπόκειται σε αρκετές µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις, οι οποίες 

ρυθµίζουν τα επίπεδα της πρωτεΐνης, την πρόσδεση στο DNA ή το δυναµικό της 

ενεργοποίησης του Sp1. Τέτοιες τροποποιήσεις περιλαµβάνουν φωσφορυλίωση 

(196, 197), ακετυλίωση από τον p300 (198), γλυκοζυλίωση (O-GlcNAc) (199, 200), 

ουµπικουτινίωση (201), σουµοϋλίωση (201) και πολυριβοζυλίωση από την PARP-1 

(202). 

 

 

SREBP 
 

Η ρύθµιση του τελικού προϊόντος στο µεταβολισµό της χοληστερόλης 

επιτυγχάνεται κυρίως µέσω της αναστολής της µεταγραφής γονιδίων που ελέγχουν 

τη σύνθεση και την πρόσληψη της χοληστερόλης. Ωστόσο, στη λειτουργία της 

χοληστερόλης ως καταστολέα της µεταγραφής προκύπτει ένα ειδικό πρόβληµα, 

καθώς η χοληστερόλη είναι ένα αδιάλυτο λιπίδιο που εντοπίζεται αποκλειστικά στις 

µεµβράνες του κυττάρου. Το κύτταρο εποµένως, πρέπει να αντιλαµβάνεται τα 

επίπεδα λιπιδίων που βρίσκονται βυθισµένα στη µεµβράνη και η πληροφορία αυτή 

να µεταδίδεται στον πυρήνα για να ρυθµίζεται η µεταγραφή. Η οµοιόσταση των 

λιπιδίων στα κύτταρα των θηλαστικών ρυθµίζεται από τα µέλη της οικογένειας των 

SREBP µεταγραφικών παραγόντων (sterol regulatory element-binding proteins) που 

εντοπίζονται στη µεβράνη και προσδένονται σε ρυθµιστικά στοιχεία στερολών 

(SREs, sterol regulatory elements) (203). 

 

∆ύο γονίδια – τρεις πρωτεΐνες 
 

Το γονιδίωµα των θηλαστικών κωδικοποιεί για τρεις ισοµορφές των SREBPs, 

που ονοµάζονται SREBP-1a, SREBP-1c και SREBP-2. Η πρωτεΐνη SREBP-2 

κωδικοποιείται από ένα γονίδιο στο ανθρώπινο χρωµόσωµα 22q13. Τόσο ο SREBP-

1a όσο και ο SREBP-1c προέρχονται από ένα και µόνο γονίδιο στο ανθρώπινο 

χρωµόσωµα 17p11.2 µε τη χρήση εναλλακτικών σηµείων έναρξης της µεταγραφής 

τα οποία παράγουν εναλλακτικές µορφές του πρώτου εξονίου, οι οποίες 

χαρακτηρίζονται ως 1a και 1c (203, 204). Τα mRNAs των ανθρώπινων SREBP-1a 

και SREBP-1c µπορούν επίσης να υποστούν εναλλακτική συναρµογή στο 3΄ άκρο 

και να παράγουν πρωτεΐνες που διαφέρουν στα τελευταία 113 αµινοξέα (205, 206). 
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∆οµή των SREBP πρωτεϊνών 
Οι πρωτεΐνες SREBP ανήκουν στην οικογένεια των µεταγραφικών 

παραγόντων bHLH (basic helix-loop-helix) µε φερµουάρ λευκίνης (bHLH-Zip) αλλά 

διαφέρουν από τις άλλες πρωτεΐνες bHLH-Zip στο ότι συντίθενται ως ανενεργές 

πρόδροµες µορφές (~120kDa) προσδεδεµένες στις µεµβράνες του ενδοπλασµατικού 

δικτύου ή του πυρηνικού φακέλου (203, 207). Κάθε πρόδροµη µορφή των SREBPs 

αποτελείται από περίπου 1150 αµινοξέα και περιλαµβάνει τρεις περιοχές: (α) µια 

αµινοτελική περιοχή περίπου 480 αµινοξέων η οποία περιλαµβάνει την περιοχή 

bHLH-Zip για πρόσδεση στο DNA και διµερισµό, (β) δύο υδρόφοβα διαµεµβρανικά 

τµήµατα που διαχωρίζονται από µια µικρή υδρόφιλη θηλιά η οποία εντοπίζεται µέσα 

στην κοιλότητα του ενδοπλασµατικού δικτύου, και (γ) µια καρβοξυτελική περιοχή 

περίπου 590 αµινοξέων η οποία παίζει ρυθµιστικό ρόλο. Η πρόδροµη πρωτεΐνη έχει 

τη µορφή φουρκέτας (εικόνα 18) µε αποτέλεσµα τόσο η αµινοτελική περιοχή όσο και 

η καρβοξυτελική να βρίσκονται προς το κυτταρόπλασµα (208). 

 
 
Εικόνα 18: ∆οµή των πρωτεϊνών SREBP. 
Κάθε πρωτεΐνη SREBP έχει τη µορφή 
φουρκέτας, αποτελούµενη από την αµινοτελική 
bHLH-Zip περιοχή, τα δύο διαµεµβρανικά 
τµήµατα και την καρβοξυτελική ρυθµιστική 
(Reg) περιοχή. ER, ενδοπλασµατικό δίκτυο. 
[πηγή: αναφορά (209)] 
 

 

 

Η αµινοτελική περιοχή των SREBP είναι µεταγραφικός ενεργοποιητής 
 

Οι πρωτεΐνες SREBP-1 και SREBP-2 έχουν 47% οµοιότητα στην αµινοξική 

αλληλουχία (Εικόνα 19). Η αµινοτελική περιοχή των ~480 αµινοξέων κάθε πρωτεΐνης 

SREBP είναι ένας µεταγραφικός παράγοντας bHLH-Zip. Το τµήµα αυτό ξεκινά µε µια 

όξινη περιοχή όµοια µε αυτή άλλων µεταγραφικών ενεργοποιητών. Όταν η περιοχή 

αυτή αφαιρεθεί, οι πρωτεΐνες διατηρούν την ικανότητά τους να προσδένονται στα 

αντίστοιχα στοιχεία του DNA, αλλά χάνουν την ικανότητά τους να ενεργοποιούν τη 

µεταγραφή, και µετατρέπονται σε καταστολείς της µεταγραφής (210). Η αµινοτελική 

όξινη περιοχή του ανθρώπινου SREBP-1a αποτελείται από 42 αµινοξέα, 12 από τα 

οποία είναι όξινα. Στην πρωτεΐνη SREBP-2, η περιοχή αυτή περιλαµβάνει 48 

αµινοξέα, από τα οποία 14 είναι όξινα, ενώ στην πρωτεΐνη SREBP-1c περιλαµβάνει 

µόνο 6 όξινα αµινοξέα. Η πιο µικρή όξινη περιοχή του SREBP-1c είναι αποτέλεσµα 
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της χρήσης του εναλλακτικού πρώτου εξονίου το οποίο περιλαµβάνει µικρότερη 

κωδική περιοχή και καθιστά τον SREBP-1c πιο αδύναµο ενεργοποιητή της 

µεταγραφής σε σύγκριση µε τον SREBP-1a  ή τον SREBP-2 (211). 

Η όξινη αµινοτελική αλληλουχία στις πρωτεΐνες SREBPs ακολουθείται από 

µια περιοχή που είναι πλούσια σε σερίνες και προλίνες στον SREBP-1 και από µια 

περιοχή που είναι σε σερίνες, προλίνες και γλυκίνες στον SREBP-2. Επιπλέον, στην 

πρωτεΐνη SREBP-2, αλλά όχι στην SREBP-1, η περιοχή αυτή ακολουθείται από µια 

άλλη περιοχή ~120 αµινοξέων που είναι πολύ πλούσια σε κατάλοιπα γλουταµίνης 

(Εικόνα 19) (212). Οι περιοχές αυτές ακολουθούνται από µια κλασική αλληλουχία 

bHLH-Zip η οποία µεσολαβεί το διµερισµό και την πρόσδεση στο DNA (210). 

 

 
Εικόνα 19: ∆οµή των ανθρώπινων πρωτεϊνών SREBP-1a και SREBP-2. Η δοµή 
του SREBP-1c είναι ακριβώς ίδια µε αυτή του SREBP-1a εκτός από τη µικρότερη 
όξινη αµινοτελική περιοχή. [πηγή: αναφορά (203)] 
 
 

Πρωτεολυτικός καταρράκτης ενεργοποίησης των SREBP 
 

Προκειµένου να επιδράσουν στη µεταγραφή, η αµινοτελική περιοχή των 

SREBPs πρέπει να απελευθερωθεί από τη µεµβράνη προκειµένου να εισέλθει στον 

πυρήνα. Η απελευθέρωση αυτή πραγµατοποιείται µε δύο διαδοχικά βήµατα 

πρωτεόλυσης τα οποία ρυθµίζονται από τα ενδοκυττάρια επίπεδα στερολών (Εικόνα 

20). 

Οι πρωτεΐνες SREBPs εντοπίζονται στη µεµβράνη του ενδοπλασµατικού 

δικτύου, όπου συνδέονται µε µια άλλη µεµβρανική πρωτεΐνη του ενδοπλασµατικού 

δικτύου, τη SCAP (SREBP cleavage-activating protein). Η αµινοτελική περιοχή της 

SCAP έχει οκτώ διαµεµβρανικές έλικες, οι οποίες περιλαµβάνουν τη λεγόµενη 

«περιοχή-αισθητήρα της χοληστερόλης» (SSD, sterol sensing domain). Η 
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καρβοξυτελική περιοχή της SCAP περιλαµβάνει πέντε επαναλήψεις WD, οι οποίες 

είναι αλληλουχίες των περίπου 40 αµινοξέων που συναντώνται σε πολλές πρωτεΐνες 

που εµπλέκονται σε πρωτεΐνικές αλληλεπιδράσεις. Το τµήµα WD είναι η περιοχή της 

SCAP η οποία σχηµατίζει σύµπλοκο µε το καρβοξυτελικό τµήµα των πρωτεΐνών 

SREBPs (213). Παρουσία στερολών, το σύµπλοκο SCAP-SREBP συγκρατείται στο 

ενδοπλασµατικό δίκτυο εξαιτίας της αλληλεπίδρασης της περιοχής-αισθητήρα της 

χοληστερόλης (SSD) της SCAP µε τις επίσης µεµβρανικές πρωτεϊνες Insig-1 ή Insig-

2. Αυτή η αλληλεπίδραση ενισχύεται από τη χοληστερόλη (στην περίπτωση της 

Insig-1), ή είναι απόλυτα εξαρτηµένη από τη χοληστερόλη (στην περίπτωση της 

Insig-2) (214, 215). Όταν τα κύτταρα στερούνται χοληστερόλης, τα σύµπλοκα SCAP-

SREBP µετακινούνται µέσα σε κυστίδια COPII (216, 217) από το ενδοπλασµατικό 

δίκτυο στο σύστηµα Golgi, όπου βρίσκονται οι δύο πρωτεάσες, S1P (site 1 protease) 

και S2P (site 2 protease). Στο σύστηµα Golgi, η S1P, µια µεµβρανική πρωτεάση 

σερίνης, κόβει τις SREBPs από τη µεριά της κοιλότητας µεταξύ των δύο 

διαµεµβρανικών περιοχών τους. Κατόπιν, το αµινοτελικό τµήµα απελευθερώνεται 

από τη µεµβράνη µε τη δράση της S2P, µιας µεµβρανικής µεταλλοπρωτεάσης 

ψευδαργύρου. Στο κυτταρόπλασµα, οι αµινοτελικές µορφές των SREBPs 

αλληλεπιδρούν µε την importin-β, µια πρωτεΐνη-συνοδό των πυρηνικών πρωτεϊνών, 

και κατόπιν, µεταφέρονται στον πυρήνα (218). Για την αλληλεπίδραση µε την 

importin-β απαιτείται ο διµερισµός των SREBPs µέσω της περιοχής του φερµουάρ 

λευκίνης (219). Στον πυρήνα, οι πρωτεΐνες SREBPs αποκολλώνται από την importin-

β, και η µεταγραφική τους ενεργότητα ρυθµίζεται από την αλληλεπίδραση µε µια 

ποικιλία πυρηνικών πρωτεϊνών, µεταξύ των οποίων οι µεταγραφικοί παράγοντες Sp1 

και NF-Y (220-223). 
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Εικόνα 20: Ο πρωτεολυτικός καταρράκτης ενεργοποίησης των πρωτεϊνών 
SREBP. Ο µηχανισµός περιγράφεται στο κείµενο. [πηγή: αναφορά (224)] 
 
 Η ρύθµιση της διαδικασίας της πρωτεολυτικής ενεργοποίησης από τα 

επίπεδα στερολών δεν ισχύει για όλες τις ισοµορφές SREBP καθώς και άλλοι 

παράγοντες, όπως η ινσουλίνη, φαίνεται να εµπλέκονται στη ρύθµιση της 

πρωτεόλυσης. Πρέπει να σηµειωθεί ότι in vivo µελέτες έδειξαν ότι η ελλάτωση των 

στερολών δε ρυθµίζει την κοπή της ισοµορφής SREBP-1c (225). 

 

Στοιχεία απόκρισης στις στερόλες (SREs) 
 
 Οι βασικές περιοχές των bHLH-Zip πρωτεϊνών προσδένονται σε 

συγκεκριµένες αλληλουχίες του DNA, που ονοµάζονται E-boxes και είναι αντίστροφες 

επαναλήψεις της αλληλουχίας 5΄-CANNTG-3΄. Παρόλο που οι πρωτεΐνες SREBP 

µπορούν να αναγνωρίζουν κανονικά Ε-boxes in vitro, στον πυρήνα προσδένονται σε 

άµεσες (direct) επαναλήψεις του τύπου 5’-PyCAPy-3’ (226), όπως για παράδειγµα 

στον υποδοχέα της LDL όπου η θέση πρόσδεσης είναι 5’-ATCACCCCAC-3’ (205). 

Όπως έδειξαν οι µελέτες από τους Kim et al. (227), η ικανότητα των SREBPs να 

αναγνωρίζουν µια άµεση, αντί για µια αντεστραµµένη επανάληψη οφείλεται σε µια 

τυροσίνη η οποία αντικαθιστά µια αργινίνη που βρίσκεται σε όλες τις άλλες bHLH-Zip 

πρωτεΐνες. 
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Λειτουργία της κάθε ισοµορφής SREBP in vivo 

 
Οι SREBP-1a και SREBP-2  είναι οι κυρίαρχες ισοµορφές των SREBPs στις 

περισσότερες κυτταρικές σειρές, ενώ οι SREBP-1c και SREBP-2 κυριαρχούν στο 

ήπαρ και τους άλλους ιστούς (204). Ο SREBP-1a είναι πολύ ισχυρός ενεργοποιητής 

όλων των γονιδίων που αποκρίνονται στις στερόλες, συµπεριλαµβανοµένων αυτών 

που συµµετέχουν στη σύνθεση της χοληστερόλης, των λιπαρών οξέων και των 

τριγλυκεριδίων. Ο ρόλος των SREBP-1c και SREBP-2 είναι πιο περιορισµένος και σε 

φυσιολογικά επίπεδα έκφρασης, ο SREBP-1c ευνοεί το βιοσυνθετικό µονοπάτι των 

λιπαρών οξέων ενώ ο SREBP-2 την παραγωγή χοληστερόλης (203). Η δηµιουργία 

διαγονιδιακών ποντικών που υπερεκφράζουν τις πυρηνικές (ώριµες) µορφές των 

SREBPs (nSREBPs) στο ήπαρ έχει δώσει αρκετές πληροφορίες σχετικά µε τα 

γονίδια-στόχους της κάθε ισοµορφής. 

Η ισοµορφή SREBP-1a εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα στο ήπαρ των 

ενήλικων ποντικών, αρουραίων, χοιριδίων και ανθρώπων (204). Τα διαγονιδιακά 

ποντίκια nSREBP-1a που υπερεκφράζουν την πυρηνική µορφή της SREBP-1a 

αναπτύσσουν λιπαρό ήπαρ γεµάτο από χοληστερόλη και τριγλυκερίδια (228) και 

εµφανίζουν αυξηµένη έκφραση των γονιδίων που ελέγχουν τη βιοσύνθεση της 

χοληστερόλης και ακόµη πιο δραµατική αύξηση των γονιδίων που ελέγχουν τη 

σύνθεση των λιπαρών οξέων (Πίνακας 1). Η προτίµηση στην ενεργοποίηση της 

σύνθεσης των λιπαρών οξέων (αύξηση κατά 26-φορές) σε σχέση µε τη σύνθεση της 

χοληστερόλης (αύξηση κατά 5 φορές) εξηγεί τη µεγαλυτερή συσσώρευση των 

τριγλυκεριδίων στο ήπαρ (229). 

 

 

Πίνακας 1: Αλλαγές στο µεταβολισµό των λιπιδίων σε διαγονιδιακά ποντίκια 
που υπερεκφράζουν τις πυρηνικές µορφές των SREBPs (nSREBP). HMGR, 
HMG-CoA reductase· FAS, fatty acid synthase· LDLR, LDL receptor· Chol, 
cholesterol· TG, triglycerides· n.c., no change [πηγή: αναφορά (229)] 
 

Genetic
manipulation

Amount of 
nSREBPs Expression of target genes Lipid synthesis Liver content Plasma levels

HMGR FAS LDLR Chol FA Chol TG chol TG

Fold difference relative to values in wild-type mice

Transgenic mice

SREBP-1a 1a 37 20 6 5 26 6 22 0.7 0.4

SREBP-1c 1c n.c. 4 n.c. n.c. 4 n.c. 4 n.c. 0.6

SREBP-2 2 75 15 6 28 4 3 4 n.c. 0.5
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 Η υπερέκφραση του nSREBP-1c στο ήπαρ των διαγονιδιακών ποντικών 

δηµιουργεί λιπαρό ήπαρ εµπλουτισµένο σε τριγλυκερίδια αλλά δεν αυξάνει την 

χοληστερόλη (211). Τα mRNAs των ενζύµων για τη σύνθεση των λιπαρών οξέων και 

οι ρυθµοί σύνθεσης των λιπαρών οξέων είναι αυξηµένοι κατά τέσσερις φορές στον 

ιστό αυτό, ενώ τα mRNAs των ενζύµων για τη σύνθεση της χοληστερόλης και ο 

ρυθµός σύνθεσης της χοληστερόλης δεν αυξάνονται (Πίνακας 1) (230). 

 Αντίθετα, η υπερέκφραση του nSREBP-2 στο ήπαρ αυξάνει τα mRNAs που 

κωδικοποιούν για όλα τα γονίδια των ενζύµων που συµµετέχουν στη βιοσύνθεση της 

χοληστερόλης, µε πιο δραµατική την αύξηση κατά 75 φορές του mRNA της HMGR 

(HMG-CoA reductase) (231). Τα mRNAs για τα ένζυµα της σύνθεσης των λιπαρών 

οξέων αυξάνονται σε µικρότερο βαθµό, σε συµφωνία µε την in vivo παρατήρηση ότι 

ο ρυθµός σύνθεσης της χοληστερόλης αυξάνεται κατά 28 φορές στο ήπαρ των 

διαγονιδιακών ποντικών nSREBP-2, ενώ η σύνθεση των λιπαρών οξέων αυξάνεται 

µόνο τέσσερις φορές. 

 Στην εικόνα 21, παρουσίαζονται τα γονίδια-στόχοι των SREBPs στα 

βιοσυνθετικά µονοπάτια της χοληστερόλης, των τριγλυκεριδίων και των 

φωσφολιπιδίων, ενώ πρέπει να σηµειωθεί επίσης ότι οι SREBPs ενισχύουν την 

έκφραση των γονιδίων που εµπλέκονται στη παραγωγή του NADPH, ενός 

υποχρεωτικού συµπαράγοντα για τη σύνθεση των λιπιδίων. 
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Εικόνα 21: Γονίδια που ρυθµίζονται από τους SREBPs. Το διάγραµµα δείχνει τα 
κύρια ενδιάµεσα προϊόντα µεταβολισµού στα µονοπάτια για τη σύνθεση της 
χοληστερόλης, των λιπαρών οξέων, των τριγλυκεριδίων και των φωσφολιπιδίων. In 
vivo, ο SREBP-2 ενεργοποιεί κατά προτίµηση γονίδια του µεταβολισµού της 
χοληστερόλης, ενώ ο SREBP-1c ενεργοποιεί κατά προτίµηση γονίδια του 
µεταβολισµού των λιπαρών οξέων, των τριγλυκεριδίων και των φωσφολιπιδίων. 
DHCR, 7-dehydrocholesterol reductase· FPP, farnesyl diphosphate· GPP, 
geranylgeranyl pyrophosphate synthase· CYP51, lanosterol 14α-demethylase· 
G6PD, glucose-6-phosphate dehydrogenase· PGDH, 6-phosphogluconate 
dehydrogenase· GPAT, glycerol-3-phosphate acyltransferase. [πηγή: αναφορά (229)] 
 
 

Ρύθµιση των SREBPs 
 
 Η ρύθµιση των SREBPs λαµβάνει χώρα σε δύο επίπεδα – µεταγραφικά και 

µεταµεταφραστικά (224, 229, 232). 

 
Μεταγραφική ρύθµιση 

Η µεταγραφική ρύθµιση των SREBPs είναι αρκετά περίπλοκη. Οι SREBP-1c 

και SREBP-2 υπόκεινται σε διαφορετικές µορφές µεταγραφικής ρύθµισης, ενώ ο 

SREBP-1a φαίνεται πως εκφράζεται συνεχώς σε χαµηλά επίπεδα στο ήπαρ και 

στους περισσότερους άλλους ιστούς των ενήλικων ζώων (204). Ένας κοινός 
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µηχανισµός ρύθµισης για τους SREBP-1c και SREBP-2 είναι µέσω των στοιχείων 

απόκρισης στις στερόλες (SREs) που εντοπίζονται στον ενισχυτή/υποκινητή του 

κάθε γονιδίου (233, 234). Μέσω του µηχανισµού αυτού, οι nSREBPs ενεργοποιούν 

την µεταγραφή των ίδιων τους των γονιδίων. 

Τρεις παράγοντες ρυθµίζουν αποκλειστικά τη µεταγραφή του SREBP-1c: ο 

πυρηνικός υποδοχέας LXR (liver X receptor), η ινσουλίνη και το γλυκογόνο. Οι 

πρώτες ενδείξεις για τη µεταγραφική ρύθµιση του SREBP-1c προήλθαν από µελέτες 

σε ζώα που υποβάλλονταν σε δίαιτα νηστείας/ταΐσµατος, και έδειξαν ότι οι µεταβολές 

στο καθεστώς διατροφής ρυθµίζουν την έκφραση του SREBP-1c στο ήπαρ (235), το 

λευκό λιπώδη ιστό (236) και τους σκελετικούς µύες (237, 238). Η έκφραση του 

SREBP-1c καταστέλλεται κατά τη διάρκεια νηστείας αλλά αυξάνεται εντυπωσιακά 

όταν στα ζώα χορηγείται πάλι δίαιτα µε αυξηµένους υδατάνθρακες. Αντίθετα, τέτοιοι 

χειρισµοί είχαν µόνο µικρό αντίκτυπο στην έκφραση των υπολοίπων ισοµορφών 

SREBP. Επακόλουθες µελέτες σε αποµονωµένα λιποκύτταρα (236) και 

ηπατοκύτταρα (239) έδειξαν ότι η µεταγραφή του SREBP-1c επάγεται από την 

ινσουλίνη. Αυτή η επαγωγή της µεταγραφής του SREBP-1c οδηγεί σε µια παράλληλη 

αύξηση τόσο της πρόδροµης µορφής στο ενδοπλασµατικό δίκτυο όσο και στην 

πυρηνική µορφή του µεταγραφικού παράγοντα (240). Με έναν τυπικό µηχανισµό 

αντιστάθµισης, η δράση του γλυκογόνου µέσω του cAMP αντιτίθεται στην επίδραση 

της ινσουλίνης στη µεταγραφή του SREBP-1c (241). Οι δράσεις της ινσουλίνης στην 

έκφραση του SREBP-1c πραγµατοποιούνται µε τη µεσολάβηση ενός µονοπατιού 

εξαρτώµενου από την PI(3) κινάση (240, 242).  

Η µεταγραφή του SREBP-1c µπορεί επίσης να ενισχυθεί από την 

ενεργοποίηση του πυρηνικού υποδοχέα LXRα (liver X receptor). ‘Οπως 

περιγράφεται στην ενότητα «Πυρηνικοί υποδοχείς: LXR/RXR – Μεταβολισµός των 

Λιπαρών οξέων» (σελ.29), ο LXRα είναι ένας ορµονικός πυρηνικός υποδοχέας που 

ενεργοποιείται από τις οξυστερόλες, που αποτελούν προϊόντα του µεταβολισµού της 

χοληστερόλης (78, 160, 243). Ο υποδοχέας LXRα µεσολαβεί στην επαγωγή του 

SREBP-1c µέσω ενός στοιχείου LXRΕ στον υποκινητή του γονιδίου SREBP-1c όπου 

προσδένονται τα ετεροδιµερή LXR/RXR (160). Ζώα από τα οποία απουσιάζει ο 

LXRα παρουσιάζουν µειωµένα επίπεδα έκφρασης των SREBP-1c, FAS (fatty acid 

synthase), ACC (acetyl-coA carboxylase) και SCD-1 (stearoyl CoA desaturase) (158, 

160). Αντίθετα, ζώα στα οποία χορηγείται δίαιτα µε υψηλά επίπεδα χοληστερόλης ή 

συνθετικοί αγωνιστές του LXR επιδεικνύουν επιλεκτική αύξηση στο mRNA του 

SREBP-1c και στην πυρηνική πρωτεΐνη, αυξηµένη έκφραση γονιδίων που 

συµµετέχουν στη λιπογένεση και αυξηµένους ρυθµούς σύνθεσης λιπαρών οξέων 

(156, 160, 244). Ο LXRα θεωρείται ότι δρα ως αισθητήρας της χοληστερόλης και σε 
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συµφωνία µε το ρόλο αυτό προτείνεται ότι επάγει τον SREBP-1c προκειµένου να 

παράγει τα λιπαρά οξέα που απαιτούνται για το σχηµατισµό εστέρων της 

χοληστερόλης, οι οποίοι εξισορροπούν τη συγκέντρωση της ελεύθερης 

χοληστερόλης (147).  

Aξίζει να σηµειωθεί ότι το στοιχείο LXRΕ είναι απαραίτητο για την επαγωγή 

του SREBP-1c από την ινσουλίνη (245). Σε µια πρόσφατη µελέτη, η πλήρης 

ενεργοποίηση του SREBP-1c από το συνθετικό αγωνιστή του LXR TO901317 

λαµβάνει χώρα µόνο παρουσία ινσουλίνης (246). Στην περίπτωση αυτή προτείνεται 

ότι ο LXR παίζει ρόλο στην προετοιµασία του SREBP-1c µε το να επάγει την 

παραγωγή της πρόδροµης µορφής του ενώ η πρωτεολυτική διαδικασία του SREBP-

1c να αναστέλλεται από την επαγωγή της Insig-2. Η ενεργοποίηση του SREBP-1c 

τελικά λαµβάνει χώρα άµεσα όταν εµφανιστεί η ινσουλίνη. Με τον τρόπο αυτό, η 

απόκριση των γονιδίων στην ινσουλίνη µέσω του SREBP-1c πραγµατοποιείται 

άµεσα χωρίς την καθυστέρηση των διαδικασιών µεταγραφής-µετάφρασης. Επίσης 

διασφαλίζεται ότι η λιπογένεση θα λάβει χώρα µόνο όταν υπάρχει αφθονία γλυκόζης. 

 

Μετα-µεταφραστική ρύθµιση 
Η µετα-µεταφραστική ρύθµιση αφορά την καταστολή της πρωτεολυτικής 

διάσπασης των SREBPs από τις στερόλες, η οποία προκύπτει από την αναστολή 

της µετακίνησης του συµπλόκου SCAP-SREBP από το ενδοπλασµατικό δίκτυο στο 

σύστηµα Golgi. Η ρύθµιση των SREBPs περιλαµβάνει επίσης ουµπικουϊτινίωση, 

σουµοϋλίωση και φωσφορυλίωση (224).  

Στον πυρήνα, οι SREBPs είναι ασταθείς και αποικοδοµούνται γρήγορα από 

το µονοπάτι ουµπικουϊτίνης-πρωτεασώµατος (247). Ο γρήγορος καταβολισµός των 

πυρηνικών SREBPs δεν επηρεάζεται από τα ενδοκυττάρια επίπεδα στερολών, και ο 

χρόνος της ηµίσιας ζωής τους υπολογίζεται περίπου στις τρεις ώρες. Παρουσία 

αναστολέων πρωτεασώµατος, οι πυρηνικοί SREBPs σταθεροποιούνται και 

ενισχύουν τη µεταγραφή των γονιδίων-στόχων. Η κινάση GSK-3β (glycogen 

synthase kinase-3β) φωσφορυλιώνει σε κατάλοιπα σερίνης και/ή θρεονίνης, κοντά 

στο σηµείο ουµπικουϊτινίωσης, τους SREBP-1 και SREBP-2, και ενισχύει την 

ουµπικουϊτινίωση των SREBPs. Οι SREBPs τροποποιούνται και από µία ακόµη 

πρωτεΐνη, την SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier). Η σουµοϋλίωση των 

µεταγραφικών παραγόντων, συµπεριλαµβανοµένων των SREBPs, τείνει να οδηγεί 

σε εξασθένηση της µεταγραφικής τους ενεργότητας (248-250). Αντίθετα µε την 

ουµπικουϊτινίωση, η οποία απαιτεί φωσφορυλίωση κοντά στο σηµείο 

ουµπικουϊτινίωσης, η σουµοϋλίωση ανταγωνίζεται µε τη φωσφορυλίωση κοντά στο 

σηµείο σουµοϋλίωσης, η οποία συµβαίνει ως απόκριση σε ερεθίσµατα αναπτυξιακών 
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παραγόντων (251). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι τα ερεθίσµατα αναπτυξιακών 

παραγόντων εµπλέκονται στη σουµοϋλίωση και ενισχύουν µε τον τρόπο αυτό τη 

µεταγραφική ενεργότητα των SREBPs, και τη σύνθεση λιπιδίων που απαιτείται για 

την ανάπτυξη του κυττάρου. Οι σουµοϋλιωµένοι SREBPs στρατολογούν ένα 

σύµπλοκο που περιέχει την απακετυλάση των ιστονών 3 για να καταστείλουν τη 

µεταγραφική τους δραστηριότητα (251). 

  

 
FOXA2 
 
 Η πρωτεΐνη FOXA2 ανήκει στην υποοικογένεια των µεταγραφικών 

παραγόντων FOXA, που µε τη σειρά τους υπάγονται στην ευρύτερη οικογένεια των 

forkhead box (Fox) παραγόντων. Οι πρωτεΐνες forkhead χαρακτηρίζονται από ένα 

µοτίβο 110 αµινοξέων το οποίο είναι συντηρηµένο από το σακχαροµύκητα µέχρι τον 

άνθρωπο και λειτουργεί ως περιοχή πρόσδεσης στο DNA (252). Περισσότερα από 

100 γονίδια έχουν αναγνωριστεί και κατηγοριοποιηθεί και αρκετά από αυτά φαίνεται 

να έχουν σηµαντικές βιολογικές λειτουργίες (253). Η υποοικογένεια µεταγραφικών 

παραγόντων FOXA των θηλαστικών περιλαµβάνει τους FOXA1, FOXA2 και FOXA3. 

Οι λειτουργίες των µελών της οικογένειας FOXA διαδραµατίζουν σηµαντικούς ρόλους 

τόσο κατά την ανάπτυξη όσο και στην µετέπειτα ζωή των οργανισµών. 

 

∆οµή και λειτουργία 
 Η οικογένεια των FOXA ανακαλύφθηκε αρχικά σε πυρηνικά εκχυλίσµατα 

ήπατος βάσει της ικανότητάς τους να προσδένονται ειδικά στους υποκινητές των 

γονιδίων Ttr (transthyretin), Serpina1 (α1-antitrypsin) και Alb1 (albumin). Για το λόγο 

αυτό τα γονίδια ονοµάστηκαν αρχικά ηπατικός παράγοντας-3α, -3β και -3γ (HNF-3, 

hepatocyte nuclear factor 3).  

 Οι πρωτεΐνες FOXA εκφράζονται σε ιστούς που προέρχονται από το 

ενδόδερµα, όπως το ήπαρ, τα σπλάγχνα και το ενδοκρινές πάγκρεας (254). Η δράση 

των πρωτεϊνών αυτών είναι σηµαντική για το µεταβολισµό και πολλά γονίδια που 

εµπλέκονται στο µεταβολισµό της γλυκόζης, των λιπιδίων και των αµινοξέων 

διαθέτουν στον υποκινητή τους θέσεις πρόσδεσης για τους παράγοντες FOXA (254). 

Οι πρωτεΐνες FOXA αναγνωρίζουν συγκεκριµένες θέσεις-στόχους στο DNA µε την 

οµόφωνη ακολουθία 5’-T(G/A)TTT(A/G)(C/T)T-3’ (255-257). 
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Εικόνα 22: Σχηµατική αναπαράσταση των λειτουργικών περιοχών των Foxa1-
3. Τα τρία µέλη εµφανίζουν οµοιότητα 95% στο forkhead box, ενώ έξω από αυτό οι 
Foxa1 και Foxa2 είναι 39% ταυτόσηµοι και 51% όµοιοι. Το καρβοξυτελικό άκρο έχει 
δειχθεί να αλληλεπιδρά µε τις ιστόνες Η3 και Η4 (ΗΙ) (258). Μόνο ο Foxa2 έχει θέση 
φωσφορυλίωσης από ΑΚΤ2/ΡΚΒ στη Τ156. Η αρίθµηση αναφέρεται στις πρωτεΐνες 
του ποντικού. ΤΑ, transactivation domain· HI, histone interaction domain· NL, nuclear 
localization. [πηγή: αναφορά (259)] 
 
 

Οι αλληλουχίες των πρωτεϊνών FOXA1-3 στο forkhead box είναι κατά 95% 

ταυτόσηµες και περιβάλλονται από αλληλουχίες απαραίτητες για τον πυρηνικό 

εντοπισµό (Εικόνα 22). Οι FOXA1-3 µοιράζονται πιο χαµηλή οµολογία έξω από το 

forkhead box, και η πιο υψηλή οµολογία είναι στο αµινοτελικό και το καρβοξυτελικό 

άκρο. Συνολικά, ο FOXA3 εµφανίζεται να έχει τη µικρότερη συγγένεια σε σχέση µε 

τους FOXA1 και FOXA2. Ο FOXA2 είναι µοναδικός στο ότι µόνο αυτός περιέχει µια 

θέση για φωσφορυλίωση από την ΑΚΤ2/ΡΚΒ στο αµινοτελικό άκρο της περιοχής 

forkhead. 

 Η τρισδιάστατη δοµή των FOXA περιλαµβάνει τρεις έλικες τοποθετηµένες σε 

διάταξη έλικα-στροφή-έλικα (helix-turn-helix) στον πυρήνα ο οποίος περιβάλλεται 

από θηλιές. Η δοµή αυτή αναφέρεται και ως winged helix ή forkhead box (Εικόνα 23). 

Η δοµή του forkhead box είναι πολύ όµοια µε αυτή της ιστόνης 1 (Η1). Η σηµασία 

αυτής της οµοιότητας φαίνεται από το γεγονός ότι οι πρωτεΐνες FOXA είναι σε θέση 

να «ανοίξουν» την καλά πακεταρισµένη χρωµατίνη in vitro µε τρόπο που δεν απαιτεί 

το σύµπλοκο αναδόµησης της χρωµατίνης SWI/SNF (258). Κατά συνέπεια, οι 

πρωτεΐνες FOXA αποκαλούνται πρωτοπόροι (pioneer) µεταγραφικοί παράγοντες, 

εκτοπίζοντας τις ιστόνες από τη συµπυκνωµένη χρωµατίνη και διευκολύνοντας την 

πρόσδεση άλλων µεταγραφικών παραγόντων. 
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Εικόνα 23: Τριδιάστατη δοµή της 
περιοχής forkhead όπου φαίνεται η 
αλληλεπίδραση µε το DNA. Μέσα στην 
έλικα 3 (Η3) και το wing/loop (W2) 
πολλαπλά κατάλοιπα κάνουν επαφές µε το 
DNA απευθείας και µε τη µεσολάβηση του 
νερού. Η Η3 αλληλεπιδρά µε τη µεγάλη 
αύλακα, ενώ η W2 κάνει επαφές και µε τη 
µεγάλη και µε τη µικρή αύλακα. [πηγή: 
αναφορά (259)] 
 

 
 
 Έξω από το forkhead box, το αµινοτελικό και καρβοξυτελικό άκρο των 

FOXA1-3 είναι συντηρηµένα και η λειτουργική ανάλυση αυτών των περιοχών στον 

FOXA2 έδειξε ότι λειτουργούν ως µεταγραφικοί ενεργοποιητές (260). 

 

Ο ρόλος του µεταγραφικού παράγοντα FOXA2 στο µεταβολισµό 
 

Μια συντηρηµένη λειτουργία των πρωτεϊνών FOXA είναι η προστασία του 

οργανισµού από την υπογλυκαιµία (261-263). Επειδή τα έµβρυα Foxa2-/- πεθαίνουν 

νωρίς, κατά την εµβρυϊκή ανάπτυξη, κρίθηκε αναγκαία η ιστοειδική απαλοιφή του 

Foxa2. Στο διαγονιδιακό ποντίκι Foxa2loxP/loxP;Foxa3-Cre ο Foxa2 δεν εκφράζεται σε 

όλη την περιοχή έκφρασης του Foxa3, η οποία περιλαµβάνει την περιοχή του 

ενδοδέρµατος από την οποία θα αναπτυχθεί το ήπαρ στο έµβρυο. Το ποντίκι 

Foxa2loxP/loxP;Foxa3-Cre είναι ελαφρώς υπογλυκαιµικό και πεθαίνει κατά την πρώτη 

εβδοµάδα της ζωής του (264). Ο φαινότυπος αυτός αντανακλά την ανάγκη έκφρασης 

του Foxa2 τόσο στο ήπαρ όσο και στο πάγκρεας, τα δύο όργανα που είναι 

απαραίτητα για την οµοιόσταση της γλυκόζης. Επιπλέον εστιασµένες απαλοιφές του 

Foxa2 βοήθησαν στην κατανόηση του ρόλου του στο πάγκρεας. Στο ποντίκι 

Foxa2loxP/loxP;Ins.Cre, το γονίδιο Foxa2 απενεργοποιήθηκε αποκλειστικά στα β-

κύτταρα του παγκρέατος, οδηγώντας σε υπογλυκαιµία και σχετική 

υπερινσουλιναιµία. Τα νησίδια που αποµονώθηκαν από αυτά τα ποντίκια είχαν δύο 

ελλατώµατα: δεν εκκρίναν ινσουλίνη αποκρινόµενα σε υψηλά επίπεδα γλυκόζης, και 

εκκρίναν ινσουλίνη όταν δεν χρειαζόταν αποκρινόµενα σε αµινοξέα. Οι τελευταίες 

παρατηρήσεις εξηγούνται από τη µειωµένη έκφραση των γονιδίων-στόχων του 
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Foxa2 Kir6.2 (Kcnj11) και Sur1 (Abcc8), τα οποία απαρτίζουν το Κ-ΑΤΡ κανάλι που 

λειτουργεί ως αισθητήρας της γλυκόζης (263). 

 Στο ήπαρ, µερικά από τα γονίδια που αποτελούν πρώιµους στόχους των 

πρωτεϊνών Foxa εµπλέκονται στην οµοιόσταση της γλυκόζης, ιδιαίτερα κατά την 

απόκριση σε συνθήκες νηστείας. Παραδείγµατα τέτοιων γονιδίων είναι το Pepck 

(phosphoenolpyruvate carboxykinase), το G6pc (glucose-6-phosphatase), και το Tat 

(tyrosine aminotransferase) (265). Χρησιµοποιώντας ως µοντέλο το ποντίκι 

Foxa2loxP/loxP;Alfp.Cre, στο οποίο το γονίδιο Foxa2 είχε απαλοιφθεί ειδικά στα 

ηπατοκύτταρα, διερευνήθηκε ο ρόλος του Foxa2 στην οµοιόσταση της γλυκόζης στο 

ήπαρ. Παρόλο που τα ποντίκια αυτά ήταν ευγλυκαιµικά, απέτυχαν να 

ενεργοποιήσουν πλήρως τα γονίδια Pepck, Tat και Igfbp1 (IGF-binding protein) κατά 

την απόκριση σε συνθήκες νηστείας (265).  

 Ο Foxa2 παίζει επίσης ρόλο στη χρήση της ενέργειας στο λιπώδη ιστό, όπως 

αναδεικνύεται στα ποντίκια Foxa2+/-. Παρόλο που τα ποντίκια Foxa2+/- φαίνονται 

φυσιολογικά και έχουν φυσιολογικά επίπεδα γλυκόζης ταϊσµένα ή σε κατάσταση 

νηστείας, εµφανίζουν ένα φαινότυπο όταν τους χορηγηθεί δίαιτα πλούσια σε λιπαρά 

(266), έχουν αυξηµένο πάχος και µειωµένη κατανάλωση ενέργειας. Η µοριακή βάση 

για το φαινότυπο αυτό αποκαλύπτεται από το εύρηµα ότι στα κύτταρα του λιπώδους 

ιστού σε καλλιέργεια, η υπερέκφραση του Foxa2 οδηγεί σε αυξηµένη έκφραση 

γονιδίων που εµπλέκονται στην πρόσληψη γλυκόζης, τη γλυκόλυση, τη λιπόλυση, 

και την σπατάλη ενέργειας (266). Αντίθετα, σε πρωτογενή κύτταρα του λιπώδους 

ιστού από ποντίκια Foxa2+/- ταϊσµένα µε δίαιτα πλούσια σε λιπαρά, τα ίδια γονίδια 

εκφράζονται σε χαµηλότερο βαθµό και τα λιποκύτταρα έχουν µειωµένη ευαισθησία 

στη γλυκόζη και µειωµένη πρόσληψη γλυκόζης, γλυκόλυση και λιπόλυση (266). Κατά 

συνέπεια, ο Foxa2 προωθεί την χρήση της ενέργειας στο λιπώδη ιστό (παρά την 

αποθήκευση τριγλυκεριδίων) όταν γίνεται πρόσληψη περίσσειας θερµίδων. 

 Οι Stoffel et al. µε την πρόσφατη δουλειά τους (267, 268) εισήγαγαν µια νέα 

έννοια για το ρόλο του FOXA2 στο µεταβολισµό της τροφής. Έδειξαν ότι σε κύτταρα 

σε καλλιέργεια, η µεταγραφική ενεργότητα του FOXA2 εµποδίζεται από την 

ινσουλίνη, και ότι αυτή η ρύθµιση εξαρτάται από µια θέση φωσφορυλίωσης από την 

επαγώµενη από την ινσουλίνη κινάση ΑΚΤ2/ΡΚΒ στο κατάλοιπο της θρεονίνης στη 

θέση 156 (Τ156) στον Foxa2 του ποντικού. ∆είχθηκε ότι αυτή η φωσφορυλίωση 

οδήγησε στον πυρηνικό αποκλεισµό του FOXA2, παρέχοντας µε τον τρόπο αυτό ένα 

ελκυστικό µοντέλο σύµφωνα µε το οποίο η ενεργότητα του FOXA2 στη 

γλυκονεογένεση αναστέλεται από την ινσουλίνη που παράγεται παρουσίας τροφής 

(267, 268). Οι Stoffel et al. (267) έδειξαν ότι ο πυρηνικός αποκλεισµός του FOXA2 

συµβαίνει επίσης σε ταϊσµένα ποντίκια, σε ποντίκια ob/ob µε υπερινσουλιναιµία, σε 
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διαγονιδιακά ποντίκια Srebp-1c, και σε ποντίκια που τρέφονται µε δίαιτα πλούσια σε 

λιπαρά. Επιπρόσθετα, η έκφραση του Foxa2 µε µεταλλαγµένη τη θέση 

φωσφορυλίωσης από την ΑΚΤ2/ΡΚΒ (που οδηγεί σε διαρκή πυρηνικό εντοπισµό) σε 

αυτά τα διαβητικά ποντίκια οδήγησε σε βελτίωση στα επίπεδα γλυκόζης, αυξηµένη 

ευαισθησία στη γλυκόζη, αυξηµένο µεταβολισµό του λίπους στο ήπαρ, και ενίσχυση 

της κατανάλωσης ενέργειας. Στο µοντέλο που προτείνουν οι Stoffel et al. ο FOXA2 

είναι πυρηνικός µόνο στην κατάσταση νηστείας, κατά την οποία ενεργοποιεί πολλά 

γονίδια που οδηγούν σε αυξηµένη χρήση της γλυκόζης του ήπατος, στην οξείδωση 

των λιπαρών οξέων και στην κετογένεση. 

 Ωστόσο, αυτό το µοντέλο δεν έχει επιβεβαιωθεί πλήρως. Άλλα εργαστήρια 

παρατήρησαν ότι σε ταϊσµένα ποντίκια αγρίου τύπου ή ακόµα και σε ποντίκια ob/ob, 

τα οποία έχουν αυξηµένα επίπεδα ινσουλίνης, η πρωτεΐνη Foxa2 βρισκόταν στον 

πυρήνα ανεξάρτητα από τη µεταβολική κατάσταση (265, 269). Αντίστοιχα, και η 

πρόσδεση του Foxa2 σε ένα πλήθος στόχων στη χρωµατίνη ήταν πανοµοιότυπη στο 

ήπαρ ταϊσµένων ποντικών και ποντικών σε νηστεία (265). 

 

Οι FOXA ως πρωτοπόροι (pioneer) µεταγραφικοί παράγοντες 
 
 Η οικογένεια των FOXA ρυθµίζει την ανάπτυξη ενός πλήθους οργάνων, 

µεταξύ των οποίων το πάγκρεας και το ήπαρ.  Είναι αξιοθαύµαστο το πως οι ίδιοι 

παράγοντες µπορούν να διαδραµατίσουν διάφορους ρόλους σε διαφορετικούς ιστούς 

που προέρχονται από το ενδόδερµα. Η υπάρχουσα θεωρία υποστηρίζει ότι πριν τη 

δέσµευση στην ιστοειδική διαφοροποίηση, το ενδόδερµα εισέρχεται σε µια 

κατάσταση «ικανότητας», η οποία χαρακτηρίζεται από την ικανότητα απόκρισης σε 

σήµατα επαγωγής (270). Οι Zaret et al., έδειξαν ότι οι πρωτεΐνες FOXA2 

αλληλεπιδρούν απευθείας µε τις ιστόνες Η3 και Η4 και µπορούν να προσδένονται 

στις θέσεις τους στον ενισχυτή Alb1 ακόµα και όταν αυτός είναι πακεταρισµένος από 

τις ιστόνες. Απουσία του FOXA, άλλοι µεταγραφικοί παράγοντες (C/EBP, NF-1) δεν 

µπορούν να έχουν πρόσβαση στις αντίστοιχες θέσεις πρόσδεσης πάνω στο DNA, 

αλλά η πρόσδεση του FOXA οδηγεί σε χαλάρωση της χρωµατίνης και επιτρέπει την 

πρόσδεση άλλων µεταγραφικών παραγόντων στον ενισχυτή. Η δράση αυτή δεν 

εξαρτάται από το σύµπλοκο αναδόµησης της χρωµατίνης SWI/SNF (258). Με βάση 

τις παρατηρήσεις αυτές, η κατάσταση «ικανότητας» του ενδοδέρµατος θεωρείται ότι 

αντανακλά τη δράση των µελών της οικογένειας FOXA. Επίσης, η έκφραση των 

FOXA καθιστά τους ειδικούς για κάθε όργανο υποκινητές γονιδίων ικανούς να 

αποκριθούν σε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες των οποίων η έκφραση 

περιορίζεται στην κατάλληλη περιοχή. 
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Οι παράγοντες FOXA και οι ορµονικοί πυρηνικοί υποδοχείς 
 
 Μια από τις δράσεις των παραγόντων FOXA είναι να διευκολύνουν την 

πρόσδεση των πυρηνικών ορµονικών υποδοχέων στους στόχους τους σε διάφορα 

συστήµατα οργάνων. Για παράδειγµα, έχει δειχθεί ότι η πρόσδεση του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών (GR, glucocorticoid receptor) στους υποκινητές-στόχους, η οποία 

ενεργοποιείται σε κατάσταση νηστείας, εξαρτάται εν µέρει από τον FOXA2 (265). 

Κατά τον ίδιο τρόπο, θέσεις πρόσδεσης για τον FOXA1 και στοιχεία απόκρισης στα 

ανδρογόνα βρίσκονται κοντά σε αρκετά γονίδια που εκφράζονται αποκλειστικά στον 

προστάτη, και η πρόσδεση του FOXA1 προηγείται αυτής του υποδοχέα των 

ανδρογόνων (271). Επιπλέον, πολλά στοιχεία απόκρισης στα οιστρογόνα βρέθηκαν 

σε κοντινή απόσταση από θέσεις πρόσδεσης FOXA1 και η αναστολή της έκφρασης 

του FOXA1 µείωσε την ενεργοποίηση των γονιδίων που αποκρίνονται στα 

οιστρογόνα (272, 273). 

 

 

Το µεταγραφικό σύµπλοκο AP1 
 

  Το µεταγραφικό σύµπλοκο ΑΡ-1 (activator protein 1) περιλαµβάνει µια 

συλλογή από µεταγραφικούς παράγοντες που περιέχουν τη δοµή b-Zip (basic region 

leucine zipper motif) µέσω της οποίας σχηµατίζουν διµερή µεταξύ τους. Τα καλύτερα 

µελετηµένα συστατικά του συµπλόκου είναι τα µέλη των οικογενειών Fos (c-Fos, 

FosB, Fra-1 και Fra-2) και Jun (c-Jun, JunB και JunD), τα οποία προσδένονται στο 

DNA µέσω της περιοχής πρόσδεσης στο DNA η οποία είναι πλούσια σε φορτισµένα 

αµινοξέα (basic region) (Εικόνα 24). Τα διµερή ΑΡ-1 προσδένονται στην ακολουθία 

5’-TGAG/CTCA-3’ γνωστή και ως TRE [phorbol 12-O-tetradecanoate-13-acetate 

(TPA) response element] (274-276) λόγω της ικανότητας τους να µεσολαβούν στην 

επαγωγή της µεταγραφής από τον εστέρα της φορβόλης ΤΡΑ. Ανάµεσα στις άλλες 

πρωτεΐνες που έχουν αναφερθεί να ετεροδιµερίζονται µε τα µέλη της οικογένειας Jun 

είναι οι CNC, ATF2, ATF3 και c-Maf (277, 278). 

 Οι πρωτεΐνες Fos δε σχηµατίζουν σταθερά οµοδιµερή αλλά µπορούν να 

προσδένονται στο DNA σχηµατίζοντας ετεροδιµερή µε τις πρωτεΐνες Jun τα οποία 

είναι πιο σταθερά από τα διµερή Jun:Jun (279, 280). Από την άλλη πλευρά, οι 

πρωτεΐνες ATF, σχηµατίζουν οµοδιµερή καθώς και ετεροδιµερή µε τις πρωτεΐνες Jun 

τα οποία προσδένονται κατά προτίµηση σε στοιχεία απόκρισης cAMP (CRE, 5'-

TGACGTCA-3'). Η συγγένεια πρόσδεσης στο DNA και η ικανότητα ενεργοποίησης 

ποικίλουν πολύ ανάµεσα στις πρωτεΐνες Jun, αλλά η πρωτεΐνη c-Jun εµφανίζει το 
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υψηλότερο δυναµικό ενεργοποίησης (274). Ο ετεροδιµερισµός µε τον  c-Fos  αυξάνει 

περισσότερο την ικανότητα του c-Jun να ενεργοποιεί τη µεταγραφή µέσω του 

σχηµατισµού ακόµα πιο σταθερών διµερών (279, 280), ενώ ο ετεροδιµερισµός µε τον 

JunΒ µειώνει τη µεταγραφική ικανότητα του c-Jun (281). Κατά συνέπεια, η διαφορική 

έκφραση των πρωτεϊνών ΑΡ-1 σε απόκριση σε εξωκυττάρια ερεθίσµατα έχει 

προταθεί ότι είναι από τους κύριους µηχανισµούς που ρυθµίζουν την ενεργότητα των 

πρωτείνών ΑΡ-1 (281). Πράγµατι, ο ανταγωνισµός ανάµεσα στους c-Jun και JunΒ 

παίζει σηµαντικό ρόλο στον καθορισµό των βιολογικών λειτουργιών των συµπλόκων 

ΑΡ-1 που περιέχουν τις πρωτεΐνες αυτές (282-284). Η φωσφορυλίωση των 

πρωτεϊνών ΑΡ-1 ρυθµίζει επιπλέον την ενεργότητά τους και παρέχει έναν επιπλέον 

τρόπο ρύθµισης της ενεργότητας των πρωτεϊνών ΑΡ-1 από εξωκυττάρια ερεθίσµατα 

(285, 286). 

  

 

Εικόνα 24: (Α) Παράδειγµα διµερούς πρωτεΐνης bZip κατά την πρόσδεση στο DNA. 
(Β) Οµοιότητα στην αµινοξική αλληλουχία των µελών της οικογένειας Jun του 
ανθρώπου. [πηγή: αναφορά (287)]  
 

Ρύθµιση των πρωτεϊνών ΑΡ-1 από φυσιολογικά και παθοφυσιολογικά 
ερεθίσµατα 
 Ο ρόλος των παραγόντων ΑΡ-1 στη µεταγραφή µπορεί να είναι είτε θετικός ή 

αρνητικός ανάλογα µε τη σύστασή τους, τις µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις, το 

γονίδιο-στόχο, τον κυτταρικό τύπο και τα περιβαλλοντικά ερεθίσµατα. Θέσεις 

πρόσδεσης ΑΡ-1 βρίσκονται σε πολλά γονίδια και η δράση των ΑΡ-1 πρωτεϊνών 

A

B
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ρυθµίζει πολλές θεµελιώδεις διαδικασίες όπως τον πολλαπλασιασµό, τη 

διαφοροποίηση, την απόπτωση και την απόκριση στο στρες. 

Ο ΑΡ-1 ταυτοποιήθηκε αρχικά ως ένας µεταγραφικός παράγοντας ο οποίος 

συµβάλει τόσο στη βασική γονιδιακή έκφραση όσο και στην επαγώµενη έκφραση 

από ΤΡΑ (276, 288). Ωστόσο, σύντοµα αναγνωρίστηκε ότι και άλλα ερεθίσµατα, 

όπως ο ορός (289), αυξητικοί παράγοντες (288, 290), ογκοπρωτεΐνες (291), ο TNF-α 

(tumor necrosis factor-α) (292) και η ιντερλευκίνη 1 (IL-1) (293) είναι επίσης ισχυροί 

επαγωγείς της ενεργότητας του ΑΡ-1. Η παρατήρηση ότι αυξητικοί παράγοντες και 

επαγωγείς όγκων επάγουν την ενεργότητα των πρωτεϊνών ΑΡ-1, και ότι οι πρωτεΐνες 

c-Jun και c-Fos κωδικοποιούνται από ογκογονίδια φανερώνει ότι παίζουν σηµαντικό 

ρόλο στον έλεγχο της ανάπτυξης και στο µετασχηµατισµό των κυττάρων. Επιπλέον, 

η απόκριση σε προφλεγµονώδεις κυτοκίνες (TNF-α, IL-1) και το εύρηµα γονιδίων-

στόχων των ΑΡ-1 όπως η κολλαγενάση (276) και η IL-2 (294) υποδηλώνουν ότι οι 

ΑΡ-1 είναι πιθανό να εµπλέκονται στη φλεγµονή και στην έµφυτη ανοσολογική 

απόκριση. 

 Αρκετοί µηχανισµοί εµπλέκονται στην ενεργοποίηση των πρωτεϊνών ΑΡ-1 

από αυξητικούς παράγοντες, προφλεγµονώδεις κυτοκίνες και ακτινοβολία UV (285). 

Η απόκριση στους αυξητικούς παράγοντες γίνεται µε τη µεσολάβηση κυρίως των 

ERK (Extracellular signal Regulated Kinase)  MAP κινασών (MAPK, mitogen-

activated protein kinases) (295) ενώ η απόκριση σε προφλεγµονώδεις κυτοκίνες και 

ακτινοβολία UV εξαρτάται κυρίως από τις MAP κινάσες JNK και p38 (285). Στην 

πρωτεΐνη c-Jun υπάρχουν θέσεις φωσφορυλίωσης από JNK, αλλά αυτές δεν είναι 

συντηρηµένες στην πρωτεΐνη JunB (296). Ωστόσο, οι Li et al. έδειξαν ότι η πρωτεΐνη 

JunB µπορεί να φωσφορυλιωθεί από MAPKs στα κατάλοιπα Thr-102 και Thr-104 

προκειµένου να ενεργοποιήσει την έκφραση του γονιδίου της IL-4 (297). Επιπλέον, οι 

Bakiri et al. ανέφεραν ότι τα σύµπλοκα CDK–cyclin B1 (CDK, cyclin-dependent 

kinase) φωσφορυλιώνουν in vitro την πρωτεΐνη JunB στις θέσεις Ser-23, Thr-150 και 

Ser-186 και ρυθµίζουν την ενεργότητα του  JunB στον κυτταρικό κύκλο (282). 
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Ειδικοί Στόχοι 
 
 

O µεταφορέας λιπιδίων και χοληστερόλης ABCA1 παίζει έναν κεντρικό ρόλο 

στη βιογένεση της HDL και στην αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης, 

προστατεύοντας από την αθηροσκλήρωση και τα καρδιαγγειακά νοσήµατα. Οι 

σύγχρονες θεραπευτικές προσεγγίσεις περιλαµβάνουν την επαγωγή της έκφρασης 

του γονιδίου ABCA1 προκειµένου να επιτευχθεί αύξηση των επιπέδων λειτουργικής  

HDL χοληστερόλης στο πλάσµα. Αντίστοιχες προσεγγίσεις στοχεύουν και στην 

επαγωγή του γονιδίου του µεταφορέα ABCG1, ο οποίος παίζει σηµαντικό αντι-

αθηρογενετικό ρόλο στα µακροφάγα. 

 

 Στην παρούσα διατριβή διερευνήσαµε τους µηχανισµούς ρύθµισης της 

µεταγραφής των γονιδίων ABCA1 και ABCG1 του ανθρώπου. Οι ειδικοί στόχοι της 

διατριβής ήταν οι εξής: 

 

 Ο ρόλος του µεταγραφικού παράγοντα Sp1 στη ρύθµιση της έκφρασης του 

γονιδίου ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοϊκό οξύ. 

 

 Ο ρόλος του µεταγραφικού παράγοντα FOXA2 στην αναστολή της 

σηµατοδότησης µέσω των πυρηνικών υποδοχέων LXRα/RXRα. 

 

 Η ταυτοποίηση και ο χαρακτηρισµός νέων ρυθµιστικών στοιχείων στην περιοχή 

του πρώτου ιντρονίου του γονιδίου ABCA1. 

 

 Ο χαρακτηρισµός µιας φυσικής µεταλλαγής (-376C>T) στον υποκινητή του 

γονιδίου ABCG1 του ανθρώπου. 
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Υλικά και Μέθοδοι 
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Υλικά 

Τα περιοριστικά και τροποποιητικά ένζυµα (T4 DNA ligase, Klenow fragment 

of DNA polymerase I, shrimp alkaline phosphatase) ήταν από τη Minotech, τη New 

England Biolabs, τη  GIBCO/BRL ή τη Roche. Τα θρεπτικά Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM), RPMI-1640, το αντιβιοτικό penicillin/streptomycin, το 

Trizol, η SuperScript Rnase H-reverse transcriptase, η Lipofectamine 2000 και τα 

µανητικά σφαιρίδια Dynabeads M-280 streptavidin ήταν από την Invitrogen/Life 

Technologies. 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), το θρεπτικό Shields and Sang M3 Insect Medium για τα 

κύτταρα S2, τα streptavidin–agarose σφαιρίδια και το streptavidin–HRP ήταν από τη 

Sigma-Aldrich. 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. Το QuikChange Site-Directed 

Mutagenesis Kit ήταν από Stratagene. Τα glutathione–Sepharose 4B και τα protein G 

Sepharose σφαιρίδια ήταν από τη GE healthcare. Το υπόστρωµα για το ECL (Super 

Signal West Pico chemiluminescent substrate) ήταν από την Pierce. Τα 

βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια συντέθηκαν στη VBC Biotech. Όλα τα υπόλοιπα 

ολιγονουκλεοτίδια συντέθηκαν στο εργαστήριο Μικροχηµείας στο ΙΜΒΒ. Τα Foxa2 

siRNA και scrambled siRNA συντέθηκαν στην MWG. Ο αναστολέας LY294002 ήταν 

µια ευγενική προσφορά του ∆ρ. Χ. Στουρνάρα. 

 

Αντισώµατα 

Το anti-HNF-3β/FOXA2 (M20), το anti-RXRα (D20), anti-Sp1 (H225) και το 

anti-SREBP-1 (H160) ήταν από τη Santa Cruz Biotechnology. Το anti-mouse-HRP 

ήταν από την Chemicon International Inc. Το anti-myc (9E-10) και το  anti-goat-HRP 

ήταν από τη Sigma-Aldrich. To rabbit a-mouse IgG ALEXA 488 ήταν από την 

Invitrogen/Life Technologies. To donkey a-goat IgG ALEXA 555 ήταν µια ευγενική 

προσφορά της ∆ρ. ∆.Καραγωγέως. Το anti-AKT (Cell Signaling Technology) ήταν µια 

ευγενική προσφορά του ∆ρ. Χ. Στουρνάρα. Το a-adenovirus ήταν από την Chemicon. 
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Αποµόνωση και καθαρισµός τµηµάτων DNA από πηκτή αγαρόζης 
 

Η αποµόνωση τµηµάτων DNA από πήκτωµα αγαρόζης, ο καθαρισµός 

αντιδράσεων PCR ή αντιδράσεων µε περιοριστικά ένζυµα έγινε µε τη χρήση Wizard 

SV Gel and PCR Clean-Up System σύµφωνα µε τις οδηγίες της εταιρίας (Promega). 

 

Αποφωσφορυλίωση DNA 
 

Στην περίπτωση που ένας πλασµιδιακός φορέας κόπηκε µόνο µε ένα ένζυµο, 

προτού χρησιµοποιηθεί στην αντίδραση συρραφής υποβλήθηκε σε 

αποφωσφορυλίωση των άκρων του. Για το λόγο αυτό στην αντίδραση της πέψης 

προστίθεται 1µl ενζύµου SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) και ακολούθησε 

επώαση στους 37oC για 30 λεπτά µε 1 ώρα. Ακολούθησε καθαρισµός µε το Wizard 

SV Gel and PCR Clean-Up System της Promega ή κατακρήµνιση µε αιθανόλη και 

επαναδιάλυση σε ddH2O. 

 

Κατακρήµνιση DNA µε αιθανόλη 
 

 Προσθήκη 21/2 όγκων απόλυτης αιθανόλης και 1/10 του όγκου οξικό νάτριο 3Μ 

 Επώαση Ο/Ν στους -20οC ή για 20 λεπτά στους -80οC 

 Φυγοκέντρηση στις 13000rpm, 15 λεπτά, θερµοκρασία δωµατίου (RT) 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη 500µl 75% αιθανόλης 

 Φυγοκέντρηση στις 13000rpm, 5 λεπτά, θερµοκρασία δωµατίου (RT) 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Επαναδιάλυση σε ddH2O 

 

Αντίδραση συρραφής πλασµιδιακού φορέα µε τµήµα DNA 
 

Για την αντίδραση συρραφής (ligation) χρησιµοποιήθηκαν κατάλληλες 

ποσότητες µορίων του φορέα και του τµήµατος DNA που θέλαµε να ενθέσουµε σε 

αυτόν. Συνήθως η αναλογία των µορίων στην αντίδραση ήταν ίση ή µε περίσσεια του 

τµήµατος DNA ως προς το φορέα. Για µια αντίδραση τελικού όγκου 15µl, 

προστίθενται 1 µl λιγάση (Τ4 DNA ligase), 1,5 µl  διαλύµατος συρραφής 10x (ligation 

buffer µε ATP, τελικής συγκέντρωσης 1x) και νερό. Η αντίδραση επωάζεται στους 

4οC ή στους 16οC για περίπου 16 ώρες.  
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Μετασχηµατισµός βακτηριακών στελεχών µε πλασµιδιακές κατασκευές µε 
χρήση χηµικών επιδεκτικών κυττάρων 
 

 Ένα µέρος ή ολόκληρη η ποσότητα της αντίδρασης συρραφής προστίθεται σε 

100µl χηµικών επιδεκτικών κυττάρων (π.χ. DH10β)  

 Επώαση για 30 λεπτά στον πάγο 

 Θερµικό σοκ στους 42οC για 45 δευτερόλεπτα 

 Προσθήκη 900µl θρεπτικού µέσου (SOC, SOB ή LB)  

 Επώαση για 45 λεπτά στους 37οC 

 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 2000rpm 

 Αποµάκρυνση του µεγαλύτερου µέρους του θρεπτικού µέσου και επαναδιάλυση 

της πελέτας 

 Επίστρωση των κυττάρων σε τριβλίο µε θρεπτικό µέσο που περιέχει το 

κατάλληλο αντιβιοτικό µε το οποίο γίνεται η επιλογή 

 Επώαση στους 37οC για περίπου 16 ώρες (Ο/Ν), προκειµένου να αναπτυχθούν 

οι αποικίες των βακτηρίων 

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα 
 

 Μόλυνση 2ml LB (µε αντιβιοτικό) µε βακτήρια και επώαση Ο/Ν στους 37οC 

 Μεταφορά 1,5ml από κάθε καλλιέργεια σε σωληνάκια των 1,5ml   

 Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 13000rpm  

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 
Α. Λύση των βακτηρίων µε βρασµό παρουσία λυσοζύµης 
 

 Στην πελέτα προστίθενται:  600µl  διαλύµατος λύσης και    

                                               20-30µl λυσοζύµη (10mg/ml) 

 Επαναδιάλυση της πελέτας µε vortex 

 Επώαση  για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

 Βράσιµο των δειγµάτων για 90 δευτερόλεπτα  

 Μεταφορά των δειγµάτων στον πάγο για περίπου 15 λεπτά 

 Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά  στις 13000rpm 

 Αποµάκρυνση της πελέτας µε µια οδοντογλυφίδα 

 Προσθήκη 600µl ισοπροπανόλης (παγωµένη) και ανακίνηση 

 Τοποθέτηση στους -20οC για ~20-30 λεπτά 

 Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 13000rpm (max) 
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 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη 500µl 75% αιθανόλης 

 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 13000rpm  

 Αφαίρεση του υπερκειµένου και στέγνωµα της πελέτας 

 Επαναδιάλυση σε ~50µl Η2Ο ή ΤΕ µε 100 µg/ml RNase A 
 
Β. Αλκαλική λύση των βακτηρίων 
 

 Στην πελέτα προστίθενται 150µl διαλύµατος P1 (QIAGEN) µε 100 µg/ml RNase A 

 Επαναδιάλυση της πελέτας µε πιπέτα 

 Προσθήκη 150µl  διαλύµατος P2 (QIAGEN) και απότοµη ανακίνηση 

 Προσθήκη 150µl  διαλύµατος P3 (QIAGEN) και απότοµη ανακίνηση 

 Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά  στις 13000rpm 

 Μεταφορά του υπερκειµένου σε καθαρά σωληνάκια των 1,5ml 

 Προσθήκη 2/3 του όγκου (300µl) ισοπροπανόλη και ανακίνηση 

 Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 13000rpm (max) 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη 500µl 75% αιθανόλης 

 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 13000rpm  

 Αφαίρεση του υπερκειµένου και στέγνωµα της πελέτας 

 Επαναδιάλυση σε ~30-35µl Η2Ο 

∗ Με τη µέθοδο της αλκαλικής λύσης το DNA αποµονώνεται σε πιο καθαρή 

µορφή, π.χ.  είναι κατάλληλο για αντίδραση αλληλούχισης (sequencing) 

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη κλίµακα  
 

Η αποµόνωση DNA σε µεγάλη κλίµακα έγινε µε τη χρήση κολώνας QIAGEΝ-

tip100 ή tip-500 σύµφωνα µε το πρωτόκολλο “QIAGEΝ Plasmid Midi and Maxi 

Protocol” της εταιρίας QIAGEΝ. 

 

Υπολογισµός ποσότητας 

5 µl RNA σε 1ml Η2Ο 

[OD 260nm] x 10 = µg/µl 
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Πλασµιδιακές κατασκευές 
 

Υποκινητής του γονιδίου ABCA1 (περιοχή εξονίου 1) 
Τα πλασµίδια (-668/+33)-ΑBCA1-luc, (-668/+205)-ABCA1-luc, (-204/+205)-

ABCA1-luc, (-76 ως +205)-ABCA1-luc και (-44/+205)-ABCA1-luc δηµιουργήθηκαν µε 

κλωνοποίηση των αντίστοιχων περιοχών του υποκινητή του ABCA1 στις θέσεις KpnI-

XhoI του φορέα pGL3 basic. Οι περιοχές αυτές αποµονώθηκαν µε PCR από 

γενωµικό DNA χρησιµοποιώντας τους αντίστοιχους εκκινητές του πίνακα 2.  

Τα τµήµατα -204 ως +205, -76 ως +205 και -44 ως +205 κλωνοποιήθηκαν 

επίσης στο φορέα pBluescript-luc (pBS-luc) και πάλι στις θέσεις KpnI-XhoI. Το 

πλασµίδιο (-668/+205)mutAB-ABCA1-luc καθώς και τα pBS(-76/+205)-TATA-M2-

ABCA1-luc και pBS(-76/+205)-TATA-M4-ABCA1-luc δηµιουργήθηκαν µε 

µεταλλαξιγένεση και περιγράφονται στην αντίστοιχη ενότητα. Το πλασµίδιο (-

668/+33)mutAB-ABCA1-luc δηµιουργήθηκε µε αποµόνωση µε PCR του τµήµατος -

668/+33 από το πλασµίδιο (-668/+205)mutAB-ABCA1-luc και κλωνοποίησή του στο 

φορέα pGL3 basic στις θέσεις KpnI-XhoI. Οι κατασκευές που περιλαµβάνουν την 

περιοχή του υποκινητή παρουσιάζονται στην εικόνα  25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Περιοχή ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1 
 

 Τα πλασµίδια Int1(-8000/+224)-luc, Int1(-6000/+224)-luc, Int1(-5000/+224)-

luc, Int1(-4000/+224)-luc και Int1(-3000/+224)-luc κατασκευάστηκαν από τον Dr. 

Horng-Yuan Kan (Boston University). Τα πλασµίδια Int1(-1491/+224)-CAT (S11), 

Int1(-1341/+224)-CAT (S12), Int1(-994/+224)-CAT (S13), Int1(-681/+224)-CAT (S14), 

Int1(-471/+224)-CAT (S15), Int1(-171 /+224)-CAT (S16) και Int1(+26/+224)-CAT 

Πίνακας 2: Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στην κλωνοποίηση τµηµάτων του 
υποκινητή και του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1. Οι θέσεις περιορισµού KpnI 
(GGTACC) και XhoI (CTCGAG) είναι υπογραµµισµένες. 

Αλληλουχία
ABCA1-668 Forward 5' - CGGGGTACCGACCTGGGGAGCTCAGGCTGGGAAT -3'
ABCA1+33 Reverse 5' - CCGCTCGAGCCCCACTCACTCTCGCTCGCAATTA - 3'
ABCA1-204F Forward 5' - CGGGGTACCCCCAACTCCCTAGATGTGTCGTG - 3'
ABCA1-76F Forward 5' - CGGGGTACCGAGAGCACAGGCTTTGACCGATAG -3'
ABCA1-44F Forward 5' - CGGGGTACCGCGCTCGGTGCAGCCGAATCTAT - 3'
ABCA1+205R Reverse 5' - CCGCTCGAGGTCTCTTTCTCCTACCCCTTGACA - 3'
S16-F Forward 5' - GGTACCGGGTGAACCCAGAGGCTGGGAGCTG - 3'
S16-R Reverse 5' - CTCGAGGTTCCCTCAGCCAGCACCCCCAGCG - 3'

Όνοµα εκκινητή
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(S17) υπήρχαν επίσης διαθέσιµα στο εργαστήριο από τον Dr. Horng-Yuan Kan 

(Boston University) αλλά ο φορέας ήταν ο PUCSH-CAT, ο οποίος φέρει το γονίδιο 

που κωδικοποιεί για το ένζυµο αναφοράς της ακετυλοτρανσφεράσης της 

χλωραµφενικόλης (CAT). Όσα τµήµατα περιέχονταν στο φορέα PUCSH-CAT (S11-

S17) αποµονώθηκαν µε πέψη µε τα ένζυµα KpnI-XhoI και κλωνοποιήθηκαν στις ίδιες 

θέσεις στο φορέα pGL3 basic. Το ίδιο πραγµατοποιήθηκε και για τις κατασκευές που 

περιλαµβάναν την περιοχή -171/+92 µε τις µεταλλαγές των θέσεων πρόσδεσης του 

µεταγραφικού παράγοντα SREBP-1, Α και Β (S4mut, S5mut και Ρ4Ρ5 mutant). Για 

να δηµιουργηθεί το πλασµίδιο S16N που περιλαµβάνει την αντίστοιχη αγρίου τύπου 

περιοχή, το κοµµάτι -171/+92 αποµονώθηκε µε PCR µε τους εκκινητές S16-F και 

S16-R (βλ.πίνακα 2) και κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI στο φορέα pGL3 basic µετά 

από τη δραση του ενζύµου Klenow για να γίνουν λεία τα άκρα.  

Το πλασµίδιο Ιnt1(-4000/-1524)-luc περιλαµβάνει την περιοχή -4000/-1524 

και δηµιουργήθηκε µε αφαίρεση του τµήµατος -1523/+224 από το πλασµίδιο Ιnt1(-

4000/+224)-luc µετά από πέψη µε το ένζυµο BglII. Το πλασµίδιο Ιnt1(-4000/-2769)-

luc περιλαµβάνει την περιοχή -4000/-2769 και δηµιουργήθηκε µε αφαίρεση του 

τµήµατος -2768/-1524 από το πλασµίδιο Ιnt1(-4000/-1524)-luc µετά από πέψη µε το 

ένζυµο HindIIII. Οι κατασκευές που περιλαµβάνουν την περιοχή του ιντρονίου 

παρουσιάζονται στην εικόνα 26 . 

 Τα πλασµίδια (-1576/-56)-luc-Int1(-1491/+224), Luc-Int1(-1491/+224) και (-

1576/-56)-luc ήταν από τον Horng-Yuan Kan. 

 

Οι πυρηνικοί υποδοχείς LXRα και RXRα 
 

LXRα: Ο φορέας pCMX-LXRα ήταν µια ευγενική προσφορά του ∆ρ. Ι. 

Ταλιανίδη. Προκειµένου να κατασκευαστούν οι φορείς έκφρασης που κωδικοποιούν 

για την πλήρους µήκους πρωτεΐνη LXRα (1-447) ή των ελλειµατικών της µορφών (1-

163, 164-447, 1-97, 98-163, 30-163, 1-127 και 30-127) οι αντίστοιχες περιοχές 

αποµονώθηκαν µε PCR από το πλασµίδιο pCMX-LXRα χρησιµοποιώντας τους 

εκκινητές όπως φαίνεται στον πίνακα 3 που ακολουθεί και κλωνοποίηθηκαν στο 

φορέα pCDNA3-6myc. Η αλληλουχία των εκκινητών εµφανίζεται στον πίνακα 4. 
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Πίνακας 3: Οι συνδυασµοί των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την 
αποµόνωση των τµηµάτων του πυρηνικού υποδοχέα LXRα. Η αναλυτική αλληλουχία 
τους παρουσιάζεται στον πίνακα 4. 
 
 

RXRα: Ο φορέας έκφρασης pCDNA3-6myc-RXRα κατασκευάστηκε µε 

αποµόνωση της κωδικής περιοχής από το φορέα PMT2-RXRα µε πέψη µε EcoRI και 

κλωνοποίηση στην ίδια θέση στο φορέα pCDNA3-6myc. Με τον ίδιο τρόπο 

κατασκευάστηκε και ο φορέας GST-RXRα. 

 

Ο µεταγραφικός παράγοντας FΟΧΑ2 
 
 Ο φορέας έκφρασης CMV-HNF-β για το µεταγραφικό παράγοντα FOXA2 (του 

αρουραίου) ήταν µια ευγενική προσφορά του ∆ρ. R. Costa. Η κωδική περιοχή του 

γονιδίου rFOXA2 αποµονώθηκε από το φορέα CMV-HNF-β µε πέψη µε EcoRI και 

κλωνοποιήθηκε στην ίδια θέση στο φορέα pBluescript (pBS-FOXA2). Ο φορέας pAd-

Track-rFOXA2 κατασκευάστηκε µε αποµόνωση της κωδικής περιοχής του γονιδίου 

rFOXA2 από το φορέα pBS-FOXA2 µε πέψη µε KpnI-NotI και κλωνοποίηση στις ίδιες 

θέσεις στο φορέα pAd-Track-CMV. Το πλασµίδιο pCDNA3-Bio-FOXA2 

δηµιουργήθηκε µε αποµόνωση της κωδικής περιοχής του γονιδίου FOXA2 µε PCR 

από το φορέα CMV-HNF-3β, χρησιµοποιώντας τους εκκινητές rHNF-3b-F και rHNF-

3b-R (πίνακας 4) και µε την κλωνοποίησή της στις θέσεις EcoRI-NotI του φορέα 

pCDNA3-Bio. Η µεταλλαγµένη µορφή της πρωτεΐνης FOXA2, η FOXA2-Τ156Α, όπου 

η θρεονίνη στη θέση 156 έχει αντικατασταθεί από αλανίνη δηµιουργήθηκε µε 

µεταλλαξιγένεση και περιγράφεται στην αντίστοιχη ενότητα. 

 

 

 

 

Forward Reverse
1-447 HLXR-F HLXR-R Xho I-Xba I
1-163 HLXR-F hLXR-ABC-R Xho I-Xba I

164-447 hLXR-LBD-F HLXR-R Xho I-Xba I
1-97 HLXR-F hLXR-97-Rev Xho I-Xba I

98-163 hLXR-98-Frw hLXR-ABC-R EcoR I-Xba I
1-127 HLXR-F hLXR-127-Rev Xho I-Xba I
30-127 hLXR-30-Fw hLXR-127-Rev EcoR I-Xba I

Όνοµα εκκινητήπεριοχή LXRα 
(αα)

θέσεις ένθεσης στον 
pCDNA3-6myc
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Οι µεταγραφικοί παράγοντες SREBP 
 
 Ο φορέας έκφρασης SREBP-1α που περιλαµβάνει τα πρώτα 460 αµινοξέα 

που αντιστοιχούν στην ώριµη µορφή (ενεργή) ήταν διαθέσιµος στο εργαστήριο 

(Pissios et al, 1999). Οι φορείς έκφρασης pCDNA3-6myc-SREBP-1a (αα 1-461), -

1c (αα 1-437) και -2 (αα 1-458) για τις συστατικά ενεργές (ώριµες) µορφές των 

πρωτεϊνών δηµιουργήθηκαν µε αποµόνωση των αντίστοιχων περιοχών µε PCR 

χρησιµοποιώντας τους εκκινητές (hSREBP-1C-F, hSREBP-1C-R, hSREBP-1a-F, 

hSREBP-2-F, hSREBP-2-R) του πίνακα 4 από cDNA ηπατικών κυττάρων (HepG2) 

και κλωνοποίησή τους στις θέσεις EcoRI-NotI του φορέα pCDNA3-6myc. Πρέπει να 

σηµειωθεί ότι ο αντίστροφος εκκινητής ήταν κοινός (hSREBP-1C-R) για τα SREBP-

1α και  -1c καθώς διαφέρουν µόνο αµινοτελικά. Τα ίδια τµήµατα µαζί µε τον επίτοπο 

6myc αποµονώθηκαν από το pCDNA3-6myc µε πέψη µε τα ένζυµα KpnI-NotI και 

κλωνοποιήθηκαν στο φορέα pAd-Track-CMV, προκειµένου να δηµιουργηθούν τα 

πλασµίδια  pAd-Track-6myc-SREBP-1α, -1c και -2. 

Sp1 

Οι φορείς που εκφράζουν τις χιµαιρικές πρωτεΐνες GST και του Sp1 αγρίου 

τύπου, καθώς και GST και κάθε υποπεριοχής του παράγοντα Sp1 ήταν µια ευγενική 

προσφορά της Ελευθερίας Βασιλάκη. Ο φορέας pCDNA3-Bio-Sp1 ήταν διαθέσιµος 

στο εργαστήριο. Ο φορέας έκφρασης  pPac-Sp1 ήταν µια ευγενική προσφορά του 

∆ρ. John Noti. 

 

 

Άλλοι φορείς 

Ο φορέας pBluescript-luc κατασκευάστηκε µε κλωνοποίηση του γονιδίου της 

λουσιφεράσης στις θέσεις HindIII-BamHI το οποίο αποµονώθηκε από το φορέα pGL3 

basic. 

Ο φορέας έκφρασης hsp-lacZ, που χρησιµοποιήθηκε για την οµαλοποίηση 

των παροδικών επιµολύνσεων ήταν µια ευγενική προσφορά του Dr. Χ. ∆ελιδάκη. Ο 

φορέας έκφρασης της λιγάσης της βιοτίνης pCDNA3-BirA και ο φορέας pCDNA3-Bio 

ήταν διαθέσιµοι στο εργαστήριο. 
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Ο υποκινητής του γονιδίου ABCG1 

Το πλασµίδιο (-1080/+14)-ΑBCG1(-376C)-luc δηµιουργήθηκε µε 

κλωνοποίηση της αντίστοιχης περιοχής του υποκινητή του ABCG1 στις θέσεις KpnI-

XhoI του φορέα pGL3 basic. Η περιοχή αυτή αποµονώθηκε µε PCR από γενωµικό 

DNA χρησιµοποιώντας τους αντίστοιχους εκκινητές του πίνακα 5. Η µεταλλαξιγένεση 

της θέσης -376 (-376C>T) στο πλασµίδιο (-1080/+14)-ΑBCG1(-376Τ)-luc 

πραγµατοποιήθηκε µε µεταλλαξιγένεση όπως περιγράφεται στη συνέχεια. 

 

Πίνακας 5: Η αλληλουχία των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την 
κλωνοποίηση του υποκινητή του γονιδίου ABCG1 του ανθρώπου και στην 
ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης. Οι  θέσεις περιορισµού KpnI (GGTACC) και XhoI 
(CTCGAG) είναι υπογραµµισµένες. ChIP, chromatin immunoprecipitation. 

 

Μεταλλαξιγένεση 
 
 Για τη µεταλλαξιγένεση θέσεων στον υποκινητή των γονιδίων ABCA1 και 

ABCG1 και στην κωδική περιοχή του γονιδίου rFOXA2 χρησιµοποιήθηκε το 

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit της Stratagene.  

Αρχικά πραγµατοποιείται µια αντίδραση PCR που έχει ως εξής: 

5 µl     10× reaction buffer 

10 ng  dsDNA template 

50 ng  εκκινητή #1 

50 ng  εκκινητή #2 (συµπληρωµατικός του #1) 

1 µl     dNTPs 10mM 

1 µl     PfuTurbo DNA polymerase (2.5 U/µl) 

ddH2O  µέχρι τελικού όγκου 50 µl 

Το πρόγραµµα PCR που χρησιµοποιήθηκε είναι το εξής: 

95°C 30 secs 

95°C 30 secs 

55°C 1 min 

68°C 6:30 min 

18 κύκλοι 

Όνοµα εκκινητή Αλληλουχία Σκοπός
ABCG1-1080-F 5' -CCCGGTACCCAGGTGTGCTGGAAATG-3' 

ABCG1+14-R 5' -CCGCTCGAGGAGAAAGCGGCCATCAGACA-3' 

ABCG1-487F 5' -CCTCTTCGACCCCATCACACAGC-3' 

ABCG1-144R 5' -CCGCTCGAGTCCGGCTCCGGCTCTGGTTCCAGC-3' 

Κλωνοποίηση του 
υποκινητή του γονιδίου 

ABCG1

ChIP
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Μέτα το τέλος της PCR στην αντίδραση προστίθεται 1 µl ενζύµου DpnI και 

ακολουθεί επώαση για 1 ώρα και 30 λεπτά στους 37°C προκειµένου να κοπεί το 

αρχικό µεθυλιωµένο πλασµίδιο. 

 Η αντίδραση αραιώνεται 1:3 µε ddH2O και 1 µl της αραίωσης χρησιµοποιείται για 

το µετασχηµατισµό ηλεκτροεπιδεκτικών βακτηρίων DH10β της Invitrogen 

(ElectroMAX DH10B Cells) σύµφωνα µε τις οδηγίες της εταιρίας. 

 Το σύνολο των κυττάρων απλώνεται σε τριβλία µε LB και αντιβιοτικό. 

 Το DNA ορισµένων αποικιών αποµονώνεται σε µικρή κλίµακα και η παρουσία της 

µετάλλαξης επιβεβαιώνεται µε αλληλούχιση. 

 

Μεταλλαγές στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 
Με το παραπάνω πρωτόκολλο µεταλλάχθηκαν δύο πιθανές θέσεις 

πρόσδεσης του µεταγραφικού παράγοντα FOXA2 στον υποκινητή του γονιδίου 

ABCA1 (θέσεις Α και Β) όπως φαίνονται στην εικόνα 27 που ακολουθεί. Οι 

µεταλλαγές αυτές έγιναν χρησιµοποιώντας ως αρχικό πλασµίδιο (template) το (-

668/+205)-ABCA1-luc. Η κατασκευή (-668/+205)mutΑΒ-ABCA1-luc που προέκυψε 

φέρει µεταλλαγές και στις δύο θέσεις πρόσδεσης του παράγοντα FOXA2. 

Για τις µεταλλαγές Μ2 και Μ4 στην περιοχή ΤΑΤΑ χρησιµοποιήθηκε ως 

αρχικό πλασµίδιο (template) το πλασµίδιο (-76/+205)-ABCA1-luc (pBluescript). Οι 

κατασκευές που προέκυψαν ονοµάστηκαν (-76/+205)-ΤΑΤΑ Μ2-ABCA1-luc και (-

76/+205)-ΤΑΤΑ Μ4-ABCA1-luc, αντίστοιχα. 

  
Εικόνα  27: Σχηµατική αναπαράσταση των µεταλλαγών στον υποκινητή του γονιδίου 
ABCA1 στις θέσεις πρόσδεσης του µεταγραφικού παράγοντα FOXA2 (Α και Β). Η 
αγρίου τύπου αλληλουχία εµφανίζεται στην πάνω σειρά και από κάτω βρίσκεται η 
αλληλουχία του εκκινητή (#1) που χρησιµοποιήθηκε για τη µεταλλαγή. Με κόκκινο 
χρώµα και υπογραµµισµένες εµφανίζονται οι σηµειακές αλλαγές.  
 

Exon 1
TATA-boxSp1/3 Sp1 LXR/RXRFoxa2

-156/-151 -90/-85 -62/-47 -24/-21-112/-104

Foxa2

-525 /-517

ABCA1 (-535/-503)
ABCA1-Foxa2-A-M1F-m

ABCA1 (-122/-90)
ABCA1-Foxa2-B-M1F-m

-122 TGACTGAACTACATAAACAGAGGCCGGGAAGGG -90
-122 TGACTGAACTACATACGCCGAGGCCGGGAAGGG -90

-535 AGGCCTTTGAAAGGAAACAAAAGACAAGACAAA -503
-535 AGGCCTTTGAAAGGACGCCAAAGACAAGACAAA -503

-668 +205

Θέση Α

Θέση Β
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Μεταλλαγή στον υποκινητή του γονιδίου ABCG1 
 Χρησιµοποιώντας τους εκκινητές ABCG1-391F και ABCG1-361F (πίνακας 6) 

και ως αρχικό πλασµίδιο (template) το (-1080/+14)-ΑBCG1(-376C)-luc 

κατασκευάσαµε το πλασµίδιο (-1080/+14)-ΑBCG1(-376Τ)-luc στο οποίο η κυτοσίνη 

στη θέση -376 έχει µεταλλαχθεί σε θυµιδίνη. 

 

Μεταλλαγή στην πρωτεΐνη FOXA2 
Η θρεονίνη στη θέση 156 της πρωτεΐνης FOXA2 του αρουραίου 

µεταλλάχθηκε σε αλανίνη µε αλλαγή µίας βάσης (CMV-FOXA2-T156A) 

χρησιµοποιώντας ως αρχικό πλασµίδιο (template) το φορέα CMV-HNF-3β και τους 

εκκινητές που παρουσιάζονται στον πίνακα 6. 

 

Στον πίνακα 6 παρουσιάζονται όλοι οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στις 

µεταλλαξιγενέσεις (ανά ζεύγη).  
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Κυτταρικές σειρές 
  

Χρησιµοποιήθηκαν η ανθρώπινη ηπατική κυτταρική σειρά HepG2, τα 

ανθρώπινα νεφρικά κύτταρα εµβρύου HEK293Τ, η κυτταρική σειρά 911 και τα 

εµβρυϊκά κύτταρα ∆ροσόφιλας S2 (Schneider’s). Τα κύτταρα HepG2, HEK293Τ και 

911 διατηρούνται στους 37οC σε ατµόσφαιρα 5% CO2 και σε θρεπτικό µέσο 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) που περιέχει 4,5 g/L D-γλυκόζη, 

εµπλουτισµένο µε 10% FBS (ορός εµβρύου βοοειδούς) και 1% P/S (πενικιλίνη / 

στρεπτοµυκίνη).  Για πειράµατα που αφορούν τη δράση πυρηνικών υποδοχέων 

χρησιµοποίηθηκαν και κύτταρα HepG2 που διατηρούνται  σε θρεπτικό µέσο 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) που περιέχει 1 g/L D-γλυκόζη, 

εµπλουτισµένο µε 10% FBS (ορός εµβρύου βοοειδούς) και 1% P/S (πενικιλίνη / 

στρεπτοµυκίνη). Τα εµβρυϊκά κύτταρα ∆ροσόφιλας S2 (Schneider’s) διατηρούνται 

στους 25οC σε θρεπτικό µέσο Shields and Sang M3 Insect Medium, εµπλουτισµένο 

µε 10% FBS (ορός εµβρύου βοοειδούς) και 1% P/S (πενικιλίνη / στρεπτοµυκίνη).   

 

 

Αφαίρεση ορµονών από τον ορό (Charcoal Stripped Serum, CSS) 
 

Στις περιπτώσεις που απαιτούνται πολύ χαµηλά επίπεδα ορµονών ο ορός 

(FBS) που χρησιµοποιήθηκε είχε υποβληθεί σε επεξεργασία µε κάρβουνο (charcoal) 

και δεξτράνη (dextran). Η επεξεργασία αυτή αποµακρύνει λιπόφιλες ενώσεις και  

κατά συνέπεια µειώνει την περιεκτικότητα του ορού σε χοληστερόλη και σε ορµόνες 

όπως η εστραδιόλη, η προγεστερόνη, η κορτιζόλη, η τεστοστερόνη, η Τ3 και η Τ4.  

 

Σε 50 ml FBS προσθέτουµε: 

 0,125g charcoal 

 0,0125g dextran  

 Ανάδευση και τοποθέτηση στους 56οC για 30 λεπτά (ανάδευση ανά 5 λεπτά) 

 Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 3000rpm 

 Μεταφορά του υπερκειµένου σε καθαρό σωληνάκι (falcon) των 50ml και 

προσθήκη: 

 0,125g charcoal 

 0,0125g dextran 

 Ανάδευση και τοποθέτηση στους 37οC για 30 λεπτά (ανάδευση ανά 5 λεπτά) 

 Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 3000rpm 

 Μεταφορά του υπερκειµένου σε καθαρό falcon 
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  Αποστείρωση µε φίλτρο 0,22 µm  

  Αποθήκευση στους -20οC 

 

 

Παροδικές διαµολύνσεις 
 

Οι παροδικές διαµολύνσεις που σκοπό είχαν τη µέτρηση ενεργότητας 

λουσιφεράσης (luc assays) πραγµατοποιήθηκαν σε τριβλία µε έξι πηγαδάκια (6-well 

plates) για τις κυτταρικές σειρές HepG2 και HEK293T, και σε τριβλία µε δώδεκα 

πηγαδάκια (12-well) για τα S2. Για την έκφραση πρωτεϊνών µε σκοπό να 

χρησιµοποιηθούν σε αλληλεπιδράσεις οι παροδικές διαµολύνσεις 

πραγµατοποιήθηκαν σε τριβλία p60 ή p100. Στα πειράµατα που χρησιµοποιήθηκαν 

πυρηνικοί υποδοχείς και οι αντίστοιχοι συνδέτες (ligands) τα κύτταρα µεγάλωσαν στο 

αντίστοιχο θρεπτικό µε 5% CSS (charcoal stripped serum).  

Κατάλληλος αριθµός κυττάρων τοποθετείται στα τριβλία και επωάζεται για 24 

ώρες. Κατόπιν πραγµατοποιείται η διαµόλυνση µε τη µέθοδο του φωσφορικού 

ασβεστίου. Για το σκοπό αυτό παρασκευάζεται υδατικό διάλυµα που περιέχει το DNA 

και CaCl2 (2M). Στο µίγµα DNA και CaCl2 προστίθεται ίσος όγκος 2x Hepes Buffered 

Saline (HBS) µε συνεχή ανακίνηση (vortex). Το τελικό µίγµα επωάζεται σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά προτού προστεθεί στα κύτταρα µε ήπια 

ανακίνηση. Τα κύτταρα επωάζονται στη συνέχεια για 16-18 ώρες και κατόπιν 

αφαιρείται το θρεπτικό µέσο της καλλιέργειας προκειµένου να αντικατασταθεί από 

φρέσκο (εκτός από τα S2). Τα κύτταρα επωάζονται για ακόµη 24 ώρες προτού 

συλλεχθούν για τις αντίστοιχες πειραµατικές διαδικασίες. Οι συνδέτες και οι 

αναστολείς (9-cis-retinoic acid, 22-(R)-hydroxycholesterol, LY294002) προστίθενται  

µετά την αλλαγή θρεπτικού και παραµένουν στα κύτταρα για περίπου 24 ώρες. 

Για την εξισορρόπιση του ποσού DNA των δειγµάτων και την κάλυψη του 

απαραίτητου ποσού DNA για τον αντίστοιχο αριθµό κυττάρων χρησιµοποιήθηκε DNA 

σπέρµατος σολωµού (salmon sperm). Στα πειράµατα που περιελάµβαναν µέτρηση 

ενεργότητας λουσιφεράσης (luc assays) χρησιµοποιήθηκε φορέας έκφρασης της β-

γαλακτοσιδάσης (1µg/well) προκειµένου να γίνει η εξισορρόπιση της 

αποτελεσµατικότητας της διαµόλυνσης µεταξύ των δειγµάτων (CMV-β-gal ή actin-β-

gal). Στην περίπτωση της κυτταρικής σειράς S2 χρησιµοποιήθηκε ο αντίστοιχος 

φορέας έκφρασης της β-γαλακτοσιδάσης που είναι ο hs-lacZ. 

Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζονται συνοπτικά οι συνθήκες παροδικής 

διαµόλυνσης στα διαφορετικά τριβλία για τις τρεις κυτταρικές σειρές: 
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Τριβλίο  αριθµός κυττάρων DNA 
(µg) 

CaCl2 
2Μ (µl)

H2O 
(µl) 

2xHBS 
(µl) 

  HepG2 HEK293T S2         

12-well     106 3 7,75 µέχρι 
62,5 62,5 

6-well 500.000 250.000   6 15,5 µέχρι 
125 125 

p60 106 500.000   15 31 µέχρι 
250 250 

p100 2x106 106   30 31 µέχρι 
250 250 

 

2x HBS 
NaCl 274mM 
KCl 10mM 
Na2HPO4.H2O 1,5mM 
Dextrose 12mM 
Hepes 42mM 

pH 7±0,1 
 

Συλλογή κυττάρων και µέτρηση ενεργότητας λουσιφεράσης και β-
γαλακτοσιδάσης 
 

HepG2, HEK293T 
 Αποµάκρυνση θρεπτικού από τα πηγαδάκια  

 Προσθήκη 1ml 1x PBS  (phosphate buffer saline) και αποµάκρυνση 

  Προσθήκη 200-250µl 1x διαλύµατος λύσης  (Promega Lysis Buffer) 

  Επώαση για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου µε ανακίνηση σε πλατφόρµα 

  Συλλογή των κυττάρων, ισχυρή ανάδευση (vortex) και τοποθέτηση στους -80οC 

για 15 λεπτά 

 Ξεπάγωµα στους 37 οC για 2 λεπτά, ισχυρή ανάδευση (vortex) 

 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 13000rpm σε θερµοκρασία δωµατίου 

Το εκχύλισµα των κυττάρων στη συνέχεια χρησιµοποιείται για µέτρηση ενεργότητας 

λουσιφεράσης και β-γαλακτοσιδάσης. 

 

S2 
 Συλλογή των κυττάρων από τα πηγαδάκια µε πιπέτα 

 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 2000rpm σε θερµοκρασία δωµατίου 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 
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   Προσθήκη 1ml 1x PBS (phosphate buffer saline) και επαναδιάλυση της πελέτας   

των κυττάρων µε πιπέτα 

 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 2000rpm σε θερµοκρασία δωµατίου 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

  Προσθήκη 200 µl 1x διαλύµατος λύσης (Promega Lysis Buffer) και 

επαναδιάλυση της πελέτας των κυττάρων µε πιπέτα 

 Τοποθέτηση στους -80οC για 15 λεπτά 

 Ξεπάγωµα στους 37 οC για 2 λεπτά, ισχυρή ανάδευση (vortex) 

 Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 13000rpm σε θερµοκρασία δωµατίου 

Το εκχύλισµα των κυττάρων στη συνέχεια χρησιµοποιείται για µέτρηση ενεργότητας 

λουσιφεράσης και β-γαλακτοσιδάσης. 

 

Μέτρηση ενεργότητας λουσιφεράσης 
  60µl από το κυτταρικό εκχύλισµα αναµιγνύονται µε 60µl από το υπόστρωµα 

(PROMEGA) και τοποθετούνται στην ειδική συσκευή µέτρηση της φωταύγειας 

(lunimometer) οπού µετρώνται οι σχετικές µονάδες φωτός (Relative Light Units) που 

απελευθερώνονται. 
 

Μέτρηση ενεργότητας β-γαλακτοσιδάσης 
 Ετοιµασία µίγµατος για κάθε δείγµα: 

456 µl Phosphate buffer 

132 ONPG (8mg/ml) 

6µl Mg2+ Buffer (Salt) 

 

 Προσθήκη των 594µl του µίγµατος σε 5-20µl εκχυλίσµατος κυττάρων 

Στο τυφλό χρησιµοποιούµε ίση ποσότητα διαλύµατος λύσης στη θέση του 

εκχυλίσµατος των κυττάρων. 

 Ανάµιξη και επώαση στους 37οC µέχρι την ανάπτυξη κίτρινου χρώµατος 

 ∆ιακοπή της αντίδρασης µε την προσθήκη 200µl ΝaCO3 1M  

 Φωτοµέτρηση των δειγµάτων στα 410nm 

 

Sodium Phosphate buffer (P buffer) 0,1M - pH 7.3:  

To pH διαλύµατος Na2HPO4 0,1Μ ρυθµίζεται στο 7.3 χρησιµοποιώντας 

διάλυµα NaH2PO4 0,1Μ. 
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ONPG 

Το O-nitrophenyl-galactopyranoside (ONPG) διαλύεται σε P buffer σε τελική 

συγκέντρωση 8mg/ml. 

Mg2+ Buffer (Salt) 
KCl 3M  333 µl 
MgCl2 1M 100 µl 
β-mercaptoethanol 352 µl 
Η2Ο 215 µl 

 

Κυτταρικά εκχυλίσµατα 
 

Α. Λύση των κυττάρων µε Co-IP Lysis Buffer 
 Αφαίρεση του θρεπτικού από το τριβλίο (π.χ. ενός p100) 

 Προσθήκη 5ml κρύου 1x PBS  

 Αφαίρεση του PBS 

 Προσθήκη 1ml κρύου 1x PBS  

 Ξύσιµο των κυττάρων από το τριβλίο  

 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά, 5000rpm, 4οC 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη κρύου Co-IP Lysis Buffer (συνήθως 250µl) στο οποίο πριν τη χρήση 

προστίθενται: 

PMSF 10 µl / ml από 100 mM stock solution 

Benzamydine 1 µl / ml από 0,5 M stock solution 

 Επαναδιάλυση της πελέτας µε πιπέτα 

 Περιστροφή για 30 λεπτά στους 4οC 

 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά, 13000rpm, 4οC 

 Συλλογή του υπερκειµένου 

 

 

 

 

 

 
B. Λύση των κυττάρων µε WCE Lysis Buffer 

 Αφαίρεση του θρεπτικού από το τριβλίο (π.χ. ενός p100) 

 Προσθήκη 5ml κρύου 1x PBS  

Co-IP Lysis Buffer 
Tris-Cl pH7.5 20mM 
NaCl 150 mM 
Glycerol 10% 
Triton X-100 1% 
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 Αφαίρεση του PBS 

 Προσθήκη 1ml κρύου 1x PBS  

 Ξύσιµο των κυττάρων από το τριβλίο  

 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά, 5000rpm, 4οC 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη κρύου WCE Buffer (συνήθως 250µl) στο οποίο πριν τη χρήση 

προστίθενται το DTT και οι αναστολείς πρωτεασών (PMSF και benzamydine) όπως 

αναφέρθηκε στο Co-IP Lysis Buffer 

 Επαναδιάλυση της πελέτας µε πιπέτα 

 3 κύκλοι παγώµατος (στους -80οC) – ξεπαγώµατος (στον πάγο) 

 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά, 13000rpm, 4οC 

 Συλλογή του υπερκειµένου 

 

 

 

 

 

Μέτρηση ποσότητας πρωτεϊνών (µέθοδος Lawry) 
 

Για τον υπολογισµό της ποσότητας των πρωτεϊνών σε ένα κυτταρικό 

εκχύλισµα χρησιµοποιούνται τα αντιδραστήρια της Bio-Rad σύµφωνα µε το εγχειρίδιο 

της εταιρείας. Για κάθε δείγµα ετοιµάζονται 2 αντιδράσεις: 

 190µl H2O 

 10µl δείγµα / για το τυφλό 10µl από το διάλυµα λύσης 

 100µl reagent A΄(reagent A΄= 1ml reagent A + 20µl S) 

 Προσθήκη 800µl reagent Β και επώαση για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

 Φωτοµέτρηση στα 750nm 

Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης υπολογίζεται από τη σχέση : y=α+βx, όπου y=OD και 

x=µg πρωτεΐνης. Τα α και β υπολογίζονται από την πρότυπη καµπύλη η οποία 

δηµιουργείται από τη φωτοµέτρηση γνωστών συγκεντρώσεων  BSA. 

 

Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών (SDS-PAGE) 
 

Τα δείγµατα των πρωτεϊνών µετά την προσθήκη 4x χρωστικής (Sample 

Buffer) και βρασµό στους 100οC υποβάλλονται σε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης. Η πηκτή πουακρυλαµίδης παρασκευάζεται στην ειδική συσκευή 

της Bio-Rad και αποτελείται από δύο τµήµατα το κοµµάτι συγκέντρωσης των 

WCE Buffer 
Tris-HCl pH 7.4 20mM 
KCl 400mM 
Glycerol 10% 
DTT  2mM   
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δειγµάτων (stacking gel) και το κοµµάτι διαχωρισµού των πρωτεϊνών (separating ή 

running gel), του οποίου η πυκνότητα (8,5%, 10,5% ή 12,5%) εξαρτάται από το 

µέγεθος των πρωτεϊνών που µας ενδιαφέρουν. Για την ηλεκτροφόρηση 

χρησιµοποιείται το αντίστοιχο διάλυµα (1x TGS).  

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης η πηκτή είτε υποβάλλεται σε µεταφορά 

(transfer) σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και ανοσοαποτύπωση κατά Western ή σε 

χρώση µε Coomassie. 

 

Separating gel 8.5% 10.5% 12.5% Stacking gel 
ddH2O 4.6 ml 3.9 ml 3.2 ml ddH2O 3.6 ml 
30% acrylamide   2.8 ml 3.5 ml 4.2 ml 30% acrylamide   900 µl 
Separating buffer 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml Stacking buffer 1.5 ml 
10% APS 160 µl 160 µl 160 µl 10% APS 60 µl 
TEMED 8 µl 8 µl 8 µl TEMED 6 µl 

Όγκος 10 ml 10 ml 10 ml Όγκος 6 ml 

 

 
Xρώση πρωτεϊνών µε Coomassie 
  

Για τη χρώση των πρωτεϊνών µε Coomassie η πηκτή πολυακρυλαµίδης 

επωάζεται για περίπου 20 λεπτά µε το διάλυµα της χρωστικής Coomassie σε 

κινούµενη πλατφόρµα σε θερµοκρασία δωµατίου. Κατόπιν η περίσσεια χρωστική 

αποµακρύνεται µε επώαση µε τα διαλύµατα αποχρωµατισµού fast και slow 

destaining. 

  Fast destaining Slow destaining 
ddH2O 400 ml 875 ml 
Methanol 500 ml 75 ml 
Acetic acid 100 ml 50 ml 

Όγκος     1 litre 
 

 

10x TGS 
Tris 30.3 g 
Glycine 144.2 g 
SDS 10 g 

Όγκος 1lt 

  Separating buffer Stacking buffer 
Tris  18.165 g 1.5M 6.05 g 0.5 M 
SDS 0.4 g 0.4% w/v 0.4 g 0.4% w/v 

Όγκος 100 ml 100 ml 

pH (µε HCl) 8.8 6.8 
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Ανοσοαποτύπωση κατά Western (Western Blot) 
 

Μετά την ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών ακολουθεί η µεταφορά τους 

(transfer) σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης στην ειδική συσκευή της Bio-RAD  µε το 

αντίστοιχο διάλυµα (transfer buffer). Στη συνέχεια ακολουθεί η επώαση της 

µεµβράνης µε το κατάλληλο πρώτο και δεύτερο αντίσωµα: 

 Πλύση της µεµβράνης για 10 λεπτά µε TBS-T 0,05% (1x TBS + 0,05% Tween 20) 

 Επώαση για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου σε 5% w/v γάλα  

 Επώαση µε το πρώτο αντίσωµα στους 4οC Ο/Ν 

α-HNF-3β  1:500  σε 5% w/v γάλα σε TBS-T 0,05%, 0,02% ΝαΝ3 

α-myc   1:500   σε 5% w/v γάλα σε TBS-T 0,05%, 0,02% ΝαΝ3 

α-Sp1 (H225)  1:500  σε 5% w/v γάλα σε TBS-T 0,05%, 0,02% ΝαΝ3 

α-SREBP-1  1:500  σε 5% w/v γάλα σε TBS-T 0,05%, 0,02% ΝαΝ3 

α-AKT   1:500  σε TBS-T 0,05%, 0,02% ΝαΝ3 

α-actin   1:5000  σε TBS-T 0,05%, 0,02% ΝαΝ3 

 

 Πλύση της µεµβράνης τρεις φορές για 10 λεπτά µε TBS-T 0,05%  

 Επώαση µε 20-25 ml δεύτερου αντισώµατος για 1 ώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου 

α-mouse,  α-rabbit, a-goat IgG HRP  1:10000 σε 5% w/v γάλα σε TBS-T 0,05% 

α-streptavidin-HRP 1:20000 σε TBS-T 0,1% 

 

 3 πλύσεις για 10 λεπτά µε TBS-T 0,05%  

 1 πλύση για 5 λεπτά µε TBS 1x  

 Κάλυψη της µεµβράνης µε το µίγµα του ECL  και επώαση  για 5 λεπτά στο 

σκοτάδι 

 Έκθεση σε φιλµ και εµφάνιση 

 

Transfer Buffer 10x TBS 
10x TGS 100 ml NaCl 180 g 
Methanol 200 ml Tris 121.14 g 
ddH2O 700 ml pH 7.3  (µε HCl) 

Όγκος       1 lt Όγκος       2 lt 
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In vitro αλληλεπίδραση πρωτεϊνών (GST-pull down assay) 
 

Αποµόνωση πρωτεϊνών µε σφαιρίδια γλουταθειόνης 
 Μετασχηµατισµός χηµικών επιδεκτικών κυττάρων BL21 E.coli µε το πλασµίδιο 

έκφρασης 

 Μόλυνση µε µία αποικία 20 ml θρεπτικού LB µε αντιβιοτικό (αµπικιλλίνη)  

 Επώαση στους 37oC Ο/Ν 

 Μεταφορά 10ml από την καλλιέργεια σε 200 ml θρεπτικό LB+Amp 

 Επώαση στους 37oC, µέχρι η οπτική απορρόφηση στα 600nM (OD600) να είναι 

0,6-0,8  

 Προσθήκη IPTG (τελική συγκέντρωση 0,5-1mΜ) και επώαση στους 37oC για ~3-

4 ώρες   

 Φυγοκέντρηση στις 3500 rpm, 30 λεπτά, 4oC 

 Επαναδιάλυση πελέτας σε 10 ml κρύο 1xPBS 

 ∆ιαχωρισµός σε 2-3 ίσα µέρη 

 Σπάσιµο των κυττάρων µε 6-10 υπερήχους των 30sec µε 30 sec κενό ενδιάµεσα 

για κάθε δείγµα 

 Προσθήκη Triton X-100 (τελική συγκέντρωση 1%) 

 Περιστροφή για 30 λεπτά στους 4oC 

 ∆ιαχωρισµός σε σωληνάκια των 1,5ml 

 Φυγοκέντρηση στις 10000 rpm, 10 λεπτά, 4oC 

 Αποθήκευση του υπερκειµένου (1ο) 

 Επαναδιάλυση πελετών σε 400µl Solubilization buffer 

 Περιστροφή για 10 λεπτά στους 4oC 

 Προσθήκη Triton X-100 και CaCl2 (τελικές συγκεντρώσεις 2% και 1mM 

αντίστοιχα) 

 Φυγοκέντρηση στις 10000 rpm, 10 λεπτά, 4oC 

 Αποθήκευση του υπερκειµένου (2ο) 

Solubilization buffer 
Triethenolamine (7,51M) 25mM 
Sarcosyl 1,5% (w/v)  
EDTA 1mM 

 

Μικρές ποσότητες από το 1ο και το 2ο υπερκείµενο αναλύονται σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης προκειµένου να προσδιορισθεί σε ποιο υπερκείµενο εντοπίζεται η 

πρωτεΐνη. 
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 Εξισορρόπιση των σφαιριδίων γλουταθειόνης (glutathione sepharose beads) σε 

1xPBS 

 Φυγοκέντρηση στις 3500 rpm, 5 λεπτά 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη 10 όγκων 1xPBS 

 Ανάδευση  

 Φυγοκέντρηση στις 3500 rpm, 5 λεπτά 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη ίσου όγκου 1xPBS 

 Προσθήκη των σφαιριδίων στο υπερκείµενο που εντοπίζεται η πρωτεΐνη  

 Περιστροφή Ο/Ν στους 4oC 

 Φυγοκέντρηση στις 2000 rpm, 5 λεπτά, 4oC 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου  

 Προσθήκη κρύου 1xPBS/1% Triton (10 φορές τον όγκο των beads) 

 Περιστροφή για 5 λεπτά στους 4oC 

 Φυγοκέντρηση στις 2000 rpm, 5 λεπτά, 4oC 

 Επανάληψη των 4 παραπάνω σταδίων 2 φορές 

 Προσθήκη κρύου 1xPBS και µεταφορά των σφαιριδίων σε σωληνάκι 1,5ml 

 Σύντοµη φυγοκέντρηση 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου  

 Προσθήκη ίσου όγκου 1xPBS 

Η πρωτεϊνη που αποµονώθηκε πάνω στα σφαιρίδια αναλύεται σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης και γίνεται χρώση µε Coomassie. 

 

Αλληλεπίδραση πρωτεϊνών 
 Μεταφορά σε σωληνάκι της απαραίτητης ποσότητας σφαιριδίων µε βάση την 

εικόνα από τη χρώση µε Coomassie 

 Σύντοµη φυγοκέντρηση 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη 1ml κρύου 2x Interaction Buffer 

 Ανάδευση  

 Σύντοµη φυγοκέντρηση 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη 200µl 2x Interaction buffer 

 Προσθήκη της απαιτούµενης ποσότητας κυτταρικού εκχυλίσµατος, που 

προέκυψε µετά από λύση των κυττάρων µε WCE Lysis Buffer 

 Προσθήκη H2O µέχρι τα 400µl 
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 Περιστροφή Ο/Ν στους 4oC 

 Σύντοµη φυγοκέντρηση 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη 1ml Washing Buffer µε 100mM ή 250mM KCl 

 Περιστροφή για 10 λεπτά στους 4oC 

 Σύντοµη φυγοκέντρηση 

 Επανάληψη του πλυσίµατος 1-2 φορές 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη χρωστικής 4x και βράσιµο στους 100οC 

Τα δείγµατα υποβάλλονται σε ηλεκτροφόρηση και ανάλυση κατά Western. 

 

2x Interaction buffer Washing buffer 

Hepes pH 7.9 40mM KCl 100mM/250mM 
MgCl2 10mM Hepes pH 7.9 20mM 
NP40 0,4% MgCl2 5mM 
BSA 0,4% NP40 0,2% 
Glycerol 15%     

 

In vivo αλληλεπίδραση πρωτεϊνών (Biotinylation assay) 
 
Έκφραση πρωτεϊνών σε ΗΕΚ293Τ 

Κύτταρα ΗΕΚ293Τ (106 σε p100) διαµολύνονται µε 7,5 µg Bio-Sp1 ή Bio-

FOXA2 παρουσία ή απουσία 7,5 µg λιγάσης βιοτίνης BirA. Επιπλέον, τα κύτταρα 

διαµολύνονται µε 7,5 µg 6myc-LXRα και 7,5 µg 6myc-RXRα. Τα κύτταρα λύνονται σε 

250µl Co-IP Lysis Buffer, όπως περιγράφεται σε προηγούµενη ενότητα.  

 

Επώαση µε τα σφαιρίδια στρεπταβιδίνης (streptavidin-agarose beads) 

 Υπολογίζονται 15µl καθαρών σφαιριδίων ανά δείγµα 

 Εξισορρόπιση σφαιριδίων 

 Φυγοκέντρηση στις 2000 rpm, 3 λεπτά 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη 10 όγκων Co-IP Lysis Buffer 

 Ανάδευση  

 Φυγοκέντρηση στις 2000 rpm, 3 λεπτά 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη ίσου όγκου Co-IP Lysis Buffer 

 Το κυτταρικό εκχύλισµα προστίθεται στα εξισορροπηµένα σφαιρίδια 
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 Περιστροφή για 3 ώρες, 4οC 

 Φυγοκέντρηση στις 2000 rpm, 3 λεπτά 

 Αποµάκρυνση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη 1ml Co-IP Lysis Buffer 

 Περιστροφή για 10 λεπτά, 4οC 

 Αποµάκρυνση του υπερκειµένου 

 Επανάληψη της πλύσης ακόµη 2 φορές 

 Προσθήκη χρωστικής 4x και βράσιµο στους 100οC 

Τα δείγµατα υποβάλλονται σε ηλεκτροφόρηση και ανάλυση κατά Western µε το 

αντίσωµα α-myc και το α-Streptavidin-HRP. 

 

Εικόνα 28: Σχηµατική αναπαράσταση της µεθόδου της in vivo αλληλεπίδρασης 
πρωτεϊνών, όταν η µία πρωτεΐνη είναι βιοτινυλιωµένη. 
 

Μέθοδος κατακρήµνισης πρωτεϊνών µε βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια 
(DNAP, DNA affinity precipitation) 
 

 Για κάθε δείγµα χρησιµοποιούνται 5 µl Dynabeads Μ-280 

 1 πλύση µε 500 µl διαλύµατος 1x B&W 

 Προσθήκη 7 µl 2x B&W και 7 µl βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια (0,5µΜ) 

Ως αρνητικό δείγµα τα σφαιρίδια επωάζονται µόνο µε 14 µl διαλύµατος 1x B&W 

 Επώαση για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

Βιοτινυλίωση
(in vivo)

Λιγάση Βιοτίνης 
(BirA) Συνέκφραση της λιγάσης 

και της πρωτεΐνης µε τον 
επίτοπο Bio

Αποµόνωση µε σφαιρίδια που 
φέρουν στρεπταβιδίνη

SDS-PAGE & WB µε α-myc

BioTag

myc-LXR ή         
myc-RXR

Bio-Sp1ή
Βio-HNF-3β

myc-LXR ή         
myc-RXRStrep

agarose
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 2 πλύσεις µε 500 µl διαλύµατος 1x B&W 

 1 πλύση µε 500 µl διαλύµατος BBRC 

 Προσθήκη: 500 µl διαλύµατος BBRC  

 150 µg πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος (σε διάλυµα λύσης Co-IP) 

  1-8 µg poly dI-dC 

 Επώαση για 2 ώρες µε περιστροφή στους 4οC 

 3 πλύσεις µε 500 µl διαλύµατος BBRC 

 Προσθήκη 4x χρωστικής και βρασµός στους 100οC για 10 λεπτά 

Οι πρωτεΐνες που βρίσκονταν προσδεδεµένες πάνω στο DNA αναλύονται µε 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης και ανάλυση Western Blot. 

 
Εικόνα 29: Σχηµατική αναπαράσταση της µεθόδου της αλληλεπίδρασης των 
πρωτεϊνών µε βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2x B&W BBRC 
Tris-Cl pH 7,5 10mM Glycerol 10mM 
EDTA 1mM Tris pH 7,5 1mM 
NaCl 2mM KCl 2mM 
    MgCl2 4mM 
    EDTA 0,2mM 

Βιοτίνη πιθανή θέση πρόσδεσης 

κυτταρικό εκχύλισµα 

από ΗΕΚ293Τ

SDS-PAGE & WB

αποµόνωση των 
συµπλόκων µε τη 
χρήση µαγνήτη

Βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο

Βιοτίνη

µαγνητικά σφαιρίδια µε 

στρεπταβιδίνη

πιθανή θέση πρόσδεσης 
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Ετοιµασία βιοτινυλιωµένων ολιγονουκλεοτιδίων (ds oligos) 
Τα δίκλωνα βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια ετοιµάζονται ως εξής: 

5µg από το βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτιδίο 

5µg από το συµπληρωµατικό ολιγονουκλεοτιδίο (χωρίς βιοτίνη) 

2 µl ΝΕΒ2 10x buffer 

ddH2O µέχρι τα 20µl 

 

 Επώαση στους 92οC για 2 λεπτά 

 Σταδιακή ψύξη µέχρι τους 20οC περίπου 

 Προσθήκη ddH2Ο για να είναι η τελική συγκέντρωση 5µΜ 

 Αποθήκευση στους -20οC 

 

Σε ορισµένες περιπτώσεις αντί για βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια 

χρησιµοποιήθηκαν τµήµατα που ενισχύθηκαν µε PCR χρησιµοποιώντας έναν από 

τους βιοτινυλιωµένους εκκινητές (forward). Το προϊόν της PCR αποµονώθηκε από 

πηκτή αγαρόζης και χρησιµοποιήθηκε στην αντίδραση. Η ποσότητα υπολογίστηκε 

βάσει το ότι για ένα τµήµα 600 βάσεων χρειάζονται 2µg στην αντίδραση.  

 Στον πίνακα 7 παρουσιάζονται τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν 
στα DNAP. 
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Μέθοδος ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης (ChIP) 
 

 Τα κύτταρα τοποθετούνται σε p100 πιάτο και επωάζονται για 48 ώρες περίπου   

 Αφαίρεση του θρεπτικού 

 1 πλύση µε 7ml θρεπτικού (DMEM) 

 Προσθήκη 9ml θρεπτικού 

 Προσθήκη 1ml formaldehyde (10%) σταγόνα-σταγόνα (γρήγορα) και ανακίνηση 

 Επώαση  για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου (ή στους 37οC) 

 Προσθήκη 1ml γλυκίνης (1,375M) σταγόνα-σταγόνα (γρήγορα) και ανακίνηση 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 3 πλύσεις µε 10 ml 1x PBS/0,5mM PMSF  

 Προσθήκη 7 ml 1x PBS/0,5% NP-40/0,5mM PMSF  

 Ξύσιµο των κυττάρων και µεταφορά σε falcons 15ml 

 Φυγοκέντρηση στις 1000 rpm, 5 λεπτά, 4οC 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Επαναδιάλυση της πελέτας σε 5ml Swelling buffer 

 Επώαση στον πάγο για 10 λεπτά 

 Σπάσιµο των κυττάρων µε το µηχάνηµα “Dounce” (ταχύτητα 2,5-3), 20-30 φορές 

για κάθε δείγµα 

Έλεγχος των κυττάρων για να διαπιστωθεί αν έχουν σπάσει ικανοποιητικά και 

ελευθερώθηκαν οι πυρήνες: 

- πάνω σε αντικειµενοφόρο πλάκα αναµιγνύονται 5µl Trypan Blue (0,4% σε PBS) και 

5µl από το δείγµα  

- παρατήρηση στο µικροσκόπιο: όσο περισσότερα κύτταρα έχουν βάψει µπλε τόσο 

πιο αποτελεσµατική ήταν η διαδικασία  

 Φυγοκέντρηση στις 2000 rpm, 5 λεπτά, 4οC 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Επαναδιάλυση της πελέτας σε 2ml Sonication buffer  

 Σπάσιµο της χρωµατίνης µε 10-14 υπέρηχους (sonication) των 30 sec σε 50% 

ένταση (ανάµεσα στον κάθε κύκλο υπερήχων µεσολαβεί διάστηµα 5 λεπτών στον 

πάγο) 

 Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm, 15 λεπτά, 4οC 

 Μεταφορά του υπερκειµένου σε σωληνάκια των 1,5 ml 

 Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm, 15 λεπτά, 4οC 

 Μεταφορά του υπερκειµένου σε σωληνάκια των 1,5 ml 
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 50µl από το κάθε δείγµα χρησιµοποιούνται για έλεγχο ενώ η υπόλοιπη ποσότητα 

αποθηκεύεται στους -80οC 

 Στα 50µl προστίθενται 150µl Η2Ο και 10,5µl NaCl 4M 

 Επώαση στους 65oC Ο/Ν 

 

Καθαρισµός δείγµατος ελέγχου: 

 Προσθήκη ίσου όγκου φαινόλη:χλωροφόρµιο:ισοαµυλική 25:24:1  

 Ανάµιξη (το µίγµα πρέπει να γίνει οµοιογενές) 

 Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm, 5 λεπτά, RT 

 Μεταφορά της επάνω φάσης  

 Προσθήκη ίσου όγκου χλωροφόρµιου και 1µl γλυκογόνου (20µg/µl) 

 Μεταφορά της επάνω φάσης  

 Προσθήκη 1/10 του όγκου CH3COONa 3M και 21/2  όγκους απόλυτη αιθανόλη 

 Ανάµιξη και επώαση στους -80οC για 30 λεπτά 

 Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm, 10 λεπτά, RT 

 Αποµάκρυνση του υπερκειµένου 

  Προσθήκη 500 µl 75% αιθανόλης  

 Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm, 10 λεπτά, RT 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Στέγνωµα της πελέτας και επαναδιάλυση σε 20µl Η2Ο 

 Έλεγχος της ποιότητας του δείγµατος σε πηκτή αγαρόζης 1% 

 

Αν η χρωµατίνη έχει σπάσει σε κοµµάτια µικρότερα των 1000 βάσεων, ακολουθεί η 

παρακάτω διαδικασία: 

 Για το κάθε δείγµα αρχικά απαιτούνται:  

20 µl καθαρά σφαιρίδια protein G για το µέρος στο οποίο δεν θα προστεθεί αντίσωµα 

(-ab),  

20 µl για το µέρος στο οποίο θα προστεθεί το αντίσωµα, και 

40 µl για το preclearing της χρωµατίνης 

 Προσθήκη 1,5ml Sonication Buffer 

 Περιστροφή για 10 λεπτά στους 4oC 

 Φυγοκέντρηση στις 6000 rpm, 3 λεπτά, 4oC 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Επανάληψη 2 φορές των 4 παραπάνω σταδίων 

 Προσθήκη 494µl Sonication Buffer + 5µl BSA (100mg/ml) + 1µl λDNA (0,5µg/µl) 

  Περιστροφή για 2 ώρες στους 4oC 

 Μεταφορά από 150µl beads σε 2 σωληνάκια και αποθήκευση στους 4oC  
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 Φυγοκέντρηση των υπόλοιπων beads (για preclearing) στις 6000 rpm, 3 λεπτά, 

4oC  

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Ξεπάγωµα της χρωµατίνης από τους -80oC 

 Προσθήκη στα σφαιρίδια 1500µl από τη χρωµατίνη  

 Προσθήκη 15µl BSA (100mg/ml) και 3µl λ DNA (0,5µg/µl) 

 Περιστροφή για 2 ώρες στους 4oC 

 Φυγοκέντρηση στις 6000 rpm, 3 λεπτά, 4oC 

 Μεταφορά υπερκειµένου σε νέο σωληνάκι και µέτρηση του όγκου  

 Η χρωµατίνη µοιράζεται εξίσου σε 2 νέα σωληνάκια, ενώ σε ένα τρίτο 

αποθηκεύεται στους -20oC το 1/10 του όγκου που µεταφέρθηκε σε κάθε σωληνάκι 

(input) 

 Στο πρώτο σωληνάκι δεν προστίθεται αντίσωµα (-ab) ενώ στο δεύτερο 

προστίθεται το αντίσωµα (20µl για α-Sp1, α-RXR και α-HNF-3β) (+ab) 

 Περιστροφή για 2 ώρες στους 4oC 

 Φυγοκέντρηση των σφαιριδίων που ήταν αποθηκευµένα στους 4oC στις 6000 

rpm, 3 λεπτά, 4oC 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη των δειγµάτων (-ab, +ab) στα καθαρά σφαιρίδια 

 Περιστροφή στους 4oC O/N   

 2 πλυσίµατα µε το Wash buffer A 

Το κάθε πλύσιµο περιλαµβάνει 10 λεπτά περιστροφή στους 4oC και φυγοκέντρηση 

στις 6000 rpm, 3 λεπτά, 4oC  

 2 πλύσεις µε 1ml Wash buffer B 

 2 πλύσεις µε 1ml Wash buffer C 

 2 πλύσεις µε 1ml TE buffer 

 Προσθήκη 150µl Elution buffer (φρέσκο) 

 Vortex 

 Επώαση στους 65oC για 10 λεπτά 

 Vortex 

 Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm, 1 λεπτό, RT 

 Μεταφορά του υπερκειµένου (150µl) σε νέο σωληνάκι 

 Προσθήκη 150µl Elution buffer 

 Vortex 

 Επώαση στους 65oC για 10 λεπτά 

 Vortex 

 Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm, 1 λεπτό, RT 
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 Μεταφορά του υπερκειµένου στο σωληνάκι του προηγούµενου υπερκειµένου 

(300µl τελικά) 

 Προσθήκη 100µl Η2Ο και 21µl  NaCl 4M 

 Για το input προσθήκη Elution buffer µέχρι τα 300µl, 100µl Η2Ο και 21µl NaCl 4M 

 Ανάδευση, σύντοµη φυγοκέντρηση και επώαση στους 65oC Ο/Ν 

 Προσθήκη 1µl RNAse A (10mg/ml, DNase-free) 

 Επώαση στους 37oC για 1 ώρα 

 Προσθήκη 2µl EDTA (0,5M) και 2µl Πρωτεϊνάση K (10mg/ml) 

 Επώαση στους 42oC για 2 ώρες 

 Προσθήκη 200µl Η2Ο 

 Προσθήκη 1/10 του όγκου (42µl) CH3COONa 3M 

 Προσθήκη ίσου όγκου φαινόλη:χλωροφόρµιο:ισοαµυλική 25:24:1  

 Ανάµιξη (το µίγµα πρέπει να γίνει οµοιογενές) 

 Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm, 5 λεπτά, RT 

 Μεταφορά της επάνω φάσης  

 Προσθήκη ίσου όγκου χλωροφόρµιου και 1µl γλυκογόνου (20µg/µl) 

 Μεταφορά της επάνω φάσης  

 Προσθήκη 21/2  όγκων απόλυτης αιθανόλης και 1µl γλυκογόνο (20 mg/ml) 

 Επώαση στους -20οC Ο/Ν 

 Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm, 30 λεπτά, 4οC 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

  Προσθήκη 1ml 75% αιθανόλης  

 Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm, 10 λεπτά, RT 

 Αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Στέγνωµα της πελέτας και επαναδιάλυση του input σε 100µl 10mM Tris (pH 7,5) 

και των δειγµάτων σε 50µl 10mM Tris (pH 7,5). 

Τα δείγµατα αναλύονται στη συνέχεια µε PCR. 

 

 

Sonication Buffer Swelling Buffer 
25mM Hepes pH 7,9 50mM Hepes pH 7,9 
1,5mM MgCl2 140mM NaCl 
10mM KCl 1mM EDTA 
0,5% NP-40 1% Triton X-100 
1mM DTT 0,1% Na-deoxycholate 
0,5mM PMSF 0,1% SDS 
2µg/ml aprotinin 0,5mM PMSF  
  2µg/ml aprotinin 
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Wash Buffer A Wash Buffer B Wash Buffer C 
50 mM Hepes pH 7,9 50 mM Hepes pH 7,9 20 mM Tris-Cl pH 8 
140 mM NaCl 500 mM NaCl 1 mM EDTA 
1mM EDTA 1mM EDTA 250 mM LiCl 
1% Triton X-100 1% Triton X-100 0,5% NP-40 
0,1% Na-deoxycholate 0,1% Na-deoxycholate 0,5% Na-deoxycholate 
0,1% SDS 0,1% SDS 0,5mM PMSF 
0,5 mM PMSF 0,5 mM PMSF 2µg/ml aprotinin 
2µg/ml aprotinin 2µg/ml aprotinin   

 

TE Elution Buffer 
10mM Tris-Cl pH 8 50mM Tris-Cl pH 8 
1mM EDTA 1mM EDTA 

1% SDS 
50mM NaHCO3 
χωρίς αναστολείς 

 

Αποµόνωση RNA 
 

Η αποµόνωση RNA έγινε µε τη χρήση του Trizol της Invitrogen σύµφωνα µε 

τις οδηγίες της εταιρίας. Π.χ. για κύτταρα που καλλιεργούνται σε πιάτο p60 

 Αφαίρεση του θρεπτικού  

 Προσθήκη 1ml 1x PBS (κρύο) και αποµάκρυνση 

 Προσθήκη 1ml TRIZOL 

 Οµογενοποίηση των κυττάρων µε πιπέτα και µεταφορά σε σωληνάκια 2ml 

 Επώαση για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

 Προσθήκη 200 µl CHCl3 

 Ανακίνηση για ~10 δευτερόλεπτα (vortex) 

 Φυγοκέντρηση: 12000rpm, 15 λεπτά, 4oC 

 Μεταφορά της υδατικής φάσης (~500 µl) σε σωληνάκι 1,5ml 

 Προσθήκη 0,5ml ισοπροπανόλης και ανακίνηση 

 Επώαση για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

 Φυγοκέντρηση: 12000rpm, 15 λεπτά, 4oC, αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Προσθήκη 1ml 75% Et-OH 

 Σύντοµη ανακίνηση (vortex) 

 Φυγοκέντρηση: 12000rpm, 15 λεπτά, 4oC, αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Στέγνωµα της πελέτας στον αέρα 

 Επαναδιάλυση σε 30-50 µl Η2Ο 
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Υπολογισµός ποσότητας 

5 µl RNA σε 1ml Η2Ο 

[OD 260nm] x 40 x (200/1000) = µg/µl 

 

Αποµόνωση πρωτεϊνών σε συνδυασµό µε αποµόνωση RNA 
 

Μετά τη µεταφορά της υδατικής φάση (~500µl) για να χρησιµοποιηθεί για την 

αποµόνωση RNA στο υπόλοιπο: 

 Προσθήκη 300 µl Et-OH 100%, ανακίνηση 

 Φυγοκέντρηση: 2000g, 5 λεπτά, 4oC 

 Μεταφορά µέρους (500 µl) από το υπερκείµενο σε σωληνάκι 2ml  

 Προσθήκη 1,5ml ισοπροπανόλης, ανακίνηση  

 Επώαση  για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

 Φυγοκέντρηση: 12000g, 10 λεπτά, 4oC, αφαίρεση του υπερκειµένου 

 Όσο το δυνατον καλύτερη διάλυση της πελέτας σε 2ml υδροχλωρικής 

γουανιδίνης 0,3Μ (0,29g/10ml 95% Et-OH) 

∗ Επώαση  για 20 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

∗ Φυγοκέντρηση: 7500g, 5 min, 4oC 

 Επανάληψη του πλυσίµατος 2 φορές 

 Προσθήκη 2ml 75% Et-OH και ανακίνηση (vortex) 

 Επώαση για 20 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

 Φυγοκέντρηση: 7500g, 5 min, 4oC 

 Στέγνωµα της πελέτας στον αέρα 

 Επαναδιάλυση σε 100 µl 1% SDS  

∗ Για να διαλυθεί η πελέτα µπορεί να χρειαστεί επώαση στους 50oC 

 Φυγοκέντρηση: 10000g, 1 λεπτό, θερµοκρασία δωµατίου 

Το υπερκείµενο µπορεί να ποσοτικοποιηθεί µε τη µέθοδο Lowry και να 

χρησιµοποιηθεί σε Western Blotting. 

 

Αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής (reverse transcription) 
 

Η αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής έγινε σύµφωνα µε τις οδηγίες της 

Invitrogen για τη χρήση του ενζύµου SuperScript Rnase H-reverse transcriptase. 

 Ανάµιξη:  

∗ 10 µl RNA (100ng/µl)_ 1µg συνολικά 

∗ 3 µl   Random Primers (100ng/µl) 
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∗ 5 µl   dNTPs (2mM) 

∗ 15 µl Η2Ο 

 

 5 λεπτά στους 65oC 

 Σύντοµη επώαση στον πάγο 

 Σύντοµη φυγοκέντρηση 

 Προσθήκη 

∗ 10 µl  5x first strand buffer 

∗ 5 µl    DTT 0,1M 

∗ 1 µl    RNase OUT 

 Ανάµιξη και σύντοµη φυγοκέντρηση 

 2 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου (25oC) 

 Προσθήκη 1 µl SuperScript Rnase H-reverse transcriptase 

 Ανάµιξη και σύντοµη φυγοκέντρηση 

 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου (25oC) 

 50 λεπτά στους 42oC 

 15 λεπτά στους 70oC (απενεργοποίηση) 

∗ Όλες οι επωάσεις γίνονται σε µηχάνηµα PCR 

∗ Τελικός όγκος αντίδρασης 50 µl 

∗ Το cDNA που παράγεται από την αντίδραση αποθηκεύεται στους -20 oC 

∗ Το cDNA χρησιµοποιείται για την ανίχνευση των επιπέδων των µεταγράφων των 

διαφόρων γονιδίων µε τους εκκινητές του πίνακα 8. 

Πίνακας 8: Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση των µεταγράφων 
των γονιδίων ABCA1, Foxa2 και GAPDH. 
 
 
 
 

Αλληλουχία Σκοπός

ABCA1-F Forward 5' - GAAGCCACAAAAACATTGCTGCAT - 3'

ABCA1-R Reverse 5' - CCTCATACCAGTTGAGAGACTTGAT - 3'

ABCA1 1F Forward 5' - ATTGCGAGCGAGAGTGAGTG - 3'

ABCA1 2R Reverse 5' - AAGTGAGGTTCTTCCACAGCAGCAAC - 3'

hFoxa2-F Forward 5' – GAGCCGTCCGACTGGAGCAGCTAC - 3' 

hFoxa2-R Reverse 5' – GGCTCAGGCTGGGACTCAAGTGCG - 3' 

GAPDH-5' Forward 5' – ACCACAGTCCATGCCATCAC - 3' 

GAPDH-3' Reverse 5' – TCCACCACCCTGTTGCTGTA - 3' 

ανίχνευση συνολικών µεταγράφων 
του γονιδίου ABCA1

ανίχνευση µεταγράφων από το 
εξόνιο 1 του γονιδίου ABCA1

ανίχνευση µεταγράφων του 
ανθρώπινου γονιδίου Foxa2

ανίχνευση µεταγράφων του 
γονιδίου GAPDH για 
κανονικοποίηση

Όνοµα εκκινητή
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Αποσιώπηση της πρωτεϊνικής έκφρασης µε siRNA 
 

Τα κύτταρα (ΗΕΚ293Τ ή HepG2) διαµολύνονται µε scrambled siRNA (5'-

CAGTCGCGTTTGCGACTGG-3') or µε siRNA ενάντια στην πρωτεΐνη Foxa2 (5'- 

CAGCAGAGCCCCAACAAGA-3') σε συγκέντρωση 50-200 pmol/6-well σύµφωνα µε 

τις οδηγίες για τη Lipofectamine 2000.  

 

Έµµεσος ανοσοφθορισµός 
 
Προετοιµασία κυττάρων (σε τριβλία 6-well) 

 Η καλυπτρίδα αποστειρώνεται σε 100% Εt-ΟΗ και φλόγα και τοποθετείται στο 

πηγαδάκι 

 Προσθήκη 500 µl / πηγαδάκι διαλύµατος ζελατίνης 0,1%  

 Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά 

 Αφαίρεση του διαλύµατος (aspiration) 

 Πλύσιµο µε 1ml DMEM 2 φορές 

 Προσθήκη 1ml θρεπτικού (DMEM µε FBS) 

 Προσθήκη ~200.000 κυττάρων / πηγαδάκι (HepG2) 

ακολουθεί ο επιθυµητός χειρισµός των κυττάρων και την ηµέρα συλλογής τους 

ακολουθείται η εξής διαδικασία: 
 2 πλύσεις από 3 λεπτά µε 1,5ml/well PBS+/+  

όλες οι πλύσεις γίνονται σε  θερµοκρασία δωµατίου στην περιστρεφόµενη πλατφόρµα 

Μονιµοποίηση µε π-φορµαλδεΰδη 
 Προσθήκη 1ml/ πηγαδάκι 3% π- φορµαλδεΰδη (σε PBS+/+) 

 Επώαση για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου χωρίς ανακίνηση 

 2 πλύσεις από 3 λεπτά µε 1,5ml/ πηγαδάκι PBS+/+ 

 Προσθήκη 1ml/ πηγαδάκι διαλύµατος 0,5% Triton-X 100 σε Buffer 1 

 Επώαση για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου χωρίς ανακίνηση 

 2 πλύσεις από 3 λεπτά µε 1,5ml/ πηγαδάκι PBS+/+ 

 2 πλύσεις από 3 λεπτά µε 1,5ml/ πηγαδάκι PBS+/+/1,5% FBS 

 πριν την προσθήκη των αντισωµάτων γίνεται πολύ καλή αφαίρεση  του διαλύµατος 

πλύσης από τα πηγαδάκια 

 

Επώαση µε το πρώτο αντίσωµα 
 Προσθήκη 50 µl/ πηγαδάκι αντισώµατος σε αραίωση  

1:50 για το α-HNF-3β 

1:500 για το α-adenovirus 



 102

 Επώαση για 30 λεπτά στους 4οC χωρίς ανακίνηση 

 3 πλύσεις από 3 λεπτά µε 1,5ml/well PBS+/+/1,5% FBS 

 

Επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα 
 Προσθήκη 50 µl/ πηγαδάκι αντισώµατος σε αραίωση 1:800 (ALEXA-Fluor) (σε 

PBS+/+/1,5% FBS) 

 Επώαση για 30 λεπτά στους 4οC στο σκοτάδι χωρίς ανακίνηση 

 2 πλύσεις από 3 λεπτά µε 1,5ml/ πηγαδάκι PBS+/+/1,5% FBS 

 2 πλύσεις από 3 λεπτά µε 1,5ml/ πηγαδάκι PBS+/+ 

 

Χρώση µε DAPI 

 Η χρωστική DAPI αραιώνεται 1:250 σε PBS+/+ και προστίθενται 50µl/ πηγαδάκι 

 Επώαση για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου χωρίς ανακίνηση 

 2 πλύσεις από 3 λεπτά µε 1,5ml/ πηγαδάκι PBS+/+ 

 Η καλυπτρίδα τοποθετείται µε την πλευρά των κυττάρων προς τα κάτω πάνω σε 

αντικειµενοφόρο µε 15-20 µl διαλύµατος γλυκερόλης/PBS (1:1) 

 Η καλυπτρίδα στερεώνεται µε βερνίκι νυχιών  
 Παρατήρηση των δειγµάτων σε µικροσκόπιο φθορισµού 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Παραγωγή αδενοϊών και µόλυνση κυττάρων 
 

Για την παραγωγή των αδενοϊών Ad-GFP, Ad-6myc-SREBP-1a, Ad-6myc-

SREBP-1c, Ad-6myc-SREBP-2 και Ad-rFoxa2 ακολουθήθηκε η παρακάτω 

διαδικασία: 

10x Buffer 1 
NaCl 137mM 
KCl 5mM 
Na2HPO4 1,1mM 
KH2PO4 0,4mM 
Glucose 5,5mM 
NaHCO3 4mM 
MgCl2 2mM 
EDTA 2mM 
EGTA 20mM 
MES 20mM 
         pH 6-6,5 

PBS+/+ PBS+/+/FBS 
1xPBS   1xPBS   
CaCl2 0,9mM CaCl2 0,9mM 
MgCl2 0,5mM MgCl2 0,5mM 
    FBS 1,5% 
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Κατασκευή ανασυνδυασµένου DNA 
 Το γονίδιο κλωνοποιείται αρχικά στο φορέα pAd-Track 

 Το πλασµίδιο υποβάλλεται σε πέψη µε το ένζυµο PmeI 

 Αποµόνωση του DNA από πηκτή αγαρόζης 

 Το κοµµένο DNA χρησιµοποιείται για το µετασχηµατισµό των κυττάρων E.coli 

BJ5183-AD1 τα οποία είναι ήδη µετασχηµατισµένα µε το πλασµίδιο pAdEasy 

 Όλη η ποσότητα των βακτηριακών κυττάρων από το µετασχηµατισµό απλώνεται 

σε πιάτο καναµυκίνης 

 Αποµονώνεται το DNA ορισµένων αποικιών σε µικρή κλίµακα 

 Η επιλογή των θετικών κλώνων γίνεται µε πέψη µε το ένζυµο PacI 

Η χαµηλή ζώνη που προκύπτει από την πέψη  µπορεί να είναι 3kb ή 4,5kb ανάλογα 

µε τον ανασυνδυασµό. Και οι δύο περιπτώσεις είναι σωστές. 

 Ένας από τους θετικούς κλώνους επιλέγεται και µετασχηµατίζεται στα DH10β τα 

οποία δεν έχουν ικανότητα ανασυνδυασµού 

 Όλη η ποσότητα των βακτηριακών κυττάρων από το µετασχηµατισµό απλώνεται 

σε πιάτο καναµυκίνης 

 Μία αποικία βακτηρίων επιλέγεται και ακολουθεί αποµόνωση DNA σε µεγάλη 

κλίµακα 

 

∆ιαµόλυνση κυττάρων 911 µε το ανασυνδυασµένο DNA 
 Ορισµένη ποσότητα από το ανασυνδυασµένο DNA υποβάλλεται σε πέψη µε το 

ένζυµο PacI 

 Κατακρήµνιση του DNA µε αιθανόλη 

 Επαναδιάλυση της πελέτας του DNA σε Η2Ο  

 ~ 4,5 µg από το κοµµένο DNA χρησιµοποιούνται για τη διαµόλυνση κυττάρων 

911 µε Lipofectamine: 

-1,5x106 κύτταρα 911 τοποθετούνται σε τριβλίο p100 µε DMEM εµπλουτισµένο µε 

10% FBS, 1% P/S 

- 4,5 µg DNA αραιώνονται σε τελικό 50 µl µε Η2Ο 

- ετοιµάζονται 2 σωληνάκια: 

Α:  50 µl DNA + 450 µl Optimem 

B:  20 µl Lipofectamine + 480 µl Optimem 

 Το περιεχόµενο του Α προστίθεται στο Β 

 Ανάµιξη µε πιπέτα και επώαση για 20 λεπτά σε θερµικρασία δωµατίου 

 Αφαίρεση του θρεπτικού από το τριβλίο και αντικατάσταση µε DMEM 

εµπλουτισµένο µε 2% Heat Inactivated Horse Serum (HS) χωρίς αντιβιοτικό 



 104

 Το µίγµα προστίθεται στα κύτταρα µετά το τέλος των 20 λεπτών και επωάζονται 

Ο/Ν 

 Αντικατάσταση του θρεπτικού µε φρέσκο DMEM µε 2% HS, 1% P/S 

 48 ώρες αργότερα επιβεβαιώνεται η έκφραση του ιού στο µικροσκόπιο φθορισµού 

 Τα κύτταρα επωάζονται µέχρι να λυθούν, µετά από 14 ηµέρες περίπου 

 

Πολλαπλασιασµός του ιού 
 Τα λυµµένα κύτταρα από το τριβλίο p100 συλλέγονται και χρησιµοποιούνται για τη 

µόλυνση κυττάρων 911 σε φλάσκα Τ175 µε DMEM µε 2% HS, 1% P/S 

 Τα κύτταρα λύνονται µετά από 2 ηµέρες περίπου και µέρος αυτών χρησιµοποιείται 

για τη µόλυνση 4-5 φλασκών Τ175 µε κύτταρα 911 σε DMEM µε 2% HS, 1% P/S 

 Τα κύτταρα συλλέγονται πριν λυθούν περίπου 1-2 ηµέρες µετά τη µόλυνση 

 Φυγοκέντρηση στις 1000rpm, 10 λεπτά, 4οC 

 Αφαίρεση του θρεπτικού και επαναδιάλυση σε 1ml θρεπτικού 

 Τοποθέτηση στους -80οC 

 Ξεπάγωµα στους 37 οC, vortex 

 Επανάληψη παγώµατος-ξεπαγώµατος 2 φορές 

 Φυγοκέντρηση στις 3500rpm, 10 λεπτά, 4οC 

 Το υπερκείµενο µοιράζεται σε σωληνάκια και αποθηκεύεται στους -80οC 

 

Υπολογισµός συγκέντρωσης του ιού 
Ο υπολογισµός της συγκέντρωσης των ιών έγινε µε τη µέτρηση φθορίζοντων 

κυττάρων (FFA, Fluorescence Forming Assay).  

 Επικάλυψη τριβλίων 35mm µε 1 ml κολλαγόνο (25mg/ml) 

 Επώαση για 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

 Αφαίρεση του κολλαγόνου και στέγνωµα 

 Ο ιός αραιώνεται σε θρεπτικό µέσο διαδοχικά από 102 µέχρι 107 σε τελικό όγκο 

1,2 ml 

 1ml από τις αραιώσεις 105, 106, 107 προστίθεται αντίστοιχα σε 3 τριβλία µε 

επικάλυψη κολλαγόνου 

 Επώαση για δύο ώρες στους 37οC 

 Αφαίρεση θρεπτικού µέσου και προσθήκη 2 ml φρέσκου θρεπτικού 

 Επώαση για 48 ώρες στους 37οC 

 Αφαίρεση θρεπτικού µέσου 

 1 πλύση µε 1x PBS 

 Στέγνωµα των τριβλίων για 15-20 λεπτά 

 Προσθήκη 1 ml 3% π- φορµαλδεΰδη 
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  Επώαση για 5 λεπτά 

 1 πλύση µε 1x PBS 

 1 πλύση µε  PBS-Tween 0,05% 

 Προσθήκη 1 ml 1x PBS και παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού (για τους 

ιούς Ad-GFP, Ad-FOXA2 οι οποίοι εκφράζουν GFP) 

 

Για τον ιό της Akt (Ad-myrAkt) µετά την πλύση µε PBS-Tween 0,05% ακολουθεί η 

παρακάτω διαδικασία: 

 Προσθήκη 650 µl α-adenovirus (σε αραίωση 1:500) 

 Επώαση για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου 

 2 πλύσεις µε 1x PBS 

 1 πλύση µε  PBS-Tween 0,05% 

 Προσθήκη 50 µl α-mouse-FITC 

 Επώαση για 30 λεπτά στους 4οC 

 1 πλύση µε 1x PBS 

 Προσθήκη 1 ml 1x PBS και παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού 

 

Υπολογισµός τίτλου: 

π.χ. Αν στο τριβλίο µε την αραίωση 106 µετρηθούν 8 πράσινα κύτταρα / 0,04cm2  

(µικρό τετραγωνάκι) ο τίτλος του ιού είναι 1,6 x 109 FFU/ ml (8 πράσινα κύτταρα X 

200). Συνολική επιφάνεια τριβλίου 0,04cm2  x 200 = 8cm2 

 

Μόλυνση κυττάρων 
 

Στα πειράµατα όπου έγινε χρήση των αδενοϊών στα κύτταρα HepG2 το 

θρεπτικό µία ώρα πριν τη µόλυνση αντικαταστήθηκε µε DMEM µε 2% HS, 1% P/S. 

Οι αδενοϊοί προστέθηκαν στα κύτταρα και ακολούθησε επώαση για 3-4 ώρες. 

Κατόπιν το θρεπτικό αντικαταστήθηκε και πάλι µε το επιθυµητό για το συγκεκριµένο 

πείραµα. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν 48 ώρες αργότερα. 
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Μέρος Ι  
 
 

Ο Ρόλος του Παράγοντα Sp1 στη Ρύθµιση 
 της Έκφρασης του Γονιδίου ABCA1 από 

Οξυστερόλες και Ρετινοϊκό Οξύ 
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Αποτελέσµατα 

 

Η µιθραµυκίνη Α εµποδίζει την επαγωγή του γονιδίου ABCA1 από 
οξυστερόλες και ρετινοειδή 
 
 Η κοντινή περιοχή του υποκινήτη του γονιδίου ABCA1 περιέχει ένα στοιχείο 

LXRE (LXR responsive element) στη θέση -62/-47 στο οποίο µπορούν να 

προσδένονται τα ετεροδιµερή LXRα/RXRα και να µεσολαβούν στην ενεργοποίηση 

του υποκινητή από οξυστερόλες και ρετινοειδή (εικόνα 30). Το LXRΕ περιβάλλεται 

από δύο GC στοιχεία στις θέσεις -156/-151 και -90/-85, τα οποία αποτελούν θέσεις 

πρόσδεσης για τους µεταγραφικούς παράγοντες Sp1 και Sp3. 

Exon 1

ZNF202

-234/-215
GC-box
-156/-151

E-box
-140/-135

GC-box
-90/-85

LXRE
-62/-47

TATA-box
-24/-21

+1

Sp1/3 Sp1 LXR/RXR

oxysterols,
retinoids

SREBP-2

ABCA1 
gene

 

Εικόνα 30: Σχηµατική αναπαράσταση των στοιχείων του DNA και των 
παραγόντων που ρυθµίζουν την ενεργότητα της κοντινής περιοχής του 
ABCA1.  
 

 Για να διερευνήσουµε το ρόλο του µεταγραφικού παράγοντα Sp1 στην 

επαγωγή του γονιδίου ABCA1 από το µονοπάτι των LXRα/RXRα, χρησιµοποιήσαµε 

το χηµειοθεραπευτικό φάρµακο µιθραµυκίνη Α (mithramycin A). Το φάρµακο αυτό 

έχει δειχθεί ότι αναστέλει στο σύνολο της την πρόσδεση των µεταγραφικών 

παραγόντων της οικογένειας Sp1 και έχει χρησιµοποιηθεί εκτεταµένα ως εργαλείο για 

να µελετηθούν διεργασίες της µεταγραφής που εξαρτώνται από τους παράγοντες Sp. 

Η επίδραση µε τη µιθραµυκίνη Α στα κύτταρα ΗΕΚ293Τ για 24 ώρες δεν επηρέασε 

τα βασικά επίπεδα mRNA του ABCA1 (εικόνα 31, 1η σειρά, 2η θέση). Αντίθετα, η 

επίδραση µε 22-(R)-υδροξυστερόλη και 9-cis-ρετινοϊκό οξύ, τους φυσικούς συνδέτες 

των πυρηνικών υποδοχέων LXR και RXR, αντίστοιχα, οδήγησε σε αύξηση της 

µεταγραφής του γονιδίου ABCA1 κατά 2.9 φορές (εικόνα 31, 1η σειρά, 3η θέση). Η 

επίδραση µε µιθραµυκίνη Α εµπόδισε την επαγωγή της µεταγραφής του γονιδίου 

ABCA1 από τους συνδέτες (22-(R)-υδροξυστερόλη και 9-cis-ρετινοϊκό οξύ) κατά 35% 
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περίπου (εικόνα 31, 1η σειρά, 4η θέση). Στη 2η σειρά της εικόνας 31 φαίνεται ότι η 

µιθραµυκίνη Α δεν επηρέασε το γονίδιο ελέγχου GAPDH υποδεικνύοντας ότι η 

µιθραµυκίνη Α δεν έχει αρνητική δράση στο σύνολο της γονιδιακής µεταγραφής. Τα 

ευρήµατα αυτά φανερώνουν ότι ο µεταγραφικός παράγοντας Sp1 απαιτείται για την 

επαγώµενη αλλά όχι για τη βασική µεταγραφή του γονιδίου ABCA1.  

 

Εικόνα 31: Η µιθραµυκίνη Α εµπόδισε την επαγωγή της µεταγραφής του 
γονιδίου ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ 
επωάστηκαν µε 22-(R)-υδροξυστερόλη [22(ΟΗ)C] και 9-cis-ρετινοϊκό οξύ (10-6Μ) για 
24 ώρες απουσία ή παρουσία µιθραµυκίνης Α (0,2µΜ). Τα δείγµατα υποβλήθηκαν σε 
αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής-PCR (RT-PCR) και τα επίπεδα mRNA του 
γονιδίου ABCA1 προσδιορίστηκαν µε PCR για τα συνολικά µετάγραφα του γονιδίου. 
Προσδιορίστηκαν επίσης και τα επίπεδα mRNA του γονιδίου ελέγχου GAPDH. Οι 
τιµές από τρία ανεξάρτητα πειράµατα κανονικοποιήθηκαν και εµφανίζονται ως 
ιστόγραµµα στο κάτω µέρος. *, p<0,05 και **, p<0,001. 
 

 

Η µιθραµυκίνη Α εµποδίζει τη στρατολόγηση του Sp1 και του RXRα στην 
κοντινή περιοχή του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 
 
 Χρησιµοποιώντας τη µέθοδο της ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης 

εξετάστηκε η επίδραση της µιθραµυκίνης Α στη στρατολόγηση των πυρηνικών 

100 100

290

195

0
50

100
150
200

250
300
350
400

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A 
le

ve
ls

 (%
)

9-cis RA - - + +
22(OH)C - - + +

mithramycin A - + - +
ABCA1

GAPDH

*

**



 110

υποδοχέων και του Sp1 στην κοντινή περιοχή του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 in 

vivo. Για το σκοπό αυτό η χρωµατίνη από κύτταρα ΗΕΚ293Τ κατακρηµνίστηκε µε τη 

βοήθεια αντισωµάτων για RXRα και Sp1 και αναλύθηκε µε PCR χρησιµοποιώντας 

εκκινητές για την κοντινή περιοχή του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 (-204/+205). 

Παρατηρήσαµε ότι και οι δύο παράγοντες προσδένονται στην κοντινή περιοχή του 

υποκινητή του ABCA1 κάτω από βασικές συνθήκες στα κύτταρα ΗΕΚ293Τ (εικόνα 

32, 3η και 4η σειρά, 1η θέση). Παρουσία της µιθραµικύνης Α, όπως φαίνεται στην 

εικόνα 32, η πρόσδεση του Sp1 στον υποκινητή του ABCA1 δε χάνεται εντελώς 

(αναστέλλεται κατά 36,7%, τρίτη σειρά, δεύτερη θέση). Το εύρηµα αυτό υποδηλώνει 

ότι (α) η πρόσδεση του Sp1 στον υποκινητή του ABCA1 µπορεί να είναι άµεση αλλά 

και έµµεση (µέσω φυσικών αλληλεπιδράσεων µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες 

που προσδένονται στην περιοχή) και (β) το ποσοστό του Sp1 που παραµένει στον 

υποκινητή µπορεί να επαρκεί για τα βασικά επίπεδα µεταγραφής του γονιδίου 

ABCA1 (εικόνα 31). Παρατηρήσαµε ωστόσο, ότι η µιθραµικύνη Α ανέστειλε τη 

στρατολόγηση του RXRα στην κοντινή περιοχή του υποκινητή του ABCA1 κατά 

21,3% (εικόνα 32, 4η σειρά, 2η θέση). Η επώαση των κυττάρων µε 22-(R)-

υδροξυστερόλη και 9-cis-ρετινοϊκό οξύ ενίσχυσε την πρόσδεση τόσο του πυρηνικού 

υποδοχέα RXRα όσο και του Sp1 κατά 1,27 και 1,15 φορές, αντίστοιχα (εικόνα 32, 3η 

και 4η σειρά, 3η θέση). Η παρουσία της µιθραµικύνης Α εµπόδισε την επαγώµενη από 

τους συνδέτες στρατολόγηση των RXRα και Sp1 στον υποκινητή κατά 35,5% και 

38,4%, αντίστοιχα (εικόνα 32, 3η και 4η σειρά, 4η θέση).  
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Εικόνα 32: Η µιθραµυκίνη Α εµπόδισε την πρόσδεση του Sp1 και του RXRα 
στην κοντινή περιοχή του υποκινητή του γονιδίου ABCA1. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ 
επωάστηκαν µε 22-(R)-υδροξυστερόλη και 9-cis-ρετινοϊκό οξύ (10-6Μ) για 24 ώρες 
απουσία ή παρουσία µιθραµυκίνης Α (0,2µΜ) και υποβλήθηκαν σε 
ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης µε αντισώµατα για Sp1 και RXRα ή χωρίς αντίσωµα 
(δείγµα ελέγχου). Τα δείγµατα υποβλήθηκαν σε αντίδραση PCR µε εκκινητές για την 
κοντινή περιοχή του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 (-204/+205). Στο επάνω µέρος 
της εικόνας φαίνεται ένα αντιπροσωπευτικό αποτέλεσµα, ενώ στο κάτω µέρος οι 
τιµές από δύο ανεξάρτητα πειράµατα παρουσιάζονται ως ιστόγραµµα. *, p<0,05 και 
**, p<0,001.  
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Προκειµένου να επιβεβαιωθεί ότι η µείωση στα επίπεδα mRNA του γονιδίου 

ABCA1 από τη µιθραµικύνη Α είναι µέσω επίδρασης του φαρµάκου στη µεταγραφή 

του γονιδίου, πραγµατοποιήσαµε παροδικές διαµολύνσεις στην κυτταρική σειρά 

ΗΕΚ293Τ. Για τις παροδικές διαµολύνσεις χρησιµοποιήσαµε ένα πλασµίδιο στο 

οποίο είχαµε κλωνοποιήσει την περιοχή µεταξύ των νουκλεοτιδίων -668 και +33 

µπροστά από το γονίδιο της λουσιφεράσης. Όπως φαίνεται στην εικόνα 33, το τµήµα 

-668/+33 ενεργοποιείται πολύ ισχυρά από την υπερέκφραση των υποδοχέων LXRα 

και RXRα παρουσία των συνδετών τους (16 φορές), ενώ η παρουσία της 

µιθραµικύνης Α αναστέλλει αυτή την ενεργοποίηση κατά 50% περίπου σε συµφωνία 

µε τα αποτελέσµατα της εικόνας 31. 

Εικόνα 33: Η µιθραµυκίνη Α εµπόδισε την ενεργοποίηση του γονιδίου ABCA1 
από τους πυρηνικούς υποδοχείς LXR/RXR και τους συνδέτες τους. Κύτταρα 
ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο (-668/+33)-
ABCA1-luc (50ng) µαζί µε φορείς έκφρασης για τους υποδοχείς LXRα/RXRα (0,5µg 
ο καθένας) παρουσία ή απουσία 22-(R)-υδροξυστερόλης, 9-cis-ρετινοϊκού οξέος (10-

6Μ) ή µιθραµυκίνης Α (0,2µΜ) για 24 ώρες. Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται 
ως ιστόγραµµα. *, p<0,05 και **, p<0,001. 
 

Στη συνέχεια δείξαµε ότι τα ετεροδιµερή LXRα/RXRα παρουσία των 

συνδετών τους (22-(R)-υδροξυστερόλης και 9-cis-ρετινοϊκού οξέος, αντίστοιχα) 

ενεργοποίησαν ισχυρά ένα µικρό τµήµα του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 που 

περιλαµβάνει τόσο τα στοιχεία πρόσδεσης των Sp1/Sp3 (GC-boxes) όσο και το 

LXRE (ABCA1 -204/+205) (Εικόνα 34). Απαλοιφή των δύο µοτίβων πρόσδεσης των 
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Sp1/Sp3 (ABCA1 -76/+205) δεν είχε σηµαντική επίδραση στην ενεργοποίηση του 

υποκινητή από τους υποδοχείς LXRα/RXRα παρουσία των συνδετών τους (23 φορές 

έναντι 18). Ωστόσο, η απαλοιφή των θέσεων πρόσδεσης των Sp1/Sp3 µείωσε τη 

συνολική ενεργότητα του υποκινητή κατά 72% (2300% έναντι 650% ενεργοποίηση σε 

σχέση µε την ενεργότητα του -204/+205 τµήµατος σε συνθήκες χωρίς επαγωγή, την 

οποία αυθαίρετα θεωρούµε 100%). Τα ευρήµατα αυτά υποστηρίζουν τη συµµετοχή 

των µεταγραφικών παραγόντων Sp στο µηχανισµό της µεταγραφικής ενεργοποίησης 

του γονιδίου ABCA1. 

 

 

 

 

Εικόνα 34: Η απαλοιφή των θέσεων Sp1 µείωσε την επαγωγή του ABCA1 από 
οξυστερόλες και ρετινοειδή. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε παροδική 
διαµόλυνση µε τα πλασµίδια (-204/+205)-ABCA1-luc και (-76/+205)-ABCA1-luc 
(50ng το καθένα) µαζί µε φορείς έκφρασης για τους υποδοχείς LXRα/RXRα (0,5µg ο 
καθένας) παρουσία ή απουσία 22-(R)-υδροξυστερόλης και 9-cis-ρετινοϊκού οξέος 
(10-6Μ) για 24 ώρες. Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. *, 
p<0,05 και **, p<0,001. 
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Η βέλτιστη επαγωγή του γονιδίου ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή 
απαιτεί το µεταγραφικό παράγοντα Sp1 

Προκειµένου να διερευνήσουµε την αναγκαιότητα του Sp1 στη µεταγραφική 

επαγωγή του γονιδίου ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή, χρησιµοποιήσαµε τα 

εµβρυϊκά κύτταρα ∆ροσόφιλας S2 τα οποία δε διαθέτουν ενδογενές Sp1 ή σχετικούς 

παράγοντες. Το κυτταρικό αυτό σύστηµα έχει χρησιµοποιηθεί εκτεταµένα σε µελέτες 

µεταγραφικών µηχανισµών που βασίζονται στον παράγοντα Sp1. Όπως φαίνεται 

στην εικόνα 35, η υπερέκφραση του Sp1 στα κύτταρα S2 οδήγησε σε ισχυρή 

ενεργοποίηση του τµήµατος -668/+33 του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 (25,8 

φορές), επιβεβαιώνοντας το ρόλο αυτού του παράγοντα ως ισχυρού ρυθµιστή της 

µεταγραφής του γονιδίου ABCA1. Αντίθετα, παρατηρήσαµε µια σχετικά µικρή 

ενεργοποίηση του υποκινητή από την υπερέκφραση των LXRα/RXRα τόσο απουσία 

όσο παρουσία των συνδετών τους (2-3 φορές). Αξίζει να σηµειωθεί ότι η ταυτόχρονη 

έκφραση των πυρηνικών υποδοχέων και του Sp1 οδήγησε σε συνεργατική 

ενεργοποίηση του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 (53,6 φορές), η οποία ενισχύθηκε 

περαιτέρω από την προσθήκη των συνδετών τους (85 φορές), υποδηλώνοντας τη 

λειτουργική συνεργατικότητα ανάµεσα σε αυτούς τους παράγοντες πάνω στον 

υποκινητή του γονιδίου ABCA1. 

Εικόνα 35: Η βέλτιστη επαγωγή του ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή 
απαιτεί τον παράγοντα Sp1. Κύτταρα Schneider’s S2 υποβλήθηκαν σε παροδική 
διαµόλυνση µε το πλασµίδιο (-668/+33)-ABCA1-luc (1µg) µαζί µε φορείς έκφρασης 
για τον Sp1 και τους υποδοχείς LXRα/RXRα (0,5µg ο καθένας) παρουσία ή απουσία 
22-(R)-υδροξυστερόλης και 9-cis-ρετινοϊκού οξέος (10-6Μ) για 24 ώρες. Οι 
κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. *, p<0,05 και **, p<0,001. 
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 Τα ευρήµατα των εικόνων 34 και 35 υποδηλώνουν ότι η βέλτιστη 

ενεργοποίηση του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή 

απαιτεί επιπρόσθετα του στοιχείου πρόσδεσης LXRE, την παρουσία των θέσεων 

πρόσδεσης Sp1 στις θέσεις -90/-85 και -156/-151 καθώς και λειτουργικές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ του Sp1 και των ετεροδιµερών LXRα/RXRα. 

 

Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ του Sp1 και των πυρηνικών υποδοχέων 
LXRα και RXRα 
 
 Με το σύστηµα ενεργοποίησης GAL4 µπορέσαµε και δείξαµε τις λειτουργικές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ του Sp1 και των ετεροδιµερών LXRα/RXRα. Για το σκοπό 

αυτό πραγµατοποιήσαµε παροδικές διαµολύνσεις στα κύτταρα ΗΕΚ293Τ 

χρησιµοποιώντας τον παράγοντα Sp1 σε σύντηξη µε την περιοχή πρόσδεσης στο 

DNA του ισχυρού ενεργοποιητή του σακχαροµύκητα GAL4 και ένα τεχνητό 

υποκινητή αποτελούµενο από πέντε επαναλήψεις της θέσης πρόσδεσης του GAL4 

(pG5B-luc). Χρησιµοποιώντας αυτό το σύστηµα, µπορέσαµε να δείξουµε ότι 

παρουσία των συνδετών τους, τα ετεροδιµερή LXRα/RXRα ενίσχυσαν την 

µεταγραφική ενεργότητα του GAL4-Sp1 πέντε φορές (εικόνα 36). Καθώς ο τεχνητός 

υποκινητής G5B δεν περιέχει θέσεις πρόσδεσης για LXR/RXR, θεωρούµε ότι, σε 

αυτό το σύστηµα, οι δύο πυρηνικοί υποδοχείς δρουν ως υπερ-ενεργοποιητές (super-

activators) του Sp1 (εικόνα 36). 
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Εικόνα 36: Τα ετεροδιµερή LXRα/RXRα παρουσία των συνδετών τους 
ενίσχυσαν τη µεταγραφική ενεργότητα του GAL4-Sp1. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ 
υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο pG5B-luc (1µg) µαζί µε 
φορείς έκφρασης για τον GAL4-Sp1 και τους υποδοχείς LXRα/RXRα (0,5µg ο 
καθένας) παρουσία ή απουσία 22-(R)-υδροξυστερόλης και 9-cis-ρετινοϊκού οξέος 
(10-6Μ) για 24 ώρες. Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. *, 
p<0,05 και **, p<0,001. 
 

Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ του Sp1 και των πυρηνικών υποδοχέων 
LXRα και RXRα 

Για να διερευνήσουµε πιθανές φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ του 

µεταγραφικού παράγοντα Sp1 και των πυρηνικών υποδοχέων LXRα/RXRα, 

χρησιµοποιήσαµε in vivo και in vitro µεθόδους. Αρχικά, χρησιµοποιήσαµε µία µέθοδο 

αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών που βασίζεται στη βιοτινυλίωση της µιας πρωτεΐνης in 

vivo (στην περίπτωσή µας του Sp1) για να δείξουµε ότι ο Sp1 αλληλεπιδρά ειδικά µε 

τους LXRα/RXRα. Για το σκοπό αυτό, πραγµατοποιήσαµε παροδικές διαµολύνσεις 

στα κύτταρα ΗΕΚ293Τ µε φορείς έκφρασης για 6myc-LXRα ή 6myc-RXRα µαζί µε 

φορέα έκφρασης για Sp1, ο οποίος φέρει τον επίτοπο Bio στο αµινοτελικό άκρο, 

απουσία και παρουσία της λιγάσης της βιοτίνης BirA. Το εκχύλισµα των κυττάρων 

επωάστηκε µε σφαιρίδια στρεπταβιδίνης-αγαρόζης (streptavidin-agarose beads) και 

οι πρωτεΐνες που είχαν προσδεθεί αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση και 

ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας το αντίσωµα anti-myc.  Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 37, επάνω σειρά, ο βιοτινυλιωµένος Sp1 αλληλεπιδρά ισχυρά 

GAL4-Sp1 - + - - +
LXRα / RXRα - - + + +

22(OH)C/9-cis RA - - - + +

100

3351 3761

6332

17095

0

5000

10000

15000

20000

25000

R
el

at
iv

e 
pr

om
ot

er
 a

ct
iv

ity
 (%

)

pG5B-luc

** **

**

*

**



 117

και ειδικά τόσο µε τον 6myc-LXRα όσο και µε τον 6myc-RXRα in vivo. Τα επίπεδα 

έκφρασης των 6myc-LXRα και 6myc-RXRα στα συνολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα 

φαίνονται στη µεσαία σειρά. Στην τελευταία σειρά φαίνεται η αποτελεσµατικότητα της 

BirA να βιοτινυλιώνει τον Sp1. 

 

Εικόνα 37: Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ του Sp1 και των πυρηνικών 
υποδοχέων LXRα/RXRα in vivo. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε παροδική 
διαµόλυνση µε τους φορείς έκφρασης Bio-Sp1, 6myc-LXRα, 6myc-RXRα και BirA  
(7,5µg ο καθένας). Οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν όπως 
αναφέρονται στα Υλικά και Μέθοδοι. Τα βέλη στη δεξιά µεριά δείχνουν τις αντίστοιχες 
πρωτεΐνες στο Western Blot. WCE, whole cell extract; WB, Western blotting· strep. 
beads, streptavidin–agarose beads· strep. HRP, straptavidin-conjugated horseradish 
peroxidase. 

  

Για να χαρακτηρίσουµε την περιοχή(-ές) του Sp1 η οποία είναι υπεύθυνη για 

την αλληλεπίδραση µε τους δύο πυρηνικούς υποδοχείς, πραγµατοποιήσαµε 

δοκιµασίες GST-pull down. Για το σκοπό αυτό, χρησιµοποιήσαµε πρωτεΐνες σε 

σύντηξη µε την GST (glutathione S-transferase) που περιλαµβάνουν ολόκληρη την 

περιοχή του Sp1 ή τις ξεχωριστές περιοχές (A, B, C, D και DBD) (εικόνα 38Α). 

Εκφράσαµε τις πρωτεΐνες αυτές σε E.coli (εικόνα 39) και εξετάσαµε την ικανότητά 

τους να αλληλεπιδρούν µε τους υποδοχείς LXRα και RXRα. Τα αποτελέσµατα 

δείχνουν ότι ο πλήρους µήκους LXRα αλληλεπιδρά µε τις περιοχές Β και DBD του 

Sp1 (εικόνα 38Β, πάνω σειρά) ενώ ο πλήρους µήκους RXRα αλληλεπιδρά ισχυρά 

µόνο µε την περιοχή DBD του Sp1 (εικόνα 38Β, κάτω σειρά). 

 

 

 

WCE
(WB: a-myc)

Strep.beads
(WB: a-myc)

Bio-Sp1

6myc-LXRα, 6myc-RXRα

6myc-LXRα, 6myc-RXRα

++--6myc-RXRα
--++6myc-LXRα
++++Bio-Sp1
+-+-BirA

++--6myc-RXRα
--++6myc-LXRα
++++Bio-Sp1
+-+-BirA

WCE
(WB:strep. HRP)



 118

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Εικόνα 38: Χαρακτηρισµός των περιοχών του Sp1 που µεσολαβούν στην 
αλληλεπίδραση µε τους LXRα και RXRα in vitro. (Α) Σχηµατική αναπαράσταση 
των διάφορων απαλοιφών του Sp1 σε σύντηξη µε GST, που χρησιµοποιήθηκαν σε 
δοκιµασίες φυσικών αλληλεπιδράσεων. (Β) Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε 
παροδική διαµόλυνση µε τους φορείς έκφρασης για 6myc-LXRα και 6myc-RXRα και 
τα κυτταρικά εκχυλίσµατα επωάστηκαν µε σφαιρίδια γλουταθειόνης στα οποία είχαν 
προσδεθεί η GST ή οι διάφορες απαλοιφές του GST-Sp1. Οι πρωτεΐνες που 
αλληλεπίδρασαν ανιχνεύθηκαν µε Western Blot µε το αντίσωµα α-myc. 

  

Εικόνα 39: Έκφραση σε E.coli των διάφορων απαλοιφών του Sp1 σε σύντηξη 
µε GST που παρουσιάζονται στην εικόνα 38Α.  
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Για να προσδιορίσουµε την περιοχή (-ές) του LXRα που ευθύνονται για την 

αλληλεπίδραση µε τον Sp1, πραγµατοποίησαµε δοκιµασίες GST-pull down 

χρησιµοποιώντας διάφορες απαλοιφές του LXRα που έφεραν τον επίτοπο myc 

(εικόνα 40). Όλες αυτές οι απαλοιφές του LXRα υπερεκφράστηκαν στα κύτταρα 

ΗΕΚ293Τ, και τα εκχυλίσµατα των κυττάρων χρησιµοποιήθηκαν σε αλληλεπίδραση 

µε GST ή µε GST-Sp1 πάνω στα σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης. 

  Όπως φαίνεται στην εικόνα 41, ο πλήρους µήκους Sp1 αλληλεπίδρασε 

ισχυρά µε την αµινοτελική περιοχή του LXRα (1-163), η οπoία περιλαµβάνει την 

περιοχή AF-1 (Activation Function 1) και την περιοχή πρόσδεσης στο DNA (περιοχές 

A/B και C, αντίστοιχα). Αντίθετα, δεν παρατηρήθηκε αλληλεπίδραση µεταξύ του Sp1 

και του LXRα 164-447, που περιλαµβάνει την περιοχή σύνδεσης (hinge) και την 

περιοχή πρόσδεσης του συνδέτη (περιοχές D και Ε, αντίστοιχα). Στη συνέχεια, 

δείξαµε ότι η φυσική αλληλεπίδραση µεταξύ του LXRα και του Sp1 χάθηκε όταν η 

περιοχή 1-163 του LXRα κοβόταν είτε καρβοξυτελικά (LXRα 1-97) ή αµινοτελικά 

(LXRα 98-163). Απαλοιφή της περιοχής AF-1 (LXRα 30-163) µείωσε σηµαντικά την 

αλληλεπίδραση µε τον Sp1, ενώ η απαλοιφή της περιοχής 128-163, η οποία 

περιλαµβάνει το δεύτερο δάκτυλο ψευδαργύρου της περιοχής πρόσδεσης στο DNA 

(LXRα 1-127), είχε µικρή µόνο επίδραση στην αλληλεπίδραση µε τον Sp1. Η 

αλληλεπίδραση µε τον Sp1 χανόταν όταν και οι δύο περιοχές 1-29 και 128-163 

απαλοίφθηκαν (LXRα 30-127). 
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Εικόνα 40: Περιοχές του υποδοχέα LXRα που µεσολαβούν στη φυσική 
αλληλεπίδραση µε το µεταγραφικό παράγοντα Sp1 in vitro. Σχηµατική 
αναπαράσταση του αγρίου τύπου LXRα και των απαλοιφών του που φέρουν τον 
επίτοπο myc και χρησιµοποιήθηκαν στις αλληλεπιδράσεις της εικόνας 41. Στο δεξιό 
µέρος της εικόνας φαίνονται συνοπτικά τα αποτελέσµατα των αλληλεπιδράσεων. Η 
ισχύς της αλληλεπίδρασης συµβολίζεται µε – και + (η ισχυρότερη αλληλεπίδραση 
συµβλολίζεται µε +++). AF1, AF2, activation function 1 και 2, αντίστοιχα· DBD, DNA 
binding domain· LBD, ligand binding domain. 
 

 
 
 
 
Εικόνα 41:  Φυσικές αλληλεπιδράσεις των 
απαλοιφών του υποδοχέα LXRα µε τον 
Sp1. Kύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε 
παροδική διαµόλυνση µε τους φορείς 
έκφρασης οι οποίοι αναγράφονται στα 
αριστερά (20µg ο καθένας) και τα κυτταρικά 
εκχυλίσµατα επωάστηκαν µε σφαιρίδια 
γλουταθειόνης στα οποία είχαν προσδεθεί η 
GST ή η GST-Sp1. Η πρωτεΐνη LXRα που 
αλληλεπίδρασε ανιχνεύθηµε µε Western Blot 
χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-myc. 
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Κατόπιν, χρησιµοποιώντας δοκιµασίες GST-pull down (Εικόνα 42), 

επιβεβαιώσαµε τη φυσική αλληλεπίδραση µεταξύ της περιοχής 1-163 του LXRα και 

των περιοχών Β και DBD του Sp1. Η περιοχή Α χρησίµευσε ως αρνητικό δείγµα για 

την αλληλεπίδραση µε τον Sp1, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της εικόνας 38. Η 

περίληψη των ευρηµάτων απεικονίζεται στην εικόνα 40 (δεξιά). 

 
Εικόνα 42:  Φυσική αλληλεπίδραση της περιοχής 1-163 του LXRα µε τις 
περιοχές Β και DBD του Sp1. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε παροδική 
διαµόλυνση µε τον φορέα έκφρασης 6myc-LXRα (1-163) (20µg) και τα κυτταρικά 
εκχυλίσµατα επωάστηκαν µε σφαιρίδια γλουταθειόνης-σεφαρόζης στα οποία είχαν 
προσδεθεί η GST ή η GST-Sp1. Η πρωτεΐνη LXRα που αλληλεπίδρασε ανιχνεύθηµε 
µε Western Blot χρησιµοποώντας το αντίσωµα α-myc. 
 

 

Συζήτηση 
 
Αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 και πυρηνικών υποδοχέων για την 
ενεργοποίηση γονιδίων 
 

Η ικανότητα των πυρηνικών υποδοχέων να λειτουργούν ως υπερ-

ενεργοποιητές σε υποκινητές που δεν περιέχουν στοιχεία απόκρισης σε ορµόνες έχει 

αναφερθεί σε προηγούµενες µελέτες. Σε µια από αυτές τις µελέτες, οι Suzuki et al. 

έδειξαν ότι το ρετινοϊκό οξύ επάγει τη µεταγραφή του γονιδίου της ουροκινάσης, από 

το οποίο απουσιάζει ένα κανονικό στοιχείο απόκρισης στο ρετινοϊκό οξύ (RARE), στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα και ότι αυτή η επαγωγή απαιτεί την παρουσία µιας περιοχής 

πλούσιας σε GC στην οποία προσδένεται ο Sp1 (298). Ένα παρόµοιο εύρηµα 

αναφέρθηκε από τους Husmann et al. στην περίπτωση του γονιδίου της 

ιντερλευκίνης 1β (299). Οι Huang et al. και οι Cheng et al. έδειξαν ότι η απόκριση του 

γονιδίου p27Kip1 στη βιταµίνη D3 µεσολαβείται από φυσικές και λειτουργικές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ του υποδοχέα της βιταµίνης D3 (VDR) και του Sp1 που 

προσδένεται σε ένα στοιχείο πλούσιο σε GC στον υποκινητή του γονιδίου p27Kip1 

(300, 301). Σε ένα διαφορετικό σύστηµα, οι φυσικές και λειτουργικές αλληλεπιδράσεις 

1-163
WB: anti-myc

6myc-LXRα



 122

µεταξύ των υποδοχέων των οιστρογόνων και του Sp1 βρέθηκαν να µεσολαβούν 

στην επαγωγή αρκετών υποκινητών πλούσιων σε GC από τα οιστρογόνα σε 

καρκινικά κύτταρα µαστού (302-307). Έχουν προταθεί δύο µοντέλα τα οποία θα 

µπορούσαν να εξηγήσουν αυτές τις αλληλεπιδράσεις. Το ένα µοντέλο, το οποίο 

υποστηρίζεται από τις µελέτες αλληλεπίδρασης του υποδοχέα του ρετινοϊκού οξέος 

και του υποδοχέα των οιστρογόνων µε τον Sp1, προτείνει ότι οι αλληλεπιδράσεις των 

πυρηνικών υποδοχέων και του Sp1 σταθεροποιούν την πρόσδεση του Sp1 στην 

αντίστοιχη θέση του στους υποκινητές-στόχους (298-301, 308, 309). Το δεύτερο 

µοντέλο προτείνει ότι ο Sp1 χρησιµεύει ως απλό αγκυροβολείο για τη στρατολόγηση 

των πυρηνικών υποδοχέων σε υποκινητές από τους οποίους απουσιάζουν ορµονικά 

στοιχεία απόκρισης (HREs) (300, 301). Όλες αυτές οι µελέτες εισάγουν µια 

καινούργια αντίληψη στη δράση των πυρηνικών υποδοχέων, σύµφωνα µε την οποία 

οι πυρηνικοί υποδοχείς µπορούν να ρυθµίζουν την έκφραση γονιδίων τα οποία δεν 

διαθέτουν κανονικά ορµονικά στοιχεία απόκρισης µέσω φυσικών και λειτουργικών 

αλληλεπιδράσεων µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες που προσδένονται στους 

υποκινητές όπως ο Sp1. 

 

 

Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ Sp1 και πυρηνικών υποδοχέων 
 

Απευθείας αποδείξεις για φυσικές αλληλεπιδράσεις in vitro και in vivo µεταξύ 

του Sp1 και πυρηνικών υποδοχέων καθώς και για τις περιοχές των πρωτεϊνών που 

αλληλεπιδρούν είναι πολύ περιορισµένες. Οι Huussman et al. έδειξαν µε δοκιµασίες 

in vitro pull-down ότι η καρβοξυτελική περιοχή του Sp1 ανάµεσα στα αµινοξέα 622-

788, η οποία περιλαµβάνει τις περιοχές DBD και D µεσολαβεί στην αλληλεπίδραση 

µε τον υποδοχέα VDR (vitamin D receptor) (299). Σε µια άλλη µελέτη από τους 

Suzuki et al., παρουσιάστηκαν in vivo φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ του RAR 

(retinoic acid receptor) και του Sp1 µε συν-ανοσοκατακρήµνιση, αλλά οι υπεύθυνες 

περιοχές δεν χαρακτηρίστηκαν περαιτέρω (298). Τελικά, οι Porter et al. έδειξαν 

απευθείας φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ του ER (υποδοχέα των οιστρογόνων) και 

του Sp1 in vitro και in vivo (307). Έδειξαν επίσης ότι, όµοια µε την αλληλεπίδραση 

VDR/Sp1, η αλληλεπίδραση ER/Sp1 µεσολαβείται από την καρβοξυτελική  περιοχή 

του Sp1 (622-788), η οποία περιλαµβάνει τις περιοχές DBD και D (307). 
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Φυσικές και λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των ορµονικών πυρηνικών 
υποδοχέων LXR και RXR και του µεταγραφικού παράγοντα Sp1 στον 
υποκινητή του γονιδίου ABCA1 
 

Στην παρούσα µελέτη, δείξαµε ότι οι φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ του 

Sp1 και του LXR απαιτούν την περιοχή πρόσδεσης στο DNA και την περιοχή 

ενεργοποίησης B του Sp1, ενώ η αλληλεπίδραση µε τον RXR απαιτεί µόνο την 

περιοχή DBD του Sp1 (εικόνα 38). Η ανάµιξη της περιοχής πρόσδεσης στο DNA του 

Sp1 σε όλες τις αλληλεπιδράσεις µε τους πυρηνικούς υποδοχείς παρουσιάζει µεγάλο 

ενδιαφέρον. Η ανάµιξη αυτής της περιοχής µπορεί να ευθύνεται για την  

παρατηρούµενη ρύθµιση των ιδιοτήτων αυτού του µεταγραφικού παράγοντα, ως 

προς την πρόσδεση στο DNA, όταν βρίσκεται σε σύµπλοκο µε άλλους πυρηνικούς 

παράγοντες. Μπορεί επίσης να ευθύνεται για την ενισχυµένη πρόσδεση του Sp1 

στον υποκινητή του ABCA1 κάτω από συνθήκες επαγωγής της µεταγραφής από 

τους συνδέτες (εικόνα 32 και µοντέλο εικόνας 43). Με παρόµοιο τρόπο, η 

αλληλεπίδραση του Sp1 µε την περιοχή πρόσδεσης στο DNA του LXR (εικόνες 40-

42) µπορεί να προκαλέσει αλλαγή στη στερεοδιαµόρφωση του πυρηνικού υποδοχέα 

που µπορεί να οδηγήσει στη σταθεροποίηση του συµπλόκου πρωτεϊνών-DNA 

RXR/LXR/LXRΕ στους υποκινητές-στόχους, αλλά αυτή η υπόθεση χρειάζεται 

περαιτέρω διερεύνηση. 

Συµπερασµατικά, τα ευρήµατα µας υποστηρίζουν ένα µηχανισµό 

µεταγραφικής ρύθµισης του γονιδίου ABCA1, ο οποίος βασίζεται στις φυσικές και 

λειτουργικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των ορµονικών πυρηνικών υποδοχέων LXR 

και RXR και του µεταγραφικού παράγοντα Sp1. Σύµφωνα µε το προτεινόµενο 

µοντέλο, το οποίο παρουσιάζεται σχηµατικά στην εικόνα 43, απουσία των συνδετών, 

τα ετεροδιµερή LXR/RXR προσδένονται στον υποκινητή του γονιδίου  ABCA1 αλλά 

δεν µπορούν να ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή λόγω της απουσίας στρατολόγησης 

συνενεργοποιητών (310, 311) (εικόνα 43Α). Κάτω από αυτές τις συνθήκες, ο Sp1 

επίσης προσδένεται στον υποκινητή του ABCA1 και συµβάλλει στη βασική έκφραση 

του γονιδίου. Η χορήγηση των δύο συνδετών επάγει την αλληλεπίδραση των 

υποδοχέων µε τους συνενεργοποιητές τους όπως είναι ο CBP/p300, οι οποίοι είναι 

επίσης και συνενεργοποιητές του Sp1 (198, 312). Ως αποτέλεσµα, οι συνδέτες θα 

µπορούσαν να διευκολύνουν τη δηµιουργία ενός πολυπρωτεϊνικού συµπλόκου 

αποτελούµενο από τους Sp1 και τους LXR/RXR και τους συνενεργοποιητές τους και 

τη σταθεροποίηση αυτού του συµπλόκου στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 όπως 

υποδηλώνεται από τα πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης της εικόνας 32. 

Κάτω από αυτές τις συνθήκες, η µεταγραφή του γονιδίου ABCA1 ενισχύεται λόγω της 
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συντονισµένης δράσης του Sp1 και των δύο πυρηνικών υποδοχέων πάνω στον 

υποκινητή του γονιδίου ABCA1 (εικόνα 43Β).  

Το µοντέλο αυτό προβλέπει ότι µεταλλαγές είτε στο LXRΕ είτε στις θέσεις 

πρόσδεσεις του Sp1 θα µπορούσαν εξίσου να µειώσουν την απόκριση του 

υποκινητή του γονιδίου ABCA1 στις οξυστερόλες και τα ρετινοειδή. Υπέρ αυτού του 

µοντέλου είναι τα αποτελέσµατα του Langman et al. (103), τα οποία έδειξαν ότι 

µεταλλαγές είτε στο LXRΕ ή στο στοιχείο πρόσδεσης του Sp1 στη θέση -90/-85 (αλλά 

όχι του στοιχείου πρόσδεσης του Sp1 στη θέση -156/-151) µειώνουν την επαγωγή 

του υποκινητή του ABCA1 από το ρετινοϊκό οξύ και τις οξυστερόλες στα κύτταρα 

HepG2.  

 

Θέσεις πρόσδεσης για LXR/RXR και Sp1 σε γονίδια που µετέχουν στην 
αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης 

 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η παρατήρηση ότι συνδυασµοί από θέσεις LXRΕs 

και θέσεις πρόσδεσης για Sp1 βρίσκονται επίσης σε άλλα γονίδια τα οποία 

εµπλέκονται στην αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης. Πιο συγκεκριµένα, ο 

κοντινός υποκινητής του γονιδίου του υποδοχέα SR-BI (scavenger receptor BI), το 

οποίο κωδικοποιεί για τον υποδοχέα της HDL, περιέχει αρκετά στοιχεία πλούσια σε 

GC τα οποία έχουν δειχθεί ότι είναι σηµαντικά για τη βασική του ενεργότητα (313, 

314). Ο ίδιος υποκινητής περιέχει ένα στοιχείο LXRΕ στο οποίο προσδένονται τα 

ετεροδιµερή LXR/RXR και ρυθµίζουν την επαγωγή αυτού του γονιδίου από 

οξυστερόλες (315). Παρόµοια, ένας συνδυασµός από LXRΕs και θέσεων Sp1 έχει 

ταυτοποιηθεί και χαρακτηριστεί στον υποκινητή του γονιδίου της CETP (cholesterol 

ester transfer protein) (316, 317). Κατά αυτόν τον τρόπο, ο Sp1 ή άλλοι µεταγραφικοί 

παράγοντες της οικογένειας του Sp1, θα µπορούσαν να θεωρηθούν ως γενικοί 

ρυθµιστές του µεταβολισµού των λιπιδίων επηρεάζοντας την προστασία από ή την 

παθογένεση της αθηροσκλήρωσης. 
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Εικόνα 43: Προτεινόµενο µοντέλο του ρόλου του Sp1 στη µεταγραφική 
επαγωγή του γονιδίου ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή. Απουσία των 
συνδετών (22-(R)-υδροξυστερόλης και 9-cis-ρετινοϊκού οξέος), ο Sp1 και τα 
ετεροδιµερή LXR/RXR προσδένονται στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 αλλά δεν 
µπορούν να ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή λόγω της απουσίας στρατολόγησης 
συνενεργοποιητών (Α). Η χορήγηση των δύο συνδετών προκαλεί τη σταθεροποίηση 
της πρόσδεσης του Sp1 και των ετεροδιµερών LXR/RXR στον κοντινό υποκινητή του 
γονιδίου ABCA1 και επάγει τη µεταγραφή πιθανόν µε το να ενισχύει τη δηµιουργία 
ενός πολυπρωτεϊνικού συµπλόκου αποτελούµενο από τον Sp1, τους LXR/RXR και 
τους συνενεργοποιητές τους (Β). 
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Μέρος ΙΙ  

 

 

Ο Μεταγραφικός Παράγοντας FOXA2/HNF-3β 
Αναστέλλει τη Μεταγραφή του Γονιδίου ABCA1  
στο Ήπαρ Εµποδίζοντας τη Σηµατοδότηση  

Μέσω των RXRα / LXRα 
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Αποτελέσµατα 

 

Ο µεταγραφικός παράγοντας FOXA2 παίζει αρνητικό ρόλο στην έκφραση του 
ανθρώπινου γονιδίου ABCA1 στα ηπατικά κύτταρα 

 Θελήσαµε να µελετήσουµε το ρόλο του FOXA2/Hepatocyte Nuclear Factor 3β 

(HNF-3β), ενός από τους κυριότερους µεταγραφικούς παράγοντες στο ήπαρ, στη 

ρύθµιση του γονιδίου ABCA1. Αρχικά, δηµιουργήσαµε έναν ανασυνδυασµένο 

αδενοϊό ο οποίος εκφράζει τον FOXA2 (Ad-FOXA2) και τον χρησιµοποιήσαµε για να 

µολύνουµε ανθρώπινα κύτταρα ηπατοβλαστώµατος HepG2. Στο δείγµα ελέγχου 

χρησιµοποιήθηκε ο αδενοϊός ο οποίος εκφράζει την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 

(Ad-GFP). Τα επίπεδα mRNA του γονιδίου ABCA1 στα µολυσµένα κύτταρα HepG2 

ποσοτικοποίηθηκαν 24 ώρες µετά τη µόλυνση µε αντίδραση PCR αντίστροφης 

µεταγραφής (RT-PCR). Η κανονικοποίηση των δειγµάτων έγινε βάσει των επιπέδων 

mRNA του γονιδίου GAPDH (glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase). Όπως 

φαίνεται στα αποτελέσµατα της εικόνας 44, η υπερέκφραση του FOXA2 στα κύτταρα 

HepG2 οδήγησε σε στατιστικά σηµαντική µείωση των επιπέδων mRNA του γονιδίου 

ABCA1 κατά 35%.  

Προκειµένου να επιβεβαιώσουµε ότι η πρωτεΐνη FOXA2 που παράγεται από 

τον αδενοϊό Ad-FOXA2 δεν διαφέρει από την ενδογενή FOXA2, µολύναµε κύτταρα 

HepG2 µε τον αδενοϊό Ad-FOXA2 και ανιχνεύσαµε την πρωτεΐνη FOXA2 µε έµµεσο 

ανοσοφθορισµό χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-FOXA2. Στην εικόνα 45 τα κύτταρα 

που έχουν µολυνθεί από τον ιό διακρίνονται από αυτά που δεν έχουν µολυνθεί βάσει 

της έκφρασης της πρωτεΐνης GFP που εκφράζεται από τον ίδιο αδενοϊό που 

εκφράζει και την πρωτεΐνη FOXA2. Με κόκκινο ανιχνεύθηκε τόσο η ενδογενής  

πρωτεΐνη FOXA2 όσο και αυτή που παράχθηκε από τον αδενοϊό Ad-FOXA2 η 

εντοπίστηκε αποκλειστικά στον πυρήνα, όµοια µε την ενδογενή. Στα κύτταρα που 

είχαν µολυνθεί από τον αδενοϊό Ad-FOXA2 παρατηρήσαµε ότι τα επίπεδα έκφρασης 

FOXA2 είναι πολύ µεγαλύτερα (Εικόνα 44 αριστερά και εικόνα 45). 
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Εικόνα 44: Η υπερέκφραση του FOXA2 µε τη χρήση του αδενοϊού Ad-FOXA2 
οδήγησε σε µείωση των επιπέδων mRNA του γονιδίου ABCA1. Κύτταρα HepG2 
µολύνθηκαν µε τον αδενοϊό Ad-GFP ή τον αδενοϊό Ad-FOXA2 για 3 ώρες µε ΜΟΙ 
(multiplicity of infection) 40. Το RNA αποµονώθηκε από τα κύτταρα 24 ώρες µετά και 
υποβλήθηκε σε αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής-PCR (RT-PCR). Στην αριστερή 
πλευρά φαίνονται τα επίπεδα mRNA του γονιδίου ABCA1 και του GAPDH που 
χρησιµοποιήθηκε για την κανονικοποίηση. Οι κανονικοποιηµένες τιµές 
παρουσιάζονται στη δεξιά πλευρά ως ιστόγραµµα. Κάθε τιµή αντιπροσωπεύει το 
µέσο όρο τεσσάρων ανεξάρτητων πειραµάτων. Κάτω από τις εικόνες RT-PCR 
φαίνονται τα επίπεδα της πρωτεΐνης FOXA2 όπως ανιχνεύθηκαν µε Western Blot µε 
το αντίσωµα α-FOXA2. **, p<0.001. 

  

 

 

Εικόνα 45: Η πρωτεΐνη FOXA2 που παράχθηκε από τον αδενοϊό Ad-FOXA2 
εντοπίστηκε στον πυρήνα. Τα κύτταρα HepG2 µολύνθηκαν µε τον αδενοϊό Ad-
FOXA2 για 3 ώρες (ΜΟΙ: 40) και 24 ώρες αργότερα ο κυτταρικός εντοπισµός της 
πρωτεΐνης FOXA2 ανιχνεύθηκε µε ανοσοφθορισµό χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-
FOXA2 και το α-goat IgG-ALEXA 555 ως δευτερεύον αντίσωµα. Οι πυρήνες 
ανιχνεύθηκαν µε χρώση DAPI. 
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 Για να επαληθεύσουµε τον ανασταλτικό ρόλο του παράγοντα FOXA2 στη 

ρύθµιση του γονιδίου ABCA1, χρησιµοποιήσαµε siRNA για να επιτύχουµε την 

αποσιώπηση της έκφρασης του γονιδίου FOXA2 στα κύτταρα HepG2. Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 46, το siRNA που στοχεύει τον FOXA2 είχε ως αποτέλεσµα τη 

µείωση της έκφρασης της πρωτεΐνης µε δοσοεξαρτώµενο τρόπο, ενώ το siRNA 

ελέγχου (scrambled) δεν είχε καµία επίδραση στην έκφραση του FOXA2.  

 

 

 

Εικόνα 46: Αποσιώπηση της έκφρασης της πρωτεΐνης FOXA2 µε τη χρήση si-
RNA. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε ένα φορέα 
έκφρασης για FOXA2 (1µg) µαζί µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις (33, 100, 166nM) 
από το siRNA ελέγχου (scrambled) ή από το FOXA2 siRNA. Η αποτελεσµατικότητα 
της αποσιώπησης προσδιορίστηκε µε Western Blotting χρησιµοποιώντας το 
αντίσωµα α-FOXA2. Τα πρωτεϊνικά επίπεδα της ακτίνης ανιχνεύθηκαν για λόγους 
κανονικοποίησης της ποσότητας των πρωτεϊνών ανάµεσα στα δείγµατα. 

 

 Προκειµένου να διερευνήσουµε αν ο FOXA2 καταστέλει την έκφραση του 

γονιδίου ABCA1 µέσω ρύθµισης της ενεργότητας του υποκινητή, κλωνοποιήσαµε 

αρχικά την κοντινή περιοχή του υποκινητή του ABCA1 από το -668 ως το +205 (σε 

σχέση µε το σηµείο έναρξης της µεταγραφής πάνω από το εξόνιο 1) σε ένα φορέα 

που φέρει το γονίδιο αναφοράς της λουσιφεράσης. Όπως φαίνεται στην εικόνα 47, η 

αποσιώπηση της έκφρασης του ενδογενούς γονιδίου FOXA2 οδήγησε σε µια αύξηση 

περίπου 2 φορές στην ενεργότητα του υποκινητή του ABCA1 (στην περίπτωση που 

χρησιµοποιούνται 150nM FOXA2 siRNA).  

scr. siRNA FOXA2 siRNA

FOXA2

actin



 130

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 47: Η αποσιώπηση του ενδογενούς γονιδίου FOXA2 µε siRNA οδήγησε  
σε αύξηση της ενεργότητας του υποκινητή του γονιδίου ABCA1. Κύτταρα 
HepG2 υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο (-668/+205)-ABCA1-
luc (250ng) µαζί µε 75 και 150nM από το siRNA ελέγχου (scrambled) ή από το 
FOXA2 siRNA. Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. 

  

Κατόπιν, πραγµατοποιώντας πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης µε τον 

υποκινητή του γονιδίου ABCA1 (-668/+205) παρατηρήσαµε ότι αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις της πρωτεΐνης FOXA2 οδήγησαν σε δοσοεξαρτώµενη µείωση της 

ενεργότητας του υποκινητή (εικόνα 48), συµφωνώντας µε τα αποτελέσµατα της 

εικόνας 44. Αξίζει να σηµειωθεί ότι ακόµα και 5ng από το φορέα έκφρασης για 

FOXA2 αρκούν για να καταστείλουν την ενεργότητα του υποκινητή κατά 30%. 
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Εικόνα 48: Ο µεταγραφικός παράγοντας FOXA2 ελλάττωσε την ενεργότητα του 
υποκινητή του γονιδίου ABCA1 µε δοσοεξαρτώµενο τρόπο. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ 
υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο (-668/+205)-ABCA1-luc  
(250ng) µαζί µε φορέα έκφρασης για τον FOXA2 σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις (5-
50ng). Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. 

 Περιληπτικά, τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στις εικόνες 44 ως 45 

υποδεικνύουν ότι ο ηπατο-ειδικός παράγοντας FOXA2 παίζει αρνητικό ρόλο στην 

έκφραση του γονιδίου ABCA1 στα ηπατικά κύτταρα.  

 

Εύρεση πιθανών θέσεων πρόσδεσης του παράγοντα FOXA2 στον υποκινητή 
του ανθρώπινου γονιδίου ABCA1 

 Η έρευνα µε τη βοήθεια ενός προγράµµατος εύρεσης πιθανών θέσεων 

πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων (www.genomatix.de) αποκάλυψε την 

ύπαρξη δύο πιθανών σηµείων πρόσδεσης για τον παράγοντα FOXA2 στις θέσεις -

525/-517 και -112/-104 (εικόνα 49) οι οποίες εµφανίζουν οµολογία µε τη οµόφωνη 

αλληλουχία 5’-T(G/A)TTT(A/G)(C/T)T-3’ (257). Οι πιθανές αυτές θέσεις πρόσδεσης 

περιβάλλονται από: ένα καλά χρακτηρισµένο στοιχείο απόκρισης στις οξυστερόλες 

στο οποίο προσδένονται ετεροδιµερή LXRα/RXRα (LXRE) στη θέση -62/-47 (40, 79, 

133, 318), δύο θέσεις πρόσδεσης για το µεταγραφικό παράγοντα Sp1 στις θέσεις -

90/-85 και -156/-151 (319) που έχουν δειχθεί ότι ρυθµίζουν την απόκριση του 

υποκινητή ABCA1 στις οξυστερόλες µε θετικό τρόπο, µία θέση πρόσδεσης (E-box) 

για την πρωτεΐνη SREBP-2 (Sterol Regulatory Element Binding Protein 2) στη θέση  -

140/-135 που έχει δειχθεί να καταστέλλει την ενεργότητα του υποκινητή του ABCA1 

100

71

56

45
37

0

20

40

60

80

100

120

- 5ng 10ng 25ng 50ng

R
el

at
iv

e 
Pr

om
ot

er
 A

ct
iv

ity
 (%

)

(-668/+205)-ABCA1-luc

FOXA2



 132

(101) και µία θέση πρόσδεσης για τον καταστολέα της µεταγραφής ZNF202 (Zinc 

Finger protein) στη  θέση -234/-213 (106) (εικόνα 49). 

 

Εικόνα 49: Σχηµατική αναπαράσταση των ρυθµιστικών στοιχείων και 
παραγόντων που δρουν στον υποκινητή του ανθρώπινου ABCA1. Οι νέες 
πιθανές θέσεις πρόσδεσης για τον παράγοντα FOXA2 βρίσκονται στις περιοχές -
525/-517 και -112/-104. Τα µεγάλα βέλη τονίζουν τις αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στον 
µεταγραφικό παράγοντα Sp1 και τους πυρηνικούς υποδοχείς LXRα/RXRα που έχουν 
δειχθεί ότι είναι απαραίτητες για τη βέλτιστη ενεργοποίηση του υποκινητή από 
οξυστερόλες και ρετινοειδή. Στο κάτω µέρος της εικόνας φαίνονται τα τµήµατα του 
υποκινητή που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης. 

  

 Προκειµένου να εξεταστεί ο ρόλος των δύο πιθανών θέσεων πρόσδεσης του 

µεταγραφικού παράγοντα FOXA2 στην καταστολή του υποκινητή του ABCA1, 

κατασκευάστηκαν δύο απαλοιφές του υποκινητή. Από την πρώτη απαλοιφή 

απουσιάζει το πιθανό στοιχείο πρόσδεσης στη θέση -525/-517, ενώ από τη δεύτερη 

απουσιάζουν και τα δύο πιθανά στοιχεία πρόσδεσης (εικόνα 49). Όπως φαίνεται 

στην εικόνα 50, η έκφραση του FOXA2 κατέστειλε τη βασική ενεργότητα των 

τµηµάτων -668/+205 και -204/+205 του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 σε βαθµό 

που είναι στατιστικά σηµαντικός. Αντίθετα, ο FOXA2 δεν µπόρεσε να καταστείλει την 

ενεργότητα του τµήµατος -76/+205 του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 από το οποίο 

απουσιάζουν και οι δύο πιθανές θέσεις πρόσδεσης για τον FOXA2. 

 

 

Exon 1

ZNF202

-234/-215
GC-box
-156/-151

E-box
-140/-135

GC-box
-90/-85

LXRE
-62/-47

TATA-box
-24/-21

+1

Sp1/3 Sp1 LXR/RXR

οξυστερόλες, 
ρετινοειδή

SREBP-2

ABCA1 
gene

-112 /-104

Foxa2

-525 /-517

Foxa2

-668 +205

-204

-76

Luc

Luc

Luc
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Εικόνα 50: Η απαλοιφή των πιθανών θέσεων πρόσδεσης FOXA2 στον 
υποκινητή του γονιδίου ABCA1 οδήγησε σε απώλεια της καταστολής από τον 
παράγοντα FOXA2. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε 
τα πλασµίδια (-668/+205)-ABCA1-luc, (-204/+205)-ABCA1-luc και (-76/+205)-
ABCA1-luc (250ng το καθένα) µαζί µε φορέα έκφρασης για τον FOXA2 (50ng). Οι 
κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. **, p<0.001· NS, µη 
σηµαντικό. 
 

Ο µεταγραφικός παράγοντας FOXA2 προσδένεται στον υποκινητή του 
γονιδίου ABCA1 in vitro και in vivo 

 Προκειµένου να επιβεβαιώσουµε την πρόσδεση του FOXA2 στον υποκινητή 

του γονιδίου ABCA1 χρησιµοποιήσαµε µια σειρά από τεχνικές αλληλεπίδρασης 

πρωτεϊνών µε DNA. Καταρχήν, εξετάσαµε τη στρατολόγηση του ενδογενούς FOXA2 

που εκφράζεται στα κύτταρα HepG2 στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 

πραγµατοποιώντας ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης (ChIP). Τα σύµπλοκα 

χρωµατίνης-FOXA2 ανοσοκατακρηµνίστηκαν από εκχυλίσµατα κυττάρων HepG2 

που είχαν υποστεί µονιµοποιήση και θρυµµατισµό της χρωµατίνης µε υπερήχους. Η 

ανάλυση των τµηµάτων DNA που ανακτήθηκαν από την ανοσοκατακρήµνιση έγινε 

µε PCR χρησιµοποιώντας εκκινητές που ενισχύουν είτε την περιοχή του υποκινητή 

του γονιδίου ABCA1 στο εξόνιο 1 (εικόνα 51A) όπου εντοπίζονται οι δύο πιθανές 

θέσεις πρόσδεσης FOXA2, ή σε µία άλλη περιοχή του γονιδίου στο τρίτο ιντρόνιο. 

100

35
50

27
17 16

0

20

40

60

80

100

120

- + - + - +

R
el

at
iv

e 
Pr

om
ot

er
 A

ct
iv

ity
 (%

)

FOXA2:

(-668/+205)-luc (-204/+205)-luc (-76/+205)-luc

**

**

NS



 134

Όπως φαίνεται στην εικόνα 51B, η πρωτεΐνη FOXA2 βρέθηκε να στρατολογείται στην 

κοντινή περιοχή του υποκινητή όχι όµως και στην αποµακρυσµένη περιοχή του 

τρίτου ιντρονίου, επιβεβαιώνοντας έτσι την ειδικότητα της αλληλεπίδρασης. Ως 

αρνητικό δείγµα ελέγχου, χρησιµοποιήσαµε εκκινητές που ενισχύουν την περιοχή του 

ενισχυτή του γονιδίου της APOC3 (apolipoprotein C-ΙΙΙ) του ανθρώπου (περιοχή -

880/-520) και δε βρήκαµε καµία σύνδεση του FOXA2 µε την περιοχή αυτή (Εικόνα 

51Β). Τα ευρήµατα αυτά έρχονται σε συµφωνία µε µία πρόσφατη µελέτη στην οποία 

το γονίδιο ABCA1 αναγνωρίστηκε ως πιθανός στόχος του FOXA2 µε ανάλυση µε 

µικροσυστοιχίες (microarrays) της χρωµατίνης που ανοσοκατακρηµνίστηκε από το 

ήπαρ ποντικών (ChIP-on-chip) (320). 

 

Εικόνα 51: Ο FOXA2 προσδέθηκε στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 in vivo. 
(Α) Σχηµατική αναπαράσταση του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 του ανθρώπου 
όπου µέσα σε πλαίσιο φαίνεται η αλληλουχία των δύο πιθανών θέσεων πρόσδεσης 
του FOXA2 (θέση Α και θέση Β). (Β) Ο FOXA2 στρατολογείται στον υποκινητή του 
γονιδίου ABCA1. Κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης 
µε το αντίσωµα α-FOXA2 ή χωρίς αντίσωµα (αρνητικό δείγµα, -ab). Η χρωµατίνη 
ελέγχθηκε µε PCR µε εκκινητές για την περιοχή -204/+205 (µαύρα τόξα στην πάνω 
εικόνα) του υποκινητή του γονιδίου ABCA1, για µια περιοχή του τρίτου ιντρονίου του 
γονιδίου ABCA1 ή για τον ενισχυτή του γονιδίου της απολιποπρωτεΐνης C3 (-880/-
520). IP, immuneprecipitation. 

Exon 1
TATA-boxSp1/3 Sp1 LXR/RXRFOXA2

-156/-151 -90/-85 -62/-47 -24/-21

FOXA2-668 +205

site B
site B - wt

site B – M1

site A
site A - wt
site A – M1

-535 AGGCCTTTGAAAGGAAACAAAAGACAAGACAAA -503
-535 AGGCCTTTGAAAGGACGCCAAAGACAAGACAAA -503

A

-118 TGAGTGACTGAACTACATAAACAGAGGCCGGGA-94
-118 TGAGTGACTGAACTACATACGCCGAGGCCGGGA-94

10% 
input - ab

IP: anti-
FOXA2

ABCA1 (-204/+205)

ApoC3 (-880/-520)

ABCA1 intron-3

B
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Για την επιβεβαίωση της πρόσδεσης του FOXA2 στον υποκινητή του γονιδίου 

ABCA1 in vitro χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της κατακρήµνισης πρωτεϊνών µε 

βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια (DNAP, DNA affinity precipitation-Υλικά και 

Μέθοδοι σελ.90). Για το σκοπό αυτό, χρησιµοποιήθηκαν βιοτινυλιωµένα δίκλωνα 

ολιγονουκλεοτίδια που αντιστοιχούν στις περιοχές -535/-503 και -118/-94 του 

υποκινητή του γονιδίου ABCA1 (Εικόνα 51Α). Το πρώτο ολιγονουκλεοτίδιο 

περιλαµβάνει την πιθανή θέση πρόσδεσης FOXA2 που βρίσκεται ανοδικά (θέση Α) 

ενώ το δεύτερο περιλαµβάνει την άλλη πιθανή θέση FOXA2 (θέση Β). Τα 

ολιγονουκλεοτίδια αυτά επωάστηκαν αρχικά µε σφαιρίδια στρεπταβιδίνης και κατόπιν 

µε εκχυλίσµατα από κύτταρα ΗΕΚ293Τ τα οποία είχαν υποστεί παροδική 

διαµόλυνση µε ένα φορέα έκφρασης για FOXA2. Η πρωτεΐνη FOXA2 που 

προσδέθηκε στα ολιγονουκλεοτίδια ανιχνεύθηκε µε Western blotting 

χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-FOXA2. Όπως φαίνεται στην εικόνα 52, ο FOXA2 

προσδέθηκε και στις δύο θέσεις µε παρόµοια συγγένεια και µε δοσοεξαρτώµενο 

τρόπο. 

 

Εικόνα 52: Ο FOXA2 προσδέθηκε στις θέσεις Α και Β µε παρόµοια συγγένεια. 
Εκχύλισµα από κύτταρα ΗΕΚ293Τ που υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε 
ένα φορέα έκφρασης για FOXA2 χρησιµοποιήθηκε σε αντίδραση DNAP, µε τα 
βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια που αντιστοιχούν στις περιοχές -535/-503 (θέση Α) 
και -118/-94 (θέση Β) του υποκινητή του γονιδίου ABCA1. Η πρωτεΐνη FOXA2 που 
προσδέθηκε στα ολιγονουκλεοτίδια ανιχνεύθηκε µε Western blotting µε το αντίσωµα 
α-FOXA2. DNAP, DNA affinity precipitation· probe, βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο. 

 Για να επιβεβαιώσουµε ότι οι θέσεις Α και Β είναι πραγµατικές θέσεις 

πρόσδεσης του FOXA2, εισάγαµε µεταλλαγές οι οποίες αναµενόταν να οδηγήσουν 

σε απώλεια της πρόσδεσης καθώς η νέα αλληλουχία διεφέρε σηµαντικά από την 

οµόφωνη αλληλουχία αναγνώρισης από τον FOXA2 που είναι 5’-

T(G/A)TTT(A/G)(C/T)T-3’ (257). Τα µεταλλαγµένα ολιγονουκλεοτίδια, θέση Α-Μ1 και 

θέση Β-Μ1, φαίνονται στην εικόνα 51Α (οι µεταλλαγές είναι µε έντονη γραφή και 

υπογραµµισµένες). Όπως φαίνεται στην εικόνα 53, χρησιµοποιώντας τη µέθοδο 

DNAP όπως και προηγουµένως, οι µεταλλαγές αυτές πράγµατι οδηγούν σε απώλεια 

της αλληλεπίδρασης του FOXA2 µε τις θέσεις Α και Β.  

FOXA2 FOXA2

site A - wt site B - wt

WB: anti-FOXA2

probe:
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Εικόνα 53: Μεταλλαγές στις θέσεις Α και Β είχαν ως αποτέλεσµα την απώλεια 
της πρόσδεσης του  FOXA2. Εκχύλισµα από κύτταρα ΗΕΚ293Τ που υποβλήθηκαν 
σε παροδική διαµόλυνση µε ένα φορέα έκφρασης για FOXA2 χρησιµοποιήθηκε σε 
αντίδραση DNAP, µε τα βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια που αντιστοιχούν στις 
αγρίου τύπου ή µεταλλαγµένες περιοχές -535/-503 (θέση Α-wt, -M1) και -118/-94 
(θέση Β-wt, -M1). Η πρωτεΐνη FOXA2 που προσδέθηκε στα ολιγονουκλεοτίδια 
ανιχνεύθηκε µε Western blotting χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-FOXA2. DNAP, 
DNA affinity precipitation· probe, βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο. 

Πολύ σηµαντική ήταν η παρατήρηση ότι η εισαγωγή αυτών των µεταλλαγών 

στο τµήµα του υποκινητή -668/+205 [(-668/+205)mutAB-ABCA1-luc], είχε ως 

αποτέλεσµα την αύξηση της ενεργότητας του υποκινητή κατά 1,5 φορά σε σχέση µε 

τον αγρίου τύπου υποκινητή (εικόνα 54).  

Εικόνα 54: Η µεταλλαγή των θέσεων πρόσδεσης FOXA2 στον υποκινητή του 
γονιδίου ABCA1 οδήγησε σε αύξηση της ενεργότητας του υποκινητή. Κύτταρα 
HepG2 υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε τα πλασµίδια (-668/+205)ΑBCA1-
luc και (-668/+205)mutAB-ABCA1-luc (250ng το καθένα). Οι κανονικοποιηµένες τιµές 
εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. **, p<0.001. 
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 Στο σύνολό τους, τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στις εικόνες 51 ως 

54, αναδεικνύουν την ύπαρξη δύο νέων θέσεων πρόσδεσης FOXA2 στον υποκινητή 

του γονιδίου ABCA1 και τον ανασταλτικό ρόλο των θέσεων αυτών στη ρύθµιση του 

γονιδίου ABCA1 στα ηπατικά κύτταρα. 

 

Ο µεταγραφικός παράγοντας FOXA2 εµποδίζει την επαγωγή της έκφρασης του 
γονιδίου ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή 
 
 Είναι γνωστό ότι τα αυξηµένα επίπεδα ορισµένων υδροξυλιωµένων µορφών 

της χοληστερόλης (οξυστερόλες) επάγουν ισχυρά τη µεταγραφή του γονιδίου ABCA1 

ενεργοποιώντας τον πυρηνικό υποδοχέα LXRα ο οποίος προσδένεται στο LXRE 

στοιχείο του υποκινητή του ABCA1 ως ετροδιµερές µε τον πυρηνικό υποδοχέα RXRα 

(εικόνα 49) (40, 79, 133, 318). Η εγγύτητα του LXRE στις θέσεις πρόσδεσης FOXA2 

οδήγησε στη διερεύνηση πιθανής συνεργασίας ή ανταγωνισµού µεταξύ του FOXA2 

και των πυρηνικών υποδοχέων που καταλαµβάνουν το LXRE σε απόκριση στις 

οξυστερόλες και τα ρετινοειδή. Για το σκοπό αυτό, τα κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν 

σε παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο (-668/+205)ΑBCA1-luc και ενεργοποίηση 

µε 22-(R)-υδροξυστερόλη και 9-cis-ρετινοϊκό οξύ (συνδέτες για τον LXR και τον RXR, 

αντίστοιχα) για 24 ώρες, παρουσία siRNA που στοχεύει τον FOXA2 ή siRNA ελέγχου 

(scrambled). Όπως φαίνεται στην εικόνα 55Α, η προσθήκη των δύο συνδετών 

αύξησε την ενεργότητα του υποκινητή κατά 2,6 φορές. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η 

αποσιώπηση της έκφρασης του ενδογενούς FOXA2 ενίσχυσε τόσο τα βασικά 

επίπεδα µεταγραφής όσο και την επαγώµενη από τους συνδέτες µεταγραφή του 

υποκινητή του γονιδίου ABCA1 (1,5 φορές και 1,8 φορές αντίστοιχα).  

 Παρόµοια θετική επίδραση του siRNA που στοχεύει τον FOXA2 

παρατηρήσαµε στα επίπεδα του ενδογενούς ABCA1 όταν επιδράσαµε µε τους 

συνδέτες 22-(R)-υδροξυστερόλη και 9-cis-ρετινοϊκό οξύ και ανιχνεύσαµε τα επίπεδα 

mRNA του γονιδίου ABCA1. Όπως φαίνεται στην εικόνα 55Β, παρουσία του siRNA 

ελέγχου (scrambled) η επαγωγή του ABCA1 από τους συνδέτες ήταν 1,5 φορές ενώ 

παρουσία του FOXA2 siRNA η επαγωγή ήταν 2,2 φορές συµφωνώντας µε τα 

αποτελέσµατα της εικόνας 55Α. 
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Εικόνα 55: Η αποσιώπηση της έκφρασης του FOXA2 ενίσχυσε την επαγωγή 
του γονιδίου ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή. (Α) Κύτταρα HepG2 
υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο (-668/+205)-ABCA1-luc 
(250ng) µαζί µε 200nM siRNA ελέγχου (scrambled) ή FOXA2 siRNA παρουσία ή 
απουσία 22(OH)C και 9-cis RA (10-6M) για 24 ώρες. Οι κανονικοποιηµένες τιµές 
εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. (Β) Κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε παροδική 
διαµόλυνση µε 200nM siRNA ελέγχου (scrambled) ή FOXA2 siRNA παρουσία ή 
απουσία 22(OH)C και 9-cis RA (10-6M) για 24 ώρες. Το RNA αποµονώθηκε από τα 
κύτταρα και υποβλήθηκε σε αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής-PCR (RT-PCR). 
Στην αριστερή πλευρά φαίνονται τα επίπεδα mRNA του ABCA1, του FOXA2 και του 
GAPDH που χρησιµοποιήθηκε για την κανονικοποίηση. Οι κανονικοποιηµένες τιµές 
για το mRNA του γονιδίου ABCA1 φαίνονται στη δεξιά πλευρά ως ιστόγραµµα. 

ABCA1

FOXA2

GAPDH

scr. siRNA FOXA2 siRNA

9-cis RA, 22(OH)C - + - +

scr. siRNA FOXA2 siRNA

1,5

2,2

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5
A

B
C

A
1 

m
R

N
A 

Fo
ld

 A
ct

iv
at

io
n 

by
 

22
(O

H
)C

, 9
-c

is
R

A 
(re

la
tiv

e 
to

 
no

n-
in

du
ce

d)

B

(-668/+205)ABCA1-luc

9-cis RA, 22(OH)C - + - +

scr. siRNA FOXA2 siRNA

100

258

149

466

0

100

200

300

400

500

600

700

R
el

at
iv

e 
Pr

om
ot

er
 A

ct
iv

ity
 (%

)

A



 139

 Στη συνέχεια διερευνήσαµε την επίδραση της υπερέκφρασης του FOXA2 

στην επαγωγή του υποκινητή γονιδίου ABCA1 από τα ετεροδιµερή LXRα/RXRα. Για 

το σκοπό αυτό, κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε το 

πλασµίδιο (-668/+33)ΑBCA1-luc µαζί µε φορείς έκφρασης για τους πυρηνικούς 

υποδοχείς LXRα και RXRα (σε ίσες συγκεντρώσεις προκειµένου να επιτευχθεί 

ετεροδιµερισµός) παρουσία ή απουσία ενός φορέα έκφρασης για FOXA2. Η 

χορήγηση των συνδετών, 22-(R)-υδροξυστερόλη και 9-cis-ρετινοϊκό οξύ, για 24 ώρες 

ενεργοποίησε τους υποδοχείς LXRα/RXRα. Όπως φαίνεται στην εικόνα 56, τα 

ετεροδιµερή LXRα/RXRα ενεργοποίησαν τον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 κατά 5 

φορές απουσία των συνδετών τους και κατά 36 φορές παρουσία των συνδετών τους. 

Ωστόσο, η ταυτόχρονη έκφραση του FOXA2 εµπόδισε την επαγωγή από τους 

LXRα/RXRα κατά 4 φορές υποδηλώνοντας ότι ο FOXA2 διαδραµατίζει αρνητικό 

ρόλο στη ρύθµιση του γονιδίου ABCA1 από τις οξυστερόλες και τα ρετινοειδή. 

Εικόνα 56: Ο FOXA2 εµπόδισε την επαγωγή του υποκινητή του ABCA1 από 
οξυστερόλες και ρετινοειδή. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε παροδική 
διαµόλυνση µε το πλασµίδιο (-668/+33)-ABCA1-luc (250ng) µαζί µε φορείς έκφρασης 
για τους υποδοχείς LXRα/RXRα (0,5µg ο καθένας) ή για τον FOXA2 (50ng) 
παρουσία ή απουσία 22-(R)-υδροξυστερόλης και 9-cis-ρετινοϊκού οξέος (10-6Μ) για 
24 ώρες. Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. 
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 Για να διερευνήσουµε το κατά πόσο είναι αναγκαία η πρόσδεση του FOXA2 

στις θέσεις Α και Β του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 για να επιτευχθεί η 

µεταγραφική καταστολή, επαναλάβαµε το πείραµα της εικόνας 56 χρησιµοποιώντας 

αυτή τη φορά το πλασµίδιο (-668/+33)mutAB-ΑBCA1-luc το οποίο φέρει τη διπλή 

µεταλλαγή των θέσεων Α και Β (εικόνα 57). Όπως φαίνεται στην εικόνα 57, ο 

µεταλλαγµένος υποκινητής ενεργοποιήθηκε πολύ ισχυρά από τα ετεροδιµερή 

LXRα/RXRα παρουσία των συνδετών τους (54 φορές). Η ενεργοποίηση αυτή ήταν 

1,5 φορές πιο ισχυρή σε σχέση µε την αντίστοιχη του αγρίου τύπου υποκινητή 

ABCA1 (εικόνα 56) υποδηλώνοντας ότι κάποια άλλα µέλη της οικογένειας των 

forkhead winged-helix πρωτεϊνών εκτός του FOXA2, που εκφράζονται ενδογενώς 

στα κύτταρα ΗΕΚ293Τ, µπορούν να προσδένονται στις θέσεις Α και Β εµποδίζοντας 

τη σηµατοδότηση από τους LXRα/RXRα. Ωστόσο, η υπερέκφραση του FOXA2 

εξακολουθούσε να αναστέλει αν και σε µικρότερο τη σηµατοδότηση από τους 

LXRα/RXRα στο µεταλλαγµένο υποκινητή (3,6 φορές σε σχέση µε τις 4,3 φορές του 

αγρίου τύπου υποκινητή) υποδηλώνοντας την ύπαρξη και άλλων ρυθµιστικών 

στοιχείων στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1 που µεσολαβούν στην καταστολή της 

ενεργότητάς του από τον FOXA2. 
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Εικόνα 57: Μεταλλαγές στις θέσεις πρόσδεσης Α και Β δεν οδήγησαν σε 
απώλεια της καταστολής του υποκινητή ABCA1 από τον FOXA2. Στο επάνω 
µέρος της εικόνας παρουσιάζεται το τµήµα του υποκινητή που χρησιµοποιήθηκε και 
το οποίο φέρει µεταλλαγµένες τις θέσεις Α και Β. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε 
παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο (-668/+33)mutAB-ABCA1-luc (250ng) µαζί µε 
φορείς έκφρασης για τους υποδοχείς LXRα/RXRα (0,5µg ο καθένας) ή για τον 
FOXA2 (50ng) παρουσία ή απουσία 22-(R)-υδροξυστερόλης και 9-cis-ρετινοϊκού 
οξέος (10-6Μ) για 24 ώρες. Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. 
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Ο FOXA2 προσδένεται στο ΤΑΤΑ-box του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 

Προκειµένου να διερευνήσουµε την ύπαρξη επιπλέον θέσεων πρόσδεσης του 

παράγοντα FOXA2 στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1, πραγµατοποιήσαµε µία 

σειρά από πειράµατα DNAP χρησιµοποιώντας βιοτινυλιωµένα τµήµατα PCR που 

αντιστοιχούν σε διαφορετικές και αλληλοεπικαλυπτόµενες περιοχές του τµήµατος -

535 ως +205 υποκινητή του γονιδίου ABCA1. Όπως φαίνεται στην εικόνα 58Α, ο 

FOXA2 προσδέθηκε µε µεγάλη συγγένεια στο τµήµα -535/-94 ενώ η πρόσδεση αυτή 

χάθηκε όταν µεταλλάχθηκαν ταυτόχρονα οι θέσεις Α και Β. Το πείραµα αυτό 

απέκλεισε την ύπαρξη κάποιων επιπρόσθετων θέσεων πρόσδεσης του FOXA2 στην 

περιοχή -535/-94. Στη συνέχεια χρησιµοποιήσαµε το βιοτινυλιωµένο τµήµα που 

αντιστοιχεί στην περιοχή -118/+205, η οποία περιέχει µόνο τη θέση Β. Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 58Β, ο FOXA2 προσδέθηκε µε µεγάλη συγγένεια στο τµήµα 

αυτό και οι µεταλλαγές στη θέση Β αν και µείωσαν δεν εξαφάνισαν την πρόσδεση του 

FOXA2 υποδηλώνοντας την ύπαρξη επιπλέον θέσης πρόσδεσης για FOXA2 στην 

περιοχή αυτή. 

 

Εικόνα 58: Ο FOXA2 προσδένεται σε ακόµη µία τουλάχιστον θέση στην 
περιοχή -118 ως +205 του υποκινητή του γονιδίου ABCA1. Εκχύλισµα από 
κύτταρα ΗΕΚ293Τ που υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε φορέα έκφρασης 
για FOXA2 χρησιµοποιήθηκε σε αντίδραση DNAP, µε τα βιοτινυλιωµένα 
ολιγονουκλεοτίδια που αντιστοιχούν: (A) στην αγρίου τύπου ή στη µεταλλαγµένη στις 
θέσεις Α και Β (mutAB) περιοχή -535/-94 του υποκινητή του γονιδίου ABCA1, (Β) 
στην αγρίου τύπου ή τη µεταλλαγµένη στη θέση Β περιοχή -118/+205 του υποκινητή 
του γονιδίου ABCA1. Η πρωτεΐνη FOXA2 που προσδέθηκε στα ολιγονουκλεοτίδια 
ανιχνεύθηκε µε Western blotting χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-FOXA2. DNAP, 
DNA affinity precipitation· probe, βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο. 
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 Η περιοχή -118/+205 του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 εκτός από τη θέση 

πρόσδεσης FOXA2 (θέση Β), περιλαµβάνει το LXRE και το ΤΑΤΑ-box (εικόνα 58Β). 

Για το λόγο αυτό εξετάσαµε την πιθανότητα ο FOXA2 να χρησιµοποιεί είτε το ένα ή 

και τα δύο αυτά στοιχεία προκειµένου να επιτευχθεί η καταστολή του υποκινητή του 

γονιδίου ABCA1. Όπως φαίνεται στην εικόνα 59, ο FOXA2 δεν µπόρεσε να 

προσδεθεί σε ένα βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο το οποίο περιλαµβάνει το LXRE 

του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 (περιοχή -71/-49). Το βιοτινυλιωµένο 

ολιγονουκλεοτίδιο που περιλαµβάνει τη θέση Β (εικόνα 51 και 52) χρησιµοποιήθηκε 

ως θετικό δείγµα ελέγχου για την πρόσδεση του FOXA2. 

 

Εικόνα 59: Ο FOXA2 δεν προσδένεται στο στοιχείο LXRE του υποκινητή του 
γονιδίου ABCA1. Εκχύλισµα από κύτταρα ΗΕΚ293Τ που υποβλήθηκαν σε 
παροδική διαµόλυνση µε ένα φορέα έκφρασης για FOXA2 χρησιµοποιήθηκε σε 
αντίδραση DNAP, µε τα βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια που αντιστοιχούν στη 
θέση Β (-118/-94) και στη θέση LXRE (-71/-49) του υποκινητή του γονιδίου ABCA1. 
Η πρωτεΐνη FOXA2 που προσδέθηκε στα ολιγονουκλεοτίδια ανιχνεύθηκε µε Western 
blotting χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-FOXA2. DNAP, DNA affinity precipitation· 
probe, βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο. 

 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι ο FOXA2 προσδένεται, αν και µε 

λιγότερη συγγένεια, σε ένα βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο που περιλαµβάνει το 

ΤΑΤΑ-box και περιοχές ανοδικά και καθοδικά αυτού (-31/-9) (εικόνα 60Α και 60Β). 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 60Β, µεταλλαγές που καταστρέφουν τον πυρήνα 5΄ 

ΤΑΤΑΑ 3΄ της αλληλουχίας του ΤΑΤΑ-box (ΤΑΤΑ-Μ2, εικ.60Α) οδήγησαν σε απώλεια 

της πρόσδεσης του FOXA2 (εικόνα 60Β), ενώ µεταλλαγές που αφήνουν άθικτο τον 
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πυρήνα 5΄ ΤΑΤΑΑ 3΄ αλλά καταστρέφουν την αλληλουχία που το περιβάλλει (ΤΑΤΑ-

Μ4, εικ.60Α) δεν επηρέασαν την πρόσδεση του FOXA2 (εικόνα 60Β). 

 

Εικόνα 60: Ο FOXA2 προσδέθηκε στο στοιχείο ΤΑΤΑ του υποκινητή ABCA1. 
(Α) Σχηµατική αναπαράσταση των βιοτινυλιωµένων ολιγονουκλεοτιδίων που 
αντιστοιχούν στην αγρίου τύπου ή τη µεταλλαγµένη (-Μ2, -Μ4) περιοχή -31/-9 του 
υποκινητή του ABCA1 η οποία περιλαµβάνει το ΤΑΤΑ-box. Οι µεταλλαγές 
σηµειώνονται µε έντονη γραφή και υπογράµµιση. (Β) Εκχύλισµα από κύτταρα 
ΗΕΚ293Τ που υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε ένα φορέα έκφρασης για 
FOXA2 χρησιµοποιήθηκε σε αντίδραση DNAP, µε τα αγρίου τύπου ή µεταλλαγµένα 
βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια που φαίνονται στο πάνω µέρος της εικόνας. Η 
πρωτεΐνη FOXA2 που προσδέθηκε στα ολιγονουκλεοτίδια ανιχνεύθηκε µε Western 
blotting χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-FOXA2. 

 

 Με πειράµατα DNAP ανταγωνισµού της πρόσδεσης επιβεβαιώσαµε ότι ο 

FOXA2 προσδένεται ειδικά στο ΤΑΤΑ-box αλλά µε µικρή συγγένεια. Όπως φαίνεται 

στην εικόνα 61Β, ο FOXA2 προσδέθηκε στο βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο της 

θέσης Β (τρίτη θέση), όπως έχει ήδη δειχθεί, και αυτή η πρόσδεση ανταγωνίστηκε 

ισχυρά από αυξανόµενες συγκεντρώσεις του µη βιοτινυλιωµένου ολιγονουκλεοτίδιου 

της θέσης Β (θέσεις 4-6). Αντίθετα, ο ανταγωνισµός από το µη βιοτινυλιώµενο 

ολιγονουκλεοτίδιο -34/-1 (ABCA1/wtTATA, εικ.61Α) δεν ήταν αποτελεσµατικός παρά 

µόνο στις υψηλές συγκεντρώσεις (εικ.61Β, θέση 9). Επίσης σηµαντικό είναι το ότι την 

πρόσδεση του FOXA2 στη θέση Β δεν µπόρεσε να την ανταγωνιστεί ένα µη 

WB: anti-FOXA2

Exon 1

TATA-boxLXR/RXR

-62/-47 -24/-21

ΤΑΤΑ-wt  -31 CCGAATCTATAAAAGGAACTAGT -9
ΤΑΤΑ-M2  -31 CCGAATCGGTACCAGGAACTAGT -9
ΤΑΤΑ-M4  -31 CCGAGCGTATAAACCTGACTAGT -9

A

B
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βιοτινυλιώµενο ολιγονουκλεοτίδιο της περιοχής -34/-1 του ABCA1, στο οποίο το 

ΤΑΤΑ-box είχε µεταλλαχθεί κατά τέτοιο τρόπο ώστε να µοιάζει σε αυτό του 

ανθρώπινου γονιδίου του αναστολέα του κυτταρικού κύκλου p21WAF1 

(ABCA1/p21TATA, εικ.61Α), ακόµα και σε υψηλές συγκεντρώσεις (εικ.61Β, θέσεις 9-

12) επιβεβαιώνοντας έτσι την ειδικότητα του FOXA2 για το στοιχείο ΤΑΤΑ του 

ABCA1. 

Εικόνα 61: Ο FOXA2 προσδέθηκε στο στοιχείο ΤΑΤΑ του υποκινητή του 
γονιδίου ABCA1 µε µικρή συγγένεια. (Α) Σχηµατική αναπαράσταση των µη 
βιοτινυλιωµένων ολιγονουκλεοτιδίων που αντιστοιχούν στην αγρίου τύπου 
(ABCA1/wtTATA) ή τη µεταλλαγµένη (ABCA1/p21TATA) περιοχή -34/-1 του 
υποκινητή του ABCA1 η οποία περιλαµβάνει το ΤΑΤΑ-box και χρησιµοποιήθηκαν για 
τα πειράµατα ανταγωνισµού της πρόσδεσης στο Β. Οι µεταλλαγές σηµειώνονται µε 
έντονη γραφή και υπογράµµιση. (Β) Εκχύλισµα από κύτταρα ΗΕΚ293Τ που 
υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε φορέα έκφρασης για FOXA2 
χρησιµοποιήθηκε σε αντίδραση DNAP µε το βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο που 
αντιστοιχεί στη θέση Β (-122/-90). Η πρόσδεση στη θέση Β ανταγωνίστηκε από 
αυξανόµενες συγκεντρώσεις (1x, 2x, 3x) από µη βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια 
που αντιστοιχούν στη θέση Β (-122/-90), την περιοχή -34/-1 µε το αγρίου τύπου 
ΤΑΤΑ-box (ABCA1/wtTATA) ή την περιοχή -34/-1 µε το µεταλλαγµένο ΤΑΤΑ-box 
(ABCA1/p21TATA), όπως φαίνονται στο Α. Η πρωτεΐνη FOXA2 που προσδέθηκε 
στα ολιγονουκλεοτίδια ανιχνεύθηκε µε Western blotting χρησιµοποιώντας το 
αντίσωµα α-FOXA2. 

Exon 1

TATA-boxLXR/RXR

-62/-47 -24/-21

ABCA1/wtTATA -34 CAGCCGAATCTATAAAAGGAACTAGTCCCGGCAA -1

ABCA1/p21TATA -34 CAGCCGAATCTATATCAGGAACTAGTCCCGGCAA -1

site B

probe : FOXA2-site B

ABCA1/
wt TATA

WB: anti-FOXA2

ABCA1/
p21 TATA

A

B
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 Προκειµένου να εξετάσουµε περαιτέρω το ρόλο του ΤΑΤΑ-box στην 

καταστολή του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 από τον FOXA2, εισάγαµε τις 

µεταλλαγές ΤΑΤΑ-Μ2 και ΤΑΤΑ-Μ4, όπως περιγράφονται στην εικόνα 60Α, στο 

πλασµίδιο (-76/+205) ABCA1-luc και πραγµατοποιήσαµε πειράµατα διαµόλυνσης 

στα κύτταρα ΗΕΚ293Τ. Ο λόγος που χρησιµοποιήθηκε αυτό το τµήµα για τη 

µεταλλαξιγένεση είναι για να αποφευχθεί η παρεµβολή από τις θέσεις πρόσδεσης 

του FOXA2, Α και Β, οι οποίες βρίσκονται ανοδικά. Όπως φαίνεται στην εικόνα 62, το 

τµήµα -76/+205 του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 ενεργοποιήθηκε ισχυρά από τα 

ετεροδιµερή LXRα/RXRα παρουσία των συνδετών τους (23 φορές) και αυτή η 

ενεργοποίηση µειώθηκε 6 φορές από τον FOXA2. Αντίθετα, το τµήµα (-

76/+205)ΤΑΤΑ-Μ2 που φέρει τις µεταλλαγές στον πυρήνα της αλληλουχίας του 

ΤΑΤΑ-box ενεργοποιήθηκε µόλις 3,2 φορές από τους LXRα/RXRα και τους συνδέτες 

τους, αλλά ο FOXA2 δεν ήταν σε θέση να καταστείλει αυτή την ενεργοποίηση. Το 

τµήµα (-76/+205)ΤΑΤΑ-Μ4 που φέρει τις µεταλλαγές εκατέρωθεν του ΤΑΤΑ-box 

παρουσίασε πολύ χαµηλά βασικά επίπεδα µεταγραφής, ενεργοποιήθηκε µόλις 2 

φορές από τους LXRα/RXRα και τους συνδέτες τους, αλλά ο FOXA2 κατέστειλε αυτή 

την ενεργοποίηση κατά περίπου 50%. 

 



 147

Εικόνα 62: Μεταλλαγές στο ΤΑΤΑ-box του υποκινητή ττου ABCA1 οδήγησαν 
σε απώλεια της καταστολής από τον FOXA2. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν 
σε παροδική διαµόλυνση µε τα πλασµίδια (-76/+205)-ABCA1-luc, (-76/+205)ΤΑΤΑ-
Μ2-ABCA1-luc ή  (-76/+205)ΤΑΤΑ-Μ4-ABCA1-luc (250ng το καθένα) µαζί µε φορείς 
έκφρασης για τους υποδοχείς LXRα/RXRα (0,5µg ο καθένας) ή για τον FOXA2 
(50ng) παρουσία ή απουσία 22-(R)-υδροξυστερόλης και 9-cis-ρετινοϊκού οξέος (10-

6Μ) για 24 ώρες. Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. *, p<0.05· 
NS, µη σηµαντικό. 

 

 Περιληπτικά, τα ευρήµατα που παρουσιάζονται στις εικόνες 58-62 

ταυτοποιούν το στοιχείο ΤΑΤΑ του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 ως µία καινούρια 

θέση πρόσδεσης του µεταγραφικού παράγοντα FOXA2 η οποία ρυθµίζει αρνητικά 

την επαγωγή του ABCA1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή. 
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Η πρόσδεση του FOXA2 στο ΤΑΤΑ-box του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 
δεν επηρεάζει την πρόσδεση των LXRα/RXRα στο LXRΕ 

 Προκειµένου να διερευνήσουµε περαιτέρω το µηχανισµό δράσης του FOXA2 

στο ΤΑΤΑ-box του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 ελέγξαµε αν η πρόσδεση του 

FOXA2 στο στοιχείο αυτό αναστέλει την πρόσδεση των πυρηνικών υποδοχέων 

LXRα/RXRα στη θέση LXRΕ που εντοπίζεται στην κοντινή περιοχή. Για το σκοπό 

αυτό πραγµατοποιήσαµε DNAP µε βιοτινυλιωµένο τµήµα PCR που αντιστοιχεί στην 

περιοχή -71/+205 που περιλαµβάνει τόσο το LXRΕ όσο και και το ΤΑΤΑ-box. Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 63, το ετεροδιµερές LXRα/RXRα προσδέθηκε εξίσου 

αποτελεσµατικά στο LXRΕ είτε απουσία ή παρουσία του FOXA2 του οποίου η 

πρόσδεση φαίνεται στο κάτω µέρος της εικόνας 63 και δεν επηρεάστηκε από την 

παρουσία των LXRα/RXRα στην ίδια περιοχή.  

 

Εικόνα 63: Τα ετεροδιµερή LXRα/RXRα προσδέθηκαν ταυτόχρονα µε τον 
FOXA2 στην κοντινή περιοχή του υποκινητή του ABCA1. (Α) Σχηµατική 
αναπαράσταση του βιοτινυλιωµένου τµήµατος PCR που αντιστοιχεί στην περιοχή -
71/+205 του υποκινητή του ABCA1 η οποία περιλαµβάνει το LXRΕ και το ΤΑΤΑ-box 
και χρησιµοποιήθηκε για τα πειράµατα DNAP στο Β. (Β) Εκχύλισµα από κύτταρα 
ΗΕΚ293Τ που υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε φορείς έκφρασης για τους 
6myc-LXRα, 6myc-RXRα ή µε ένα φορέα έκφρασης για τον FOXA2 χρησιµοποιήθηκε 
σε αντίδραση DNAP µε το βιοτινυλιωµένο τµήµα PCR που φαίνεται στο επάνω µέρος 
της εικόνας. Η πρόσδεση των LXRα/RXRα ανιχνεύθηκε µε Western blotting µε το 
αντίσωµα α-myc (επάνω µέρος) ενώ η πρόσδεση της πρωτεΐνης FOXA2 ανιχνεύθηκε 
µε Western blotting χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-FOXA2 (κάτω µέρος). 

 

control -71/+205

FOXA2 + - + + - +

LXRα, RXRα - + + - + +

Exon 1
TATA-boxLXR/RXR

-62/-47 -24/-21

-71 +205

FOXA2

6myc-RXRα

6myc-LXRα
WB: a-myc

WB: a-FOXA2
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Ο FOXA2 αλληλεπιδρά φυσικά µε τους πυρηνικούς υποδοχείς LXRα/RXRα 

Από τη στιγµή που η πρόσδεση του FOXA2 δεν επηρεάζει την πρόσδεση των 

πυρηνικών υποδοχέων στον υποκινητή του ABCA1 εξετάσαµε το ενδεχόµενο ο 

FOXA2 να αλληλεπιδρά µε τους LXRα/RXRα και να τους εµποδίζει να 

ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήσαµε τη µέθοδο 

αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών που βασίζεται στη βιοτινυλίωση της µιας πρωτεΐνης in 

vivo (στη συγκεκριµένη περίπτωση του FOXA2). Πραγµατοποιήσαµε παροδικές 

διαµολύνσεις στα κύτταρα ΗΕΚ293Τ µε φορείς έκφρασης για 6myc-LXRα ή 6myc-

RXRα µαζί µε ένα φορέα έκφρασης για FOXA2, ο οποίος φέρει τον επίτοπο Bio στο 

αµινοτελικό άκρο, απουσία και παρουσία της λιγάσης της βιοτίνης BirA. Το εκχύλισµα 

των κυττάρων επωάστηκε µε σφαιρίδια στρεπταβιδίνης-αγαρόζης (streptavidin-

agarose beads) και οι πρωτεΐνες που είχαν προσδεθεί αναλύθηκαν µε 

ηλεκτροφόρηση και Western blotting χρησιµοποιώντας το αντίσωµα anti-myc.  Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 64, πάνω σειρά, ο βιοτινυλιωµένος FOXA2 αλληλεπίδρασε µε 

τις πρωτεΐνες των ετεροδιµερών LXRα/RXRα in vivo. Τα επίπεδα έκφρασης των 

6myc-LXRα και 6myc-RXRα στα συνολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα φαίνονται στη 

µεσαία σειρά. Στην τελευταία σειρά φαίνεται η αποτελεσµατικότητα της BirA να 

βιοτινυλιώνει τον FOXA2. 

 
Εικόνα 64: Φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ του FOXA2 και των πυρηνικών 
υποδοχέων LXRα/RXRα in vivo. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε παροδική 
διαµόλυνση µε τους φορείς έκφρασης Bio-FOXA2 (7,5µg),   6myc-LXRα, 6myc-
RXRα (10µg ο καθένας) και BirA (7,5µg). Οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις 
πραγµατοποιήθηκαν όπως αναφέρονται στα Υλικά και Μέθοδοι. Τα βέλη στη δεξιά 
µεριά δείχνουν τις αντίστοιχες πρωτεΐνες στο Western Blot. WCE, whole cell extract; 
WB, Western blotting· strep. beads, streptavidin–agarose beads· strep. HRP, 
straptavidin-conjugated horseradish peroxidase. 

6myc-RXRα

BirA - +
Bio-FOXA2 + +
6myc-LXRα + +
6myc-RXRα + +

Bio-FOXA2

Strep.beads
(WB: a-myc)

WCE
(WB: a-myc)

WCE
(WB: strep.HRP)

6myc-LXRα

6myc-RXRα

6myc-LXRα
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Ο FOXA2 µπορεί να δράσει ως συνενεργοποιητής της σηµατοδότησης από 
τους πυρηνικούς υποδοχείς LXRα/RXRα 

 Εφόσον δείξαµε ότι ο FOXA2 είναι σε θέση να αλληλεπιδρά µε τους 

πυρηνικούς υποδοχείς LXRα/RXRα, θελήσαµε στη συνέχεια να εξετάσουµε αν αυτή 

η αλληλεπίδραση µειώνει την ικανότητά τους να ενεργοποιούν τη µεταγραφή. Για το 

σκοπό αυτό χρησιµοποιήσαµε το σύστηµα ενεργοποίησης GAL4 και 

πραγµατοποιήσαµε παροδικές διαµολύνσεις στα κύτταρα ΗΕΚ293Τ 

χρησιµοποιώντας τον υποδοχέα RXRα σε σύντηξη µε την περιοχή πρόσδεσης στο 

DNA του ισχυρού ενεργοποιητή του σακχαροµύκητα GAL4 και ένα τεχνητό 

υποκινητή αποτελούµενο από πέντε επαναλήψεις της θέσης πρόσδεσης του GAL4 

(pG5B-luc). Όπως φαίνεται στην εικόνα 65, η πρωτεΐνη GAL4-RXRα ενεργοποίησε 

ισχυρά τη µεταγραφή παρουσία του συνδέτη 9-cis ρετινοϊκού οξέος, ενώ η έκφραση 

του FOXA2 δεν είχε καµία επίδραση στην ενεργοποίηση του τεχνητού υποκινητή. 

Ωστόσο, όταν ο FOXA2 εκφράστηκε παρουσία του GAL4-RXRα και του συνδέτη του 

παρατηρήσαµε συνεργατική ενεργοποίηση της µεταγραφής, υποδηλώνοντας ότι σε 

ένα πλαίσιο διαφορετικό από αυτό του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 ο FOXA2 

µπορεί να δράσει ως ενεργοποιητής και όχι ως καταστολέας της µεταγραφής από 

τους LXRα/RXRα.   

Εικόνα 65: Ο FOXA2 µπορεί να δράσει ως συνενεργοποιητής του πυρηνικού 
υποδοχέα RXRα. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε το 
πλασµίδιο αναφοράς pG5B-luc (1µg) µαζί µε φορείς έκφρασης για τον GAL4-RXRα  
(0,5µg) και τον FOXA2 παρουσία ή απουσία 9-cis-ρετινοϊκού οξέος (10-6Μ) για 24 
ώρες. Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. 
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Το σηµατοδοτικό µονοπάτι της Akt/PKB δεν επιδρά στην κατασταλτική δράση 
του FOXA2 πάνω στους LXRα/RXRα 

 Όπως έχει δειχθεί πρόσφατα, η Akt/PKB, που δρα καθοδικά της ΡΙ3 κινάσης, 

µπορεί να φωσφορυλιώνει τον FOXA2 στη θρεονίνη 156 και να εµποδίζει τη δράση 

του συγκρατώντας τον στο κυτταρόπλασµα (268). Θελήσαµε να διερευνήσουµε την 

επίδραση της φωσφορυλίωσης του FOXA2 από την Akt/PKB στην έκφραση του 

γονιδίου ABCA1 κάτω από βασικές ή επαγώµενες συνθήκες. Αρχικά παρατηρήσαµε 

τον υποκυτταρικό εντοπισµό του FOXA2 στα κύτταρα HepG2 τα οποία είχαµε 

µολύνει µε έναν αδενοϊό ο οποίος εκφράζει µια συνεχώς ενεργή µορφή 

(myristoylated) της κινάσης Akt (321). Τα κύτταρα που είχαν µολυνθεί µε τον αδενοϊό 

της myrAkt (εικόνα 66, φωτογραφίες στα αριστερά) διακρίθηκαν από τα µη 

µολυσµένα κύτταρα µε τη βοήθεια ενός αντισώµατος που αναγνωρίζει πρωτεΐνες του 

αδενοϊού. Όπως φαίνεται στις µεσαίες φωτογραφίες της εικόνας 66, ο FOXA2 

εντοπίστηκε στον πυρήνα τόσο των κυττάρων που εκφράζαν τη myrAkt όσο και των 

κυττάρων που δεν είχαν µολυνθεί από τον αδενοϊό. 

 

Εικόνα 66: Η κινάση Akt δεν επηρέασε τον πυρηνικό εντοπισµό του FOXA2. 
Κύτταρα HepG2 µολύνθηκαν µε τον αδενοϊό Ad-myrAkt για 3 ώρες (ΜΟΙ: 40) και 24 
ώρες αργότερα ο κυτταρικός εντοπισµός της πρωτεΐνης FOXA2 ανιχνεύθηκε µε 
ανοσοφθορισµό χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-FOXA2 και µε το α-goat IgG-
ALEXA 555 ως δευτερεύον αντίσωµα. Τα κύτταρα που είχαν µολυνθεί από τον 
αδενοϊό Ad-myrAkt ταυτοποιήθηκαν µε ανοσοφθορισµό χρησιµοποιώντας το 
αντίσωµα α-adenovirus και το α-mouse IgG-ALEXA 488 ως δευτερεύον αντίσωµα.Οι 
πυρήνες ανιχνεύθηκαν µε χρώση DAPI. 

 

Infected cells FOXA2 DAPI
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Στη συνέχεια εξετάσαµε την επίδραση της υπερέκφρασης της Akt στα 

επίπεδα µεταγραφής του γονιδίου ABCA1 στα κύτταρα HepG2. Όπως φαίνεται στην 

εικόνα 67, η υπερέκφραση της myrAkt αύξησε κατά 1,5 φορές τα επίπεδα mRNA του 

γονιδίου ABCA1. Όταν µολύναµε τα κύτταρα µε το συνδυασµό των αδενοϊών myrAkt 

και FOXA2 παρατηρήσαµε ότι η αύξηση στα επίπεδα mRNA του ABCA1 λόγω της 

Akt χάθηκε και η µεταγραφή του ABCA1 ήταν στα ίδια επίπεδα µε αυτή στα κύτταρα 

που είχαν µολυνθεί µε τον αδενοϊό ελέγχου που εκφράζει τη GFP. Η παρατήρηση 

αυτή φανερώνει ότι η δράση της Akt δεν αναστέλλει το κατασταλτικό αποτέλεσµα του 

FOXA2 στη µεταγραφή του γονιδίου ABCA1. 

Εικόνα 67: Ο FOXA2 ανταγωνίστηκε την κινάση Akt για την έκφραση του 
γονιδίου ABCA1. Κύτταρα HepG2 µολύνθηκαν µε τους αδενοϊούς Ad-GFP, Ad-
FOXA2 ή  Ad-myrAkt για 3 ώρες µε ΜΟΙ 40. Το RNA αποµονώθηκε από τα κύτταρα 
24 ώρες µετά και υποβλήθηκε σε αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής-PCR (RT-
PCR). Στο επάνω µέρος φαίνονται τα επίπεδα mRNA του γονιδίου ABCA1 και του 
GAPDH που χρησιµοποιήθηκε για την κανονικοποίηση. Οι κανονικοποιηµένες τιµές 
φαίνονται στο κάτω µέρος ως ιστόγραµµα. Κάθε τιµή αντιπροσωπεύει το µέσο όρο 
τριών ανεξάρτητων πειραµάτων. **, p<0.001. 
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Προκειµένου να διερευνήσουµε το ρόλο της φωσφορυλίωσης του FOXA2  

στη θρεονίνη 156, κατασκευάµε µια µεταλλαγµένη µορφή του FOXA2, η οποία δεν 

µπορεί να φωσφορυλιωθεί από την Akt στη θρεονίνη 156 (FOXA2 Τ156Α). Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 68, σε παροδικές διαµολύνσεις σε κύτταρα ΗΕΚ293Τ η 

µεταλλαγµένη πρωτεΐνη µπορούσε να καταστείλει την επαγωγή του υποκινητή του 

γονιδίου ABCA1 από τους LXRα/RXRα και τους συνδέτες τους (22-(R)-

υδροξυστερόλη και 9-cis-ρετινοϊκό οξύ) στον ίδιο βαθµό µε την αγρίου τύπου 

πρωτεΐνη. 

 

Εικόνα 68: Η µεταλλαγµένη µορφή του FOXA2 (Τ156Α) εµπόδισε εξίσου 
αποτελεσµατικά την επαγωγή του υποκινητή του ABCA1 από οξυστερόλες και 
ρετινοειδή. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε το 
πλασµίδιο (-76/+205)-ABCA1-luc (250ng) µαζί µε φορείς έκφρασης για τους 
υποδοχείς LXRα/RXRα (0,5µg ο καθένας), τον αγρίου τύπου FOXA2 ή τη 
µεταλλαγµένη µορφή, που δεν φωσφορυλιώνεται από την Akt (FOXA2 Τ156Α) 
(50ng), παρουσία ή απουσία 22-(R)-υδροξυστερόλης και 9-cis-ρετινοϊκού οξέος (10-

6Μ) για 24 ώρες. Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. 
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Συζήτηση 
 
Η ρύθµιση του γονιδίου ABCA1 από παράγοντες της οικογένειας των forkhead 
winged-helix πρωτεϊνών 

 Η λειτουργία του µεταφορέα ABCA1 στο ήπαρ είναι να διευκολύνει την εκροή 

χοληστερόλης και φωσφολιπιδίων στη φτωχή σε λιπίδια απολιποπρωτεΐνη Α-Ι 

(APOA-I) στο πλάσµα, προωθώντας µε τον τρόπο αυτό τη βιογένεση της HDL (322-

324). Μεταλλαγές στο γονίδιο του ABCA1 οδηγούν στην ασθένεια Tangier η οποία 

χαρακτηρίζεται από σχεδόν ολοκληρωτική απουσία της HDL στην κυκλοφορία και 

από τη συσσώρευση εστέρων της χοληστερόλης σε πολλούς ιστούς (52-55). 

Επιπρόσθετα, η υπερέκφραση του ABCA1 στο ήπαρ και στα µακροφάγα αυξάνει τα 

επίπεδα HDL στο πλάσµα και την εκροή χοληστερόλης από τα µακροφάγα ενώ 

µειώνει την αθηροσκλήρωση που επάγεται από τη διατροφή (325). Η κατανόηση των 

µηχανισµών που ρυθµίζουν την έκφραση του ABCA1 στο ήπαρ µπορεί να ανοίξει το 

δρόµο σε νέες θεραπευτικές στρατηγικές για τη διόρθωση των χαµηλών επιπέδων 

HDL σε άτοµα µε λιπιδικές διαταραχές. Εποµένως, ουσίες που επάγουν την έκφραση 

του γονιδίου ABCA1 στο ήπαρ προβλέπεται ότι θα έχουν θεραπευτική αξία σε 

ασθενείς µε σύνδροµο χαµηλής HDL. Παρόµοια θεραπευτική δυναµική προβλέπεται 

να έχουν ουσίες που θα εµποδίζουν µόρια τα οποία αναστέλουν τη µεταγραφή του 

γονιδίου ABCA1. 

 Η πρωτεΐνη FOXA2 είναι µέλος της οικογένειας των HNF-3 (hepatocyte 

nuclear factor 3)/forkhead µεταγραφικών παραγόντων στην οποία περιλαµβάνονται 

επίσης οι FOXA1 και FOXA3 (259). Όλοι οι µεταγραφικοί παράγοντες forkhead 

µοιράζονται µια υψηλά συντηρηµένη περιοχή πρόσδεσης στο DNA από την οποία 

πήραν και το όνοµά τους (winged-helix) εξαιτίας της οµοιότητάς της µε το σχήµα της 

πεταλούδας (326). Αναλογιζόµενοι τον υψηλό βαθµό οµοιότητας στην αλληλουχία και 

στη δοµή των πρωτεϊνών forkhead, ειδικά στην περιοχή πρόσδεσης στο DNA 

(περισσότερο από 90% οµολογία), όλοι οι µεταγραφικοί παράγοντες forkhead 

αναµένεται ότι θα προσδένονται στο DNA µε παρόµοιο τρόπο. Ωστόσο, οι 

αλληλουχίες που περιβάλλουν την περιοχή πρόσδεσης στο DNA καθώς και αµινοξέα 

που βρίσκονται στο αµινοτελικό άκρο της έλικας που αναγνωρίζει τη θέση-στόχο στο 

DNA µπορούν να επηρεάσουν την ειδικότητα της πρόσδεσης στο DNA (255, 327). Η 

παρουσία των δύο θέσεων πρόσδεσης στην κοντινή περιοχή του υποκινητή του 

ABCA1, οι οποίες εµφανίζουν υψηλή οµοιότητα µε την οµόφωνη αλληλουχία 

(consensus), υποδηλώνει ότι και άλλοι παράγοντες forkhead θα µπορούσαν να 

διαδραµατίσουν ρόλο στη ρύθµιση του ABCA1 και στην επαγωγή του ABCA1 από 
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τους LXRα/RXRα στα ηπατικά κύτταρα, τα µακροφάγα ή άλλους κυτταρικούς 

τύπους. Η υπόθεση αυτή απαιτεί περαιτέρω διερεύνηση. 

 

Στην κοντινή περιοχή του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 βρίσκονται 
πολλαπλά αρνητικά στοιχεία ρύθµισης της µεταγραφής 

 Οι δύο θέσεις πρόσδεσης για FOXA2 (θέσεις Α και Β) εντοπίζονται στην 

κοντινή περιοχή του υποκινητή του ABCA1 η οποία περιλαµβάνει  θέσεις πρόσδεσης 

και για άλλους καταστολείς της µεταγραφικής ενεργότητας (εικόνα 49). Για 

παράδειγµα, ο µεταγραφικός παράγοντας ZNF202 µε τη δοµή SCAN προσδένεται σε 

ένα µοτίβο GnT στον υποκινητή του ABCA1 το οποίο εντοπίζεται ανάµεσα στις 

θέσεις πρόσδεσης FOXA2 (περιοχή -234/-215) και, όµοια µε τον FOXA2, καταστέλλει 

την ενεργότητα του υποκινητή του ABCA1 µε δοσοεξερτώµενο τρόπο (106). Επίσης 

όµοια µε τον FOXA2, υψηλά επίπεδα ZNF202 στο κύτταρο εµποδίζουν την επαγωγή 

του υποκινητή του ABCA1 από τους LXRα/RXRα σε απόκριση στις οξυστερόλες 

(106). ∆ίπλα στη θέση Α του FOXA2 υπάρχει ένα στοιχείο E-box που έχει δειχθεί 

προηγουµένως να απαιτείται για την πρόσδεση των Upstream Stimulatory Factors 1 

και 2 (USF1/2) και της Fra2 στα µακροφάγα (103, 105). Το ίδιο E-box χρησιµεύει 

επίσης για την πρόσδεση του µεταγραφικού παράγοντα SREBP-2 (Sterol Regulatory 

Binding Protein 2), ενός κύριου ρυθµιστή του µεταβολισµού της χοληστερόλης, ο 

οποίος καταστέλει τη µεταγραφή του ABCA1 σε απόκριση στη µείωση των επιπέδων 

χοληστερόλης (101). Η φυσιολογική σηµασία αυτής της συγκεντρωµένης παρουσίας 

αρνητικών ρυθµιστικών στοιχείων στην κοντινή περιοχή του υποκινητή του γονιδίου 

ABCA1 δίπλα σε ένα θετικό στοιχείο απόκρισης στους LXRα/RXRα (LXRΕ) είναι 

προς το παρόν άγνωστη. Μια ελκυστική ερµηνεία είναι ότι οι αρνητικοί αυτοί 

παράγοντες µπορούν να λειτουργούν ως ρυθµιστές της ενεργότητας του υποκινητή 

του ABCA1 που ελέγχουν την ισχυρή επίδραση των οξυστερολών και των άλλων 

συνδετών πάνω στη µεταγραφή του ABCA1 στο ήπαρ, τα µακροφάγα ή τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα. 

 

Μηχανισµός καταστολής της µεταγραφής του γονιδίου ABCA1 από τον FOXA2   

 Ο ακριβής µηχανισµός µε τον οποίο ο FOXA2 καταστέλλει τόσο τη βασική 

(εικόνα 44) όσο και την επαγώµενη από οξυστερόλες (εικόνα 47) έκφραση του 

γονιδίου ABCA1 στα ηπατικά κύτταρα δεν είναι ξεκάθαρος αλλά τα ακόλουθα 

σενάρια µπορούν να εξεταστούν:  
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(α) Ο FOXA2 καταστέλλει τη βασική ενεργότητα του υποκινητή του ABCA1 µέσω 

πρόσδεσης στις θέσεις Α και Β και επακόλουθη στρατολόγηση συγκαταστολέων. 

Παρόλο που αυτή είναι η πρώτη µελέτη που δείχνει έναν αρνητικό ρόλο του 

FOXA2 στην µεταγραφή, άλλα µέλη της οικογένειας των forkhead έχουν δειχθεί 

προηγουµένως να καταστέλουν τη µεταγραφή γονιδίων. Για παράδειγµα, ο FOXΚ1 

αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη Sin3b (scaffold protein), η οποία είναι συστατικό ενός 

συµπλόκου συγκαταστολέων το οποίο επίσης περιλαµβάνει HDACs (απακετυλάσες 

ιστονών) και/ή παράγοντες αναδόµησης νουκλεοσωµάτων και κατευθύνει την 

αντιστροφή της ανοιχτής δοµής της χρωµατίνης καταστέλλοντας έτσι γονίδια που 

βρίσκονται στη συνέχεια του µονοπατιού (328). Ο FOXΝ3 αλληλεπιδρά µε τον SKIP 

(Ski-interacting protein), µια πρωτεΐνη προσαρµογέα που είναι γνωστό ότι 

αλληλεπιδρά µε σύµπλοκα καταστολέων που περιλαµβάνουν τη Sin3b και τις 

HDACs (329). Επιπρόσθετα, ο FOXΜ1c µπορεί να δρα είτε ως ενεργοποιητής ή ως 

καταστολέας της µεταγραφής και η κεντρική περιοχή ενεργοποίησης/καταστολής έχει 

δειχθεί να είναι σηµαντική στο διπλό αυτό µηχανισµό ρύθµισης (330). Προς το παρόν 

δεν είναι γνωστό αν άλλα µέλη της οικογένειας των forkhead, όπως ο FOXA2, θα 

µπορούσαν να λειτουργήσουν µε τον παραπάνω τρόπο. Ωστόσο, έχει αναφερθεί ότι 

οι πρωτεΐνες TLE (transducin-like enhancer of split proteins) οι οποίες είναι 

συγκαταστολείς της µεταγραφής, συνδέονται απευθείας µε τον FOXA2 και 

αναστέλλουν την ικανότητα του να ενεργοποιεί τη µεταγραφή σε κύτταρα θηλαστικών 

(331).  

 

(β) Η πρόσδεση του FOXA2 στις θέσεις Α, Β και στο TATA-box αναστέλλει την 

πρόσδεση των ετεροδιµερών LXRα/RXRα στο στοιχείο LXRΕ εµποδίζοντας την 

επαγωγή του γονιδίου σε απόκριση στις οξυστερόλες. 

 

Για να διερευνήσουµε αυτή την υπόθεση, πραγµατοποιήσαµε πειράµατα 

κατακρήµνισης πρωτεϊνών µε βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια (DNAP, DNA affinity 

precipitation) in vitro και δείξαµε ότι η πρόσδεση των LXRα/RXRα δεν επηρεάστηκε 

από την εκτοπική έκφραση του FOXA2 και αντίστροφα (εικόνα 63). Αυτό το πείραµα 

έδειξε ότι η πρόσδεση των ετεροδιµερών LXRα/RXRα και του FOXA2 στην κοντινή 

περιοχή του υποκινητή του ABCA1 µπορεί να λαµβάνει χώρα ταυτόχρονα. 
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(γ) Ο FOXA2 αλληλεπιδρά φυσικά µε τους πυρηνικούς υποδοχείς LXRα/RXRα 

εµποδίζοντας την ικανότητά τους να ενεργοποιούν τη µεταγραφή. 

Ορισµένα µέλη της οικογένειας των πρωτεινών forkhead έχουν δειχθεί να 

αλληλεπιδρούν φυσικά µε πυρηνικούς υποδοχείς ορµονών. Για παράδειγµα, οι 

πρωτεΐνες FOXΟ αλληλεπιδρούν µε τον υποδοχέα ανδρογόνων (AR) (332), τον 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (GR) και τον υποδοχέα του ρετινοϊκού οξέος 

(RAR) (333) και µπορούν είτε να ενεργοποιήσουν ή να καταστείλουν τη δράση τους. 

Τόσο ο FOXH1 όσο και οι FOXA1 και FOXA2 έχουν δειχθεί ότι προσδένονται και 

ρυθµίζουν τον υποδοχέα των ανδρογόνων (334, 335). Επιπλέον, έχει αναφερθεί 

ένας µηχανισµός σύγκλισης της σηµατοδότησης µεταξύ πρωτεϊνών forkhead και του 

υποδοχέα α των οιστρογόνων (ERα) (336). O υποδοχέας PXR (pregnane X 

receptor) έχει αναφερθεί να αλληλεπιδρά φυσικά µε τον FOXA2 και να καταστέλει τη 

µεσολαβούµενη από τον FOXA2 ενεργοποίηση των γονιδιών στόχων της παλµιτοϋλ-

τρανσφεράσης της καρνιτίνης 1Α (carnitine palmitoyltransferase 1A) και της 3-

υδροξυ-3-µεθυλογλουταρικής-CoΑ-συνθάσης 2 (3-hydroxy-3-methylglutarate-CoΑ-

synthase 2) που εµπλέκονται στη β-οξείδωση και στην κετογένεση αντίστοιχα στο 

ήπαρ κατά τη φάση της νηστείας (337). Μια αµοιβαία ανταγωνιστική αλληλεπίδραση 

µεταξύ του FOXO1 και του PPARγ (peroxisome proliferator activated receptor γ) έχει 

αναφερθεί (338). Ενδιαφέρον για τη µελέτη µας παρουσιάζει το εύρηµα ότι ο FOXO1 

καταστέλει ισχυρά την µεταγραφή του SREBP-1c από τους LXR/RXR στα σκελετικά 

µυϊκά κύτταρα (339). Ωστόσο, άµεσες φυσικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ του FOXO1 

και των πυρηνικών υποδοχέων δεν αναφέρθηκαν στη µελέτη αυτή και οι ερευνητές 

υπέθεσαν ότι ο FOXO1 δρα ως µεταγραφικός συγκαταστολέας της σηµατοδότησης 

από LXR (339). 

 Για πρώτη φορά εδώ δείχνουµε ότι ο FOXΑ2 αλληλεπιδρά φυσικά και µε τους 

δύο πυρηνικούς υποδοχείς RXRα και LXRα in vivo (εικόνα 64). Ωστόσο, σε αντίθεση 

µε τον FOXO1, ο FOXΑ2 δεν είναι µεταγραφικός συγκαταστολέας αλλά 

συνενεργοποιητής της σηµατοδότησης από LXRα/RXRα. Όπως φαίνεται στην εικόνα 

65, ο  FOXΑ2 ενίσχυσε ισχυρά την ενεργότητα του GAL4-RXRα παρουσία του 

συνδέτη του, 9-cis RA, υποδηλώνοντας ότι κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες (π.χ. 

στο κατάλληλο πλαίσιο υποκινητή) ο FOXΑ2 και οι LXRα/RXRα θα µπορούσαν να 

ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή µε συνεργατικό τρόπο. 
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(δ) Ο FOXΑ2 παρεµβάλλεται στην αλληλεπίδραση των LXRα/RXRα µε τη βασική 

µεταγραφική µηχανή. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 62, το TATA-box του υποκινητή του γονιδίου 

ABCA1 λειτουργεί ως σηµείο πρόσδεσης του FOXΑ2 και η πρόσδεση του FOXΑ2 σε 

αυτή τη θέση αναστέλλει τη σηµατοδότηση από τους LXRα/RXRα. Αυτό έρχεται σε 

αντίθεση µε προηγούµενη µελέτη που δείχνει ότι η πρόσδεση ενός άλλου µέλους της 

οικογένειας των forkhead, o FOXM1c, στα δύο TATA-box των υποκινητών Ρ1 και Ρ2 

του γονιδίου c-myc ενισχύει την ενεργότητα των υποκινητών του c-myc συνεργατικά 

µε τον µεταγραφικό παράγοντα Sp1 (340, 341). Ενδιαφέρον παρουσιάζει η 

παρατήρηση ότι ο FOXΑ2 δεν µπορεί να αναστείλει τη βασική ενεργότητα της 

κοντινής περιοχής του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 -76/+205 η οποία δεν περιέχει 

τις θέσεις του FOXΑ2, Α και Β, που βρίσκονται ανοδικά (εικόνα 50). Βασισµένοι σε 

αυτά τα ευρήµατα υποθέσαµε ότι κάτω από συνθήκες επαγωγής του γονιδίου 

ABCA1, όπως κατά την διέγερση από οξυστερόλες µέσω των LXRα/RXRα, η 

πρόσδεση του FOXΑ2 στο TATA-box του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 

παρεµβάλλεται στη στρατολόγηση των γενικών µεταγραφικών παραγόντων στο 

TATA-box και εµποδίζει µε τον τρόπο αυτό τις αλληλεπιδράσεις των δυο πυρηνικών 

υποδοχέων µε πρωτεΐνες της γενικής µεταγραφικής µηχανής (εικόνα 69). Αντίθετα, 

κάτω από συνθήκες αποσιώπησης της έκφρασης του FOXΑ2, το TATA-box δεν 

καταλαµβάνεται από τον FOXΑ2 και η επαγωγή του γονιδίου µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί (εικόνα 69). Άλλες πρωτεΐνες forkhead µπορεί να είναι σε θέση να 

παίξουν παρόµοιο ρυθµιστικό ρόλο στην έκφραση του ABCA1 αλλά αυτό απαιτεί 

περαιτέρω διερεύνηση. 

 

Ο ανασταλτικός ρόλος του FOXΑ2 στη σηµατοδότηση των LXRα/RXRα δεν 
επηρεάζεται από το µονοπάτι της Akt/PKB 

Ο γενετικός χειρισµός ζώων έχει δώσει σηµαντικές πληροφορίες αναφορικά 

µε το ρόλο του FOXΑ2 στην οµοιόσταση της γλυκόζης, τη χρησιµοποίηση της 

ενέργειας, την οµοιόσταση των χολικών οξέων και το στρες του ενδοπλασµατικού 

δικτύου (265-267, 320). Πρόσφατα, ο Stoffel και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι η 

χορήγηση ινσουλίνης στα κύτταρα HepG2 αναστέλλει τον FOXΑ2 και ότι αυτός ο 

µηχανισµός απαιτεί µια µετα-µεταφραστική τροποποίηση του FOXΑ2 (268). Πιο 

συγκεκριµένα, οι συγγραφείς αυτοί έδειξαν ότι ακολούθως της διέγερσης από 

ινσουλίνη, ο FOXΑ2 αλληλεπιδρά φυσικά µε την Akt/PKB, ενός κύριου µεσολαβητή 

του µονοπατιού της PI3 κινάσης (phosphoinositol 3 phosphate kinase), και 

φωσφορυλιώνεται από την Akt/PKB στη θρεονίνη 156 (268). Η φωσφορυλίωση αυτή 
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έδειξαν ότι αναστέλλει τον πυρηνικό εντοπισµό του FOXΑ2 και ως συνέπεια, την 

ικανότητά του να ρυθµίζει τη γονιδιακή έκφραση (268). Προχωρήσαµε εποµένως να 

εξετάσουµε το ρόλο της επαγώµενης από την Akt/PKB φωσφορυλίωσης του FOXΑ2 

στην έκφραση του γονιδίου ABCA1 κάτω από βασικές συνθήκες ή κατά την επαγωγή 

από τις οξυστερόλες. Αρχικά, παρατηρήσαµε τον υποκυτταρικό εντοπισµό του 

FOXΑ2 στα κύτταρα HepG2 τα οποία είχαν µολυνθεί µε τον ανασυνδυασµένο 

αδενοϊό που εκφράζει µια συνεχώς ενεργή µορφή (myristoylated) της κινάσης Akt 

(321). Σε αντίθεση µε την προηγούµενη µελέτη (268), βρήκαµε ότι ο πυρηνικός 

εντοπισµός του FOXΑ2 στα κύτταρα HepG2 δεν επηρεάστηκε από την υπερέκφραση 

της myrAkt (εικόνα 66). Στη συνέχεια µετρήσαµε τα επίπεδα mRNA του ABCA1 στα 

κύτταρα HepG2 που είχαν µολυνθεί µε τον αδενοϊό που εκφράζει τη myrAkt και 

δείξαµε ότι η myrAkt αύξησε τα επίπεδα mRNA του ABCA1 κατά 1,5 φορές (εικόνα 

67). Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι η εκτοπική έκφραση του FOXΑ2 µέσω 

αδενοϊού εξακολουθούσε να καταστέλει την έκφραση του ABCA1 παρά την παρουσία 

της υπερεκφρασµένης ενεργής Akt υποδηλώνοντας ότι η σηµατοδότηση της Akt δεν 

αντισταθµίζει την ανασταλτική δράση του FOXΑ2 στην έκφραση του ABCA1. Επίσης 

δείξαµε ότι η µεταλλαγµένη µορφή του FOXΑ2 που δεν µπορεί να φωσφορυλιωθεί 

από την Akt (FOXΑ2 Τ156Α) ήταν εξίσου αποτελεσµατική στην αναστολή της 

επαγωγής του υποκινητή του ABCA1 από τα ετεροδιµερή των LXRα/RXRα 

παρουσία των συνδετών τους (εικόνα 68). Η παρατήρηση ότι η σηµατοδότηση από 

την Akt/PKB αυξάνει την έκφραση του γονιδίου ABCA1 (εικόνα 67) είναι πολύ 

ενδιαφέρουσα και απαιτεί περαιτέρω διερεύνηση. Το εύρηµα αυτό υποδηλώνει µια 

θετική επίδραση της σηµατοδότησης ινσουλίνη/PI3K/Akt στη βιογένεση της HDL. 

Προηγούµενες µελέτες έδειξαν ότι η ανθεκτικότητα στην ινσουλίνη συνδυασµένη µε 

αντισταθµιστική υπερινσουλιναιµία συνδέεται µε υψηλά επίπεδα τριγλυκεριδίων, 

χαµηλά επίπεδα HDL στο πλάσµα καθώς και µε σηµαντικά αυξηµένο κίνδυνο 

καρδιαγγειακών ασθενειών (342, 343). Μία πρόσφατη µελέτη πρότεινε ότι η 

αναστολή της ενεργοποίησης της απολιποπρωτεΐνης Μ (APOM) από τον FOXΑ2 σε 

καταστάσεις ανθεκτικότητας ινσουλίνης συµβάλλει στα χαµηλά επίπεδα HDL στα 

ποντίκια (344). Κατανοώντας το µηχανισµό µε τον οποίο η σηµατοδότηση από την 

Akt/PKB αυξάνει την έκφραση του γονιδίου ABCA1 ή άλλων γονιδίων στη βιογένεση 

και το µεταβολισµό της HDL, καθώς και τον πιθανό ρόλο πρωτεϊνών forkhead όπως 

ο FOXΑ2 ή ο FOXO1 που ρυθµίζονται από την Akt (345) σε αυτές τις διαδικασίες, 

µπορεί να ρίξει φως στη λειτουργική σχέση µεταξύ των µειωµένων επιπέδων HDL 

στο πλάσµα και την υπερινσουλιναιµία/ανθεκτικότητα στην ινσουλίνη. 
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Εικόνα 69: Προτεινόµενο µοντέλο για τον ανασταλτικό ρόλο του FOXΑ2 στο 
σηµατοδοτικό µονοπάτι των LXRα/RXRα στον υποκινητή του γονιδίου ABCA1. 
Απουσία του FOXΑ2 η επαγωγή του γονιδίου ABCA1 από τις οξυστερόλες και τα 
ρετινοειδή διευκολύνεται από τη συνεργατική αλληλεπίδραση µεταξύ του 
ετεροδιµερούς LXRα/RXRα και του συµπλόκου της βασικής µεταγραφικής µηχανής 
που συγκροτείται στο TATA-box. Ο FOXΑ2 µπορεί να προσδένεται στον υποκινητή 
του ABCA1 στη θέση Α, στη θέση Β και στο TATA-box όπου είναι πιθανό να 
ανταγωνίζεται τη βασική µεταγραφική µηχανή. Η πρόσδεση του FOXΑ2 στις 
παραπάνω θέσεις αναστέλλει την επαγωγή της έκφρασης του ABCA1 µέσω του 
ετεροδιµερούς LXRα/RXRα και των συνδετών τους.  
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Α. Ο διττός ρόλος των πρωτεϊνών SREBPs (Sterol Regulatory Element Binding 
Proteins) στη ρύθµιση του ανθρώπινου γονιδίου ABCA1 

 

Αποτελέσµατα 

Ταυτοποίηση ρυθµιστικών στοιχείων στο πρώτο ιντρόνιο του ανθρώπινου 
γονιδίου ΑBCA1 τα οποία απαιτούνται για την ενεργότητά του στα ηπατικά 
κύτταρα 

 Σε µια προηγούµενη εργασία, όπου είχαν χρησιµοποιηθεί διαγονιδιακά 

ποντίκια BAC, είχε δειχθεί ότι ένας εσωτερικός υποκινητής µέσα στο πρώτο ιντρόνιο 

είναι λειτουργικός in vivo και συνεισφέρει απευθείας στη ρύθµιση του ανθρώπινου 

γονιδίου ΑBCA1 σε διάφορους ιστούς και στην αύξηση των επιπέδων της HDL 

χοληστερόλης, της apoA-I και της apoA-II στο πλάσµα (114). Το πρώτο ιντρόνιο του 

γονιδίου ΑBCA1 εκτείνεται σε µια περιοχή 24kb και περιλαµβάνει πολλαπλά σηµεία 

έναρξης της µεταγραφής από τα οποία παράγονται εναλλακτικά µετάγραφα που 

ξεκινούν από τα εξόνια 1d, 1c, 1b και 2 (Εικόνα 70) (115, 117, 346). Το πρώτο 

ιντρόνιο περιλαµβάνει επίσης θέσεις πρόσδεσης για τα ετεροδιµερή LXR/RXR 

(LXREs) τα οποία µεσολαβούν στην επαγωγή του γονιδίου ΑBCA1 από οξυστερόλες 

(114). 

 Η περιοχή ανάµεσα στα νουκλεοτίδια -8000 και +1 (αναφορικά µε το σηµείο 

έναρξης του εξονίου 2) έχει δειχθεί ότι είναι ικανή να προάγει τη µεταγραφή ενός 

γονιδίου αναφοράς σε διαφορετικές κυτταρικές σειρές όπως είναι η HepG2 (ήπατος), 

η HuH7 (ηπατώµατος), η CaCo2 (εντέρου) και η RK13 (νεφρού) (114). Προκειµένου 

να ταυτοποιήσουµε ρυθµιστικά στοιχεία µέσα στο πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου 

ΑBCA1, κλωνοποιήσαµε µια περιοχή 6kb (-6000/+224) του ιντρονίου 1 από γενωµικό 

DNA ανθρώπου και κατασκευάσαµε µια σειρά από απαλοιφές στο 5΄ άκρο, οι οποίες 

παρουσιάζονται σχηµατικά στην εικόνα 70. Όλα τα τµήµατα κλωνοποιήθηκαν 

ανοδικά του γονιδίου της λουσιφεράσης και η µεταγραφική τους ενεργότητα 

καθορίστηκε µε παροδικές διαµολύνσεις σε κύτταρα HepG2. Για να διακρίνονται τα 

τµήµατα του ιντρονίου από αυτά του κανονικού υποκινητή ανοδικά του πρώτου 

εξονίου, έχουν σηµανθεί µε το πρόθεµα Int1 (Intron 1). Όπως φαίνεται στην εικόνα 

70, παρατηρήθηκε µια αύξηση στην ενεργότητα του υποκινητή του ιντρονίου 1 όταν 

αφαιρέσαµε διαδοχικά τα νουκλεοτίδια µέχρι το -5000, -4000 και -3000 (1,6-, 4,23- 

και 3,34-φορές αύξηση αντίστοιχα αναφορικά µε το πλήρους µήκους τµήµα του 

υποκινητή -6000/+224) υποδηλώνοντας την παρουσία αρνητικών ρυθµιστικών 

στοιχείων στην περιοχή -6000/-3000. Επιπλέον απαλοιφή µέχρι το νουκλεοτίδιο -
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1491 µείωσε περαιτέρω την ενεργότητα του υποκινητή του ιντρονίου του ΑBCA1 

κατά 3 φορές. Αυτή η πτώση στην ενεργότητα θα µπορούσε να αποδοθεί στην 

αφαίρεση των τριών εναλλακτικών εξονίων (εξόνια 1 b-d) και των πιθανών 

ρυθµιστικών τους στοιχείων (Εικόνα 70). Η απαλοιφή του τµήµατος µέχρι το -171 

αποκατέστησε την ενεργότητα του υποκινητή του ιντρονίου 1 (σε παρόµοια επίπεδα 

µε το τµήµα -3000/+224). Αντίθετα, η απαλοιφή του υποκινητή µέχρι το νουκλεοτίδιο 

+26 µείωσε την ενεργότητά του 3,6 φορές. 

 

Εικόνα 70: To πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου ABCA1 του ανθρώπου 
περιλαµβάνει έναν ενεργό υποκινητή. Επάνω: Σχηµατική αναπαράσταση της 
δοµής του γονιδίου ABCA1, όπου φαίνεται µε λεπτοµέρεια η περιοχή των 8kb 
ανοδικά του εξονίου 2 η οποία περιλαµβάνει τρεις θέσεις πρόσδεσης για LXR/RXR 
(LXRE) και τρία διαφορετικά σηµεία έναρξης της µεταγραφής (1d, 1c, 1b). Η αρχή 
του εξονίου 2 ορίζεται ως +1 και το ATG βρίσκεται στο +93. Κάτω: Σχηµατική 
αναπαράσταση (αριστερά) των πλασµιδιακών κατασκευών που χρησιµοποιήθηκαν 
σε παροδικές διαµολύνσεις σε κύτταρα HepG2 (1µg η καθεµία) και περιλαµβάνουν 
τµήµα της περιοχής του ιντρονίου 1 και του εξονίου 2 του γονιδίου ABCA1. Οι 
κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται στην δεξιά στήλη. Luc, luciferase. 

 

 Όπως επισηµάνθηκε και νωρίτερα, το πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου ΑBCA1 

περιλαµβάνει τρία εναλλακτικά µετάγραφα, αποκαλούµενα εξόνια 1d, 1c και 1b τα 

οποία έχουν µήκος 178bp, 136bp και 120bp, αντίστοιχα (Εικόνα 70). Ένα στοιχείο 

CAAT βρίσκεται ανοδικά του εξονίου 1b, και στοιχεία CAAT και ΤΑΤΑ βρίσκονται 

αµέσως ανοδικά του εξονίου 1c. Παρόµοια µετάγραφα που ξεκινούν από τα εξόνια 
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1d, 1c και 1b όπως και από το εξόνιο 2 βρέθηκαν και στους ανθρώπους (114). 

Προκειµένου να διερευνήσουµε το αν η περιοχή που περιλαµβάνει τα εξόνια 1b-d ή 

βρίσκεται ανοδικά αυτών είναι µεταγραφικά ενεργή, κατασκευάσαµε δύο επιπλέον 

πλασµίδια αναφοράς. Στη µία κατασκευή το γονίδιο της λουσιφεράσης βρίσκεται 

κάτω από τον έλεγχο της περιοχής ανοδικά των εξονίων 1b-d (-4000/-2769) και στην 

άλλη κατασκευή το τµήµα του υποκινητή επεκτάθηκε στο 3΄ άκρο (-4000/-1524) για 

να συµπεριλάβει τα τρία εξόνια µαζί µε τις όποιες ρυθµιστικές περιοχές βρίσκονται 

ανάµεσά τους. Οι παροδικές διαµολύνσεις σε κύτταρα HepG2 µε τις κατασκευές 

αυτές αποκάλυψαν ότι και οι δύο περιοχές είχαν εξαιρετικά χαµηλά επίπεδα βασικής 

ενεργότητας (14% και 5% σε σχέση µε την ενεργότητα της πλήρους µήκους περιοχής 

-4000/+224, αντίστοιχα) (Εικόνα 71).  

 

Εικόνα 71: Η περιοχή -1524/+224 ευθύνεται για τη µεταγραφική ενεργότητα του 
ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1. Κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε παροδική 
διαµόλυνση µε το πλασµίδιο Int1(-4000/+224)-luc και µε τα πλασµίδια Int1(-
4000/+1524)-luc και Int1(-4000/+2769)-luc (1µg το καθένα) τα οποία αντιστοιχούν σε 
απαλοιφές του 3΄ άκρου της περιοχής -4000/+224. Οι κανονικοποιηµένες τιµές 
εµφανίζονται στη στήλη δεξιά. 

 Ο συνδυασµός των αποτελεσµάτων των εικόνων 70 και 71 φανερώνουν ότι η 

περιοχή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ΑBCA1 µεταξύ των νουκλεοτιδίων -171 και +1 

αναφορικά µε την αρχή του εξονίου 2 περιέχει ισχυρά θετικά ρυθµιστικά στοιχεία και 

ότι οι περιοχές ανοδικά ή ανάµεσα στα εξόνια 1b-d δεν είναι από µόνες τους ικανές 

να προάγουν τη µεταγραφή. 

 

Ενεργοποίηση του υποκινητή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ΑBCA1 από το 
µεταγραφικό παράγοντα Sp1 
 
 O Sp1 (specificity protein 1) είναι ένας µεταγραφικός παράγοντας ο οποίος 

προσδένεται κατά προτίµηση σε περιοχές πλούσιες σε GC οι οποίες βρίσκονται σε 

µεγάλο αριθµό συστατικών ή επαγώµενων γονιδίων (169, 175). Ο Sp1 έχει δειχθεί 
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ότι προσδένεται σε πολλαπλές θέσεις στον κανονικό υποκινητή του ανθρώπινου 

γονιδίου ΑBCA1 (ανοδικά του εξονίου 1) και ότι συνεργαζεται µε τα ετεροδιµερή 

LXRα/RXRα για τη βέλτιστη επαγωγή του γονιδίου ΑBCA1 από τις οξυστερόλες και 

τα ρετινοειδή (89, 103, 319). Προκειµένου να διερευνήσουµε την πιθανή εµπλοκή του 

Sp1 στη µεταγραφική ρύθµιση του υποκινητή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ΑBCA1, 

πραγµατοποιήσαµε παροδικές διαµολύνσεις στα κύτταρα S2 της ∆ροσόφιλας. Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 72,  ο παράγοντας Sp1 ενεργοποίησε όλα τα τµήµατα του 

υποκινητή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ΑBCA1 που εξετάσαµε [ Int1(-8000/+224), 

Int1(-6000/+224), Int1(-3000/+224) και Int1(-171/+224)] ενεργοποίηση κατά 14-, 23-, 

19-, και 50-φορές, αντίστοιχα. Αυτή η ανάλυση δείχνει ότι η περιοχή -171/+224, η 

οποία στην εικόνα 70 παρουσιάζει τα υψηλότερα επίπεδα ενεργοποίησης στα 

κύτταρα HepG2, είναι ικανή να µεσολαβήσει στην ενεργοποίηση του υποκινητή του 

ιντρονίου 1 του γονιδίου ΑBCA1 από τον Sp1.  

 

Εικόνα 72: Ο µεταγραφικός παράγοντας Sp1 ενεργοποίησε τη µεταγραφή του 
υποκινητή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1. Κύτταρα ∆ροσόφιλας 
Schneider’s S2 υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε τα πλασµίδια Int1(-
8000/+224)-luc, Int1(-6000/+224)-luc, Int1(-3000/+224)-luc and Int1(-171/+224)-luc 
(1,25µg το καθένα) µαζί µε φορέα έκφρασης για τον Sp1 (0,5µg). Οι 
κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. 
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Μια έρευνα για πιθανά στοιχεία πρόσδεσης Sp1 σε αυτή την κοντινή περιοχή 

αποκάλυψε την παρουσία αρκετών θέσεων πρόσδεσης Sp1 οι οποίες εµφανίζουν 

χαµηλή οµολογία µε την οµόφωνη ακολουθία που αναγνωρίζεται από τον Sp1 5΄-

GGGCGG-3΄ (Εικόνα 73).  

 

Εικόνα 73: Η κοντινή περιοχή -171/+1 του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1 
περιλαµβάνει πιθανές θέσεις πρόσδεσης για το µεταγραφικό παράγοντα Sp1. 
Η ανάλυση της αλληλουχίας πραγµατοποιήθηκε µε το πρόγραµµα Alibaba 2.1 και οι 
πιθανές θέσεις πρόσδεσης Sp1 είναι υπογραµµισµένες. Ως +1 ορίστηκε η αρχή του 
εξονίου 2.  

 Επιβεβαιώσαµε τη φυσική αλληλεπίδραση του παράγοντα Sp1 µε την κοντινή 

περιοχή -171/+92 του ιντρονίου 1 του γονιδίου ΑBCA1 in vivo, πραγµατοποιώντας 

ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης στα κύτταρα HepG2 (Εικόνα 74). 

 

Εικόνα 74: Ο Sp1 προσδένεται στο ιντρόνιο 1 του γονιδίου ABCA1 in vivo. 
Κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης µε το αντίσωµα 
α-Sp1 ή χωρίς αντίσωµα (αρνητικό δείγµα, -ab). Η χρωµατίνη ελέγχθηκε µε PCR µε 
εκκινητές για την περιοχή -171/+92 του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1. IP, 
immuneprecipitation. 
 
Τα ετεροδιµερή LXRα/RXRα ρυθµίζουν έµµεσα την ενεργότητα του υποκινητή 
του ιντρονίου 1 του γονιδίου ΑBCA1 σε απόκριση στις οξυστερόλες 
 Ορισµένες υδροξυλιωµένες µορφές της χοληστερόλης, οι οποίες είναι φυσικοί 

συνδέτες για τους υποδοχείς LXR (liver X receptors), επάγουν τη µεταγραφή του 

γονιδίου ΑBCA1 µέσω ρυθµιστικών στοιχείων που προσδένουν LXRα/RXRα 

10% 
input - ab

IP: 
a-Sp1

Int (-171/+92)

-171 GGGTGAACCCAGAGGCTGGGAGCTGGTGACTCATGATCCATTGAGAAGCAGTCATGATGC

-111 AGAGCTGTGTGTTGGAGGTCTCAGCTGAGAGGGCTGGATTAGCAGTCCTCATTGGTGTAT

-51 GGCTTTGCAGCAATAACTGATGGCTGTTTCCCCTCCTGCTTTATCTTTCAGTTAATGACC

+10 AGCCACGGCGTCCCTGCTGTGAGCTCTGGCCGCTGCCTTCCAGGGCTCCCGAGCCACACG

+70 CTGGGGGTGCTGGCTGAGGGAACATGGCTTGTTGGCCTCAGCTGAGGTTGCTGCTGTGGA

+130 AGAACCTCACTTTCAGAAGAAGACAAACA

+1
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(LXRΕs) τα οποία βρίσκονται στον κανονικό υποκινητή (ανοδικά του εξονίου 1) 

καθώς και στη µακρινή περιοχή του υποκινητή  του ιντρονίου 1 του ΑBCA1 (ανοδικά 

του -4000) (Εικόνα 70) (114, 319). Προκειµένου να διερευνήσουµε την ύπαρξη 

πιθανών θέσεων LXRΕ στην κοντινή περιοχή του υποκινητή του ιντρονίου 1, 

πραγµατοποιήσαµε παροδικές διαµολύνσεις σε κύτταρα ΗΕΚ293Τ χρησιµοποιώντας 

δύο πλασµίδια αναφοράς, το Int1(-1491/+224)-luc, που αντιστοιχεί στην περιοχή του 

ιντρονίου 1, και το (-668/+33)ABCA1-luc, που αντιστοιχεί στον κανονικό υποκινητή 

ανοδικά του πρώτου εξονίου. Όπως φαίνεται στην εικόνα 75, η περιοχή του 

υποκινητή του ιντρονίου 1 (-1491/+224) ενεργοποιείται από τους LXRα/RXRα 

παρουσία 9-cis ρετινοϊκού οξέος και 22(R)-υδροξυστερόλης αλλά σε πολύ µικρότερο 

βαθµό (5.7 φορές) σε σχέση µε τον κανονικό υποκινητή (ενεργοποίηση 17 φορές).  

Εικόνα 75: Ο κοντινός υποκινητής του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1 
ενεργοποιήθηκε από τις οξυστερόλες και τα ρετινοειδή. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ 
υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε τα πλασµίδια Int1(-1491/+224)-luc 
(1,25µg) και (-668/+33)-ABCA1-luc (50ng) µαζί µε φορείς έκφρασης για τους 
υποδοχείς LXRα/RXRα (0,5µg ο καθένας) παρουσία ή απουσία 22-(R)-
υδροξυστερόλης [22(ΟΗ)C] και 9-cis-ρετινοϊκού οξέος (9-cis RA) (10-6Μ) για 24 ώρες. 
Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. 

Προκειµένου να διερευνήσουµε την πιθανή φυσική αλληλεπίδραση των 

ετεροδιµερών LXRα/RXRα µε την κοντινή περιοχή του ιντρονίου 1 του γονιδίου 

ΑBCA1, πραγµατοποιήσαµε ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης σε κύτταρα HepG2 

παρουσία ή απουσία 9-cis ρετινοϊκού οξέος για 24 ώρες. Όπως φαίνεται στην εικόνα 
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76, ο ενδογενής RXRα προσδένεται στον κανονικό υποκινητή του γονιδίου ΑBCA1 

ανοδικά του εξονίου 1 (περιοχή -204/+205, κάτω σειρά) αλλά όχι στην κοντινή 

περιοχή -171/+92 του υποκινητή του ιντρονίου 1 (πάνω σειρά). Τα ευρήµατα αυτά 

υποδηλώνουν ότι η ενεργοποίηση του υποκινητή του ιντρονίου 1 από τα ετεροδιµερή 

LXRα/RXRα και τους συνδέτες τους είναι έµµεση και θα µπορούσε να 

πραγµατοποιείται µε τη µεσολάβηση άλλων µεταγραφικών παραγόντων οι οποίοι 

ενεργοποιούνται από οξυστερόλες και ρετινοειδή µέσω των LXRα/RXRα και 

στρατολογούνται στην κοντινή περιοχή αυτού του υποκινητή. 

 

Εικόνα 76: Ο πυρηνικός υποδοχέας RXRα δεν στρατολογήθηκε στην περιοχή 
του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1. Πάνω: Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής 
του γονιδίου ABCA1 όπου µε τα µαύρα βέλη συµβολίζονται οι εκκινητές που 
χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης στο κάτω µέρος 
της εικόνας. Κάτω: Κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση 
χρωµατίνης µε το αντίσωµα α-RXRα ή χωρίς αντίσωµα (αρνητικό δείγµα, -ab) 
παρουσία ή απουσία 9-cis-ρετινοϊκού οξέος (10-6Μ) για 24 ώρες. Η χρωµατίνη 
ελέγχθηκε µε PCR χρησιµοποιώντας εκκινητές για την περιοχή -171/+92 (επάνω 
σειρά) του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1 και για την περιοχή -204/+205 (κάτω 
σειρά) του κανονικού υποκινητή του γονιδίου ABCA1. IP, immuneprecipitation. 

 

Ο µεταγραφικός παράγοντας SREBP-1c στρατολογείται στην κοντινή περιοχή 
του υποκινητή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ΑBCA1 σε απόκριση στις 
οξυστερόλες και τα ρετινοειδή 

 Έχει δειχθεί ότι ο υποκινητής του γονιδίου που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη 

SREBP-1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein 1c) περιέχει LXRΕs τα οποία 

10% input - ab IP: a-RXRα

9-cis RA: - + - + - +

-204/+205

Int (-171/+92)

LXRE
Exon 1 Exon 2

ATG
1b1c1d

Exons
+1-204

+205

Int1(-171)

Int1(+92)
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µεσολαβούν στη µεταγραφική επαγωγή του γονιδίου αυτού σε απόκριση στους 

συνδέτες του LXR (156, 160). Κατά συνέπεια, διερευνήσαµε αν ο παράγοντας 

SREBP-1c εµπλέκεται στη µεταγραφική επαγωγή του υποκινητή του ιντρονίου 1 του 

γονιδίου ΑBCA1 από τις οξυστερόλες και τα ρετινοειδή στα ηπατικά κύτταρα. Αρχικά, 

δείξαµε ότι η χορήγηση των συνδετών για τους υποδοχείς LXRα/RXRα [9-cis RA and 

22(OH)C] στα κύτταρα HepG2 αύξησε ισχυρά τα επίπεδα mRNA του γονιδίου 

SREBP-1c καθώς και τα επίπεδα της πρωτεΐνης (Εικόνα 77). 

 

Εικόνα 77: Επαγωγή του mRNA και των επιπέδων της πρωτεΐνης του 
µεταγραφικού παράγοντα SREBP-1c παρουσία οξυστερολών και ρετινοειδών. 
Κύτταρα HepG2 επωάστηκαν απουσία ή παρουσία 22-(R)-υδροξυστερόλης 
[22(ΟΗ)C] και 9-cis-ρετινοϊκού οξέος (9-cis RA) (10-6Μ) για 24 ώρες. Τα δείγµατα 
υποβλήθηκαν σε αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής και τα επίπεδα mRNA του 
γονιδίου SREBP-1c ανιχνεύθηκαν µε PCR. Ανιχνεύθηκαν επίσης και τα επίπεδα 
mRNA του γονιδίου ελέγχου GAPDH. Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως 
ιστόγραµµα. Κάτω από τις εικόνες RT-PCR φαίνονται τα επίπεδα της πρωτεΐνης 
SREBP-1 όπως ανιχνεύθηκαν µε Western Blot χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-
SREBP-1. 

 Στη συνέχεια πραγµατοποιώντας ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης δείξαµε ότι 

ο SREBP-1c στρατολογείται στην κοντινή περιοχή -171/+92 του ιντρονίου 1 του 

γονιδίου ΑBCA1 απουσία των συνδετών 9-cis RA/22(OH)C και ότι η στρατολόγησή 

του ενισχύεται παρουσία αυτών των συνδετών (Εικόνα 78, πάνω σειρά). Ως δείγµα 
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ελέγχου χρησιµοποιήθηκε η περιοχή -204/+205 του κανονικού υποκινητή του 

γονιδίου ΑBCA1 (ανοδικά του εξονίου 1) η οποία περιλαµβάνει µία χαρακτηρισµένη 

θέση πρόσδεσης για SREBP (Εικόνα 78, κάτω σειρά) (101, 103). 

 

Εικόνα 78: Ο µεταγραφικός παράγοντας SREBP-1 στρατολογήθηκε στην 
περιοχή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1 παρουσία οξυστερολών και 
ρετινοειδών. Κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση χρωµατίνης µε 
το αντίσωµα α-SREBP-1 ή χωρίς αντίσωµα (αρνητικό δείγµα, -ab) παρουσία ή 
απουσία 22-(R)-υδροξυστερόλης και 9-cis-ρετινοϊκού οξέος (10-6Μ) για 24 ώρες. Η 
χρωµατίνη ελέγχθηκε µε PCR χρησιµοποιώντας εκκινητές για την περιοχή -171/+92 
(επάνω σειρά) του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1 και για την περιοχή -204/+205 
(κάτω σειρά) του κανονικού υποκινητή του γονιδίου ABCA1. Οι εκκινητές που 
χρησιµοποιήθηκαν παρουσιάζονται στην εικόνα 7. IP, immuneprecipitation. 

 

Ο SREBP-1 προσδένεται σε πολλαπλά σηµεία και ενεργοποιεί τον υποκινητή 
του ιντρονίου 1 στο γονίδιο ΑBCA1 

 Προκειµένου να ταυτοποιήσουµε σηµεία προσδεσης για τον SREBP-1 στον 

υποκινητή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ΑBCA1, πραγµατοποιήσαµε σε συνεργασία 

µε τον ∆ρα. Horng-Yuan Kan του Πανεπιστηµίου της Βοστώνης ανάλυση DNAse I 

footprinting στην περιοχή -1500/+1 του ιντρονίου 1 χρησιµοποιώντας την ώριµη 

µορφή της πρωτεΐνης SREBP-1a η οποία είχε εκφραστεί σε βακτήρια. Η ανάλυση 

αυτή ταυτοποίησε πέντε προστατευµένες περιοχές: -101/-76 (site A), -151/-132 (site 

B), -600/-572 (site C), -969/-956 (site D) και -1046/-1022 (site E) (Εικόνες 79, 81).  

10% input - ab IP: a-SREBP-1

9-cis RA, 22(OH)C: - + - + - +

-204/+205

Int (-171/+92)
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Εικόνα 79: Η παρουσία της πρωτεΐνης SREBP-1a ανέδειξε πέντε 
προστατευµένες περιοχές στην κοντινή περιοχή του ιντρονίου 1 του γονιδίου 
ABCA1. Πραγµατοποιήθηκε DNAse I footprinting στην περιοχή -1500/+1 του 
ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1 µε την ώριµη µορφή της πρωτεΐνης SREBP-1a (αα 
1-460) η οποία είχε εκφραστεί σε βακτήρια. [µε την άδεια του ∆ρα Horng-Yuan Kan, 
Boston University Medical Center] 

 Η πρόσδεση του SREBP-1 σε αυτές τις θέσεις επιβεβαιώθηκε µε 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα συµπλόκου σε πηκτή πολυακρυλαµίδης (EMSA, 

electrophoretic mobility shift assay) χρησιµοποιώντας σηµασµένα ολιγονουκλεοτίδια 

που αντιστοιχούν στις θέσεις Α-Ε και την ώριµη µορφή της πρωτεΐνης SREBP-1a η 

οποία είχε εκφραστεί σε βακτήρια (Εικόνα 80). 
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Εικόνα 80: Οι «προστατευµένες» θέσεις Α-Ε αποτελούν πραγµατικές θέσεις 
πρόσδεσης για τον παράγοντα SREBP-1. Πραγµατοποιήθηκε ανάλυση µε 
ηλεκτροφορητική κινητικότητα συµπλόκου σε πηκτή πολυακρυλαµίδης (EMSA, 
electrophoretic mobility shift assay) µε τη χρήση σηµασµένων ολιγονουκλεοτιδίων 
που αντιστοιχούν στις θέσεις Α-Ε και την ώριµη µορφή της πρωτεΐνης SREBP-1a (αα 
1-460) η οποία είχε εκφραστεί σε βακτήρια. [µε την άδεια του ∆ρα Horng-Yuan Kan, 
Boston University Medical Center] 

 Από τα αποτελέσµατα των εικόνων 79 και 80, προκύπτει ότι η κοντινή 

περιοχή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1 περιλαµβάνει πέντε θέσεις πρόσδεσης 

για το µεταγραφικό παράγοντα SREBP-1, οι οποίες παρουσιάζονται σχηµατικά στην 

εικόνα 81. 

 

Εικόνα 81: Σχηµατική αναπαράσταση των θέσεων πρόσδεσης του 
µεταγραφικού παράγοντα SREBP-1 ανοδικά του εξονίου 2 του γονιδίου 
ABCA1. 

 Προκειµένου να διερευνήσουµε αν ο SREBP-1 ενεργοποιεί τον υποκινητή του 

ιντρονίου 1 του γονιδίου ΑBCA1 που περιέχει αυτές τις θέσεις πραγµατοποιήσαµε 

παροδικές διαµολύνσεις σε κύτταρα HepG2. Βρήκαµε ότι η ώριµη µορφή του 

SREBP-1c ενεργοποίησε ισχυρά (28 φορές) το τµήµα του υποκινητή -1491/+224 του 

ιντρονίου 1 που περιέχει αυτές τις θέσεις (Εικόνα 82). Παρόµοια αποτελέσµατα 

Exon 2

1b1c1d
+1-600/-572-1046/-1022

-969/-956 -151/-132

-101/-76
E D C B A



 173

προέκυψαν όταν χρησιµοποιήθηκε η ώριµη µορφή του SREBP-1a, ο οποίος περιέχει 

την ίδια περιοχή πρόσδεσης στο DNA µε τον SREBP-1c [παράγονται από το ίδιο 

γονίδιο (347, 348)]. Κατόπιν, δείξαµε ότι η διαδοχική απαλοιφή των θέσεων E+D (-

681/+224), C (-171/+224) και A+Β (+26/+224) µείωσε σταδιακά την ενεργοποίηση 

του υποκινητή του ιντρονίου 1 από τον SREBP-1c (22-, 7.5- και 1.3-φορές 

ενεργοποίηση, αντίστοιχα) (Εικόνα 82). 

Εικόνα 82: Ο SREBP-1c ενεργοποίησε ισχυρά τον υποκινητή του ιντρονίου 1 
του γονιδίου ABCA1. Κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε τα 
πλασµίδια Int1(-1491/+224)-luc, Int1(-681/+224)-luc, Int1(-171/+224)-luc και 
Int1(+26/+224)-luc (1µg το καθένα) τα οποία περιέχουν διαδοχικές απαλοιφές των 
θέσεων πρόσδεσης για SREBP-1, µαζί µε ένα φορέα έκφρασης για την ώριµη µορφή 
της πρωτεΐνης SREBP-1c. Οι κανονικοποιηµένες τιµές της επαγωγής από  SREBP-
1c εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. 

 Στη συνέχεια, εστιαστήκαµε στην κοντινή περιοχή -171/+92 του υποκινητή 

του ιντρονίου 1 η οποία περιέχει τις θέσεις Α και Β. Με µεταλλαξιγένεση εισάγαµε 

νουκλεοτιδικές αλλαγές στη θέση Α, Β ή και στις δύο (Εικόνα 83Α) και εξετάσαµε το 

αποτέλεσµα αυτών των µεταλλαγών στη µεσολαβούµενη από τον SREBP-1 

ενεργοποίηση του υποκινητή του ιντρονίου στα κύτταρα HepG2. Η άναλυση αυτή 

έδειξε ότι η ανεξάρτητη µεταλλαξιγένεση της θέσης Α ή Β δεν επηρέασε την 

ενεργοποίηση του υποκινητή Int(-171/+92) από τον SREBP-1 (8-10 φορές 

ενεργοποίηση). Αντίθετα, η ταυτόχρονη µεταλλαξιγένεση και των δύο θέσεων µείωσε 

δραστικά τόσο τα βασικά όσο και τα επαγώµενα από τον SREBP-1 επίπεδα 

µεταγραφής του υποκινητή υποδηλώνοντας ότι και οι δύο θέσεις είναι σηµαντικές για 

αυτή τη µεταγραφή (Εικόνα 83Β). 
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Εικόνα 83: Μεταλλαγές στις θέσεις πρόσδεσης Α και Β του SREBP-1 οδήγησαν 
σε απώλεια της επαγωγής του υποκινητή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1 
από τον SREBP-1a. (Α) Παρουσίαση της αλληλουχίας της περιοχής -154/-55 που 
περιλαµβάνει τις κοντινές θέσεις Α και Β (υπογραµµισµένες), πάνω από τις οποίες 
σηµειώνονται οι µεταλλαγές που εισήχθησαν. (Β) Κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε 
παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο Int1(-171/+92)-luc που φέρει την αγρίου 
τύπου αλληλουχία ή µε τα πλασµίδια που φέρουν τις µεταλλαγές στις θέσεις 
πρόσδεσης του SREBP-1, Α και Β (στα αριστερά της εικόνας) µαζί µε ένα φορέα 
έκφρασης για την ώριµη µορφή της πρωτεΐνης SREBP-1a. Οι κανονικοποιηµένες 
τιµές παρουσιάζονται ως ιστόγραµµα. 

 

∆ιττός τρόπος ρύθµισης της µεταγραφής του γονιδίου ΑBCA1 από τον SREBP-
1 

 Στη συνέχεια διερευνήσαµε την επίδραση της υπερέκφρασης του SREBP-1 

στη µεταγραφή του ενδογενούς γονιδίου ΑBCA1 στην κυτταρική σειρά HepG2. Για να 

επιτύχουµε το σκοπό αυτό, κατασκευάσαµε ένα ανασυνδυασµένο αδενοϊό που 

εκφράζει την ώριµη, ενεργή µορφή του SREBP-1c (Ad-SREBP-1c) και έναν αδενοϊό 

ελέγχου που εκφράζει την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (Ad-GFP). Μολύναµε τα 
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κύτταρα HepG2 µε τους αδενοϊούς αυτούς και µετρήσαµε µε RT-PCR τα επίπεδα των 

µεταγράφων του γονιδίου ΑBCA1 που ξεκινούν από το εξόνιο 1 χρησιµοποιώντας 

εκκινητές που αντιστοιχούν στα εξόνια 1 και 2. Όπως φαίνεται στην εικόνα 84Α, η 

υπερέκφραση του ώριµου SREBP-1c προκάλεσε σηµαντική µείωση στη µεταγραφή 

του γονιδίου ΑBCA1 από το εξόνιο 1 (56% σε σχέση µε τα µη µολυσµένα κύτταρα) 

ενώ ο αδενοϊός ελέγχου είχε µια ελάχιστη επίδραση. Είναι ενδιαφέρον ότι όταν 

εξετάσαµε τα συνολικά επίπεδα mRNA του γονιδίου ΑBCA1 (µετάγραφα από όλα τα 

εξόνια), χρησιµοποιώντας εκκινητές που αντιστοιχούν στα εξόνια 8 και 9 του γονιδίου 

ΑBCA1, βρήκαµε ότι η υπερέκφραση του ώριµου SREBP-1c δεν είχε επίδραση στα 

επίπεδα mRNA του γονιδίου (Εικόνα 84Β).  

 

Εικόνα 84: Ο διπλός ρόλος του SREBP-1 στη µεταγραφή του γονιδίου ABCA1. 
(Α) Κύτταρα HepG2 µολύνθηκαν µε τον αδενοϊό Ad-GFP ή τον αδενοϊό Ad-SREBP-
1c για 3 ώρες µε ΜΟΙ 50 (multiplicity of infection). Το RNA αποµονώθηκε από τα 
κύτταρα 24 ώρες µετά και υποβλήθηκε σε αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής (RT-
PCR) µε εκκινητές που ανιχνεύουν τα µετάγραφα του γονιδίου ABCA1 που ξεκινούν 
από το εξόνιο 1. Για λόγους κανονικοποίησης ανιχνεύθηκαν επίσης τα επίπεδα 
mRNA του γονιδίου ελέγχου GAPDH. Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως 
ιστόγραµµα. (Β) Όµοια µε το (Α), αλλά χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές που ανιχνεύουν 
τα συνολικά µετάγραφα του γονιδίου ABCA1. 

 Βασιζόµενοι σε αυτά τα ευρήµατα, υποθέσαµε ότι οι πρωτεΐνες SREBP 

ρυθµίζουν τη µεταγραφή του γονιδίου ΑBCA1 µε ένα διττό µηχανισµό: προσδένονται 

στο στοιχείο SRE (sterol regulatory element) στον κανονικό υποκινητή και 

καταστέλουν τη µεταγραφή που ξεκινά από το εξόνιο 1 ενώ την ίδια στιγµή 
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προσδένονται σε πολλαπλά SREs που βρίσκονται στον υποκινητή του ιντρονίου 1 

και ενεργοποιούν τη µεταγραφή που ξεκινά από το εξόνιο 2. Σε κύτταρα όπου και οι 

δύο υποκινητές είναι λειτουργικοί, όπως τα κύτταρα HepG2, η µεσολαβούµενη από 

τον SREBP καταστολή της µεταγραφής από το εξόνιο 1 θα µπορούσε να 

αντισταθµιστεί από τη µεσολαβούµενη από τον SREBP ενεργοποίηση της 

µεταγραφής από το εξόνιο 2. Για να επιβεβαιώσουµε αυτή την υπόθεση, 

κατασκευάσαµε ένα πλασµίδιο στο οποίο το γονίδιο της λουσιφεράσης βρίσκεται υπό 

τον έλεγχο τόσο του κανονικού (-1571/-56) όσο και του ιντρονικού [(Int1(-1491/+224)] 

υποκινητή και το χρησιµοποιήσαµε σε παροδικές διαµολύνσεις σε κύτταρα HepG2 

µαζί µε έναν φορέα έκφρασης για την ώριµη µορφή της πρωτεΐνης SREBP-1c. Όπως 

προβλέψαµε, ο SREBP-1c ενεργοποίησε ισχυρά τον υποκινητή του ιντρονίου 1 του 

γονιδίου ΑBCA1 κατά 27 φορές, κατέστειλε τον κανονικό υποκινητή κατά 64% αλλά 

δεν είχε καµία επίδραση στη µεταγραφή του γονιδίου της λουσιφεράσης όταν και οι 

δύο υποκινητές του γονιδίου ήταν παρόντες (Εικόνα 85).  

 

Εικόνα 85: Ο SREBP-1c δεν ενεργοποίησε τη µεταγραφή παρουσία και των 
δύο υποκινητών του γονιδίου ABCA1. Κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε 
παροδική διαµόλυνση µε τα πλασµίδια (-1576/-56)-luc-Int1(-1491/+224), Luc-Int1(-
1491/+224) και (-1576/-56)-luc (1µg το καθένα) τα οποία περιέχουν τους υποκινητές 
του γονιδίου ABCA1 µεµονωµένα ή σε συνδυασµό, µαζί µε ένα φορέα έκφρασης για 
την ώριµη µορφή της πρωτεΐνης SREBP-1c. Οι κανονικοποιηµένες τιµές της 
επαγωγής από  SREBP-1c εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. 

 

Συζήτηση 

Η περιοχή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1 παίζει σηµαντικό ρόλο στη 
ρύθµιση του γονιδίου ABCA1 

 Ο µεταφορέας χοληστερόλης και φωσφολιπιδίων ABCA1 κατέχει κεντρικό 

ρόλο στην αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης από την περιφέρεια (µακροφάγα) 

LUC
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πίσω στο ήπαρ αλλά και στη βιογένεση της HDL, καθώς το µεγαλύτερο ποσοστό της 

HDL στο πλάσµα παράγεται από τη δράση του ABCA1 στο ήπαρ και το έντερο. Κατά 

συνέπεια η ρύθµιση της έκφρασης του γονιδίου ABCA1 στους διάφορους ιστούς 

οφείλει να υπόκειται σε υψηλό βαθµό ρύθµισης ανάλογα µε τις µεταβολικές ανάγκες 

του κάθε κυτταρικού τύπου και µε τα ερεθίσµατα που λαµβάνονται. Πράγµατι, όπως 

έχουν δείξει αρκετές µελέτες µέχρι τώρα, η µεταγραφή του γονιδίου ABCA1 

καθορίζεται από τουλάχιστον δύο ρυθµιστικές περιοχές. Η πρώτη, και αρκετά 

µελετηµένη, περιοχή βρίσκεται ανοδικά του πρώτου εξονίου. Σε αυτή την περιοχή, 

όπως έχει ήδη αναφερθεί στις προηγούµενες ενότητες και στην εισαγωγή, υπάρχουν 

θέσεις πρόσδεσης για τα ετεροδιµερή των πυρηνικών υποδοχέων LXR/RXR, τον 

Sp1, τον ZNF202, τον SREBP-2 και τους USF1/2. Η πρόσδεση του ετεροδιµερούς 

LXR/RXR είναι καθοριστική για την επαγωγή του γονιδίου ABCA1 από τις 

οξυστερόλες και τα ρετινοειδή. Η δεύτερη περιοχή ρύθµισης βρίσκεται στην περιοχή 

ανάµεσα στα εξόνια 1 και 2. Μελέτες µε διαγονιδιακά ποντίκια (BAC) απέδειξαν τη 

λειτουργικότητα αυτής της περιοχής στη ρύθµιση της έκφρασης του γονιδίου ABCA1 

στο ήπαρ και άλλους ιστούς, και τη συνειφορά της στα επίπεδα της HDL (114). Στην 

περιοχή του ιντρονίου 1 έχουν περιγραφεί εναλλακτικά σηµεία έναρξης της 

µεταγραφής από τα οποία προκύπτουν µετάγραφα τα οποία ξεκινούν είτε από εξόνια 

µέσα στο ιντρόνιο 1 (1b, 1c, 1d) ή από το εξόνιο 2 (40, 114, 116, 117). Σε κάθε 

περίπτωση, η πρωτεΐνη που παράγεται είναι η ίδια καθώς το σηµείο έναρξης της 

µετάφρασης βρίσκεται στο εξόνιο 2. Ωστόσο, τα διάφορα µετάγραφα ρυθµίζονται 

ξεχωριστά και επάγονται σε διαφορετικούς ιστούς προσφέροντας ιστοειδική ρύθµιση 

του γονιδίου ABCA1 (117).  Φαίνεται εποµένως ότι η ρυθµιστική περιοχή του 

ιντρονίου 1 αυξάνει την πολυπλοκότητα στη ρύθµιση της έκφρασης του γονιδίου 

ABCA1. Τη µεταγραφική ενεργότητα της περιοχής του ιντρονίου 1 επιβεβαιώσαµε και 

εµείς χρησιµοποιώντας την περιοχή των 8kb ανοδικά του εξονίου 2 στην ηπατική 

κυτταρική σειρά HepG2. Είναι ωστόσο ενδιαφέρον ότι η ενεργότητα της περιοχής 

αυτής οφείλεται κατά κύριο λόγο στην κοντινή περιοχή των 1500bp ανοδικά του 

εξονίου 2 και όχι στα ρυθµιστικά στοιχεία ανοδικά των εναλλακτικών σηµείων 

έναρξης της µεταγραφής 1b, 1c, 1d (Εικόνα 70). Τη σηµασία και τη λειτουργικότητα 

της περιοχής των 1500bp φανερώνει και η ενεργοποίησή της από το µεταγραφικό 

παράγοντα Sp1. Ο Sp1 διαδραµατίζει καθοριστικό ρόλο στη βέλτιστη ενεργοποίηση 

του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 ανοδικά του πρώτου εξονίου από οξυστερόλες 

και ρετινοειδή (319). Η  πρόσδεση του Sp1 και στην κοντινή περιοχή του εξονίου 2 

επιβεβαιώνει τη σηµασία αυτού του µεταγραφικού παράγοντα στη ρύθµιση του 

γονιδίου ABCA1. 
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Η δράση των οξυστερολών στη ρύθµιση της περιοχής του ιντρονίου 

                Η ενεργοποίηση από οξυστερόλες και ρετινοειδή είναι το κυριότερο 

µονοπάτι επαγωγής της έκφρασης του γονιδίου ABCA1 και περιλαµβάνει την 

πρόσδεση των υποδοχέων LXR/RXR στη θέση LXRE ανοδικά του εξονίου 1. Πλήθος 

ρυθµιστικών στοιχείων περιβάλουν το LXRE όπου προσδένονται κυρίως παράγοντες 

µε αρνητική δράση (ZNF202, SREBP-2, USF1/2) επιτρέποντας τη βέλτιστη ρύθµιση 

της απόκρισης. Εκτός από την περιοχή ανοδικά του πρώτου εξονίου οι οξυστερόλες 

και τα ρετινοειδή ενεργοποιούν και την περιοχή του ιντρονίου 1. Αν και οι 

πληροφορίες για τη ρύθµιση της περιοχής του ιντρονίου 1 από µεταγραφικούς 

παράγοντες είναι αρκετά περιορισµένες, για το ανθρώπινο γονίδιο έχουν περιγραφεί 

τρεις θέσεις πρόσδεσης για τα ετεροδιµερή LXR/RXR (-7656, -7174, -4686 ανοδικά 

του εξονίου 2) τα οποία ενεροποιούν τη µεταγραφή παρουσία του συνδέτη του LXR, 

τη 22-υδροξυστερόλη (114). Στην περίπτωση όµως της κοντινής περιοχής των 

1500bp ανοδικά του εξονίου 2 η ενεργοποίηση από οξυστερόλες και ρετινοειδή µέσω 

των LXR/RXR δεν είναι άµεση καθώς οι υποδοχείς δεν προσδένονται στην περιοχή 

in vivo (Εικόνα 76). Το ρόλο του µεσολαβητή στην ενεργοποίηση της κοντινής 

περιοχής του ιντρονίου 1 από οξυστερόλες και ρετινοειδή αναλαµβάνει ο 

µεταγραφικός παράγοντας SREBP-1c ο οποίος επάγεται µέσω του LXRΕ στο δικό 

του υποκινητή του. 

 

Ο διττός ρόλος του SREBP-1c στη µεταγραφή του γονιδίου ABCA1 

  Η δράση του SREBP-1c στον υποκινητή ανοδικά του εξονίου 1 του γονιδίου 

ABCA1 ανέστειλε τη µεταγραφή, πιθανότατα δρώντας µέσω του στοιχείου E-box, 

όπως έχει δειχθεί να συµβαίνει µε το άλλο µέλος της οικογένειας, τον SREBP-2, στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα (101). Από την άλλη όµως, ο SREBP-1c ενεργοποιήσε ισχυρά 

τη µεταγραφή του ABCA1 µέσω πολλαπλών στοιχείων πρόσδεσης στην κοντινή 

περιοχή ανοδικά του εξονίου 2. Το τελικό αποτέλεσµα των αντίθετων αυτών 

δράσεων ήταν τα συνολικά µετάγραφα του ABCA1 να παραµείνουν σταθερά. Σε 

παρόµοιες παρατηρήσεις καταλήγει και µια πρόσφατη µελέτη από τους Tamehiro et 

al. µε τον SREBP-2 σε κύτταρα ήπατος αρουραίου (349). Στην περίπτωση αυτή οι 

συγγραφείς εξέτασαν τη δράση των στατινών (αναστολείς της παραγωγής 

χοληστερόλης) στους δύο υποκινητές του γονιδίου ABCA1. Ανοδικά του εξονίου 1, η 

δράση των στατινών µείωσε τη µεταγραφή πιθανότατα µειώνοντας η διαθεσιµότητα 

των ενδογενών συνδετών για τον υποδοχέα LXR. Αντίθετα, στην περιοχή του 

ιντρονίου 1 ο ενεργοποιηµένος (πυρηνικός) SREBP-2 ενώθηκε σε στοιχεία SRE  και 
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ενεργοποίησε τη µεταγραφή του γονιδίου ABCA1. Το τελικό αποτέλεσµα και σε αυτή 

την περίπτωση ήταν η εξισορρόπηση των δύο δράσεων. 

  Η κατασταλτική δράση του SREBP-1 στον υποκινητή ανοδικά του πρώτου 

εξονίου µπορεί να λειτουργεί ως αντιστάθµιση προκειµένου να εµποδίσει την 

υπερενεργοποίηση µέσω των οξυστερολών. Αντίθετα, η δράση του SREBP-1c στο 

ιντρόνιο 1 πιθανότατα εξασφαλίζει τη συνεχή έκφραση του ABCA1 αλλά και την 

επαγώµενη από οξυστερόλες. Σε ιστούς όπως το ήπαρ όπου χρησιµοποιούνται και 

οι δύο ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου ABCA1, παρουσία οξυστερολών οι 

αντίθετες δράσεις του SREBP, επιτρέπουν τελικά την ενεργοποίηση από τους 

LXR/RXR µέσω του στοιχείου LXRΕ στον υποκινητή ανοδικά του εξονίου 1 (Εικόνα 

86). 

Μια ενδιαφέρουσα πιθανότητα, σύµφωνα µε τους Hegarty et al., είναι ότι ο 

παράγοντας SREBP-1c ενεργοποιείται πλήρως παρουσία οξυστερολών µόνο 

παρουσία ινσουλίνης (246). Το ενδεχόµενο αυτό προσφέρει ακόµη ένα επίπεδο 

πολυπλοκότητας στη ρύθµιση του γονιδίου ABCA1 συνδέοντας το µεταβολισµό της 

χοληστερόλης µε αυτόν της γλυκόζης. 

 

Εικόνα 86: Ο διττός ρόλος του µεταγραφικού παράγοντα SREBP-1c στη 
ρύθµιση του γονιδίου ABCA1. Οι πυρηνικοί υποδοχείς LXR/RXR ενεργοποιούνται 
από τους συνδέτες τους (οξυστερόλες και ρετινοειδή, αντίστοιχα) προκειµένου να 
επάγουν την έκφραση των γονιδίων SREBP-1c και ABCA1, µέσω των στοιχείων 
LXRΕ στους υποκινητές τους. Επιπλέον, ο SREBP-1c µπορεί να καταστείλει τη 
µεταγραφή του γονιδίου ABCA1 δρώντας στο E-box του υποκινητή του ABCA1 
ανοδικά του πρώτου εξονίου ή να επάγει τη µεταγραφή δρώντας µέσω των SREs 
στην περιοχή του πρώτου ιντρονίου. 
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Β. Ο ρόλος του µεταγραφικού παράγοντα JUNB στην επαγωγή του 
ανθρώπινου γονιδίου ABCA1 

 

Αποτελέσµατα 

Η έκφραση του γονιδίου ABCA1 επάγεται κατά την διαφοροποίηση των 
κυττάρων ΤΗΡ-1 σε µακροφάγα 

 Είναι γνωστό ότι η έκφραση του γονιδίου ABCA1 επάγεται κατά τη 

διαφοροποίηση των µονοκύτταρων ΤΗΡ-1 σε µακροφάγα µε την επίδραση εστέρων 

φορβόλης (PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate) (115). Την παρατήρηση αυτή 

επιβεβαιώσαµε και εµείς, χρησιµοποιώντας την κυτταρική σειρά ΤΗΡ-1 και 

επιδρώντας µε ΡΜΑ για 72 ώρες. Πράγµατι παρατηρήσαµε ότι τα επίπεδα mRNA 

του ABCA1 αυξήθηκαν τουλάχιστον κατά 5 φορές στα διαφοροποιηµένα κύτταρα σε 

σχέση µε τα αδιαφοροποίητα (εικόνα 87). 

 

 

Εικόνα 87: Επαγωγή της έκφρασης του 
γονιδίου ABCA1 κατά τη 
διαφοροποίηση των µονοκύτταρων 
ΤΗΡ-1. Κύτταρα ΤΗΡ-1 επωάστηκαν για 72 
ώρες παρουσία ή απουσία 200ng/ml ΡΜΑ. 
Το RNA αποµονώθηκε από τα κύτταρα και 
υποβλήθηκε σε αντίδραση αντίστροφης 
µεταγραφής (RT-PCR). Στο επάνω µέρος 
φαίνονται τα επίπεδα mRNA του ABCA1 
και του GAPDH που χρησιµοποιήθηκε για 
την κανονικοποίηση. Οι κανονικοποιηµένες 
τιµές φαίνονται στο κάτω µέρος ως 
ιστόγραµµα.  

 

Τα µέλη της οικογένειας ΑΡ1 (c-JUN, JUND και JUNB) επάγονται από το 

ΡΜΑ και προδένονται στη θέση 5’-TGA(G/C)TCA-3’ ως διµερή ή ετεροµερή. 

Εποµένως, διερευνήσαµε την αλληλουχία του γονιδίου ABCA1 για την ύπαρξη 

πιθανών θέσεων πρόσδεσης των πρωτεΐνών αυτών, µε το πρόγραµµα AliBaba 2.1 

(www.gene-regulation.com). Όπως φαίνεται στην εικόνα 88, από τη διερεύνηση 

προέκυψαν δύο πιθανές περιοχές πρόσδεσης ΑΡ1, µία στην περιοχή ανοδικά του 
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πρώτου εξονίου στη θέση -122/-116 (5’-TGACTGA-3’) και µία στη θέση -145/-139 

ανοδικά του δεύτερου εξονίου µέσα στο πρώτο ιντρόνιο (5’-TGACTCA-3’). Πρέπει να 

σηµειωθεί ότι η θέση ΑΡ1 του ιντρονίου συµφωνεί απόλυτα µε την οµόφωνη 

αλληλουχία 5’-TGA(G/C)TCA-3’ και συµπίπτει µε µία από τις θέσεις πρόσδεσης του 

µεταγραφικού παράγοντα SREBP-1 (θέση A). 

 
Εικόνα 88: Οι ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου ABCA1 περιέχουν πιθανές 
θέσεις πρόσδεσης ΑΡ1. Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής του γονιδίου ABCA1, 
όπου φαίνονται τα δύο πρώτα εξόνια ανοδικά των οποίων βρίσκονται ρυθµιστικές 
περιοχές της έκφρασης του γονιδίου. Από την ανάλυση των περιοχών αυτών µε το 
πρόγραµµα AliBaba 2.1 προέκυψαν δύο πιθανές θέσεις πρόσδεσης παραγόντων 
ΑΡ-1 (υπογραµµισµένες), µπροστά από το εξόνιο 1 και το εξόνιο 2. Στο σχήµα 
παρουσιάζεται και η θέση πρόσδεσης για τον παράγοντα SREBP-1 η οποία 
συµπίπτει µε τη θέση ΑΡ1. 

 

Ο µεταγραφικός παράγοντας JUNB ενεργοποιεί τον υποκινητή του ιντρονίου 1 
του γονιδίου ABCA1 

Προκειµένου να εξακριβώσουµε τη λειτουργικότητα των πιθανών θέσεων ΑΡ1 

πραγµατοποιήσαµε παροδικές διαµολύνσεις σε κύτταρα HepG2 µε τα πλασµίδια (-

1574/-56)ΑBCA1-luc και Int1(-171/+224)ABCA1-luc, που φέρουν τµήµα του 

υποκινητή ανοδικά του πρώτου και του δεύτερου εξονίου, αντίστοιχα, και µε φορείς 

έκφρασης για τα µέλη της οικογένειας ΑΡ1. Όπως φαίνεται στην εικόνα 89Α, η 

περιοχή ανοδικά του πρώτου εξονίου (-1574/-56) ενεργοποιήθηκε σε µικρό βαθµό 

από τα JUNB και ATF-2, ενώ δε σηµειώθηκε ενεργοποίηση από τον cJUN. Αντίθετα, 

η κοντινή περιοχή του δεύτερου εξονίου ενεργοποιήθηκε πολύ ισχυρά από τον 

JUNB, όχι όµως και από τους cJUN, JUND και ATF-2 (εικόνα 89Β). Επίσης, 

παρατηρήσαµε ότι αυξανόµενες συγκεντρώσεις της πρωτεΐνης JUNB οδήγησαν σε 

δοσοεξαρτώµενη αύξηση της ενεργότητας της περιοχή του ιντρονίου -171/+224 

(εικόνα 90), συµφωνώντας µε τα αποτελέσµατα της εικόνας 89Β. Τα αποτελέσµατα 
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των εικόνων 89Β και 90 επιβεβαιώνουν τη λειτουργικότητα της θέσης ΑΡ1 στην 

περιοχή -145/-139 του ιντρονίου 1 του γονιδίου ABCA1. 

Εικόνα 89: Η περιοχή του ιντρονίου 1 του γονιδίου ΑBCA1 ενεργοποιείται από 
το µεταγραφικό παράγοντα JUNB. (Α) Τα κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε 
παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο (-1574/-56)ΑBCA1-luc (1,25µg) µαζί µε 
φορείς έκφρασης για τους παράγοντες cJUN, JUNB και ATF-2 (1µg το καθένα). (Β) 
Τα κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο Int1(-
171/+224)ABCA1-luc (1,25µg) µαζί µε φορείς έκφρασης για τους παράγοντες cJUN, 
JUNB, JUND και ATF-2 (1µg το καθένα). Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται 
ως ιστόγραµµα. 
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Εικόνα 90: Ο µεταγραφικός παράγοντας JUNB αυξάνει την ενεργότητα του 
ιντρονίου του γονιδίου ABCA1 µε δοσοεξαρτώµενο τρόπο. Τα κύτταρα HepG2 
υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο Int1(-171/+224)ABCA1-luc   
(1,25µg) µαζί µε φορέα έκφρασης για τον JUNB σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 
(0,25-2µg). Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα. 

 

 Κατόπιν, θελήσαµε να διερευνήσουµε την ύπαρξη άλλων πιθανών στοιχείων 

απόκρισης στον παράγοντα JUNB και πραγµατοποιήσαµε παροδικές διαµολύνσεις 

µε µια σειρά απαλοιφών µιας περιοχής 1500bp ανοδικά του εξονίου 2. Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 91Α, η ενεργοποίηση από JUNB παρέµεινε σταθερή (περίπου 

12 φορές) µέχρι και την περιοχή -171, η οποία περιλαµβάνει τη θέση ΑΡ-1 (-145/-

139). Παρατηρήσαµε ότι η ενεργοποίηση από τον JUNB µειώθηκε σηµαντικά 

(περίπου στο µισό) όταν αφαιρέθηκε η περιοχή -171/+25, αλλά παρέµεινε ένας 

σηµαντικός βαθµός ενεργοποίησης που υποδηλώνει την παρουσία και άλλων 

θέσεων ΑΡ-1 στην περιοχή +26/+224. Την τελευταία παρατήρηση επιβεβαιώνει και 

ότι η µεταλλαγή της θέσης ΑΡ-1 (-145/-139) δεν οδήγησε σε απώλεια της 

ενεργοποίησης από τον παράγοντα JUNB, όπως φαίνεται στην εικόνα 91Β. 
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Εικόνα 91: Ο παράγοντας JUNB ενεργοποιεί το γονίδιο ABCA1 µέσω της 
περιοχής του ιντρονίου 1. (Α) Απαλοιφές της κοντινής περιοχής (~1500bp) ανοδικά 
του εξονίου 2 χρησιµοποιήθηκαν για τη διαµόλυνση των κυττάρων HepG2 (1µg το 
καθένα) απουσία ή παρουσία ενός φορέα έκφρασης για τον παράγοντα JUNB (1µg). 
Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως σχετική αύξηση από τον JUNB (σε 
σχέση µε το δείγµα απουσία του JUNB). (Β) Τα κύτταρα HepG2 υποβλήθηκαν σε 
παροδική διαµόλυνση µε τα πλασµίδια Int1(-171/+92)-luc και Int1(-171/+92)mutB-luc 
τα οποία φέρουν την αγρίου τύπου ή τη µεταλλαγµένη θέση ΑΡ1(-145/-139) (1µg το 
καθένα), αντίστοιχα, µαζί µε ένα φορέα έκφρασης για τον παράγοντα JUNB (1µg). Οι 
κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως σχετική αύξηση από τον JUNB (σε σχέση 
µε το δείγµα απουσία του JUNB). 
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Συζήτηση 

 Η διαδικασία εκροής της χοληστερόλης και των φωσφολιπιδίων για τη 

βιογένεση της HDL είναι µια αυστηρά ελεγχόµενη διαδικασία η οποία γίνεται µε τη 

µεσολάβηση του µεταφορέα ΑBCA1. Απουσία του ΑBCA1 η απολιποπρωτεΐνη Α-Ι 

καταβολίζεται ταχύτατα και τα επίπεδα της HDL χοληστερόλης στο πλάσµα είναι 

σχεδόν ανύπαρκτα. Στα µακροφάγα η έκφραση του ΑBCA1 είναι ιδιαίτερα σηµαντική 

καθώς αποτρέπει το µετασχηµατισµό τους σε αφρώδη κύτταρα, ένα από τα πρώιµα 

σηµάδια αθηροσκλήρωσης. 

 Στην ανθρώπινη αδιαφοροποίητη µονοκυτταρική σειρά ΤΗΡ-1 λαµβάνει χώρα 

η αλληλεπίδραση µε την apoA-I αλλά η HDL που παράγεται περιέχει µόνο 

φωσφολιπίδια και όχι χοληστερόλη. Αντίθετα, όταν τα κύτταρα αυτά υποστούν 

διαφοροποίηση µε PMA αρχίζουν να εµφανίζουν γνωστές λειτουργίες των 

µακροφάγων και η HDL που παράγεται είναι πλούσια σε χοληστερόλη. Κατά τη 

διαφοροποίηση σηµειώνεται εντυπωσιακή αύξηση της έκφρασης του γονιδίου 

ΑBCA1, γεγονός που θα µπορούσε να εξηγήσει την παραγωγή της πλούσιας σε 

χοληστερόλη HDL. 

 Η επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου ΑBCA1 θα µπορούσε να είναι 

αποτέλεσµα της δράσης σηµατοδοτικών µονοπατιών που επάγονται από το ΡΜΑ και 

στοχεύουν στη µεταγραφική ρύθµιση του ΑBCA1. Τα µέλη της οικογένειας 

µεταγραφικών παραγόντων JUN ενεργοποιούνται από τη δράση του ΡΜΑ και 

προσδένται ως διµερή σε θέσεις ΑΡ-1 µε την οµόφωνη ακολουθία 5’-TGA(G/C)TCA-

3’.  Το γονίδιο ΑBCA1 διαθέτει θέσεις πρόσδεσης ΑΡ-1 και στις δύο ρυθµιστικές 

περιοχές (ανοδικά του πρώτου εξονίου και µέσα στο ιντρόνιο 1). Από τα µέλη της 

οικογένειας JUN µόνο η πρωτεΐνη JUNB οδήγησε σε σηµαντική αύξηση της 

µεταγραφικής ενεργότητας του γονιδίου ΑBCA1, δρώντας στην περιοχή του 

ιντρονίου. Η µεταγραφή του γονιδίου JUNB έχει δειχθεί ότι επάγεται κατά τη 

διαφοροποίηση των κυττάρων ΤΗΡ-1 υποδηλώνοντας ότι θα µπορούσε να 

εµπλέκεται και στην επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου ΑBCA1. Επίσης, η περιοχή 

του ιντρονίου του γονιδίου ΑBCA1 έχει δειχθεί ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στα 

µακροφάγα µεσολαβώντας στην επαγωγή του γονιδίου κατά τη χορήγηση δίαιτας 

πλούσιας σε λιπαρά (114, 117). Επιπρόσθετα, η επαγωγή της µεταγραφής του 

γονιδίου ΑBCA1 στην κυτταρική σειρά ηπατοβλαστώµατος HepG2 από το 

µεταγραφικό παράγοντα JUNB υποδηλώνει ότι η περιοχή του ιντρονίου µπορεί να 

εξυπηρετεί τη ρύθµιση της έκφρασης του γονιδίου ΑBCA1 από διάφορα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια που δρουν µέσω των θέσεων ΑΡ-1 και σε άλλους 

κυτταρικούς τύπους στους οποίους η περιοχή του ιντρονίου είναι ενεργή. 
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Αποτελέσµατα 

 Ο µεταφορέας ABCG1 προάγει την εκροή χοληστερόλης από τα µακροφάγα 

προς τα ώριµα σωµατίδια της HDL  (350). Τα ποντίκια µε απαλοιφή του Abcg1 και σε 

αθηρογενετική δίαιτα παρουσιάζουν αυξηµένη αθηροσκλήρωση, αυξηµένη 

συσσώρευση λιπιδίων στους πνεύµονες, και αλλοιωµένη σύσταση του 

επιφανειοδραστικού παράγοντα (surfactant) σε σχέση µε τα αγρίου τύπου ποντίκια 

(351, 352), αλλά χωρίς αλλαγές στα επίπεδα της HDL χοληστερόλης του πλάσµατος 

ή άλλα λιπίδια και λιποπρωτεΐνες. Ωστόσο, δεν είναι γνωστό αν µεταλλαγές στο 

γονίδιο ABCG1 επηρεάζουν τον κίνδυνο για ισχαιµικό επεισόδιο και ασθένεια των 

πνευµόνων στους ανθρώπους. 

 Προκειµένου να αναγνωριστεί ένας φαινότυπος της έλλειψης ABCG1 στους 

ανθρώπους πραγµατοποιήθηκε ανάλυση του γενοτύπου αρχικά σε 380 άτοµα του 

γενικού πληθυσµού, στα οποία βρέθηκε µία νέα µεταλλαγή -376C>T, η οποία 

χαρτογραφείται σε µία πιθανή θέση πρόσδεσης για το µεταγραφικό παράγοντα Sp1 

(118, 353). Kατόπιν πραγµατοποιήθηκε αντίστοιχη ανάλυση σε 10.313 άτοµα που 

περιλαµβάνονταν στη Μελέτη της πόλης της Κοπεγχάγης (CCHS, Copenhagen City 

Heart Study). Στη CCHS, το 0,5% των ατόµων βρέθηκε να είναι ετερόζυγο για τη 

µεταλλαγή -376C>T στον υποκινητή του γονιδίου ABCG1. 

 Η µεταλλαγή -376C>T δεν είχε κάποια επίδραση στα επίπεδα της HDL 

χοληστερόλης του πλάσµατος ή άλλα λιπίδια και λιποπρωτεΐνες. Ωστόσο, η 

συχνότητα των ισχαιµικών επεισοδίων και του εµφράγµατος του µυοκαρδίου ως 

συνέπεια του γήρατος ήταν αυξηµένη στους ετερόζυγους -376C>T σε σύγκριση µε 

όσους δεν ήταν φορείς.  

Ο υποκινητής του γονιδίου ABCG1 περιλαµβάνει τρεις πιθανές θέσεις 

πρόσδεσης για τον παράγοντα Sp1 στις θέσεις -566/-557, -382/-374 

(GCCCAGGCCCC, η θέση -376 είναι υπογραµµισµένη) και -183/-175, αντίστοιχα 

(118). Προκειµένου να καθορίσουµε αν η µεταλλαγή -376C>T είναι λειτουργική και 

κατά συνέπεια αν ευθύνεται για τα κλινικά ευρήµατα στους ανθρώπους, 

πραγµατοποιήσαµε in vitro και in vivo κυτταρικές µελέτες. Αρχικά, χρησιµοποιήσαµε 

την τεχνική της κατακρήµνισης πρωτεϊνών µε βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια 

(DNAP, DNA affinity precipitation-Υλικά και Μέθοδοι σελ.90) για να επιβεβαιώσουµε 

ότι η µεταλλαγή -376C>T βρίσκεται µέσα σε µια λειτουργική θέση πρόσδεσης Sp1. Ο 

παράγοντας Sp1 προσδέθηκε µε υψηλή συγγένεια σε ένα βιοτινυλιωµένο 

ολιγονουκλεοτίδιο που αντιστοιχεί στην περιοχή -391/-361 του υποκινητή του 

γονιδίου ABCG1 και έφερε το αλλήλιο C (-376C) (Εικόνα 92, τρίτη θέση). Αντίθετα, ο 

Sp1 δεν µπόρεσε να προσδεθεί σε ένα όµοιο ολιγονουκλεοτίδιο το οποίο φέρει το 
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αλλήλιο Τ στη θέση -376 (-376T, Εικόνα 92, τέταρτη θέση). Ως θετικό δείγµα ελέγχου, 

χρησιµοποιήσαµε ένα βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο το οποίο αντιστοιχεί στην 

περιοχή -118/+205 του υποκινητή του γονιδίου ABCΑ1 και το οποίο περιλαµβάνει µια 

λειτουργική θέση πρόσδεσης Sp1 (319) (Εικόνα 92, πέµπτη θέση). Ως αρνητικό 

δείγµα ελέγχου, χρησιµοποίησαµε ένα βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο το οποίο 

αντιστοιχεί στην περιοχή που βρίσκεται το στοιχείο ΤΑΤΑ του υποκινητή του γονιδίου 

ABCΑ1(Εικόνα 92, έκτη θέση). 

 

Εικόνα 92: Ο Sp1 προσδένεται στο -376C αλλήλιο του υποκινητή του γονιδίου 
ABCG1 αλλά όχι στο -376Τ. Εκχύλισµα από κύτταρα ΗΕΚ293Τ που υποβλήθηκαν 
σε παροδική διαµόλυνση µε ένα φορέα έκφρασης για τον παράγοντα Sp1 
χρησιµοποιήθηκε σε αντίδραση DNAP, µε τα βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια που 
αντιστοιχούν στην περιοχή -391/-361 του υποκινητή του ABCG1 [αλλήλιο -376C 
(θέση 3) ή αλλήλιο -376Τ (θέση 4)]. Βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια που 
αντιστοιχούν στις περιοχές -118/+205 και -31/-9 του υποκινητή του γονιδίου ABCΑ1 
χρησιµοποιήθηκαν ως θετικό και αρνητικό δείγµα ελέγχου, αντίστοιχα (θέσεις 5 και 
6). Η πρωτεΐνη Sp1 που προσδέθηκε στα ολιγονουκλεοτίδια ανιχνεύθηκε µε Western 
blotting χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-Sp1. DNAP, DNA affinity precipitation· 
control, σφαιρίδια στρεπταβιδίνης χωρίς βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο. 

 

 Με πειράµατα DNAP ανταγωνισµού της πρόσδεσης επιβεβαιώσαµε ότι ο Sp1 

προσδένεται στην περιοχή -391/-361 του υποκινητή του γονιδίου ABCG1. Όπως 

φαίνεται στην εικόνα 93, η πρόσδεση του Sp1 στο ολιγονουκλεοτίδιο -391/-361 (-

376C) του γονιδίου ABCG1 ανταγωνίστηκε από αυξανόµενες ποσότητες ενός 

ολιγονουκλεοτιδίου που αντιστοιχεί στην περιοχή -63/-45 του υποκινητή του γονιδίου 

p21 του ανθρώπου [p21(Sp1wt)] η οποία φέρει µια καλά χαρακτηρισµένη θέση 

πρόσδεσης Sp1 (354) (θέσεις 4-6). Αντίθετα, η µεταλλαγµένη περιοχή -63/-45 του 

γονιδίου p21 [p21(Sp1mut)] δεν ήταν ικανή να µειώσει την πρόσδεση του Sp1 στο 

ολιγονουκλεοτίδιο -391/-361 του υποκινητή του γονιδίου ABCG1 (Εικόνα 93, θέσεις 

7-9). 

WB: anti-Sp1

1           2         3           4         5          6
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Εικόνα 93: Η πρόσδεση του Sp1 στο -376C αλλήλιο του υποκινητή του 
γονιδίου ABCG1 είναι ειδική. Εκχύλισµα από κύτταρα ΗΕΚ293Τ που υποβλήθηκαν 
σε παροδική διαµόλυνση µε ένα φορέα έκφρασης για Sp1 χρησιµοποιήθηκε σε 
αντίδραση DNAP, µε το βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο που αντιστοιχεί στην 
περιοχή -391/-361 του υποκινητή του ABCG1 [αλλήλιο -376C (θέσεις 3-9)]. Η 
πρόσδεση στον υποκινητή του ABCG1 ανταγωνίστηκε από αυξανόµενες 
συγκεντρώσεις από µη βιοτινυλιωµένα ολιγονουκλεοτίδια που αντιστοιχούν στην 
αγρίου τύπου p21(Sp1wt) ή τη µεταλλαγµένη p21(Sp1mut) περιοχή -63/-45 του 
υποκινητή του γονιδίου p21 του ανθρώπου. Η πρωτεΐνη Sp1 που προσδέθηκε στα 
ολιγονουκλεοτίδια ανιχνεύθηκε µε Western blotting χρησιµοποιώντας το αντίσωµα α-
Sp1. DNAP, DNA affinity precipitation· control, σφαιρίδια στρεπταβιδίνης χωρίς 
βιοτινυλιωµένο ολιγονουκλεοτίδιο 

 

 

 Στη συνέχεια αποδείξαµε την πρόσδεση του ενδογενούς Sp1 στον υποκινητή 

του γονιδίου ABCG1 του ανθρώπου in vivo πραγµατοποιώντας ανοσοκατακρήµνιση 

χρωµατίνης στα κύτταρα ΗΕΚ293Τ. Όπως φαίνεται στην εικόνα 94, ο Sp1 βρέθηκε 

να είναι συνεχώς προσδεδεµένος µε το τµήµα της χρωµατίνης που αντιστοιχεί στην 

κοντινή περιοχή (-487/-144) του υποκινητή του γονιδίου ABCG1 (3,2-φορές σε σχέση 

µε το δείγµα ελέγχου-χωρίς αντίσωµα), ενώ η πρόσδεση µειώθηκε κατά 44% 

παρουσία της µιθραµυκίνης Α, η οποία είναι ένας καλά χαρακτηρισµένος αναστολέας 

της πρόσδεσης του Sp1 (355). 

 

p21 (Sp1wt) p21 (Sp1mut)

probe: ABCG1 (-376C)

WB: anti-Sp1

1           2         3           4          5         6            7          8          9
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Εικόνα 94: Η µιθραµυκίνη Α εµπόδισε την πρόσδεση του Sp1 στην κοντινή 
περιοχή του υποκινητή του ABCG1. Κύτταρα ΗΕΚ293Τ επωάστηκαν παρουσία ή 
απουσία µιθραµυκίνης Α (0,2µΜ) και υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση 
χρωµατίνης µε αντίσωµα για Sp1 ή χωρίς αντίσωµα (δείγµα ελέγχου). Τα δείγµατα 
υποβλήθηκαν σε αντίδραση PCR χρησιµοποιώντας εκκινητές για την κοντινή 
περιοχή του υποκινητή του γονιδίου ABCG1 (-487/-144). Η αύξηση της πρόσδεσης 
σε σχέση µε το δείγµα ελέγχου παρουσιάζεται ως ιστόγραµµα. *, p<0,05.  

 

 

 Επίσης, παροδικές διαµολύνσεις στα κύτταρα S2 της ∆ροσόφιλας από τα 

οποία απουσιάζει ενδογενής Sp1 ή αντίστοιχη δραστικότητα (356), έδειξαν ότι η 

περιοχή -1080/+14 του υποκινητή του γονιδίου ABCG1 που φέρει το αλλήλιο -376C 

ενεργοποιήθηκε ισχυρά από τον Sp1 (103,5 φορές), και ότι η µεταλλαγή -376C>T 

µείωσε τη µεσολαβούµενη από τον Sp1 ενεργοποίηση του υποκινητή του γονιδίου 

ABCG1 κατά 64% (Εικόνα 95). Αντίθετα, οι παράγοντες Sp2 και Sp3 δεν 

ενεργοποίησαν τη µεταγραφή του υποκινητή του γονιδίου ABCG1 σε σηµαντικά 

επίπεδα (Εικόνα 95). 
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Εικόνα 95: Το αλλήλιο -376Τ στον υποκινητή του γονιδίου ABCG1 παρουσίασε 
µειωµένη επαγωγή από τον παράγοντα Sp1. Κύτταρα Schneider’s S2 
υποβλήθηκαν σε παροδική διαµόλυνση µε τα πλασµίδια (-1080/+14)-ABCG1-luc (-
376C ή -376Τ) (1µg το καθένα) µαζί µε φορείς έκφρασης για τους Sp1, Sp2 και Sp3 
(5ng ο καθένας). Οι κανονικοποιηµένες τιµές εµφανίζονται ως ιστόγραµµα.  

 

 

  

Συζήτηση 

 Ο µεταφορέας ABCG1 παίζει σηµαντικό ρόλο στη µεσολάβηση της εκροής 

χοληστερόλης σε ώριµα σωµατίδια HDL αποτρέποντας έτσι τη συσσώρευση λιπιδίων 

στα κύτταρα, και κατά συνέπεια θεωρείται ότι προστατεύει ενάντια στην 

αθηροσκλήρωση (42, 124). Πρόσφατα, τρεις οµάδες ανέφεραν µελέτες 

µεταµόσχευσης µυελού των οστών από ποντίκια µε έλλειψη Abcg1 (Abcg1-/-) σε 

αποδέκτες µε έλλειψη του υποδοχέα της LDL (Ldl-/-) µε αντικρούοµενα 

αποτελέσµατα όσον αφορά στο σχηµατισµό αθηροµατικών πλακών (357-359). Αυτή 

η ασυµφωνία στα αποτελέσµατα θεωρήθηκε ότι οφείλονταν σε διαφορές στην 

περιεκτικότητα της δίαιτας (360). Προκειµένου να βρεθεί µια ικανοποιητική εξήγηση 

για τα φαινοµενικά διαφορετικά αποτελέσµατα της έλλειψης του Abcg1 στο 

σχηµατισµό αθηροµατικών πλακών, οι Out et al. πραγµατοποίησαν µια επιπλέον 
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µελέτη της συνολικής έλλειψης του Abcg1 στον ποντικό σε γενετικό υπόβαθρο 

C57Bl/6 (αγρίου τύπου) χωρίς την έλλειψη του υποδοχέα Ldlr και της apoE (351). Σε 

αυτά τα πειραµατόζωα ποντίκια χορηγήθηκε αθηρογενετική δίαιτα (15% λίπος, 1% 

χοληστερόλη και 0,5% χολικό οξύ), και τα επίπεδα της χοληστερόλης στον ορό 

έφτασαν µόνο τα 210 ως 220 mg/dL στις 12 εβδοµάδες που αντιστοιχούν σε µέτρια 

ανεβασµένα επίπεδα στους ανθρώπους. Η έλλειψη του Abcg1 ενίσχυσε την 

αθηροσκλήρωση χωρίς να επηρεάσει τα επίπεδα των λιπιδίων ή των 

λιποπρωτεϊνών, ακριβώς όµοια µε τις παρατηρήσεις στους ανθρώπους. 

 Ποντίκια µε έλλειψη στο γονίδιο Abcg1 παρουσιάζουν µια προοδευτική 

πνευµονική ασθένεια, η οποία εξαρτάται από την ηλικία και εµφανίζει πολλές από τις 

ιδιότητες που σχετίζονται µε τα αναπνευστικά σύνδροµα του στρες (respiratory 

distress syndromes). Στην ηλικία των οκτώ µηνών, οι πνέυµονες των Abcg1-/- 

ποντικών σε φυσιολογική δίαιτα (chow) είχαν τεράστια συσσώρευση λιπιδίων στα 

µακροφάγα και στα τύπου 2 κύτταρα των πνευµόνων, και συσσώρευση 

υπερβολικών επιπέδων επιφανειοδραστικών παραγόντων (surfactant) (352). Σε 

συµφωνία µε αυτά τα ευρήµατα, όλες οι προηγούµενες µελέτες ανεξάρτητα από τις 

διαφορές στη σχεδίασή τους, έδειξαν µεγάλη συσσώρευση λιπιδίων στους 

πνεύµονες των ποντικών Abcg1-/- (350, 357). Σε συµφωνία µε αυτά τα ευρήµατα, 

δείξαµε ότι η ετερόζυγη κατάσταση g.-376C>T στον υποκινητή του ABCG1 

συνδεόταν µε αυξηµένες πιθανότητες για ήπια, µέτρια και σοβαρή δύσπνοια σε 

σύγκριση µε αυτούς που δεν είναι φορείς, υποδηλώνοντας ότι µεταλλαγές στον 

ABCG1 µπορεί να είναι η αιτία της ασθένειας των πνευµόνων στους ανθρώπους. 

 Συµπερασµατικά, ταυτοποιήσαµε µια λειτουργική µεταλλαγή στον υποκινητή 

του ABCG1 η οποία συνδέεται µε αυξηµένο κίνδυνο για ισχαιµικό επεισόδιο (IHD, 

ischaemic heart disease), έµφραγµα του µυοκαρδίου (myocardial infraction) και 

δύσπνοια στο γενικό πληθυσµό. Επιβεβαιώνεται εποµένως, ο ρόλος µιας γενετικής 

ποικιλοµορφίας του ABCG1 στην αθηρογένεση στους ανθρώπους. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 193

 

 

 

 

 

ΣΥΝΟΨΗ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  



 194

 Πληθώρα επιδηµιολογικών και κλινικών µελετών έχει δείξει ότι τα επίπεδα της 

HDL στο πλάσµα είναι αντιστρόφως ανάλογα µε την εµφάνιση καρδιαγγειακών 

ασθενειών. Παρόλο που η HDL διαθέτει αντι-οξειδωτικές, αντι-φλεγµονώδεις, 

αγγειοδιασταλτικές και αντι-θροµβωτικές ιδιότητες, η κεντρική αντι-αθηρογενετική 

δράση της είναι η αποµάκρυνση της χοληστερόλης από τα µακροφάγα του 

τοιχώµατος των αρτηριών. Στα µακροφάγα η χοληστερόλη αποµακρύνεται είτε µέσω 

του µεταφορέα ABCA1 προς την απολιποπρωτεΐνη apoA-I για να γίνει η βιογένεση 

της HDL ή µέσω του µεταφορέα ABCG1 προς τα ώριµα σωµατίδια της HDL. Τα 

µακροφάγα εξαρτώνται απόλυτα από αυτό το µηχανισµό προκειµένου να 

αποµακρύνουν την περίσσεια χοληστερόλης και να µην µετατραπούν σε αφρώδη 

κύτταρα, ένα πρώιµο σηµάδι αθηροσκλήρωσης. Σε αντίθεση µε τα µακροφάγα, το 

ήπαρ διαθέτει µηχανισµούς ρύθµισης της σύνθεσης και του καταβολισµού της 

χοληστερόλης και αποτελεί τον κύριο ιστό παραγωγής της HDL µέσω της δράσης του 

µεταφορέα ABCA1.  

 Οι υπάρχουσες θεραπευτικές προσεγγίσεις αν και επιτυγχάνουν αύξηση των 

επιπέδων της HDL παρουσιάζουν περενέργειες ενώ οι στρατηγικές µείωσης της LDL 

(µέσω των στατινών) δεν µπορούν να εξαλείψουν την εµφάνιση καρδιαγγειακών 

νόσων. Κατά συνέπεια, η διερεύνηση του ρόλου και της ρύθµισης παραγόντων που 

εµπλέκονται στη µεταγραφική ρύθµιση των µεταφορέων ABCA1 και ABCG1 είναι 

απαραίτητη προκειµένου να επιτευχθεί η στοχευµένη αύξηση της έκφρασης αυτών 

των γονιδίων µε τις ελάχιστες δυνατές παρενέργειες. Το αποτέλεσµα θα είναι η 

δηµιουργία νέων ουσιών οι οποίες αυξάνοντας την έκφραση των µεταφορέων 

ABCA1 και ABCG1, και κατά συνέπεια τα επίπεδα της HDL, θα δρουν αντι-

αθηρογενετικά. 

 Στην παρούσα διατριβή, διερευνήσαµε το πως διάφοροι µεταγραφικοί 

παράγοντες επηρεάζουν την επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου ABCA1 από 

οξυστερόλες και ρετινοειδή (Εικόνα 96). ∆είξαµε ότι ο παράγοντας Sp1 είναι 

απαραίτητος για τη βέλτιστη επαγωγή της µεταγραφής του γονιδίου ABCA1 από τις 

οξυστερόλες και τα ρετινοειδή, ενώ ο παράγοντας FOXA2 αναστέλλει αυτή την 

επαγωγή µέσω της πρόσδεσής του στο TATA-box του υποκινητή του γονιδίου 

ABCA1. Επίσης, δείξαµε ότι το πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου ABCA1 είναι ένας 

λειτουργικός υποκινητής που περιλαµβάνει θέσεις πρόσδεσης για τον παράγοντα 

SREBP-1. Ο παράγοντας SREBP-1c ενεργοποιείται από τους LXRα/RXRα ως 

απόκριση στις οξυστερόλες και τα ρετινοειδή και αντισταθµίζει την κατασταλτική 

δράση των παραγόντων SREBPs ανοδικά του πρώτου εξονίου.  

Στο σύνολο τους οι παρατηρήσεις στην παρούσα διατριβή φανερώνουν ότι η 

έκφραση του γονιδίου ABCA1 υπόκειται σε λεπτή ρύθµιση από τη δράση 
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παραγόντων που επιδρούν στο µονοπάτι των υποδοχέων LXR/RXR προκειµένου να 

εξασφαλίσουν την απρόσκοπτη εκροή της χοληστερόλης προς τους αποδέκτες της 

(apoA-I) αλλά και να συγκρατήσουν την υπερενεργοποίηση του µονοπατιού όταν δεν 

υπάρχει ανάγκη. Το µονοπάτι ρύθµισης της έκφρασης του γονιδίου ABCA1 από 

οξυστερόλες και ρετινοειδή µέσω των LXR/RXR αποτελεί ένα χρήσιµο σύστηµα για 

την ανάπτυξη νέων συνθετικών µορίων µε επαγωγική δράση στην έκφραση του 

γονιδίου ABCA1 µε θεραπευτικό στόχο την επιθετική αύξηση της HDL στο πλάσµα. 

Στο σύστηµα αυτό θα µπορούσαµε να εξετάσουµε αναστολείς του παράγοντα 

FOXA2, επαγωγείς της θετικής δράσης του παράγοντα SREBP-1 στο πρώτο ιντρόνιο 

του γονιδίου ABCA1, αλλά και ειδικούς αγωνιστές για τους πυρηνικούς υποδοχείς 

LXR/RXR που θα µπορούν να ενεργοποιούν ειδικά το µονοπάτι επαγωγής του 

γονιδίου ABCA1. 

 Τέλος, χαρακτηρίσαµε τη φυσική µεταλλαγή (-376C>T) στον υποκινητή του 

γονιδίου ABCG1 του ανθρώπου η οποία ευθύνεται για ισχαιµικά επεισόδια. ∆είξαµε 

ότι η µεταλλαγή αυτή καταστρέφει µια θέση πρόσδεσης για τον παράγοντα Sp1 και 

µειώνει την επαγωγή του γονιδίου από τον παράγοντα αυτό. Η ταυτοποίηση και ο 

χαρακτηρισµός φυσικών µεταλλαγών, όπως αυτή, αλλά και πολυµορφισµών που 

συναντώνται στον πληθυσµό µπορούν να εµπλουτίσουν τις γνώσεις µας για τη 

ρύθµιση των πρωτεϊνών που εµπλέκονται στο µεταβολισµό της HDL και να 

χρησιµεύσουν ως βιολογικοί δείκτες (biomarkers) για τον κίνδυνο εµφάνισης 

καρδιαγγειακών νόσων, ιδιαίτερα αυτών που σχετίζονται µε τα ισχαιµικά επεισόδια.  
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Εικόνα 96: Παράγοντες που επηρεάζουν την επαγωγή του γονιδίου ABCA1 
από τις οξυστερόλες και τα ρετινοειδή. Οι συνδέτες των πυρηνικών υποδοχέων 
LXRα/RXRα ενεργοποιούν τη µεταγραφή του γονιδίου ABCA1 µέσω 
αλληλεπίδρασης µε τη βασική µεταγραφική µηχανή. Η ενεργοποίηση αυτή ενισχύεται 
περαιτέρω παρουσία του µεταγραφικού παράγοντα Sp1. Οι υποδοχείς LXRα/RXRα 
ενεργοποιούν το µεταγραφικό παράγοντα SREBP-1c ο οποίος έχει αρνητική δράση 
στη µεταγραφή ανοδικά του πρώτου εξονίου του γονιδίου ABCA1 η οποία 
αντισταθµίζεται από τη θετική δράση στο 1ο ιντρόνιο. Ο παράγοντας FOXA2 
ανταγωνίζεται την πρόσδεση της βασικής µεταγραφικής µηχανής στο ΤΑΤΑ-box και 
αναστέλλει την επαγωγή του υποκινητή του γονιδίου ABCA1 από τις οξυστερόλες και 
τα ρετινοειδή. Επίσης, ο παράγοντας FOXA2 µπορεί να προσδένεται και σε άλλες 
θέσεις του υποκινητή ανοδικά του εξονίου 1 µειώνοντας τα βασικά επίπεδα 
µεταγραφής του γονιδίου ABCA1. 
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