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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 
 

Η παρούσα µελέτη εκπονήθηκε κατά το χρονικό διάστηµα Οκτωβρίου 2001-
Αυγούστου 2002 στα πλαίσια της πραγµατοποίησης του Μεταπτυχιακού Τίτλου 
Ειδίκευσης της Μοριακής Βιολογίας-Βιοϊατρικής των Τµηµάτων Βιολογίας και 
Ιατρικής του Πανεπιστηµίου Κρήτης. Η εργαστηριακή εργασία και η συγγραφή της 
παρούσας διατριβής ολοκληρώθηκε υπό τη συνεπίβλεψη του Καθηγητή Βιοχηµείας 
κ. Ζαννή Βασίλειου και του Επίκουρου Καθηγητή Βιοχηµείας κ. Καρδάση 
∆ηµήτριου. Η εργασία αυτή πραγµατοποιήθηκε, κατά το µεγαλύτερο µέρος, στο 
εργαστήριο Βιοχηµείας του Τοµέα Βασικών Επιστηµών του Τµήµατος Ιατρικής του 
Πανεπιστηµίου Κρήτης και ολοκληρώθηκε στο εργαστήριο Βιοχηµείας του 
Whitaker Cardiovascular Institute του Ιατρικού Κέντρου του Πανεπιστηµίου της 
Βοστώνης (Boston University Medical Center). 

Ολοκληρώνοντας αυτή τη µελέτη νιώθω την ανάγκη να ευχαριστήσω τον 
Επικ. Καθηγητή ∆ηµήτρη Καρδάση για την ουσιαστική και πολύτιµη βοήθειά του 
στο σηµαντικό διάστηµα εργασίας µου στο εργαστήριο Βιοχηµείας της ιατρικής 
σχολής του Πανεπιστηµίου Κρήτης. Τον ευχαριστώ για την υποµονή του και τη 
διάθεσή του να µε ακούσει και να µε κατευθύνει οποιαδήποτε στιγµή απευθύνθηκα 
σε αυτόν. 

Ένα µεγάλο ευχαριστώ οφείλω να πω στον επιβλέποντά µου Καθ. Βασίλειο 
Ζαννή αφενός για την αποδοχή µου στο εργαστήριό του και αφετέρου για την 
ουσιαστική και ολοκληρωµένη επίβλεψη και καθοδήγησή µου σε όλη τη διάρκεια 
της εκπόνησης της παρούσας µελέτης. Επίσης, τον ευχαριστώ ιδιαίτερα για τη 
βοήθειά του και τη συµπαράστασή του κατά τη µετάβασή µου και την παραµονή 
µου στη Βοστώνη και ιδιαίτερα για τη στήριξή του σε θέµατα επιστηµονικής και µη 
φύσης. 

Ευχαριστώ µέσα από την καρδιά µου τον υποψήφιο ∆ιδάκτορα Γιώργο 
Κούκο, ο οποίος στάθηκε για µένα πολύτιµος βοηθός και συµπαραστάτης κατά τη 
διεξαγωγή των πειραµάτων της παρούσας µελέτης αλλά και κατά την εγκατάστασή 
µου στη Βοστώνη. Ένα µεγάλο, επίσης, ευχαριστώ θέλω να πω στους υποψήφιους 
∆ιδάκτορες του Πανεπιστηµίου της Βοστώνης Ιορδάνη Καραγιαννίδη και Κυριακή 
Μπακιρτζή για τη βοήθειά τους στην εκµάθηση της τεχνολογίας των αδενοϊών αλλά 
και για τη βοήθειά τους στην προσαρµογή µου στη ζωή της Βοστώνης. 

Θα ήταν τεράστια παράλειψη να µην απευθύνω ειλικρινείς ευχαριστίες σε 
όλους τους συνεργάτες µου τόσο στο εργαστήριο της Ιατρικής του Πανεπιστηµίου 
Κρήτης όσο και στο εργαστήριο του Boston University Medical Center. Ευχαριστώ 
θερµά τους επιστηµονικούς συνεργάτες του εργαστηρίου της Βοστώνης Κυριάκο 
Κυπρέο και Horng-Yuan Kan, τις µετα-διδακτορικές ερευνήτριες του εργαστηρίου 
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της Βοστώνης Αγγέλικα Χρόνη και Tong Liu, τους υποψήφιους ∆ιδάκτορες του 
εργαστηρίου της Κρήτης Βίκυ Προκόβα και Γιώργο Κουτσοδόντη, την τεχνική 
διευθύντρια του εργαστηρίου της Βοστώνης Gayle Forbes, την τεχνικό του 
εργαστηρίου της Κρήτης Βέτα Παπακώστα, τις τεχνικούς του εργαστηρίου της 
Βοστώνης Andella Shkodrani και Heidi Wilson και τη διπλωµατική φοιτήτρια του 
εργαστηρίου της Κρήτης Βαρβάρα Νικολαΐδου. Όλοι υπήρξαν για µένα πολύτιµοι 
συνεργάτες, συµπαραστάτες και φίλοι που συνέβαλαν τα µέγιστα στη δηµιουργία 
του ιδανικού περιβάλλοντος εργασίας αλλά και ενός πολύ ευχάριστου κλίµατος 
παρέας.  

Θα ήθελα, επίσης, να ευχαριστήσω τους υπεύθυνους αλλά και τους 
εργαζόµενους όλων των εργαστηρίων της Ιατρικής του Πανεπιστηµίου Κρήτης και 
του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας στα οποία χρειάστηκε να 
απευθυνθώ είτε για τη χρήση πειραµατικών συσκευών είτε για την παροχή τεχνικών 
και επιστηµονικών συµβουλών.  

Κλείνοντας θέλω να πω ένα τεράστιο ευχαριστώ, το οποίο µάλιστα ίσως δεν 
είναι αρκετό, στους γονείς µου Γιώργο και Σοφία και την αδερφή µου Αναστασία. 
Σε όλο το διάστηµα της ζωής µου ως τώρα µε έµαθαν ότι αξίζει να αγωνίζοµαι για 
αυτό που επιθυµώ να πετύχω ανεξάρτητα από το κόστος. Με στήριξαν ηθικά και 
οικονοµικά στην προσπάθειά µου για την υλοποίηση των ονείρων µου. Τους 
ευχαριστώ γιατί µε βοήθησαν να δω ότι πολλά από αυτά τα όνειρά που φαντάζουν 
µακρινά είναι δυνατόν να επιτευχθούν όταν έχεις κοντά σου ανθρώπους που σε 
στηρίζουν και σε αγαπάνε. Οι γονείς µου αποτελούν πραγµατικά πρότυπα για µένα 
και η αδερφή µου ένα ισχυρό στήριγµα και σηµείο αναφοράς στη ζωή µου. Ως 
ελάχιστο δείγµα ευγνωµοσύνης και αγάπης τους αφιερώνω αυτή τη διατριβή.  

 
 
      
Κωνσταντίνος Γ. ∆ροσάτος 
 
 

Βοστώνη, 16/9/2002 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
 
Λιποπρωτεϊνες 

 
1. Γενικά 

 
Οι λιποπρωτεϊνες αποτελούν µακροµοριακά συµπλέγµατα λιπιδίων και 

πρωτεϊνών. Οι κύριοι ιστοί σύνθεσής τους είναι το ήπαρ και το έντερο. Μετά τη 
σύνθεσή τους ακολουθεί η έκκρισή τους στο πλάσµα. Η βασική τους λειτουργία 
έγκειται στη µεταφορά και την αναδιανοµή των λιπιδίων στον οργανισµό, τα οποία 
είναι απαραίτητα για τις ανάγκες του οργανισµού σε µεταβολική ενέργεια αλλά και 
για τη σύσταση των µεµβρανών, των στεροειδών ορµονών και των χολικών οξέων. 

Οι λιποπρωτεϊνες του πλάσµατος είναι σφαιρικά σωµατίδια τα οποία 
περιέχουν στο εσωτερικό τους µη πολικά ουδέτερα λιπίδια (εστέρες χοληστερόλης 
και τριγλυκερίδια) και πολικά συστατικά, τα οποία εδράζονται στην επιφάνειά τους 
και είναι φωσφολιπίδια, ένα µέρος της ελεύθερης χοληστερόλης, οι 
απολιποπρωτεϊνες και πρωτεϊνες (1, 2, 3, 4). 

Οι λιπορωτεϊνες του πλάσµατος ταξινοµούνται σε πέντε κύριες κατηγορίες οι 
οποίες είναι οι ακόλουθες: 

1) Χυλοµικρά. 
2) Λιποπρωτεϊνες πολύ χαµηλής πυκνότητας (VLDL). 
3) Λιποπρωτεϊνες ενδιάµεσης πυκνότητας (IDL). 
4) Λιποπρωτεϊνες χαµηλής πυκνότητας (LDL). 
5) Λιποπρωτεϊνες υψηλής πυκνότητας (HDL). 
Η περιεκτικότητα σε λιπίδια και ελαττώνεται και η περιεκτικότητα σε 

απολιποπρωτεϊνες αυξάνεται µεταβαίνοντας από τα χυλοµικρά στην HDL. Κάθε 
κατηγορία λιποπρωτεϊνών υποδιαιρείται σε επιµέρους υποκατηγορίες, ανάλογα µε 
το µέγεθος, την πυκνότητα και τη σύστασή της (6, 7). 

Οι πρωτεϊνες των λιποπρωτεϊνών ονοµάζονται απολιποπρωτεϊνες. Οι 
απολιποπρωτεϊνες συντελούν στην αύξηση της διαλυτότητας των λιπιδίων και έχουν 
ονοµαστεί: αποA-I, αποA-II, αποA-IV, αποB, αποC-I, αποC-II, αποC-III, αποD και 
αποE (5, 20). 
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2. Μεταβολισµός των λιποπρωτεϊνών 
 
Ο µεταβολισµός των λιποπρωτεϊνών αποτελεί µία πολύπλοκη βιολογική 

διεργασία η οποία περιλαµβάνει (εικόνα 1): 
1) Σύνθεση και σε µερικές περιπτώσεις ενδοκύτταρική τροποποίηση των 
απολιπορωτεϊνών. 

2) Ενδοκυττάρια συναρµολόγηση και έκκριση των VLDL/LDL. 
3) Έκκριση των µικρού µοριακού βάρους απολιποπρωτεϊνών και 
εξωκυττάρια συναρµολόγησή τους σε λιποπρωτεϊνες. 

4) Εξωκυττάρια τροποποίηση απολιποπρωτείνών και λιποπρωτεϊνών. 
5) Υδρόλυση τριγλυκεριδίων και φωσφολιπιδίων από τη Λιποπρωτεϊνική 
Λιπάση (LPL) και την Ηπατική Λιπάση (HL). 

6) Αντίστροφη µεταφορά χοληστερόλης από τα κύτταρα στις λιποπρωτεϊνες. 
7) Εστεροποίηση της χοληστερόλης, της HDL και LDL µε τη δράση του 
ενζύµου Ακυλοτρανσφεράση Λεκιθίνης-Χοληστερόλης (LCAT). 

8) Ενζυµικά καταλυόµενη ανταλλαγή και/ή µεταφορά εστέρων 
χοληστερόλης, τριγλυκεριδίων και φωσφολιπιδίων. 

9) Ανταλλαγή και/ή µεταφορά των απολιποπρωτεϊνών. 
10) Καταβολισµός των λιποπρωτεϊνών µε τη µεσολάβηση ειδικών 
υποδοχέων. 

Οι διαδικασίες σύνθεσης και καταβολισµού των λιποπρωτεϊνών γίνονται σε 
τρία βασικά µονοπάτια, τα οποία αλληλεπιδρούν µεταξύ τους. Τα µονοπάτια αυτά 
είναι (εικόνα 1): 

1. Το µονοπάτι µεταβολισµού των χυλοµικρών. 
2. Το µονοπάτι µεταβολισµού της οµάδας των λιποπρωτεϊνών 

VLDL/IDL/LDL. 
3. Το µονοπάτι µεταβολισµού της HDL. 
Στα µονοπάτια αυτά συµµετέχουν διάφορες πρωτεϊνες όπως είναι οι 

απολιποπρωτεΐνες, τα ένζυµα του πλάσµατος, πρωτεΐνες µεταφοράς λιπιδίων και 
λιποπρωτεϊνικοί υποδοχείς. Η τροποποίηση της δράσης οποιασδήποτε από τις 
πρωτεΐνες ενός µονοπατιού ή µεταβολή στην έκφρασή τους αναµένεται να 
επηρεάσει τα επίπεδα των λιπιδίων του πλάσµατος και να προκαλέσει 
αθηρωµάτωση. 

 
 

 
 
  
 
 



 6

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ι 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΙΙ 

Εικόνα 1  
Ι: Α. Μεταβολικό µονοπάτι βιοσύνθεσης των VLDL/IDL/HDL και λιποπρωτεϊνών που περιέχουν
αποE. B. Συµµετοχή των λιποπρωτεϊνών και των υποδοχέων των λιποπρωτεϊνών στην οµοιόσταση
της κυτταρικής χοληστερόλης. Ηπατικά και εξωηπατικά κύτταρα έχουν πρόσβαση σε διάφορα είδη
λιποπρωτεϊνών. Οι LDL και IDL του ήπατος µεταφέρουν χοληστερόλη στα κύτταρα µέσω του
υποδοχέα LDL. Τα χυλοµικρά και άλλα κατάλοιπα λιποπρωτεϊνών µεταφέρουν χοληστερόλη µέσω
του υποδοχέα LDL και υποδοχέων που αναγνωρίζουν την αποE (LRP, apoER2, VLDLR). Η HDL
προσδένεται στον SR-BI, µέσω της αποΑ-Ι, και µεταφέρει εστέρες χοληστερόλης στα κύτταρα. Το
σύστηµα αυτό, επίσης, συντελεί στην έξοδο της χοληστερόλης από τα κύτταρα 
ΙΙ: Μεταβολικό µονοπάτι βιοσύνθεσης και καταβολισµού των χυλοµικρών και σηµασία του ρόλου
των απολιποπρωτεϊνών (αποE, αποCII) και της λιποπρωτεϊνικής λιπάσης στην οµοιόσταση των
λιπιδίων  (16). 
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3. Απολιποπρωτεΐνες 
 
Οι απολιποπρωτεΐνες αποτελούν τις πρωτεΐνες των λιποπρωτεϊνών.  
Μία θεµελιώδης ιδιότητα των απολιποπρωτεϊνών είναι η ικανότητά τους να 

διαλυτοποιούν τα λιπίδια. Με αυτό τον τρόπο συµβάλουν στη µεταφορά των 
λιπιδίων στο πλάσµα και την πρόσληψή τους από διάφορους ιστούς. Παράλληλα, 
ορισµένες απολιποπρωτεΐνες δρουν ως ενεργοποιητές ή αναστολείς ενζύµων του 
πλάσµατος και αποτελούν συνδέτες διαφόρων υποδοχέων και µεταφορέων λιπιδίων.  

Η έκφραση των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών είναι συνεχής. Ωστόσο, 
είναι δυνατόν ορισµένα εξωκυτταρικά σήµατα , όπως είναι οι θυρεοειδείς ή 
στεροειδείς ορµόνες, τα ρετινοειδή, οι συνθήκες έντονης καταπόνησης (stress), οι 
φλεγµονώδεις (TNF, ιντερλευκίνη-1) και αντιφλεγµονώδεις (TGF-β) κυτοκίνες, να 
ενεργοποιήσουν ορισµένα σηµατοδοτικά µονοπάτια που σχετίζονται άµεσα µε τις 
απολιποπρωτεΐνες. Συγκεκριµένα, τα µονοπάτια αυτά καταλήγουν στην 
ενεργοποίηση µεταγραφικών παραγόντων που επηρεάζουν τη δραστηριότητα των 
υποκινητών των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών και κατ� επέκταση το βαθµό 
έκφρασης των γονιδίων αυτών (13-15).    

Οι ιδιότητες των διαφόρων απολιποπρωτεϊνών και οι λειτουργίες τους 
συνοψίζονται στον πίνακα 1. 

Απολιποπρωτεϊνες  Λιποπρωτεϊνες στις οποίες 
περιέχονται  

Λειτουργία 

ΑποΑ-Ι HDL Έξοδος χοληστερόλης 
από τα κύτταρα. 
Προστασία από 
αθηρωµάτωση 

ΑποΑ-ΙΙ HDL Πιθανή συµβολή στην 
αθηρωµάτωση 

ΑποΑ-ΙV VLDL και χυλοµικρά Ενεργοποίηση LCAT 
ΑποΒ LDL Συνδέτης του υποδοχέα 

LDL 
ΑποC-I VLDL και HDL Ήπια ενεργοποίηση 

LCAT 
ΑποC-II VLDL και HDL Ενεργοποίηση 

Λιποπρωτεϊνικής 
Λιπάσης 

ΑποC-III VLDL και HDL Αναστολή καταβολισµού 
πλούσιων σε 
τριγλυκερίδια 
λιποπρωτεϊνών 

ΑποΕ VLDL και HDL Συνδέτης των υποδοχέων 
LDL και αποΕ/α2  
µακροσφαιρίνης 

Πίνακας 1: Κατανοµή και λειτουργίες των απολιποπρωτεϊνών του ανθρώπου. 
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4. Ένζυµα του πλάσµατος που συµµετέχουν στο µεταβολισµό των 
λιποπρωτεϊνών και µικροσωµική πρωτεΐνη µεταφοράς τριγλυκεριδίων 

 
Οι λιποπρωτεΐνες, µετά την έκκρισή τους, υφίστανται µια σειρά 

τροποποιήσεων στο πλάσµα από ειδικά ένζυµα. Τα ένζυµα αυτά είναι: 
1. Η λιποπρωτεϊνική λιπάση (Lipo-Protein Lipase, LPL), η οποία 
ενεργοποιείται από την απολιποπρωτεΐνη apoC-II και υδρολύει τα 
χυλοµικρά και τα τριγλυκερίδια των VLDL, µε επακόλουθη παραγωγή 
ελεύθερων λιπαρών οξέων και µονογλυκεριδίων (17). Αναστολή της δράσης 
της LPL είτε µε χρήση αντισωµάτων είτε λόγω γενετικών ανωµαλιών οδηγεί 
σε συσσώρευση των λιποπρωτεϊνών VLDL και των χυλοµικρών στο 
πλάσµα (18). 

2.  Η ηπατική λιπάση (Hepatic Lipase, HL) η οποία έχει λιπολυτική 
δραστηριότητα (19, 21). Ασθενείς µε γενετική ανωµαλία της HL 
εµφανίζουν αυξηµένα επίπεδα χοληστερόλης και τριγλυκεριδίων στο 
πλάσµα, αυξηµένα επίπεδα HDL και βVLDL,  αυξηµένη συγκέντρωση 
τριγλυκεριδίων και φωσφολιπιδίων στις HDL και LDL και πρώιµη 
αθηρωµάτωση (21, 22). 

3. H ακυλοτρανσφεράση Λεκιθίνης-Χοληστερόλης (Lecithin:Cholesterol 
Acyltransferase, LCAT). Το ένζυµο αυτό είναι υπεύθυνο για το 
σχηµατισµό εστέρων χοληστερόλης στο πλάσµα (23) και καταλύει την 
εστεροποίηση της χοληστερόλης της HDL και LDL. Η εστεροποίηση 
αυτή, η οποία συντελεί στη µετατροπή των δισκοειδών πρόδροµων HDL 
σε ώριµες σφαιρικές HDL, γίνεται µε τη συνδροµή της πρωτεΐνης 
µεταφοράς εστέρα χοληστερόλης (Cholesterol Ester Transfer Protein, 
CETP). Ασθενείς µε γενετική ανωµαλία για την LCAT παρουσιάζουν 
υψηλά επίπεδα δισκοειδών σωµατιδίων HDL στο πλάσµα. Η LCAT 
ενεργοποιείται από την απολιποπρωτεΐνη αποA-I και σε µικρότερο βαθµό 
από τις  αποC-Ι (24), αποA-IV (25) και αποE (26).  

4. Η πρωτεΐνη µεταφοράς εστέρων χοληστερόλης (Cholesterol Ester Transfer 
Protein, C/ETP) (27), η οποία έχει τη δυνατότητα σύνδεσης µε τις VLDL, 
LDL, HDL και µε τα φωσφολιπίδια. Η πρωτεΐνη αυτή είναι δυνατόν να 
συνεισφέρει στη µεταφορά εστέρων χοληστερόλης, τριγλυκεριδίων ή 
λιπιδίων µεταξύ διαφορετικών λιποπρωτεϊνών (28, 29).  

5. Η πρωτεΐνη µεταφοράς φωσφολιπιδίων (Phospholipid Transfer Protein, 
PLTP), η οποία συντελεί στην ανταλλαγή και τη µεταφορά φωσφολιπιδίων 
από τις VLDL και LDL στις HDL (30). 

6. Η µικροσωµική πρωτεϊνη µεταφοράς τριγλυκεριδίων (MTP), η οποία 
µεταφέρει τριγλυκερίδια του Ενδοπλασµατικού ∆ικτύου στην αποΒ και 
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συµβάλει στη συναρµολόγηση της LDL (80). Έλλειψη της MTP συνδέεται 
µε αβηταλιποπρωτεϊναιµία. 

Οι ιδιότητες των παραπάνω ενζύµων συνοψίζονται στον πίνακα 2. 
 
 
 
 

Πρωτεΐνη Λειτουργία 
Λιποπρωτεϊνική Λιπάση (LPL) Υδρόλυση τριγλυκεριδίων των χυλοµικρών και 

της VLDL 
Ηπατική Λιπάση (HL) Υδρόλυση τριγλυκεριδίων και φωσφολιπιδίων 

της IDL και της HDL 
Ακυλοτρανσφεράση Λεκιθίνης:Χοληστερόλης 

(LCAT) 
Εστεροποίηση της χοληστερόλης της HDL και 

της LDL 
Πρωτεϊνη Μεταφοράς Εστέρα Χοληστερόλης 

(CETP)  
Μεταφορά εστέρων χοληστερόλης από την 
HDL στη VLDL και την LDL µε αµοιβαία 

µεταφορά τριγλυκεριδίων στην HDL 
Μικροσωµική Πρωτεϊνη Μεταφοράς 

Τριγλυκεριδίων (MTP) 
Μεταφορά τριγλυκεριδίων από κυτταρικές 

µεµβράνες στην αποΒ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
5. Υποδοχείς και µεταφορείς λιπιδίων που συµµετέχουν στο µεταβολισµό 

των λιποπρωτεϊνών 
 
Στον καταβολισµό των λιποπρωτεϊνών συµµετέχουν µια σειρά υποδοχέων οι 

οποίοι διακρίνονται στις εξής κατηγορίες: 
1. Μέλη της οικογένειας του υποδοχέα της LDL (LDLR). Ο ρόλος του 
υποδοχέα της LDL είναι µεγάλης σηµασίας για την οµοιόσταση της 
χοληστερόλης και την αθηρωµάτωση (31, 32). Η οικογένεια των 
υποδοχέων της LDL συµπεριλαµβάνει και άλλα µέλη όπως είναι η 
πρωτεΐνη LRP (LDL receptor-related protein) (33), ο υποδοχέας  των 
VLDL (34) και ο υποδοχέας 2 της αποE (apoER2) (35). 

Πίνακας 2: Ιδιότητες ενζύµων του πλάσµατος που σχετίζονται µε το µεταβολισµό των
λιποπρωτεϊνών. Σηµαντική συµβολή στο µεταβολισµό των λιποπρωτεϊνών έχει και η MTP,
µολονότι δεν εντάσσεται στην ευρύτερη οµάδα των ενζύµων του πλάσµατος. 
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2. Υποδοχείς «καθαριστές» (Scavenger Receptors, SRs), οι οποίοι είναι 
γλυκοπρωτεΐνες που βρίσκονται στην πλασµατική µεµβράνη και έχουν τη 
δυνατότητα σύνδεσης µε τροποποιηµένη VLDL (36) καθώς και µε  µεγάλο 
αριθµό άλλων συνδετών (ligands). Οι υποδοχείς αυτοί διακρίνονται σε 
διάφορες τάξεις, εκ των οποίων οι καλύτερα µελετηµένες είναι οι τάξεις Α 
και Β (SR-A και SR-B). Πρόσφατα στην οικογένεια των υποδοχέων SR-Β 
συµπεριλήφθηκαν υποδοχείς, οι οποίοι συντελούν στην επιλεκτική 
µεταφορά του εστέρα χοληστερόλης της HDL. Ένας υποδοχέας αυτής της 
κατηγορίας είναι ο SR-BI (37).   

 
 
Απολιποπρωτεΐνες 
 
Οι κύριες απολιποπρωτεΐνες που αποτέλεσαν αντικείµενο της παρούσας 

µελέτης είναι η αποA-I και η αποC-III. 
  
1. Απολιποπρωτεΐνη Α-Ι (αποA-I) 
 
Η αποA-I αποτελεί το κύριο πρωτεϊνικό συστατικό της λιποπρωτεϊνης HDL 

(εικόνα 2).    Αποτελείται    από  ένα  πολυπεπτίδιο  243  αµινοξέων  (38)  το   οποίο   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CE
CE

CE

TG
TG

TG

AI

AII
AI

 

Εικόνα 2: ∆οµή της
σφαιρικής λιποπρωτεϊνης
HDL, η οποία περιλαµβάνει
κυρίως αποA-I και αποA-II.
Στο εσωτερικό της
περιέχονται οι προς
µεταφορά εστέρες
χοληστερόλης και τα
τριγλυκερίδια, 
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ριλαµβάνει οκτώ επαναλήψεις 22 αµινοξέων και δύο επαναλήψεις 11 αµινοξέων, 
 οποίες είναι οργανωµένες σε 10 αµφιπαθείς έλικες (39, 40, 41) (εικόνα 3).  

Η αποΑ-Ι συντίθεται κατά κύριο λόγο στο ήπαρ και το έντερο (42, 43) Τα 
ίπεδα έκφρασης του γονιδίου της αποA-I στους διάφορους ιστούς επηρεάζονται 
ό ορµονικούς (44) και διατροφικούς  παράγοντες (45).  Η νεοσυντιθέµενη  αποA-
περιέχει ένα πρόσθετο τµήµα 6 αµινοξέων το οποίο αποµακρύνεται µε 
ωτεόλυση (46, 47).  

Η απολιποπρωτεϊνη αποA-I, η οποία εντοπίζεται στις λιποπρωτεϊνες HDL, 
αι δυνατόν να συνδεθεί µε φωσφολιπίδια. Το γεγονός αυτό οδηγεί στο 
ηµατισµό δισκοειδών σωµατιδίων HDL. Επιπρόσθετα, η αποA-I ενεργοποιεί τη 
ζυµο LCAT (24). Συγκεκριµένα, η HDL αποτελεί τη θέση εστεροποίησης της 
ληστερόλης µε τη µεσολάβηση του ενζύµου LCAT (54). Οι έλικες της αποΑ-Ι 
υ είναι απαραίτητες για τη δράση του ενζύµου LCAT είναι οι έλικες 4-7, ενώ το 
ρβοξυ-τερµατικό άκρο της αποΑ-Ι είναι απαραίτητο για την πρόσδεση λιπιδίων 
ι λιποπρωτεϊνών (εικόνα 5) (81). Μία βασική και ιδιαίτερα σηµαντική λειτουργία 
ς apoA-I είναι η συνεισφορά στην έξοδο της χοληστερόλης από τα κύτταρα και 
νεπώς      στην      οµοιόσταση  της     χοληστερόλης    (55).   Επίσης,  έχει δειχθεί 

 
 

ικόνα 3: ∆ευτεροταγής δοµή της αποA-I. Η αποA-I αποτελείται από 10 αµφιπαθείς α-έλικες (52).
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Εικόνα 4: Η αποΑ-Ι εξέρχεται από το ήπαρ και ενώνεται µε φωσφολιπίδι
βρίσκονται στο πλάσµα είτε εξέρχονται από το ήπαρ µέσω του µεταφορέ
σχηµατίζεται η προβ1-HDL. Η προβ1-HDL προσλαµβάνει χοληστερόλη, η οποί
το ήπαρ µέσω του µεταφορέα ABCA1, και µετατρέπεται σε δισκοειδή
χοληστερόλη της προβ2-HDL εστεροποιείται από την LCAT και µε τη δράση
HDL σχηµατίζει σφαιρική α-HDL. Επίσης, η προβ2-HDL µπορεί να προσληφθ
κύτταρα µέσω του υποδοχέα SR-BI. Η α-HDL είναι δυνατόν να προσληφθεί 
SR-BI ή να προσλάβει χοληστερόλη που εξέρχεται από το ήπαρ µέσω του 
εστέρας χοληστερόλης της α-HDL είναι δυνατό να µεταφερθεί, µέσω της CET
οποία µε τη δράση των LPL και HL, µετατρέπεται σε LDL. Η LDL προσλα
υποδοχέα των LDL.  

Εικόνα 5:
απεικόνιση της
δοµής της 
σηµαντικών για
περιοχών. Οι έ
αναγκαίες για τη
της LCAT 
καρβοξυτερµατ
απαραίτητο για
λιπιδίων και λιπ
Φ-Λ
 
α (Φ-Λ) που είτε
α ABCA1, οπότε
α έχει εξέλθει από
 προβ2-HDL. Η
 της HL η προβ2-
εί από τα ηπατικά
από τον υποδοχέα
SR-BI. Επίσης, ο
P,  στη VLDL, η

µβάνεται από τον

 Σχηµατική
 δευτεροταγούς
αποΑ-Ι και

 τη δράση της
λικες 3-7 είναι
ν ενεργοποίηση

ενώ το
ικό άκρο είναι
 την πρόσδεση
οπρωτεϊνών.  
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Εικόνα 6: Σύµπλεγµα γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών αποA-I, αποC-III και αποA-IV. Ο
υποκινητής του γονιδίου της αποA-I περιέχει 2 στοιχεία απόκρισης σε ορµόνες (HRE, D και
Β) (βλ εικόνα 5 για λεπτοµέρειες). Ο υποκινητής του γονιδίου αποC-III, το οποίο
µεταγράφεται µε αντίθετη κατεύθυνση ως προς το γονίδιο της αποA-I, διαθέτει ένα HRE (B)
στο οποίο προσδένεται ο HNF-4.   Ο ενισχυτής του γονιδίου της αποC-III διαθέτει ένα
ρυθµιστικό στοιχείο πρόσδεσης του SP-1 και HREs (βλ. εικόνα 6 για λεπτοµέρειες). Ο
υποκινητής του γονιδίου αποA-IV διαθέτει ένα HRE, το οποίο έχει την ικανότητα πρόσδεσης
του HNF-4 (53). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Εικόνα 7: Η έκφραση του γονιδίου της αποA-I επηρεάζεται από 3 ρυθµιστικά στοιχεία του
υποκινητή στα οποία προσδένονται πυρηνικοί υποδοχείς  (ρυθµιστικά στοιχεία Β και D) και C/EBP
(ρυθµιστικό στοιχείο C). Η µεταγραφή ενισχύεται από έναν ενισχυτή, που βρίσκεται στην περιοχή
του υποκινητή του γονιδίου της αποC-III, στα στοιχεία του οποίου προσδένονται ο παράγοντας
SP1 (στοιχεία F, H και Ι), ο HNF-4 (στοιχείο Ι4) καθώς και άλλοι µεταγραφικοί παράγοντες που
δεν έχουν ταυτοποιηθεί ακόµα (στοιχεία G και J) (53). 
 
 

τι οι HDL εµπλέκονται στην αντίστροφη µεταφορά της χοληστερόλης από τους 
εριφερειακούς ιστούς προς το ήπαρ και άλλα όργανα (23). Ο µεταβολισµός και οι 
ειτουργίες της αποΑ-Ι συνοψίζονται διαγραµµατικά στην εικόνα 4.   
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Το γονίδιο της αποA-I εντοπίζεται στο 11ο χρωµόσωµα του ανθρώπου (51) 
και αποτελείται από 1863 ζεύγη βάσεων (bp) (48, 49). Περιλαµβάνει 4 εξόνια και 3 
ιντρόνια (50). Το γονίδιο της αποA-I περιλαµβάνεται στο ίδιο γονιδιακό σύµπλεγµα 
µε τα γονίδια που κωδικοποιούν τις απολιποπρωτεϊνες αποC-III και αποA-IV 
(εικόνα 4) (53). 

Η έκφραση του γονιδίου της αποA-I επηρεάζεται από µια σειρά παραγόντων 
που προσδένονται σε στοιχεία του υποκινητή του  και  σε ρυθµιστικά   στοιχεία  του 
παρακείµενου ενισχυτή του γονιδίου της   αποC-III   (εικόνα 7). Συγκεκριµένα,   
έχει διαπιστωθεί ότι ο υποκινητής του γονιδίου της αποA-I προσδένει 
µεταγραφικούς παράγοντες όπως ο HNF-4 και άλλοι µεταγραφικοί παράγοντες της 
οικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων (στα στοιχεία Β και D) και τον C/EBP (στο 
στοιχείο C). 
 
 

2. Απολιποπρωτεΐνη C-III (αποC-III) 
 
Η αποC-III αποτελεί κύριο συστατικό των χυλοµικρών και των VLDL, ενώ 

εντοπίζεται σε µικρότερο βαθµό στις HDL και σε ελάχιστη αναλογία στις IDL. 
Αποτελείται από 99 αµινοξέα εκ των οποίων τα 20 αποτελούν ένα πεπτίδιο 
«σύνθηµα», το οποίο αποκόπτεται αµέσως µετά τη µετάφραση (12, 56) . Η κύρια 
περιοχή σύνθεσης της αποC-III είναι το ήπαρ ενώ συντίθεται σε χαµηλότερο βαθµό 
στο έντερο (43). 

Ανάλυση της δευτεροταγούς δοµής της αποC-III έδειξε ότι αποτελείται από 2 
α-έλικες, 2 β-ελάσµατα και µία αµφιπαθή α-έλικα (41, 57). 

Η αποC-III αναστέλλει in vitro τη δράση της λιποπρωτεϊνικής λιπάσης η 
οποία υδρολύει τα τριγλυκερίδια των χυλοµικρών και των λιποπρωτεϊνώνVLDL 
(58). Επίσης, αναστέλλει την πρόσδεση των λιποπρωτεϊνών, που περιέχουν αποE, 
στον υποδοχέα των LDL (59). Επιπρόσθετα, έχει δειχθεί ότι η πρόσδεση και ο 
καταβολισµός λιποπρωτεϊνών µέσω υποδοχέων αναστέλλεται από την αποCIII (60). 
Από τα παραπάνω προκύπτουν ενδείξεις ότι η αποC-III διαδραµατίζει σηµαντικό 
ρόλο στον καταβολισµό των τριγλυκεριδίων. Οι λειτουργίες αυτές της αποC-III  
ενισχύονται από µελέτη που έγινε σε διαγονιδιακά ποντίκια, στα οποία 
υπερεκφράστηκε η  ανθρώπινη αποC-III και τα οποία εµφάνισαν 
υπερτριγλυκεριδαιµία (61). 

Το γονίδιο της αποC-III έχει µέγεθος 3,2 kb και αποτελείται από 4 εξόνια και 
3 ιντρόνια (62, 63). Ανήκει στο ίδιο γονιδιακό σύµπλεγµα του 11ου ανθρώπινου 
χρωµοσώµατος  µε τα γονίδια της αποC-III και της αποA-IV και η κατεύθυνση της 
µεταγραφής του είναι αντίστροφη από αυτά (εικόνα 4) (53).  

Το γονίδιο της αποC-III διαθέτει 4 εγγύς και 6 απώτερα ρυθµιστικά στοιχεία 
(64). Τα απώτερα ρυθµιστικά στοιχεία απαρτίζουν την περιοχή που λειτουργεί ως 
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ενισχυτής του γονιδίου apoC-III (εικόνα 6). Ο υποκινητής διαθέτει ένα ρυθµιστικό 
στοιχείο HRE (θέση B, εικόνα 6), το οποίο έχει τη δυνατότητα πρόσδεσης του HNF-
4 και άλλων πυρηνικών υποδοχέων (65, 66, 67).  Επίσης, στο ρυθµιστικό στοιχείο D 
προσδένεται ο C/EBP, ο οποίος φωσφορυλιώνεται από την ιντερλευκίνη-1 και 
καταστέλλει τη δράση του υποκινητή του γονιδίου αποC-III (68). 

Ο ενισχυτής του γονιδίου της αποC-III περιέχει 3 θέσεις στις οποίες 
προσδένεται ο µεταγραφικός παράγοντας SP-1 (θέσεις F, H και I, εικόνα 6). Επίσης, 
διαθέτει 2 HRE (θέσεις G και I, εικόνα 6). Στο HRE-Ι προσδένεται ο µεταγραφικός 
παράγοντας HNF-4, ο οποίος δεν έχει δυνατότητα πρόσδεσης στο HRE-G, όπου 
προσδένονται άλλοι πυρηνικοί υποδοχείς (65, 66). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Μεταγραφική ρύθµιση- Κυτταρική σηµατοδότηση 
 

Η µεταγραφή των ευκαρυωτικών γονιδίων αποτελεί µία πολύπλοκη βιολογική 
διεργασία στην οποία εµπλέκεται µια σειρά πρωτεϊνών, συµπεριλαµβανοµένης της 
RNA πολυµεράσης ΙΙ, των παραγόντων του αρχικού µεταγραφικού συµπλόκου, των 
µεταγραφικών παραγόντων και ενός σηµαντικού αριθµού συνενεργοποιητών, 
συγκαταστολέων και άλλων επικουρικών παραγόντων. Έχει γίνει σηµαντική 
πρόοδος στο δοµικό και λειτουργικό χαρακτηρισµό διαφόρων ηπατοειδικών αλλά 
και ευρύτερα εκφραζόµενων παραγόντων, οι οποίοι συµµετέχουν στη µεταγραφική 
ρύθµιση των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών. Με in vitro και in vivo µελέτες σε 

 

Εικόνα 8: Ρυθµιστικές περιοχές που επηρεάζουν την έκφραση του γονιδίου της αποC-III. Ο
υποκινητής του γονιδίου αποC-III διαθέτει 4 ρυθµιστικά στοιχεία (B, C, D, E). Στο ρυθµιστικό
στοιχείο B προσδένεται ο HNF-4 και στο D ο C/EBP. Ο ενισχυτής αποτελείται από 6 ρυθµιστικά
στοιχεία (F, G, H I4, I, J) στα 3 εκ των οποίων (F,H και I) προσδένεται o SP-1. Στο στοιχείο Ι4
προσδένεται ο HNF-4 ενώ στο στοιχείο G  προσδένονται άλλοι πυρηνικοί υποδοχείς (53).  
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διαγονιδιακά ποντίκια έχει δειχθεί ότι οι ρυθµιστικές αλληλουχίες των γονιδίων των 
απολιποπρωτεϊνών αναγνωρίζονται από µια σειρά παραγόντων που προσδένονται 
στην περιοχή είτε του υποκινητή είτε  του ενισχυτή κάθε γονιδίου. Τέτοιες µελέτες 
έχουν δείξει ότι η µεταγραφή των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών αποΑ-Ι και 
αποC-III είναι δυνατόν να τροποποιηθεί µέσω αλλαγής της δράσης ενός 
συγκεκριµένου µεταγραφικού παράγοντα, όπως είναι ο HNF-4 και άλλοι 
µεταγραφικοί παράγοντες. Η δράση τόσο του HNF-4 όσο και των άλλων 
µεταγραφικών παραγόντων είναι δυνατόν να επηρεαστεί είτε από συνδέτες (ligands) 
είτε από άλλους µεταγραφικούς παράγοντες οι οποίοι επάγονται από µηχανισµούς 
κυτταρικής σηµατοδότησης.  

Με in vitro µελέτες δείχτηκε ότι για το γονιδιακό σύµπλεγµα                   
αποA-I/αποC-III/αποΑ-IV υπάρχει ένας κοινός ενισχυτής. Μελέτες σε διαγονιδιακά 
ποντίκια έδειξαν ότι η πρόσδεση του HNF4 στον κοινό αυτό ενισχυτή εξασφαλίζει 
την έκφραση τόσο του αποΑ-Ι όσο και του αποC-III στο έντερο (εικόνα 9) (53). Οι  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

 
Εικόνα 9: Μελέτη επίδρασης των µεταλλάξεων σε ρυθµιστικές περιοχές του ενισχυτή του
γονιδίου της αποC-III και του υποκινητή της αποΑ-Ι. Α. Φυσιολογική µορφή. Β. Μετάλλαξη του
ρυθµιστικού στοιχείου Ι4 του ενισχυτή, στο οποίο προσδένεται ο HNF4, ελάττωσε την έκφραση
της αποΑ-Ι στο ήπαρ και σχεδόν εξαφάνισε την ηπατική έκφραση της απόC-III. Η έκφραση στο
έντερο εκµηδενίστηκε και για τα δύο γονίδια. Γ. Μετάλλαξη των θέσεων πρόσδεσης Β και D του
HNF4 στον υποκινητή του γονιδίου της αποΑ-Ι ελάττωσε την ηπατική έκφραση και άφησε
ανεπηρέαστη την εντερική έκφραση της αποC-III. Επίσης, ελάττωσε την εντερική έκφραση της
αποΑ-Ι και δεν επηρέασε την εντερική έκφραση της αποC-III. ∆. Μετάλλαξη της θέσης
πρόσδεσης Η του SP1 στον ενισχυτή ελάττωσε την ηπατική και την εντερική έκφραση της αποΑ-
Ι, δεν επηρέασε την ηπατική έκφραση της αποC-III ενώ ελάττωσε την εντερική έκφραση της
αποC-III (53). 
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τρεις περιοχές πρόσδεσης του SP1 στον ενισχυτή απαιτούνται για την έκφραση των 
αποΑ-Ι και αποC-III στο έντερο (εικόνα 9) (53). 

Στη µελέτη αυτή εξετάστηκε η επίδραση των µεταγραφικών παραγόντων RxRα 
και Smad7 στην έκφραση των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών. 

Ο µεταγραφικός παράγοντας RxRα ανήκει στην οικογένεια των πυρηνικών 
υποδοχέων. Οι πυρηνικοί υποδοχείς αποτελούν µέλος της οµάδας των 
µεταγραφικών παραγόντων των οποίων η δράση επάγεται από ligands. 
∆ιαδραµατίζουν ιδιαίτερα σηµαντικό ρόλο στη µετάδοση µηνυµάτων που 
προέρχονται από εξωκυτταρικά ή ενδοκυτταρικά ερεθίσµατα. Τα κύρια 
χαρακτηριστικά τους είναι τα εξής: 

1. Ανταποκρίνονται άµεσα σε ορµονικά και µεταβολικά µηνύµατα. 
2. Ρυθµίζουν τη λειτουργία και άλλων βασικών σηµατοδοτικών µονοπατιών. 
3. ∆ιαθέτουν µία χαρακτηριστική περιοχή πρόσδεσης στο DNA, η οποία 
περιέχει δύο δακτυλίους ψευδαργύρου,  και µία περιοχή πρόσδεσης του 
ligand (70, 71). 
Ο RxRα αποτελεί µεταγραφικό παράγοντα που ενεργοποιείται από την 

επίδραση ρετινοειδών (72) όπως είναι το 9-cis-ρετινοϊκό οξύ το οποίο αποτελεί το 
συνδέτη του. Ο RxRα σχηµατίζει οµοδιµερή ή ετεροδιµερή µε τον RAR (Retinoic 
Acid Receptor),τον PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) και τη 
θυρεοειδή ορµόνη β (T3Rβ) (13). 

Η πρωτεΐνη Smad7 αποτελεί µέλος της ευρύτερης οικογένειας των πρωτεϊνών 
Smad, οι οποίες συµµετέχουν στο σηµατοδοτικό µονοπάτι του TGF-β. Το µονοπάτι 
αυτό ενεργοποιείται µέσω συνδετών οι οποίοι επάγουν το σχηµατισµό συµπλόκου 
µεταξύ των υποδοχέων κινάσης σερίνης/θρεονίνης τύπου Ι (ΤβRI) και ΙΙ (TβRII) 
(73). Μετά την ενεργοποίηση του υποδοχέα το σήµα µεταδίδεται µέσω των 
πρωτεϊνών Smad (74). Συγκεκριµένα ο υποδοχέας ενεργοποιεί τις Smad2 και Smad3 
(R-Smads), οι οποίες είναι δυνατόν να σχηµατίσουν σύµπλοκο µε τη Smad4 (co-
Smad) και να εισέλθουν στον πυρήνα όπου θα επηρεάσουν τη µεταγραφή των 
γονιδίων-στόχων (75). Οι Smad6 και Smad7 έχουν ανασταλτική δραστηριότητα 
(76). Έχει αναφερθεί πρόσφατα ότι οι Smad6 και Smad7 αλληλεπιδρούν µε τον 
ενεργοποιηµένο υποδοχέα ΤβRI παρεµποδίζοντας την πρόσδεση και ενεργοποίηση 
των R-Smads (77, 78).  

 
Αδενοϊοi  
 

Οι αδενοϊοί αποµονώθηκαν αρχικά ως παράγοντες αδενοειδούς φλεγµονής σε 
παιδιά, και η µόλυνση του αναπνευστικού συστήµατος από αδενοϊούς εκδηλώνεται 
µε συµπτώµατα κοινού κρυολογήµατος. Έχουν περιγραφεί περίπου 50 διαφορετικοί 
τύποι αδενοϊών εκ των οποίων ο τύπος 5 είναι ο περισσότερο κοινώς 
χρησιµοποιούµενος αδενοϊός για κατασκευή ιϊκών φορέων.  
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Οι αδενοϊοί είναι ιοί δίκλωνου γραµµικού DNA µεγέθους 36kb και 
σχηµατίζουν κανονικά εικοσάεδρα διαµέτρου 65-80 nm αποτελούµενα από 252 
καψοµερίδια. Είκοσι ίνες εκτείνονται από το κέντρο του ιού και αποτελούνται από 
το στέλεχος και ένα τελικό τµήµα. Στο τελικό τµήµα υπάρχει η περιοχή που 
αναγνωρίζεται από τον Αδενοϊικό Υποδοχέα Coxacky (CAR).  

Το  γραµµικό DNA του αδενοϊού φέρει στα άκρα του δύο ανεστραµµένες 
τελικές επαναλήψεις (inverted terminal repeats, ITRs). Το αριστερό ITR 
αλληλεπικαλύπτεται µε την αλληλουχία που είναι αναγκαία για το πακετάρισµα του 
DNA στο ιοσωµάτιο (virion). Κατά την µόλυνση ενός κυττάρου ξενιστή από τον 
αδενοϊό, το DNA ξεπακετάρεται και αρχίζει η πρώιµη (early) µεταγραφή. Τα πρώτα 
και σηµαντικά µετάγραφα προέρχονται από την περιοχή E1A (~1ώρα µετά την 
µόλυνση). Οι πρωτεΐνες της Ε1Α ελέγχουν την µεταγραφή των υπόλοιπων πρώιµων 
γονιδίων Ε1Β, Ε2, Ε3 και Ε4. Η µεταγραφή των όψιµων (late) γονιδίων, πολλά από 
τα οποία κωδικοποιούν για δοµικά συστατικά του ιού, είναι υπό τον έλεγχο αυτών 
των πρώιµων γονιδίων. Επίσης αυτά  ελέγχουν την αντιγραφή του ιϊκού DNA. Είναι 
ενδιαφέρον ότι οι Ε1Α πρωτεΐνες έχουν ικανότητα µετασχηµατισµού και πολλές  
ανθρώπινες κυτταρικές σειρές έχουν δηµιουργηθεί από µετασχηµατισµό µε E1A., εκ 
των οποίων η κυτταρική σειρά HEK293 χρησιµοποιείται περισσότερο.  

Η πρώτη γενιά αδενοϊικών φορέων βασίστηκε στην παρατήρηση ότι οι 
αδενοϊοί που στερούνται της Ε1Α περιοχής, στερούνται δυνατότητας αντιγραφής. 
Πολλαπλασιάζοντας, λοιπόν, τέτοιους ιούς σε κυτταρικές σειρές που εκφράζουν 
Ε1Α πρωτεΐνες, όπως τα ΗΕΚ293, αυτοί συµπληρώνονται και πολλαπλασιάζονται. 

Ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί χρησιµοποιούνται µε ποικίλους στόχους όπως ο 
in vivo εµβολιασµός, η γονιδιακή θεραπεία και η µεταφορά γονιδίων in vitro (που 
αποτελεί και τον άµεσο σκοπό της παρούσας µελέτης). Οι βασικοί λόγοι που 
καθιστούν τους ιούς αυτούς  κατάλληλους για τέτοιου είδους προσεγγίσεις είναι:  

1. Μεταφέρουν γονίδια σε ένα µεγάλο φάσµα κυττάρων. 
2. ∆εν εξαρτώνται από κυτταρικό πολλαπλασιασµό.  
3. Αναπτύσσονται σε υψηλό τίτλο.  
4. ∆ίνουν υψηλά επίπεδα έκφρασης του διαγονιδίου.  
Η µέθοδος του οµόλογου ανασυνδυασµού αδεονοϊικών φορέων, η οποία 

χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα µελέτη, αναπτύχθηκε από τον He et al. στο 
εργαστήριο του Vogelstein και αναφέρεται ως το σύστηµα Ad-Easy (79). Με βάση 
αυτό το σύστηµα, το προς µεταφορά γονίδιο εισαγάγεται αρχικά σε ένα δορυφορικό 
πλασµίδιο-φορέα.  

∆εδοµένου του µεγάλου µεγέθους του DNA των αδενοϊικών φορέων (36kb), 
είναι πρακτικά δύσκολο να υποκλωνοποιηθούν κατασκευές από πλασµιδιακούς 
φορείς κατ�ευθείαν στο ιϊκό DNA. Για το λόγο αυτό το γονίδιο κλωνοποιείται σε 
ένα σχετικά µικρό δορυφορικό φορέα (shuttle vector) που περιέχει την τελική 
περιοχή του αδενοϊικού DNA. O δορυφορικός φορέας µε το γονίδιο-ένθεµα (insert) 



 19

εισάγεται µε συν-διαµόλυνση (cotransfection) µε ένα µεγαλύτερο πλασµίδιο που 
περιέχει το υπόλοιπο ιϊκό DNA, κύτταρα ΗΕΚ293 ή σε βακτήρια. Μέσω οµόλογου 
ανασυνδυασµού µεταξύ των αλληλεπικαλυπτώµενων περιοχών των δύο 
πλασµιδίων, παράγεται ολόκληρο (full length) το αδενοϊικό DNA (εικόνα 10).  
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

Υλικά 
 
Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν για την ολοκλήρωση των πειραµάτων της 

παρούσας αναφοράς αγοράστηκαν από τις ακόλουθες εταιρείες: 
! Ένζυµα περιορισµού και ένζυµα µετατροπής του DNA (Τ4 DNA 
λιγάση, VENT DNA πολυµεράση) από τη MINOTECH Co. και τη NEW 
ENGLAND BIOLABS Inc. 

! Μίγµα τριφωσφορικών δεοξυνουκλεοτιδίων (dNTPs) από την 
INVITROGEN LIFE TECHNOLOGIES. 

! ∆ιάλυµα TRIZOL για την αποµόνωση του RNA από την 
INVITROGEN LIFE TECHNOLOGIES. 

! ∆ιάλυµα PBS 10x από τη GIBCO.  
! Τυχαία εξαµερή και ανάστροφη µεταγραφάση από την PROMEGA. 
! ∆ιάλυµα βρωµιούχου εθιδίου από την INVITROGEN LIFE 

TECHNOLOGIES. 
! ∆είκτης µεγέθους DNA 1kb από τη NEW ENGLAND BIOLABS Inc. 
! Θρεπτικό µέσο βακτηρίων SOC από την INVITROGEN LIFE 

TECHNOLOGIES. 
! Εκκινητές αντιγραφής DNA (primers) από τη MINOTECH Co. και 

INVITROGEN LIFE TECHNOLOGIES. 
! Θρεπτικά µέσα κυτταροκαλλιεργειών (DMEM, Leibovitz�s, ορός 
εµβρύου µόσχου FCS, πενικιλλίνη, στρεπτοµυκίνη) από τη GIBCO. 

! Χλωροφόρµιο, αιθανόλη και ισοαµυλική αλκοόλη από τη SIGMA-
ALDRICH LTD. 

! Βακτοτρυπτόνη (bactotryptone) και εκχύλισµα µυκήτων-βακτηρίων 
(bacto-yeast extract) από την VWR (Pittsburgh, PA). 

 
 
∆ιαλύµατα 
 
Τα διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν είναι τα εξής: 
 
1xHBS (2ml Hepes 1M, pH 7.4, 3ml NaCl 5M, 95ml ddH2O). 
 
∆ιαλύµατα CsCl για υπερφυγοκέντρηση  
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Α. ∆ιάλυµα-1: 610g/l CsCl σε TE, pH 8.0 
Β. ∆ιάλυµα-2: 277g/l CsCl σε ΤΕ, pH 8.0 
Γ. ∆ιάλυµα-3: 450g/l CsCl σε ΤΕ, pH 8.0 
 

Ρυθµιστικό διάλυµα διαπίδυσης (10mM Tris pH 8,0 , 2mM MgCl2, 5% 
Σουκρόζη). 

 
2X ∆ιάλυµα Άγαρ (17g Άγαρ, 40ml HEPES 1M, pH 7.2). 
 
50x ΤΑΕ (121g Tris, 28,55ml Υγρό Οξικό Οξύ, 18,6g Na2EDTA, διάλυση σε 

500ml H2O). 
 
10x TBE (108g Tris, 55g Βορικό οξύ, 40ml EDTA 0,5M, pH 8,0, διάλυση σε 

1000ml H2O). 
 
10x TBS (24,2 g Tris, 175g NaCl, διάλυση σε 1000 ml Η2Ο). 
 
Θρεπτικό µέσο βακτηρίων LB (10g NaCl, 10g βακτοτρυπτόνης, 5g 

εκχυλίσµατος µυκήτων-βακτηρίων, επαναδιάλυση σε 1000ml Η2Ο). 
ΣΗΜΕΙΩΣΗ: Για στερεό θρεπτικό µέσο χρησιµοποιούνται 15g άγαρ/1000ml 

υγρού θρεπτικού µέσου. 
 
 
Μέθοδοι 
 
Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων E. coli DH5α 
 
! 200 µl ειδικών δεκτικών (competent) κυττάρων E. coli DH5α που 
διατηρούνται σε θερµοκρασία Θ= -80ο C αποψύχονται ήπια στον πάγο. 

! Το προς µετασχηµατισµό πλασµιδιακό DNA προστίθεται στα 
κύτταρα. 

! Επώαση στον πάγο για 30 λεπτά. 
! Θερµικό πλήγµα των κυττάρων µε επώασή τους σε θερµοκρασία 
Θ=42ο C για 45 δευτερόλεπτα. 

! Επώαση στον πάγο για 2 λεπτά. 
! Προσθήκη 1 ml θρεπτικού µέσου SOC. 
! Επώαση σε θερµοκρασία Θ=37ο C για 1 ώρα. 
! Άπλωµα σε τριβλία µε θρεπτικό υλικό LB που περιέχει το 
αντιβιοτικό για το οποίο το πλασµίδιο φέρει το γονίδιο ανθεκτικότητας. 
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Αποµόνωση DNA από βακτηριακή καλλιέργεια µικρής κλίµακας 

(miniprep) 
 
Η µέθοδος που ακολουθείται για την αποµόνωση DNA από minipreps 

ονοµάζεται µέθοδος βρασµού και έχει ως εξής: 
! Επιλογή αποικιών από τριβλίο βακτηριακής καλλιέργειας. 
! Εµβάπτιση κάθε αποικίας σε 2 ml θρεπτικού µέσου LB που περιέχει το 
αντιβιοτικό στο οποίο είναι ανθεκτικές οι αναπτυσσόµενες αποικίες. 

! Επώαση σε κινούµενο επωαστήρα θερµοκρασίας Θ=37ο C για 16 
ώρες. 

! Μεταφορά 1,5 ml της καλλιέργειας σε δοκιµαστικό σωλήνα eppendorf. 
! Φυγοκέντρηση (13000 στροφές/λεπτό, 1 λεπτό). 
! Αποµάκρυνση υπερκειµένου. 
! Επαναιώρηση ιζήµατος σε 600 µl ρυθµιστικού διαλύµατος λύσης 

(Lysis Buffer: 8% σουκρόζη, 5% Triton X-100, 50 mM EDTA, 50mM 
Tris-HCl      pH 7,6-8,0). 

! Έντονη ανάδευση. 
! Προσθήκη 20 µl λυσοζύµης 10mg/ml. 
! Έντονη ανάδευση. 
! Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά. 
! Επώαση σε θερµοκρασία Θ=100ο C για 1,5 λεπτό. 
! Επώαση στον πάγο για 10 λεπτά. 
! Φυγοκέντρηση (13000 στροφές/λεπτό, 15 λεπτά). 
! Αποµάκρυνση ιζήµατος µε αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα. 
! Προσθήκη 600 µl ψυχρής ισοπροπανόλης. 
! Ανάδευση. 
! Επώαση σε θερµοκρασία Θ=-20ο C για 30 λεπτά. 
! Φυγοκέντρηση (13000 στροφές/λεπτό, 15 λεπτά). 
! Αφαίρεση υπερκειµένου. 
! Προσθήκη 1 ml 75% αιθανόλης. 
! Φυγοκέντρηση (13000 στροφές/λεπτό, 5 λεπτά). 
! Αφαίρεση υπερκειµένου. 
! Στέγνωµα ιζήµατος. 
! Επαναδιάλυση σε 20 µl ddH2O που περιέχει 0,5 µl Rnάσης 1µg/µl. 
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Σχεδιασµός εκκινητών αντιγραφής (primers) για ανίχνευση τµηµάτων του 

cDNA ανθρώπινων γονιδίων απολιπορωτεϊνών. 
 
Οι primers που σχεδιάστηκαν αφορούσαν στην ανίχνευση της έκφρασης των 

ακόλουθων γονιδίων απολιπορωτεϊνών του ανθρώπου: 
1. ΑποA-I. 
2. ΑποA-IV. 
3. ΑποB. 
4. ΑποC-II. 
5. ΑποC-III. 
6. ΑποE. 

Ο σχεδιασµός έγινε µε τέτοιο τρόπο ώστε το υπό ανίχνευση τµήµα να 
περιλαµβάνει τµήµατα δύο διαδοχικών εξονίων των γονιδίων των 
απολιποπρωτεϊνών. 

Επιπρόσθετα χρησιµοποιήθηκαν primers για τον εντοπισµό της όξινης 
ριβοσωµικής φωσφο-πρωτεϊνης ARPPO ως θετικό δείγµα ελέγχου, προκειµένου να 
εξασφαλιστεί η ισοδυναµία των δειγµάτων ως προς την περιεχόµενη ποσότητα 
cDNA. 

Οι αλληλουχίες των παραπάνω γονιδίων εντοπίστηκαν στη δικτυακή βάση 
Entrez-Nucleotide του NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide). 

Ο σχεδιασµός των primers έγινε µε επιλογή της επιθυµητής προς 
πολλαπλασιασµό αλληλουχίας του γονιδίου και εισαγωγή της στο πρόγραµµα 
«Primer Design» της οµάδας προγραµµάτων �The Genome Web� που εντοπίζεται 
στη δικτυακή βάση του Human Genome Mapping Project Resource Centre 
(http://www.hgmp.mrc.ac.uk). Το εν λόγω πρόγραµµα σχεδιάζει αυτόµατα όλα τα 
πιθανά ζεύγη primers, που µπορούν να αντιγράψουν την υποβληθείσα γονιδιακή 
περιοχή. Από την οµάδα αυτή το πρόγραµµα επιλέγει αυτόµατα το ιδανικό ζευγάρι 
των primers το οποίο δίνει τα καλύτερα δυνατά αποτελέσµατα. 

Οι συνθήκες πολλαπλασιασµού του DNA µε χρήση των επιλεγµένων primers 
προσδιορίσθηκαν πειραµατικά. Ιδανικές συνθήκες θεωρούνται εκείνες οι οποίες 
συντελούν στην εµφάνιση της αναµενόµενης, σύµφωνα µε το σχεδιασµό των 
primers, ζώνης DNA µε ταυτόχρονη απουσία µη ειδικών προϊόντων. 
Οι αλληλουχίες των primers που σχεδιάστηκαν για κάθε γονίδιο είναι οι εξής: 
 
 
1. ΑποA-I primers 
 
5΄ primer:  AGTTTGAAGGCTCCGCCTTGGGAAA. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide
http://www.hgmp.mrc.ac.uk/
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3΄primer: CACTTCTTCTGGAAGTCGTCCAGGTA. 
Οι συνθήκες πολλαπλασιασµού είναι οι εξής:  
Στάδιο αποδιάταξης: 94ο C για 30 δευτερόλεπτα (sec). 
Στάδιο πρόσδεσης των primers: 65ο C για 60 sec. 
Στάδιο επιµήκυνσης: 72ο C για 40 sec.  
Ανιχνεύουν ένα τµήµα 229 ζευγών βάσεων (bp) cDNA ή 818 bp γενοµικού DNA 
µετά από 25 κύκλους και ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 1,5% ή µετά από 16 
κύκλους όταν το αναπτυσσόµενο τµήµα DNA σηµαίνεται µε ραδιενεργό α-32P-
dCTP (10 mCi/ml) και η ανάλυση γίνεται σε µη αποδιατακτική πηκτή 
ακρυλαµίδης-δισακρυλαµίδης (σε αναλογία 29:1) συγκέντρωσης 5%, η οποία 
περιέχει και διάλυµα ΤΒΕ (non denaturating acrylamide gel). 
 
 
 
2. ΑποA-IV primers 
 
5΄ primer: ATGTTCCTGAAGGCCGTGGTCCT. 
3΄ primer: GGGTGAGTTCAGATTTCTGGAGATGTT. 
Οι συνθήκες πολλαπλασιασµού είναι οι εξής:  
Στάδιο αποδιάταξης: 94ο C για 30 δευτερόλεπτα (sec). 
Στάδιο πρόσδεσης των primers: 57ο C για 60 sec. 
Στάδιο επιµήκυνσης: 72ο C για 40 sec.  
Οι primers αυτοί συντελούν στην ανίχνευση ενός τµήµατος 166 bp cDNA ή 523 
bp γενοµικού DNA µετά από 25 κύκλους ή µετά από 20 κύκλους όταν το 
αναπτυσσόµενο τµήµα DNA σηµαίνεται µε ραδιενεργό α-32P-dCTP (10 mCi/ml). 
 
 
3. ΑποB primers 
 
5΄ primer: ATGAGCTCAAGCTGGCCATTCCAGA. 
3΄ primer: CTTTGATGAGAGCAAGTGGGCTGATG. 
Οι συνθήκες πολλαπλασιασµού είναι οι εξής:  
Στάδιο αποδιάταξης: 94ο C για 30 δευτερόλεπτα (sec). 
Στάδιο πρόσδεσης των primers: 68ο C για 45 sec. 
Στάδιο επιµήκυνσης: 72ο C για 40 sec.  
Αυτό το ζευγάρι των primers επιτυγχάνει την ανίχνευση ενός τµήµατος 303 bp 
cDNA ή 980 bp γενοµικού DNA µετά από 25 κύκλους ή µετά από 15 κύκλους 
όταν το αναπτυσσόµενο τµήµα DNA σηµαίνεται µε ραδιενεργό α-32P-dCTP (10 
mCi/ml). 
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4. ΑποC-II primers 
 
5΄ primer: ATGAGCTCAAGCTGGCCATTCCAGA. 
3΄ primer: CTTTGATGAGAGCAAGTGGGCTGATG. 
Οι συνθήκες πολλαπλασιασµού είναι οι εξής:  
Στάδιο αποδιάταξης: 94ο C για 30 δευτερόλεπτα (sec). 
Στάδιο πρόσδεσης των primers: 65ο C για 60 sec. 
Στάδιο επιµήκυνσης: 72ο C για 40 sec.  
Αυτό το ζευγάρι των primers επιτυγχάνει την ανίχνευση ενός τµήµατος 303 bp 
cDNA ή 980 bp γενοµικού DNA µετά από 25 κύκλους ή µετά από 18 κύκλους 
όταν το αναπτυσσόµενο τµήµα DNA σηµαίνεται µε ραδιενεργό α-32P-dCTP (10 
mCi/ml). 
 
 
 
5. ΑποC-III primers 
 
5΄ primer: AGGAGTCCCAGGTGGCCCAGCAG. 
3΄ primer: CACGGCTGAAGTTGGTCTGACCTCA. 
Οι συνθήκες πολλαπλασιασµού είναι οι εξής:  
Στάδιο αποδιάταξης: 94ο C για 30 δευτερόλεπτα (sec). 
Στάδιο πρόσδεσης των primers: 65ο C για 60 sec. 
Στάδιο επιµήκυνσης: 72ο C για 40 sec.  
Αυτό το ζευγάρι των primers συνδράµει στην ανίχνευση ενός τµήµατος 148 bp 
cDNA ή 1977 bp γενοµικού DNA µετά από 25 κύκλους ή µετά από 20 κύκλους 
όταν το αναπτυσσόµενο τµήµα DNA σηµαίνεται µε ραδιενεργό α-32P-dCTP (10 
mCi/ml) . 
 
 
 
6. ΑποE primers 
 
5΄ primer: CCAGCGGAGGTGAAGGAC. 
3΄ primer: CGCTTCTGCAGGTCATCG. 
Οι συνθήκες πολλαπλασιασµού είναι οι εξής:  
Στάδιο αποδιάταξης: 94ο C για 30 δευτερόλεπτα (sec). 
Στάδιο πρόσδεσης των primers: 58ο C για 30 sec. 
Στάδιο επιµήκυνσης: 68ο C για 2 λεπτά.  
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Αυτό το ζευγάρι των primers επιτυγχάνει την ανίχνευση ενός τµήµατος 585 bp 
cDNA µετά από 25 κύκλους πολλαπλασιασµού και ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 
1,5% .Οι primers αυτοί έχουν χρησιµοποιηθεί σε παλαιότερη µελέτη (69).

7. ARPPO primers 

5΄ primer: GGAAGGCTGTGGTGCTGATGG 
3΄ primer: AAGGAGAAGGGGGAGATGTTG 
Οι συνθήκες πολλαπλασιασµού είναι οι εξής:  
Στάδιο αποδιάταξης: 94ο C για 30 δευτερόλεπτα (sec). 
Στάδιο πρόσδεσης των primers: 65ο C για 60 sec. 
Στάδιο επιµήκυνσης: 72ο C για 40 sec.  
Αυτό το ζευγάρι των primers συνδράµει στην ανίχνευση ενός τµήµατος 480bp 
cDNA µετά από 25 κύκλους ή µετά από 18 κύκλους όταν το αναπτυσσόµενο 
τµήµα DNA σηµαίνεται µε ραδιενεργό α-32P-dCTP (10 mCi/ml) .
 

Κυτταρικές καλλιέργειες και παροδικές επιµολύνσεις  
 

Κυτταρικές σειρές καρκινικών ηπατικών κυττάρων του ανθρώπου HepG2 
καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο DMEM µε συµπλήρωµα 10% εµβρυικού ορού 
βοός, L-γλουταµίνης και των αντιβιοτικών πενικιλλίνη/στρεπτοµυκίνη (100 
µονάδες/ml) σε συνθήκες 37oC και 5% CO2. Παροδικές επιµολύνσεις έγιναν µε την 
µέθοδο της συγκατακρήµνισης µε Ca3(PO4)2 ή µέσω της χρήσης αντιδραστηρίου 
Dosper® (Boeringer-Mannheim).  
 
 

Αποµόνωση RNA από κυτταροκαλλιέργειες 
 

Τα στάδια που ακολουθούνται για την αποµόνωση του RNA από 
κυτταροκαλλιέργειες είναι τα εξής: 

! Συλλογή κυττάρων και θρεπτικού µέσου από το καλλιεργητικό δοχείο. 
! Φυγοκέντρηση (3000 στροφές/λεπτό, 5 λεπτά). 
! Αποµάκρυνση υπερκειµένου εκτός µικρής ποσότητας στην οποία 
επαναδιαλύεται το ίζηµα. 

! Μεταφορά εναιωρήµατος κυττάρων σε δοκιµαστικό σωλήνα 
eppendorf. 

! Φυγοκέντρηση (5000 στροφές/λεπτό, 5 λεπτά). 
! Αποµάκρυνση υπεκρειµένου. 
! Προσθήκη PBS 1x. 
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! Φυγοκέντρηση (5000 στροφές/λεπτό, 5 λεπτά). 
! Αποµάκρυνση υπεκρειµένου. 
! Προσθήκη διαλύµατος TRIZOL και αποµόνωση RNA σύµφωνα µε το 
πρωτόκολλο της κατασκευάστριας εταιρείας. 

! Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης του RNA γίνεται µε 
φωτοµέτρηση υπό υπεριώδη ακτινοβολία µήκους κύµατος        260 nm. 

 
 

Αντίστροφη µεταγραφή 
 

- Προσθήκη σε δοκιµαστικό σωλήνα eppendorf: 
! 1 µg RNA. 
! H2O µέχρι όγκου 30,5 µl. 
! 10 µl 5x ρυθµιστικού διαλύµατος αντίστροφης µεταγραφής (RT-

Buffer). 
! 3 µl τυχαίων εξαµερών primers 100 ng/µl. 
! 5 µl µίγµατος dNTP 2mM. 

- Επώαση σε θερµοκρασία Θ=65ο C για 5 λεπτά. 
- Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά. 
- Προσθήκη 1 µl Μ-ΜLV αντίστροφης µεταγραφάσης 200 u/µl. 
- Προσθήκη 0,5 µl αναστολέα RΝασών. 
- Επώαση σε θερµοκρασία Θ=37ο C για 90 λεπτά.. 
 
 
Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
 
Το δείγµα cDNA που συντίθεται µε τη διαδικασία της αντίστροφης µεταγραφής 

χρησιµοποιείται για τον εντοπισµό της έκφρασης επιλεγµένων ανθρώπινων γονιδίων 
απολιποπρωτεϊνών. Ο έλεγχος επιβεβαίωσης της χρήσης ίσης ποσότητας cDNA για 
δείγµατα που υπόκεινται σε σύγκριση γίνεται µέσω του προσδιορισµού του 
επιπέδου έκφρασης του γονιδίου της όξινης ριβοσωµικής φωσφο-πρωτεϊνης 
(ARPPO), η οποία εκφράζεται συνεχώς και σταθερά, µεταξύ των προς σύγκριση 
δειγµάτων. 

Τα δείγµατα που πρόκειται να χρησιµοποιηθούν για PCR περιέχουν τα εξής: 
Η2Ο                                                                  : 13,95 µl  
10x ρυθµιστικό διάλυµα DNA πολυµεράσης : 2,5 µl 
Μίγµα dNTPs 2mM                                         : 1,25 µl 
5΄ primer 10µΜ                                                : 2,5 µl 
3΄ primer 10µΜ                                                : 2,5 µl 
DNA πολυµεράση                                            : 0,3 µl 
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Τα δείγµατα υπόκεινται σε διαδικασία πολλαπλασιασµού µιας περιοχής του 

cDNA ώστε να διαπιστωθεί αφενός αν υπάρχει έκφραση της συγκεκριµένης 
γονιδιακής περιοχής, δεδοµένου ότι το cDNA προέρχεται από την αντίστροφη 
µεταγραφή του RNA, και αφετέρου ο βαθµός και οι µεταβολές στην έκφραση 
µεταξύ διαφορετικών δειγµάτων. Οι συνθήκες για τον πολλαπλασιασµό κάθε 
γονιδιακής περιοχής εξαρτώνται από τις συνθήκες λειτουργίας των primers (βλ. 
παραπάνω). 

 
 
Κατασκευή ανασυνδυασµένων αδενοϊών για γονιδιακή µεταφορά σε 

κυτταροκαλλιέργειες 
 
Η κατασκευή των ανασυνδυασµένων αδενοϊών που πρόκειται να 

χρησιµοποιηθούν για γονιδιακή µεταφορά πραγµατοποιήθηκε µε το σύστηµα 
AdEasy που περιγράφηκε από τους He T-C. και συν. (79) και το οποίο αποδίδεται 
σχηµατικά στην εικόνα 10. 

Στη διάρκεια της παρούσας µελέτης πραγµατοποιήθηκε η κατασκευή του 
πλασµιδιακού φορέα pAdTrack-CMV-dnRxR. Πιο συγκεκριµένα η επικρατούσα 
ανασταλτική µορφή του µεταγραφικού παράγοντα RxR (dominant negative RxR, 
dnRxR) εντέθηκε στον πλασµιδιακό φορέα pAdTrack-CMV (εικόνα 11). O φορέας 
αυτός θα χρησιµοποιηθεί στο άµεσο µέλλον για την κατασκευή αδενοϊού,  ο   οποίος   
θα    χρησιµοποιηθεί     για     τη     µεταφορά     του       dnRxR         σε 
κυτταροκαλλιέργειες. Η µεταλλαγµένη µορφή του RxR είναι δώρο από τον Dr 
Michael Saunders και αποτελεί µία ακρωτηριασµένη µορφή του RxR που στερείται 
την περιοχή της πρωτεϊνης που βρίσκεται µετά το αµινοξύ 454. Έχει διαπιστωθεί ότι 
το RxR(1-454) λειτουργεί ως dominant negative µεταλλαγή. Η µεταλλαγµένη 
µορφή του RxR κλωνοποιήθηκε µε την εξής διαδικασία: 
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! Πέψη µε τα περιοριστικά ένζυµα EcoRI και XbaI του πλασµιδίου που 
περιέχει το dnRxR. 

! Αποµόνωση του ενθέµατος από πηκτή αγαρόζης 1% σύµφωνα µε τις 
οδηγίες του συστήµατος Concert® (Life Technologies). 

! Πέψη του πλασµιδιακού φορέα pcDNAIII µε τα περιοριστικά ένζυµα 
EcoRI και XbaI και αποµόνωση της ευθυγραµµισµένης µορφής από 
πηκτή αγαρόζης 1% σύµφωνα µε τις οδηγίες του συστήµατος 
Concert® (Life Technologies). 

! Σύνδεση (ligation) του dnRxR ενθέµατος µε το pcDNAIII πλασµίδιο 
στις θέσεις EcoRI και XbaI.  

! Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων E. Coli DH5a. 
! Τυχαία επιλογή αποικιών από θρεπτικό µέσο που περιέχει αµπικιλίνη 
και ανάπτυξή τους σε καλλιέργειες µικρής κλίµακας. 

Εικόνα 10: Σχηµατική περιγραφή
του συστήµατος AdEasy για την
κατασκευή ανασυνδυασµένων
αδενοϊών που χρησιµοποιούνται
για τη γονιδιακή µεταφορά σε
κυτταροκαλλιέργειες. Το
επιθυµητό γονίδιο εντίθεται στο
φορέα pAdTrack-CMV, ο οποίος
σε ευθυγραµµισµένη µορφή, µετά
από πέψη µε PmeI,
συµµετασχηµατίζει µε το
πλασµίδιο pAdEasy  βακτηριακά
κύτταρα Ε.coli
BJ5183.Αποτέλεσµα της
συνεπιµόλυνσης είναι ο οµόλογος
ανασυνδυασµών των δύο
πλασµιδίων και η δηµιουργία
ενός µεγάλου πλασµιδιακού
φορέα. Ο φορέας αυτό
ευθυγραµµίζεται µε PacI και
χρησιµοποιείται για την
επιµόλυνση σε κύτταρα 911 ή
293, τα οποία αποτελούν τους
ξενιστές πακεταρίσµατος των
νεοσχηµατιζόµενων ιών, οι οποίοι
φέρουν το επιθυµητό γονίδιο στο
γενετικό τους υλικό (από Ηe και
συν.)   

Εισαγωγή του
dnRxR στο
pAdTrack-CMV 
πλασµίδιο 



 30

! Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από τις καλλιέργειες µικρής κλίµακας 
(minipreps) µε τη µέθοδο του βρασµού. 

! Έλεγχος αποικιών για την ανίχνευση της κατάλληλης αποικίας που 
περιέχει το πλασµίδιο pcDNAIII-dnRxR µε πέψη µε το περιοριστικό 
ένζυµο BamHI. Επιλέχθηκαν οι κλώνοι, οι οποίοι µετά την πέψη 
έδιναν µία ζώνη 6 kb, η οποία αντιστοιχεί στον ευθυγραµµισµένο 
φορέα και ένα µέρος του ενθέµατος, και µία ζώνη 900 bp η οποία 
αντιστοιχεί στο υπόλοιπο µέρος του ενθέµατος. 

! Ανάπτυξη του επιλεγµένου κλώνου σε µεγάλη κλίµακα και 
αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
συστήµατος Maxiprep (Life Technologies). 

! Αποµόνωση του dnRxR ενθέµατος από το φορέα pcDNAIII-dnRxR 
µετά από πέψη µε τα περιοριστικά ένζυµα HindIII και XbaI και  
ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1%. 

! Πέψη του πλασµιδιακού φορέα pAdTrack-CMV µε τα περιοριστικά 
ένζυµα HindIII και XbaI και αποµόνωση της ευθυγραµµισµένης 
µορφής από πηκτή αγαρόζης 1%. 

! Σύνδεση (ligation) του dnRxR ενθέµατος µε το pAdTrack-CMV 
πλασµίδιο στις θέσεις HindIII και XbaI. 

! Τυχαία επιλογή αποικιών και ανάπτυξή τους σε καλλιέργειες µικρής 
κλίµακας.  

! Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από τις καλλιέργειες µικρής κλίµακας 
(minipreps) µε τη µέθοδο του βρασµού. 

! Έλεγχος αποικιών για την ανίχνευση της κατάλληλης αποικίας που 
περιέχει το πλασµίδιο pAdTrack-CMV-dnRxR µε πέψη µε τα 
περιοριστικά ένζυµα HindIII και XbaI. Επιλέχθηκε ο κλώνος από την 
πέψη του οποίου προέκυψε το ένθεµα µεγέθους 1500 bp και ο 
πλασµιδιακός φορέας pAdTrack-CMV σε ευθυγραµµισµένη µορφή 
µεγέθους 9200 bp.  

! Ανάπτυξη του επιλεγµένου κλώνου σε µεγάλη κλίµακα και 
αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
συστήµατος Maxiprep (Life Technologies). 
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! Ευθυγράµµιση του πλασµιδίου pAdTrack-CMV-dnRxR µε το 
περιοριστικό ένζυµο PmeI. 

! Αποµόνωση του ευθυγραµµισµένου πλασµιδίου από πηκτή αγαρόζης 
1% σύµφωνα µε τις οδηγίες του συστήµατος Concert® (Life 
Technologies). 

Συµµετασχηµατισµός 
βακτηρίων µε τα 
πλασµίδια 
pAdTrack-CMV-dnRxR 
και pAdEasy-1 για 
οµόλογο ανασυνδυασµό 

Εικόνα 11: Στρατηγική κατασκευής του πλασµιδίου pAdTrack-CMV-dnRxR,το οποίο θα
χρησιµοποιηθεί για την παραγωγή του αδενοϊού που θα εκφράζει το γονίδιο dnRxR (βλ. κείµενο
για λεπτοµέρειες). 
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! Ανάµιξη 1µg γραµµικού pAdTrack-CMV-dnRxR µε περίπου 100ng 
αδενοϊικού πλασµιδίου pAdEasy-1, σε συνολικό όγκο 5-10µl. 

! Προσθήκη 20 µl ηλεκτρο-ικανών για µετασχηµατισµό βακτηρίων 
BJ5183 στο µίγµα των πλασµιδίων. 

! Μετασχηµατισµός µε ηλεκτροδιαπίδυση (electroporation) σε 
κυψελίδες 2.0mm και συνθήκες 2.5kV, 200W και 25mF. Για τη 
διαδικασία αυτή χρησιµοποιήθηκε η συσκευή Gene Pulser (BioRad). 

! Άµεση προσθήκη 1ml θρεπτικού µέσου S.O.C. 
! Επώαση σε θερµοκρασία Θ=37ο C για 2 ώρες. 
! Μεταφορά και άπλωµα του εναιωρήµατος των κυττάρων σε 
βακτηριακά πιάτα µε στερεό θρεπτικό µέσο που φέρει το αντιβιοτικό 
καναµυκίνη. 

! Επώαση σε θερµοκρασία Θ=37ο C για 16-20 ώρες. 
! Επιλογή των µικρότερων, ως προς το µέγεθος, αποικιών και ανάπτυξή 
τους σε καλλιέργειες µικρής κλίµακας (minipreps). 

! Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από τις καλλιέργειες µικρής κλίµακας 
(minipreps) µε τη µέθοδο του βρασµού. 

! Έλεγχος των κλώνων για επιλογή του κατάλληλου κλώνου που 
διαθέτει το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο pAd-dnRxR, το οποίο φέρει το 
επιθυµητό γονίδιο και όλες τις αναγκαίες αλληλουχίες για την 
ανάπτυξη του µη µολυσµατικού ιού που θα χρησιµοποιηθεί σαν 
φορέας του εν λόγω γονιδίου. Ο έλεγχος γίνεται µε πέψη µε το 
περιοριστικό ένζυµο PacI. Το πρότυπο ηλεκτροφόρησης των θετικών 
κλώνων είναι χαρακτηριστικό και αποτελείται από ένα τµήµα 3 kb κι 
ένα τµήµα 41 kb περίπου. 

! Το DNA του θετικού κλώνου, που έχει αποµονωθεί από τις 
καλλιέργειες µικρής κλίµακας, χρησιµοποιείται για το µετασχηµατισµό 
βακτηριακών κυττάρων E. coli DH5a. 

! Τα µετασχηµατισµένα βακτήρια απλώνονται σε βακτηριακό πιάτο, το 
οποίο περιέχει αντιβιοτικό καναµυκίνη. 

! Επιλέγονται 3 αποικίες και αναπτύσσονται σε καλλιέργειες µικρής 
κλίµακας. 

! Έλεγχος για επιβεβαίωση θετικού κλώνου µε πέψη µε PacI. 
! Ο θετικός κλώνος αναπτύσσεται σε καλλιέργεια µεγάλης κλίµακας και 
το πλασµιδιακό DNA αποµονώνεται και καθαρίζεται σύµφωνα µε τις 
οδηγίες του σύστηµατος  Maxiprep (Life Technologies). 

Το αποµονωµένο πλασµίδιο θα ευθυγραµµιστεί µε PacI και θα 
χρησιµοποιηθεί για την επιµόλυνση κυττάρων πακεταρίσµατος, στα οποία θα 
σχηµατιστούν αδενοϊοί που θα έχουν την ικανότητα επιµόλυνσης κυττάρων και 
µεταφοράς σε αυτά της κωδικοποιούσας αλληλουχίας για dnRxR.  

Ανάπτυξη 
ανασυνδυασµένου 
κλώνου 
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Παραγωγή κατάλληλων για κυτταρική επιµόλυνση αδενοϊών  
 

Παράλληλα µε την προετοιµασία του πλασµιδίου που θα χρησιµοποιηθεί για 
παραγωγή αδενοϊού, µε τη χρήση του οποίου θα πραγµατοποιηθεί ευρεία µεταφορά 
του dnRxR σε κυτταρικές σειρές, ολοκληρώθηκε η παραγωγή υψηλών τίτλων 
αδενοϊών που εκφράζουν τα γονίδια RxRα, GFP και Smad7 (Ad-RxR, Ad-GFP και 
Ad-Smad7 αντίστοιχα). Οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί Ad-RxR και Ad-GFP 
κατασκευάστηκαν από τον Dr H. Kan και τον υποψήφιο ∆ιδάκτορα Γιώργο Κούκο. 
Ο αδενοϊός Ad-Smad7 είναι δώρο του ∆ρ Άρη Μουστάκα του Ludwig Institute της 
Upsala. Η παραγωγή αδενοϊών έγινε ως εξής: 

! Σε καλλιεργητικά δοχεία Τ-25 µε θρεπτικό µέσο DMEM που περιέχει 
5% ορό FΒS και 1% µίγµα αντιβιοτικών πενικιλλίνης-στρεπτοµυκίνης 
αναπτύσσονται κύτταρα 911. Η ανάπτυξη των κυττάρων γίνεται σε 
µονοστιβάδες και µέχρι ποσοστού 70-80% της µέγιστης πυκνότητας (~ 
3x106 κύτταρα). 

! Τα κύτταρα επιµολύνθηκαν µε 3 µg από τον κάθε πλασµιδιακό φορέα 
που φέρει την επιθυµητή κωδικοποιούσα αλληλουχία (pAd-RxR, pAd-
GFP και pAd-Smad7 αντίστοιχα) και ο οποίος έχει ευθυγραµµιστεί µε 
χρήση του περιοριστικού ενζύµου PacI.  Πιο συγκεκριµένα η 
ακολουθούµενη διαδικασία έχει ως εξής: 

1. Σε δοκιµαστικό σωλήνα 15 ml προστίθενται 3µg 
ευθυγραµµισµένου πλασµιδίου που φέρει την επιθυµητή 
κωδικοποιούσα αλληλουχία (pAd-RxR, pAd-GFP και pAd-
Smad7) και διάλυµα 1x HBS µέχρι τελικού όγκου  150 µl(∆ιάλυµα 
Α).  

2. Σε δοκιµαστικό σωλήνα 15 ml προστίθενται 18 µl διαλύµατος 
Dosper, το οποίο περιέχει λιποσώµατα και 132 µl διαλύµατος 1x 
HBS (∆ιάλυµα Β). 

3. Προσθήκη του διαλύµατος Α στο διάλυµα Β στάγδην και υπό ήπια 
ανάδευση στο vortex. 

4. Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά. 
5. Πριν την πάροδο του διαστήµατος 15 λεπτών το θρεπτικό υλικό 
στο οποίο αναπτύχθηκαν τα κύτταρα αντικαθίσταται µε θρεπτικό 
µέσο DMEM που δεν περιέχει ορό και αντιβιοτικά. 

6. Κατά την ολοκλήρωση του διαστήµατος των 15 λεπτών 
προστίθεται το µίγµα των διαλυµάτων Α και Β στάγδην και σε όλη 
την έκταση της κυτταροκαλλιέργειας. 

! Επώαση σε κλίβανο θερµοκρασίας Θ=37ο C και υπό χορήγηση αερίου 
µίγµατος 5% CO2 για 16 ώρες. 
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! Αποµάκρυνση του θρεπτικού µέσου. 
! Προσθήκη θρεπτικού υλικού DMEM που περιέχει 5% ορό FΒS και 1% 

µίγµα αντιβιοτικών πενικιλλίνης-στρεπτοµυκίνης. 
! Στο µεσοδιάστηµα από την αρχική µόλυνση ως τη συλλογή των κυττάρων 

τα κύτταρα παρατηρούνται για έκφραση της πρωτεϊνης GFP στο 
µικροσκόπιο φθορισµού. 

! Συλλογή κυττάρων και θρεπτικού µέσου µετά από 8-12 ηµέρες, οπότε και 
τα περισσότερα κύτταρα έχουν υποστεί λύση. 

! Το συλλεχθέν ιικό διάλυµα χρησιµοποιείται για επιµόλυνση νέων 
κυττάρων 911 που αναπτύσσονται σε καλλιεργητικά δοχεία Τ-75.  

! Τα εκ νέου µολυσµένα κύτταρα παρατηρούνται αφενός στο µικροσκόπιο 
φθορισµού για το βαθµό έκφρασης της GFP και αφετέρου για εµφάνιση 
µολυσµατικών χαρακτηριστικών (διόγκωση κυτταρικών σωµάτων, 
αποκόλληση από το υπόστρωµα και λύση). 

! Συλλογή του θρεπτικού µέσου που περιέχει τον αδενοϊό µετά την πάροδο 
7 ηµερών και χρήση για µόλυνση κυττάρων HEK-293, που 
αναπτύσσονται σε τριβλία 3 διαστάσεων, όπως περιγράφεται παρακάτω. 

 
 
Πολλαπλασιασµός του παραχθέντος αδενοϊού 

 
! Κύτταρα ΗΕΚ-293 αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο Leibovitz που 

περιέχει 10% FCS και 1% µίγµα αντιβιοτικών πενικιλίνης-
στρεπτοµυκίνης. Η ανάπτυξη έγινε σε καλλιεργητικά τριβλία Τ-175 έως 
ότου τα κύτταρα αποκτήσουν πυκνότητα 70%. 

! Μετά την πάροδο της 1 εβδοµάδας αποµακρύνθηκε το θρεπτικό µέσο 
από τα καλλιεργητικά τριβλία και τα κύτταρα αποκολλήθηκαν µε τη 
χρήση τρυψίνης και έντονης ανακίνησης. 

! Ακολούθησε µεταφορά των κυττάρων σε 500 ml φρέσκου θρεπτικού 
µέσου Leibovitz στο οποίο έχει προστεθεί ορός FCS (10%) και µίγµα 
αντιβιοτικών πενικιλίνης-στρεπτοµυκίνης (1%). 

! 100 ml του εναιωρήµατος κυττάρων µεταφέρθηκε σε καλλιεργητικό 
δοχείο «3 διαστάσεων» (triple flask). 

! Τα κύτταρα επωάστηκαν σε κλίβανο θερµοκρασίας Θ=37ο C και 5% 
CO2 για 5 ηµέρες. 

! Ακολούθησε αποµάκρυνση του θρεπτικού υλικού.  
! Έγινε συλλογή του θρεπτικού µέσου που περιέχει τον αδενοϊό από τις 

καλλιέργειες που αναπτύσσονταν για 7 ηµέρες σε καλλιεργητικά τριβλία 
T-75 µετά τη µόλυνση µε τους αδενοϊούς (βλ. περιγραφή παραγωγής 
κατάλληλων για κυτταρική επιµόλυνση αδενοϊών). 



 35

! Μόλυνση µε 7 ml θρεπτικού µέσου το οποίο συλλέχθηκε από τις 
καλλιέργειες των κυττάρων 911 που αναπτύχθηκαν για 7 ηµέρες σε 
καλλιεργητικά τριβλία T-75 

! Επώαση σε κλίβανο θερµοκρασίας Θ=37ο C και 5% CO2 για 15-20 
λεπτά. 

! Σε κάθε triple flask προστέθηκαν 100 ml θρεπτικού µέσου DMEM. 
! Έγινε επώαση σε κλίβανο θερµοκρασίας Θ=37ο C και 5% CO2 για 2-3 

ηµέρες, έως ότου 50% των κυττάρων ήταν έτοιµα να λυθούν. 
! Πραγµατοποιήθηκε συλλογή των κυττάρων από τις triple flasks µε 

έντονη ανάδευση, µεταφορά σε δοκιµαστικό σωλήνα 50 ml και 
φυγοκέντρηση (1000 στροφές/λεπτό, 5 λεπτά). 

! Αποθήκευση του ιζήµατος σε θερµοκρασία Θ=-80ο C έως ότου 
πραγµατοποιηθεί το στάδιο καθαρισµού του αποµονωµένου αδενοϊού. 

 
Καθαρισµός αποµονωµένου αδενοϊού µετά τον πολλαπλασιασµό του 
 

! Τα κύτταρα υπεβλήθησαν 3 φορές σε ψύξη σε ξηρό πάγο και 
επαναθέρµανση σε θερµοκρασία 37ο C (freeze-thaw), που οδήγησε στη 
λύση τους. 

! Φυγοκέντρηση (4000 στροφές/λεπτό, 10 λεπτά). 
! Έγινε διαχωρισµός διαβάθµισης CsCl µε προσεκτική επιστίβαξη 4 ml 

διαλύµατος CsCl συγκέντρωσης 0,277 g/ml πάνω σε 2 ml διαλύµατος 
CsCl συγκέντρωσης 0,619 g/ml σε πλαστικό σωλήνα υπερφυγοκέντρησης 
(Beckmann, #344059). Η επιστίβαξη θεωρείται επιτυχηµένη όταν είναι 
εµφανής ένας σκουρόχρωµος δακτύλιος µεταξύ των δύο πυκνοτήτων. 

! Επιστίβαξη του υπερκειµένου της φυγοκέντρησης πάνω στη στιβάδα του 
CsCl συγκέντρωσης 0,277 g/ml. 

! Φυγοκέντρηση σε υπερφυγόκεντρο (30.000 στροφές/λεπτό, 90 λεπτά, 
4οC, SW41-Beckmann). 

! Μετά την ολοκλήρωση της φυγοκέντρησης ακολούθησε αποµάκρυνση µε 
σύριγγα της λευκής ζώνης, που εντοπίζεται στη µεσόφαση των δύο 
πυκνοτήτων και µεταφορά του διαλύµατος σε σωλήνα 
υπερφυγοκέντρησης (Beckmann #342413). 

! Προσθήκη CsCl συγκέντρωσης 0,45 g/ml έως ότου γέµισε πλήρως ο 
σωλήνας υπερφυγοκέντρησης. 

! Σφράγισµα του σωλήνα υπερφυγοκέντρησης µε µεταλλική κεφαλή. 
! Φυγοκέντρηση σε υπερφυγόκεντρο (48000 στροφές/λεπτό, τουλάχιστον 

16 ώρες, 4ο C, Ti-70 κεφαλή). 
! Συλλογή της ζώνης, που εµφανίζεται µετά τη φυγοκέντρηση. Η ζώνη αυτή 

µεταφέρθηκε σε κασέτα διαπίδυσης (PIERCE #66425). 
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! Εµβάπτιση της κασέτας διαπίδυσης σε 500 ml ρυθµιστικού διαλύµατος 
διαπίδυσης (10mM Tris pH 8,0 , 2mM MgCl2, 5% σουκρόζη). 

! ∆ιαπίδυση για 3 ώρες µε ανανέωση του ρυθµιστικού διαλύµατος 
διαπιδυσης ανά 1 ώρα. 

! Συλλογή ιού από την κασέτα διαπίδυσης. 
! Μοίρασµα σε µικρές ποσότητες. Συγκεκριµένα, ετοιµάστηκαν 3 δείγµατα 

20 µl που χρησιµοποιήθηκαν για τιτλοδότηση και η υπόλοιπη ποσότητα 
µοιράστηκε σε δείγµατα 200 µl. 

! Άµεση αποθήκευση σε θερµοκρασία Θ= -80ο C. 
 

 
Τιτλοδότηση καθαρισµένου αδενοϊού 

 
! Προετοιµάστηκε καλλιέργεια κυττάρων 911 σε θρεπτικό µέσο DMEM µε 

10% FBS και 1% µίγµα αντιβιοτικών πενικιλίνης-στρεπτοµυκίνης σε 
καλλιεργητικά πιάτα 6 κελιών, έως ότου η πυκνότητα των κυττάρων 
προσέγγισε το 100%. 

! Έγιναν διαδοχικές αραιώσεις του αδενοϊού σε 2% HTHS/PBS (Ca++). 
Χρησιµοποιήθηκαν αραιώσεις του ιού της τάξης του 10-8, 10-9 και 10-10 σε 
συνολικό όγκο 1 ml.   

! Το θρεπτικό µέσο αποµακρύνθηκε από τις καλλιέργειες κυττάρων και 
προστέθηκαν 500µl από κάθε αραίωση αδενοϊού στις 
κυτταροκαλλιέργειες. 

! Έγινε επώαση των κυττάρων 911 για 10 λεπτά σε θερµοκρασία Θ=37οC 
και 5% CO2. 

! Ακολούθησε ανάµιξη προθερµασµένου σε θερµοκρασία Θ=37ο C 2% 
HTHS και προθερµασµένου σε θερµοκρασία Θ=42ο C 2x άγαρ σε 
αναλογία 1:1 αµέσως µετά την ολοκλήρωση της επώασης. 

! Αφαιρέθηκε το διάλυµα του ιού και έγινε άµεση προσθήκη µίγµατος 
άγαρ-HTHS. 

! Στερεοποίηση µίγµατος µε επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου. 
! Επώαση σε θερµοκρασία Θ=37ο C και 5% CO2 για 10 ως 14 ηµέρες. 
! Μετά την πάροδο 10-14 ηµερών παρατηρήθηκαν στο µικροσκόπιο και 

µετρήθηκαν οι πλάκες µόλυνσης. 
! Έγινε προσδιορισµός του τίτλου του αδενοϊού µε βάση τον τύπο: 

  
 

 
Τίτλος ιού (pfu/ml) =                                        x        10παράγοντας αραίωσης 

 

Αριθµός 
µετρούµενων 
πλακών στη 

µέγιστη αραίωση
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pfu = Plaque Forming Unit (µονάδα σχηµατισµού πλάκας) 

 
 
Μόλυνση κυτταρικής σειράς µε ανασυνδυασµένους αδενοϊούς 

 
! Προετοιµάστηκαν 2x106 κύτταρα HepG2 σε καλλιεργητικό δοχείο Τ-25, 

που περιείχε θρεπτικό µέσο DMEM µε 5% ορό FBS και 1% µίγµα 
αντιβιοτικών πενικιλίνης-στρεπτοµυκίνης. 

! Το θρεπτικό µέσο αποµακρύνθηκε. 
! Προστέθηκαν 3 ml θρεπτικού µέσου DMEM µε 2% ορό HTHS και 1% 

µίγµα αντιβιοτικών πενικιλίνης-στρεπτοµυκίνης. 
! Έγινε προσθήκη 10 µολυσµατικών µονάδων ιού ανά κύτταρο (multiplicity 

of infection, m.o.i.) στο θρεπτικό µέσο του καλλιεργητικού τριβλίου και 
ανάδευση. Οι ιοί που χρησιµοποιήθηκαν για επιµόλυνση ήταν οι εξής: 

           -Ad-GFP. 
             -Ad-RxR. 
             -Ad-Ribozyme RxRα. 
             -Ad-Smad7. 
! Ακολούθησε επώαση σε κλίβανο θερµοκρασίας Θ=37ο C και 5% CO2 για 

8 ως 16 ώρες. 
! Έγινε αποµάκρυνση του θρεπτικού µέσου και προσθήκη 3 ml DMEM µε 

10% ορό FBS και 1% µίγµα πενικιλίνης-στρεπτοµυκίνης. Στο στάδιο 
αυτό, επίσης, γίνεται προσθήκη οποιασδήποτε ουσίας της οποίας η 
επίδραση µελετάται. Συγκεκριµένα, στην παρούσα µελέτη προστέθηκε 9-
cis-ρετινοϊκό οξύ, το οποίο αποτελεί το συνδέτη (ligand) του RxR, σε 
τελική συγκέντρωση 10-4 Μ, σε κύτταρα που είχαν επιµολυνθεί µε 
αδενοϊό που κωδικοποιεί το µεταγραφικό παράγοντα RxR.    

! Έγινε επώαση σε κλίβανο θερµοκρασίας 37ο C και 5% CO2 για 48 ώρες. 
! Συλλέχθηκαν κύτταρα για αποµόνωση RNA. 
 
 
Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών (µέθοδος Western Blotting) 
 
Το πλασµίδιο pAdTrack-CMV-dnRxRα χρησιµοποιήθηκε για επιµόλυνση  

κυττάρων 911 µε σκοπό να διαπιστωθεί αν το ανασυνδυασµένο αυτό πλασµίδιο  
εκφράζεται σε ικανοποιητικό βαθµό. Επιπρόσθετα, τα κύτταρα επιµολύνθηκαν µε το 
ιικό πλασµίδιο pAd-RxRα και το πλασµίδιο pMT2-RxRα. 
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! Μετά την επιµόλυνση και τη συλλογή των κυττάρων έγινε αποµόνωση 
κυτταρικού λύµατος. 

! Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση SDS σε πηκτή ακρυλαµίδης (SDS-PAGE). 
! Οι πρωτεϊνες µεταφέρθηκαν µε ηλεκτροµεταφορά διάρκειας 3 ωρών και 

σε τάση U=80V από την πηκτή ακρυλαµίδης σε µεµβράνη PVDF. 
! Έγινε επώαση της µεµβράνης σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 ώρα µε 

διάλυµα κορεσµού (Blocking Buffer: TBS, 0,1% Tween-20, 5% γάλα, 
0,5% BSA).  

! Ακολούθησε επώαση για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου µε το 1ο 
αντίσωµα (anti-RxRα sc-553, πολυκλωνικό αντίσωµα ειδικό για την 
πρωτεϊνη RxRα του ανθρώπου, που έχει συντεθεί σε κουνέλι) σε αραιώση 
1:2500. 

! Έγιναν τρεις εκπλύσεις διάρκειας 10 λεπτών µε TBS+0,1% Tween-20. 
! Ακολούθησε επώαση για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου µε το 2ο 

αντίσωµα (anti-rabbit IgG-HRP, sc-2004) σε αραιώση 1:4000. 
! Έγιναν τρεις εκπλύσεις διάρκειας 10 λεπτών µε TBS+0,1% Tween-20. 
! Επακολούθησε µία  έκπλυση διάρκειας 10 λεπτών µε ΤBS. 
! Αποµακρύνθηκε το υγρό από τη µεµβράνη PVDF. 
! Έγινε εµφάνιση των πρωτεϊνών σε φιλµ αυτόραδιογραφίας µε χρήση του 

αντιδραστηρίου ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας (ECL, RPN2109, 
Amersham Biosciences).  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

 
Κατασκευή αδενοϊικού πλασµιδίου pAd-dnRxR που φέρει το γονίδιο για 

τη dominant negative µεταλλαγή του RxRα 
 
Το γονίδιο που κωδικοποιεί την επικρατούσα ανασταλτική µορφή (dominant 

negative) του RxRα [RxR(1-454)] αποµονώθηκε µετά από πέψη του dnRxRα 
πλασµιδίου  µε περιοριστικά ένζυµα που αναγνωρίζουν τις θέσεις EcoRI και XbaI 
στα άκρα του γονιδίου. Το γονίδιο αυτό υποκλωνοποιήθηκε στις θέσεις EcoRI και 
XbaI του πολυσυνδέσµου (polylinker) του πλασµιδιακού φορέα pcDNA-III (εικόνα 
11). Ο έλεγχος της ορθής ένθεσης του γονιδίου στο pcDNA-III έγινε µε πέψη µε το 
ένζυµο BamHI. Οι θετικοί κλώνοι µετά την πέψη έδωσαν µία ζώνη 6 kb, η οποία 
αντιστοιχεί στον ευθυγραµµισµένο φορέα και ένα µέρος του ενθέµατος, και µία 
ζώνη 900 bp η οποία αντιστοιχεί στο υπόλοιπο µέρος του ενθέµατος (εικόνα 12A). 
Το γονίδιο dnRxR αποµονώθηκε εκ νέου µε πέψη του pcDNA-III µε περιοριστικά 
ένζυµα που αναγνωρίζουν τις θέσεις HindIII και XbaI (εικόνα 11). Τα ένζυµα 
HindIII και XbaI χρησιµοποιήθηκαν, επίσης, για τη γραµµοποίηση του 
πλασµιδιακού φορέα pAdTrack-CMV(εικόνα 11). Το dnRxR γονίδιο ενετέθη στις 
θέσεις HindIII και XbaI του pAdTrack-CMV(εικόνα 11). Τα ένζυµα HindIII και 
XbaI χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση θετικών κλώνων που έφεραν το ένθεµα. 
Οι θετικοί κλώνοι έδωσαν ένα τµήµα 1500bp, που αντιστοιχεί στο ένθεµα, και ένα 
τµήµα περίπου 9200 bp που αντιστοιχεί στο γραµµικό pAdTrack-CMV (εικόνα 
12B). Στη συνέχεια έγινε οµόλογος ανασυνδυασµός του πλασµιδίου pAdEasy-1µε 
το pAdTrack-CMV-dnRxR πλασµίδιο, το οποίο υπέστη πέψη µε PmeI, προκειµένου 
να γραµµοποιηθεί(εικόνα11, εικόνα 12Γ). Ο οµόλογος ανασυνδυασµός έγινε σε 
κύτταρα E. coli BJ 5183, τα οποία υπεβλήθησαν σε συµµετασχηµατισµό µε 
ηλεκτροµεταφορά (electroporation). Ο έλεγχος ύπαρξης ανασυνδυασµένων φορέων 
pAd-dnRxR έγινε µε πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο PacI. Το πρότυπο 
ηλεκτροφόρησης των θετικών κλώνων είναι χαρακτηριστικό. Οι θετικοί κλώνοι, 
µετά από πέψη µε PacI, δίνουν ένα τµήµα 3 kb κι ένα τµήµα περίπου 41 kb (εικόνα 
12∆). Ο πλασµιδιακός φορέας αποµονώθηκε και θα χρησιµοποιηθεί για την 
παραγωγή υψηλού τίτλου αδενοϊών, οι οποίοι θα χρησιµοποιηθούν για µόλυνση 
κυττάρων ή πειραµατοζώων (εικόνα 10).  
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Εικόνα 12: Α. Έλεγχος επιβεβαίωσης της ένθεσης του dnRxRα στον πλασµιδιακό φορέα
pcDNA-III µε πέψη µε BamHI. B. Έλεγχος ένθεσης του dnRxRα στο πλασµίδιο pAdTrack-CMV
µετά από διπλή πέψη µε HindIII και XbaI. Οι θετικοί κλώνοι δίνουν ένα τµήµα 1,5 kb (ένθεµα)
και ένα τµήµα περίπου 9,2 kb (pAdTrack-CMV). Γ. Έλεγχος επιβεβαίωσης της ύπαρξης του
ενθέµατος dnRxRα στο πλασµίδιο pAdTrack-CMV και ταυτόχρονη σύγκριση µε το ίδιο
πλασµίδιο, που δεν περιέχει το ένθεµα και το πλασµίδιο pAdEasy-1 µε το οποίο θα γίνει
οµόλογος ανασυνδυασµός. Το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο pAdTrack-CMV-dnRxR(3η στήλη)
έχει µεγαλύτερο µέγεθος και µειωµένη ηλεκτροφορητική κινητικότητα, σε σχέση µε το αρχικό
πλασµίδιο pAdTrack-CMV(2η στήλη) και πολύ µικρότερο µέγεθος σε σύγκριση µε το πλασµίδιο
pAdEasy-1(4η στήλη) ∆. Έλεγχος επιβεβαίωσης του οµόλογου ανασυνδυασµού που οδηγεί στην
κατασκευή του πλασµιδίου pAd-dnRxRα, το οποίο θα χρησιµοποιηθεί για παραγωγή υψηλού
τίτλου αδενοϊού. Οι θετικοί κλώνοι εµφανίζουν µια χαρακτηριστική ζώνη 3 kb (2η, 3η, 4η και 7η
στήλη). 
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Έλεγχος της έκφρασης του γονιδίου dnRxRα σε κύτταρα 911 
 
Κύτταρα 911 επιµολύνθηκαν µε τα εξής πλασµίδια: 
1. pAdTrack-CMV-dnRxR. 
2. pAd-RXR. 
3. pMT2-RxR 
4. (-). 

Τα κύτταρα παρατηρήθηκαν µετά την πάροδο 72 ωρών σε µικροσκόπιο 
φθορισµού, ώστε να διαπιστωθεί η ποιότητα της επιµόλυνσης. Η εκτίµηση της 
ποιότητας επιµόλυνσης έγινε µέσω του προσδιορισµού του ποσοστού των κυττάρων 
που εξέφραζαν την πρωτεΐνη GFP, η οποία κωδικοποιείται από τα πλασµίδια 
pAdTrack-CMV-dnRxR και pAd-RxR. ∆ιαπιστώθηκε ότι η ποιότητα της 
επιµόλυνσης ήταν πολύ καλή. Τα κύτταρα συλλέχθησαν άµεσα και αποµονώθηκε το 
κυτταρικό λύµα. Μετά από την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαµίδης 12% και την 
ηλεκτροµεταφορά σε µεβράνη PVDF έγινε ανίχνευση των πρωτεϊνών RxR και 
dnRxR µε χρήση πολυκλωνικών αντισωµάτων αντι-RxR (εικόνα 13).  

∆ιαπιστώθηκε ότι το dnRxR εκφράζεται στα κύτταρα 911. Συνεπώς, µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί για παραγωγή λειτουργικών αδενοϊών, οι οποίοι θα 
χρησιµοποιηθούν για τη µεταφορά του εν λόγω γονιδίου σε κυτταρικές σειρές.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
-CMV 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Εικόνα 13: Έλεγχος έκφρασης του
pAdTrack-CMV-dnRxRα µε ανίχνευση
µε ανοσοαποτύπωση (Western
Blotting) µε χρήση πολυκλωνικών
αντισωµάτων αντι-RxRα. Έγινε
επιµόλυνση των κυττάρων 911 µε τον
πλασµιδιακό φορέα pAdTrack-CMV-
dnRxR. Στην 1η στήλη το δείγµα
προέρχεται από κύτταρα τα οποία δεν
επιµολύνθηκαν. Οι υπόλοιπες στήλες
αντιπροσωπεύουν κύτταρα που
επιµολύνθηκαν µε pAdTrack-CMV-
dnRxR (2η στήλη), µε pAd-RxR (3η
στήλη) και µε pMT2-RxR. Η λήψη του
κυτταρικού λύµατος έγινε 72 ώρες µετά
την επιµόλυνση και υποβλήθηκε σε
SDS-PAGE και Western Blotting, όπως
περιγράφεται στις µεθόδους. Το
pAdTrack-CMV-dnRxRα εκφράστηκε
κανονικά. 
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Έλεγχος της επίδρασης των πυρηνικών υποδοχέων και της Smad7 στην 
έκφραση των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών του ανθρώπου  

 
Κυτταρικές σειρές HepG2 µολύνθηκαν µε ανασυνδυασµένους αδενοϊούς. 

Συγκεκριµένα, έγινε προσθήκη 10 µολυσµατικών µονάδων ιού ανά κύτταρο 
(multiplicity of infection, m.o.i.). Οι αδενοϊοί που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι εξής: 

1. (-). 
2. Ad-GFP. 
3. Ad-RxR. 
4. Ad-RxR+9-cis-ρετινοϊκό οξύ. 
5. Ad-RzRxR (ριβοζυµικό RxR). 
6. Ad-Smad7. 

Τα κύτταρα συλλέχθησαν µετά από πάροδο 48 ωρών και χρησιµοποιήθηκαν 
για την αποµόνωση του RNA, όπως εξηγείται στις µεθόδους. Το αποµονωµένο 
RNA χρησιµοποιήθηκε για αντίστροφη µεταγραφή. Το παραγόµενο cDNA 
αποτέλεσε υπόστρωµα για την αντίδραση PCR στην οποία ελέγχθηκε το επίπεδο 
έκφρασης των γονιδίων των απολιπορωτεϊνών αποA-I, αποA-IV, αποB, αποC-II, 
και αποC-III. Για την εξοµάλυνση των αποτελεσµάτων χρησιµοποιήθηκαν primers 
που συντελούν στην ανίχνευση της έκφρασης του γονιδίου της όξινης ριβοσωµικής 
φωσφοπρωτεϊνης ARPPO. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στην εικόνα 14.  

∆ιαπιστώθηκε ότι  µετά τη µόλυνση µε τον αδενοϊό που φέρει το γονίδιο για 
τον πυρηνικό υποδοχέα RxR παρατηρείται εµφανής αύξηση της έκφρασης των 
γονιδίων που κωδικοποιούν για τις απολιποπρωτεϊνες αποA-I και αποC-III, 
συγκριτικά µε το αντίστοιχο επίπεδο έκφρασης των γονιδίων των απολιπορωτεϊνών 
των κυττάρων που µολύνθηκαν µε Ad-GFP.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Εικόνα 14: RT-PCR από mRNA
κυττάρων HepG2 που µολύνθηκαν µε
ανασυνδυασµένους αδενοϊούς
(φαίνονται στο επάνω µέρος της
εικόνας). Η ανάλυση αυτή  επέτρεψε
την ανίχνευση µεταβολών στην
έκφραση των γονιδίων των
απολιποπρωτεϊνών αποA-I, αποB,
αποA-IV, αποC-II και αποC-III του
ανθρώπου µετά από την
υπερέκφραση στα κύτταρα των
µεταγραφικών παραγόντων RxR και
Smad7 (βλ. κείµενο για λεπτοµέρειες) 
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Επίσης, παρατηρείται µικρή αύξηση στην έκφραση του γονιδίου της 
απολιποπρωτεϊνης αποC-II. Ο RxR δεν φαίνεται να µεταβάλλει τα επίπεδα των 
απολιπορωτεϊνών αποB και αποA-IV. 

Η χρήση του 9-cis-ρετινοϊκού οξέος, το οποίο είναι ο συνδέτης του RxRα, 16 
ώρες µετά τη µόλυνση µε τον αδενοϊό που εκφράζει τον RxRα, φαίνεται να 
ενεργοποιεί το RxRα και να αυξάνει την έκφραση της αποA-I και σε µικρότερο 
βαθµό της αποC-III. Αντίθετα, η έκφραση των γονιδίων των απολιπορωτεϊνών 
αποB, αποA-IV και αποC-II δεν φαίνεται να επηρεάζεται από το συνδυασµό του 
RxRα και του 9-cis-ρετινοϊκού οξέος.  

Η µόλυνση µε αδενοϊό Ad-RzRxR φαίνεται να προκαλεί αύξηση της έκφρασης 
του γονιδίου της αποA-I, σε σύγκριση µε το επίπεδο έκφρασης στο δείγµα ελέγχου 
(Ad-GFP). Η αύξηση αυτή ωστόσο είναι µικρότερη σε σύγκριση µε την αντίστοιχη 
αύξηση που παρατηρείται στα δείγµατα στα οποία έγινε µόλυνση µε Ad-RxR και 
Ad-RxR+9-cis-ρετινοϊκό οξύ. Το RzRxR φαίνεται να µη µεταβάλλει καθόλου την 
έκφραση του γονιδίου της απολιποπρωτεϊνης αποC-III, σε σχέση µε το δείγµα 
ελέγχου Ad-GFP. Ωστόσο, η έκφραση του γονιδίου της αποC-III του δείγµατος 
ελέγχου φαίνεται αισθητά µειωµένη σε σχέση µε το δείγµα (-)  στο οποίο δεν έχει 
γίνει µόλυνση. 

Η µόλυνση µε αδενοϊό που εκφράζει τη Smad7 ποικίλει. Πιο συγκεκριµένα, η 
Smad7 φαίνεται να αυξάνει την έκφραση των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών 
αποA-I και αποC-III, ενώ δεν φαίνεται να προκαλεί καµµία µεταβολή στα επίπεδα 
έκφρασης των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών αποA-IV, αποB και αποC-II. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
Κύριοι στόχοι της παρούσας µελέτης είναι η διερεύνηση των µηχανισµών που 

ενεργοποιούν ή αναστέλλουν επιλεκτικά την έκφραση των γονιδίων των 
απολιποπρωτεϊνών καθώς και άλλων γονιδίων, των οποίων η έκφραση έχει σχέση µε 
την οµοιόσταση των λιπιδίων.  

Για το σκοπό αυτό έγινε γονιδιακή µεταφορά µέσω αδενοϊών σε κύτταρα 
HepG2. Συγκεκριµένα έγινε µεταφορά γονιδίων µεταγραφικών παραγόντων στα 
κύτταρα HepG2 ώστε να µελετηθεί η µεταβολή που προκαλείται στο επίπεδο του 
mRNA των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών, που αποτελούν τα γονίδια στόχους 
των εν λόγω παραγόντων. Η µεταφορά των γονιδίων έγινε µε ανασυνδυασµένους 
αδενοϊούς που εκφράζουν µεταγραφικούς παράγοντες. Είναι γνωστό από 
προηγούµενες µελέτες ότι οι παράγοντες αυτοί επηρεάζουν τη µεταγραφή 
ορισµένων από τα γονίδια στόχους. Εκτός, όµως, από τους κανονικούς 
µεταγραφικούς παράγοντες χρησιµοποιήθηκαν και τροποποιηµένες µορφές των 
µεταγραφικών παραγόντων. Μία τροποποιηµένη µορφή που χρησιµοποιήθηκε στην 
παρούσα µελέτη ήταν το αντικωδικό ριβοενζυµικό RxRα (RzRxRα). Η 
τροποποιηµένη αυτή µορφή έχει σχεδιαστεί µε τέτοιο τρόπο ώστε να προσδένεται 
στο φυσιολογικό mRNA, δηλαδή το mRNA που κωδικοποιεί τη φυσιολογική µορφή 
του µεταγραφικού παράγοντα RxRα και να καταλύει τη διάσπασή του 
ελαττώνοντας, µ� αυτό τον τρόπο, τη συγκέντρωσή του στα κύτταρα (82).  

Αν ο υπό µελέτη ενδογενής παράγοντας, που στη συγκερκριµένη περίπτωση 
είναι ο RxRa, αυξάνει την έκφραση των γονιδίων στόχων στα κύτταρα HepG2 τότε 
η προσθήκη µέσω γονιδιακής µεταφοράς µιας ανασταλτικής µορφής του εν λόγω 
µεταγραφικού παράγοντα θα προκαλέσει ελάττωση του mRNA και της πρωτεϊνης. 
Η αναστολή της δράσης ενός συγκεκριµένου µεταγραφικού παράγοντα και η µελέτη 
της επίδρασης που έχει αυτή η αναστολή στην έκφραση των µελετώµενων γονιδίων 
αποτελεί καλύτερη πειραµατική προσέγγιση από την επιµόλυνση κυττάρων µε τη 
φυσιολογική µορφή αυτού του µεταγραφικόυ παράγοντα. Ο λόγος για τον οποίο 
συµβαίνει αυτό είναι ότι όταν ένας µεταγραφικός παράγοντας, υπό φυσιολογικές 
συνθήκες, υπάρχει σε υψηλή συγκέντρωση στο κύτταρο η υπερέκφρασή του δεν θα 
προκαλέσει σηµαντική διαφορά στο βαθµό ενεργοποίησης του υποκινητή και κατ� 
επέκταση στη µεταγραφή του γονιδίου στόχου. Αντίθετα, η χρήση µιας 
επικρατούσας ανασταλτικής µορφής (dominant negative) ενός µεταγραφικού 
παράγοντα αναµένεται να προκαλεί σηµαντική µείωση της µεταγραφής του γονιδίου 
στόχου. 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί για τη 
µεταφορά φυσιολογικών και ανασταλτικών µορφών των µεταγραφικών παραγόντων 
που µελετήθηκαν. Πιο συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν οι µεταγραφικοί 
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παράγοντες RxRα, ριβοενζυµικό RxRα και Smad7. Οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί 
κατασκευάστηκαν µε χρήση του συστήµατος AdEasy-1 (79). Στο σύστηµα αυτό ο 
ανασυνδυασµένος ιός παρήχθη µε µετασχηµατισµό βακτηρίων BJ5183 µε το 
πλασµίδιο pAdTrack-CMV που περιέχει το υπό µεταφορά γονίδιο και το πλασµίδιο 
pAdEasy-1, που περιέχει τις συµπληρωµατικές αλληλουχίες, που απαιτούνται για 
την ανάπτυξη του αδενοϊού (εικόνα 10)(79). Οι πλασµιδιακές κατασκευές των 
ανασυνδυασµένων αδενοϊών περιέχουν και το γονίδιο της φθορίζουσας πρωτεϊνης 
GFP, ώστε να είναι δυνατή η παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού της έκφρασης 
του ανασυνδυασµένου αδενοϊού.  

Στη µελέτη αυτή χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα HepG2 τα οποία µολύνθηκαν µε 
ανασυνδυασµένους αδενοϊούς που περιείχαν το γονίδιο RxRα (Ad-RxRα), το 
γονίδιο Rz-RxRα (αντικωδικό ριβοενζυµικό RxRα) (Ad-RzRxRα) και το γονίδιο 
Smad7 (Ad-Smad7). Ως δείγµα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα τα οποία 
µολύνθηκαν µε αδενοϊό που έφερε µόνο το γονίδιο της GFP (Ad-GFP). 
Ταυτόχρονα, χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα τα οποία µολύνθηκαν µε Ad-RxRα και 
στα οποία χορηγήθηκε 9-cis-ρετινοϊκό οξύ (9cRA), το οποίο είναι  ο συνδέτης του 
RxRα, µία ηµέρα µετά την αρχική µόλυνση. Η πολλαπλότητα µόλυνσης 
(multiplicity of infection, m.o.i) που χρησιµοποιήθηκε σε όλες τις περιπτώσεις ήταν 
10 (10 ιοί ανά κύτταρο HepG2). Η εξέλιξη της µόλυνσης των κυττάρων 
παρατηρήθηκε µε µικροσκόπιο φθορισµού και ήταν 100% των καλλιεργούµενων 
κυττάρων. Τα µολυσµένα κύτταρα συλλέχθηκαν µετά από 48 ώρες και 
αποµονώθηκε το RNA τους.  

Το RNA, που αποµονώθηκε από τα κύτταρα που µολύνθηκαν µε 
ανασυνδυασµένους αδενοϊούς, χρησιµοποιήθηκε ως υπόστρωµα για τη σύνθεση 
cDNA µε αντίστροφη µεταγραφή. Το cDNA που συντέθηκε εξετάστηκε µε PCR για 
την έκφραση των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών αποΑ-Ι, αποΑ-ΙV, αποΒ, αποC-II 
και αποC-III (εικόνα 14).  

∆ιαπιστώθηκε ότι ο RxRα αυξάνει σηµαντικά την έκφραση των γονιδίων των 
απολιποπρωτεϊνών αποΑ-Ι και αποC-III, ενώ η έκφραση  του γονιδίου της απόC-II 
αυξάνει λιγότερο. Αντίθετα, η έκφραση των γονιδίων αποΒ και αποΑ-ΙV δεν 
φαίνεται να επηρεάζεται από το µεταγραφικό παράγοντα RxRα. Η προσθήκη του 
9cRA σε κύτταρα που είχαν µολυνθεί µε Ad-RxRα φαίνεται να επάγει ελαφρά την 
έκφραση των γονιδίων αποΑ-Ι και αποC-III, ενώ δεν φαίνεται να προκαλεί 
αντίστοιχη αύξηση στην έκφραση των γονιδίων αποΑ-IV, αποΒ και αποC-II. Το 
RzRxRα φαίνεται να προκαλεί χαµηλή αύξηση της έκφρασης του γονιδίου της 
αποA-I, σε σύγκριση µε το επίπεδο έκφρασης στο δείγµα ελέγχου (Ad-GFP). Τα 
πειράµατα µε το RzRxR είναι δύσκολο να ερµηνευθούν και χρειάζεται να 
επαναληφθούν µε διάφορες συγκεντρώσεις ανασυνδυασµένου αδενοϊού. Επίσης, η 
έκφραση του γονιδίου της αποC-III του δείγµατος ελέγχου φαίνεται αισθητά 
µειωµένη σε σχέση µε το δείγµα (-)  στο οποίο δεν έχει γίνει µόλυνση. Γι� αυτό το 
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λόγο και αυτό το πείραµα χρειάζεται να επαναληφθεί. Τέλος, η επίδραση της Smad7 
διαφοροποιείται ανάλογα µε την περίπτωση. Η Smad7 φαίνεται να αυξάνει την 
έκφραση των γονιδίων των αποΑ-Ι και αποC-ΙΙΙ, ενώ δεν φαίνεται να µεταβάλει την 
έκφραση των αποΑ-ΙV, απoΒ και αποC-II. Όπως αναφέρθηκε πολλά από τα 
παραπάνω αποτελέσµατα χρειάζεται να επιβεβαιωθούν µε πρόσθετα in vitro και in 
vivo πειράµατα, προτού εξαχθούν τα οριστικά συµπεράσµατα. Η αύξηση της 
έκφρασης των γονιδίων της αποΑ-Ι και της αποC-III µέσω του RxRα και του 
συνδέτη του παρουσιάζει ενδιαφέρον. Η αρχική αύξηση λόγω του συνδέτη του 
RxRα (9cRA) πιθανόν να οφείλεται σε ενεργοποίηση του ενδογενούς RxRα. Το 
γεγονός ότι η µόλυνση µε αδενοϊό που εκφράζει το RxRα δεν έχει σηµαντική 
διαφορά σε σύγκριση µε τα κύτταρα τα οποία έχουν µολυνθεί µε RxRα και έχει 
προστεθεί και 9cRA είναι πιθανό, υπό τις συνθήκες του πειράµατος, να οφείλεται 
στο ότι η συγκέντρωση του ενδογενούς 9cRA να επαρκεί για την ενεργοποίηση της 
αποΑ-Ι και αποC-III. 

 Η παρατηρηθείσα αύξηση στη µεταγραφή των γονιδίων αποΑ-Ι και αποC-III 
µέσω του RxRα, παρουσία του 9cRA, είναι συµβατή µε προηγούµενες in vitro και 
in vivo µελέτες (15, 83, 84).  Επιπρόσθετες ενδείξεις για την εξαγωγή βέβαιων 
συµπερασµάτων, σχετικά µε την επίδραση του RxRα στη γονιδιακή ρύθµιση της 
αποΑ-Ι και της αποC-III, θα είναι δυνατό να ληφθούν µε πειράµατα στα οποία θα 
γίνει µόλυνση κυττάρων µε αδενοϊούς που εκφράζουν την επικρατούσα 
ανασταλτική µορφή (dominant negative) του RxRα. Η πλασµιδιακή κατασκευή για 
την παραγωγή αυτών των αδενοϊών ολοκληρώθηκε στη διάρκεια της παρούσας 
µελέτης (εικόνα 11, εικόνα 12). 

Παλαιότερες µελέτες που αφορούν στον υποκινητή του γονιδίου της αποC-III 
έχουν επιβεβαιώσει την ύπαρξη ενός HRE στο ρυθµιστικό στοιχείο B (εικόνα 8). Σε 
αυτό το HRE είναι δυνατό να προσδεθούν ισχυρά τόσο ο HNF-4 όσο και άλλοι 
ορφανοί και εξαρτώµενοι από συνδέτες πυρηνικοί υποδοχείς (εικόνα 8) (83, 85, 86). 
Επιπρόσθετα, ο ενισχυτής της αποC-III περιέχει ένα HRE (I4) (εικόνα 8) τα οποία 
µπορούν να προσδέσουν τον HNF-4 και άλλους ορφανούς ή εξαρτώµενους από 
συνδέτες πυρηνικούς υποδοχείς, όπως είναι τα οµοδιµερή του RxRα και τα 
ετεροδιµερή του RxRα µε ένα µόριο εκ των RΑRα, Τ3Rβ και PPARα (83, 85). Στις 
ίδιες µελέτες διαπιστώθηκε ότι η δραστικότητα του υποκινητή και τα επίπεδα του 
mRNA του γονιδίου της αποC-III σε κύτταρα HepG2 είναι αυξηµένα παρουσία του 
συνδέτη του RxRα.  

Παρόµοια συµπεράσµατα έχουν εξαχθεί από αντίστοιχες µελέτες που έγιναν 
στον υποκινητή του γονιδίου της αποΑ-Ι, ο οποίος περιέχει δύο ρυθµιστικά στοιχεία 
HREs (Β και D) (εικόνα 7) που προσδένουν τον HNF-4 και άλλα µέλη της 
οικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων (87, 88).  Παρεµπόδιση της πρόσδεσης των 
πυρηνικών υποδοχέων σε αυτά τα HREs µειώνει τη δραστικότητα του υποκινητή 
περίπου κατά 95% (88) σε κύτταρα HepG2. Η δραστικότητα του υποκινητή του 
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γονιδίου της αποΑ-Ι αυξάνεται δραµατικά παρουσία του ενισχυτή απόC-III, ο 
οποίος είναι κοινός για όλο το γονιδιακό σύµπλεγµα αποΑ-Ι/αποC-ΙΙΙ/αποΑ-ΙV. Η 
δράση του ενισχυτή µειώνεται σηµαντικά όταν µεταλλαχθούν τα HREs του B και D 
υποκινητή της αποΑ-Ι. 

Παράλληλα, µελέτες που έγιναν σε διαγονιδιακά ποντίκια έδειξαν ότι η περιοχή 
πρόσδεσης του HNF-4 στον ενισχυτή του γονιδίου αποC-III που αποτελεί και 
περιοχή πρόσδεσης των ετεροδιµερών του RxRα µε άλλους πυρηνικούς υποδοχείς 
απαιτούνται για την έκφραση των γονιδίων αποΑ-Ι και αποC-ΙΙΙ στο έντερο. 
Επιπρόσθετα, η πρόσδεση του HNF-4 στον ενισχυτή του γονιδίου αποC-III 
πολλαπλασιάζει την έκφραση των γονιδίων της αποΑ-Ι και αποC-III στο ήπαρ. 
Παράλληλα, σε ποντίκια που έχει καταστραφεί το γονίδιο του HNF-4 (HNF-4 -/-)   
µε οµόλογο ανασυνδυασµό έχει δειχθεί ότι χάνεται η έκφραση των γονιδίων του 
συµπλέγµατος αποΑ-Ι/αποC-ΙΙΙ/αποΑ-ΙV (89). 

Οι παραπάνω παρατηρήσεις δείχνουν τη µεγάλη σηµασία των πυρηνικών 
υποδοχέων, όπως ο HNF-4 και ο RxRα, που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα 
µελέτη, στην αύξηση της έκφρασης των γονιδίων των αποΑ-Ι και αποC-ΙΙΙ. 
∆ιαπιστώθηκε ότι ο RxRα αυξάνει την έκφραση των γονιδίων αποΑ-Ι και αποC-III. 

Επιπρόσθετα, in vitro µελέτες έχουν δείξει ότι οι προφλεγµονώδεις κυτοκίνες, 
όπως είναι ο TNFα και η ιντερλευκίνη-1 καταστέλλουν τη δράση του υποκινητή του 
γονιδίου αποC-III. Αντίθετα, ο TGFβ αυξάνει τη δράση του υποκινητή. Επίσης, οι 
µεταγραφικοί παράγοντες ATF-2 και  Jun καταστέλλουν τη δράση του υποκινητή 
αποC-ΙΙΙ. Βρέθηκε ότι τα µόρια που λειτουργούν κατασταλτικά αλληλεπιδρούν µε 
τον HNF-4 και παρεµποδίζουν τη δράση του. Ο TGFβ, αντίθετα, ενεργοποιεί τις 
Smad3/Smad4, οι οποίες αλληλεπιδρούν µε µόρια HNF-4 που είναι συνδεδεµένα 
στον υποκινητή και ενισχύουν τη δράση του, αυξάνοντας µε αυτό τον τρόπο την 
έκφραση του γονιδίου της αποC-III (53). 

Έχει δειχθεί ότι η πρωτεϊνη Smad6 και η Smad7, που χρησιµοποιήθηκε στην 
παρούσα µελέτη, αλληλεπιδρούν µε τον ενεργοποιηµένο υποδοχέα του TGFβ 
(TβRI). Με αυτό τον τρόπο παρεµποδίζουν την πρόσδεση και την ενεργοποίηση των 
Smad3/Smad4 και αναστέλλεται η µετάδοση του σήµατος του TGFβ (53). Στην 
παρούσα µελέτη διαπιστώθηκε ότι η Smad7 συνετέλεσε σε αύξηση  της έκφρασης 
των γονιδίων της αποΑ-Ι, ενώ, παράλληλα, δεν προκάλεσε µεταβολή στα επίπεδα 
της έκφρασης των αποΑ-IV, αποΒ και αποC-II. Η έκφραση της αποC-III µε 
επίδραση της Smad7 φαίνεται να είναι χαµηλότερη από την αντίστοιχη έκφραση της 
αποC-III των κυττάρων που δεν µολύνθηκαν µε κανένα ιό. Εντούτοις, το δείγµα 
ελέγχου (κύτταρα που µολύνθηκαν µε ιούς που εκφράζουν GFP)  παρουσιάζει 
µειωµένη έκφραση του αποC-III σε σχέση µε αυτή των κυττάρων που δεν 
µολύνθηκαν. Αυτό δεν ισχύει για τα γονίδια αποΑ-Ι, αποΑ-ΙV, αποΒ και αποC-II. 
Αναµφίβολα είναι αναγκαία η επιβεβαίωση των πειραµάτων για την εξαγωγή των 
συµπερασµάτων. 
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Η γνώση που θα προκύψει από µελλοντικές επιστηµονικές µελέτες αναµένεται 
να βοηθήσει στην κατασκευή νέων φαρµάκων που επηρεάζουν την έκφραση της 
αποΑ-Ι και άλλων γονιδίων που συµµετέχουν στη βιοσύνθεση και τον καταβολισµό 
της HDL. Τέτοιου είδους φάρµακα µπορεί να είναι αγωνιστές ή ανταγωνιστές 
πυρηνικών υποδοχέων, που σύµφωνα µε τις παρατηρήσεις µας και προηγούµενες 
µελέτες, παίζουν σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση των γονιδίων που ελέγχουν τη 
βιοσύνθεση και τον καταβολισµό των λιποπρωτεϊνών. 
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