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Περίληψη 
 

Ο SHP (Small Heterodimer Partner) είναι ένας ορφανός πυρηνικός 
υποδοχέας που έχει την ικανότητα να ετεροδιµερίζεται µε άλλους πυρηνικούς 
υποδοχείς και να παρεµποδίζει τη δράση τους. Πρόκειται για ασυνήθιστο µέλος 
της υπεροικογένειας, καθώς δε διαθέτει τη συντηρηµένη περιοχή πρόσδεσης 
στο DNA και εποµένως λειτουργεί ως µεταγραφικός συγκαταστολέας. Στο πρώτο 
κεφάλαιο της εργασίας µελετήθηκε ο µοριακός µηχανισµός που εµπλέκεται 
στην καταστολή της µεταγραφής από τον SHP και ειδικότερα η συµµετοχή των 
τροποποιήσεων της χρωµατίνης σε αυτόν. Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι ο SHP 
αλληλεπιδρά φυσικά και λειτουργικά µε την κύρια απακετυλάση ιστονών 
HDAC1 και την ευχρωµατινική Κ9 µεθυλάση G9a. Επιπλέον, ο SHP 
παρουσιάζει επιλεκτική δυνατότητα αλληλεπίδρασης µε υποακετυλιωµένη και 
Κ9 µεθυλιωµένη ιστόνη Η3 και εντοπίζεται σε ευχρωµατινικές περιοχές. Τα 
αποτελέσµατα υποστηρίζουν ένα µοντέλο για το µηχανισµό καταστολής από τον 
SHP το οποίο περιλαµβάνει τη στρατολόγηση των ενζύµων που τροποποιούν τις 
ιστόνες HDAC1 και G9a και τη σταθερή πρόσδεση του SHP στη χρωµατίνη 
µέσω αλληλεπίδρασης µε την υποακετυλιωµένη και Κ9 µεθυλιωµένη Η3.  
 Είναι γνωστό ότι ο SHP παίζει σπουδαίο ρόλο στη ρύθµιση του 
µονοπατιού που είναι υπεύθυνο για τον καταβολισµό της χοληστερόλης σε 
χολικά οξέα στο ήπαρ. Επάγεται από υψηλές συγκεντρώσεις χολικών οξέων από 
τον πυρηνικό υποδοχέα FXR και καταστέλλει τη µεταγραφή γονιδίων κεντρικής 
σηµασίας για τη βιοσύνθεση και κυκλοφορία των χολικών οξέων. Με σκοπό 
αφενός την ταυτοποίηση και το χαρακτηρισµό νέων γονιδίων στόχων του SHP 
και αφετέρου τη µελέτη της βιολογικής του σηµασίας στη ρύθµιση του 
ηπατικού µεταβολισµού, κατασκευάστηκαν και µελετήθηκαν διαγονιδιακά 
ποντίκια που εκφράζουν υψηλά επίπεδα SHP ειδικά στο ήπαρ. Τα 
αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στο δεύτερο κεφάλαιο της εργασίας δείχνουν 
ότι ο SHP ρυθµίζει την έκφραση γονιδίων που είναι σηµαντικά για την 
οµοιόσταση της χοληστερόλης, των χολικών οξέων και των τριγλυκεριδίων. Τα 
διαγονιδιακά SHP ποντίκια παρουσιάζουν δραµατική µείωση των αποθεµάτων 
χολικών οξέων και εκτεταµένη συσσώρευση τριγλυκεριδίων στο ήπαρ. Ο 
µηχανισµός που οδηγεί στο φαινότυπο αυτό περιλαµβάνει την άµεση 
µεταγραφική καταστολή από τον SHP, γονιδίων που συµµετέχουν στη 
βιοσύνθεση, επεξεργασία και µεταφορά των χολικών οξέων καθώς και του 
κεντρικού µεταγραφικού ρυθµιστή του µονοπατιού, FXR. Η επαγωγή της 
λιπογένεσης είναι αποτέλεσµα ενός έµµεσου µηχανισµού που περιλαµβάνει την 
επαγωγή των γονιδίων PPARγ και SREBP1c που κωδικοποιούν για τους 

 



βασικούς µεταγραφικούς παράγοντες που ελέγχουν τη βιοσύνθεση των 
τριγλυκεριδίων. Επιπλέον, µελετήθηκε ο µοριακός µηχανισµός της 
µεταγραφικής καταστολής από τον SHP in vivo. Τα αποτελέσµατα δείχνουν το 
ρόλο της υποακετυλίωσης και Κ9 µεθυλίωσης της ιστόνης Η3 στην καταστολή 
της µεταγραφής από τον SHP και αποδεικνύουν την ύπαρξη διακριτών, ειδικών 
για κάθε γονίδιο µηχανισµών. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



Summary 
 
SHP (Small heterodimer Partner) is an orphan hormone nuclear 

receptor, which forms heterodimers with other nuclear receptors and 
inhibits their activity. SHP is an atypical member of the nuclear receptor 
superfamily, as it does not contain the conserved DNA binding domain and 
therefore works as a transcriptional corepressor. In the first part of the 
thesis, I studied the molecular mechanism involved in SHP-dependent 
repression. The results show that SHP can interact physically and 
functionally with the major histone deacetylase HDAC1 and the euchromatic 
K9 methyltransferase G9. Moreover, SHP binds specifically to hypoacetylated 
and K9 methylated histone H3 and is localized to euchromatic territories of 
the nucleus. The results point to a multistep mechanism in SHP-depensent 
transcriptional repression, which includes histone deacetylation, followed by 
K9 methylation of histone H3 and stable association of SHP itself with 
chromatin. 
 SHP is an important component of the feedback regulatory cascade, 
which controls the conversion of cholesterol to bile acids. SHP is 
transcriptionally induced by the nuclear receptor FXR under high 
concentration of bile acids and represses genes involved in bile acid 
biosynthesis and transport. In order to identify the bona fide molecular 
targets of SHP and study its biological role in liver physiology, we performed 
global gene expression profiling combined with chromatin 
immunoprecipitation assays in transgenic mice constitutively expressing 
SHP in the liver. The results presented in the second part of the thesis show 
that SHP affects genes involved in diverse biological pathways, and in 
particular, several key genes involved in consecutive steps of cholesterol 
degradation, bile acid conjugation, transport and lipogenic pathways. 
Sustained expression of SHP leads to the depletion of hepatic bile acid pool 
and a concomitant accumulation of triglycerides in the liver. The mechanism 
responsible for this phenotype includes SHP-mediated direct repression of 
downstream target genes and the bile acid sensor FXRa, and an indirect 
activation of PPARγ and SREBP-1c genes. Moreover, the molecular 
mechanism of SHP transcriptional repression was studied in vivo. The 
results demonstrate the role of histone deacetylation and K9 methylation of 
H3 on SHP-mediated repression and provide evidence for the existence of 

 



distinct gene-specific mechanisms by which SHP mediates differential 
transcriptional repression.  
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Εισαγωγή 
 
Μεταγραφική ρύθµιση 

 
Ο σχηµατισµός και η ανάπτυξη ενός πολυκύτταρου οργανισµού καθώς 

και η κυτταρική διαφοροποίηση και απόκριση στα περιβαλλοντικά ερεθίσµατα 
απαιτούν την τοπικά, χρονικά και ποσοτικά ρυθµιζόµενη έκφραση των γονιδίων 
του. Κάθε κύτταρο πρέπει σε κάθε στιγµή της ζωής του να εκφράσει µε µεγάλη 
ακρίβεια τα κατάλληλα γονίδια για το χρονικό διάστηµα που αυτό είναι 
απαραίτητο. Η ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης επιτυγχάνεται κατά κύριο 
λόγο στο επίπεδο της µεταγραφής. 

 Η µεταγραφική ενεργοποίηση ενός γονιδίου είναι µια πολύπλοκη 
διαδικασία και απαιτεί τη συµµετοχή των λεγοµένων cis και trans στοιχείων. 
Με τον όρο cis στοιχεία εννοούµε τις αλληλουχίες DNA που είναι σηµαντικές 
για την µεταγραφή όπως οι υποκινητές που βρίσκονται κοντά στο σηµείο 
έναρξης και οι ενισχυτές που απέχουν µεγαλύτερη απόσταση από αυτό. Tα 
trans στοιχεία αποτελούν οι πρωτεΐνες που στρατολογούνται στις περιοχές των 
υποκινητών και ενισχυτών όπως ενεργοποιητές, καταστολείς, συνπαράγοντες, 
αλλά και ορισµένα µεγαλοµοριακά πολυπρωτεϊνικά σύµπλοκα.  

Συνήθως, το πρώτο βήµα για την µεταγραφική ενεργοποίηση ενός 
γονιδίου είναι η πρόσδεση ενός ή περισσότερων ενεργοποιητών σε 
συγκεκριµένες αλληλουχίες του υποκινητή. Στη συνέχεια, µέσω πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων ακολουθεί η στρατολόγηση των συνενεργοποιητών και µιας 
σειράς µεγαλοµοριακών συµπλόκων µε τελικό αποτέλεσµα την έναρξη της 
µεταγραφής από την RNA πολυµεράση (εικόνα 1). Τα σύµπλοκα αυτά 
διακρίνονται ανάλογα µε την λειτουργία τους : στο ολοένζυµο της RNA 
πολυµεράσης ΙΙ (RNA Pol II), το σύµπλοκο TFIID, τον διαµεσολαβητή 
(Mediator) και τα σύµπλοκα που επηρεάζουν τη δοµή της χρωµατίνης.    

Το ολοένζυµο της RNA πολυµεράσης αποτελείται από την ίδια την 
ενζυµική ενεργότητα της RNA πολυµεράσης, και τους λεγόµενους γενικούς 
µεταγραφικούς παράγοντες TFIIA, TFIIB, TFIIH, TFIIF και άλλους, οι οποίοι 
είναι απαραίτητοι για τη µεταγραφική ενεργοποίηση όλων των γονιδίων ενός 
κυττάρου. Το σύµπλοκο TFIID αποτελείται επίσης από γενικούς παράγοντες 
όπως το TBP (TATA Binding Protein) και έναν αριθµό από ΤAFs (TBP 
Associated Factors) και είναι σηµαντικό για τον καθορισµό του ακριβούς 
σηµείου έναρξης της µεταγραφής. Το σύµπλοκο του διαµεσολαβητή 
αποτελείται από ένα σύνολο πρωτεϊνών και λειτουργεί σαν γέφυρα επαφής 
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ανάµεσα στους ενεργοποιητές και το ολοένζυµο της RNA πολυµεράσης (Cosma, 
2002; Lemon and Tjian, 2000; Orphanides and Reinberg, 2002). 

Στον πυρήνα όλων των ευκαρυωτικών κυττάρων το γενωµικό DNA 
βρίσκεται πακεταρισµένο µαζί µε ιστόνες και άλλες πρωτεΐνες στο πολυµερές 
της χρωµατίνης.  Η βασική µονάδα είναι το νουκλεόσωµα που αποτελείται από 
ένα κοµµάτι DNA 146 βάσεων τυλιγµένο γύρω από ένα οκταµερές ιστονών  που 
περιέχει δύο µόρια από τις ιστόνες Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4 (Kornberg, 1974; 
Kornberg and Lorch, 1999; Luger et al., 1997; Parks et al., 1999). Η 
χρωµατινική δοµή αποτελεί εµπόδιο για διάφορες λειτουργίες που 
χρησιµοποιούν ως υπόστρωµα το DNA όπως η µεταγραφή, η αντιγραφή, η 
επιδιόρθωση και ο ανασυνδυασµός. Για το σκοπό αυτό, για να επιτευχθεί 
µεταγραφική ενεργοποίηση, απαιτείται η δράση συµπλόκων που επηρεάζουν τη 
δοµή της χρωµατίνης. Αυτά χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, αυτά που 
αναδιαµορφώνουν τη χρωµατίνη και αυτά που τροποποιούν τα αµινοτελικά 
άκρα των ιστονών (Felsenfeld, 1996; Paranjape et al., 1994).  

 
 

 
 
Εικόνα 1. Η ενεργοποίηση της µεταγραφής απαιτεί τη στρατολόγηση διαφόρων 
µεγαλοµοριακών συµπλόκων στην περιοχή του υποκινητή.  
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Έχουν περιγραφεί διάφοροι µηχανισµοί µε τους οποίους οι 
ενεργοποιητές µπορούν να επηρεάσουν καθοριστικά την έναρξη της 
µεταγραφής. Ορισµένοι, µέσω πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων επηρεάζουν τις 
επαφές του διαµεσολαβητή µε το ολοένζυµο της RNA πολυµεράσης µε 
συνέπεια την ωρίµανση του προεναρκτήριου συµπλόκου, την απελευθέρωση 
της RNA πολυµεράσης και την έναρξη της µεταγραφικής επιµήκυνσης (εικόνα 
1). Άλλοι επιφέρουν αλλαγές στη χρωµατινική δοµή µε τη στρατολόγηση 
συµπλόκων που είτε αναδιοργανώνουν τη χρωµατίνη ή τροποποιούν τις ιστόνες 
µε αποτέλεσµα η περιοχή του υποκινητή να γίνεται πιο προσβάσιµη (εικόνα 1) 
(Lemon and Tjian, 2000).  

Οι µεταγραφικοί καταστολείς αντίθετα δρουν παρεµποδίζοντας κάποιο 
στάδιο της ενεργοποίησης, όπως για παράδειγµα τις επαφές του διαµεσολαβητή 
µε τη βασική µεταγραφική µηχανή. Συχνά επίσης, επηρεάζουν τη χρωµατινική 
δοµή στρατολογώντας ενζυµικά σύµπλοκα που τροποποιούν τις ιστόνες και 
αναδιοργανώνουν τη χρωµατίνη ώστε αυτή να γίνεται λιγότερο προσβάσιµη 
(Courey and Jia, 2001).  
 
  
Αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης 

 
Η αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης επιτυγχάνεται από εξειδικευµένα 

σύµπλοκα πρωτεϊνών που χρησιµοποιούν την ενέργεια που εκλύεται από την 
υδρόλυση του ATP. Τα µέλη των ΑΤΡ-εξαρτώµενων συµπλόκων 
κατηγοριοποιούνται σε τρεις οµάδες ανάλογα µε την καταλυτική τους 
υποµονάδα. Στην πρώτη οµάδα ανήκουν τα µέλη της οικογένειας SWI/SNF που 
περιέχουν ως ΑΤΡάση την πρωτεΐνη Swi2/Snf2 της ζύµης ή κάποιο οµόλογό 
της. Στη δεύτερη οµάδα ανήκουν τα σύµπλοκα µε καταλυτική υποµονάδα την 
πρωτεΐνη ISWI ενώ στην τρίτη οµάδα ανήκουν αυτά που περιέχουν την ΑΤΡάση 
Μi-2. Τα παραπάνω σύµπλοκα όταν στρατολογηθούν στους υποκινητές  
επιφέρουν δοµικές αλλαγές στη χρωµατίνη µε τελικό αποτέλεσµα την 
ενεργοποίηση ή καταστολή της µεταγραφής. Με βάση in vitro κυρίως µελέτες 
έχουν προταθεί διάφοροι µηχανισµοί για τον τρόπο δράσης τους, όπως η 
πρόκληση δοµικών αλλαγών στο ιστονικό οκταµερές µε συνέπεια τη 
διαφοροποίηση των επαφών του DNA µε τις ιστόνες, η αποµάκρυνση διµερών 
Η2Α-Η2Β ή ολόκληρων νουκλεοσωµάτων και η ολίσθηση νουκλεοσωµάτων 
κατά µήκος της αλληλουχίας του DNA (Kingston and Narlikar, 1999; Narlikar 
et al., 2002).  
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Τροποποιήσεις της χρωµατίνης  
  

Οι ιστόνες είναι πολύ συντηρηµένες µικρές βασικές πρωτεΐνες που 
αποτελούνται από ένα συµπαγές σφαιρικό τµήµα και ένα πολύ ευλύγιστο 
αµινοτελικό άκρο που εκτείνεται µακριά από το νουκλεόσωµα (αµινοτελική 
ουρά). Οι αµινοτελικές ουρές των ιστονών υπόκεινται σε διάφορες 
τροποποιήσεις όπως ακετυλίωση, ουβικουτινιλίωση και ADP-ριβοζυλίωση σε 
συντηρηµένα κατάλοιπα λυσίνης, φωσφορυλίωση σε κατάλοιπα σερίνης και 
θρεονίνης και µεθυλίωση σε συντηρηµένες λυσίνες και αργινίνες (εικόνα 2). 
Υπεύθυνα για τις παραπάνω τροποποιήσεις είναι εξειδικευµένα ένζυµα που 
βρίσκονται συνήθως σε µεγαλοµοριακά σύµπλοκα και στρατολογούνται σε 
υποκινητές ή κωδικές περιοχές γονιδίων όπου αναγνωρίζουν ειδικά την 
αµινοτελική ουρά κάποιας ιστόνης (συνήθως Η3 ή Η4) και την τροποποιούν. Οι 
τροποποιήσεις της χρωµατίνης παίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο στη µεταγραφική 
ενεργοποίηση η καταστολή της γονιδιακής έκφρασης καθώς µεταλλαγές είτε 
στα συντηρηµένα κατάλοιπα των αµινοτελικών ουρών των ιστονών ή στα ένζυµα 
που τα τροποποιούν, επηρεάζουν σε µεγάλο βαθµό τη µεταγραφή των 
περισσοτέρων γονιδίων (Berger, 2002).  

   

 
 
Εικόνα 2. Οι τροποποιήσεις των αµινοτελικών ουρών των ιστονών Η3 και Η4. 
 
 
Ο ρόλος της ακετυλίωσης των ιστονών 
  
 Ήταν γνωστό για πάνω από τρεις δεκαετίες ότι η κατάσταση ακετυλίωσης 
των ιστονών συσχετίζεται µε τη µεταγραφική δραστηριότητα (Allfrey et al., 
1964). Αρχικές µελέτες έδειξαν ότι οι ιστόνες που βρίσκονται στις ρυθµιστικές 
περιοχές µεταγραφικά ενεργών γονιδίων είναι υπερακετυλιωµένες, ενώ σε 
αντιδιαστολή κατασταλµένα γονίδια περιέχουν υποακετυλιωµένες ιστόνες 
(εικόνα 3) (Hebbes et al., 1988). Ωστόσο, µόνο πρόσφατα αποκαλύφθηκαν και 
χαρακτηρίστηκαν τα ένζυµα που καταλύουν τη µεταφορά ακετυλοµάδας από το 
ακετυλοσυνένζυµο Α σε κατάλοιπα λυσίνης των ιστονών. Οι ακετυλάσες ιστονών 
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στην πλειοψηφία τους είχαν ήδη ταυτοποιηθεί ως µεταγραφικοί συνπαράγοντες, 
όπως ο συνενεργοποιητής της ζύµης Gcn5, ο γενικός µεταγραφικός ρυθµιστής 
CBP (CREB Binding Protein) και το TAF250, υποµονάδα του γενικού 
µεταγραφικού συµπλόκου TFIID (Bannister and Kouzarides, 1996; Brownell 
et al., 1996; Mizzen et al., 1996).  
 

 
 
Εικόνα 3. Συνδυασµοί τροποποιήσεων των ιστονών Η3 και Η4 που έχουν συσχετιστεί 
µε ενεργοποίηση (αριστερά) ή καταστολή (δεξιά) της µεταγραφής.  
 
 
 Οι ακετυλoτρανσφεράσες ιστονών διακρίνονται σε οικογένειες που είναι 
συντηρηµένες από τη ζύµη ως τον άνθρωπο. Πιο σηµαντικές είναι οι οικογένειες 
Gcn5/PCAF, CBP/p300, TAF250/TAF130, καθώς και αυτή του 
συνενεργοποιητή των πυρηνικών υποδοχέων ορµόνης SRC1 (Kuo and Allis, 
1998). Χαρακτηριστικό της κάθε οικογένειας είναι η ενζυµική ειδικότητα ως 
προς την ιστόνη (συνήθως Η3 ή Η4) και το συγκεκριµένο κατάλοιπο που 
τροποποιείται. Για παράδειγµα, ο Gcn5 παρουσιάζει προτίµηση για ακετυλίωση 
της ιστόνης Η3 στη λυσίνη Κ14 (Kuo et al., 1996). Επιπλέον, µέλη της 
οικογένειας Gcn5/PCAF δρουν ως συνενεργοποιητές για ορισµένες οµάδες 
γονιδίων, ενώ το CBP και p300 έχουν πιο γενικό ρόλο στην ενεργοποίηση της 
µεταγραφής των περισσοτέρων γονιδίων (Sterner and Berger, 2000). Κοινό 
χαρακτηριστικό τους είναι ότι in vivo βρίσκονται σε µεγαλοµοριακά σύµπλοκα 
όπως το SAGA που περιέχει το Gcn5 και το TFIID του οποίου µέλος είναι το 
ΤΑF250 (Grant et al., 1997). 
 Η ακετυλίωση των ιστονών αποτελεί δυναµική τροποποίηση και σχεδόν 
παράλληλα µε την ανακάλυψη των ακετυλασών, ταυτοποιήθηκαν τα πρώτα 
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ένζυµα που αφαιρούν την ακετυλοµάδα από τις ουρές των ιστονών (Taunton et 
al., 1996). Πρόκειται για τις απακετυλάσες ιστονών που αρχικά είχαν 
χαρακτηριστεί ως µεταγραφικοί συγκαταστολείς. Αποτελούν επίσης υποµονάδες 
µεγαλοµοριακών συµπλόκων και διακρίνονται σε δύο κύριες κατηγορίες µε 
βάση την οµολογία µε τις απακετυλάσες της ζύµης. Η πρώτη (class I) έχει ως 
µέλη τις HDAC1-3 που παρουσιάζουν οµολογία µε την RPD3 της ζύµης, ενώ 
στη δεύτερη κατηγορία (class II) ανήκουν οι HDAC4-6 µε οµολογία µε την 
HDA1 (Grozinger et al., 1999; Kuo and Allis, 1998).  
 Η HDAC1 αποτελεί την καλύτερα µελετηµένη απακετυλάση ιστονών και 
έχει βρεθεί να παίζει σηµαντικό ρόλο στην καταστολή ενός µεγάλου αριθµού  
γονιδίων. Αποτελεί υποµονάδα τουλάχιστον δύο ξεχωριστών µεγαλοµοριακών 
συµπλόκων που συµµετέχουν στη µεταγραφική καταστολή, του SΙΝ3 και του 
NURD (εικόνα 4). Τα παραπάνω σύµπλοκα παρουσιάζουν εξειδίκευση ως προς 
τους καταστολείς µε τους οποίους αλληλεπιδρούν και άρα τα γονίδια στόχους 
στα οποία στρατολογούνται. Επιπρόσθετα, ορισµένοι καταστολείς 
αλληλεπιδρούν απευθείας µε την HDAC1, ανεξάρτητα από το σύµπλοκο στο 
οποίο βρίσκεται (εικόνα 4) (Knoepfler and Eisenman, 1999). 
 

 
 
Εικόνα 4. Η HDAC1 είναι υποµονάδα των συµπλόκων SIN3 (δεξιά) και NURD 
(αριστερά) τα οποία στρατολογούνται από διάφορους µεταγραφικούς καταστολείς. 
 
 
Ο ρόλος της µεθυλίωσης των ιστονών  
   
 Σε αντιδιαστολή µε την ακετυλίωση, η µεθυλίωση των ιστονών φαίνεται να 
είναι σηµαντική τόσο για την ενεργοποίηση όσο και την καταστολή της 
µεταγραφής, ανάλογα µε το κατάλοιπο και τη θέση που τροποποιείται. Για 
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παράδειγµα, η µεθυλίωση της ιστόνης Η3 στις λυσίνες Κ9 και Κ27 και της 
ιστόνης Η4 στη λυσίνη Κ20 έχουν συσχετιστεί µε καταστολή της µεταγραφής, 
γονιδιακή αποσιώπηση και σχηµατισµό  ετεροχρωµατίνης (εικόνα 3). Αντίθετα, 
η µεθυλίωση της λυσίνης Κ4 της Η3 και η µεθυλίωση καταλοίπων αργινίνης 
των ιστονών Η3 και Η4 είναι χαρακτηριστικές τροποποιήσεις σε περιοχές 
γονιδίων που είναι µεταγραφικά ενεργά (εικόνα 3) (Kouzarides, 2002; Rice 
and Allis, 2001).  
 Η πρώτη µεθυλοτρανσφεράση που χαρακτηρίστηκε ήταν θηλαστικό 
οµόλογο του Suv3-9 της δροσόφιλας, το οποίο έχει ειδικότητα για τη λυσίνη Κ9 
της Η3 και παίζει ρόλο στη γονιδιακή αποσιώπηση και το σχηµατισµό 
περικεντρικής ετεροχρωµατίνης (Rea et al., 2000). Πιο πρόσφατα 
ταυτοποιήθηκαν και άλλα ένζυµα που µεθυλιώνουν την Κ9 της ιστόνης Η3 
όπως η G9a, η SETDB1 και η Eu-ΗΜΤase 1, οι οποίες είναι σηµαντικές για τη 
µεταγραφική καταστολή ορισµένων γονιδίων στην ευχρωµατίνη. Επιπλέον, η 
πρωτεΐνη Ε(z), µέλος του οµώνυµου συµπλόκου που συµµετέχει στην 
αποσιώπηση των οµοιωτικών γονιδίων, µεθυλιώνει την Η3 στη θέση Κ27. 
Αντίστοιχα, για την µεθυλίωση της Η3 στη λυσίνη Κ4 έχει χαρακτηριστεί ένας 
αριθµός από ένζυµα όπως η Set1 της ζύµης, η Set 9 των θηλαστικών και η 
Ash1, ενώ για την µεθυλίωση των αργινινών, η CARM1 και η PRMT1. Κάθε 
κατάλοιπο λυσίνης ή αργίνης που τροποποιείται µπορεί να δεχθεί από µία έως 
τρεις µεθυλοµάδες και κάθε ένζυµο παρουσιάζει συγκεκριµένη ειδικότητα 
(Kouzarides, 2002). 
 Ενώ η ακετυλίωση των ιστονών ρυθµίζεται δυναµικά από τη δράση 
ακετυλασών και απακετυλασών, η µεθυλίωση των ιστονών αρχικά θεωρήθηκε 
ότι αποτελεί µία «µόνιµη» τροποποίηση που δεν είναι εύκολο να αναιρεθεί. Σε 
αυτό το συµπέρασµα συνηγορούσε και η µέχρι πρότινος απουσία πειραµατικών 
δεδοµένων για την ύπαρξη ενζύµων που αποµεθυλιώνουν τις ιστόνες. Είχαν 
προταθεί εναλλακτικοί µηχανισµοί που να εξηγούν τις περιπτώσεις ανανέωσης 
της µεθυλίωσης όπως η αντικατάσταση της µεθυλιωµένης ιστόνης από µη 
τροποποιηµένο µόριο (Ahmad and Henikoff, 2002). Ωστόσο, τον περασµένο 
χρόνο χαρακτηρίστηκαν ένζυµα που έχουν την ικανότητα να αποµεθυλιώνουν 
ιστόνες. Αρχικά βρέθηκε ότι η PAD4, µια πεπτιδική αποαµινάση αργινίνης, 
µπορεί να ανταγωνίζεται τη µεθυλίωση στις αργινίνες, µετατρέποντάς τις σε 
κιτρουλίνες οι οποίες δεν µπορούν να υποστούν µεθυλίωση (Cuthbert et al., 
2004; Wang et al., 2004). Στη συνέχεια ανακαλύφθηκε το πρώτο ένζυµο που 
δρα ως αποµεθυλάση της Κ4 µεθυλίωσης της ιστόνης Η3. Πρόκειται για την 
LSD1 που λειτουργεί ως µεταγραφικός συγκαταστολέας και είναι συντηρηµένη 
από τη ζύµη ως τον άνθρωπο (Shi et al., 2004).     

 8



                                                                                                               Εισαγωγή 1 

Η υπόθεση του κώδικα των ιστονών  
  
 Η ακετυλίωση των ιστονών αποτελεί την καλύτερα µελετηµένη 
τροποποίηση και αποτέλεσε τη βάση για την κατανόηση του τρόπου µε τον 
οποίο οι τροποποιήσεις της χρωµατίνης επηρεάζουν τη µεταγραφή. Μια πρώτη 
υπόθεση που έγινε στηρίχθηκε στο γεγονός ότι απουσία τροποποιήσεων ο όξινος 
σκελετός του DNA αλληλεπιδρά µε µεγάλη συγγένεια µε τις βασικές 
αµινοτελικές ουρές των ιστονών. Προτάθηκε ότι η ακετυλίωση, που 
εξουδετερώνει το φορτίο των ουρών, συµβάλει στην ελάττωση της συγγένειας 
αλληλεπίδρασης DNA-ιστονών µε συνέπεια την ευκολότερη πρόσβαση των 
µεταγραφικών παραγόντων. Σε αντιδιαστολή, η απουσία ακετυλοµάδων 
αναµένεται να αυξήσει τη συγγένεια πρόσδεσης ιστονών µε το DNA µε 
αποτέλεσµα τη µεταγραφική καταστολή (Morales and Richard-Foy, 2000; 
Wolffe and Hayes, 1999). Αν και πειραµατικά έχει δειχθεί ότι η ακετυλίωση 
επηρεάζει τη στερεοδιάταξη των ιστονών γύρω από τη διπλή έλικα του DNA, 
πρόσφατα δεδοµένα ήταν αντίθετα µε την υπόθεση ότι οι αλλαγές αυτές 
επηρεάζουν σε µεγάλο βαθµό την πρόσβαση των µεταγραφικών παραγόντων 
(Mutskov et al., 1998; Wang et al., 2000). Επιπρόσθετα, αποκαλύφθηκε ο 
ρόλος της µεθυλίωσης, µιας τροποποίησης που δεν οδηγεί σε αλλαγές στο 
φορτίο των αµινοτελικών ουρών. 
 Μετά από µια νέα προσέγγιση του ζητήµατος, εκφράστηκε η ιδέα ότι οι 
τροποποιήσεις της χρωµατίνης ενεργούν ως σήµατα για µετέπειτα ρυθµιστικά 
γεγονότα. Προτάθηκε η υπόθεση του κώδικα των ιστονών, σύµφωνα µε την 
οποία οι διάφορες τροποποιήσεις των αµινοτελικών άκρων των ιστονών όπως 
ακετυλίωση, µεθυλίωση και φωσφορυλίωση επηρεάζουν τη συγγένεια 
αλληλεπίδρασης για πρωτεΐνες που  προσδένονται στη χρωµατίνη. Επιπλέον, οι 
τροποποιήσεις της ίδιας ή γειτονικών αµινοτελικών ουρών είναι δυνατόν να 
είναι αλληλοεξαρτώµενες και να δηµιουργούν διαφορετικούς συνδυασµούς σε 
κάθε νουκλεόσωµα, δηλαδή ένα είδος κώδικα που θα διαβάζεται από πρωτεΐνες 
ρυθµιστές που θα αλληλεπιδρούν µε τις ιστόνες (Jenuwein and Allis, 2001; 
Strahl and Allis, 2000; Turner, 1998).  
 
 
Η µετάφραση του κώδικα των ιστονών  
  
 Η υπόθεση του κώδικα των ιστονών προβλέπει ότι ορισµένοι 
µεταγραφικοί ρυθµιστές προσδένονται στη χρωµατίνη µέσω αλληλεπιδράσεων 
µε τα αµινοτελικά άκρα των ιστονών, όταν αυτά είναι τροποποιηµένα µε ειδικό 
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τρόπο. Σε συµφωνία µε τη θεωρία αυτή, δύο δοµικά µοτίβα, το bromodomain 
και το chromodomain βρέθηκαν να αλληλεπιδρούν µε τροποποιηµένες ιστόνες 
(εικόνα 5) (Marmorstein, 2001). Τo bromodomain αναγνωρίζει τις 
αµινοτελικές ουρές των ιστονών Η3 και Η4 όταν είναι ακετυλιωµένες σε 
συντηρηµένες λυσίνες (Dhalluin et al., 1999). Συναντάται σε πρωτεΐνες που 
ρυθµίζουν θετικά τη µεταγραφή όπως την SNF2 ΑΤPάση, υποµονάδα του 
συµπλόκου αναδιαµόρφωσης SWI/SNF και τις ακετυλάσες Gcn5, PCAF και 
ΤΑF250 (εικόνα 5).  
 

 
 
Εικόνα 5. α) Το µοτίβο bromodomain που συναντάται σε µεταγραφικούς 
συνενεργοποιητές αναγνωρίζει τις ακετυλιωµένες αµινοτελικές ουρές των ιστονών. b) Το 
µοτίβο chromodomain που συναντάται σε µεταγραφικούς συγκαταστολείς αναγνωρίζει 
τις µεθυλιωµένες αµινοτελικές ουρές των ιστονών. 
 
 
 Από την άλλη µεριά, το chromodomain αναγνωρίζει µε προτίµηση 
µεθυλιωµένες ιστόνες. Ειδικότερα, το chromodomain του HP1, µιας πρωτεΐνης 
που είναι απαραίτητη για το σχηµατισµό ετεροχρωµατίνης αναγνωρίζει ειδικά 
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τα αµινοτελικά άκρα της ιστόνης Η3 όταν είναι µεθυλιωµένα στη λυσίνη Κ9 
(εικόνα 5) (Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001). Επίσης, η πρωτεΐνη 
Polycomb, υποµονάδα του µεγαλοµοριακού συµπλόκου PcG που συµµετέχει 
στην αποσιώπηση των οµοιοτικών γονιδίων, αναγνωρίζει µε το chromodomain 
που διαθέτει µεθυλιωµένη Η3 στη θέση Κ27 (Fischle et al., 2003).  
 Εποµένως, στα µεταγραφικά ενεργά γονίδια η υπερακετυλίωση των 
ιστονών οδηγεί σε αυξηµένη ικανότητα πρόσδεσης για σύµπλοκα 
αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης όπως το SWI/SNF, για σύµπλοκα που 
τροποποιούν τις ιστόνες όπως το SAGA, P/CAF και για το γενικό µεταγραφικό 
σύµπλοκο ΤFIID (εικόνα 5). Αντίθετα, κατά τη µεταγραφική καταστολή η 
απουσία ακετυλιωµένων ιστονών είναι δυνατόν να οδηγήσει σε στρατολόγηση 
συγκαταστολέων. Όταν η µεταγραφική καταστολή συνδυάζεται µε µεθυλίωση 
της λυσίνης Κ9 ή Κ27 της Η3 είναι δυνατόν να στρατολογούνται πρωτεΐνες που 
παρεµποδίζουν τη µεταγραφική ενεργοποίηση. Το παραπάνω συµβαίνει κατά το 
σχηµατισµό ετεροχρωµατίνης µε την πρόσδεση του HP1 και κατά την 
αποσιώπηση των οµοιοτικών γονιδίων µε την στρατολόγηση του συµπλόκου PcG 
(εικόνα 5). 
 Σε συµφωνία µε την υπόθεση του κώδικα των ιστονών, πρόσφατες µελέτες 
έδειξαν ότι οι τροποποιήσεις της ίδιας αµινοτελικής ουράς µπορούν να 
δηµιουργήσουν αλληλοεξαρτώµενους συνδυασµούς (Nishioka et al., 2002; Rea 
et al., 2000). Για παράδειγµα, η φωσφορυλίωση της σερίνης S10 ή η 
µεθυλίωση της λυσίνη Κ4 στην ιστόνη Η3 εµποδίζουν µετέπειτα µεθυλίωση της 
λυσίνης Κ9. Επίσης, όπως είναι αναµενόµενο η ακετυλίωση και η µεθυλίωση 
στη λυσίνη Κ9 είναι αµοιβαία µη συµβατές. Εφόσον η Κ9 µεθυλίωση 
συσχετίζεται µε µεταγραφική καταστολή, ενώ η ακετυλίωση της Κ9, η 
µεθυλίωση της Κ4 και η φωσφορυλίωση της S10 µε ενεργοποίηση, είναι 
δυνατόν οι συνδυασµοί των τροποποιήσεων των ιστονών να λειτουργούν σαν 
ένας µοριακός διακόπτης µε διαφορετικά αποτελέσµατα.   
 
 
Ο ρόλος των τροποποιήσεων στην ευχρωµατίνη και την ετεροχρωµατίνη 
   
 Η διάκριση της χρωµατίνης σε ευχρωµατίνη και ετεροχρωµατίνη 
προέκυψε από αρχικές κυτταρολογικές παρατηρήσεις, σύµφωνα µε τις οποίες η 
ετεροχρωµατίνη ορίστηκε ως η περιοχή του γονιδιώµατος που παραµένει 
συµπυκνωµένη καθ όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, σε αντίθεση µε τις 
περιοχές της ευχρωµατίνης που υπόκεινται σε κύκλους χαλάρωσης και 
συµπύκνωσης. Επιπλέον, βιοχηµικές µελέτες έδειξαν ότι οι ετεροχρωµατινικές 
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περιοχές παρουσιάζουν µικρότερη προσβασιµότητα για ένζυµα ανασυνδυασµού 
ή περιορισµού και µεταγραφικούς παράγοντες (εικόνα 6) (Grewal and Elgin, 
2002; Richards and Elgin, 2002).  
 

 
 
Εικόνα 6. Οι χαρακτηριστικές τροποποιήσεις της ευχρωµατίνης και της 
ετεροχρωµατίνης. 
  
  
 Η ετεροχρωµατίνη περιλαµβάνει κυρίως περιοχές που βρίσκονται κοντά 
στα τελοµερή και τα κεντροµερή των χρωµοσωµάτων. Ο συσχετισµός µεταξύ 
ετεροχρωµατινικής κατάστασης και γονιδιακής αποσιώπησης έγινε από µελέτες 
στη δροσόφιλα, όπου γονίδια που µεταφέρθηκαν σε περιοχές κοντά στην 
ετεροχρωµατίνη, αποσιωπήθηκαν. Η ετεροχρωµατίνη εκτείνεται επίσης σε 
περιοχές γονιδίων και οδηγεί στην αποσιώπησή τους. Οι παραπάνω περιοχές 
µπορεί κυτταρολογικά να µην είναι διακριτές αλλά παρουσιάζουν έλλειψη 
προσβασιµότητας για µεταγραφικούς παράγοντες και επιγενετική 
κληρονοµικότητα της ετεροχρωµατινικής κατάστασης (Wallrath and Elgin, 
1995; Weiler and Wakimoto, 1995).  
 Μελέτες στη δροσόφιλα έδειξαν τη σηµασία της αποακετυλίωσης των 
ιστονών και της Κ9 µεθυλίωσης της Η3 στο σχηµατισµό της ετεροχρωµατίνης. 
Μεταλλαγές σε απακετυλάσες HDACs, στην K9 µεθυλάση Suv39, αλλά και 
στην ετεροχρωµατινική πρωτεΐνη HP1 οδηγούν σε προβλήµατα στην 
εγκαθίδρυση και διαιώνιση της ετεροχρωµατινικής κατάστασης. Σύµφωνα µε το 
µοντέλο που έχει προταθεί, αρχικά απαιτείται  η αποακετυλίωση και η 
τριµεθυλίωση της λυσίνης Κ9 της Η3 από την Suv39 και στη συνέχεια η 
πρόσδεση του HP1 στις τροποποιηµένες αµινοτελικές ουρές των ιστονών 
(εικόνα 7). Επιπρόσθετα, πρόσφατες µελέτες ανέδειξαν το ρόλο µορίων RNA 
στον καθορισµό ειδικότητας για τις περιοχές που πρόκειται να αποσιωπηθούν 
(Grewal and Moazed, 2003).       
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Εικόνα 7. Ο προτεινόµενος µηχανισµός για τη γονιδιακή αποσιώπηση κατά το 
σχηµατισµό της ετεροχρωµατίνης. 
  
 
 Αντίθετα, στην ευχρωµατίνη βρίσκονται αφενός τα µεταγραφικά ενεργά 
γονίδια και αφετέρου εκείνα που ενώ είναι κατασταλµένα έχουν τη δυνατότητα 
να εκφραστούν σε δεδοµένη στιγµή όταν αλλάξουν οι συνθήκες από ένα 
ερέθισµα ή σήµα (εικόνα 6). Εποµένως, τα γονίδια που υπόκεινται σε 
µεταγραφική καταστολή διαφέρουν από αυτά που είναι αποσιωπηµένα ως προς 
τη δυνατότητα για µεταγραφική ενεργοποίηση. Επιπρόσθετα, η ευχρωµατινική 
καταστολή περιορίζεται κοντά στον υποκινητή σε αντίθεση µε τη γονιδιακή 
αποσιώπηση που εκτείνεται σε µια ευρύτερη χρωµατινική περιοχή (Moazed, 
2001). 
 Η αποακετυλίωση των ιστονών σε περιοχές υποκινητών αποτελεί βασικό 
χαρακτηριστικό της µεταγραφικής καταστολής των περισσοτέρων γονιδίων. Σε 
ορισµένες περιπτώσεις η καταστολή συνοδεύεται µε µεθυλίωση στην Κ9 της Η3 
από ένζυµα που εντοπίζονται στην ευχρωµατίνη όπως η G9a, η SETDB1 και η 
Eu-HMTase1 (εικόνα 8) (Schultz et al., 2002; Tachibana et al., 2002). 
Καλύτερα από όλα έχει µελετηθεί η G9a, η οποία προσθέτει δύο µεθυλοµάδες 
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στην Κ9 της Η3 και είναι ειδική για την ευχρωµατινική καταστολή (Tachibana 
et al., 2001; Tachibana et al., 2002). Σε κύτταρα ελλειπτικά για G9a, η Κ9 
µεθυλίωση απουσιάζει αποκλειστικά από την ευχρωµατίνη (Tachibana et al., 
2002). Η G9a έχει βρεθεί να λειτουργεί ως µεταγραφικός συγκαταστολέας για 
τους καταστολείς NSRF/REST, PRD1-BF1 CDP/cut και CtBP (Gyory et al., 
2004; Nishio and Walsh, 2004; Roopra et al., 2004; Shi et al., 2003). Για 
παράδειγµα, ο NSRF/REST στρατολογεί τη G9a σε υποκινητές ορισµένων 
νευροειδικών γονιδίων σε µη νευρικούς κυτταρικούς τύπους. Η ενζυµική δράση 
της G9a είναι απαραίτητη για αποτελεσµατική καταστολή των νευροειδικών 
γονιδίων και διατήρηση του κυτταρικού φαινοτύπου (Roopra et al., 2004). 
 Έως σήµερα δεν έχουν χαρακτηριστεί ειδικές πρωτεΐνες της 
ευχρωµατίνης που να αναγνωρίζουν την Κ9 µεθυλιωµένη Η3. Ωστόσο, 
πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι µέλη της οικογένειας HP1 µπορούν να έχουν ένα 
τέτοιο ρόλο σε  γονίδια στόχους που ελέγχονται από τους καταστολείς ΚΡΑΒ, 
NSRF/REST και Rb (εικόνα 8) (Ayyanathan et al., 2003; Nielsen et al., 2001; 
Roopra et al., 2004; Schultz et al., 2002). Ωστόσο, αξίζει να σηµειωθεί ο 
ιδιαίτερα σηµαντικός ρόλος της αποακετυλίωσης των ιστονών Η3 και Η4 στη 
µεταγραφική καταστολή, γιατί αφενός επιτρέπει τη µετέπειτα Κ9 µεθυλίωση και 
αφετέρου έχει δειχτεί άµεσα να αυξάνει την ικανότητα πρόσδεσης για 
µεταγραφικούς ρυθµιστές όπως ο συγκαταστολέας των πυρηνικών υποδοχέων 
SMRT και ο γενικός συγκαταστολέας της ζύµης TUP1 (Edmondson et al., 
1996; Hartman et al., 2005; Yu et al., 2003).     
 

 
Εικόνα 8. Ο ρόλος της µεθυλίωσης της λυσίνης Κ9 της Η3 και της πρόσδεσης του 
HP1 στη µεταγραφική καταστολή στην ευχρωµατίνη. 
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Οι πυρηνικοί υποδοχείς 
  
 Ο SHP (Small Heterodimer Partner) ανήκει στην υπεροικογένεια των 
πυρηνικών υποδοχέων ορµόνης. Οι πυρηνικοί υποδοχείς είναι ρυθµιζόµενοι 
µεταγραφικοί παράγοντες που ενεργοποιούνται µετά από πρόσδεση µικρών 
λιπόφιλων συνδετών όπως στεροειδείς ορµόνες, θυροειδής ορµόνη, λιπαρά οξέα 
και µεταβολικά προϊόντα χοληστερόλης. Κάποια µέλη προσδένονται στο DNA 
σαν οµοδιµερή, ενώ κάποια άλλα σαν ετεροδιµερή µε τον πυρηνικό υποδοχέα 
RXR. Οι πρωτεΐνες µε την ίδια δοµή αλλά χωρίς χαρακτηρισµένο συνδέτη 
ονοµάζονται ορφανοί υποδοχείς. Μέλη της οικογένειας των πυρηνικών 
υποδοχέων ελέγχουν την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται µε την κυτταρική 
διαφοροποίηση, την ανάπτυξη και τη φυσιολογία ενός οργανισµού (Giguere, 
1999; McKenna and O'Malley, 2002).   
 Χαρακτηριστικά αυτής της οικογένειας των µεταγραφικών παραγόντων 
είναι: 1) Μια πολύ συντηρηµένη περιοχή πρόσδεσης στο DNA αποτελούµενη 
από δύο δάκτυλους ψευδαργύρου µε την οποία αναγνωρίζονται συγκεκριµένες 
αλληλουχίες που βρίσκονται στους υπoκινητές και ενισχυτές γονιδίων στόχων, 
2) µια καρβοξυτελική συντηρηµένη περιοχή (AF2, Activation Function 2) που 
είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση του συνδέτη, το διµερισµό και την 
ενεργοποίηση της µεταγραφής, 3) µια αµινοτελική συντηρηµένη περιοχή (AF1, 
Activation Function 1) που είναι σηµαντική για την ενεργοποίηση της 
µεταγραφής ανεξάρτητα από την πρόσδεση συνδέτη, 4) µια περιοχή που έχει 
κατασταλτική δράση στο καρβοξυτελικό άκρο (Giguere, 1999; McKenna and 
O'Malley, 2002). 
  Η πρόσδεση του συνδέτη επιφέρει µια αλλαγή στη στερεοδοµή του 
πυρηνικού υποδοχέα µε συνέπεια τη δυνατότητα αλληλεπίδρασης µε ειδικούς 
συνενεργοποιητές της µεταγραφής της οικογένειας p160 όπως SRC1, TIF2 και 
τη στρατολόγησή τους στους υποκινητές. Αποτέλεσµα είναι ο σχηµατισµός 
ενεργών µεταγραφικών συµπλόκων και εποµένως η ενεργοποίηση της 
µεταγραφής. Η επαγόµενη από συνδέτη αλληλεπίδραση των πυρηνικών 
υποδοχέων µε τους συνενεργοποιητές τους είναι πολύ καλά χαρακτηρισµένη 
και περιλαµβάνει το µοτίβο LXXLL των συνενεργοποιητών µε την έλικα 12 της 
περιοχής AF2 του πυρηνικού υποδοχέα. Στο ενεργό µεταγραφικό σύµπλοκο 
των πυρηνικών υποδοχέων συµµετέχει και ο συνενεργοποιητής µε δράση 
ακετυλάσης ιστονών CBP, µέσω αλληλεπιδράσεων µε το SRC1. Σε αντιδιαστολή, 
απουσία συνδέτη, οι πυρηνικοί υποδοχείς αποκτούν εναλλακτική διαµόρφωση 
ώστε να αλληλεπιδρούν µε ειδικούς συγκαταστολείς όπως ο NCoR και ο SMRT. 
Οι παραπάνω πρωτεΐνες βρίσκονται σε σύµπλοκα µε απακετυλάσες όπως η 
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HDAC3 και εποµένως επηρεάζουν τις τροποποιήσεις της χρωµατίνης σε γονίδια 
στόχους των πυρηνικών υποδοχέων µε τελικό αποτέλεσµα την καταστολή της 
µεταγραφής τους (Glass and Rosenfeld, 2000; McKenna and O'Malley, 2002).     
  
  
Ο ορφανός πυρηνικός υποδοχέας SHP 
 

Ο SHP  αποτελεί ένα ασυνήθιστο ορµονικό πυρηνικό υποδοχέα καθώς 
ενώ περιέχει την συντηρηµένη περιοχή για την πρόσδεση συνδέτη, δε διαθέτει 
τη συντηρηµένη περιοχή πρόσδεσης στο DNA. Επιπλέον, ανήκει στην 
υποκατηγορία των ορφανών πυρηνικών υποδοχέων.  

Αρχικά κλωνοποιήθηκε από πείραµα ταυτοποίησης πρωτεϊνών που να 
αλληλεπιδρούν µε τον πυρηνικό υποδοχέα CAR (Constitutive Androgen 
Receptor) µε το σύστηµα των δύο υβριδίων του σακχαροµύκητα (Seol et al., 
1996). Στη συνέχεια βρέθηκε ότι µπορεί να αλληλεπιδρά και µε άλλους 
πυρηνικούς υποδοχείς όπως ο ER (Estrogen Receptor), ο GR (Glucocorticoid 
Receptor), ο PXR (Pregnane X Receptor, ο RXR (Retinoid X Receptor), ο LXR 
(Liver X Receptor), ο HNF4 (Hepatic Nuclear Factor 4) και ο LRH1 (Liver 
Receptor Homologue) (Borgius et al., 2002; Brendel et al., 2002; Johansson 
et al., 1999; Lee et al., 2000; Lee and Moore, 2002; Ourlin et al., 2003; Seol 
et al., 1996). Αποτέλεσµα του ετεροδιµερισµού του SHP µε τους παραπάνω 
πυρηνικούς υποδοχείς είναι η καταστολή της µεταγραφικής τους ενεργότητας. 
Εποµένως, ο SHP παίζει αρνητικό ρόλο στη διαδικασία της µεταγραφής και 
λειτουργεί ως συγκαταστολέας.  

Στον άνθρωπο, µεταλλαγές στο γονίδιο του SHP έχουν συσχετιστεί µε 
ελαφριάς µορφή παχυσαρκία και ανθεκτικότητα στην ινσουλίνη (Nishigori et 
al., 2001). Στον ποντικό, ο SHP εκφράζεται κυρίως στο ήπαρ, το πάγκρεας, την 
καρδιά, το νεφρό, τους λείους µύες και την επιδιδυµίδα (Johansson et al., 
1999; Lee et al., 1998). Έχει µελετηθεί καλύτερα η λειτουργία του στο ήπαρ 
και έχει δειχθεί να είναι κεντρικός ρυθµιστής της έκφρασης γονιδίων που 
εµπλέκονται στην οµοιόσταση της χοληστερόλης και των χολικών οξέων. Ο 
ρόλος του SHP στη ρύθµιση του ηπατικού µεταβολισµού θα αναλυθεί στο 
επόµενο κεφάλαιο.     
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O µοριακός µηχανισµός καταστολής της µεταγραφής από τον SHP 
 
Μια σειρά από προηγούµενες µελέτες είχαν ως στόχο την κατανόηση του 

µοριακού µηχανισµού µεταγραφικής καταστολής του SHP. Αρχικά,  
χαρτογραφήθηκαν οι περιοχές της πρωτεΐνης που είναι σηµαντικές για τη 
λειτουργία του. Βρέθηκε ότι µια κεντρική περιοχή της πρωτεΐνης ευθύνεται για 
την αλληλεπίδραση µε τους πυρηνικούς υποδοχείς και µια περιοχή στο 
καρβοξυτελικό άκρο για την αυτόνοµη κατασταλτική δράση (εικόνα 9) 
(Johansson et al., 1999; Lee et al., 2000; Seol et al., 1997).  
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Εικόνα 9. Οι λειτουργικές περιοχές της πρωτεΐνης SHP 
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Εικόνα 10. Ο προτεινόµενος µηχανισµός για τη µεταγραφική καταστολή από τον 
SHP. 
 
 

Το µοντέλο που έχει προταθεί για το µηχανισµό καταστολής 
περιλαµβάνει δύο διακριτούς τρόπους δράσης (εικόνα 10). Ο πρώτος είναι 
έµµεσος µέσω ανταγωνισµού µε τους συνενεργοποιητές της οικογένειας p160, 
όπως ο SRC1 για πρόσδεση στους πυρηνικούς υποδοχείς. Μάλιστα, έχουν 
χαρτογραφηθεί δύο µοτίβα τύπου LXXLL στην SHP πρωτεΐνη που ευθύνονται 
για την αλληλεπίδραση µε τον ER (Johansson et al., 2000). Μια σειρά από 
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πειράµατα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων in vitro και δοκιµών λειτουργικής 
ανάλυσης σε κυτταροκαλλιέργιες έδειξαν ότι η πρόσδεση του SHP στους 
πυρηνικούς υποδοχείς LRH1 και ER παρεµποδίζει την αλληλεπίδρασή τους µε 
τον SRC1 καθώς και τη µεταγραφική τους ενεργότητα (Johansson et al., 1999; 
Lee et al., 2000; Lee and Moore, 2002).  

Παράλληλα µε την αποκάλυψη του έµµεσου µηχανισµού δράσης του 
SHP αποκαλύφθηκε ότι υπάρχει και ένας άµεσος ενεργός µηχανισµός 
καταστολής που εξαρτάται από το καρβοξυτελικό κοµµάτι της πρωτεΐνης 
(εικόνα 10). Η περιοχή αυτή µπορεί αυτόνοµα να καταστείλει τη µεταγραφή 
γονιδίου αναφοράς, ενώ ελλειπτικά µόρια SHP για το καρβοξυτελικό άκρο δεν 
καταστέλλουν αποτελεσµατικά την ενεργότητα των πυρηνικών υποδοχέων LRH1 
και HNF4 (Johansson et al., 1999; Lee et al., 2000; Lee and Moore, 2002).     
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 18



                                                                                                                   Στόχος 1 

Στόχος 
 
Είναι γνωστό ότι ο ορφανός πυρηνικός υποδοχέας SHP λειτουργεί ως 

µεταγραφικός συγκαταστολέας για άλλους πυρηνικούς υποδοχείς. Αρχικές 
µελέτες οδήγησαν στην πρόταση ενός µοντέλου για το µηχανισµό µεταγραφικής 
καταστολής από τον SHP που περιλαµβάνει δύο στάδια. Αρχικά, ανταγωνισµό 
µε συνενεργοποιητές για πρόσδεση στην AF2 περιοχή των πυρηνικών 
υποδοχέων και στη συνέχεια µια άµεση κατασταλτική λειτουργία που όµως δεν 
είναι καλά µελετηµένη. Στόχος της εργασίας που ακολουθεί είναι η 
αποσαφήνιση του µοριακού µηχανισµού µε τον οποίο ο SHP καταστέλλει 
ενεργά τη µεταγραφή γονιδίων στόχων του. 
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Αποτελέσµατα 
 
Φυσική αλληλεπίδραση του SHP µε την απακετυλάση HDAC1 και την Κ9 
µεθυλοτρανσφεράση G9a 

 
Είναι γνωστό ότι οι τροποποιήσεις της χρωµατίνης παίζουν αποφασιστικό 

ρόλο στην ενεργοποίηση και καταστολή της µεταγραφής. Υποθέσαµε ότι η 
στρατολόγηση ενζύµων που τροποποιούν τις αµινοτελικές ουρές των ιστονών θα 
µπορούσε να αποτελεί κοµµάτι του µηχανισµού καταστολής της µεταγραφής 
από τον SHP. 

Για να διερευνηθεί η παραπάνω υπόθεση, εξετάστηκε αν ο SHP 
αλληλεπιδρά in vivo µε την κύρια απακετυλάση ιστονών HDAC1 και την 
καλύτερα µελετηµένη Κ9 µεθυλοτρανσφεράση της ευχρωµατίνης, G9a. Για το 
σκοπό αυτό, πραγµατοποιήθηκαν δοκιµασίες ανοσοσυνκατακρήµνισης σε 
κυτταρικά εκχυλίσµατα Cos-1 που υπερεκφράζουν είτε HA-SHP και myc-
HDAC1 είτε HA-SHP και Τ7-G9a µετά από παροδική διαµόλυνση. Για τον 
έλεγχο της αλληλεπίδρασης του ΗΑ-SHP µε myc-HDAC1, πραγµατοποιήθηκε 
ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα α-ΗΑ και η παρουσίας της πρωτεΐνης HDAC1 
ανιχνεύθηκε σε ανάλυση western µε τη χρήση α-myc αντισώµατος. Αντίστοιχα, 
για να εξακριβωθεί αν ο HA-SHP αλληλεπιδρά µε Τ7-G9a χρησιµοποιήθηκε α-
Τ7 αντίσωµα για την ανοσοκατακρήµνιση και α-ΗΑ αντίσωµα για την ανάλυση 
western. Τα αποτελέσµατα του παραπάνω πειράµατος παρουσιάζονται στην 
εικόνα 11 και δείχνουν ότι ο SHP αλληλεπιδρά ειδικά µε την απακετυλάση 
HDAC1 και την Κ9 µεθυλάση G9a. 

Για να αποκλειστεί η πιθανότητα οι αλληλεπιδράσεις που παρατηρήσαµε 
να οφείλονται στην υπερέκφραση των πρωτεϊνών SHP, HDAC1 και G9a, 
πραγµατοποιήθηκαν δοκιµασίες αλληλεπίδρασης in vitro µε τη χρήση 
πυρηνικών εκχυλισµάτων HepG2 (ηπατικής προέλευσης) σαν πηγή για τις 
ενδογενείς πρωτεΐνες HDAC1 και G9a. Τα πυρηνικά εκχυλίσµατα επωάστηκαν 
µε την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη υβρίδιο GST-SHP που ήταν 
ακινητοποιηµένη σε σφαιρίδια γλουταθιόνης-σεφαρόζης. Η παρουσία των 
HDAC1 και G9a στα δείγµατα κατακρηµνισµένης πρωτεΐνης GST-SHP 
ανιχνεύθηκε µε ειδικά αντισώµατα. Παράλληλα, ως πείραµα θετικού ελέγχου 
εξετάστηκε η πρόσδεση του GST-SHP στον πυρηνικό υποδοχέα HNF4, εφόσον 
είναι γνωστό ότι οι δύο παράγοντες αλληλεπιδρούν (Lee et al., 2000). Ως 
πείραµα αρνητικού ελέγχου µελετήθηκε η αλληλεπίδρασή του µε το γενικό 
συνενεργοποιητή CBP. Όπως φαίνεται στην εικόνα 12, ο SHP προσδένει ειδικά 
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τις πρωτεΐνες ΗDAC1, G9a και HNF4 ενώ δεν παρατηρείται αλληλεπίδραση µε 
το CBP.  

 

α
H

A

myc-HDAC1-

-SHP

In
pu

t

α
H

A

α
T

7

α
T

7

In
pu

t

*
IgG- -IgG

CMV-T7 G9a
CMV-myc HDAC1
CMV-HA SHP

 +  - +
 -  - -
 +  + +

 - - -
 + + +
 + - +

IP:

Transfection

α
H

A

myc-HDAC1-

-SHP

In
pu

t

α
H

A

α
T

7

α
T

7

In
pu

t

*
IgG- -IgG

CMV-T7 G9a
CMV-myc HDAC1
CMV-HA SHP

 +  - +
 -  - -
 +  + +

 - - -
 + + +
 + - +

IP: α
H

A

myc-HDAC1-

-SHP

In
pu

t

α
H

A

α
T

7

α
T

7

In
pu

t

*
IgG- -IgG

CMV-T7 G9a
CMV-myc HDAC1
CMV-HA SHP

 +  - +
 -  - -
 +  + +

 - - -
 + + +
 + - +

IP:

Transfection

 
  

Εικόνα 11. Φυσική αλληλεπίδραση του SHP µε HDAC1 και G9a in vivo.  
∆οκιµασίες ανοσοσυγκατακρήµνισης από πυρηνικά εκχυλίσµατα Cos-1 κυττάρων που 
υπερεκφράζουν τις παραπάνω πρωτεΐνες µετά από παροδική διαµόλυνση µε τους 
πλασµιδιακούς φορείς που σηµειώνονται στην εικόνα. Οι αλληλεπιδράσεις 
ανιχνεύθηκαν σε ανάλυση κατά western µε τη χρήση ειδικών αντισωµάτων.   
 
 

Στη συνέχεια σε παρόµοια πειράµατα εξετάστηκε η συγγένεια 
αλληλεπίδρασης του SHP µε HDAC1 και G9a χρησιµοποιώντας αυξανόµενη 
συγκέντρωση NaCL κατά την επώαση του κυτταρικού εκχυλίσµατος HepG2 µε 
την πρωτεΐνη GST-SHP. Παρατηρήσαµε ότι οι αλληλεπιδράσεις του SHP µε 
HDAC1 και G9a είναι ιδιαίτερα ισχυρές, εφόσον το 80-90% της πρωτεΐνης που 
προσδένεται σε 150mM NaCL, διατηρείται σε αυστηρές συνθήκες 
αλληλεπίδρασης (500mΜ ΝaCL) (εικόνα 12). Οι παραπάνω αλληλεπιδράσεις 
είναι µεγαλύτερης συγγένειας από αυτή µεταξύ SHP και HNF4, όπου περίπου 
το 40% της πρωτεΐνης HNF4 που προσδένεται σε 150mM NaCL, διατηρείται σε 
συγκέντρωση 500mΜ ΝaCL (εικόνα 12).    
 Παράλληλα µελετήθηκε η δυνατότητα αλληλεπίδρασης in vitro ενός 
φυσικού µεταλλάγµατος του SHP (R213C) µε τις ενδογενείς πρωτεΐνες HDAC1 
και G9a (Nishigori et al., 2001). Η συγκεκριµένη µεταλλαγή βρίσκεται στην 
καρβοξυτελική περιοχή αυτόνοµης καταστολής και επηρεάζει ειδικά την άµεση 
ενεργή κατασταλτική λειτουργία του SHP (Lee and Moore, 2002). Σε 
δοκιµασίες αλληλεπίδρασης in vitro χρησιµοποιώντας αυξανόµενες 
συγκεντρώσεις άλατος, παρατηρήθηκε ότι το GST-SHP R213C προσδένει ειδικά 
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τις πρωτεΐνες HDAC1 και G9a µε παρόµοια συγγένεια µε την πρωτεΐνη SHP 
αγρίου τύπου (εικόνα 12).    
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Εικόνα 12. Ο SHP αλληλεπιδρά µε HDAC1 και G9a µε υψηλή συγγένεια.  
∆οκιµασίες GST pull-down µε τη χρήση ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης υβρίδιο GST-
SHP και πυρηνικών εκχυλισµάτων από κύτταρα HepG2 σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 
NaCL. Οι αλληλεπιδράσεις ανιχνεύθηκαν σε ανάλυση κατά western µε τη χρήση 
ειδικών αντισωµάτων. Στα διαγράµµατα παρουσιάζονται οι ποσοτικοποιηµένες τιµές 
που προέκυψαν από την ανάλυση διαδοχικών εκθέσεων της εικόνας.     
 
 
Ο SHP αλληλεπιδρά άµεσα µε την απακετυλάση HDAC1 και την Κ9 
µεθυλοτρανσφεράση G9a 
 
 Για να εξακριβωθεί αν οι αλληλεπιδράσεις του SHP µε HDAC1 και G9a 
είναι άµεσες ή γίνονται µέσω ενδιάµεσων παραγόντων, πραγµατοποιήθηκαν 
πειράµατα pull-down µε τη χρήση πρωτεΐνης GST-SHP και συντιθέµενων in 
vitro πρωτεϊνών HDAC1 και G9a. Όπως φαίνεται στην εικόνα 13, 
παρατηρήθηκε ειδική άµεση πρόσδεση των HDAC1 και G9a στη πρωτεΐνη 
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GST-SHP. Οι παραπάνω αλληλεπιδράσεις µελετήθηκαν µε µεγαλύτερη 
λεπτοµέρεια χρησιµοποιώντας µεταλλαγµένα ελλειπτικά µόρια του SHP. 
Βρέθηκε ότι το αµινοτελικό κοµµάτι της πρωτεΐνης (αα 1-156) είναι υπεύθυνο 
για την πρόσδεση στην G9a, ενώ το καρβοξυτελικό (αα 147-257) που 
περιλαµβάνει την περιοχή της ενεργής καταστολής, ευθύνεται για την 
αλληλεπίδραση µε ΗDAC1 (εικόνα 13). Επιπλέον, το µετάλλαγµα SHP R213C 
προσδένει ειδικά την HDAC1 και τη G9a µε παρόµοια συγγένεια µε την 
πρωτεΐνη SHP αγρίου τύπου (εικόνα 13).  
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Εικόνα 13. Άµεση αλληλεπίδραση in vitro του SHP µε HDAC1 και G9a. 
∆οκιµασίες GST pull-down µε τη χρήση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών υβριδίων GST-
SHP και ραδιοσηµασµένων συντιθέµενων in vitro πρωτεϊνών HDAC1 και G9a. 
 
 
Η λειτουργική σηµασία της δράσης των ενζύµων HDAC1 και G9a στη 
µεταγραφική καταστολή από τον SHP  
 
 Από τα παραπάνω αποτελέσµατα προκύπτει το συµπέρασµα ότι ο 
συγκαταστολέας SHP έχει την ικανότητα να αλληλεπιδρά άµεσα µε την 
απακετυλάση HDAC1 και την Κ9 µεθυλάση G9a. Η λειτουργική σηµασία των 
αλληλεπιδράσεων αυτών στην κατασταλτική δράση του SHP µελετήθηκε σε 
πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης σε κύτταρα Cos-1 όπου υπερεκφράστηκαν 
οι πρωτεΐνες SHP, HDAC1 και G9a και εξετάστηκε η επίδραση τους στη 
µεταγραφική ενεργότητα του υβριδίου GAL4-HNF4. Για το σκοπό αυτό και σε 
συνδυασµό µε πλασµιδιακούς φορείς που οδηγούν σε υπερέκφραση των 
παραπάνω πρωτεϊνών, χρησιµοποιήθηκε ένας φορέας που φέρει θέσεις 
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πρόσδεσης για GAL4 µπροστά από το γονίδιο αναφοράς της λουσιφεράσης. Ο 
HNF4 αποτελεί ηπατοειδικό µεταγραφικό παράγοντα που παίζει καθοριστικό 
ρόλο στη διατήρηση του ηπατοειδικού φαινοτύπου (Hayhurst et al., 2001; Li et 
al., 2000). Επίσης, είναι γνωστό ότι η δράση του παρεµποδίζεται από την 
πρόσδεση του SHP (Lee et al., 2000). Όπως ήταν αναµενόµενο, η υπερέκφραση 
του SHP είχε ως συνέπεια την πτώση της µεταγραφικής ενεργότητας του GAL4-
HNF4 κατά περίπου 5 φορές (εικόνα 14). Η καταστολή της ενεργότητας του 
HNF4 από τον SHP δεν ήταν δυνατή όταν τα κύτταρα επωάστηκαν µε το γενικό 
αναστολέα απακετυλασών τριχοστατίνη Α (TSA) (εικόνα 14). Αντίθετα, η 
προσθήκη TSA δεν επηρέασε σηµαντικά τη µεταγραφική ενεργότητα του HNF4 
απουσία SHP (εικόνα 14). Από τα παραπάνω αποτελέσµατα προκύπτει το 
συµπέρασµα ότι η αποακετυλίωση των ιστονών εµπλέκεται στο µηχανισµό 
καταστολής του SHP.  
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Εικόνα 14. Ο λειτουργικός ρόλος των HDAC1 και G9a στη µεταγραφική καταστολή 
από τον SHP. 
Κύτταρα Cos-1 διαµολύνθηκαν παροδικά µε τον πλασµιδιακό φορέα αναφοράς 
4xGAL4-E1B-luc που φέρει το γονίδιο της λουσιφεράσης σε συνδυασµό µε τους φορείς 
που σηµειώνονται στην εικόνα. Οι στήλες του διαγράµµατος αντιπροσωπεύουν τις 
κανονικοποιηµένες τιµές ενεργότητας του ενζύµου της λουσιφεράσης.    
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Συνέκφραση του SHP µε την HDAC1 ή τη G9a ξεχωριστά δεν ενίσχυσε 
την καταστολή της ενεργότητας του HNF4 (εικόνα 14). Ωστόσο, συνέκφραση 
του SHP σε συνδυασµό µε HDAC1 και G9a οδήγησε την ενεργότητα του HNF4 
σε µηδενικά επίπεδα και άρα αποτελεσµατική καταστολή (εικόνα 14). 
Επιπρόσθετα, όταν αντί για πρωτεΐνη G9a αγρίου τύπου συνεκφράστηκε ένα 
µεταλλαγµένο µόριο G9a (G9a R1109H) που είναι ενζυµικά ανενεργό, δεν 
παρατηρήθηκε αποτελεσµατική καταστολή από τον SHP (εικόνα 14). 
Εποµένως, τα αποτελέσµατα δείχνουν το ρόλο της µεθυλίωσης των ιστονών στο 
µηχανισµό καταστολής από τον SHP και τη σηµασία της συνεργατικής δράσης 
των ενζύµων HDAC1 και G9a ώστε να επιτευχθεί αποτελεσµατική καταστολή. 

Παράλληλα εξετάσαµε αν το µετάλλαγµα SHP R213C µπορεί 
συνεργατικά µε τα ένζυµα HDAC1 και G9a να καταστείλει την ενεργότητα του 
GAL4-HNF4. Υπερέκφραση του SHP R213C είχε ως συνέπεια τη µερική πτώση 
της ενεργότητας του HNF4 πιθανότατα εξαιτίας της ικανότητας του για 
παθητική καταστολή µέσω ανταγωνισµού µε συνενεργοποιητές (εικόνα 14). 
Ωστόσο, συνέκφραση του SHP R213C µαζί µε HDAC1 και G9a δεν οδηγεί σε 
µεγαλύτερη πτώση της ενεργότητας του HNF4 και άρα αποτελεσµατική 
καταστολή (εικόνα 14). Εποµένως, το SHP R213C δεν έχει την ικανότητα για 
συνεργατική καταστολή µε HDAC1 και G9a, αν και αλληλεπιδρά µε αυτά το 
ίδιο καλά όπως και η πρωτεΐνη SHP αγρίου τύπου. Εποµένως, η µεταλλαγή 
πιθανότατα επηρεάζει κάποιο στάδιο της µεταγραφικής καταστολής του SHP, 
διαφορετικό από τη στρατολόγηση των ενζύµων HDAC1 και G9a στους 
υποκινητές. 
 
 
Ο SHP αλληλεπιδρά µε υποακετυλιωµένη και K9 µεθυλιωµένη ιστόνη 
Η3 
 
 Στη συνέχεια, αναζητήσαµε επιπρόσθετους µηχανισµούς που 
εµπλέκονται στη µεταγραφική καταστολή από τον SHP. Ο ρόλος ενζύµων που 
τροποποιούν τις ιστόνες στο µηχανισµό καταστολής του SHP οδήγησε στην 
υπόθεση ότι ίσως έχει την ικανότητα να προσδένεται στη χρωµατίνη. Αρχικά, 
διερευνήθηκε αν ο SHP µπορεί να αλληλεπιδρά in vitro µε ιστόνες σε ανάλυση 
far western και παρατηρήθηκε ειδική πρόσδεση της ανασυνδυασµένης 
πρωτεΐνης GST-SHP στην ιστόνη H3 (εικόνα 15A). Επιπλέον, σε ειδική 
ανάλυση far western κατά την οποία οι ιστόνες διαχωρίζονται ανάλογα µε τον 
αριθµό των ακετυλοµάδων που φέρουν, δείχθηκε ότι το GST-SHP προσδένεται 
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ειδικά σε υποακετυλιωµένες ισοµορφές της Η3 (εικόνα 15B). Εποµένως, ο 
SHP αλληλεπιδρά in vitro ειδικά µε την υποακετυλιωµένη ιστόνη Η3.  
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Εικόνα 15. Ο SHP αλληλεπιδρά in vitro µε υποακετυλιωµένη ιστόνη Η3.  
Ανάλυση far western µε τη χρήση ιστονών που αποµονώθηκαν από κύτταρα Hela και 
ραδιοσηµασµένης πρωτεΐνης υβριδίου GST-SHP. A) Οι ιστόνες διαχωρίστηκαν µετά 
από ηλεκτροφόρηση σε SDS πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. Β) Οι ιστόνες διαχωρίστηκαν 
µετά από ηλεκτροφόρηση σε Acid Urea πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. Ο διαχωρισµός 
των ισοµορφών ιστόνης Η3 µε διαφορετικό αριθµό ακετυλοµάδων επιβεβαιώθηκε σε 
ανάλυση κατά western µε τη χρήση αντισώµατος α-acH3 που αναγνωρίζει ειδικά 
υπερακετυλιωµένη Η3.      
 
 

Η αλληλεπίδραση in vitro του SHP µε υποακετυλιωµένη Η3 
επιβεβαιώθηκε σε δοκιµασίες pull-down ανάµεσα σε GST-SHP και καθαρές 
ιστόνες. Η κατακρήµνιση της ιστόνης Η3 από GST-SHP ανιχνεύθηκε σε 
ανάλυση western µε τη χρήση αντισώµατος α-Η3 που αναγνωρίζει την Η3 
ανεξάρτητα από κάποια τροποποίηση (εικόνα 16A). Όταν χρησιµοποιήθηκε 
ειδικό αντίσωµα α-acH3 που αναγνωρίζει ειδικά υπερακετυλιωµένη Η3, δεν 
παρατηρήθηκε κάποια αλληλεπίδραση, γεγονός που πιστοποίησε την 
προτιµητέα πρόσδεση του SHP µε υποακετυλιωµένη Η3 (εικόνα 16A). 
Υπεύθυνες για την παραπάνω αλληλεπίδραση είναι τουλάχιστον δύο περιοχές, 
καθώς τόσο το αµινοτελικό όσο και το καρβοξυτελικό µισό της πρωτεΐνης έχουν 
την ικανότητα για πρόσδεση µε την Η3 (εικόνα 16A). Mελετήθηκε επίσης, η 
δυνατότητα αλληλεπίδρασης του SHP µε ιστόνη Η3 µεθυλιωµένη στη λυσίνη Κ9 
µε τη χρήση ειδικού αντισώµατος. Παρατηρήθηκε ειδική πρόσδεση που 
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µάλιστα περιορίζεται στο καρβοξυτελικό κοµµάτι της πρωτεΐνης που περιέχει 
την περιοχή ενεργής καταστολής (εικόνα 16A). Επιπρόσθετα, µε τη χρήση 
ειδικών αντισωµάτων δείχθηκε ότι ο SHP αλληλεπιδρά in vitro µε παρόµοια 
συγγένεια µε µόνο, διπλά και τριπλά µεθυλιωµένες στη λυσίνη Κ9 ισοµορφές 
της ιστόνης Η3 (εικόνα 16B). 

Στη συνέχεια, εξετάστηκε αν το µετάλλαγµα SHP R213C διατηρεί την 
ικανότητα για αλληλεπίδραση µε την ιστόνη Η3 σε πειράµατα GST pull-down. 
Παρατηρήθηκε ότι το ενώ το GST-SHP R213C αλληλεπιδρά µε ελαφρά 
µειωµένη ικανότητα µε την ιστόνη Η3, παρουσιάζει µεγάλο πρόβληµα στην 
αλληλεπίδραση µε Κ9 µεθυλιωµένη Η3 (εικόνα 16B). Το παραπάνω 
αποτέλεσµα υποδεικνύει τη σηµασία της αλληλεπίδρασης του SHP µε Κ9 
µεθυλιωµένη H3 για το µηχανισµό της µεταγραφικής καταστολής του.  
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Εικόνα 16. Aλληλεπίδραση in vitro του SHP µε υποακετυλιωµένη και Κ9 
µεθυλιωµένη Η3. 
∆οκιµασίες GST pull-down µε τη χρήση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών υβριδίων GST-
SHP και καθαρισµένων ιστονών. Οι αλληλεπιδράσεις ανιχνεύθηκαν σε ανάλυση κατά 
western µε τη χρήση αντισωµάτων που αναγνωρίζουν ειδικά την ιστόνη Η3 και τις 
τροποποιηµένες ισοµορφές της . 
 
 

Για να εξακριβωθεί αν το αµινοτελικό άκρο της Η3 έχει την ικανότητα για 
αλληλεπίδραση µε SHP, πραγµατοποιήθηκαν in vitro pull down πειράµατα 
χρησιµοποιώντας βιοτινιλιοµένα πεπτίδια που αντιστοιχούν στα πρώτα 21 
αµινοξέα της Η3 και συντιθέµενη in vitro πρωτεΐνη SHP. Βρέθηκε ειδική 
πρόσδεση του SHP σε µη τροποποιηµένο πεπτίδιο ή µεθυλιωµένο στην Κ9, ενώ 
δεν παρατηρήθηκε καµία αλληλεπίδραση µε ακετυλιωµένο πεπτίδιο στις 
λυσίνες Κ9 και Κ14 (εικόνα 17). 

 27



                                                                                                         Αποτελέσµατα 1 

 I
np

ut

B
ea

ds

K
9M

e

K
9/

14
ac

U
nm

od
if.

H3 peptides 1-21aa

35S-SHP-

E

 I
np

ut

B
ea

ds

K
9M

e

K
9/

14
ac

U
nm

od
if.

H3 peptides 1-21aa

35S-SHP-

E

 
 
Εικόνα 17. Ο SHP αλληλεπιδρά in vitro µε την υποακετυλιωµένη και Κ9 
µεθυλιωµένη  αµινοτελική ουρά της ιστόνης Η3. 
∆οκιµασίες pull-down µε τη χρήση βιοτινιλιωµένων πεπτιδίων του αµινοτελικού άκρου 
της ιστόνης Η3 και ραδιοσηµασµένης συντιθέµενης in vitro πρωτεΐνης SHP.  
 
 

Συνολικά από τα παραπάνω αποτελέσµατα προκύπτει το συµπέρασµα ότι 
ο SHP ενδεχοµένως αποτελεί µια νέα πρωτεΐνη που προσδένεται στη χρωµατίνη 
µέσω αλληλεπιδράσεων µε υποακετυλιωµένη και Κ9 µεθυλιωµένη Η3. Η 
πρόσδεση στο τροποποιηµένο αµινοτελικό άκρο της Η3 φαίνεται να αποτελεί 
σηµαντικό µέρος του ενεργού µηχανισµού καταστολής, εφόσον µια µεταλλαγή 
του SHP (R213C) που επηρεάζει την ενεργή καταστολή, το καθιστά ανίκανο για 
αποτελεσµατική αλληλεπίδραση µε ιστόνη H3.  
 
 
Εντοπισµός του SHP στην ευχρωµατίνη 
 
 Η αποακετυλίωση των ιστονών και η Κ9 µεθυλίωση της Η3 είναι 
χαρακτηριστικά τόσο της ευχρωµατινικής καταστολής όσο και της γονιδιακής 
αποσιώπησης στην ετεροχρωµατίνη. Για να µελετηθεί ο πιθανός ρόλος του SHP 
στο σχηµατισµό της ετεροχρωµατίνης και να διερευνηθεί η πιθανότητα η 
καταστολή από τον SHP να περιλαµβάνει µετάβαση από την ευχρωµατινική 
στην ετεροχρωµατική κατάσταση, εξετάσαµε τον υποπυρηνικό εντοπισµό του. 
Χρησιµοποιήθηκαν δύο πειραµατικές µεθοδολογίες, η βιοχηµική 
κλασµατοποίηση της χρωµατίνης και ο ανοσοφθορισµός στην κυτταρική σειρά 
εντερικής προέλευσης Cacο-2 που εκφράζει υψηλά επίπεδα πρωτεΐνης SHP. 
 Η χρωµατίνη µπορεί να διαχωριστεί σε τρία κλάσµατα µετά από µερική 
πέψη των πυρήνων µε µικροκοκκική νουκλεάση η οποία κόβει ανάµεσα σε 
νουκλεοσώµατα. Το κλάσµα S1 περιέχει ολιγονουκλεοσώµατα, είναι 
εµπλουτισµένο σε µη ιστονικές χρωµοσωµικές πρωτεΐνες και αντιπροσωπεύει 
την ευχρωµατίνη. Το κλάσµα S2 περιλαµβάνει πολυνουκλεοσώµατα, είναι 
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εµπλουτισµένο µε την ιστόνη Η1 και αντιπροσωπεύει την ετεροχρωµατίνη. Το 
αδιάλυτο κλάσµα P αντιπροσωπεύει τη µεταγραφικά ικανή χρωµατίνη που 
συνδέεται µε τον πυρηνικό σκελετό. Ανάλυση κατά western µε τη χρήση 
ειδικού αντισώµατος για SHP έδειξε ότι το µεγαλύτερο µέρος της πρωτεΐνης 
ανιχνεύεται στο ευχρωµατινικό κλάσµα S1 (εικόνα 18). Αντίθετα, η πρωτεΐνη 
HP1 όπως ήταν αναµενόµενο βρέθηκε στο ετεροχρωµατινικό κλάσµα S2 
(εικόνα 18).  
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Εικόνα 18. Ο SHP εντοπίζεται στην ευχρωµατίνη. 
∆οκιµασίες κλασµατοποίησης χρωµατίνης από Caco-2 πυρήνες που επωάστηκαν µε 
αυξανόµενες ποσότητες µικροκοκκικής νουκλεάσης. Α) Για τον έλεγχο της πέψης, 
ποσότητα DNA από κάθε κλάσµα αποµονώθηκε και διαχωρίστηκε σε πήκτωµα 
αγαρόζης. Β) Ανάλυση κατά western για την ανίχνευση των πρωτεϊνών SHP και HP1 µε 
τη χρήση ειδικών αντισωµάτων. 
 
 
 Σε συµφωνία µε το αποτέλεσµα της χρωµατινικής κλασµατοποίησης, 
ανάλυση µε ανοσοφθορισµό έδειξε ότι ο SHP εντοπίζεται σε ειδικές περιοχές 
του πυρήνα που δεν συµπίπτουν µε τις ετεροχρωµατινικές περιοχές που 
ξεχωρίζουν µετά από χρώση µε DAPI (εικόνα 19). Τα παραπάνω αποτελέσµατα 
υποδεικνύουν το ρόλο του SHP στη µεταγραφική καταστολή σε ευχρωµατινικές 
περιοχές και δεν είναι συµβατά µε ενδεχόµενη λειτουργία του στο σχηµατισµό 
της ετεροχρωµατίνης. 
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αSHP DAPI MergedαSHP DAPI Merged

 
 
Εικόνα 19. Ο SHP εντοπίζεται σε ευχρωµατινικές περιοχές του πυρήνα. 
Ανάλυση ανοσοφθορισµού σε Caco-2 κύτταρα µε τη χρήση α-SHP αντισώµατος και 
χρώσης DAPI.    
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Συζήτηση 
 

Ο πυρηνικός υποδοχέας SHP αλληλεπιδρά µε άλλα µέλη της 
υπεροικογένειας των πυρηνικών υποδοχέων και παρεµποδίζει την ενεργότητά 
τους. Πρόσφατες µελέτες που είχαν ως στόχο τη διερεύνηση του µοριακού 
µηχανισµού καταστολής αποκάλυψαν καταρχήν ένα παθητικό τρόπο δράσης 
µέσω ανταγωνισµού µε συνενεργοποιητές για πρόσδεση στην AF2 περιοχή των 
πυρηνικών υποδοχέων αλλά και ένα ενεργό τρόπο καταστολής που δεν είναι 
ακόµα καλά µελετηµένος.  

Στόχος της εργασίας ήταν η διερεύνηση του ενεργού µηχανισµού 
µεταγραφικής καταστολής του SHP. Τα κύρια ευρήµατα που προέκυψαν 
συνοψίζονται ως εξής: 1) Ο SHP εντοπίζεται ειδικά σε ευχρωµατινικές περιοχές 
και αλληλεπιδρά µε την απακετυλάση HDAC1 και την ευχρωµατινική Κ9 
µεθυλάση G9a, 2) ο SHP παρουσιάζει ικανότητα πρόσδεσης σε 
υποακετυλιωµένη και Κ9 µεθυλιωµένη ιστόνη H3, 3) οι αλληλεπιδράσεις µε 
HDAC1, G9a, και Η3 είναι λειτουργικά σηµαντικές για τη µεταγραφική 
καταστολή από τον SHP. 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα επεκτείνουν τα προϋπάρχοντα µοντέλα και 
οδηγούν στην πρόταση ενός νέου µοντέλου για το µηχανισµό µεταγραφικής 
καταστολής από τον SHP που περιλαµβάνει ορισµένα διακριτά στάδια (εικόνα 
20). Αρχικά, όπως έχει προταθεί από άλλες µελέτες, η πρόσδεση του SHP 
στους πυρηνικούς υποδοχείς συντελεί στην αποµάκρυνση των 
συνενεργοποιητών της οικογένειας p160 όπως SRC1, πιθανότατα µαζί µε το 
γενικό ρυθµιστή CBP (εικόνα 20 στάδιο καταστολής 1). Σε ένα δεύτερο 
στάδιο ο SHP στρατολογεί στον υποκινητή την απακετυλάση HDAC1 και τη 
µεθυλάση G9a µε συνέπεια την αποµάκρυνση των ακετυλοµάδων από τις 
ιστόνες των γειτονικών νουκλεοσωµάτων και τη µεθυλίωση της Η3 στη λυσίνη 
Κ9 (εικόνα 20 στάδιο καταστολής 2). Η υποακετυλιωµένη Η3 δηµιουργεί 
µια νέα επιφάνεια µε την οποία ο SHP µπορεί να αλληλεπιδράσει, 
σχηµατίζοντας πιθανότατα ένα σταθερό κατασταλτικό σύµπλοκο (εικόνα 20 
στάδιο καταστολής 3). Η πρόσδεση αυτή εµποδίζεται από ακετυλίωση στις 
λυσίνες Κ9 και Κ14 της Η3, αλλά όχι από µεθυλίωση της λυσίνης Κ9. 
Εποµένως, ο SHP είναι υπεύθυνος ταυτόχρονα για τη στρατολόγηση ενζύµων 
που τροποποιούν τη χρωµατίνη και για τη µετάφραση του ειδικού κώδικα που 
δηµιουργείται. 

Θεωρητικά, ορισµένα από τα παραπάνω γεγονότα ξεχωριστά, όπως για 
παράδειγµα η αποµάκρυνση των συνενεργοποιητών ή η αποακετυλίωση των 
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ιστονών θα µπορούσαν να οδηγήσουν σε αποτελεσµατική µεταγραφική 
καταστολή. Ενδεχοµένως, η Κ9 µεθυλίωση της ιστόνης Η3 και η πρόσδεση του 
SHP στη χρωµατίνη να έχουν ως συνέπεια ένα είδος πιο σταθερής και 
µακροπρόθεσµης καταστολής σε ορισµένους υποκινητές. Άρα, ίσως σε 
διαφορετικούς υποκινητές που καταστέλλονται από τον SHP να εφαρµόζονται 
ένα ή περισσότερα από τα παραπάνω στάδια. 
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Εικόνα 20. Σχηµατική αναπαράσταση του προτεινόµενου µοντέλου για τον µηχανισµό 
καταστολής από τον SHP.   
 

 
Ο ενεργός µηχανισµός καταστολής του SHP αποτέλεσε αντικείµενο 

µελέτης δύο πρόσφατων εργασιών οι οποίες αποκάλυψαν εναλλακτικούς και 
συµπληρωµατικούς τρόπους δράσης. Στην πρώτη, βρέθηκε ότι ο SHP 
αλληλεπιδρά φυσικά και λειτουργικά µε την πρωτεΐνη ΕID1 που αποτελεί 
µεταγραφικό ρυθµιστή και παρεµποδίζει τη δράση ακετυλοτρανσφερασών όπως 
το CBP, ενώ έχει δειχθεί να αλληλεπιδρά in vitro µε ιστόνες (Bavner et al., 
2002). Άρα ίσως σε ορισµένους υποκινητές ο SHP µαζί µε τον ΕID1 να 
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προσδένονται στη χρωµατίνη µέσω αλληλεπιδράσεων µε ιστόνες µε συνέπεια τη 
δηµιουργία ενός πολύ σταθερού κατασταλτικού συµπλόκου. Στη δεύτερη 
εργασία παρατηρήθηκαν τα γεγονότα που συνοδεύουν την καταστολή ενός 
γνωστού γονιδίου στόχου του SHP (CYP7A1) in vivo και δείχθηκε η συµµετοχή 
ενός συµπλόκου, αποτελούµενο από την απακετυλάση HDAC1 και τις 
πρωτεΐνες SIN3-SWI/SNF, που οδηγεί σε αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης 
(Kemper et al., 2004). Άρα, ο SHP ενδεχοµένως να καταστέλλει ενεργά τη 
µεταγραφή επιφέροντας αλλαγές στη χρωµατινική δοµή όχι µόνο µέσω 
τροποποιήσεων στις ιστόνες αλλά και µέσω αναδιαµόρφωσης των 
νουκλεοσωµάτων. 

Το προτεινόµενο µοντέλο για τη µεταγραφική καταστολή από τον SHP 
που προκύπτει από τα αποτελέσµατα αυτής και άλλων εργασιών, στηρίζεται 
κυρίως σε δεδοµένα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων in vitro. Επίσης, η 
λειτουργική ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε πειράµατα παροδικής 
διαµόλυνσης σε κυτταρικές σειρές µε τη χρήση υποκινητών-υποστρωµάτων που 
δεν υιοθετούν τη φυσιολογική ενδογενή χρωµατινική δοµή.  
 Στο επόµενο κεφάλαιο µέσω της ανάλυσης ενός ποντικού που εκφράζει 
υψηλά επίπεδα του SHP ειδικά στο ήπαρ, µας δόθηκε η δυνατότητα να 
ελέγξουµε το παρόν προτεινόµενο µοντέλο in vivo παρακολουθώντας τα 
γεγονότα που συνοδεύουν την καταστολή ορισµένων γονιδίων στόχων του. 
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Εισαγωγή 
 
Μεταβολισµός στο ήπαρ 
 

Το ήπαρ είναι το µεγαλύτερο όργανο του ανθρώπινου σώµατος. Μία από 
τις κυριότερες λειτουργίες του είναι η αποτοξίνωση ζηµιογόνων ουσιών και 
παραπροϊόντων του µεταβολισµού, καθώς δέχεται φλεβικό αίµα απ’ ευθείας 
από το έντερο και είναι έτσι το πρώτο όργανο που έρχεται σε επαφή µε θρεπτικά 
συστατικά και τοξίνες που έχουν απορροφηθεί από το πεπτικό σύστηµα. Το 
ήπαρ έχει τόσο ενδοκρινή όσο και εξωκρινή δραστηριότητα. Η τελευταία 
συνίσταται σε χολικές εκκρίσεις οι οποίες περιέχουν παραπροϊόντα του 
µεταβολισµού της χοληστερόλης και ουσίες που απαιτούνται για την 
απορροφητική δράση του πεπτικού συστήµατος. Η ενδοκρινική δραστηριότητα 
του ήπατος συνίσταται στη σύνθεση και έκκριση ενός µεγάλου αριθµού 
παραγόντων του ορρού του αίµατος, όπως η αλβουµίνη, η προθροµβίνη και το 
πρωτεϊνικό µέρος των απολιποπρωτεϊνών. Το ήπαρ είναι επίσης το κύριο όργανο 
για το µεταβολισµό των υδατανθράκων, της ουρίας και των τριγλυκεριδίων 
(Cereghini, 1996; Duncan, 2000). 

Η χοληστερόλη και τα λιπαρά οξέα αποτελούν τα κύρια λιπίδια που 
συνθέτονται στο ήπαρ. Η χοληστερόλη αποτελεί βασικό συστατικό των 
περισσότερων βιολογικών µεµβρανών και είναι απαραίτητη για τη σύνθεση 
στεροεϊδών ορµονών, βιταµινών, χολικών οξέων καθώς και για την οµοιοπολική 
τροποποίηση πρωτεϊνών. Οι ζωντανοί οργανισµοί για να ικανοποιήσουν τις 
ανάγκες τους, βιοσυνθέτουν χοληστερόλη από ακετυλοσυνένζυµο Α και την 
αποκτούν εξωγενώς από τη διατροφή. Η διατήρηση της οµοιόστασης της 
χοληστερόλης είναι κεντρικής σηµασίας, γιατί αν τα επίπεδά της στον ορρό 
υπερβούν το φυσιολογικό οδηγούν σε υπερχοληστερυναιµία και ανάπτυξη 
αρτηριοσκλήρωσης. Τα λιπαρά οξέα τα οποία αποθηκεύονται ως τριγλυκερίδια 
αντιπροσωπεύουν µια κύρια πηγή µεταβολικού καυσίµου. Η σύνθεση και η 
αποθήκευση τους (λιπογένεση) συµβαίνει κατά κύριο λόγο στο ήπαρ και το 
λιπώδη ιστό. Στο ήπαρ, πλεόνασµα υδατανθράκων οδηγεί µέσω 
ακετυλοσυνένζυµου Α στη βιοσύνθεση λιπαρών οξέων τα οποία αποτελούν τη 
βάση για τη σύνθεση τριγλυκεριδίων (Hillgartner et al., 1995; Repa and 
Mangelsdorf, 2000; Schoonjans et al., 2000).  

Η µεταφορά και διανοµή της χοληστερόλης και των τριγλυκεριδίων από 
το ήπαρ προς τους περιφερικούς ιστούς γίνεται µέσω λιποπρωτεϊνικών 
σωµατιδίων που κυκλοφορούν στο αίµα. Ανάλογα µε τη σύσταση τους σε 
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λιπίδια και απολιποπρωτεΐνες διαχωρίζονται στους τύπους HDL, LDL, ILDL και 
VLDL. Η πρόσληψη της χοληστερόλης από τα ηπατοκύτταρα γίνεται µέσω 
ενδοκύττωσης από ειδικούς διαµεµβρανικούς υποδοχείς όπως ο υποδοχέας 
LDL που αναγνωρίζει σωµατίδια LDL και ο SR-BI (Scavenger Receptor-class B 
type I)  που µεταφέρει σωµατίδια HDL (Zannis and Cohen, 2000). 

 
 

Η οµοιόσταση της χοληστερόλης και των τριγλυκεριδίων  
 

Η οµοιόσταση της χοληστερόλης επιτυγχάνεται µέσω διατήρησης της 
ισορροπίας της τροφοδοσίας και της αποµάκρυνσης της από τα ηπατοκύτταρα 
(εικόνα 1). Τα τέσσερα κύρια τροφοδοτικά µονοπάτια στο ήπαρ είναι τα εξής: 
1) Η πρόσληψη της χοληστερόλης του ορρού µέσω ενδοκύττωσης σωµατιδίων 
LDL από τον υποδοχέα LDL, 2) Η πρόσληψη της χοληστερόλης που προέρχεται 
από τους περιφερικούς ιστούς (αντίστροφη µεταφορά χοληστερόλης) µέσω 
ειδικής πρόσληψης των σωµατιδίων HDL από τον υποδοχέα SR-BΙ. Στους 
περιφερικούς ιστούς η χοληστερόλη πακετάρεται σε σωµατίδια HDL και 
εκκρίνεται στην κυκλοφορία του αίµατος µέσω του διαµεµβρανικού µεταφορέα 
ABCA1, 3) Η απορρόφηση της χοληστερόλης από τη διατροφή στο έντερο και η 
µεταφορά της στο ήπαρ µε τη µορφή χυλοµικρών (λιποπρωτεϊνικά 
συσσωµατώµατα) µε τη βοήθεια των υποδοχέων LDL και LRP, 4) Η εκ νέου 
βιοσύνθεση της χοληστερόλης από ακετυλοσυνένζυµο Α, διαδικασία για την 
οποία θα αναφερθούµε πιο αναλυτικά στη συνέχεια (Repa and Mangelsdorf, 
2000).  
 Αντίστοιχα, για την αποµάκρυνση της χοληστερόλης από τα 
ηπατοκύτταρα έχουν περιγραφεί τέσσερα µονοπάτια (εικόνα 1): 1) Ο 
καταβολισµός της χοληστερόλης σε χολικά οξέα, ένα µονοπάτι το οποίο θα 
αναλυθεί µε µεγαλύτερη λεπτοµέρεια στη συνέχεια, 2) Η έκκριση της 
χοληστερόλης µαζί µε χολικά οξέα και φωσφολιπίδια στη χοληδόχο κύστη και 
η αποβολή της µε τα κόπρανα, 3) Η µεταφορά της χοληστερόλης µε τη µορφή 
σωµατιδίων VLDL από τα ηπατοκύτταρα προς τους περιφερικούς ιστούς 
(κανονική µεταφορά χοληστερόλης). Στα ηπατοκύτταρα η χοληστερόλη 
πακετάρεται σε σωµατίδια VLDL τα οποία εκκρίνονται στην κυκλοφορία του 
αίµατος. Στη συνέχεια µετασχηµατίζονται σε ILDL και LDL σωµατίδια τα οποία 
προσλαµβάνονται από τους περιφερικούς ιστούς µε τη βοήθεια υποδοχέων 
LDL, 4) Η σύνθεση στεροειδών ορµονών στους γεννητικούς ιστούς.  

Από το σύνολο της χοληστερόλης που αποµακρύνεται, το 50% 
καταβολίζεται σε χολικά οξέα, το 10% χρησιµοποιείται για τη σύνθεση 
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στεροειδών ορµονών και το υπόλοιπο 40% αποβάλλεται µε τα κόπρανα. 
Κεντρικός ρυθµιστής των περισσοτέρων από τα παραπάνω µονοπάτια που 
διατηρούν την οµοιόσταση της χοληστερόλης είναι το ίδιο το µόριο της 
χοληστερόλης που δρα ως σήµα είτε επαγωγικό είτε ανασταλτικό και επηρεάζει 
την έκφραση γονιδίων κεντρικής σηµασίας για τα µονοπάτια αυτά (Repa and 
Mangelsdorf, 2000). 
 

 
 
Εικόνα 1. Τα µονοπάτια που ρυθµίζουν την οµοιόσταση της χοληστερόλης στο ήπαρ, 
το έντερο και τους περιφερικούς ιστούς. 
 

 
Στα ηπατοκύτταρα τα λιπαρά οξέα βιοσυνθέτονται από ακετυλοσυνένζυµο 

Α και στη συνέχεια µετατρέπονται σε τριγλυκερίδια. Προκειµένου να 
µεταφερθούν σε περιφερικούς ιστούς, τα τριγλυκερίδια πακετάρονται σε 
σωµατίδια VLDL και εκκρίνονται στην κυκλοφορία του αίµατος. Η 
αποµάκρυνση των τριγλυκεριδίων από τα σωµατίδια VLDL γίνεται µέσω του 
ενζύµου της λιποπρωτεϊνικής λιπάσης LPL. Τα λιπαρά οξέα που 
απελευθερώνονται είτε προσλαµβάνονται από τους µύες και την καρδιά όπου 
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χρησιµοποιούνται σαν πηγή ενέργειας ή προσλαµβάνονται από τα λιποκύτταρα 
όπου αποθηκεύονται µετά από µετατροπή σε τριγλυκερίδια ή επιστρέφουν στο 
ήπαρ. Η πρόσληψη των λιπαρών οξέων επιτυγχάνεται µέσω ειδικών 
διαµεµβρανικών υποδοχέων όπως ο CD36 (McGarry, 1998).     
 
 
Ρύθµιση της βιοσύνθεσης της χοληστερόλης και των τριγλυκεριδίων 
  

Η παραγωγή τριγλυκεριδίων (λιπογένεση) σε µεγάλο βαθµό καθορίζεται 
από το ρυθµό βιοσύνθεσης των λιπαρών οξέων. Τόσο η βιοσύνθεση της 
χοληστερόλης όσο και αυτή των λιπαρών οξέων σε µεγάλο βαθµό ρυθµίζονται 
από µια οικογένεια bHLH (basic Helix-Loop-Helix) µεταγραφικών παραγόντων 
που ονοµάζονται SREBPs (Sterol Regulatory Element Binding Proteins). Τρεις 
ισοµορφές έχουν χαρακτηριστεί: οι SREBP1a και SREBP1c που προέρχονται 
από το ίδιο γονίδιο µέσω χρήσης εναλλακτικών υποκινητών και ο SREBP2 ο 
οποίος κωδικοποιείται από διαφορετικό γονίδιο. Οι SREBPs συνθέτονται σαν 
πρόδροµες πρωτεΐνες που εντοπίζονται στη µεµβράνη του ενδοπλασµατικού 
δικτύου και υπόκεινται σε δύο πρωτεολυτικά στάδια, προτού το αµινοτελικό 
ενεργό κοµµάτι τους απελευθερωθεί, εισέλθει στον πυρήνα και ενεργοποιήσει 
τη µεταγραφή γονιδίων στόχων. Πρόσφατες µελέτες αποκάλυψαν ότι ο SREBP2 
ρυθµίζει ειδικά τη βιοσύνθεση της χοληστερόλης ενώ ο SREBP1c είναι 
κεντρικός ρυθµιστής της βιοσύνθεσης των λιπαρών οξέων και κατ’ επέκταση των 
τριγλυκεριδίων (Brown and Goldstein, 1997; Horton et al., 2002).    
  Ο SREBP2, η πρωτεολυτική επεξεργασία του οποίου ενεργοποιείται από 
την έλλειψη χοληστερόλης, ελέγχει την έκφραση γονιδίων σηµαντικών για τη 
βιοσύνθεση της χοληστερόλης όπως η HMG-CoA αναγωγάση, η HMG-CoA 
συνθάση, η συνθάση σκουαλενίου και άλλα (Brown and Goldstein, 1997; 
Horton et al., 1998; Sakai et al., 1996). Η ρύθµιση της έκφρασης της HMG-
CoA αναγωγάσης είναι ιδιαίτερα σηµαντική καθώς καταλύει το περιοριστικό 
στάδιο του µονοπατιού της βιοσύνθεσης της χοληστερόλης. Επιπρόσθετα, ο 
SREBP2 ελέγχει την πρόσληψη της χοληστερόλης LDL από τον ορρό του 
αίµατος µέσω µεταγραφικής ρύθµισης του γονιδίου του υποδοχέα LDL 
(Yokoyama et al., 1993). Εποµένως, σε συνθήκες έλλειψης χοληστερόλης στα 
ηπατοκύτταρα, µέσω ενεργοποίησης του SREBP2, συντελείται αύξηση στο 
ρυθµό βιοσύνθεσης της από ακετυλοσυνένζυµο Α και στο ρυθµό πρόσληψης 
της στη µορφή των σωµατιδίων LDL από την κυκλοφορία του αίµατος.        
 Ο SREBP1c αποτελεί κεντρικό ρυθµιστή της έκφρασης γονιδίων που 
κωδικοποιούν για ένζυµα που συµµετέχουν στη λιπογένεση στο ήπαρ. Αυτά 
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περιλαµβάνουν γονίδια που εµπλέκονται στη βιοσύνθεση των λιπαρών οξέων 
όπως acetyl-coA carboxylase (ACC), fatty acid synthase (FAS), acetyl-coA 
synthase (AceCS), stearoyl-coA desaturase (SCD) και στη σύνθεση 
τριγλυκεριδίων όπως glycerol-3-phosphate acyltransferase. Επίσης, ο 
SREBP1c ελέγχει την έκφραση των γονιδίων malic enzyme (ME) και glucose-6-
phosphate dehydrogenase που συµµετέχουν στην παραγωγή ΝΑDPH που 
απαιτείται για την λιπογένεση καθώς και του γονιδίου ATP citrate lyase (ACL) 
που είναι απαραίτητο για την παραγωγή κυτταροπλασµατικού ATP (Horton et 
al., 2002; Kim and Spiegelman, 1996; Shimano et al., 1999). 
 Ο πυρηνικός υποδοχέας PPARγ επίσης είναι σηµαντικός για τη 
διαδικασία της λιπογένεσης στο λιπώδη ιστό και στο ήπαρ. Στο λιπώδη ιστό 
εκφράζεται κυρίως η ισοµορφή PPARγ2 που παίζει καθοριστικό ρόλο στην 
έκφραση γονιδίων κεντρικής σηµασίας για τη λιπογένεση και τη διαφοροποίηση 
των λιποκυττάρων (αδιπογένεση). Στα ηπατοκύτταρα από ένα εναλλακτικό 
υποκινητή εκφράζεται η ισοµορφή  PPARγ1 που παίζει σηµαντικό ρόλο στη 
διαδικασία της λιπογένεσης, αν και αυτός δεν είναι τόσο καλά µελετηµένος. 
Ωστόσο, είναι γνωστό ότι ο PPARγ1 ελέγχει την έκφραση του γονιδίου CD36 
που κωδικοποιεί για το βασικό διαµεµβρανικό µεταφορέα λιπαρών οξέων από 
τον ορρό του αίµατος στο ήπαρ (Tontonoz et al., 1994; Tontonoz et al., 1994; 
Yu et al., 2003).  
 
 
Καταβολισµός της χοληστερόλης σε χολικά οξέα 
 

Το κύριο µονοπάτι για την αποµάκρυνση της χοληστερόλης είναι µέσω 
του καταβολισµού της σε χολικά οξέα, µια διαδικασία που συµβαίνει 
αποκλειστικά στο ήπαρ. Τα χολικά οξέα δεν αποτελούν µόνο τελικά προϊόντα 
του καταβολισµού της χοληστερόλης αλλά επιπλέον: α) χρησιµεύουν για την 
έκκριση της χοληστερόλης που βρίσκεται σε περίσσεια στη χοληδόχο κύστη και 
στη συνέχεια στο λεπτό έντερο, β) είναι απαραίτητα για τη διαλυτοποίηση λιπών 
και λιποδιαλυτών βιταµινών καθώς και για την απορρόφησή τους από τα 
εντεροκύτταρα του λεπτού εντέρου, γ) όπως έχει δειχθεί πρόσφατα αποτελούν 
σηµατοδοτικά µόρια που επηρεάζουν τη γονιδιακή έκφραση (Repa and 
Mangelsdorf, 2000; Russell, 1999). 
 Τα χολικά οξέα από το ήπαρ µεταβιβάζονται στη χοληδόχο κύστη µέσω 
των χοληφόρων σωληναρίων και στη συνέχεια εκκρίνονται στο λεπτό έντερο. Το 
95% αυτών επαναπορροφάται από τα εντεροκύτταρα, επιστρέφει στην 
κυκλοφορία του αίµατος και προσλαµβάνεται από το ήπαρ. Η ποσότητα των 
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χολικών οξέων και της χοληστερόλης (που µε τη βοήθεια των χολικών οξέων 
έχει εκκριθεί στο λεπτό έντερο) που δεν απορροφώνται από τα εντεροκύτταρα 
αλλά αποβάλλονται, αποτελούν το βασικό τρόπο αποµάκρυνσης της 
χοληστερόλης που βρίσκεται σε περίσσεια (Repa and Mangelsdorf, 2000). 
 

 
 
Εικόνα 2. Τα µονοπάτια της βιοσύνθεσης των χολικών οξέων στο ήπαρ.   
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Ο καταβολισµός της χοληστερόλης στα πρωτεύοντα χολικά οξέα CA 
(cholic acid) και CDCA (chenodeoxycholic acid) µπορεί να γίνει είτε µε το 
κλασικό µονοπάτι (ουδέτερο) είτε µε το εναλλακτικό (όξινο) (εικόνα 2). Το 
κλασικό µονοπάτι περιλαµβάνει ένα καταρράκτη από 12 αντιδράσεις που 
καταλύονται από ένζυµα που εντοπίζονται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο, τα 
µιτοχόνδρια, το κυτταρόπλασµα και τα περοξισώµατα. Το πρώτο και 
περιοριστικό για τα επόµενα, βήµα καταλύεται από το µικροσωµικό ένζυµο 
υδροξυλάση-7α της χοληστερόλης (CYP7A1). Σηµαντική επίσης είναι η δράση 
ακόµα ενός µικροσωµικού ενζύµου, της υδροξυλάσης-12α στερόλης (CYP8B1) 
το οποίο εµπλέκεται στη σύνθεση του CA και ελέγχει την αναλογία CΑ προς 
CDCA (εικόνα 2). Το τελικό στάδιο της σύνθεσης καταλύεται από το 
µιτοχονδριακό ένζυµο  υδροξυλάση-27α στερόλης (CYP27A1). Το εναλλακτικό 
µονοπάτι ξεκινά µε τη δράση του ενζύµου CYP27A1 που µετατρέπει τη 
χοληστερόλη σε 27-υδροξυχοληστερόλη. Η παραπάνω οξυστερόλη 
τροποποιείται στη συνέχεια από τη υδροξυλάση-7α της οξυστερόλης (CYP7B1) 
ενώ ακολουθούν και επιπλέον αντιδράσεις που έχουν ως τελικό αποτέλεσµα τη 
σύνθεση του χολικού οξέος CDCA (εικόνα 2). Τα πρωτεύοντα χολικά οξέα CA 
και CDCA µπορούν να µεταβολιστούν περαιτέρω από βακτήρια του εντέρου στα 
δευτερεύοντα χολικά οξέα DCA (deoxycholic acid) και LCA (lithocholic acid) 
αντίστοιχα (Chiang, 2002; Repa and Mangelsdorf, 2000; Russell, 2003).  
 Τα χολικά οξέα, στη µεγαλύτερη πλειοψηφία τους δε βρίσκονται σε 
ελεύθερη µορφή αλλά είναι οµοιοπολικά συνδεδεµένα µε τα αµινοξέα γλυκίνη 
ή ταυρίνη. Η τροποποίηση αυτή συµβαίνει στα πρωτεύοντα χολικά οξέα στο 
ήπαρ µέσω της δράσης των ενζύµων BAT και BAL και έχει ως σκοπό την 
αύξηση της διαλυτότητας και ελάττωση της τοξικότητάς τους. Ωστόσο, τα 
συνδεδεµένα χολικά οξέα δεν µπορούν να διαπεράσουν την κυτταρική 
µεµβράνη µε διάχυση και είναι απαραίτητη η χρήση µεταφορέων. Τα 
ηπατοκύτταρα χρησιµοποιούν κυρίως τους µεταφορείς της βασικής µεµβράνης 
NTCP (sodium taurocholate cotransporter polypeptide) και OATP (Organic 
Anion Transporter) για την πρόσληψη των χολικών οξέων από τον ορρό και τον 
µεταφορέα BSEP (Bile Salt Export Pump) για την έκκριση των χολικών οξέων 
στη χοληδόχο κύστη (εικόνα 3). Επιπρόσθετα, ο διαµεµβρανικός µεταφορέας 
MDR2 (Multi Drug Resistance 2) συµµετέχει στη µεταφορά φωσφολιπιδίων και 
χολικών οξέων από τα ηπατοκύτταρα στη χοληδόχο κύστη. Τα εντεροκύτταρα 
εκφράζουν στη µεµβράνη τους τον υποδοχέα IBAT (Ileal Bile Acid Transport) 
που ευθύνεται για την πρόσληψη των χολικών οξέων, ενώ µέσω κάποιου 
άγνωστου µεταφορέα θα πρέπει να µεταβιβάζονται στην κυκλοφορία του 
αίµατος (εικόνα 3). Επιπλέον, τόσο στα ηπατοκύτταρα όσο και στα 
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εντεροκύτταρα έχουν περιγραφεί πρωτεΐνες (FABP και IBABP αντίστοιχα) που 
αλληλεπιδρούν µε τα χολικά οξέα και ελαττώνουν την τοξικότητά τους (εικόνα 
3) (Chiang, 2002; Repa and Mangelsdorf, 2000; Russell, 2003). 
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Εικόνα 3. Η βιοσύνθεση και η εντεροηπατική κυκλοφορία των χολικών οξέων.  
 
 

Συνοπτικά, στο ήπαρ η χοληστερόλη µεταβολίζεται στα πρωτεύοντα 
χολικά οξέα CA και CDCA που πρώτα συνδέονται οµοιοπολικά µε γλυκίνη ή 
ταυρίνη µέσω της δράσης των ενζύµων BAT και BAL, και στη συνέχεια 
µεταφέρονται από τα ηπατοκύτταρα στη χοληδόχο κύστη κυρίως µέσω του 
µεταφορέα BSEP. Από τη χοληδόχο κύστη γίνεται η έκκρισή τους στο λεπτό 
έντερο όπου είναι δυνατή η µετατροπή τους σε δευτερεύοντα χολικά οξέα. Το 
µεγαλύτερο ποσοστό τους προσλαµβάνεται από τα εντεροκύτταρα µέσω του 
µεταφορέα ΙΒΑΤ, ενώ ενδοκυττάρια δεσµεύονται από την πρωτεΐνη IBABP (Ileal 
Bile Acid Binding Protein). Μέσω κάποιου άγνωστου µεταφορέα εξέρχονται από 
τα εντεροκύτταρα στην κυκλοφορία του αίµατος και επαναπροσλαµβάνονται 
από τα ηπατοκύτταρα µέσω των µεταφορέων NTCP και OATP (εικόνα 3). 
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Ρύθµιση του καταβολισµού της χοληστερόλης σε χολικά οξέα 
 

Ο καταβολισµός της χοληστερόλης σε χολικά οξέα ρυθµίζεται τόσο από 
επαγωγικά όσο και ανασταλτικά σηµατοδοτικά µονοπάτια. Οι οξυστερόλες, 
µεταβολικά παράγωγα της χοληστερόλης, µπορούν να επάγουν τον 
καταβολισµό της χοληστερόλης ενώ τα χολικά οξέα µπορούν να καταστείλουν 
το µονοπάτι, δηλαδή την ίδια τη σύνθεση τους. Η ρύθµιση γίνεται κυρίως σε 
µεταγραφικό επίπεδο και αφορά κατά κύριο λόγο τη µεταγραφή του γονιδίου 
CYP7A1, το προϊόν του οποίου καταλύει το περιοριστικό βήµα για το 
µεταβολισµό της χοληστερόλης µέσω του κλασικού µονοπατιού (Jelinek et al., 
1990; Russell and Setchell, 1992).   
 Ήταν γνωστό από καιρό ότι σε ορισµένα είδη (όπως στο ποντίκι και τον 
αρουραίο αλλά όχι στον άνθρωπο) υψηλά επίπεδα χοληστερόλης µέσω της 
παραγωγής οξυστερολών οδηγούν στην ενεργοποίηση της µεταγραφής του 
CYP7A1, ενώ αντίθετα όταν τα επίπεδα των χολικών οξέων υπερβούν το 
φυσιολογικό παρατηρείται καταστολή της µεταγραφής του (Horton et al., 1995; 
Nguyen et al., 1999). Πρόσφατα αποκαλύφθηκαν λεπτοµέρειες σχετικά µε το 
µηχανισµό ρύθµισης του CYP7A1 και βρέθηκε ότι υπεύθυνη είναι µια οµάδα 
µεταγραφικών παραγόντων που ανήκουν στην υπεροικογένεια των ορµονικών 
πυρηνικών υποδοχέων. Συγκεκριµένοι πυρηνικοί υποδοχείς επηρεάζουν τόσο 
τη µεταγραφή του CYP7A1 όσο και άλλων γονιδίων, κυρίως µεταφορέων της 
µεµβράνης, µε αποτέλεσµα να διατηρείται η οµοιόσταση της χοληστερόλης και 
των χολικών οξέων.  

Οι πυρηνικοί υποδοχείς που παίρνουν µέρος στη ρύθµιση της 
µεταγραφής του CYP7A1  αλλά και στη διατήρηση της οµοιόστασης της 
χοληστερόλης και των χολικών οξέων περιγράφονται στη συνέχεια.  
 
 
LXRα και LXRβ (Liver X Receptors) 
 
 Ο LXRα πήρε το όνοµα του λόγω της αποµόνωσής του από µία 
ανθρώπινη ηπατική βιβλιοθήκη cDNA και εκφράζεται σε µεγάλα ποσά στο 
ήπαρ αλλά και σε άλλους ιστούς που εµπλέκονται στο µεταβολισµό των 
λιπιδίων (Apfel et al., 1994). Ο LXRβ παρουσιάζει µεγάλη οµολογία στις 
περιοχές πρόσδεσης στο DNA και πρόσδεσης της ορµόνης µε των LXRα αλλά 
εκφράζεται σε µια µεγαλύτερη ποικιλία κυτταρικών τύπων (Teboul et al., 
1995). Οι δύο αυτοί πυρηνικοί υποδοχείς δηµιουργούν υποχρεωτικά 
ετεροδιµερή µε των πυρηνικό υποδοχέα RXR (Retinoid X Receptor) ο οποίος 
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ενεργοποιείται από ρετινοϊκό οξύ. Το ετεροδιµερές LXR-RXR προσδένεται 
ειδικά σε µια αλληλουχία DNA που αποτελείται από δύο εξανουκλεοτιδικές 
επαναλήψεις που χωρίζονται από 4 νουκλεοτίδια (DR4 µοτίβο) (Wiebel and 
Gustafsson, 1997; Willy and Mangelsdorf, 1997). Πρόσφατα βρέθηκε ότι οι 
πυρηνικοί υποδοχείς LXRα και LXRβ ενεργοποιούνται από µια οµάδα 
οξυστερολών που παράγονται στο ήπαρ, τις γονάδες και τον εγκέφαλο. Πιο 
ισχυροί συνδέτες αποδείχθηκε να είναι οι 22(R)-υδροξυχοληστερόλη, η 24(S)-
υδροξυχοληστερόλη και 24(S),25-εποξυχοληστερόλη (Janowski et al., 1996; 
Lehmann et al., 1997). Η τελευταία παράγεται στο ήπαρ όταν τα ενδοκυττάρια 
επίπεδα χοληστερόλης είναι πολύ υψηλά. 
 
 
FXR (Farnesoid X Receptor) 
 
 Ο πυρηνικός υποδοχέας FXR αποµονώθηκε από µια ηπατική 
βιβλιοθήκη cDNA και παρουσιάζει οµολογία µε τον πυρηνικό υποδοχέα της 
εκδυσόνης (Forman et al., 1995). Η έκφραση του περιορίζεται στο ήπαρ, 
έντερο, νεφρά και αδένες. Ο FXR σχηµατίζει ετεροδιµερή µε τον RXR που 
προσδένονται σε αλληλουχία DNA που αποτελείται από µια ανεστραµµένη 
επανάληψη 6 νουκλεοτιδίων που χωρίζεται από ένα νουκλεοτίδιο (µοτίβο IR-1). 
Ο FXR πήρε το όνοµά του από αρχικές µελέτες που έδειξαν ότι υψηλές 
συγκεντρώσεις (µη φυσιολογικές) φαρνεσοειδών µπορούν να τον 
ενεργοποιήσουν (Forman et al., 1995). Πρόσφατα όµως βρέθηκε ότι τα χολικά 
οξέα σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις προσδένονται και ενεργοποιούν τον FXR 
(Makishima et al., 1999; Parks et al., 1999; Wang et al., 1999). Τα χολικά 
οξέα πιστεύεται ότι αποτελούν πραγµατικούς συνδέτες καθώς ο FXR εκφράζεται 
σε ιστούς που η συγκέντρωσή τους είναι υψηλή. Ο πιο ισχυρός συνδέτης είναι 
το CDCA, ενώ επίσης ισχυροί συνδέτες είναι τα δευτερεύοντα χολικά οξέα LCA 
και DCA. Ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα ήταν η παρατήρηση ότι ακόµα και τα 
συνδεδεµένα µε γλυκίνη ή ταυρίνη χολικά οξέα µπορούν να προσδεθούν στον 
FXR τόσο in vitro όσο και σε κυτταρικές σειρές που εκφράζουν τους µεταφορείς 
NTCP ή IBAT (Makishima et al., 1999; Parks et al., 1999; Wang et al., 1999). 
Ο FXR αποτελεί το πρώτο παράδειγµα πυρηνικού υποδοχέα του οποίου οι 
συνδέτες µεταφέρονται ενεργητικά δια µέσου της κυτταρικής µεµβράνης. 
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LRH1 (Liver Receptor Homologue)  
 
 Ο ορµονικός πυρηνικός υποδοχέας LRH1 αποµονώθηκε ως ένας 
µεταγραφικός παράγοντας που προσδένεται στον υποκινητή του CYP7A1 και 
παρουσιάζει µεγάλη οµολογία µε τον υποδοχέα Fushi Tarazu από τη 
δροσόφιλα (Galarneau et al., 1996; Nitta et al., 1999). Η έκφρασή του 
περιορίζεται στο ήπαρ, πάγκρεας, έντερο και τις ωοθήκες. Προσδένεται στο 
DNA ως µονοµερές στην χαρακτηριστική εξανουκλεοτιδική αλληλουχία που 
αναγνωρίζεται από τους περισσότερους πυρηνικούς υποδοχείς. Επιπλέον, 
ανήκει στην κατηγορία των ορφανών πυρηνικών υποδοχέων αφού δεν έχει 
βρεθεί κάποιος συνδέτης. Τόσο στη δοµή όσο και στη λειτουργία παρουσιάζει 
οµοιότητες µε τον πυρηνικό υποδοχέα SF1 (Steroidogenic Factor 1) που 
ελέγχει την έκφραση γονιδίων σε γεννητικούς ιστούς (Parker, 1998). Πειράµατα 
σε κυτταροκαλλιέργειες έδειξαν  ότι αυτοί ο δύο µεταγραφικοί παράγοντες δεν 
είναι ισχυροί ενεργοποιητές της µεταγραφής αλλά είναι απαραίτητοι µε το να 
καθιστούν τους υποκινητές δεκτικούς στην ενεργοποίηση από άλλους 
µεταγραφικούς παράγοντες (Lu et al., 2001; Nitta et al., 1999). Ωστόσο, 
µελέτες σε ποντικούς ελλειπτικούς για τον LRH1 αποκάλυψαν ότι στην 
περίπτωση της µεταγραφικής ρύθµισης του CYP7A1, ο LRH1 έχει πιο 
σηµαντικό ρόλο στην καταστολή της µεταγραφής πιθανότατα µέσω 
στρατολόγησης συγκαταστολέων παρά στην µεταγραφική ενεργοποίηση (del 
Castillo-Olivares et al., 2004; Pare et al., 2004). 
 
 
HNF4 (Hepatic Nuclear Factor 4) 
 
 Ο HNF4 αποτελεί ένα πυρηνικό υποδοχέα που εκφράζεται σε µεγάλα 
ποσά στο ήπαρ και είναι σηµαντικός για τη διαφοροποίηση των ηπατοκυττάρων 
και τη διατήρηση του ηπατικού φαινοτύπου. Το οµοδιµερές HNF4 προσδένεται 
σε µοτίβα DR1 και ρυθµίζει την ηπατοειδική έκφραση γονιδίων σηµαντικών για 
το καταβολισµό των λιπιδίων όπως οι απολιποπρωτεΐνες ApoC2, ApoC3, ΑpοΒ 
και το µεταβολισµό των χολικών οξέων όπως CYP7A1 και CYP8B1 (Hayhurst et 
al., 2001; Li et al., 2000). Ο ρόλος του HNF4 στον ηπατικό µεταβολισµό 
αποκαλύφθηκε από µελέτες σε ποντίκια απαλοιφής του HNF4 ειδικά στο ήπαρ, 
τα οποία παρουσίασαν συσσώρευση ηπατικών λιπιδίων, ελάττωση της 
συγκέντρωσης χοληστερόλης και τριγλυκεριδίων και αύξηση της συγκέντρωσης 
χολικών οξέων στον ορρό του αίµατος (Hayhurst et al., 2001).    
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SHP (Small Heterodimer Partner) 
 
 Ο πυρηνικός υποδοχέας SHP αποµονώθηκε µε τη µέθοδο των δύο 
υβριδίων στο σακχαροµύκητα χάρη στην ικανότητά του να αλληλεπιδρά µε 
άλλους πυρηνικούς υποδοχείς όπως ο CAR, RXR, ER, GR, PXR και HNF4 
(Johansson et al., 1999; Lee et al., 2000; Seol et al., 1996). ∆εν είναι ένας 
συνηθισµένος πυρηνικός υποδοχέας καθώς, ενώ διαθέτει περιοχή πρόσδεσης 
για ορµόνη δε διαθέτει περιοχή πρόσδεσης στο DNA. Ο ετεροδιµερισµός του µε 
άλλους πυρηνικούς υποδοχείς έχει ως συνέπεια την καταστολή της δράσης τους 
όπως και της µεταγραφής των γονιδίων στόχων τους. Επιπλέον, παρουσιάζει 
µεγάλη οµοιότητα τόσο στη δοµή όσο και στη λειτουργία µε τον πυρηνικό 
υποδοχέα DAX1 ο οποίος ετεροδιµερίζεται µε τον SF1 και καταστέλλει την 
ενεργότητά του στους γεννητικούς ιστούς (Crawford et al., 1998; Ito et al., 
1997). Οµοίως, πρόσφατα βρέθηκε ότι ο SHP αλληλεπιδρά µε τον LRH1 και 
καταστέλλει την ενεργότητά του (Goodwin et al., 2000; Lee and Moore, 2002). 
 
 
Μηχανισµός ρύθµισης της µεταγραφής του CYP7A1 από οξυστερόλες 
 
 Υψηλά επίπεδα χοληστερόλης, µέσω της παραγωγής οξυστερολών, 
οδηγούν στην ενεργοποίηση της µεταγραφής του γονιδίου CYP7A1 µε συνέπεια 
την επιτάχυνση του καταβολισµού της χοληστερόλης που βρίσκεται σε 
περίσσεια. Υπεύθυνος για την παραπάνω ρύθµιση είναι ο πυρηνικός υποδοχέας 
LXR γιατί αφενός ενεργοποιείται από οξυστερόλες και αφετέρου στον υποκινητή 
του CYP7A1 στο ποντίκι και στον αρουραίο υπάρχει θέση πρόσδεσης για το 
ετεροδιµερές LXR-RXR (εικόνα 4) (Lehmann et al., 1997). Επιπλέον, το 
παραπάνω µοντέλο επαληθεύτηκε από την ανάλυση ποντικών που είναι 
ελλειπτικοί για τον LXRα. Όταν LXRα-/- ποντίκια ακολούθησαν δίαιτα πλούσια 
σε χοληστερόλη δεν παρατηρήθηκε αύξηση της µεταγραφής του CYP7A1 όπως 
συµβαίνει σε ποντίκια αγρίου τύπου ενώ αποθηκεύτηκε µεγάλη ποσότητα 
χοληστερόλης στο ήπαρ (Peet et al., 1998). 
  
 
Ρύθµιση της αντίστροφης µεταφοράς χοληστερόλης και της 
λιπογένεσης από τον LXR 
 
 Ο LXR δεν είναι σηµαντικός µόνο για τον καταβολισµό της χοληστερόλης 
στα ηπατοκύτταρα αλλά και για την αποµάκρυνσή της από άλλους κυτταρικούς 
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τύπους. Στα κύτταρα αυτά (που δεν διαθέτουν τα ένζυµα για το µεταβολισµό 
της χοληστερόλης) η χοληστερόλη που βρίσκεται σε περίσσεια εξέρχεται από το 
κύτταρο στον ορρό από όπου και  µεταφέρεται στο ήπαρ (αντίστροφη µεταφορά 
χοληστερόλης) (Lu et al., 2001; Tall et al., 2000). Η διαδικασία αυτή γίνεται 
µέσω ειδικών µεταφορέων ABC (ATP Binding Cassette) της µεµβράνης που 
µεταβιβάζουν τη χοληστερόλη σε µόρια απολιποπρωτεΐνης ApoA1 ώστε να 
σχηµατιστούν λιποπρωτεϊνικά σωµατίδια HDL που µεταφέρονται από τον ορρό 
στα ηπατοκύτταρα (εικόνα 1) (Wang et al., 2000). Η διαδικασία αυτή είναι 
ιδιαίτερα σηµαντική στα εντεροκύτταρα και στα µακροφάγα που έρχονται σε 
επαφή µε υψηλές συγκεντρώσεις χοληστερόλης από τη διατροφή και τον ορρό 
αντίστοιχα. Ο LXR παίζει σηµαντικό ρόλο αφού ελέγχει την έκφραση του 
µεταφορέα ABCΑ1 τόσο στα µακροφάγα όσο και στα εντεροκύτταρα (Costet et 
al., 2000; Repa et al., 2000). Όταν τα ενδοκυττάρια επίπεδα χοληστερόλης 
είναι υψηλά ο LXR αυξάνει τη µεταγραφή του ABCΑ1 µε αποτέλεσµα να 
αποµακρύνεται η χοληστερόλη από το εσωτερικό του κυττάρου (εικόνα 5). Στα 
µακροφάγα η χοληστερόλη µεταφέρεται στον ορρό ώστε να προσληφθεί από τα 
ηπατοκύτταρα και να καταβολιστεί, ενώ στα εντεροκύτταρα επιστρέφει στο 
λεπτό έντερο ώστε να αποβληθεί (εικόνα 5).  
 Πρόσφατα αποκαλύφθηκε ότι ο LXR παίζει σηµαντικό ρόλο στην 
ενεργοποίηση του µονοπατιού της λιπογένεσης. Συγκεκριµένα, βρέθηκε ότι ο 
LXR ελέγχει την έκφραση του SREBP1c στα ηπατοκύτταρα µέσω πρόσδεσης σε 
ειδική θέση του υποκινητή του. Επιπρόσθετα δείχθηκε ότι η χορήγηση σε 
ποντικούς των ειδικών συνδετών του LXR οδήγησε σε αύξηση της έκφρασης του 
SREBP1c και των γονιδίων στόχων του µε συνέπεια τη συσσώρευση 
τριγλυκεριδίων VLDL στον ορρό. Εποµένως ο LXR ρυθµίζει τη διαδικασία 
βιοσύνθεσης τριγλυκεριδίων µέσω ελέγχου των επιπέδων του SREBP1c (Repa et 
al., 2000; Schultz et al., 2000). 
 
 
Μηχανισµός καταστολής της µεταγραφής του CYP7A1 από τη 
σηµατοδότηση των χολικών οξέων 
 
 Το αποτέλεσµα της δράσης των χολικών οξέων στη µεταγραφή του 
CYP7A1 ήταν γνωστό για πολλά χρόνια αλλά µόνο πρόσφατα προτάθηκε ένας 
µηχανισµός που να την εξηγεί. Σηµαντική εξέλιξη προς την κατεύθυνση αυτή 
ήταν η ανακάλυψη ότι ο πυρηνικός υποδοχέας FXR ενεργοποιείται από τα 
χολικά οξέα. Πρόσφατες µελέτες σε κυτταροκαλλιέργειες έδειξαν ότι ο FXR δεν 
επηρεάζει άµεσα τη µεταγραφή του CYP7A1 αλλά έµµεσα µέσω ενεργοποίησης 
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της µεταγραφής του SHP. Βρέθηκε ότι το ετεροδιµερές FXR/RXR προσδένεται 
στον υποκινητή SHP και ενεργοποιεί τη µεταγραφή του (εικόνα 4). Η αύξηση 
των πρωτεϊνικών επιπέδων του SHP έχει ως αποτέλεσµα τη στρατολόγησή του 
στον υποκινητή CYP7A1 µέσω αλληλεπίδρασης µε τον LRH1 και την 
µεταγραφική καταστολή του (εικόνα 4)(Goodwin et al., 2000; Lu et al., 2000). 
Εναλλακτικά, είναι δυνατόν ο SHP να προσδένεται στον υποκινητή CYP7A1 
από τον HNF4 ή από τη συνεργατική δράση των LRH1 και HNF4. Εκτός από το 
CYP7A1, ο SHP µπορεί να καταστείλει τη µεταγραφή και άλλων γονιδίων 
στόχων των LRH1 και HNF4 όπως το CYP8B1 και το ίδιο το SHP (εικόνα 4) 
(del Castillo-Olivares and Gil, 2001; Goodwin et al., 2000; Lu et al., 2000). 
Με τον τρόπο αυτό ο SHP ρυθµίζει τα επίπεδά του και άρα επιτυγχάνεται 
αυστηρός έλεγχος του καταβολισµού της χοληστερόλης σε χολικά οξέα.  
 
 

 
 
Εικόνα 4. Ο προτεινόµενος µηχανισµός ρύθµισης της µεταγραφής του γονιδίου 
CYP7A1 από τα σηµατοδοτικά µονοπάτια των οξυστερολών και των χολικών οξέων. 
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Εποµένως, σύµφωνα µε το µοντέλο που έχει προταθεί, η αύξηση της 
συγκέντρωσης των χολικών οξέων ενεργοποιεί τον FXR, ο οποίος αυξάνει τη 
µεταγραφή του γονιδίου SHP µε συνέπεια ο SHP να καταστέλλει τη µεταγραφή 
του CYP7A1 (και άρα τη σύνθεση χολικών οξέων) µέσω αλληλεπίδρασης µε τον 
LRH1 (εικόνα 4). Η αυτορύθµιση του SHP προσφέρει καλύτερο έλεγχο του 
µονοπατιού. Μελέτες που έχουν γίνει σε στελέχη ποντικών απώλειας 
λειτουργίας για τον FXR έχουν επαληθεύσει το µοντέλο αυτό. Όταν ποντίκια 
αγρίου τύπου τραφούν µε δίαιτα εµπλουτισµένη σε χολικά οξέα, η καταστολή 
της µεταγραφής του CYP7A1 συµπίπτει µε ενεργοποίηση της µεταγραφής του 
SHP. Αντίθετα σε ποντίκια FXR-/- δεν παρατηρείται αύξηση των επιπέδων SHP 
και ούτε πτώση της µεταγραφής του CYP7A1 (Sinal et al., 2000).  

Πολύ πρόσφατα κατασκευάστηκαν στελέχη ποντικών απώλειας 
λειτουργίας για τον SHP. Η ανάλυση τους επαλήθευσε το ρόλο του στην 
οµοιόσταση των χολικών οξέων, εφόσον τα SHP-/- ποντίκια παρουσίασαν 
αυξηµένη σύνθεση και συσσώρευση χολικών οξέων στο ήπαρ και τον ορρό (Kerr 
et al., 2002; Wang et al., 2002). Επίσης, επιβεβαιώθηκε ο ρόλος του SHP στην 
καταστολή του CYP7A1 διότι στα SHP-/- ποντίκια παρατηρήθηκε αύξηση των 
επιπέδων RNA του CYP7A1. Ωστόσο, η αύξηση αυτή (της έκφρασης του 
CYP7A1) δεν  ήταν µεγάλη, όπως θα περίµενε κανείς αν η καταστολή από τον 
SHP αντιπροσώπευε τον µόνο ή κύριο τρόπο καταστολής της µεταγραφής του 
CYP7A1 από τα χολικά οξέα. Επιπλέον, όταν SHP-/- ποντίκια τράφηκαν µε 
δίαιτα εµπλουτισµένη σε χολικά οξέα, παρατηρήθηκε καταστολή του CYP7A1, 
γεγονός που µαρτυρά την ύπαρξη µηχανισµών καταστολής της µεταγραφής του 
ανεξάρτητων από τον SHP (Kerr et al., 2002; Wang et al., 2002).     

Μέχρι σήµερα έχουν αναφερθεί ορισµένοι επιπρόσθετοι µηχανισµοί που 
δεν εξαρτώνται από τον SHP και οδηγούν σε καταστολή της µεταγραφής του 
CYP7A1 από τη σηµατοδότηση των χολικών οξέων. Πρόσφατες µελέτες έδειξαν 
ότι το τα χολικά οξέα µπορούν να ενεργοποιήσουν διάφορα σηµατοδοτικά 
µονοπάτια, όπως αυτό των κινασών MAPK, της φωσφοκινάσης PKC καθώς και 
τη σηµατοδότηση που ενεργοποιείται από τον FGF19, ένα µέλος της 
οικογένειας των FGF παραγόντων. Αν και οι µηχανισµοί αυτοί δεν είναι 
µελετηµένοι σε βάθος, έχουν ως κοινή συνισταµένη την ενεργοποίηση του 
σηµατοδοτικού µονοπατιού των κινασών JNK (De Fabiani et al., 2001; Gupta 
et al., 2001; Holt et al., 2003; Stravitz et al., 1996). 

Ειδικότερα στην περίπτωση της σηµατοδότησης από τον FGF19 που είναι 
και η καλύτερα µελετηµένη, αποκαλύφθηκε ότι ο ενεργοποιηµένος από τα 
χολικά οξέα FXR προσδένεται σε ειδική θέση στον υποκινητή FGF19 και 
ενεργοποιεί τη µεταγραφή του. Αυτό έχει ως συνέπεια την αύξηση των επιπέδων 
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πρωτεΐνης FGF19, η οποία εκκρίνεται και ενεργοποιεί τον διαµεµβρανικό 
υποδοχέα FGFR4 των γειτονικών κυττάρων µε τελικό αποτέλεσµα την 
ενεργοποίηση της κινάσης JNK (Holt et al., 2003). Ο µοριακός µηχανισµός µε 
τον οποίο το µονοπάτι JNK επηρεάζει την µεταγραφή του CYP7A1 δεν είναι 
ξεκάθαρος και έχουν προταθεί δύο µοντέλα. Σύµφωνα µε το πρώτο ο 
φωσφορυλιωµένος (από JNK) µεταγραφικός παράγοντας c-Jun προσδένεται 
στον υποκινητή CYP7A1 και σχηµατίζει ένα κατασταλτικό σύµπλοκο, ενώ 
σύµφωνα µε το δεύτερο η JNK άµεσα φωσφορυλιώνει κάποιο θετικό ρυθµιστή 
της µεταγραφής του CYP7A1 όπως ο HNF4 ή ο LRH1 µε συνέπεια την 
παρεµπόδιση της δράσης του. Επιπρόσθετες µελέτες χρειάζονται για την 
επαλήθευση της µίας ή της άλλης υπόθεσης. 
 
 
Ρύθµιση της εντεροηπατικής κυκλοφορίας των χολικών οξέων 
 

Ο FXR, εκτός από τη σύνθεση των χολικών οξέων, ρυθµίζει τη µεταφορά 
τους εµποδίζοντας την αύξηση της συγκέντρωσής τους στα ηπατοκύτταρα. Αυτό 
επιτυγχάνεται µέσω αύξησης της µεταγραφής του BSEP που είναι ο κύριος 
µεταφορέας χολικών οξέων από τα ηπατοκύτταρα στη χοληδόχο κύστη και 
µέσω καταστολής του NTCP που αποτελεί το βασικό µεταφορέα για την 
πρόσληψη χολικών οξέων από τον ορρό (εικόνα 5). Ο FXR προσδένεται στο 
υποκινητή BSEP και ενεργοποιεί τη µεταγραφή του, ενώ µε κάποιο έµµεσο 
µηχανισµό που ενδεχοµένως περιλαµβάνει τον SHP επιτυγχάνεται η καταστολή 
της µεταγραφής του NTCP (εικόνα 5) (Ananthanarayanan et al., 2001; 
Denson et al., 2001; Holt et al., 2003; Sinal et al., 2000). Επίσης στα 
εντεροκύτταρα το γονίδιο IBABP αποτελεί στόχο για τον FXR. Η πρωτεΐνη 
IBABP προσδένεται στα χολικά οξέα και µειώνει την ενδοκυττάρια τοξικότητά 
τους. Υψηλές συγκεντρώσεις χολικών οξέων στα εντεροκύτταρα ενεργοποιούν 
τον FXR που αυξάνει τη µεταγραφή του IBABP (εικόνα 5) (Makishima et al., 
1999). Από την ανάλυση των ποντικών FXR-/- προκύπτει το συµπέρασµα ότι ο 
FXR είναι ο κεντρικός ρυθµιστής της οµοιόστασης των χολικών οξέων. Στα FXR-
/- ποντίκια δεν είναι δυνατή η καταστολή της παραγωγής των χολικών οξέων 
και η ρύθµιση της έκφρασης των γονιδίων BSEP, NTCP και IBABP µε συνέπεια 
την ανάπτυξη ηπατικής ανεπάρκειας λόγω αυξηµένης συγκέντρωσης χολικών 
οξέων (Sinal et al., 2000). Επιπλέον, ο SHP φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο 
στη ρύθµιση της εντεροηπατικής κυκλοφορίας των χολικών οξέων, εφόσον σε 
SHP-/- ποντίκια παρατηρείται αύξηση της έκφρασης των µεταφορέων NTCP και 
BSEP (Kerr et al., 2002; Wang et al., 2002).  
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Εικόνα 5. Η ρύθµιση της οµοιόστασης της χοληστερόλης και των χολικών οξέων από 
τους πυρηνικούς υποδοχείς FXR, LXR, LRH1 και SHP.  
 
 
Χαρακτηρισµός γονιδίων στόχων του SHP 
  

Ο SHP έχει δειχθεί να αλληλεπιδρά φυσικά και λειτουργικά µε ένα 
µεγάλο αριθµό από πυρηνικούς υποδοχείς και να παρεµποδίζει τη δράση τους. 
Αναµένεται λοιπόν να ελέγχει την έκφραση πολλών γονιδίων που συµµετέχουν 
σε διάφορα φυσιολογικά µονοπάτια. Ωστόσο, έως σήµερα ένας περιορισµένος 
αριθµός γονιδίων στόχων του SHP, που σχετίζεται µε την οµοιόσταση των 
χολικών οξέων, έχει ταυτοποιηθεί και χαρακτηριστεί. Το CYP7A1 αποτελεί το 
καλύτερα µελετηµένο γονίδιο στόχος του, ενώ υπάρχουν αρκετά δεδοµένα για 
συµµετοχή του SHP στη ρύθµιση των γονιδίων CYP8B1 και NTCP (del Castillo-
Olivares et al., 2004; Denson et al., 2001; Goodwin et al., 2000; Lu et al., 
2000). Εκτός από τα παραπάνω, από in vitro κυρίως πειράµατα έχουν 
προκύψει ενδείξεις για πιθανό ρόλο του SHP στη ρύθµιση της έκφρασης 
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γονιδίων σηµαντικών για την οµοιόσταση των λιπιδίων, όπως οι 
απολιποπρωτεΐνες ApoΑ1, ApoC3, καθώς και για τα µονοπάτια µεταβολισµού 
της γλυκόζης και των ξενοβιοτικών όπως το PEPCK και CYP3A αντίστοιχα 
(Bavner et al., 2002; Borgius et al., 2002; Delerive et al., 2004; Ourlin et al., 
2003). Επιπλέον, σε όλες τις περιπτώσεις λείπουν in vivo πειραµατικά 
δεδοµένα που να δείχνουν την άµεση πρόσδεση του SHP στους υποκινητές των 
παραπάνω γονιδίων.  

Η ανάλυση των SHP-/- ποντικών δεν βοήθησε σηµαντικά στην 
ανακάλυψη νέων γονιδίων στόχων του SHP για δύο κυρίως λόγους. Καταρχήν, ο 
SHP αποτελεί επαγόµενο παράγοντα ο οποίος εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα 
και για να δράσει ως µεταγραφικός συγκαταστολέας είναι απαραίτητη η 
επαγωγή του από τη σηµατοδότηση των χολικών οξέων. Αυτό έχει ως συνέπεια, 
η έλλειψή του να µην έχει δραµατική επίδραση στην έκφραση των γονιδίων 
στόχων του (Kerr et al., 2002; Wang et al., 2002). Επίσης, αποδείχθηκε η 
ύπαρξη εναλλακτικών, ανεξάρτητων από τον SHP, µονοπατιών που επάγονται 
από τα χολικά οξέα και συµβάλλουν στη καταστολή των γονιδίων CYP7A1 και 
CYP8B1. Άρα η απουσία του SHP από µόνη της δεν οδηγεί σε σηµαντική 
αύξηση της µεταγραφής των γονιδίων στόχων του. Για όλους τους παραπάνω 
λόγους, υποθέσαµε ότι ένα µοντέλο ποντικού που να εκφράζει υψηλά επίπεδα 
SHP στο ήπαρ ανεξάρτητα από τη σηµατοδότηση των χολικών οξέων, θα ήταν 
χρήσιµο αφενός για την ανακάλυψη νέων γονιδίων στόχων και µονοπατιών που 
ρυθµίζονται από τον SHP in vivo και αφετέρου για την επιβεβαίωση της δράσης 
και πρόσδεσης του σε υποκινητές που είναι ήδη γνωστοί. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 52



                                                                                                                   Στόχος 2                    

Στόχος 
 

Ενώ ο SHP έχει δειχθεί να αλληλεπιδρά µε µια µεγάλη ποικιλία από 
πυρηνικούς υποδοχείς και άρα είναι πιθανό να παίζει ρόλο σε διάφορα 
φυσιολογικά σηµατοδοτικά µονοπάτια, είναι περιορισµένος ο αριθµός καλά 
χαρακτηρισµένων γονιδίων στόχων του που είναι γνωστά µέχρι σήµερα. Με 
σκοπό αφενός την ταυτοποίηση και το χαρακτηρισµό νέων γονιδίων στόχων του 
SHP και αφετέρου τη µελέτη της βιολογικής του σηµασίας στη ρύθµιση του 
ηπατικού µεταβολισµού, κατασκευάστηκαν και µελετήθηκαν διαγονιδιακά 
ποντίκια που εκφράζουν υψηλά επίπεδα SHP ειδικά στο ήπαρ ανεξάρτητα από 
τη σηµατοδότηση των χολικών οξέων. 
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Αποτελέσµατα 
 
Κατασκευή των SHP διαγονιδιακών ποντικών  
 

Για να αποκτήσουµε µια ολοκληρωµένη εικόνα για τα γονίδια που 
ρυθµίζονται από τον SHP, κατασκευάστηκαν διαγονιδιακά ποντίκια που 
εκφράζουν συνεχώς υψηλά επίπεδα SHP ειδικά στα ηπατοκύτταρα. Η 
κατασκευή που χρησιµοποιήθηκε περιείχε το cDNA του ανθρώπινου γονιδίου 
SHP υπό τη ρύθµιση του υποκινητή της τρανσθυρετίνης (ΤΤR) που οδηγεί την 
έκφραση ειδικά στο ήπαρ (εικόνα 6) (Yan et al., 1990). Στο αµινοτελικό άκρο 
του SHP εντέθηκε µια αλληλουχία που κωδικοποιεί για τον επίτοπο FLAG, ο 
οποίος αναγνωρίζεται από ειδικό αντίσωµα ώστε να ελεγχθεί η σύνθεση της 
πρωτεΐνης από το διαγονίδιο (εικόνα 6). Η παραπάνω κατασκευή ενέθηκε σε 
ωοκύτταρα τα οποία τοποθετήθηκαν στη µήτρα θηλυκών ποντικών. 
 

  
EXON 1 INTRONTTR Promoter FLAG SV40SHPEXON 1 INTRONTTR Promoter FLAG SV40SHP  

 
Εικόνα 6. Σχηµατική αναπαράσταση της κατασκευής που οδηγεί την έκφραση της 
πρωτεΐνης FLAG-SHP ειδικά στο ήπαρ των διαγονιδιακών ποντικών.     
 

 
Αποκτήθηκαν τρεις διαγονιδιακές σειρές και για τη µελέτη που 

ακολουθεί επιλέχθηκε εκείνη που εκφράζει το RNA µετάγραφο του SHP 
περίπου 7 φορές πάνω από τα ενδογενή επίπεδα, όπως δείχθηκε σε πειράµατα 
RT-PCR (εικόνα 7Α). Με ανάλυση κατά western µε τη χρήση ειδικών 
αντισωµάτων α-FLAG και α-SHP παρατηρήθηκε ανάλογη αύξηση των 
πρωτεϊνικών επιπέδων του SHP (εικόνα 7Β). Η αυξηµένη έκφραση του SHP 
στα διαγονιδιακά ποντίκια είναι µέσα στα φυσιολογικά όρια και αντιστοιχεί στα 
επαγόµενα επίπεδα του µετά από επώαση πρωτογενών ηπατοκυττάρων µε 
χολικά οξέα (Goodwin et al., 2000). Η έκφραση του διαγονίδιου στα SHP 
ποντίκια ανιχνεύεται µετά τη γέννηση και φτάνει σε υψηλά επίπεδα κατά την 
ενηλικίωση. Τα πειράµατα που ακολουθούν πραγµατοποιήθηκαν µε ενήλικα 
SHP και αγρίου τύπου ποντίκια ηλικίας 2 µηνών.  
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Εικόνα 7. Η έκφραση του SHP στα διαγονιδικά ποντίκια. 
Α) Ποσοτικοποιηµένη ανάλυση RT-PCR για τον προσδιορισµό των επιπέδων mRNA του 
SHP σε δείγµατα ηπατικού ολικού RNA από τρία διαγονιδιακά SHP και τρία αγρίου 
τύπου ποντίκια. Β) Ανάλυση κατά western για τον προσδιορισµό των πρωτεϊνικών 
επιπέδων του SHP σε πυρηνικά κυτταρικά εκχυλίσµατα από διαγονιδιακά SHP και 
αγρίου τύπου ποντίκια µε τη χρήση αντισωµάτων α-SHP και α-FLAG.     
 
 
Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των SHP διαγονιδιακών ποντικών 

 
Μακροσκοπική εξέταση έδειξε ότι το ήπαρ των διαγονιδιακών SHP 

ποντικών ήταν αισθητά µεγαλύτερο και πιο ανοιχτόχρωµο σε σύγκριση µε αυτό 
ποντικών αγρίου τύπου. Συνήθως το ανοιχτό χρώµα του ήπατος είναι 
χαρακτηριστικό της συσσώρευσης λιπιδίων. Χρώση µε αιµατοξυλίνη και ηωσίνη 
που βάφουν τον πυρήνα και κυτταρόπλασµα αντίστοιχα, έδειξαν ότι η 
µορφολογία του διαγονιδιακού ήπατος είναι φυσιολογική, αν και 
παρατηρήθηκε σποραδική ύπαρξη κυτταροπλασµατικών εοσινόφιλων 
κενοτοπίων άγνωστης σύστασης (εικόνα 8Α). Η έκφραση της πρωτεΐνης SHP 
ήταν οµογενής στους πυρήνες όλων των ηπατοκυττάρων σύµφωνα µε πείραµα 
ανοσοιστοχηµείας µε τη χρήση α-FLAG αντισώµατος (εικόνα 8C). Σε συµφωνία 
µε το ανοιχτό χρώµα του διαγονιδιακού ήπατος, χρώση µε Οil-Red O έδειξε 
εκτεταµένη συσσώρευση λιπιδίων και ειδικότερα τριγλυκεριδίων στην 
πλειονότητα των ηπατοκυττάρων (εικόνα 8B). 

Στη συνέχεια εξετάστηκαν ορισµένες φυσιολογικές παράµετροι µε 
µετρήσεις των συγκεντρώσεων τριγλυκεριδίων, χοληστερόλης και χολικών οξέων 
στον ορρό και το ήπαρ διαγονιδιακών ποντικών. Τα  αποτελέσµατα των 
µετρήσεων παρουσιάζονται στον πίνακα 1. Σε συµφωνία µε τα φαινοτυπικά 
γνωρίσµατα, παρατηρήθηκε αυξηµένη συγκέντρωση ηπατικών τριγλυκεριδίων, 
ενώ από την άλλη µεριά η συγκέντρωση τους στον ορρό ήταν φυσιολογική. 
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Εικόνα 8. Ιστολογική ανάλυση του ήπατος διαγονιδιακών SHP ποντικών. 
Α) Χρώση µε αιµατοξυλίνη και ηωσίνη σε ηπατικές µικροτοµές από διαγονιδιακά SHP 
και αγρίου τύπου ποντίκια. Β) Χρώση µε Oil Red O σε ηπατικές µικροτοµές από 
διαγονιδιακά SHP και αγρίου τύπου ποντίκια. C) Ανοσοφθορισµός µε αντίσωµα α-
FLAG σε ηπατικές µικροτοµές από διαγονιδιακά SHP και αγρίου τύπου ποντίκια.     
 

 
Όπως ήταν αναµενόµενο- µε βάση τον αρνητικό ρόλο του SHP στη 

βιοσύνθεση χολικών οξέων- η συγκέντρωση χολικών οξέων στο ήπαρ και τη 
χοληδόχο κύστη των SHP ποντικών παρουσίασε δραµατική πτώση ενώ η 
συγκέντρωση τους στον ορρό διατηρήθηκε αµετάβλητη. Σε συµφωνία µε την 
παραπάνω παρατήρηση η συγκέντρωση του C4, µεταβολικού προϊόντος της 
κατάλυσης του ενζύµου CYP7A1, ήταν ελαττωµένη περίπου 4 φορές. Επιπλέον, 
οι συγκεντρώσεις της συνολικής και HDL χοληστερόλης του ορρού των SHP 
ποντικών ήταν µειωµένη σε σηµαντικό βαθµό. Αντίθετα η συγκέντρωση της 
VLDL χοληστερόλης σηµείωσε αύξηση, ενώ αυτή της LDL χοληστερόλης 
παρέµεινε αµετάβλητη. Βρέθηκε επίσης, ότι τα SHP ποντίκια παρουσιάζουν 
ελαττωµένη ικανότητα απορρόφησης χοληστερόλης, καθώς η συγκέντρωση της 
β-σιτοστερόλης, µιας φυτικής στερόλης που προσλαµβάνεται από τη διατροφή 
ήταν περίπου 3 φορές µικρότερη. Επιπλέον, η συγκέντρωση της λανοστερόλης, 
ενδιάµεσου προϊόντος της βιοσύνθεσης της χοληστερόλης ήταν ιδιαίτερα 
αυξηµένη στον ορρό των διαγονιδιακών ποντικών. Τα παραπάνω αποτελέσµατα 
υποδεικνύουν ότι τα διαγονιδιακά SHP ποντίκια παρουσιάζουν σηµαντικά 
προβλήµατα στην οµοιόσταση της χοληστερόλης, τριγλυκεριδίων και χολικών 
οξέων.  
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Πίνακας 1. Οι φυσιολογικές παράµετροι των διαγονιδικών SHP ποντικών.   
 
 
Ανάλυση του προτύπου γονιδιακής έκφρασης των SHP ποντικών µε 
DNA microarrays          
       

Με σκοπό να διερευνηθούν οι αλλαγές στο πρότυπο της γονιδιακής 
έκφρασης των διαγονιδιακών SHP ποντικών, πραγµατοποιήθηκε ανάλυση µε τη 
χρήση DNA microarrays. Για την κατασκευή του σηµασµένου ανιχνευτή 
χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα ηπατικού ολικού RNA από 10 διαγονιδιακά SHP 
και 10 αγρίου τύπου ποντίκια ενώ η υβριδοποίηση έγινε σε αντικειµενοφόρους 
που έφεραν εντοπισµένα ολιγονουκλεοτίδια από 7.500 γονίδια γνωστής 
λειτουργίας από το γονιδίωµα του ποντικού. Η ανάλυση αποκάλυψε ότι η 
έκφραση ενός µεγάλου αριθµού γονιδίων που εµπλέκονται σε διάφορα 
µονοπάτια επηρεάστηκε σε σηµαντικό βαθµό. Όπως φαίνεται στον πίνακα 2,  
γονίδια που παίζουν ρολό στις βιολογικές διεργασίες του µεταβολισµού, 
αντίδρασης στρες και φλεγµονής, µεταφοράς µέσω µεµβρανών, αποτοξίνωσης, 
κυτταρικού κύκλου, σηµατοδότησης, κυτταρικής προσκόλλησης και 
µεταγραφικής ρύθµισης εµφανίζουν διαφοροποιηµένη έκφραση στα 
διαγονιδιακά ποντίκια. Σε συµφωνία µε το γνωστό ρόλο του SHP στη 
µεταγραφική καταστολή, βρέθηκε ότι η έκφραση 67 γονιδίων µειώθηκε 
περισσότερο από 2 φορές, ενώ για 48 γονίδια παρατηρήθηκε αντίστοιχη 
αύξηση. 
 Πολλά από τα γονίδια που βρέθηκαν να επηρεάζονται από τη συνεχόµενη 
υψηλή έκφραση του SHP στο ήπαρ συµµετέχουν στην οµοιόσταση 
χοληστερόλης και χολικών οξέων, γεγονός που έρχεται σε συµφωνία µε το 
φαινότυπο των SHP ποντικών. Για το λόγο αυτό, η ανάλυση που ακολουθεί στη 
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συνέχεια επικεντρώθηκε στο ρόλο του SHP στην ρύθµιση αυτών των 
µονοπατιών. 
 
 
Η έκφραση γονιδίων που εµπλέκονται στην οµοιόσταση των χολικών 
οξέων στα διαγονιδιακά SHP ποντίκια  
 
 Για την επαλήθευση των αποτελεσµάτων που προέκυψαν από την 
ανάλυση µε microarrays, πραγµατοποιήθηκε ανάλυση RT-PCR από δείγµατα 
ηπατικού ολικού RNA που αποµονώθηκαν από SHP και αγρίου τύπου 
ποντίκια. Συµπληρωµατικά εκτός από τα γονίδια που βρέθηκαν να 
επηρεάζονται από την ανάλυση µε microarrays, ελέγχθηκε η έκφραση και 
άλλων γονιδίων που παίζουν σηµαντικό ρόλο για την οµοιόσταση των λιπιδίων 
και των χολικών οξέων.  
 Όπως ήταν αναµενόµενο, η έκφραση του CYP7A1 παρουσίασε σηµαντική 
πτώση στα SHP ποντίκια, γεγονός που έρχεται σε συµφωνία µε τη µειωµένη 
συγκέντρωση του C4 προϊόντος (εικόνα 9). Ενδιαφέρουσα ήταν επίσης, η 
παρατήρηση ότι τα γονίδια CYP8B1 και CYP7B1, που συµµετέχουν στη 
βιοσύνθεση χολικών οξέων από το κλασσικό και το εναλλακτικό µονοπάτι 
αντίστοιχα, ήταν πολύ πιο ευαίσθητα στη µεταγραφική καταστολή από τον SHP 
(εικόνα 9). Σε αντίθεση, η έκφραση του ενζύµου CYP27A1 δεν παρουσίασε 
αξιόλογη µεταβολή. Επιπλέον, τα επίπεδα RNA του ενζύµου BAT ,που παίζει 
σηµαντικό ρόλο στην επεξεργασία των χολικών οξέων µέσω οµοιοπολικής 
σύνδεσης µε αµινοξέα, εµφανίστηκαν µειωµένα σε σηµαντικό βαθµό (εικόνα 
9). Τα παραπάνω αποτελέσµατα εξηγούν τη δραµατική µείωση της 
συγκέντρωσης χολικών οξέων στο ήπαρ και τη χοληδόχο κύστη των SHP 
ποντικών εξαιτίας παρεµπόδισης των µονοπατιών βιοσύνθεσής τους. Ενώ ο 
ρόλος του SHP στη µεταγραφική καταστολή των γονιδίων CYP7Α1 και CYP8B1 
ήταν αναµενόµενος, τα γονίδια CYP7B1 και BAT αποτελούν νέους πιθανούς 
στόχους. Στη συνέχεια θα µελετηθεί ο άµεσος ή µη ρόλος του SHP στη 
µεταγραφική τους καταστολή. Συνολικά, τα αποτελέσµατα υποστηρίζουν ότι ο 
SHP παρεµποδίζει διάφορα στάδια της βιοσύνθεσης και επεξεργασίας των 
χολικών οξέων και υποδεικνύουν τον κεντρικό του ρόλο στο αρνητικό 
ρυθµιστικό µονοπάτι που παρεµποδίζει τη συσσώρευση χολικών οξέων πάνω 
από τα φυσιολογικά επίπεδα.  

Επιπρόσθετα, ανιχνεύσαµε µειωµένη έκφραση των εξαγωγέων χολικών 
οξέων από τα ηπατοκύτταρα, BSEP και MDR2 και του βασικού µεταφορέα 
εισαγωγής τους από τον ορρό, NTCP (εικόνα 9). Συνολικά, τα αποτελέσµατα 
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εξηγούν το γεγονός της αµετάβλητης συγκέντρωσης χολικών οξέων στον ορρό 
παρά τη µείωση τους στη χοληδόχο κύστη. Η ελαττωµένη έκφραση του NTCP 
ενδεχοµένως να οδηγήσει σε µειωµένη πρόσληψη των χολικών οξέων από το 
ήπαρ και συσσώρευση τους στον ορρό. Ενώ υπάρχουν υπόνοιες για την 
καταστολή τη µεταγραφής του NTCP από τον SHP, το BSEP γονίδιο αποτελεί 
ένα νέο πιθανό στόχο. Στη συνέχεια θα εξακριβωθεί αν ο BSEP αποτελεί άµεσο 
στόχο καταστολής του SHP ή η πτώση του είναι αποτέλεσµα κάποιου έµµεσου 
µηχανισµού, όπως για παράδειγµα λόγω ενδοκυττάριας µείωσης χολικών οξέων 
και ακόλουθης µείωσης της ενεργότητας του FXR. 
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Εικόνα 9. Ανάλυση των επιπέδων mRNA γονιδίων που εµπλέκονται στην οµοιόσταση 
των χολικών οξέων. 
Ποσοτικοποιηµένη ανάλυση RT-PCR από δείγµατα ηπατικού ολικού RNA από 
διαγονιδιακά SHP και αγρίου τύπου ποντίκια.  
 
 
Η έκφραση γονιδίων που εµπλέκονται στην οµοιόσταση της 
χοληστερόλης στα διαγονιδιακά SHP ποντίκια  
 

Στη συνέχεια µελετήθηκε η έκφραση γονιδίων που έχουν σηµαντικό ρόλο 
στην οµοιόσταση της χοληστερόλης όπως αυτά που κωδικοποιούν για διάφορες 
απολιποπρωτεΐνες, βιοσυνθετικά ένζυµα και υποδοχείς λιποπρωτεϊνικών 
σωµατιδίων. Τα επίπεδα RNA των περισσοτέρων γονιδίων δε σηµείωσαν 
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σηµαντική µεταβολή στα SHP ποντίκια. Παρατηρήθηκε ωστόσο σηµαντική 
µείωση της έκφρασης του SR-B1 υποδοχέα της HDL χοληστερόλης και της 
αποµεθυλάσης της λανοστερόλης CYP51Β1, ενώ τα επίπεδα RNA του 
µεταφορέα ABCA1 αυξήθηκαν (εικόνα 10). 
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Εικόνα 10. Ανάλυση των επιπέδων mRNA γονιδίων που εµπλέκονται στην οµοιόσταση 
της χοληστερόλης. 
Ποσοτικοποιηµένη ανάλυση RT-PCR από δείγµατα ηπατικού ολικού RNA από 
διαγονιδιακά SHP και αγρίου τύπου ποντίκια.  
  
 

Οι αλλαγές της έκφρασης του SR-B1 και του ABCA1 αναµένεται να 
οδηγήσουν σε µείωση της αντίστροφης µεταφοράς HDL χοληστερόλης προς το 
ήπαρ και αυξηµένη έξοδο χοληστερόλης από τα ηπατοκύτταρα, αντίστοιχα. Θα 
περίµενε κανείς λοιπόν η συγκέντρωση χοληστερόλης του ορρού των SHP 
ποντικών να είναι αυξηµένη. Αντίθετα, αυτή παρουσιάζεται σηµαντικά µειωµένη 
(πίνακας 1). Ενδεχοµένως, η πτώση αυτή να οφείλεται κατά κύριο λόγο στην 
δραµατική µείωση των αποθεµάτων των χολικών οξέων στα SHP ποντίκια . Είναι 
γνωστό ότι τα χολικά οξέα παίζουν καθοριστικό ρόλο στην απορρόφηση 
χοληστερόλης και άλλων λιπιδίων από τη διατροφή. Άρα στα SHP ποντίκια που 
υπάρχει µικρό απόθεµα χολικών οξέων, η χοληστερόλη που εισέρχεται από τη 
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διατροφή δεν θα απορροφάται αποτελεσµατικά και θα αποβάλλεται. Η υπόθεση 
αυτή επαληθεύθηκε καθώς η συγκέντρωση της β-σιτοστερόλης του ορρού SHP 
ποντικών ήταν κατά πολύ µειωµένη (πίνακας 1). Η συγκέντρωση της β-
σιτοστερόλης αποτελεί δείκτη απορρόφησης στερολών από τη διατροφή αφού 
πρόκειται για φυτική στερόλη που δεν συντίθεται στα ποντίκια. Επιπρόσθετα, 
ίσως οι αλλαγές στην έκφραση των SR-B1 και ABCA1 που παρατηρούνται να 
στοχεύουν στην αποκατάσταση της ισορροπίας της συγκέντρωσης χοληστερόλης 
του ορρού, µέσω αυξηµένης εξόδου της από το ήπαρ (ABCA1) και µειωµένης 
εισόδου της από τον ορρό (SR-B1). 
 Η αυξηµένη συγκέντρωση λανοστερόλης στον ορρό των SHP ποντικών 
είναι συµβατή µε την ενεργοποίηση του µονοπατιού βιοσύνθεσης της 
χοληστερόλης (πίνακας 1). Ωστόσο, η έκφραση του γονιδίου της HMG-CoA 
αναγωγάσης που καταλύει το περιοριστικό στάδιο του µονοπατιού, δεν 
µεταβάλλεται, γεγονός που είναι αντιθετικό στο παραπάνω ενδεχόµενο (εικόνα 
10). Πιθανότατα, η αύξηση των επιπέδων λανοστερόλης είναι συνέπεια της 
µειωµένης έκφρασης της αποµεθυλάσης της λανοστερόλης CYP51B1 που 
καταλύει το ενδιάµεσο στάδιο της σύνθεσης χοληστερόλης από λανοστερόλη 
(εικόνα 10). Άρα, ενδεχοµένως το µονοπάτι βιοσύνθεσης της χοληστερόλης να 
είναι κατασταλµένο στα διαγονιδιακά ποντίκια.     
 
 
Η έκφραση γονιδίων που συµµετέχουν στη βιοσύνθεση των 
τριγλυκεριδίων στα διαγονιδιακά SHP ποντίκια  
 
 Για να εξηγηθεί η µοριακή βάση της συσσώρευσης τριγλυκεριδίων στο 
ήπαρ των SHP ποντικών, εξετάστηκε η έκφραση γονιδίων που εµπλέκονται στη 
λιπογένεση. Βρέθηκε καταρχήν, ότι τα επίπεδα RNA του µεταφορέα λιπαρών 
οξέων στα ηπατοκύτταρα, CD36 ήταν ιδιαίτερα αυξηµένα στα διαγονιδιακά  
ποντίκια (εικόνα 11). Επίσης, παρατηρήθηκε µεγάλη αύξηση της έκφρασης 
των γονιδίων FAS, ACC1, SCD1 και ACL, τα οποία συµµετέχουν στο µονοπάτι 
βιοσύνθεσης λιπαρών οξέων (εικόνα 11). Εποµένως, η αύξηση της 
συγκέντρωσης των ηπατικών τριγλυκεριδίων πιθανότατα οφείλεται στην 
αναµενόµενη συσσώρευση λιπαρών οξέων λόγω αυξηµένης σύνθεσης από 
ακετυλοσυνένζυµο Α και πρόσληψης από τον ορρό. 
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Εικόνα 11. Ανάλυση των επιπέδων mRNA γονιδίων που συµµετέχουν στη βιοσύνθεση 
των τριγλυκεριδίων 
Ποσοτικοποιηµένη ανάλυση RT-PCR από δείγµατα ηπατικού ολικού RNA από 
διαγονιδιακά SHP και αγρίου τύπου ποντίκια.  
 
 
Η έκφραση των µεταγραφικών παραγόντων που εµπλέκονται στη 
ρύθµιση του ηπατικού µεταβολισµού στα διαγονιδιακά SHP ποντίκια   
 
 Στη συνέχεια µελετήθηκε η έκφραση των κύριων µεταγραφικών 
παραγόντων που έχουν συσχετιστεί µε τη ρύθµιση των παραπάνω γονιδίων. 
Παρατηρήθηκε ότι τα επίπεδα RNA του ενδογενούς SHP γονιδίου είναι 
δραµατικά µειωµένα στα SHP ποντίκια, γεγονός που συµφωνεί µε το γνωστό 
ρόλο του SHP στη µεταγραφική καταστολή του γονιδίου του (εικόνα 12). 
Ενδιαφέρουσα επίσης ήταν η παρατήρηση ότι η έκφραση του FXR που 
αποτελεί ενεργοποιητή του γονιδίου SHP -όπως και άλλων γονιδίων σηµαντικών 
για την οµοιόσταση των χολικών οξέων- είναι σηµαντικά ελαττωµένη (εικόνα 
12). Το αποτέλεσµα αυτό δηµιουργεί µια νέα ρυθµιστική σχέση στο δίκτυο που 
ελέγχει την οµοιόσταση των χολικών οξέων και αφήνει ανοικτό το ενδεχόµενο ο 
SHP άµεσα να καταστέλλει τη µεταγραφή του ενεργοποιητή του, FXR. Η 
παραπάνω υπόθεση  εξετάστηκε πειραµατικά και περιγράφεται στη συνέχεια.  
 Επίσης, εξετάστηκαν τα επίπεδα RNA των πυρηνικών υποδοχέων LRH1, 
HNF4, LXR, CAR, PXR, RXR, PPARα και του ηπατοειδικού µεταγραφικού 
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παράγοντα HNF1, και δεν παρατηρήθηκε κάποια σηµαντική µεταβολή (εικόνα 
12). Από την άλλη µεριά, η έκφραση των βασικών ρυθµιστών της λιπογένεσης, 
SREBP1c και PPARγ, ήταν ιδιαίτερα αυξηµένη (εικόνα 12). Το γεγονός αυτό 
είναι συµβατό αφενός µε την παρατηρηµένη αύξηση των επιπέδων RNA των 
γονιδίων που εµπλέκονται στη λιπογένεση και αφετέρου µε τον ηπατικό λιπιδικό 
φαινότυπο των SHP ποντικών.  
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Εικόνα 12. Ανάλυση των επιπέδων mRNA γονιδίων που κωδικοποιούν για 
µεταγραφικούς παράγοντες που ρυθµίζουν τον ηπατικό µεταβολισµό. 
Ποσοτικοποιηµένη ανάλυση RT-PCR από δείγµατα ηπατικού ολικού RNA από 
διαγονιδιακά SHP και αγρίου τύπου ποντίκια.  
 
 
Ο ρόλος του SHP στη ρύθµιση της οµοιόστασης των χολικών οξέων  
 
 Με σκοπό να διερευνηθεί αν ο SHP εµπλέκεται άµεσα ή έµµεσα στην 
καταστολή ή ενεργοποίηση των παραπάνω γονιδίων, πραγµατοποιήθηκαν  
πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης όπου αναλύθηκε η πρόσδεση του 
SHP στις ρυθµιστικές περιοχές τους. Αρχικά, λαµβάνοντας υπόψη το ρόλο του 
SHP στη µεταγραφική καταστολή, µελετήθηκε η πρόσδεση του σε υποκινητές 
γονιδίων που η έκφραση τους σηµείωσε πτώση στα SHP ποντίκια. Παράλληλα, 
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εξετάστηκε η πρόσδεση των HNF4 και LRH1 στους εν λόγω υποκινητές, καθώς 
είναι γνωστό ότι αποτελούν µεταγραφικούς παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε 
τον SHP και συµµετέχουν στη ρύθµιση της µεταγραφής των γονιδίων αυτών 
(Goodwin et al., 2000; Lee et al., 2000; Lu et al., 2000).  
 Τα αποτελέσµατα των δοκιµών ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης έδειξαν 
τον άµεσο ρόλο του SHP στην καταστολή των γονιδίων CYP7A1, CYP8B1, 
CYP7B1, BAT, NTCP, BSEP, SHP και FXR καθώς παρατηρήθηκε ειδική 
πρόσδεση στους υποκινητές τους στα SHP ποντίκια (εικόνα 13). Αντίθετα, ο 
SHP δεν προσδένεται στον υποκινητή SR-B1 και άρα η µεταγραφή του 
πιθανότατα καταστέλλεται µε κάποιο έµµεσο µηχανισµό (εικόνα 13). Βρέθηκε 
επίσης, ότι ο HNF4 στρατολογείται στους υποκινητές όλων των παραπάνω 
γονιδίων ενώ ο LRH1 στους περισσότερους, µε εξαίρεση τους υποκινητές των 
γονιδίων NTCP και SR-B1 (εικόνα 13). Άρα ο SHP προσδένεται στους 
παραπάνω υποκινητές πιθανότατα µέσω αλληλεπιδράσεων είτε µε τον HNF4 ή 
µε τον LRH1 ή και µε τους δύο παράγοντες.  
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Εικόνα 13. Ανάλυση της πρόσδεσης του SHP και των µεταγραφικών παραγόντων 
HNF4 και LRH1 στους υποκινητές των γονιδίων που καταστέλλονται στα διαγονιδιακά 
SHP ποντίκια.  
∆οκιµασίες ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης πραγµατοποιήθηκαν σε µονιµοποιηµένα 
κυτταρικά εκχυλίσµατα από το ήπαρ διαγονιδιακών SHP και αγρίου τύπου ποντικών 
µε τη χρήση ειδικών αντισωµάτων.  
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 Υπάρχουν αρκετά δεδοµένα που εµπλέκουν τον SHP στην καταστολή του 
γονιδίου CYP7A1 και άρα η παρατηρηµένη πρόσδεση στον υποκινητή του δεν 
προκαλεί έκπληξη (Goodwin et al., 2000; Lu et al., 2000). Από την άλλη 
µεριά, ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός της πρόσδεσης του SHP στους 
υποκινητές των δύο άλλων βιοσυνθετικών γονιδίων CYP8B1 και CYP7B1 όπως 
και στον υποκινητή του γονιδίου BAT που συµµετέχει στην επεξεργασία των 
χολικών οξέων (εικόνα 13). Τα παραπάνω αποτελέσµατα αναδεικνύουν τον 
κεντρικό και άµεσο ρόλο του SHP στην παρεµπόδιση διάφορων σταδίων της 
βιοσύνθεσης και επεξεργασίας των χολικών οξέων (εικόνα 14). 
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Εικόνα 14. Σχηµατική αναπαράσταση της ρύθµισης των µονοπατιών βιοσύνθεσης, 
επεξεργασίας και κυκλοφορίας των χολικών από τον SHP  
 
 
 Ενώ από προηγούµενες µελέτες έχει προταθεί η πιθανότητα καταστολής 
της µεταγραφής του εισαγωγέα NTCP από τον SHP, δεν υπάρχουν δεδοµένα 
που να τον συνδέουν µε την ρύθµιση της µεταγραφής του εξαγωγέα BSEP 
(Denson et al., 2001). Βρέθηκε ωστόσο, ότι ο SHP προσδένεται και στους δύο 
υποκινητές και καταστέλλει άµεσα τη µεταγραφή τους (εικόνα 13). Συνολικά, 
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τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν το ρόλο του SHP στη ρύθµιση της 
εντεροηπατικής κυκλοφορίας των χολικών οξέων (εικόνα 14). Το γεγονός της 
άµεσης συµµετοχής του SHP στην καταστολή του BSEP είναι πολύ 
ενδιαφέρουσα, καθώς υπονοεί την ύπαρξη µιας νέας επιπλέον ρυθµιστικής 
θηλιάς στο ήδη γνωστό δίκτυο, η οποία θα συζητηθεί στη συνέχεια. 
 Η αυτορύθµιση του γονιδίου SHP, επιβεβαιώθηκε όταν παρατηρήθηκε 
πρόσδεση του SHP στον υποκινητή του (εικόνα 13) (Goodwin et al., 2000; Lu 
et al., 2000). Επιπλέον, ο SHP προσδένεται άµεσα στους δύο υποκινητές 
FXRa1a2 και FXRa3a4 που οδηγούν στην έκφραση των τεσσάρων ισοµορφών 
του FXR και άρα καταστέλλει άµεσα τη µεταγραφή του (εικόνα 13) (Zhang et 
al., 2003). Ωστόσο, ο FXR είναι υπεύθυνος για την επαγωγή του SHP από τη 
σηµατοδότηση των χολικών οξέων (εικόνα 14). Το αποτέλεσµα αυτό υπονοεί 
την ύπαρξη µιας νέας σχέσης στο γνωστό δίκτυο ρύθµισης των µονοπατιών 
καταβολισµού της χοληστερόλης σε χολικά οξέα και θα συζητηθεί στη συνέχεια.                   
 
 
Ο µοριακός µηχανισµός της επαγωγής της λιπογένεσης στα 
διαγονιδιακά SHP ποντίκια 
 
 Στη συνέχεια, µελετήθηκε µε µεγαλύτερη λεπτοµέρεια ο µοριακός 
µηχανισµός που οδηγεί στην επαγωγή των γονιδίων που προωθούν τη 
λιπογένεση στα SHP ποντίκια. Πραγµατοποιήθηκαν δοκιµές 
ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης και εξετάστηκε η πρόσδεση των πρωτεϊνών 
SHP, SREBP1c, PPARγ και LXR στους υποκινητές των γονιδίων FAS, CD36 και 
SREBP1c. Από προηγούµενες in vitro και in vivo µελέτες ήταν γνωστό ότι ο 
SREBP1c ρυθµίζει την έκφραση του FAS αλλά και του εαυτού του, ο PPARγ 
ενεργοποιεί το  γονίδιο CD36 ενώ ο ενεργοποιηµένος µε συνδέτη LXR ρυθµίζει 
την έκφραση του γονιδίου SREBP1c (εικόνα 16Α) (Horton et al., 2002; Latasa 
et al., 2003; Repa et al., 2000; Schultz et al., 2000; Yu et al., 2003).   
 Τα πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης έδειξαν καταρχήν όπως 
ήταν αναµενόµενο, ότι ο SHP δεν προσδένεται σε κανένα από τους υποκινητές 
των γονιδίων που συµµετέχουν στη λιπογένεση (εικόνα 15). Άρα όπως ήταν 
αναµενόµενο, η ενεργοποίηση των γονιδίων αυτών αποτελεί έµµεσο αποτέλεσµα 
της δράσης του. Σε συµφωνία µε τις παραπάνω µελέτες, παρατηρήθηκε 
αυξηµένη πρόσδεση του SREBP1c στους υποκινητές FAS και SREBP1c κατά 
την ενεργοποίηση τους στα SHP ποντίκια (εικόνα 15). Ακόµα, ο LXR βρέθηκε 
να στρατολογείται στον υποκινητή SREBP1c κατά την επαγωγή του γονιδίου, 
ενώ σήµα για τον PPARγ ανιχνεύθηκε στον υποκινητή CD36 (εικόνα 15).  
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Εικόνα 15. Ανάλυση της πρόσδεσης του SHP και των µεταγραφικών παραγόντων  
SREBP1c, PPARγ1 και LXRα στους υποκινητές των γονιδίων που εµπλέκονται στη 
λιπογένεση. 
∆οκιµασίες ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης πραγµατοποιήθηκαν σε µονιµοποιηµένα 
κυτταρικά εκχυλίσµατα από το ήπαρ διαγονιδιακών SHP και αγρίου τύπου ποντικών 
µε τη χρήση ειδικών αντισωµάτων.  
 
 Τα αποτελέσµατα εξηγούν το µοριακό µηχανισµό που οδηγεί στη 
συσσώρευση τριγλυκεριδίων στο ήπαρ των SHP ποντικών. Αρχικά, είναι πιθανό 
η συνεχόµενη έκφραση του SHP µέσω ενός έµµεσου µηχανισµού να οδηγεί 
στην ενεργοποίηση του LXR ο οποίος προσδένεται στον υποκινητή του 
SREBP1c και ενεργοποιεί τη µεταγραφή του (εικόνα 16Α). Η αύξηση των 
επιπέδων SREBP1c έχει ως συνέπεια την ενεργοποίηση της µεταγραφής των 
γονιδίων που συµµετέχουν στη βιοσύνθεση λιπαρών οξέων όπως το γονίδιο FAS. 
Όµοια, η αύξηση των επιπέδων του PPARγ οδηγεί στην αύξηση της έκφρασης 
του CD36 µε αποτέλεσµα την αυξηµένη είσοδο λιπαρών οξέων από τον ορρό. Ο 
συνδυασµός των δύο δράσεων συντελεί σε αυξηµένη επάρκεια λιπαρών οξέων 
και άρα αυξηµένη σύνθεση τριγλυκεριδίων (εικόνα 16Α). 
 Ο έµµεσος µηχανισµός µε τον οποίο ο SHP επηρεάζει την ενεργοποίηση 
του LXR πιθανότατα περιλαµβάνει την ενδοκυττάρια αύξηση της συγκέντρωσης 
των συνδετών του (οξυστερόλες), εφόσον τα επίπεδα έκφρασης του (LXR) δε 
µεταβάλλονται (εικόνα 16Β & 12). Σε συµφωνία µε την υπόθεση αυτή η 
έκφραση του ενζύµου CYP7B1 που είναι υπεύθυνο για την αποικοδόµηση της 
27-υδροξυχοληστερόλης, εµφανίζεται δραµατικά µειωµένη (εικόνα 9). Η 27-
υδροξυχοληστερόλη αποτελεί ισχυρό συνδέτη για τον LXR και η αναµενόµενη 
συσσώρευση της στο ήπαρ των SHP ποντικών είναι δυνατόν να οδηγήσει στην 
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ενεργοποίηση του (εικόνα 16Β) (Janowski et al., 1996; Lehmann et al., 
1997). Σε συµφωνία µε το παραπάνω σενάριο, η ενεργοποίηση του LXR 
επιβεβαιώνεται επιπρόσθετα από την παρατηρηµένη αύξηση των επιπέδων RNA 
του ABCA1, γνωστού γονιδίου στόχου του (εικόνα 10).       
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Εικόνα 16. A) Σχηµατική αναπαράσταση του προτεινόµενου µοντέλου για τον 
µοριακό µηχανισµό που ρυθµίζει τη λιπογένεση στα ηπατοκύτταρα. B) Σχηµατική 
αναπαράσταση του προτεινόµενου µοντέλου για τον έµµεσο µηχανισµό ενεργοποίησης 
του LXR στα διαγονιδιακά SHP ποντίκια 
 
 
Ο µοριακός µηχανισµός µεταγραφικής καταστολής από τον SHP 
    
 Τα αποτελέσµατα που παρουσιάστηκαν στο πρώτο κεφάλαιο σε 
συνδυασµό µε άλλες in vitro µελέτες, υποστηρίζουν ένα µηχανισµό για την  
µεταγραφική καταστολή από SHP που αποτελείται από ορισµένα διακριτά 
στάδια. Αυτά περιλαµβάνουν τον ανταγωνισµό µε συνενεργοποιητές, την 
αποακετυλίωση των ιστονών, την Κ9 µεθυλίωση της Η3 και τη σταθερή 
πρόσδεση του SHP στη χρωµατίνη µέσω αλληλεπίδρασης µε την 
τροποποιηµένη Η3 (εικόνα 17). Θεωρητικά, το καθένα από τα παραπάνω 
γεγονότα θα µπορούσε να οδηγήσει σε αποτελεσµατική καταστολή. Υπάρχει 
πιθανότητα εποµένως, ανάλογα µε την αρχιτεκτονική του υποκινητή στον οποίο 
ο SHP στρατολογείται, να εφαρµόζεται ένα ή παραπάνω από τα στάδια αυτά.  
 Με σκοπό να ελέγξουµε το παραπάνω προτεινόµενο µοντέλο in vivo και 
την παραπάνω υπόθεση για τον µηχανισµό καταστολής της µεταγραφής από 
τον SHP, εξετάσαµε (µε δοκιµές ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης) µε 
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µεγαλύτερη λεπτοµέρεια τα γεγονότα που συνοδεύουν τη καταστολή των 
υποκινητών CYP7A1, SHP και CYP8B1 στα SHP ποντίκια. Ειδικότερα, 
ελέγξαµε µε τη χρήση ειδικών αντισωµάτων τις τροποποιήσεις των ιστονών, την 
πρόσδεση µεταγραφικών παραγόντων, παραγόντων της βασικής µεταγραφικής 
µηχανής και ενζύµων που τροποποιούν τις ιστόνες. 
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Εικόνα 17. Σχηµατική αναπαράσταση του προτεινόµενου µοντέλου για τον µηχανισµό 
καταστολής από τον SHP.   
 
 Κατά τη µεταγραφική καταστολή του γονιδίου CYP7A1, παρατηρήσαµε 
τον συνενεργοποιητή CBP και την RNA πολυµεράση να αποδεσµεύονται από 
τον υποκινητή, ενώ οι µεταγραφικοί παράγοντες HNF4 και LRH1 παρέµειναν 
προσδεδεµένοι (εικόνα 18). Επιπλέον, δεν ανιχνεύθηκε σηµαντική µεταβολή 
στην ακετυλίωση ή K9 µεθυλίωση των ιστονών και στην πρόσδεση της 
απακετυλάσης HDAC1. Όµοια, η καταστολή του γονιδίου SHP συνοδεύεται µε 
αποµάκρυνση του CBP και της RNA πολυµεράσης από τον υποκινητή, ενώ οι 
παράγοντες HNF4 και LRH1 παρέµειναν προσδεδεµένοι. Ωστόσο, στην 
περίπτωση του υποκινητή SHP παρατηρήθηκε σηµαντική αποακετυλίωση 
ειδικά της ιστόνης Η3 που ακολουθείται από µεθυλίωση στη λυσίνη Κ9 (εικόνα 
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18). Σε συµφωνία µε την παρατηρηµένη αποακετυλίωση, η HDAC1 βρέθηκε 
στρατολογηµένη στον υποκινητή. Κατά τη µεταγραφική καταστολή του 
CYP8B1, φαίνεται να συµβαίνουν ακόµα πιο δραµατικά γεγονότα (εικόνα 18). 
Όµοια µε τους υποκινητές CYP7A1 και SHP, παρατηρείται απουσία πρόσδεσης 
του CBP και της RNA πολυµεράσης, ενώ όπως και στην καταστολή του SHP, η 
ιστόνη Η3 αποακετυλιώνεται και µεθυλιώνεται στην Κ9. Επίσης, οι 
τροποποιήσεις των ιστονών συνοδεύονται από την πρόσδεση της HDAC1 
απακετυλάσης. Ωστόσο, σε συνθήκες καταστολής του υποκινητή CYP8B1, οι 
µεταγραφικοί παράγοντες HNF4 και LRH1 αποδεσµεύονται µε συνέπεια οι 
µοναδικοί παράγοντες (από αυτούς που ελέγχθηκαν) που παραµένουν 
προσδεδεµένοι να είναι ο SHP και η απακετυλάση HDAC1 (εικόνα 18).  
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Εικόνα 18. Ανάλυση των τροποποιήσεων της χρωµατίνης και της πρόσδεσης 
µεταγραφικών παραγόντων, παραγόντων της βασικής µεταγραφικής µηχανής και  
ενζύµων που τροποποιούν τις ιστόνες στους υποκινητές των γονιδίων CYP7A1, SHP και 
CYP8B1. 
Οι δοκιµασίες ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης πραγµατοποιήθηκαν σε 
µονιµοποιηµένα κυτταρικά εκχυλίσµατα από το ήπαρ διαγονιδιακών SHP και αγρίου 
τύπου ποντικών µε τη χρήση ειδικών αντισωµάτων. 
  
 
 Από τα παραπάνω αποτελέσµατα προκύπτει το συµπέρασµα ότι ο SHP 
ανάλογα µε τη δοµή του υποκινητή στον οποίο στρατολογείται µπορεί να 
εφαρµόσει διαφορετικούς µηχανισµούς που θα οδηγούν στη µεταγραφική 
καταστολή. Για παράδειγµα η καταστολή του υποκινητή CYP7A1 περιλαµβάνει 
ανταγωνισµό µε συνενεργοποιητές όπως τον CBP, χωρίς να ακολουθείται από 
αποακετυλίωση και Κ9 µεθυλίωση της Η3, όπως συµβαίνει στους υποκινητές 
SHP και CYP8B1 (εικόνα 19). Επιπλέον, τα αποτελέσµατα υπονοούν ότι κατά 
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την καταστολή του CYP8B1 από τον SHP κάποια αλλαγή στη χρωµατινική 
δοµή οδηγεί στη συνολική αποµάκρυνση των µεταγραφικών συµπλόκων, 
συµπεριλαµβανοµένων και των παραγόντων HNF4 και LRH1 που αρχικά 
στρατολογούν τον SHP (εικόνα 19). Στον κατασταλµένο υποκινητή CYP8B1 
παραµένουν  η HDAC1 και ο SHP, πιθανότατα λόγω της ικανότητας πρόσδεσης 
στη χρωµατίνη µέσω αλληλεπίδρασης µε υποακετυλιωµένη και Κ9 
µεθυλιωµένη H3 (εικόνα 19).  
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Εικόνα 19. Σχηµατική αναπαράσταση των διακριτών µηχανισµών µεταγραφικής 
καταστολής από τον SHP στους διάφορους υποκινητές που στρατολογείται. 
 
  
 Σε συνάρτηση µε την ύπαρξη διακριτών µηχανισµών καταστολής που 
εφαρµόζονται από τον SHP, είναι ενδιαφέρουσα η παρατήρηση ότι η έκφραση 
του CYP7A1 βρέθηκε λιγότερο µειωµένη από αυτές των SHP και CYP8B1 στα 
διαγονιδιακά ποντίκια. Άρα φαίνεται να υπάρχει συσχετισµός ανάµεσα στο 
µέγεθος της µεταγραφικής καταστολής και τον µηχανισµό που εφαρµόζεται 
όσον αφορά τη συµµετοχή της αποακετυλίωσης και K9 µεθυλίωσης στη 
διαδικασία.  
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Συζήτηση 
 

Σκοπός της εργασίας αυτής ήταν η απόκτηση µιας συνολικής εικόνας των 
γονιδίων που ρυθµίζονται από τον µεταγραφικό καταστολέα SHP. Για την 
επίτευξη του, κατασκευάστηκαν διαγονιδιακά ποντίκια που εκφράζουν συνεχώς 
υψηλά επίπεδα SHP στο ήπαρ και οι αλλαγές στο πρότυπο γονιδιακής 
έκφρασης µελετήθηκαν µε τη χρήση DNA microarrays. Τα αποτελέσµατα 
αποκάλυψαν ότι ο SHP αποτελεί ένα πλειοτροπικό ρυθµιστή ο οποίος 
επηρεάζει την έκφραση γονιδίων που εµπλέκονται σε διάφορες βιολογικές 
διεργασίες όπως ορισµένα µεταβολικά µονοπάτια, την αντίδραση στρες και 
φλεγµονής, την αποτοξίνωση και τον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου. Η 
ανάλυση που ακολούθησε επικεντρώθηκε στη ρύθµιση των γονιδίων που είναι 
σηµαντικά για την οµοιόσταση της χοληστερόλης, των λιπιδίων και των χολικών 
οξέων ανέδειξε τον κεντρικό ρόλο του SHP στη έλεγχο αυτών των µονοπατιών.  

Από την ανάλυση του προτύπου έκφρασης των SHP διαγονιδιακών 
ποντικών συµπεραίνεται ότι ο SHP καταστέλλει άµεσα τη µεταγραφή γονιδίων 
που συµµετέχουν στη βιοσύνθεση, επεξεργασία και µεταφορά των χολικών 
οξέων. Ο SHP, εκτός από το CYP7A1, καταστέλλει ενεργά τη µεταγραφή των 
γονιδίων CYP8B1 και CYP7B1, γεγονός που δείχνει τη σηµασία του στην 
παρεµπόδιση τόσο του βασικού όσο και του εναλλακτικού µονοπατιού 
σύνθεσης χολικών οξέων και µάλιστα σε περισσότερο από ένα στάδια (εικόνα 
20). Παρεµποδίζεται επίσης, η οµοιοπολική σύνδεση χολικών οξέων µε 
αµινοξέα µέσω της µεταγραφικής καταστολής του γονιδίου BAT (εικόνα 20). 
Με τον τρόπο αυτό, η έκφραση του SHP ενδεχοµένως να οδηγήσει σε µείωση 
της συγκέντρωσης χολικών οξέων, εφόσον µη επεξεργασµένα χολικά οξέα δεν 
θα απορροφούνται αποτελεσµατικά από µεταφορείς των εντεροκυττάρων και θα 
αποβάλλονται. 

Επιπρόσθετα, ο SHP ρυθµίζει την ηπατική κυκλοφορία των χολικών 
οξέων εφόσον βρέθηκε να καταστέλλει ενεργά τη µεταγραφή του βασικού 
µεταφορέα πρόσληψης των χολικών οξέων, NTCP και του βασικού µεταφορέα 
εξαγωγής τους προς τη χοληδόχο κύστη, BSEP (εικόνα 20). Με µια πρώτη 
µατιά φαίνεται παράδοξο το γεγονός ο SHP να ρυθµίζει ταυτόχρονα την 
εισαγωγή και εξαγωγή χολικών οξέων από τα ηπατοκύτταρα. Είναι λογικό και 
αναµενόµενο ο SHP (που επάγεται από υψηλές συγκεντρώσεις χολικών οξέων) 
να καταστέλλει τη µεταγραφή του γονιδίου NTCP και έτσι να παρεµποδίζει την 
εισαγωγή επιπλέον χολικών οξέων. Άλλωστε, σε ποντίκια που τρέφονται µε 
δίαιτα εµπλουτισµένη σε χολικά οξέα παρατηρείται ταυτόχρονη καταστολή του 
NTCP και επαγωγή του SHP µέσω του ενεργοποιηµένου FXR (Sinal et al., 
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2000). Επιπλέον, ο FXR ενεργοποιεί τη µεταγραφή του BSEP ώστε η περίσσεια 
χολικών οξέων να µειωθεί (Ananthanarayanan et al., 2001). Είναι πιθανό ο 
SHP να ρυθµίζει αρνητικά τη µεταγραφή του BSEP µε τον ίδιο τρόπο που 
ρυθµίζει και τη δική του έκφραση, δηλαδή σε ένα στάδιο µετά την αρχική 
επαγωγή του, όταν είναι ανάγκη να παρεµποδιστεί η µεταγραφική 
ενεργοποίηση και να µειωθεί η έκφραση του BSEP.  
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Εικόνα 20. Σχηµατική αναπαράσταση του προτεινόµενου µοντέλου ρύθµισης 
διάφορων µεταβολικών µονοπατιών στο ήπαρ από τον SHP. 

 
 
Άρα συνοπτικά προτείνουµε την εξής σειρά γεγονότων για τη ρύθµιση της 

ηπατικής κυκλοφορίας των χολικών οξέων. Περίσσεια χολικών οξέων στα 
ηπατοκύτταρα έχει ως συνέπεια την ενεργοποίηση του FXR ο οποίος µε τη 
σειρά του ενεργοποιεί τη µεταγραφή γονιδίων στόχων του, µεταξύ των οποίων τα 
SHP και BSEP (εικόνα 21Α). Αύξηση των επιπέδων BSEP οδηγεί σε 
αποµάκρυνση των χολικών οξέων προς τη χοληδόχο κύστη, ενώ αύξηση των 
επιπέδων SHP έχει ως αποτέλεσµα αφενός την παρεµπόδιση της βιοσύνθεσης 
χολικών οξέων από χοληστερόλη και αφετέρου την καταστολή του NTCP ώστε 

 73



                                                                                                               Συζήτηση 2                    

να µην προσλαµβάνονται χολικά οξέα από τον ορρό (εικόνα 21Α). Πιστεύουµε 
ότι µετά την αρχική παροδική αντίδραση ο SHP είναι υπεύθυνος για την 
καταστολή γονιδίων στόχων του FXR. Η καταστολή αυτή επιτυγχάνεται µέσω 
άµεσης πρόσδεσης του SHP στους υποκινητές BSEP και SHP (εικόνα 21Β). 
Άρα είναι πιθανό η έκφραση ή µη του BSEP και SHP να καθορίζεται από δύο 
αντικρουόµενες δυνάµεις: τον ενεργοποιηµένο από χολικά οξέα FXR και τα 
πρωτεϊνικά επίπεδα του καταστολέα SHP. Αρχικά, όταν η συγκέντρωση χολικών 
οξέων είναι υψηλή και τα επίπεδα SHP χαµηλά, θα παρατηρείται ενεργοποίηση 
των BSEP και SHP. Μετά την αρχική αντίδραση όταν η συγκέντρωση των 
χολικών οξέων µειωθεί και τα επίπεδα SHP αυξηθούν θα υπερισχύσει η 
µεταγραφική καταστολή τους από τον SHP. Αξίζει να σηµειωθεί, σε υποστήριξη 
του παραπάνω σεναρίου ότι στα SHP ποντίκια που παρατηρείται καταστολή των 
γονιδίων SHP και BSEP, συνυπάρχουν τόσο υψηλά επίπεδα SHP όσο και 
χαµηλή συγκέντρωση ηπατικών χολικών οξέων. 
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Εικόνα 21. Α) Σχηµατική αναπαράσταση της ρύθµισης της γονιδιακής έκφρασης από 
το σηµατοδοτικό µονοπάτι των χολικών οξέων. Β) Σχηµατική αναπαράσταση του 
προτεινόµενου µοντέλου για το ρόλο του SHP στην εξασθένηση του σηµατοδοτικού 
µονοπατιού των χολικών οξέων µετά την αρχική αντίδραση. 
 

 
Όταν διερευνήθηκε ο ρόλος του SHP στη ρύθµιση της έκφρασης 

µεταγραφικών παραγόντων που ελέγχουν την οµοιόσταση λιπιδίων και χολικών 
οξέων, µε ενδιαφέρον παρατηρήσαµε ότι ο FXR αποτελεί άµεσο στόχο του. Το 
γεγονός ότι ο SHP προσδένεται στον υποκινητή του FXR- ο οποίος αποτελεί τον 
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επαγωγέα του- και καταστέλλει άµεσα τη µεταγραφή του, υποδεικνύει την 
ύπαρξη µιας επιπλέον ρυθµιστικής σχέσης στο µοντέλο που περιγράφηκε στην 
προηγούµενη παράγραφο. Συµπεραίνεται ότι ο SHP έχει τη δυνατότητα, εκτός 
από το να καταστέλλει γονίδια στόχους του FXR, όπως BSEP και SHP, να 
ελέγχει και την έκφραση του ίδιου του παράγοντα (εικόνα 21Β). Τα 
αποτελέσµατα εποµένως, υποδεικνύουν τον κεντρικό ρόλο του SHP τόσο στην 
πραγµάτωση της σηµατοδότησης των χολικών οξέων όσο και στην εξασθένηση 
της, µέσω καταστολής του FXR και των στόχων του. Με τον τρόπο αυτό, η 
εξασθένηση της σηµατοδότησης των χολικών οξέων θα είναι γρήγορη και 
αποτελεσµατική, καθώς η ελάττωση της έκφρασης γονιδίων στόχων του FXR, 
όπως το BSEP, θα είναι αποτέλεσµα αφενός της αυξηµένης έκφρασης του 
καταστολέα SHP και αφετέρου της µείωσης των επιπέδων του ενεργοποιητή 
FXR.  

Επιπρόσθετα, µέσω ρύθµισης του FXR, o SHP είναι δυνατόν να ελέγχει 
το εναλλακτικό ρυθµιστικό µονοπάτι που επάγεται από τα χολικά οξέα και 
περιλαµβάνει τη δράση του FGF19. Σύµφωνα µε το µονοπάτι αυτό, τα χολικά 
οξέα µέσω του FXR οδηγούν στην ενεργοποίηση της µεταγραφής του FGF19. H 
πρωτεΐνη αυτή αποτελεί εκκρινόµενο σηµατοδοτικό µόριο που ενεργοποιεί το 
µονοπάτι των κινασών JNK στα γειτονικά κύτταρα, το οποίο συµβάλλει στη 
µεταγραφική καταστολή του γονιδίου CYP7A1 (Holt et al., 2003). Αρχικές 
µελέτες υπέθεσαν ότι πρόκειται για ένα µονοπάτι εξαρτηµένο από τον FXR αλλά 
ανεξάρτητο από τον SHP. Η υπόθεση αυτή ωστόσο, ίσως να µην είναι αληθινή 
και ενδεχοµένως ο SHP µέσω ρύθµισης της έκφρασης του FXR να ελέγχει το 
FGF19 εξαρτηµένο µονοπάτι. Επίσης, µε τον τρόπο αυτό η δράση του 
µονοπατιού FGF19 θα περιορίζεται για ένα σύντοµο χρονικό διάστηµα. 

Ένα από τα βασικότερα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των SHP ποντικών 
ήταν η συσσώρευση τριγλυκεριδίων στο ήπαρ. Σε συµφωνία µε το φαινότυπο, 
παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης γονιδίων που συµµετέχουν στη 
βιοσύνθεση τριγλυκεριδίων όπως FAS, ACL, ACC1, SCD1, CD36 καθώς και 
των µεταγραφικών παραγόντων SREBP1c και PPARγ οι οποίοι ελέγχουν την 
έκφραση τους. Από τα αποτελέσµατα αυτής και άλλων µελετών προκύπτει το 
συµπέρασµα ότι ο PPARγ ενεργοποιεί τη µεταγραφή του γονιδίου CD36 και ο 
SREBP1c εµπλέκεται στη µεταγραφή του γονιδίου FAS όπως και άλλων 
γονιδίων που συµµετέχουν στη βιοσύνθεση των λιπαρών οξέων (εικόνα 20). Η 
αύξηση της έκφρασης του SREBP1c συµπίπτει µε την πρόσδεση του LXR στον 
υποκινητή του (εικόνα 20). Τα επίπεδα έκφρασης του LXR δεν αλλάζουν και 
άρα ίσως να ενεργοποιείται από ενδεχόµενη αύξηση της συγκέντρωσης των 
οξυστερολών στα SHP ποντίκια (εικόνα 15Β). Ο SHP ενδεχοµένως να έχει 
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κάποιο έµµεσο ρόλο στη ρύθµιση της λιπογένεσης µέσω της καταστολής του 
CYP7B1. Η µεταγραφική καταστολή του CYP7B1 από τον SHP αναµένεται να 
οδηγήσει στη συσσώρευση της οξυστερόλης 27-υδροξυχοληστερόλης που 
αποτελεί ισχυρό συνδέτη για τον LXR (εικόνα 15Β). 

Ένα σηµαντικό συµπέρασµα αυτής της µελέτης αφορά την ύπαρξη 
διακριτών µοριακών µηχανισµών καταστολής που εφαρµόζονται από τον SHP 
ανάλογα µε τον υποκινητή στον οποίο στρατολογείται. Η πρόσδεση του SHP 
στους υποκινητές γονιδίων στόχων του αποτελεί το πρώτο επίπεδο ειδικότητας. 
Εφόσον ο SHP δεν προσδένεται στο DNA, στρατολογείται στους υποκινητές 
µέσω αλληλεπιδράσεων µε άλλους πυρηνικούς υποδοχείς. Είναι γνωστό ότι οι 
πυρηνικοί υποδοχείς HNF4 και LRH-1 δηµιουργούν µια µοριακή πλατφόρµα 
για τη στρατολόγηση του SHP σε ρυθµιστικές περιοχές γονιδίων στόχων τους 
(Goodwin et al., 2000; Lee et al., 2000; Lu et al., 2000). Σε συµφωνία µε τα 
παραπάνω, παρατηρήθηκε πρόσδεση του ενός ή και των δύο παραγόντων σε 
όλους τους υποκινητές στους οποίους στρατολογείται ο SHP.  Ο SHP ωστόσο, δε 
βρέθηκε σε όλους τους υποκινητές που προσδένεται ο HNF4, όπως συµβαίνει 
στην περίπτωση του SR-B1. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει τη σηµασία της 
αρχιτεκτονικής του υποκινητή για τη στρατολόγηση του SHP.  
 Η χρωµατινική δοµή και οι άλλοι παράγοντες που προσδένονται στους 
διάφορους υποκινητές που ο SHP στρατολογείται ίσως να προσδίδουν επιπλέον 
ειδικότητα επηρεάζοντας διαφορετικά στάδια του µηχανισµού καταστολής. Ο 
SHP έχει την ικανότητα να ανταγωνίζεται συνενεργοποιητές για πρόσδεση στους 
πυρηνικούς υποδοχείς, να αλληλεπιδρά φυσικά και λειτουργικά µε την 
απακετυλάση HDAC-1, την Κ9 µεθυλάση G9a και την υποακετυλιωµένη και 
Κ9 µεθυλιωµένη ιστόνη Η3. Όπως αποκάλυψε η µελέτη, ένα ή περισσότερα 
από τα παραπάνω στάδια εφαρµόζονται από τον SHP για την καταστολή 
διαφορετικών υποκινητών (εικόνα 19). Για παράδειγµα, σε συγκεκριµένα 
γονίδια όπως το CYP7A1 η αποµάκρυνση των συνενεργοποιητών δεν 
συνοδεύεται από αποακετυλίωση και Κ9 µεθυλίωση της Η3, φαινόµενο που 
παρατηρείται στην περίπτωση του γονιδίου SHP (εικόνα 19). Επιπλέον, σε 
περιπτώσεις γονιδίων όπως το CYP8B1 η αποακετυλίωση και Κ9 µεθυλίωση 
συνοδεύονται µε αποδέσµευση των παραγόντων HNF4 και LRH-1 από τον 
υποκινητή (εικόνα 19). 
 Η ειδική πρόσδεση του SHP και οι αποφάσεις σχετικά µε το µοριακό 
µηχανισµό καταστολής που θα εφαρµοστεί είναι πιθανό να καθορίζονται από τη 
διαθεσιµότητα ειδικών επιφανειών αλληλεπίδρασης για στρατολόγηση 
ρυθµιστικών παραγόντων σε διαφορετικούς υποκινητές. Επιπλέον, ο 
µηχανισµός καταστολής του SHP ανάλογα µε τα στάδια που περιλαµβάνει ίσως 
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καθορίζει την έκταση και διάρκεια της παρεµπόδισης της µεταγραφής. Για 
παράδειγµα, η συµµετοχή της Κ9 µεθυλίωσης στο µηχανισµό καταστολής 
ορισµένων γονιδίων ίσως επηρεάσει τη δυνατότητα επανενεργοποίησης όταν τα 
επίπεδα έκφρασης του SHP ελαττωθούν καθώς θεωρείται µια σταθερή 
κατασταλτική τροποποίηση. Εποµένως, τα παραπάνω αποτελέσµατα οδηγούν 
στην πρόταση ότι τα διαφορετικά κατασταλτικά σύµπλοκα και η αρχιτεκτονική 
δοµή της χρωµατίνης των υποκινητών παίζουν καθοριστικό ρόλο στη ρύθµιση 
της έκτασης και πιθανότατα της διάρκειας της µεταγραφικής καταστολής. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 77



                                                                                                          Συµπεράσµατα                    

Συµπεράσµατα και προοπτικές 
 
Η ανάλυση των διαγονιδιακών ποντικών που εκφράζουν συνεχώς υψηλά 

επίπεδα SHP ειδικά στο ήπαρ αποκάλυψε το βιολογικό ρόλο του SHP στη 
ρύθµιση του ηπατικού µεταβολισµού. Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι ο SHP 
ελέγχει την έκφραση γονιδίων που είναι σηµαντικά για την οµοιόσταση της 
χοληστερόλης, των χολικών οξέων και των τριγλυκεριδίων. Τα διαγονιδιακά SHP 
ποντίκια παρουσιάζουν δραµατική µείωση των αποθεµάτων χολικών οξέων και 
εκτεταµένη συσσώρευση τριγλυκεριδίων στο ήπαρ. Ο µηχανισµός που οδηγεί 
στο φαινότυπο αυτό περιλαµβάνει την άµεση µεταγραφική καταστολή από τον 
SHP, γονιδίων που συµµετέχουν στη βιοσύνθεση, επεξεργασία και µεταφορά 
των χολικών οξέων καθώς και του κεντρικού µεταγραφικού ρυθµιστή του 
µονοπατιού, FXR. Η επαγωγή της λιπογένεσης είναι αποτέλεσµα ενός έµµεσου 
µηχανισµού που περιλαµβάνει την επαγωγή των γονιδίων PPARγ και SREBP1c 
που κωδικοποιούν για τους βασικούς µεταγραφικούς παράγοντες που ελέγχουν 
τη βιοσύνθεση των τριγλυκεριδίων. 

Ο SHP εµπλέκεται άµεσα στην καταστολή της µεταγραφής ενός αριθµού 
γονιδίων που είναι σηµαντικά για τη βιοσύνθεση και επεξεργασία των χολικών 
οξέων και άρα έχει καθοριστικό ρόλο στην παρεµπόδιση των παραπάνω 
µονοπατιών σε πολλαπλά στάδια. Επιπλέον, ο SHP αποτελεί κεντρικό ρυθµιστή 
της κυκλοφορίας των χολικών οξέων µέσω ελέγχου της έκφρασης µεταφορέων 
που είναι υπεύθυνοι τόσο για την πρόσληψη όσο και την έξοδο τους από τα 
ηπατοκύτταρα. Τα αποτελέσµατα υποστηρίζουν τον γνωστό ρόλο του SHP ως 
εκτελεστή του σηµατοδοτικού µονοπατιού των χολικών οξέων. Επιπλέον, 
αναδεικνύουν τη σηµασία του για την εξασθένηση της σηµατοδότησης µετά την 
αρχική ενεργοποίηση. Μέσω καταστολής της µεταγραφής του FXR, o SHP 
µπορεί να περιορίζει τη δράση της σηµατοδότησης των χολικών οξέων για 
σύντοµο χρονικό διάστηµα. 

Τα βασικότερα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των διαγονιδιακών SHP 
ποντικών ήταν η δραµατική ελάττωση των αποθεµάτων χολικών οξέων και η 
εκτεταµένη συσσώρευση τριγλυκεριδίων στο ήπαρ. Είναι γνωστό ότι οι 
συγκεντρώσεις χολικών οξέων και τριγλυκεριδίων παρουσιάζουν αντίστροφη 
σχέση. Όταν σε ανθρώπους µε τεχνητό τρόπο επιτυγχάνεται µείωση των 
επιπέδων χολικών οξέων παρατηρείται αύξηση της συγκέντρωσης VLDL 
τριγλυκεριδίων. Aπό την άλλη µεριά, σε ανθρώπους που γίνεται εισαγωγή 
χολικών οξέων ή σε ποντίκια που τρέφονται µε δίαιτα εµπλουτισµένη σε χολικά 
οξέα παρατηρείται ελάττωση της συγκέντρωσης τριγλυκεριδίων (Watanabe et 
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al., 2004). Τα αποτελέσµατα υποστηρίζουν έναν µηχανισµό για την επαγωγή 
της λιπογένεσης στα διαγονιδιακά ποντίκια, ο οποίος δεν εξαρτάται άµεσα από 
τον SHP και περιλαµβάνει την ενεργοποίηση της µεταγραφής του SREBP1c 
από τον LXR. Η καταστολή των µονοπατιών βιοσύνθεσης χολικών οξέων από τον 
SHP είναι πιθανό να οδηγήσει σε αύξηση της συγκέντρωσης των οξυστερολών µε 
συνέπεια την ενεργοποίηση του LXR. Εποµένως, προτείνεται ότι η επικοινωνία 
µεταξύ των µονοπατιών βιοσύνθεσης χολικών οξέων και σύνθεσης 
τριγλυκεριδίων γίνεται µέσω της συγκέντρωσης των οξυστερολών που αποτελούν 
συνδέτες για τον LXR.  

Μετά από κάθε γεύµα τα χολικά οξέα εκκρίνονται από τη χοληδόχο 
κύστη στο λεπτό έντερο και έχουν κύριο ρόλο στη διαλυτοποίηση και 
απορρόφηση λιπιδίων που προέρχονται από τη διατροφή. Στα διαγονιδιακά 
SHP ποντίκια παρατηρείται ελάττωση της συγκέντρωσης χοληστερόλης στον 
ορρό, γεγονός που οφείλεται στη µειωµένη απορρόφηση της χοληστερόλης από 
τη διατροφή πιθανότατα εξαιτίας της δραµατικής µείωσης των αποθεµάτων των 
χολικών οξέων. Τα επίπεδα της χοληστερόλης στο ήπαρ δεν αλλάζουν αν και τα 
µονοπάτια καταβολισµού της σε χολικά οξέα είναι κατασταλµένα. Τα 
αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι αυτό ενδεχοµένως οφείλεται στη µείωση του 
ρυθµού της εκ νέου βιοσύνθεσης της χοληστερόλης καθώς και της πρόσληψής 
της από τον ορρό. 

Μέχρι σήµερα δεν έχει ανακαλυφθεί κάποιο µόριο που να αποτελεί 
συνδέτη και να τροποποιεί τη δράση του πυρηνικού υποδοχέα SHP. Με βάση 
τον κεντρικό του ρόλο για τη ρύθµιση του ηπατικού µεταβολισµού η 
ανακάλυψη ή κατασκευή ενός συνδέτη θα µπορούσε να ιδιαίτερα χρήσιµη στην 
καταπολέµηση ορισµένων µεταβολικών ασθενειών όπως η υπερχολυστεριναιµία 
και η υπερτριγλυκεριδαιµία. Πιο συγκεκριµένα η δράση ενός µορίου που θα 
λειτουργεί ως ανταγωνιστής και θα καθιστά το SHP ανίκανο για µεταγραφική 
καταστολή των γονιδίων στόχων του, θα είχε ως συνέπεια την αύξηση του 
ρυθµού καταβολισµού της χοληστερόλης σε χολικά οξέα και την ελάττωση του 
ρυθµού βιοσύνθεσης τριγλυκεριδίων. Ωστόσο, η αυξηµένη µη ελεγχόµενη 
σύνθεση χολικών οξέων θα προκαλέσει τη συσσώρευση τους µε ενδεχόµενη 
συνέπεια τη χολολιθίαση καθώς επίσης και την αυξηµένη απορρόφηση της 
χοληστερόλης από τη διατροφή. Εποµένως, η χορήγηση ενός µορίου 
ανταγωνιστή του SHP σε ασθενείς ενδεχοµένως να είχε τα επιθυµητά 
αποτελέσµατα ως προς την µείωση της συγκέντρωσης τριγλυκεριδίων αλλά θα 
είχε αµφίβολα αποτελέσµατα ως προς την συγκέντρωση χοληστερόλης και ίσως 
να οδηγούσε σε επιπρόσθετα παθολογικά προβλήµατα εξαιτίας της 
συσσώρευσης χολικών οξέων. Αναµφισβήτητα, η κατασκευή και µελέτη της 
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δράσης ενός µορίου ανταγωνιστή για τον SHP θα ήταν πολύ σηµαντική και 
ελπιδοφόρα εξέλιξη στην προσπάθεια καταπολέµησης µεταβολικών ασθενειών. 
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Παράρτηµα-Πίνακας 2 
 
Genes downregulated (>1.5 fold)  

  
Genbank 
Number 

Fold 
change 

Gene Name 

  
Metabolism 

 
X14607 0.07±0.03 Mouse SV-40 induced 24p3  
NM_010012 0.14±0.01 cytochrome P450, 8b1, sterol 12 alpha-hydrolase (Cyp8b1) 
NM_019573 0.15±0.10 WW-domain oxidoreductase (LOC56232) 
U38940 0.23±0.07 asparagine synthetase  
NM_016668 0.23±0.06 betaine-homocysteine methyltransferase (Bhmt) 
NM_007825 0.25±0.08 cytochrome P450, 7b1 (Cyp7b1) 
NM_008324 0.29±0.15 indole 2,3-dioxygenase (Ido) 
NM_020565 0.30±0.05 sulfotransferase-related protein SULT-X2 (Sult-x2) 
U37799 0.37±0.19 scavenger receptor class B type I (mSR-BI) 
NM_010210 0.39±0.06 fragile histidine triad gene (Fhit) 
NM_018816 0.41±0.04 apolipoprotein M (apoM) 
NM_010321 0.43±0.10 glycine N-methyltransferase (Gnmt) 
M27608 0.43±0.20 Mouse major urinary protein 
NM_010010 0.44±0.11 cytochrome P450, 46 (cholesterol 24-hydroxylase) (Cyp46) 
NM_016978 0.44±0.03 ornithine aminotransferase (Oat) 
NM_019911 0.49±0.10 tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO) 
NM_020564 0.50±0.11 sulfotransferase-related protein SULT-X1 (Sult-x1) 
NM_013541 0.50±0.02 glutathione S-transferase, pi 2 (Gstp2) 
NM_008825 0.51±0.13 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 2 (Pfkfb2) 
AF071068 0.52±0.04 aromatic-L-amino-acid decarboxylase  
NM_008293 0.53±0.04 hydroxysteroid dehydrogenase-1, delta<5>-3-beta (Hsd3b1) 
AF288525 0.54±0.05 myo-inositol 1-phosphate synthase A1 (IsynA1) 
NM_007856 0.54±0.09 7-dehydrocholesterol reductase (Dhcr7) 
NM_007824 0.55±0.03 cytochrome P450, 7a1 (Cyp7a1) 
NM_007519 0.56±0.08 bile acid-Coenzyme A dehydrogenase: amino acid n-acyltransferase (Baat) 
NM_013490 0.56±0.06 choline kinase (Chk) 
AB036838 0.57±0.07 NDST4 mRNA for N-deacetylase/N-sulfotransferase 4 
NM_009732 0.57±0.06 arginine vasopressin (Avp) 
AB049623 0.58±0.04 HSCO 
AF286163 0.60±0.02 Phosphoinositol 4-phosphate Adaptor Protein-1  
NM_010232 0.60±0.01 flavin containing monooxygenase 5 (Fmo5) 
NM_020046 0.60±0.03 dihydroorotate dehydrogenase (Dhodh) 
M16355 0.61±0.04 Mouse major urinary protein I (MUP I)  
NM_018806 0.61±0.04 Rp42 (Rp42-pending) 
NM_013483 0.62±0.01 butyrophilin (Btn) 
NM_013756 0.63±0.06 defensin beta 3 (Defb3) 
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Detoxification 
 

X71479 0.37±0.06 Cyp4a-12 
NM_017396 0.53±0.03 cytochrome P450, steroid inducible 3a41 (Cyp3a41) 

 
Stress and inflammatory response 

 
NM_008843 0.28±0.03 prolactin induced protein (Pip) 
NM_008645 0.28±0.03 murinoglobulin 1 (Mug1) 
NM_011314 0.29±0.07 serum amyloid A 2 (Saa2) 
NM_008768 0.29±0.04 orosomucoid 1 (Orm1)  
NM_016704 0.31±0.02 complement component 6 (C6) 
NM_021319 0.32±0.005 TAG-like (TAGL) 
NM_016971 0.33±0.05 interleukin 10-related T cell-derived inducible factor (Iltif) 
NM_007827 0.35±0.07 decay accelerating factor 2 (Daf2) 
NM_013560 0.41±0.03 heat shock protein, 25 kDa (Hsp25) 
NM_013868 0.42±0.03 heat shock protein 25 kDa 2 (cardiovascular) (Hsp25-2) 
NM_011318 0.42±0.21 serum amyloid P-component (Sap) 
NM_017370 0.43±0.04 haptoglobin (Hp) 
M12571 0.44±0.04 Mouse heat shock protein (hsp68) , clone MHS243 
NM_018827 0.46±0.07 cytokine receptor-like factor 1 (Crlf1) 
NM_007784 0.46±0.08 casein alpha (Csna) 
K02782 0.48±0.06 Mouse complement component C3 mRNA, alpha and beta subunits 
AB026044 0.49±0.08 mRNA for MS4A8 
NM_009777 0.53±0.06 complement component 1, q subcomponent, beta polypeptide (C1qb) 
NM_008331 0.57±0.03 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 (Ifit1) 
NM_007769 0.58±0.10 crp-ductin (Crpd) 
NM_021782 0.59±0.06 interleukin 21 (IL21) 
X93167 0.59±0.06 mRNA for fibronectin 
NM_013478 0.60±0.02 alpha-2-glycoprotein 1, zinc (Azgp1) 
NM_016982 0.60±0.01 pre-B lymphocyte gene 1 (Vpreb1) 
NM_011331 0.62±0.05 small inducible cytokine A12 (Scya12) 

  
Cell cycle and Signalling 

 
NM_013584 0.41±0.05 leukemia inhibitory factor receptor (Lifr) 
NM_019447 0.46±0.03 hepatocyte growth factor activator (Hgfac) 
NM_009982 0.47±0.02 cathepsin C (Ctsc) 
AF002823 0.47±0.11 mitotic checkpoint protein kinase (Bub1)  
U21392 0.48±0.09 putative serine/threonine kinase (Fnk) 
NM_019952 0.51±0.06 neurotrophin-1/B-cell stimulating factor-3 (LOC56708) 
NM_009525 0.52±0.10 wingless-related MMTV integration site 5B (Wnt5b) 
AB041882 0.52±0.04 mRNA for TOPK 
AB043586 0.54±0.06 mRNA for Reprimo 
NM_008702 0.56±0.03 nemo like kinase (Nlk) 
NM_011178 0.60±0.04 proteinase 3 (Prtn3) 
NM_010164 0.61±0.03 eyes absent 1 homolog (Drosophila) (Eya1) 
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Transport 
  

U61085 0.40±0.07 thiazide-sensitive Na-Cl cotransporter  
NM_013569 0.49±0.04 potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 2 (Kcnh2) 
NM_009308 0.49±0.09 synaptotagmin 4 (Syt4) 
NM_021398 0.49±0.14 selectively expressed in embryonic epithelia protein-1 (Eeg1) 
NM_009175 0.50±0.08 sialyltransferase 1 (Siat1) 
NM_008074 0.50±0.14 gamma-aminobutyric acid (GABA-A) receptor, subunit gamma 3 (Gabrg3) 
NM_008557 0.50±0.14 FXYD domain-containing ion transport regulator 3 (Fxyd3) 
NM_021022 0.51±0.04 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 11 (Abcb11) 
NM_020269 0.52±0.09 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 10 (Kcnj10) 
AF020711 0.52±0.09 Maxi potassium channel beta subunit  
NM_021375 0.52±0.08 Rh type B glycoprotein (Rhbg) 
NM_009181 0.53±0.06 sialyltransferase 8 (alpha-2, 8-sialytransferase) B (Siat8b) 
NM_007385 0.53±0.06 apolipoprotein C2 linked (Acl) 
NM_011387 0.55±0.03 solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter family), member 1 

(Slc10a1)  
NM_019659 0.55±0.11 inwardly rectifying potassium channel  ROMK-2 (Romk2)  
NM_010596 0.56±0.12 potassium voltage gated channel, shaker related subfamily, member 7 (Kcna7) 
NM_008419 0.57±0.06 potassium voltage gated channel, shaker related subfamily, member 5 (Kcna5) 
NM_010609 0.58±0.08 potassium channel, subfamily K, member 8 (Kcnk8) 

  
Cell adhesion 

 
NM_009763 0.39±0.13 BP-3 alloantigen (Bp3) 
NM_007657 0.41±0.09 CD9 antigen (Cd9) 
NM_016675 0.49±0.12 claudin 2 (Cldn2) 
NM_008125 0.49±0.05 gap junction membrane channel protein beta 2 (Gjb2) 
AF034136 0.52±0.05 collagen alpha3(VI) (Col6a3)  
X84014 0.54±0.01 mRNA for laminin-5, alpha3B chain 
NM_020018 0.59±0.05 melanoma antigen, family A, 5 (Magea5) 
L22550 0.61±0.07 Mouse desmin  

  
Transcription and Chromatin 

 
NM_016967 0.26±0.07 oligodendrocyte transcription factor 2 (Olig2) 
NM_011850 0.37±0.10 nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2 (Nr0b2) 
AF312938 0.41±0.02 transcription factor-like protein ODA-10  
U57328 0.47±0.02 transcription factor Tbx3 (tbx3)  
NM_011546 0.48±0.07 zinc finger homeobox 1a (Zfx1a) 
NM_010127 0.49±0.16 embigin (Emb) 
NM_010714 0.60±0.06 LIM homeobox protein 9 (Lhx9) 

  
Other 

 
NM_009100 0.38±0.08 repetin (Rptn) 
M27347 0.40±0.12 p6-5 gene, 3' end 
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NM_007449 0.44±0.10 angiogenin related protein (Angrp) 
NM_016667 0.46±0.14 syntrophin, basic 1 (Sntb1) 
NM_010948 0.46±0.04 nuclear distribution gene C homolog (Aspergillus) (Nudc) 
X79790 0.47±0.13 NQN1/A14,4,3 mRNA for anti 2-phenyl oxazolone HCV-region 
NM_019414 0.49±0.06 selenium binding protein 2 (Selenbp2) 
NM_011670 0.50±0.14 ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 (Uchl1) 
NM_009411 0.50±0.11 trophoblast specific protein (Tpbp) 
NM_010111 0.53±0.11 ephrin B2 (Efnb2) 
Z25469 0.54±0.02 of protein S gene 
L24755 0.54±0.05 bone morphogenetic protein (Bmp-1)  
NM_013808 0.55±0.10 cysteine-rich protein 3 (Csrp3) 
NM_010352 0.57±0.03 germ cell-specific gene 1 (Gsg1) 
U58108 0.60±0.03 nebulin 

  
  

Genes upregulated (>1.5 fold) 
  

Genbank 
Number 

Fold 
change 

Gene Name 

  
Metabolism 

 
NM_009349 3.43±0.25 thioether S-methyltransferase (Temt) 
NM_008116 3.15±1.67 gamma-glutamyl transpeptidase (Ggtp) 
NM_012006 3.05±0.64 acyl-CoA thioesterase 1, cytosolic (Cte1-pending) 
NM_007643 2.88±0.50 CD36 antigen (Cd36)  
NM_009286 2.71±0.29 sulfotransferase, hydroxysteroid preferring 2 (Sth2) 
NM_011704 2.36±0.40 vanin 1 (Vnn1) 
NM_009676 2.33±0.50 aldehyde oxidase 1 (Aox1) 
NM_007860 2.29±0.45 deiodinase, iodothyronine, type I (Dio1) 
NM_016722 2.23±0.37 galactosamine (N-acetyl)-6-sulfate sulfatase (Galns) 
NM_008777 2.21±0.18 phenylalanine hydroxylase (Pah) 
NM_008278 2.18±0.42 hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15 (NAD) (Hpgd) 
NM_021481 2.10±0.25 trehalase (brush-border membrane glycoprotein) (Treh) 
NM_008621 2.03±0.48 membrane protein, palmitoylated (55 kDa) (Mpp1) 
AF038500 1.96±0.11 soluble guanylyl cyclase beta2 subunit (GC-SB2)  
AB018421 1.93±0.19 CYP4A10 mRNA for cytochrome P-450 
NM_021456 1.90±0.24 carboxylesterase 1 (Ces1) 
NM_010761 1.86±0.48 maternal inhibition of differentiation (Maid) 
NM_011844 1.81±0.25 monoglyceride lipase (Mgll) 
X14489 1.78±0.21 thymidylate synthase (TS) gene exons 5 - 7 
NM_021427 1.74±0.21 hypothetical protein,  MNCb-1231 (LOC58238) 
NM_007381 1.72±0.23 acetyl-Coenzyme A dehydrogenase, long-chain (Acadl) 
NM_021304 1.67±0.10 alpha/beta hydrolase-1 (LOC57742) 
NM_010145 1.64±0.14 epoxide hydrolase 1, microsomal (Ephx1) 
AF031467 1.61±0.09 branched-chain amino acid aminotransferase (Eca40) 
NM_007437 1.58±0.06 alcohol dehydrogenase family 3, subfamily A2 (Aldh3a2) 
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Detoxification 
 

NM_009997 6.88±1.65 cytochrome P450, 2a4 (Cyp2a4) 
NM_010000 6.35±1.40 cytochrome P450, 2b9, phenobarbitol inducible, type a (Cyp2b9) 
NM_007822 3.59±1.72 cytochrome P450, 4a14 (Cyp4a14) 
NM_007817 2.11±0.12 cytochrome P450, 2f2 (Cyp2f2) 
NM_010003 1.62±0.11 cytochrome P450, 2c39 (Cyp2c39) 

  
Stress and inflammatory response 

 
NM_008182 3.03±0.12 glutathione S-transferase, alpha 2 (Yc2) (Gsta2) 
NM_019752 2.27±0.15 serine protease OMI (Omi) 
NM_010361 2.12±0.23 glutathione S-transferase, theta 2 (Gstt2) 
NM_008185 1.83±0.29 glutathione S-transferase, theta 1 (Gstt1) 
NM_011579 1.82±0.28 T-cell specific GTPase (Tgtp) 
NM_009912 1.81±0.30 chemokine (C-C) receptor 1 (Cmkbr1) 

  
Cell cycle and Signalling 

 
M64403 2.69±0.52 cyclin-like protein (induced by colony-stimulating factor 1) (CYL-1)  
NM_009801 2.32±0.44 carbonic anhydrase 2 (Car2) 
NM_020568 2.23±0.63 S3-12 protein (S3-12) 
NM_010742 2.15±1.02 lymphocyte antigen 6 complex, locus D (Ly6d) 
AF223950 2.02±0.29 TIM22 preprotein translocase (Tim22)  
D86949 1.75±0.22 mRNA for plexin 2 
Z47778 1.62±0.07 mRNA expressed in islet cells (clone 40) 
NM_008639 1.56±0.004 melatonin receptor 1A (Mtnr1a) 

  
Transport 

 
U88623 5.09±0.38 aquaporin-4 (Aqp4)  
NM_011671 3.01±0.39 uncoupling protein 2, mitochondrial (Ucp2) 
NM_011994 2.94±0.04 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 2 (Abcd2) 
NM_016972 2.54±1.33 solute carrier family 8 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 7 

(Slc7a8) 
NM_007854 2.38±0.33 solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 2 (Slc29a2) 
NM_016804 2.32±0.08 metaxin 2 (Mtx2) 
NM_013757 2.31±0.35 granuphilin (Gph-pending) 
AJ011080 2.19±0.16 mRNA for alpha-albumin protein 
L06463 2.11±0.34 steroid cytochrome p450 7-alpha hydroxylase  
NM_009463 1.98±0.16 uncoupling protein, mitochondrial (Ucp) 
NM_011391 1.98±0.11 solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), member 7 (Slc16a7) 
NM_013770 1.87±0.18 solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator), 

member 10 (Slc25a10) 
NM_009464 1.80±0.09 uncoupling protein 3, mitochondrial (Ucp3) 
NM_011388 1.74±0.12 solute carrier family 10, member 2 (Slc10a2) 
NM_011403 1.71±0.18 solute carrier family 4 (anion exchanger), member 1 (Slc4a1) 
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D50000 1.62±0.03 mRNA for Doc2 
NM_009204 1.59±0.02 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 4 (Slc2a4) 
AF213394 1.58±0.06 ATP-binding cassette protein (Abca3) 
NM_008650 1.57±0.04 methylmalonyl-Coenzyme A mutase (Mut) 
   

Transcription and Chromatin 
 

NM_013723 3.95±0.26 podocalyxin-like (Podxl) 
AB010347 2.96±0.54 mRNA for mszf60 
U43884 2.80±0.54 transcription factor Id1B (Id1B)  
NM_009632 2.47±0.88 ADP-ribosyltransferase (NAD+; poly (ADP-ribose) polymerase) 2 (Adprt2) 
NM_011146 2.02±0.61 peroxisome proliferator activated receptor gamma (Pparg) 
Z30940 1.66±0.12 (CD-1) mRNA for histone H2A (partial) 

  
Other 

 
NM_011927 3.33±1.2 CEA-related cell adhesion molecule 9 (Ceacam9) 
AF202528 3.29±1.07 cathepsin M (Catm)  
NM_016669 2.98±0.86 crystallin, mu (Crym) 
NM_009263 2.95±0.38 secreted phosphoprotein 1 (Spp1) 
NM_010718 2.68±0.47 LIM motif-containing protein kinase 2 (Limk2) 
Z47769 2.43±1.02 mRNA expressed in islet cells (clone 1-5') 
AF188613 2.34±0.88 channel activating protease 1  
NM_007554 2.13±0.66 bone morphogenetic protein 4 (Bmp4) 
NM_011253 2.02±0.52 RNA binding motif protein, Y chromosome, family 1, member A1 (RbmY1a1) 
NM_008604 1.99±0.53 membrane metallo endopeptidase (Mme) 
NM_008536 1.97±0.48 membrane component, surface marker 1 (M3s1) 
M61737 1.91±0.20 adipocyte-specific mRNA 
AF019086 1.91±0.21 prostate kallikrein (mPK-1)  
NM_008895 1.85±0.25 pro-opiomelanocortin-alpha (Pomc1) 
NM_007799 1.79±0.31 cathepsin E (Ctse) 
NM_013758 1.77±0.11 adducin 3 (gamma) (Add3) 
NM_019542 1.76±0.10 N-acetylglucosamine kinase (Gnk-pending) 
AF248635 1.76±0.13 lymphocyte antigen 108 isoform l  
NM_007720 1.76±0.18 chemokine (C-C) receptor 8 (Cmkbr8) 
NM_021507 1.67±0.03 flavo-binding protein (LOC59010) 
NM_008019 1.64±0.09 FK506 binding protein 1a (12 kDa) (Fkbp1a) 
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Πλασµιδιακές κατασκεύες 
 
Τα πλασµίδια pGEX-2TK-SHP και pMT-HA-SHP κατασκευάστηκαν µε 

κλωνοποίηση της κωδικής περιοχής του ανθρώπινου γονιδίου SHP το οποίο 
αποµονώθηκε µε RT-PCR από δείγµα ολικού RNA από κύτταρα HepG2. Οι 
πλασµιδιακοί φορείς που εκφράζουν µεταλλαγµένα ελλειπτικά µόρια του SHP 
κατασκευάστηκαν µε PCR. Οι σηµειακές µεταλλαγές SHP (R213C) και G9a 
(R1109H) έγιναν µε το GeneEditor kit (Promega) σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
κατασκευαστή.Τα πλασµίδια pBXG1-HNF4 FL, pCMV-myc-HDAC1 και 
4χGAL4-E1B-luc έχουν περιγραφεί (Ktistaki and Talianidis, 1997; Soutoglou 
et al., 2001). Το πλασµίδιο pCMV-T7-G9a ήταν προσφορά του C.M Sanderson 
και έχει περιγραφεί (Brown et al., 2001). 
 
 
Κατασκευή διαγονιδιακών ποντικών  
    
 Το cDNA του ανθρώπινου γονιδίου SHP που περιείχε την αλληλουχία 
που κωδικοποιεί για τον επίτοπο FLAG κλωνοποιήθηκε στη StuI περιοριστική 
θέση του πλασµιδίου pTTR1-ExV3 (Yan et al., 1990). Το HindIII κοµµάτι DNA 
µήκους 6.2 κιλοβάσεων που περιείχε τον υποκινητή και ενισχυτή του γονιδίου 
της τρανσθυρετίνης του ποντικού, το cDNA για τον FLAG-SHP και την 
αλληλουχία για προσθήκη poly-A ουράς από τον ιό SV-40, χρησιµοποιήθηκε 
για την µικροένεση CBA-CaxC57B1/10 γονιµοποιηµένων ωαρίων. Τα 
διαγονιδιακά ποντίκια ιδρυτές ταυτοποιήθηκαν µε PCR µε τη χρήση ειδικών 
εκκινητών και διασταυρώθηκαν µε ποντίκια στελέχους CBA-CaxC57B1 ώστε να 
δηµιουργηθούν διαγονιδιακές σειρές. Οι διαγονιδιακές σειρές SHP ποντικών 
καθώς και τα ποντίκια αγρίου τύπου διατηρήθηκαν σε κλουβιά σε κύκλο 12hr 
φως/12hr σκοτάδι και τράφηκαν µε φυσιολογική δίαιτα. Όλα τα πειράµατα 
πραγµατοποιήθηκαν µε ποντίκια ηλικίας 2 µηνών.               
 
 
Κυτταροκαλλιέργιες και παροδική διαµόλυνση 
 

Οι κυτταρικές σειρές (Caco-2, HepG2, HeLa, COS-1) που 
χρησιµοποιήθηκαν, διατηρήθηκαν σε θρεπτικό µέσο DMEM (Dulbecco’s 
modified Eagle medium) συµπληρωµένο µε απενεργοποιηµένο µε θέρµανση 
βόειο εµβρυϊκό ορό (fetal calf serum) 10%. 
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 Η παροδική διαµόλυνση των κυττάρων στα βιοχηµικά πειράµατα 
(ανοσοκατακρήµνιση πρωτεϊνών και δοκιµασίες γονιδίων αναφοράς) έγινε µε τη 
µέθοδο συγκατακρήµνισης calcium phosphate-DNA, όπως περιγράφεται στα 
(Kritis et al., 1993; Ktistaki et al., 1995).  
 
 
Πυρηνικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από κυτταρικές σειρές 
 
  Τα κύτταρα, αφού ξεπλύθηκαν, συλλέχθηκαν σε 1χ PBS και 
φυγοκεντρήθηκαν 5min/1000 rpm, επαναδιαλύθηκαν σε 5V Buffer A (25mM 
Hepes pH 7.9, 1.5mM MgCl2, 10mM KCl, 0.1% NP40, 1mM DTT, 0.5mM 
PMSF, 10µg/ml approtinin). Τα κύτταρα παρέµειναν 10min/4ºC και 
ακολούθησε οµογενοποίηση και φυγοκέντρηση 5min/2000 rpm/4ºC. Η 
πελέττα που αποτελεί, σε ένα µεγάλο ποσοστό αδιάρρηκτους πυρήνες, 
επαναδιαλύθηκε σε κατάλληλο όγκο Buffer A. Στη συνέχεια προστέθηκε ίσος 
όγκος διαλύµατος NLB 800 ( 25mM HEPES pH7.9, 10% glycerol, 0.8M KCl, 
0.2mM EDTA, 0.1%NP40, 1mM DTT, 0.5mM PMSF, 10µg/ml approtinin). Το 
δείγµα αναδεύθηκε 30min/4ºC και φυγοκεντρήθηκε 30min/14000 rpm/4ºC. 
Το υπερκείµενο που αποτελεί το πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα συλλέχθηκε 
και µετά από προσθήκη 1/5 του όγκου 50% glycerol φυλάχτηκε στους -80ºC.  
 
 
Αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε τη µέθοδο της ανοσο-συγκατακρήµνισης 
 

Το πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα αραιώνεται 3x µε Extract dilution 
Buffer (25mM H Extract dilution Buffer (25mM HEPES pH7.9, 2mΜ EDTA, 
0.1% NP40, 1mM DTT, 0.5mM PMSF, 10µg/ml aprotinin). Τα αραιωµένα 
πρωτεινικά εκχυλίσµατα επωάστηκαν µε σφαιρίδια Protein A-sepharose 
(Rosche) (~1ml εκχύλισµα/ 50µl σφαιρίδια) για 1hr/4ºC (preclearing step). 
Φυγοκεντρήθηκαν για 5 min/4ºC/14.000rpm (αποµάκρυνση των beads) και το 
υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέο eppendorf σωληνάκι. Προστέθηκε το αντίσωµα 
(10µg) και επωάστηκε αναδεύοντας για 10min/4ºC. Στη συνέχεια προστέθηκαν 
50 µl Protein A Sepharose beads και η ανοσοκατακρύµνιση έγινε αναδεύοντας 
5hr/4ºC. Τα σφαιρίδια ξεπλύθηκαν 4x µε Wash buffer (25 mM Hepes pH 7.9, 
1% glycerol, 100 mM KCl, 2 mM EDTA, 0.1% NP40, 1mM DTT, 0.5 mM 
PMSF) και προστέθηκε ίσος όγκος 2χ SDS loading buffer. Ακολούθησε 
ανάλυση µε western blot.  
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Μέτρηση ενεργότητας της β-γαλακτοσιδάσης 
 

Τα κύτταρα αφού ξεπλύθηκαν και συλλέχθηκαν σε 1x PBS 
επαναδιαλύθηκαν σε κατάλληλη ποσότητα 250mM Tris pH7.5. Ακολούθησαν 3 
κύκλοι ταχείας ψύξης (-80ºC) και απόψυξης (37ºC) των δειγµάτων και 
φυγοκέντρηση για την συλλογή του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος στο υπερκείµενο. 
Στην κατάλληλη ποσότητα ολικού κυτταρικού εκχυλίσµατος προστέθηκαν 3 µl 
100x Mg buffer (100mM MgCl2, 5M 2-mercaptoethanol, 1M KCl), 66µl 
διαλύµατος ONPG (4mg/ml ONPG σε διάλυµα sodium phosphate) και διάλυµα 
sodium phosphate (0.1M Na2HPO4 και ΝaH2PO4, pH 7.3) µέχρι τα 300µl. Τα 
δείγµατα επωάστηκαν στους 37ºC µέχρι την εµφάνιση κίτρινου χρώµατος, οπότε 
και η αντίδραση τερµατίστηκε µε την προσθήκη 500µl Na2CO3. Η µέτρηση της 
οπτικής απορρόφησης των δειγµάτων έγινε στα 420nm. 
 
 
Μέτρηση ενεργότητας του ενζύµου luciferase (luc assays) 
 

Η µέτρηση της ενεργότητας του ενζύµου luciferase έγινε µε τη 
χρησιµοποίηση του luceferase assay kit (Promega) σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
κατασκευαστή. 
 
 
Αποµόνωση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών από βακτήρια  
 

 Όλες οι πρωτεΐνες που καθαρίστηκαν από βακτήρια στην παρούσα 
εργασία ήταν σε σύντηξη µε ιστιδίνες (6ΧHis) ή µε την βακτηριακή πρωτεΐνη 
GST (Glutathione S Transferase). Η έκφραση όλων των πρωτεϊνών έγινε στο 
E.coli βακτηριακό στέλεχος BL21plys. Το στέλεχος αυτό έχει το 
χαρακτηριστικό ότι η έκφραση της T7 πολυµεράσης από την οποία εξαρτάται η 
µεταγραφή και εποµένως και η έκφρασης της συγκεκριµένης πρωτεΐνης, 
βρίσκεται κάτω από αυστηρό έλεγχο και επάγεται µόνο µε την προσθήκη IPTG 
(συναγωνιστής της δράσης του lacI καταστολέα). Σε καλλιέργεια οπτικής 
πυκνότητας (OD) 0.8 προστίθεται IPTG τελικής συγκέντρωσης 0.2mM. 
Ακολουθεί επώαση στους 37ºC για 3hr ή στους 22ºC για 6hr. Στη συνέχεια τα 
κύτταρα συλλέγονται και φυγοκεντρούνται για 5min/5.000rpm/4ºC. Η 
πελλέτα επαναδιαλύεται σε Sonication buffer Ι (20mM Tris pH8.0, 200mM 
NaCl, 0.5% Triton, 5mM Imidazole, 1mM PMSF) στην περίπτωση που η 
πρωτεΐνη βρίσκεται σε σύντηξη µε His και επαναδιαλύεται σε Sonication buffer 

      90



                                                                                                     Υλικά και Μέθοδοι 

ΙΙ (1xPBS 0.5mg/ml BSA) στην περίπτωση της σύντηξης µε GST. Ακολουθεί 
διάρρηξη των κυττάρων και σπάσιµο του DNA µε υπέρηχους και φυγοκέντρηση 
στις 12.000rpm/30min. Το υπερκείµενο αποτελεί το πρωτεϊνικό εκχύλισµα 
που θεωρητικά περιέχει υπερεκφρασµένη την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει. 
Ακολουθεί αποµόνωση της  πρωτεΐνης µε χρωµατογραφία συγγένειας µε Ni-
NTA Agarose (QIAGEN) στην πρώτη περίπτωση και Glutathione Sepharose 4B 
(Pharmacia) στην δεύτερη. Οι πρωτεΐνες που προσδένονται µη ειδικά στην κάθε 
κολώνα αποµακρύνονται µε 4 ξεπλύµατα µε τα παραπάνω διαλύµατα (10φορές 
ο όγκος της κολώνας) για 10min το καθένα, στους 4ºC υπό ανάδευση. Στη 
συνέχεια οι πρωτεΐνες εκλούονται από την κολώνα µετά από προσθήκη ίσου 
όγκου Elution Buffer I (20mM Tris pH8.0, 200mM NaCl, 0.5% Triton, 200mM 
Imidazole, 1mM PMSF) και Elution Buffer II (10mM Glutathiοne, 50mM Tris 
pH8.0, 1mM PMSF) αντίστοιχα. Η διαδικασία της έκλουσης επαναλαµβάνεται 
5 φορές και τα προϊόντα συλλέγονται είτε συγκεντρώνονται µε centricon είτε 
µεταφέρονται σε κατάλληλο διάλυµα (20 mM Tris pH8.0, 50mM KCl, 0.5mM 
DTT, 0.5mM PMSF 10% glycerol) µε τη µέθοδο της διαπίδυσης (dialysis).  
 
 
In vitro αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών  
 

Πραγµατοποιήθηκαν δοκιµές pull-down µε τη χρήση ανασυνδυασµένων 
πρωτεϊνών που είναι σε σύντηξη µε την πρωτεΐνη GST και είτε συντεθειµένων in 
vitro ραδιοσηµασµένων 35S πρωτεϊνών ή πυρηνικών εκχυλισµάτων από κύτταρα 
HepG2 ή καθαρισµένων ιστονών. Οι 35S σηµασµένες ανασυνδυασµένες 
πρωτεΐνες συντίθενται in vitro µε τη χρήση του ΤΝΤ συστήµατος της Promega 
σύµφωνα µε τις οδηγίες των κατασκευαστών. 

Οι αντιδράσεις αλληλεπίδρασης έγιναν µε τη χρησιµοποίηση 2µg από 
κάθε πρωτεΐνη που είναι σε σύντηξη µε GST και είτε 4µl συντεθειµένης in vitro 
και ραδιοσηµασµένης 35S πρωτείνης ή κατάλληλης ποσότητας πυρηνικού 
εκχυλίσµατος από HepG2 ή 25µg καθαρισµένων ιστονών. Η GST πρωτεΐνη 
προσδέθηκε σε σφαιρίδια Glutathione Sepharose τα οποία είχαν 
προηγουµένως εξισορροπηθεί µε 0.5% BSA/1x PBS. Στη συνέχεια, κάθε 
κολώνα ξεπλύθηκε 3x µε 1xPBS και ακολούθησε αντίδραση αλληλεπίδρασης 
για 5hr/4ºC µε ανακίνηση µε την προσθήκη της ραδιασηµασµένης πρωτεΐνης 
στο διάλυµα αλληλεπίδρασης (150mM KCL, 20mM Hepes pH 7.9, 0.1%NP-40, 
5mM MgCl2 0.2% ΒSA, 10% glycerol, 0.1mM PMSF, 10µg/ml approtinin). Τα 
σφαιρίδια ξεπλύθηκαν 4x µε το διάλυµα έκπλυσης (200mM KCl, 20mM Hepes 
pH 7.9, 0.1% NP-40, 5mM MgCl2, 0.1mM PMSF, 10µg/ml approtinin) και 
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επαναδιαλύθηκαν σε 20µl SDS loading buffer. Στις δοκιµές αλληλεπιδράσεις 
µε τα πυρηνικά εκχυλίσµατα HepG2 χρησιµοποιήθηκαν αυξανόµενες 
συγκεντρώσεις ΝaCI (150-500mM) στα διαλύµατα αλληλεπίδρασης και 
έκπλυσης, ενώ στις αντιδράσεις αλληλεπίδρασης µε ιστόνες τα ξεπλύµατα 
έγιναν µε διάλυµα έκπλυσης που περιείχε 500mM KCl. Τα δείγµατα 
αναλύθηκαν σε αποδιατακτικό πήκτωµα ακρυλαµίδης και ακολούθησε είτε 
αυτοραδιογραφία για την ανίχνευση των ραδιοσηµασµένων 35S πρωτεϊνών είτε 
ανάλυση κατά western για την ανίχνευση ιστονών και πυρηνικών πρωτεϊνών 
από τα κύτταρα HepG2. 

Για τις αντιδράσεις αλληλεπίδρασης πεπτιδίων µε την πρωτεΐνη SHP, 
χρησιµοποιήθηκαν 3.5µg βιοτινιλιοµένων πεπτιδίων τα οποία 
ακινητοποιήθηκαν σε σφαιρίδια στρεπταβιδίνης και 4µl συντεθειµένη in vitro 
ραδιοσηµασµένη 35S πρωτεΐνη SHP. Πραγµατοποιήθηκε αντίδραση 
αλληλεπίδρασης για 5hr/4ºC µε ανακίνηση µε την προσθήκη της 
ραδιασηµασµένης πρωτεΐνης στο διάλυµα αλληλεπίδρασης (150mM KCl, 
20mM Hepes pH 7.9, 0.1%NP-40, 5mM MgCl2 0.2% ΒSA, 10% glycerol, 
0.1mM PMSF, 10µg/ml approtinin) και στη συνέχεια ακολουθήθηκε η ίδια 
διαδικασία όπως παραπάνω.   
 
 
Ανάλυση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων µε Far western 
 
 Οι κάθαρισµένες ιστόνες διαχωρίστηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε SDS 
πήκτωµα πολυακριλαµίδης 12% ή σε Acid Urea πήκτωµα πολυακριλαµίδης 
(Edmondson and Roth, 1998). Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε µετατόπιση 
τους σε µεµβράνη. Οι µεµβράνες επωάστηκαν αρχικά για 2hr σε διάλυµα 
1χPBS, 0.05% Τween και στη συνέχεια για άλλες 2hr σε διάλυµα 1χPBS, 
1%BSA. Στη συνέχεια υβριδοποιήθηκαν µε ραδιοσηµασµένη 32P-GST-SHP 
πρωτεΐνη (500 000 c.p.m/ml) σε διάλυµα αλληλεπίδρασης (1χPBS, 0.3%BSA, 
1% fetal calf serum) για 2hr. Ακολούθησαν ξεπλύµατα 5χ µε 1χPBS και οι 
αλληλεπιδράσεις ανιχνεύθηκαν µε αυτοραδιογραφία.    
 
 
Κλασµατοποίηση χρωµατίνης µε µερική πέψη µε µικροκοκκική 
νουκλεάση 
 
 Κύτταρα Caco-2, αφού ξεπλύθηκαν, συλλέχθηκαν σε 1χ PBS και 
φυγοκεντρήθηκαν 5min/1000 rpm επαναδιαλύθηκαν σε 5V Buffer N (15mM 
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Tris pH7.5, 5mM MgCl2, 60mM KCl, 15mM NaCl, 1mM CaCl2, 250mM 
Sucroze, 1mM DTT 0.5mM PMSF, 10µg/ml approtinin). Στη συνέχεια 
προστέθηκε ίσος όγκος Buffer N που περιείχε 0.6% NP-40 και το δείγµα 
αναµείχθηκε. Τα κύτταρα παρέµειναν 5min/4ºC και ακολούθησε 
οµογενοποίηση και φυγοκέντρηση 5min/2000 rpm/4ºC. Η πελέττα που 
αποτελεί, σε ένα µεγάλο ποσοστό αδιάρρηκτους πυρήνες, επαναδιαλύθηκε σε 
κατάλληλο όγκο Buffer Nuc (15mM Hepes pH7.5, 60mM KCl, 15mM NaCl, 
0.34mM sucrose, 0.15 mM mercaptoethanol).  Στη συνέχεια προστέθηκε 
ποσότητα CaCl2 ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 3mM και οι πυρήνες 
επωάστηκαν µε 2, 5 και 10 Units µικροκοκκικής νουκλεάσης για 2min/37ºC. 
Ακολούθησε µεταφορά στους 4ºC και φυγοκέντρηση 3min/11000rpm/4ºC. Το 
υπερκείµενο (S1) συλλέχθηκε και η αντίδραση πέψης σταµάτησε µετά από 
προσθήκη 5mΜ EDTA και 5mM EGTA. Η πελλέτα επαναδιαλύθηκε σε 2mM 
EDTA και ακολούθησε επώαση για 10min και φυγοκέτρηση 10min/ 
11000rpm/4ºC. Το υπερκείµενο (S2) συλλέχθηκε και η πελλέτα (P) 
επαναδιαλύθηκε σε 2mM EDTA. Στη συνέχεια σε ίσες ποσότητες δειγµάτων 
προστέθηκε ίσος όγκος 2χ SDS loading buffer και πραγµατοποιήθηκε ανάλυση 
κατά western. Επιπλέον, σε ίσες ποσότητες δειγµάτων αποµονώθηκε το DNA 
και ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης για τον έλεγχο της πέψης από τη 
νουκλεάση.           
 
 
Ανοσοφθορισµός σε κυτταροκαλλιέργειες 
 

Κύτταρα Caco-2 καλλιεργήθηκαν σε γυάλινες αντικειµενοφόρους. Τα 
κύτταρα ξεπλύθηκαν 3χ µε 1χ PBS και µονιµοποιήθηκαν µε methanol για 
10min και ακολούθησε 3χ ξέπλυµα µε 1χ PBS και επώαση µε 1x PBS/1% 
BSA για 30min. Ακολούθησε επώαση µε τα αντισώµατα σε κατάλληλες 
αραιώσεις σε διάλυµα 1x PBS/1% BSA. Τα πρωτεύοντα αντισώµατα 
επωάστηκαν για 45min ενώ τα δευτερεύοντα για 30min. Ενδιάµεσα και στο 
τέλος έγιναν 4χ πλύσεις /15min µε 1x PBS/1% BSA. Στη συνέχεια έγινε 
χρώση µε DAPI που βάφει του πυρήνες για 1min και ακολούθησαν 2-3 
ξεπλύµατα µε 1x PBS/1% BSA. Τέλος, µονιµοποιήθηκαν σε 
αντικειµενοφόρους µε 5µl Μοwiol (Sigma). Ολες οι επωάσεις και τα ξεπλύµατα 
έγιναν σε θερµοκρασία δωµατίου µε ανάδευση. Η παρατήρηση έγινε στο 
συνεστιακό µικροσκόπιο Zeiss Axioscope 2 Plus. 
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Αποµόνωση RNA από ήπαρ ποντικού 
 

Το RNA αποµονώθηκε µε τη µέθοδο της όξινης φαινόλης. Αρχικά το 
συκώτι του ποντικού ξεπλένεται µε PBS και τοποθετείται σε Solution D (4Μ 
guanidinium thiocyanate, 25mM sodium citrate pH7, 0.5% sarcosyl, 0.72% 
β-mercaptethanol). Το συκώτι οµογενοποιείται σε οµογενοποιητή και 
προστίθεται κατά σειρά 1/10 του όγκου 2Μ οξικό αµµώνιο, 1 όγκος φαινόλης 
pH4 και 2 όγκοι Sevaq ( χλωροφόρµιο και ισοαµυλική αλκοόλη σε αναλογία 
24/1. Ακολουθεί επώαση 15 λεπτών στον πάγο και φυγοκέντρηση σε 
3000rpm/40min/4ºC. To υπερκείµενο εκχυλίζεται µε ίσο όγκο ουδέτερης 
φαινόλης pH7.5. και φυγοκεντρείται για 3000rpm/40min/4ºC. Στο 
υπερκείµενο προστίθεται ίσος όγκος ισοπροπανόλης και τοποθετείται σε –20ºC 
για περισσότερο από 1hr. Κατόπιν φυγοκεντρείται για 14000rpm/20min/4ºC , 
αποµακρύνεται το υπερκείµενο και το ίζηµα ξεπλένεται µε 70% αιθανόλη. 
Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και η πελέτα στεγνώνεται από τα υπολείµµατα 
της αλκοόλης και επαναδιαλύεται σε 200-300µl ενέσιµου H2O. Μετά την 
πλήρη επαναιώρησή του το RNA ποσοτικοποιείται µε φωτοµέτρηση στα 260 nm 
και η ποιότητά του ελέγχεται σε πήκτωµα αγαρόζης 2%. 
 
 
Επώαση RNA µε DΝάση και αντίστροφη µεταγραφή  
 
 15-20µg RNA επωάζονται µε 1 µl DNάση (10u/λ χωρίς RNάση), 1x 
ρυθµιστικό διάλυµα DNάσης (200mΜ Tris pH8.0, 50mM NaCl, 30 mM MgCl2) 
για 1hr/37ºC. Μετά την επώαση πραγµατοποιείται εκχύλιση φαινόλης/ 
χλωροφορµίου/ισοαµυλικής αλκοόλης (25/24/1). Στο υπερκείµενο 
προστίθενται 2.5 όγκοι απόλυτης αιθανόλης και 1/10 όγκου οξικό νάτριο και 
αφήνεται στους –80ºC για 20min. Το δείγµα φυγοκεντρείται για 
20min/14000rpm και η πελέτα ξεπλένεται δύο φορές µε 70% αιθανόλη. 
Αποµακρύνεται η αιθανόλη, το ίζηµα  αφήνεται να στεγνώσει και 
επαναδιαλύεται σε 30µl ενέσιµο Η2Ο. 
 Για την αντίστροφη µεταγραφή χρησιµοποιείται 1µg RNA κατεργασµένου 
µε DNάση. Σε αυτά προστίθενται 1.2µl οligoDT (100ng/λ), 2µl µείγµατος των 
τεσσάρων dNTPs (10mΜ), 4µl 5x ρυθµιστικό διάλυµα MMLV RT και ο όγκος 
συµπληρώνεται µέχρι τα 19µl µε ενέσιµο Η2Ο.  Το µίγµα επωάζεται για 5min 
στους 65οC και αφήνεται να κρυώσει για 5min σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Τέλος προστίθεται 1µl ΜΜLV Reverse Transcriptase RNase H (200u/µl) και 
ακολουθεί επώαση στους 37ºC για 1hr. 
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Τεχνικές ιστολογικής ανάλυσης 
 
 Για τη χρώση αιµατοξυλίνης-ηωσίνης χρησιµοποιήθηκαν τοµές 
ιστοτεµαχίων ήπατος που είχαν µονιµοποιηθεί σε 4% φορµαλδεΰδη/ PBS για 
12hr στους 4ºC και στη συνέχεια είχαν εγκλειστεί σε παραφίνη. Για τη χρώση 
µε Oil Red O χρησιµοποιήθηκαν κρυοτοµές ιστοτεµαχίων ήπατος που είχαν 
µονιµοποιηθεί σε 4% φορµαλδεΰδη/ PBS για 12hr στους 4ºC. Για 
ανοσοιστοχηµεία χρησιµοποιήθηκαν κρυοτοµές ιστοτεµαχίων ήπατος που 
µονιµοποιήθηκαν µε µεθανόλη.  
 
 
Προετοιµασία ιστών για έγκλειση σε παραφίνη 

 
Τα µονιµοποιηµένα ιστοτεµάχια ξεπλύθηκαν αρχικά µε PBS για 3hr και 

στη συνέχεια µε 0.86% saline για άλλες 3hr. Ακολούθησε αφυδάτωση των 
δειγµάτων µε διαδοχικές πλύσεις µε αυξανόµενη συγκέντρωση αιθανόλης (2hr 
30% αιθανόλη, 2hr 50% αιθανόλη, O/Ν 70% αιθανόλη, 2hr 95% αιθανόλη, 3hr 
100% αιθανόλη. Στη συνέχεια τα δείγµατα παρέµειναν για 3hr σε ξυλένιο και 
µετά µεταφέρθηκαν για 24-48hr σε παραφίνη. 
 
 
Προετοιµασία ιστών για κρυοτοµές 
 

Τα µονιµοποιηµένα ιστοτεµάχια ξεπλύθηκαν αρχικά µε PBS για 3hr, στη 
συνέχεια µεταφέρθηκαν σε 10% σακχαρόζη/PBS στους 4ºC για 1-2hr και µετά 
σε 30% σακχαρόζη/PBS στους 4ºC O/N. Ακολούθησε η παραµονή τους για 
3min σε παγωµένο ισοπεντάνιο (-80ºC) και η έγκλιση τους σε OCT. 
 
 
Xρώση αιµατοξυλίνης-ηωσίνης 
 

Χρησιµοποιήθηκαν τοµές παραφίνης πάχους 10 µm οι οποίες αφέθηκαν 
να στεγνώσουν στους 37ºC για τουλάχιστον 2hr. Aκολούθησαν 2χ 15 min 
ξεπλύµατα µε Neoclear και διαδοχικά πλυσίµατα µε ελαττωµένη συγκέντρωση 
αιθανόλης (100% αιθανόλη 2x 5min, 95% αιθανόλη 2x 2min, 70% αιθανόλη 
2min, 50% αιθανόλη 2min, 30% αιθανόλη 2min. Στη συνέχεια οι τοµές 
ξεπλύθηκαν µε ddH2O για 2min και παρέµειναν σε αιµατοξυλίνη για 1.5min. 
Aκολούθησαν 2χ 5 min ξεπλύµατα µε ddH2O, ξέπλυµα 70% αιθανόλη µε HCl 
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για 10sec, νερο βρύσης για 10min και διαδοχικά πλυσίµατα µε αυξηµένη 
συγκέντρωση αιθανόλης (30% αιθανόλη 2min, 50% αιθανόλη 2min, 70% 
αιθανόλη 2min, 95% αιθανόλη 5sec). Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε χρώση 
των τοµών µε ηωσίνη 40sec και πλυσίµατα µε 95% αιθανόλη 3min, 2x 100% 
αιθανόλη 3min και 2χ Neoclear για 30min. Τέλος οι τοµές καλύφθηκαν µε 
Entellan. 
 
 
Xρώση µε Oil red O 
 

Χρησιµοποιήθηκαν κρυοτοµές πάχους 10 µm οι οποίες αφέθηκαν να 
στεγνώσουν για 10min. Ακολούθησαν 3x5min πλυσίµατα µε PBS και ξέπλυµα 
µε ddH2O προτού τη χρώση µε Οil red O (0.3% σε ισοπροπανόλη) για 10min. 
Στη συνέχεια οι τοµές ξεπλένονται για 2 x 20sec µε ddH2O και για 10min  µε 
νερό βρύσης. Τέλος καλύπτονται µε  γλυκερόλη 100%. 

 
 

Ανοσοφθορισµός σε τοµές ήπατος 
 

Χρησιµοποιήθηκαν κρυοτοµές πάχους 10µm οι οποίες µονιµοποιήθηκαν 
µε µεθανόλη για 10min. Ακολούθησαν 3x5min πλυσίµατα µε PBSΤ (1χPBS 
pH7.4, 0.1% Triton), επώαση µε 1% BSA/PBST για 2hr επώαση  µε πρώτο 
αντίσωµα διαλυµένο σε 0.1% BSA/PBST Ο/Ν στους 4ºC. Στη συνέχεια τα 
δείγµατα ξεπλύθηκαν 3x5min µε PBSΤ και επωάστηκαν  µε δεύτερο φθορίζων 
αντίσωµα διαλυµένο σε PBS µε1,5% φυσιολογικό ορρό για 2 ώρες. 
Ακολούθησαν 3x5min πλυσίµατα µε PBSΤ, χρώση µε DAPI για 1min και 
ξεπλύµατα µε PBSΤ. Τέλος οι τοµές καλύπτονται µε Mowiol. 
 
 
Παρασκευή ηπατικών πυρηνικών εκχυλισµάτων  
 

Το ήπαρ οµογενοποιήθηκε σε διάλυµα  Sucrose Α (0.32Μ sucrose, 
15mΜ Hepes pH7.9, 60mM ΚCl, 2mM EDTA, 0.5mM EGTA, 0.5% BSA, 
0.5mM spermidine, 0.15mM spermine, 0.5mM  DTT, 0.5mM PMSF, 0.5mM 
approtinine). Στη συνέχεια το δείγµα διηθήθηκε µέσα από γάζα και ακολούθησε 
δεύτερη οµογενοποίηση από το οποίο λαµβάνονται οι πυρήνες. Το εκχύλισµα 
µεταφέρθηκε σε σωλήνα που περιέχει διάλυµα Sucrose Β ( ίδιο µε Α µε τη 
διαφορά ότι δεν έχει BSA και περιέχει 30% sucrose) κατά τρόπο τέτοιο ώστε να 
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δηµιουργηθούν δύο φάσεις διαφορετικής πυκνότητας sucrose. Το δείγµα 
φυγοκεντρήθηκε για 15min/4ºC /3000rpm και η πελλέτα αποτελεί τους 
πυρήνες. Στη συνέχεια η πελέτα επαναδιαλύθηκε σε κατάλληλη 
ποσότητα buffer A (10mM Hepes pH 7.9, 1.5mM MgCl2, 10mM KCl, 0.5mM 
DTT, 0.2mM PMSF), στην οποία προστέθηκε ίσος όγκος 2x NUN (2M ουρία, 
0.6M NaCl, 2%NP-40, 50mM HEPES pH7.6, 2mM DTT, 0.2 mM PMSF, 100 
µg/ml approtinin, 1 mMsodium vanadate). Τα δείγµατα αναδεύτηκαν, 
επωάστηκαν σε πάγο για 15min, φυγοκεντρήθηκαν και τα πυρηνικά 
εκχυλίσµατα συλλέχθηκαν στο υπερκείµενο, στο οποίο προστέθηκε 1/5 του 
όγκου 50% glycerol για φύλαξη στους -80 ºC. 
 
 
Μέτρηση φυσιολογικών παραµέτρων 
 

Τα δείγµατα ορρού παρασκευάστηκαν από αίµα που συλλέχθηκε από 
την καρδιά ποντικών που είχαν αναισθητοποιηθεί. Το αίµα επωάστηκε για 2-
3hr σε θερµοκρασία δωµατίου και στη συνέχεια ακολούθησε φυγοκέντρηση 
3000g/ 5min. Το υπερκείµενο που αντιστοιχεί στον ορρό του αίµατος 
συλλέχτηκε και φυλάχτηκε στους -80ºC. Για τις µετρήσεις των διάφορων 
παραµέτρων χρησιµοποιήθηκαν εξειδικευµένα αντιδραστήρια θερµιδοµετρίας 
σύµφωνα µε τις οδηγίες των κατασκευαστών. 

Για τη µέτρηση των αποθεµάτων των χολικών οξέων, προετοιµάστηκαν 
εκχυλίσµατα µετά από οµογενοποίηση του ήπατος και της χοληδόχου κύστης 
σε 75% αιθανόλη. Στη συνέχεια τα δείγµατα επωάστηκαν για 2hr στους 50 oC 
και µετά από φυγοκέτρηση 10min/3000rpm, τα υπερκείµενα 
διαλυτοποιήθηκαν αρχικά σε 75% αιθανόλη και µετά σε 25%PBS. Η µέτρηση 
της συγκέντρωσης των χολικών οξέων έγινε µε εξειδικευµένα αντιδραστήρια 
θερµιδοµετρίας σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Για τη µέτρηση της συγκέντρωσης ηπατικών λιπιδίων προετοιµάστηκαν 
εκχυλίσµατα µετά από οµογενοποίηση του ήπατος διάλυµα 
chloroform/methanol (2:1). Ακολούθησε φυγοκέντρηση 10min/3000 rpm και 
στα υπερκείµενα προστέθηκε 1/5V 0.9% NaCl. Μετά από νέα φυγοκέτρηση 
5min/2000rpm, η κάτω οργανική φάση που περιέχει τα λιπίδια συλλέχθηκε 
και λυοφιλιοποιήθηκε. Τέλος η πελέτα επαναδιαλυτοποιήθηκε σε 
1χPBS/1%Triton και οι συγκεντρώσεις τριγλυκεριδίων και χοληστερόλης 
προσδιορίστηκαν µε εξειδικευµένα αντιδραστήρια θερµιδοµετρίας σύµφωνα µε 
τις οδηγίες του κατασκευαστή.  
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Ανάλυση µε DNA microarrays  
 

Για την ανάλυση χρησιµοποιήθηκε ηπατικό ολικό RNA που 
παρασκευάστηκε µε τη µέθοδο της όξινης φαινόλης όπως έχει περιγραφεί. 
Επιπλέον υποβλήθηκε σε ένα επιπλέον στάδιο καθαρισµού µε τη χρήση του 
Rneasy kit (Qiagen) σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.  

Παρασκευάστηκαν δύο µίγµατα ολικού RNA από διαγονιδιακά SHP 
ποντίκια και άλλα δύο από ποντίκια αγρίου τύπου. Κάθε µίγµα προέκυψε από 
ανάµιξη ίσης ποσότητας ηπατικού ολικού RNA πέντε αρσενικών ποντικών και 
χρησιµοποιήθηκε για την παρασκευή cDNA µε αντίστροφη µεταγραφή. 
Ακολούθησε αποικοδόµηση του RNA µετά από επώαση µε RNAse και 
αποµόνωση του cDNA. Στη συνέχεια το cDNA σηµαίνεται µε τη χρήση του 
Klenow fragment της DNA πολυµεράσης και Cy3-dCTP ή Cy5-dCTP (Smith et 
al., 2003). Κάθε δείγµα cDNA χωρίστηκε στα δύο, το µισό σηµάνθηκε µε Cy3-
dCTP και το άλλο µισό µε Cy5-dCTP. Μετά από ανάµιξη αντιθετικά 
σηµασµένων δειγµάτων που προέρχονται από διαγονιδικά και αγρίου τύπου 
ποντίκια, δηµιουργήθηκαν 4 συνδυασµοί. Αυτοί χρησιµοποιήθηκαν για την 
υβριδοποίηση µε αντικειµενοφόρους που περιέχουν εντοπισµένα 
ολιγονουκλεοτίδια από 7.500 γονίδια γνωστής λειτουργίας του ποντικού (Mouse 
known Gene SGC Oligonucleotide arrays). Μετά την υβριδοποίηση και τα 
πλυσίµατα οι αντικειµενοφόροι διαβάστηκαν από τον Affymetrix 428 scanner 
και τα δεδοµένα αποκρυπτογραφήθηκαν µε τη βοήθεια του προγράµµατος 
Imagene 4.2 (Biodiscovery) (Smith et al., 2003). Ακολούθησε κανονικοποίηση 
των δεδοµένων και ανάλυση τους από το πρόγραµµα Genespring (Silicon 
Genetics). Τα γονίδια που παρουσίασαν διαφοροποιηµένη έκφραση πάνω από 
1.5 φορά σε τουλάχιστον 3 από τις 4 υβριδοποιήσεις επιλέχθηκαν. 
 
 
Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης  
 

Τα πειράµατα ανοσοκατακρύµνισης χρωµατίνης έγιναν χρησιµοποιώντας 
ήπαρ διαγονιδιακών SHP ποντικών και ποντικών αγρίου τύπου. Τα ποντίκια 
αναισθητοποιήθηκαν και µε τη βοήθεια καθετήρα το ήπαρ ξεπλύθηκε µε 1x 
PBS και µονιµοποιήθηκε µε 1% formaldehyde. Η αντίδραση µονιµοποίησης 
των πρωτεϊνών στο DNA τερµατίστηκε µε 0,125 Μ glycine. Κάθε ένα από τα 
παραπάνω στάδια διήρκησε για 10min. Το ήπαρ οµογενοποιήθηκε σε διάλυµα  
Sucrose Α (0.32Μ  sucrose, 15mΜ Hepes pH7.9, 60mM ΚCl, 2mM EDTA, 
0.5mM EGTA, 0.5% BSA, 0.5mM spermidine, 0.15mM spermine, 0.5mM  
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DTT, 0.5mM PMSF, 0.5mM approtinine). Στη συνέχεια το δείγµα διηθήθηκε 
µέσα από γάζα και ακολούθησε δεύτερη οµογενοποίηση από το οποίο 
λαµβάνονται οι πυρήνες. Το εκχύλισµα µεταφέρθηκε σε σωλήνα που περιέχει 
διάλυµα Sucrose Β ( ίδιο µε Α µε τη διαφορά ότι δεν έχει BSA και περιέχει 
30% sucrose) κατά τρόπο τέτοιο ώστε να δηµιουργηθούν δύο φάσεις 
διαφορετικής πυκνότητας sucrose. Το δείγµα φυγοκεντρήθηκε στις για 
15min/4ºC/3000 rpm και η πελλέτα αποτελεί τους µονιµοποιηµένους 
πυρήνες. Η πελέττα επαναδυαλύθηκε σε 10ml Buffer Nuc (15mM Hepes, 
pH7.5, 60mM KCl, 15mM NaCl, 0.34mM sucrose, 0.15mM mercaptoethanol) 
και ακολούθησε δεύτερη φυγοκέντρηση 5min/4οC/1000 rpm ώστε να 
ξεπλυθούν οι πυρήνες. Στη συνέχεια επαναδυαλύθηκαν σε 10ml Sonication 
Buffer (50 mM HEPES pH7.9, 140mM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton X-100, 
0.1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS και αναστολείς πρωτεασών). Το DNA 
διασπάστηκε µε υπέρηχους σε τµήµατα µέσου µήκους 200-1000 bp και 
κατόπιν τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν για την κατακρήµνιση και αποµάκρυνση 
του αδιάλυτου κλάσµατος και επωάστηκαν µε protein G Sepharose παρουσία 2 
µg µε υπερήχους διασπασµένου λ DNA και 1 mg BSA/ml για 1hr/4ºC, 
προκειµένου να µειωθούν οι µη ειδικές αλληλεπιδράσεις (preclearing). 25 
µονάδες Α260 της καθαρισµένης χρωµατίνης ανοσοκατακρηµνίστηκε µε την 
κατάλληλη ποσότητα αντισώµατος και τα ανοσοσύµπλοκα συλλέχθηκαν µε 
προσρόφηση σε protein G-Sepharose µε επώαση Ο/Ν στους 4oC. Τα σφαιρίδια 
ξεπλύθηκαν δύο φορές µε sonication buffer, δύο φορές µε sonication buffer 
που περιείχε 500mM NaCl, δύο φορές µε διάλυµα (20mM Tris pH8.0, 1mM 
EDTA, 250mM LiCl, 0.5% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate) και δύο φορές 
µε ρυθµιστικό διάλυµα Tris-EDTA. Τα ανοσοσύµπλοκα ελευθερώθηκαν από την 
κολώνα µε επώαση σε 50mM Tris pH 8.0, 1mM EDTA-1% SDS για 
10min/65ºC, προσαρµόστηκε η συγκέντρωσή τους σε NaCl στα 200mM και 
ακολούθησε επώασή τους στους 65ºC για 5hr να καταστραφούν οι συνδέσεις 
πρωτεϊνών-DNA (cross-links). Τα δείγµατα κατόπιν επωάστηκαν µε 10 µg 
RNAse A και 20 µg proteinase K/ml, εκχυλίστηκαν µε φαινόλη-χλωροφόρµιο 
και κατακρηµνίστηκαν µε αιθανόλη.  

Η ανίχνευση συγκεκριµένων αλληλουχιών στα δείγµατα έγινε µε 
ραδιενεργά PCR παρουσία 10 µCi [α-32P]dCTP, των οποίων τα προϊόντα 
αναλύθηκαν σε µη αποδιατακτικά (native) πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης 5%.  

Οι αντιδράσεις πολυµερισµού έγιναν σε τελικό όγκο 50 µl, σε διάλυµα 
που περιείχε 50mM KCl, 10mM Tris-HCl pH8.5, 1.5mM MgCl2, 0.1% Triton 
X-100, 0.1mM dNTP, 0.5M betaine, 0.4 µM από κάθε εκκινητή και τυπικά το 
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1/50 του DNA που είχε προκύψει από την ανοσοκατακρήµνιση. Οι συνθήκες 
της αντίδρασης ήταν οι ακόλουθες:  
94ºC 3min, [94ºC 30sec, 60ºC 30sec, 72ºC 1min] Χ 20-30 cycles, 72ºC 5min. 
 
 
Αντισώµατα 
 

Τα αντισώµατα α-myc, α-HA, α-CBP,  α-RNA pol-II, α-SREBP1 α-PPARγ 
και α-LXRα ήταν από τη Santa Cruz Biotechnology. Τα αντισώµατα α-HDAC1, 
α-dimethyl-K9 H3, α-acetyl H3, α-acetyl H4 και a-G9a ήταν από την Upstate. 
Τα αντισώµατα α-monothyl-K9 H3 και H3 α-trithyl-K9 H3 ήταν από την 
Abcam. Τo αντίσωµα α-HP1 ήταν από τη Euromedex. Το αντίσωµα α-Η3 ήταν 
από την Νew England Biolabs. Το αντίσωµα α-FLAG ήταν από την SIGMA. Το 
αντίσωµα α-ΗNF4 έχει περιγραφεί στο (Hatzis and Talianidis, 2002). Το 
πολυκλωνικό αντίσωµα anti-LRH-1 παράχθηκε µε ανοσοποίηση κουνελιών 
New Zealand White µε αντιγόνο τη βακτηριακά εκφρασµένη ανθρώπινη 
πρωτείνη LRH-1. Το πολυκλωνικό αντίσωµα anti-SHP που χρησιµοποιήθηκε 
στο πρώτο κεφάλαιο της εργασίας παράχθηκε µε ανοσοποίηση κουνελιών New 
Zealand White µε αντιγόνο ένα συνδεδεµένο µε KLH πεπτίδιο που αντιστοχεί 
στην περιοχή 234αα-248αα της ανθρώπινης πρωτεΐνης SHP. Το πολυκλωνικό 
αντίσωµα anti-SHP που χρησιµοποιήθηκε στο δεύτερο κεφάλαιο της εργασίας 
παράχθηκε µε ανοσοποίηση ποντικών Balb C µε αντιγόνο τη βακτηριακά 
εκφρασµένη ανθρώπινη πρωτείνη SHP. Τα δευτερεύοντα αντισώµατα anti-
mouse και anti-rabbit immunoglobulin G ήταν συνδεδεµένα µε horseradish 
peroxidase στα Western blot και ήταν από την εταιρία Jackson Laboratories. 
Tα δευτερεύοντα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα 
ανοσοφθορισµού ήταν anti-mouse ή anti-rabbit AlexaFluor568. 
 
 
Αλληλουχίες εκιννητών για RT-PCR 
 
GAPDH          NM_001001303           5’GGTCATCATCTCCGCCCCTTCTGC 
                                                         5’GACTGGGAGTTGCTGTTGAAGTCG 
 
CYP7A1         NM_007824                 5’CACTCTACACCTTGAGGATGG 
                                                         5’GACATATTGTAGCTCCTGATCC 
 
CYP7B1         NM_007825                 5’CAGCTATGTTCTGGGCAATG 
                                                         5’TCGGATGATGCTGGAGTATG 
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CYP8B1         NM_010012                 5’GCCCACAGCCTTCAAGTATG 
                                                         5’CGACCAGCTTGAAGTCGAAG 
 
CYP27A1        NM_024264                5’CCGATGGCTGAGGAAGAAAG 
                                                         5’TTCTTGCTGGGAACCAGGAC 
 
CYP51B          NM_020010                5’TCAACGAGAAGGTGGCTCAG 
                                                         5’GACGCCCGTCCTTGTATGTA 
 
BAT                NM_007519                5’TCAAGCCATAGCACAGCTGA 
                                                         5’TCCTTCCAAGAATGCTCCTG 
 
BAL                NM_009512                5’CTGCCTATGCCACACCTCAT 
                                                         5’ TCCTTCACACACAGCCTGGT 
 
BSEP              NM_021022                5’GCTCAGCTGCATGACTTCGT 
                                                         5’TGACAATACAGGTCCGACCC 
 
NTCP             NM_011387                 5’CTTGCGCCATAGGGATCTTC 
                                                         5’ATGTAGCCCATCAGGAAGCC 
 
OATP1           NM_013797                 5’GGGCATGCAGGATGTATGAT 
                                                         5’CGCTTTCCTTCTCTGTGAGC 
 
MDR2             NM_008830                5’GGGTCCTACTGCTGGATGAA 
                                                         5’ACCTTGCCGTTCTCAATCAC 
 
SR-BI              NM_016741                5’TGCTGTGGTTCGAACAGAGC 
                                                         5’GCCTGAATGGCCTCCTTATC 
 
LDLR             NM_010700                 5’GCCACATGGTATGAGGTTCC 
                                                         5’CCAGGCTGACCATCTGTCTT 
 
ABCA1           NM_013454                 5’ACCAGCTTCCATCCTCCTTG 
                                                         5’GGCCACATCCACAACTGTCT 
 
 
HMGCoAr      XM_127496                 5’GCACCATGCCATCGATAGAG 
                                                         5’CAAGATGTCCTGCTGCCAAG 
 
MTP               NM_008642                 5’CATGCAGATGGACAAGGCTG    
                                                         5’CGGAGTTATCGCTTTCTGGC 
 
L-FABP          NM_017399                 5’GTACCAATTGCAGAGCCAGG 
                                                         5’TCACCTTCCAGCTTGACGAC 
 
ApoA1            NM_009692                 5’GCACGTATGGCAGCAAGATG 
                                                         5’GTTGAACCCAGAGTGTCCCA 
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ApoA2            NM_013474                5’ACGGACCAGATATGCAGAGC   
                                                         5’ACATCTCACTTAGCCGCAGG 
 
ApoB              XM_137955                5’GGATTCGAGCACAGATGACC 
                                                         5’CCTTAGAAGCCTTGGGCACA 
 
ApoC2            NM_009695                5’GTTGGGAAATGAGGTCCAGG  
                                                         5’AATGCCTGCGTAAGTGCTCA 
 
ApoC3            NM_023114                5’TAGAGGGATCCTTGCTGCTG 
                                                         5’GAAGCCGGTGAACTTGTCAG 
 
ApoE               NM_009696               5’TCTGACCAGGTCCAGGAAGA 
                                                         5’TAGATCCTCCATGTCGGCTC 
 
mSHP              NM_011850               5’GCACCTGCATCTCACAGCCA 
                                                         5’AGGGTTGTGGCCGGTCTGAT 
 
SHPmh        mouse and human         5’CCTTCCTCAGGAACCTGCC   
                                                         5’GCCAACCCAAGCAGGAAG 
 
LRH1               NM_030676               5’TGGTGGAAGGTGTCCAAGAG 
                                                         5’GCAGCATCTCAATGAGGAGG 
 
HNF4a1           NM_008261               5’GGCATGGATATGGCCGACTAC 
                                                         5’CGCCATTGATCCCAGAGATG 
 
FXR                 NM_009108               5’CGATCGTCATCCTCTCTCCA 
                                                         5’ATCAGCATCTCAGCGTGGTG 
 
LXR                 NM_013839               5’GCTCTGCTCATTGCCATCAG 
                                                         5’CACTTGCTCTGAATGGACGC 
 
HNF1a             NM_009327               5’TATCAGCAGCCTCTCATGCC 
                                                         5’TGAGGTGAAGACCTGCTTGG 
 
 
CAR                 NM_009803               5’CATGCAGGGTTCCAGTACGA 
                                                         5’AGAATCAGCGCCATCTCCTC 
 
PXR                 NM_010936               5’CCACTGCATGCTGAAGAAGC 
                                                         5’GTTGATGCTTCGCAGCTCAG 
 
RXRa               NM_011305               5’CATGCAGATGGACAAGACGG 
                                                         5’ATGAGGAAGGTGTCGATGGG 
 
PPARa             NM_011144               5’TGAGGAAGCCGTTCTGTGAC 
                                                         5’GGTGTCATCTGGATGGTTGC 
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PPARγ1           NM_011146                5’GACGCGGAAGAAGAGACCTG 
                                                         5’GGCTGTTGGTCTCACAGGCT 
 
SREBP1c         NM_011480               5’GCTGTTGGCATCCTGCTATC 
                                                         5’TAGCTGGAAGTGACGGTGGT  
 
CD36               NM_007643               5’GCCAAGCTATTGCGACATGA 
                                                         5’AAGGCATTGGCTGGAAGAAC 
 
FAS                 NM_007988               5’CCAAGTACCATGGCAACGTG 
                                                         5’AGCCAGGGAGCTATGGATGA 
 
ACL                 NM_134037               5’ATGCCCTGGAAGTGGAGAAG 
                                                         5’AGGTAGTGCCCAATGAAGCC 
 
ACC1              XM_109883                5’CAGATCCAGGCCATGTTGAG 
                                                         5’AGATGTGCTGGGTCATGTGG 
 
ME                   NM_008615              5’AGTTGCTGCAATTGGTGGTG 
                                                         5’CCTTGGCCAGGAAACAGAGT 
 
SCD1               NM_009127              5’GCTGATGTGCTTCATCCTGC 
                                                         5’GCAGTCGATGAAGAACGTGG 
 
AceCS             NM_019811                5’TTGTGGAACACGAGGCTGTC 
                                                         5’TAGTCTGGTGTGGCAATGGG 
 
ApoA5             NM_080434                5’TCACACGTAAGGCGAAGGAC 
                                                         5’CCTGGTCAATGGCCTGAGTA 
 
 
 
Αλληλουχίες εκιννητών για ChIP 
 
 
CYP7A1 prom                 -222nt         5’AGGGACAGACCTTCGGCTTA 
                                       -60nt          5’TGGGTGACCAGAGCAAACAC 

 
 

SHP prom                       -323nt        5’CAGCCTGGGTTAATGACCCT 
                                       -134nt        5’ATGCATACACGCTGACCCTG 
 
CYP8b1 prom                  -300nt        5’AGGCAGGCAACCATGGAGAT  
                                       -57nt          5’GTTCCTGCCCTTGGACTTTG  
 
 
CYP7b1 prom                  -480nt        5’GGCTTCTTTCTGTGCTGTGC 
                                       -234nt        5’AGCAGTGAGCTCGCAGAAGA 
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FXRa1a2 prom               -225nt         5’ACCCTACAAGACAGCCAGCA 
                                       -28nt          5’AGCATCTCTCCCTTGGCTCT 
  
FXRa3a4 prom                -447nt        5’GTCCTTGGGGCTAGGATTTC 
                                       -229nt        5’TGCCTCTAAGACTGGCTGGA 
 
BAT prom                        -211nt       5’GAGCTCTCTGCCACATTCCA 
                                       +110nt       5’CAGATGCCCAGGACTTCTCA 
 
NTCP prom                     -401nt        5’TCGGGAACAAATGGTGACTC 
                                       +33nt         5’ACCCAGTGAACACCACCTCA 
 
BSEP prom                      -150nt       5’AAGAAGAGTCGGGCCTCTCA 
                                       +155nt       5’GACGCCACTGTGGAAAGTCA 
 
SR-BI prom                     -575nt        5’TCGAACACATTCCTGGATGG 
                                       -206nt        5’CCCTGCGACCTCTTCTTTCT 
 
SREBP1c prom               -375nt        5’TCCAGGCAAGTTCTGGGTGT 
                                       -140nt        5’GTTTCTCCCGGTGCTCTGAA 
 
CD36 prom                     -393nt        5’TTTGCTGGGACAGACCAATC 
                                       -215nt        5’GCCATGTTCCCATCCAAGTA 
 
FAS prom                        -153nt        5’CAGCCCCGACGCTCATTGG 
                                       +113nt        5’GCCCGCCTATCCTTCCACTG 
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ABSTRACT

Site-specific modification of nucleosomal histones
plays a central role in the formation of transcriptionally
active and inactive chromatin structures. These modi-
fications may serve as specific recognition motifs for
chromatin proteins, which act as a signal for the adop-
tion of the appropriate regulatory responses. Here, we
show that the orphan nuclear receptor SHP (small het-
erodimerpartner), acoregulator that inhibits theactivity
of several nuclear receptors, can associate with unmo-
dified and lysine 9-methylated histone-3, but not with
the acetylated protein. The naturally occurring SHP
mutant (R213C), which exhibits decreased transrepres-
sion potential, interacts less avidly with K9-methylated
histone 3. We demonstrate that SHP can functionally
interact with histone deacetylase-1 and the G9a methyl-
transferase and that it is localized exclusively in
nuclease-sensitive euchromatin. The results point to
the involvement of a multistep mechanism in SHP-
dependent transcriptional repression, which includes
histone deacetylation, followed by H3-K9 methylation
and stable association of SHP itself with chromatin.

INTRODUCTION

Post-translational modification of histones is a key regulatory
signal in eukaryotic gene expression (1–3). Current evidence
suggests that H3 lysine 9 (H3-K9) methylation is a mark for
transcriptionally silent chromatin (4–6). In mammalian cells,
K9-methylated H3 produced by Suv39h1 interacts with the
chromodomain of HP1 proteins to generate a stable repressive
structure, which could be propagated to the neighboring
nucleosomes via the recruitment of additional Suv39h1–
HP1 protein complexes (7,8). This mechanism has been
shown to play a crucial role in the formation of pericentric
heterochromatin (9). However, the broad methylation pattern
of H3-K9 in the euchromatic regions of the nucleus suggests
that the function of this modification is not restricted to
heterochromatin silencing (9–11).

G9a is a newly identified H3-K9 methyltransferase, which
is localized exclusively in euchromatic regions (12). The

dominant role of this enzyme in euchromatic histone methyla-
tion is substantiated by the observation that the broad euchro-
matic H3-K9 methylation pattern was largely abolished in
G9a-deficient cells (11). To further explore the role of G9a
and H3-K9 methylation mark in euchromatic silencing, it is
important to identify target genes regulated by the enzyme, the
factors responsible for its recruitment and to decipher the
mechanism by which the created histone modification is
‘translated’ into a repressive function.

In this report, we show that SHP (small heterodimer partner,
NROB2) is a potential factor that may target G9a to promoters,
as it can physically and functionally interact with G9a both
in vivo and in vitro. SHP is an atypical orphan nuclear receptor,
which contains an N-terminal receptor dimerization domain,
but lacks a DNA-binding domain (13). SHP, which functions
as a specific repressor of transcription, is a key regulator of
genes involved in cholesterol–bile acid homeostasis (14,15).
Transcriptional regulation of the genes coding for cholesterol-
catabolizing enzymes, such as the Cyp7A1 and Cyp8B genes,
involves a negative feedback loop induced by bile acids. Bile
acids are ligands for the nuclear receptor FXR, which activates
the expression of SHP. SHP is then recruited to the promoters
of Cyp7A1 and Cyp8B genes by CPF (also known as LRH), or
HNF-4, two orphan nuclear receptors implicated in the activa-
tion of the above genes (14,15). In humans, mutations in SHP
gene associate with insulin resistance and mild obesity (16).
SHP inhibits the activity of several hormone receptors by a
mechanism that is believed to involve competition with coac-
tivators for the common AF2-binding surface of nuclear recep-
tors and a less well-understood direct repression mechanism
mediated by its C-terminal autonomous repressor domain
(17–21). Here, we present supporting evidence for the role
of histone deacetylase-1 (HDAC-1) and G9a in the latter
mechanism. Our results suggest that SHP may not only control
the recruitment of G9a to the promoters but can also associate
with underacetylated and/or K9-methylated histone 3, which
may also play a role in its repressive function.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid constructions

The full-length SHP cDNA fragment was isolated by RT–PCR
from total HepG2 RNA, and the open reading frame was
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subcloned into pGEX-2TK (APB Biotech) and pMT3-HA
vectors. Deletion mutant derivatives were constructed by
standard methods and verified by DNA sequencing.
pBXG1-HNF-4 FL and pCMV-myc-HDAC were described
previously (22,23). pCMV-T7-G9a containing the long form
of G9a cDNA (Ng36/G9a) fused to the T7-tag was a gift
from C. M. Sanderson (24). SHP-R213C and G9a-R1109H
mutants were generated by the GeneEditor site-directed
mutagenesis kit (Promega).

Protein–protein interactions

In vitro glutathione S-transferase (GST) pull-down experi-
ments were performed either by using in vitro translated
proteins, or nuclear extracts from HepG2 cells prepared as
described previously (23). 35S-labeled recombinant proteins
were synthesized in vitro using the TNT coupled reticulocyte
lysate system (Promega). An aliquot of 2 mg of GST-fusion
proteinscoupled toglutathione–Sepharose column(Pharmacia)
were incubated with the in vitro translated proteins in a buffer
containing 20 mM HEPES, pH 7.9, 200 mM NaCl, 5 mM
MgCl2, 0.1% NP-40, 0.2% BSA, 10% glycerol, 1 mM
PMSF and 10 mg/ml aprotinin at 4�C with constant agitation.
In salt titration experiments, the buffer composition was the
same except for the concentration of NaCl, which ranged
between 150 and 500 mM. After excessive washing with
the same buffer lacking BSA, the beads were resuspended
in SDS sample buffer, and the proteins were separated by
electrophoresis in SDS–polyacrylamide gels and visualized
by autoradiography or western blot analysis. For peptide pull-
down assays, biotinylated histone 3 peptides (1–21 amino acids)
(Upstate Biotechnology) were immobilized in streptavidin–
agarose and incubated with in vitro translated 35S-labeled
SHP as above.

For far-western analysis, core histones were purified from
HeLa cells by acid extraction and separated in either 12% SDS–
polyacrylamide gels as described previously (25). After elec-
trotransfer, the membranes were blocked and hybridized with
500 000 c.p.m./ml 32P-GST-SHP probe in a buffer containing
phosphate-buffered saline (PBS), 0.3% BSA, 1% fetal calf
serum (FCS), supplemented with protease inhibitor cocktail
(Roche). After extensive washings with the same buffer, inter-
acting proteins were visualized by autoradiography.

Co-immunoprecipitation and western blot assays were
performed as described previously (23). The following anti-
bodies were used in this study: the polyclonal antibody for
SHP was raised in New Zealand white rabbits against a KLH-
conjugated peptide corresponding to the 234–248 amino acid
region of human SHP. The aHNF-4 antibody has been
described previously (22). a-acH3, a-K9 dimethyl-H3 and
aG9a were from Upstate Biotechnology; aHDAC, a-K9
mono and trimethyl-H3 were from Abcam; aHP1 was from
Euromedex; and aCBP, aHA-tag and a-myc-tag antibodies
were from Santa Cruz Biotechnology.

Cell culture, transfections and chromatin fractionation

Caco-2, HepG2, HeLa and Cos-1 cells were grown in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium supplemented with 10
or 20% FCS. Caco-2 cells were used in chromatin fractiona-
tion and immunofluorescence experiments, because they
constitutively express high levels of SHP. HepG2 cells

were used in experiments where endogenous factors were
analyzed, while HeLa cells were used to obtain highly purified
histones. In order to avoid complications with endogenous
factors, all transfection and reporter assays were performed
with Cos-1 cells. RT–PCR analysis, transfections and lucifer-
ase reporter assays were performed as described previously
(26,27). Intact nuclei were prepared as described previously
(28). Briefly, the cells were lysed in a buffer containing 0.32 M
sucrose, 15 mM HEPES, pH 7.9, 60 mM KCl, 2 mM EDTA,
0.5 mM EGTA, 0.5% BSA, 0.5 mM spermidine, 0.15 mM
spermine and protease inhibitor cocktail (Roche). After
Dounce homogenization, the nuclei were layered over 5 ml
of a 30% sucrose-containing buffer with the same composi-
tion, but without BSA. After centrifugation at 3000 r.p.m. for
15 min, the nuclei were recovered in a buffer containing
15 mM HEPES, pH 7.5, 60 mM KCl, 15 mM NaCl, 0.34
mM sucrose, 0.15 mM mercaptoethanol. Chromatin fractiona-
tion was performed as described previously (29,30). Briefly,
after the addition of CaCl2 to a final concentration of 3 mM,
the nuclei were digested with 2, 5 and 10 U of micrococcal
nuclease (MNase) for 2 min at 37�C. Digested nuclei were
cooled on ice and centrifuged at 12 800 g for 5 min. The
supernatant (S1 fraction) was removed and the pellet was
resuspended in 2 mM EDTA. After a 10 min incubation on
ice, the samples were centrifuged as above and the supernatant
(S2 fraction) was saved. The pellet (P) was resuspended in
2 mM EDTA. Equal amounts of samples, in terms of the initial
number of nuclei, were then analyzed either by western blot
assays for SHP and HP1 protein detection, or by agarose gel
electrophoresis for the estimation of DNA fragmentation after
deproteinization.

Confocal microscopy

The cells were seeded on glass coverslips and fixed with metha-
nol. After blocking with 1% BSA in PBS for 30 min, the cells
were stained with the polyclonal rabbit antibody against SHP,
followed by the secondary antibodies anti-rabbit Alexa Fluor
568 (Molecular Probes). The coverslips were then counter-
stained with DAPI, mounted into glass slides with Mowiol
(Sigma) and observed in a Leica SP confocal microscope.

RESULTS

Functional interactions of SHP with HDAC-1 and
G9a methyltransferase

In an effort to decipher the potential role of chromatin
modifying factors in the direct repression mechanism, in vivo
protein–protein interactions between SHP and HDAC-1 or
G9a were investigated by co-immunoprecipitation assays.
Cos-1 cells were cotransfected with CMV-HA-SHP and
CMV-Myc-HDAC-1 or CMV-T7-G9a expression vectors.
Lysates from the transfected cells were immunoprecipitated
with either aHA or aT7 antibodies, and the presence of
HDAC-1 or SHP in the immunoprecipitates was assayed by
western blots using aMyc or aHA antibody, respectively. The
results shown in Figure 1 indicate that both HDAC-1 and G9a
can specifically interact with SHP in vivo.

To exclude the possibility of potential artifacts generated by
overexpressing the proteins, we performed interaction assays
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using untransfected HepG2 nuclear extracts as a source of
endogenous G9a and HDAC-1 proteins and GST-SHP fusion
proteins immobilized on glutathione–Sepharose beads. In
order to gain insight into the binding affinities, we performed
titration experiments by increasing the salt concentration of
the interaction buffer. As expected, no interaction could be
observed with CBP/p300, which was used as a negative
control (Figure 2). As a positive control, we examined SHP-
HNF-4 interaction, where we observed a standard binding
curve, with �40% of the bound protein observed at 150 mM
NaCl concentration, surviving high stringency (500 mM NaCl)
conditions. At NaCl concentrations higher than 500 mM, part
of the GST fusion proteins dissociated from the beads and thus
were non-informative (data not shown). When the interactions
between SHP and G9a, or HDAC-1 were examined, we could
detect a much higher affinity of binding (80–90% of bound
protein survived the high stringency conditions) (Figure 2).
We also examined the interactions of HDAC-1 and G9a with a
naturally occurring mutant (R213C) of SHP, which has
previously been shown to exhibit reduced repression potential
(21). Surprisingly, the interaction of SHP-R213C with both
G9a and HDAC-1 was indistinguishable from that of wild-type
SHP (Figure 2).

In order to determine whether these interactions are direct
and not mediated by other intermediary factors, in vitro pull-
down experiments were performed. Both HDAC-1 and G9a
efficiently interacted in vitro with the full-length protein, but
with preference for distinct SHP domains (Figure 3). SHP-G9a
association was observed mainly with the receptor interaction
domain (1–156 amino acids) of SHP, while HDAC-1 asso-
ciated with the active repression domain (147–257 amino
acids) of the protein (Figure 3). Furthermore, the in vitro
translated wild-type G9a, methylase activity-deficient mutant
form of G9a (G9aR1109H) and HDAC-1 proteins interacted

with the SHP-R213C mutant as efficiently as with the
wild-type SHP protein (Figure 3). To validate the results of
the above direct interactions, we performed control experi-
ments analyzing the interaction between SHP and HNF-4
(positive control), or CBP/p300 (negative control). As shown
in the bottom panel of Figure 3, only HNF-4 binding could be
observed.

In order to examine the functional interplay of HDAC-1 and
G9a on SHP-mediated repression, we coexpressed SHP
together with HDAC-1 and G9a in Cos-1 cells and evaluated
their effects on Gal-4-HNF-4 mediated transcription. HNF-4, a
factor playing crucial roles in hepatocyte and pancreatic b-cell
function (22,31–33), is a known target for SHP (20). As
expected, overexpression of SHP inhibited Gal4-HNF-4 activ-
ity by a factor of �5-fold, while the inhibitory effect of the
R213C mutant of SHP was compromised (�3-fold) (Figure 4).
Treatment of the cells with the HDAC inhibitor trichostatin A
(TSA) had a small stimulatory effect (�1.3-fold) on Gal4-
HNF-4-driven transcription. TSA treatment, however, com-
pletely reversed wtSHP and R213C mutant SHP-mediated
repression. Because the basal promoter activity observed
with Gal-4 control plasmid was only marginally affected by
TSA treatment (�20%), the results suggest that SHP is
required for targeting HDAC to the promoter and that histone
deacetylation is involved in the repression mechanism. Over-
expression of HDAC-1, or G9a alone, had no significant
inhibitory effect, either on Gal4-HNF-4 activity, or its SHP-
repressed activity. This indicates that increasing the endogen-
ous levels of either protein is not sufficient to reduce further
SHP-driven repression. On the other hand, when both HDAC-1
and G9a were coexpressed with SHP, reporter activity at
background levels (�0.4%) was detected (Figure 4). The
significance of this finding is substantiated by the fact that
no such repressive effect was observed when the R213C
mutant of SHP was analyzed. Importantly, the methylase
activity-deficient mutant of G9a (R1109H), which can interact
with SHP as efficiently as wild-type G9a (Figure 3), failed
to further inhibit SHP-induced repression, suggesting that
histone methylation may also play a role in the repression
mechanism. Although, transiently transfected reporter DNA
may not necessarily adopt the same chromatin configuration
as the endogenous gene, in most cases they represent a valid
model for the study of the interplay of activators and repres-
sors. The results obtained with TSA and the methylase-
deficient G9a mutant point to effects mediated by histone
modifications, which suggest that a significant portion of
the reporter was assembled into chromatin.

Together, these results suggest that HDAC-1 and G9a can
both be recruited to promoters via direct physical interactions
with distinct domains of SHP. The enzymatic activity and the
synergistic action of HDAC-1 and G9a are required to achieve
high-level repression.

SHP can associate with underacetylated and
K-9 methylated histone 3

As described above, the R213C mutant of SHP can interact
with both HDAC-1 and G9a. However, unlike what was
observed with wtSHP, the repression activity of the R213C
mutant was not further potentiated by overexpression of
the two enzymes together. This indicates that, besides the

Figure 1. Physical interaction of SHP with HDAC-1 and G9a in vivo. Nuclear
extracts of Cos-1 cells transfected with the indicated expression vectors
were immunoprecipitated with either aHA or aT7 antibodies. The
immunoprecipitated materials were then analyzed in western blots with
a-Myc antibody to detect myc-tagged HDAC-1 (left panel), or with aHA
antibody to detect HA-tagged SHP proteins (right panel). The asterisk at left
depicts an unidentified band, which probably corresponds to HDAC-1
degradation product.
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recruitment of enzymatically active HDAC-1 and G9a to the
promoters, other events may also play important roles in the
repression mechanism. The function of active chromatin mod-
ifying enzymes in SHP-mediated repression raised the possi-
bility that the resulting histone modifications may influence
the formation of a repressor complex. To this end, we first
investigated whether SHP itself can associate with chromatin.
Far-western blot analysis using 32P-labeled GST-SHP recom-
binant protein as a probe revealed that SHP could selectively
interact with histone 3 (Figure 5A). As a positive control, we
included recombinant CPF/LRH-1 protein in the blot, which is
known to interact with SHP (21). This interaction was further
verified by GST pull-down experiments. Immobilized fusion
proteins containing different domains of SHP were incubated
with purified histones and the presence of SHP-bound histone
3 was detected in western blots using an aH3 antibody
that can recognize both modified and unmodified histone 3,
or an a-acH3 that detects hyperacetylated H3, respectively.
Only negligible amounts of hyperacetylated H3 could be
observed in the bound material, while SHP-histone 3 interac-
tion was clearly evident using this assay as well (Figure 5B).

Interestingly, however, SHP-bound histone 3 fractions gave a
strong signal in western blots using a-diMeK9-H3, an anti-
body that reacts specifically with K9-dimethylated histone 3.
This interaction was constrained to the C-terminal autonomous
repression domain of SHP (Figure 5B). When the same assay
was performed with antibodies recognizing K9-mono and tri-
methylated histone 3, we observed no difference in SHP bind-
ing. Interestingly however, the R213C mutant SHP protein,
interacted much less efficiently with all forms of methylated
histone 3 (Figure 5C). The total H3 bound to SHP-R213C
was somewhat less than that bound to wtSHP (Figure 5C,
bottom panel). We, however, note that the difference observed
between wild-type and mutant SHP in binding K9-methylated
H3, especially with trimetylated H3, was much more pro-
nounced. We also performed in vitro pull-down experiments
using modified and unmodified histone 3 peptides immobi-
lized to streptavidin–agarose beads. SHP specifically inter-
acted with the unmodified and K9-methylated histone
N-terminal peptides but not with the acetylated one
(Figure 5D). Although SHP may possess an intrinsic ability
to interact with unmodified histone 3 tails, the finding that

Figure 2. SHP interacts with HDAC-1 and G9a with high affinity. GST pull-down experiments were performed with bacterially expressed GST-SHP fusion proteins
and HepG2 nuclear extracts. The binding and wash buffers contained the indicated NaCl concentrations. Equal GST-fusion protein absorption to the beads was
verified by Coomassie blue staining of a gel from a parallel experiment (bottom panel). The interacting proteins were identified by western blot analysis using the
indicated antibodies. Serial exposures of enhanced chemiluminescence images were quantitated by the NIH-Image 1.63 software or by a Fujifilm LAS-1000
Luminescent Image analyzer and plotted as a percentage of the values obtained using buffers containing 150 mM NaCl.
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a methylase activity-deficient G9a mutant failed to repress
transcription (Figure 4) suggests that K9-methylation of his-
tone 3 is functionally relevant. In addition, the R213C mutant
of SHP, which has a decreased transrepression potential, inter-
acted less efficiently with K9-methylated histone 3. This
points to the functional importance of SHP-histone 3 associa-
tion, as this mutation did not affect the interactions of SHP
with HDAC-1 and G9a (Figures 2 and 3).

SHP is localized in nuclease-sensitive euchromatin

Since K9 methylation of histone 3 has been considered as an
epigenetic mark that drives heterochromatin formation when
recognized by HP-1 (9), we investigated the localization of
SHP in nuclear territories corresponding to euchromatic
and heterochromatic regions. We performed biochemical
fractionation and in situ immunofluorescence analysis with
differentiated Caco-2 cells, which constitutively express SHP

at high levels. According to an established fractionation
procedure (29,30), mild treatment of nuclei with MNase in
a low salt buffer leads to the initial release of mono- and
oligonucleosomes, which are enriched in non-histone chromo-
somal proteins. This fraction, called S1, lacks histone H1 and
represents the potentially ‘active’ chromatin (euchromatin).
Hypotonic lysis of the resulting pellet leads to the recovery
of the S2 fraction, which corresponds to transcriptionally
inactive heterochromatin that contains polynucleosomes and
is enriched for histone H1. Finally, the remaining insoluble
pellet (fraction P) represents transcriptionally competent,
matrix-associated chromatin. Western blot analysis with an
antibody against SHP showed that almost all the proteins
were fractionated in the euchromatin-enriched S1 fraction
(Figure 6A). On the other hand, HP-1, used as a control for
heterochromatin, was distributed mainly in the S2 and to a
lesser extent in the P fraction (Figure 6A).

In agreement with the results of the chromatin fractionation
experiment, immunohistochemical analysis of CaCo-2 cells

Figure 3. Direct interaction of SHP with HDAC-1 and G9a in vitro. In vitro
GST pull-down experiments were performed with 35S-labeled in vitro
translated HDAC-1 or with G9a and bacterially expressed GST-SHP fusion
proteins containing the indicated regions or the R213C mutation of the protein.
INT depicts the receptor interaction domain of SHP (92–145 amino acids),
while REP corresponds to the autonomous repression domain of SHP (157–257
amino acids). Equal coupling of wild-type and the R213C mutant GST-SHP
proteins were verified by Coomassie blue staining.

Figure 4. Functional roles of HDAC-1 and G9a in SHP-mediated
transcriptional repression. (A) Cos-1 cells were transfected with 0.5 mg
4xGal4-E1B-luc reporter together with 10 ng of SHP expression vectors and
100 ng of the other indicated expression vectors. Bars represent means – SE of
normalized luciferase activities, expressed as a percentage of the activity
obtained by Gal4-HNF-4 alone (100%). Where indicated, the cells were
treated with 0.1 mM trichostatin A (TSA) 12 h before harvest. (B) Whole
cell extracts from Cos-1 cells were transfected with the above amounts of
expression vectors and were analyzed in western blots using aHNF4 and
aSHP antibodies, as indicated. The cells were transfected with vectors for
Gal4-HNF-4 alone (lane 1), Gal-4-HNF-4 and SHPwt (lane 2), Gal-4-HNF-
4, SHPwt, HDAC-1 and G9aWT (lane 3), SHPwt alone (lane 4), SHP R213C
alone (lane 5), SHPwt, Gal4-HNF-4, HDAC-1 and G9aWT (lane 6), SHP
R213C, Gal4-HNF-4, HDAC-1 and G9aWT (lane 7). The results show that
under the conditions used, overexpression of the different proteins does not
significantly alter the expression of Gal4-HNF4, SHPwt and SHP R213C.
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revealed that SHP shows a broad localization in the interphase
nuclei, but is completely excluded from DAPI-dense hetero-
chromatin (Figure 6B). This distribution suggests that SHP can
be involved in gene silencing at euchromatic regions and that
the mechanism by which SHP represses target gene expression
is unlikely to involve transitions from euchromatic to hetero-
chromatic states.

DISCUSSION

SHP is an unusual member of the nuclear receptor superfam-
ily, containing the putative ligand-binding domain, but lacking
the conserved DNA-binding domain (13). SHP was originally
isolated as a cofactor that interacts with and inhibits the activ-
ity of other nuclear receptors. Recent studies exploring the
molecular mechanism involved in SHP-mediated repression

revealed that besides the N-terminal nuclear receptor interac-
tion domain, which targets the AF-2 regions of nuclear recep-
tors and thus competes with coactivators, the C-terminal
domain of SHP is also important for repression (20,21).
The C-terminal domain possesses an autonomous repression
activity, which is poorly characterized. The relevance of the
proposed dual mechanism, i.e. coactivator competition and
‘direct transcriptional repression’, is supported by the fact
that naturally occurring mutations in humans with clinical
phenotype have been identified at both the N-terminal and
the C-terminal parts of SHP (16).

The main findings of this work addressing the mechanism of
‘direct repression’ can be summarized as follows: (i) SHP is
localized exclusively in nuclease-sensitive euchromatin
regions and can physically interact with HDAC-1 and the
euchromatic histone 3 methylase G9a. (ii) SHP can interact
with unmodified and K9-methylated, but not with acetylated

Figure 5. Association of SHP with K9-methylated histone 3. (A) Core histones from HeLa cells were separated by SDS–PAGE, transferred to PVDF membranes and
hybridized with 32P-GST as control (right panel), or 32P-GST-SHP (middle panel). Coomassie blue staining of the gel is shown at left. As a positive control for
interaction, recombinant His-tagged CPF was run in parallel with histones (His-CPF lane). (B and C) An aliquot of 2 mg of the indicated GST-SHP fusion proteins
linked to glutathione–sepharose beads were used to pull-down purified core histones. After washings, the retained material was subjected to western blot analysis with
the indicated antibodies that detect total histone 3 (aH3), hyperacetylated histone 3 (a-acH3) and K9-mono, di or trimethylated histone 3 (aK9 mono-MeH3,aK9 di-
MeH3, aK9 tri-MeH3). (D) Unmodified, K9-dimethylated (K9Me), or K9/K14-acetylated, biotin-conjugated histone 3 peptides (1–21 amino acids) were
immobilized on streptavidin–agarose beads and used to pull-down 35S-labeled in vitro-translated SHP.
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histone 3 N-terminal tails. (iii) Association with HDAC-1, G9a
and histone 3 is functionally important for SHP-mediated
transcriptional silencing.

The observations extend previous models by pointing to the
involvement of a multistep mechanism in SHP-dependent
transcriptional repression. In the first step, as suggested before,
SHP may compete with coactivators for a common interaction
surface on nuclear receptors (20,21). In the second step, the
C-terminal domain of SHP, which has been shown to function
as an autonomous repressor domain (21), can recruit HDAC-
containing complexes to the promoters, whose activity may
erase the acetylation marks on the neighboring nucleosomes.
Next, SHP-recruited G9a can methylate the deacetylated his-
tone 3 tails at the lysine 9 residue. Underacetylated histone 3
may serve as a new surface with which SHP itself can interact
and create a stable repressive complex. This association is
prevented by acetylation, but not by K9 methylation of
histone 3. Therefore, SHP may be responsible for both the

recruitment of chromatin modifiers to the promoters and for
the interpretation of histone code in a feed-forward mechanism
that promotes and maintains histone deacetylation and/or
H3K9 methylation at genomic sites of SHP recruitment. In
certain promoter contexts, the recently identified potential
SHP partner E1D (34) may also contribute to the last step
of the mechanism. Hence, SHP may serve as a common mole-
cular platform to recruit different chromatin modifying activ-
ities to promoters, which may act in consecutive steps to
achieve transcriptional repression of target genes.

In principle, several of the above individual events should
result in efficient transcriptional repression. For example, coac-
tivator dissociation or histone deacetylation should be sufficient
to repress the promoters. The molecular features of SHP inter-
action with G9a and histone 3 may provide additional means
for long-term repression on certain promoter contexts. Thus, we
speculate that on different genes SHP-mediated repression may
involve one or more of the above steps. In line with this is the
recent finding pointing to an SHP-dependent recruitment of an
HDAC-containing mSin3A-Swi/Snf complex onto the human
Cyp7A1 promoter during bile acid-mediated repression (35).

G9a is the major mammalian methylase, responsible for
euchromatic H3-K9 methylation (11,12), and SHP is identified
as an interaction partner that can target this enzyme to pro-
moters. Since SHP can inhibit the activity of various nuclear
receptors (13,19–21), this finding predicts an extensive inven-
tory of potential target genes regulated by G9a.
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SHP (small heterodimer partner) is an important compo-

nent of the feedback regulatory cascade, which controls

the conversion of cholesterol to bile acids. In order to

identify the bona fide molecular targets of SHP, we per-

formed global gene expression profiling combined with

chromatin immunoprecipitation assays in transgenic mice

constitutively expressing SHP in the liver. We demonstrate

that SHP affects genes involved in diverse biological path-

ways, and in particular, several key genes involved in

consecutive steps of cholesterol degradation, bile acid

conjugation, transport and lipogenic pathways.

Sustained expression of SHP leads to the depletion of

hepatic bile acid pool and a concomitant accumulation of

triglycerides in the liver. The mechanism responsible for

this phenotype includes SHP-mediated direct repression of

downstream target genes and the bile acid sensor FXRa,

and an indirect activation of PPARc and SREBP-1c genes.

We present evidence for the role of altered chromatin

configurations in defining distinct gene-specific mechan-

isms by which SHP mediates differential transcriptional

repression. The multiplicity of genes under its control

suggests that SHP is a pleiotropic regulator of diverse

metabolic pathways.
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Introduction

Bile acid synthesis represents the major pathway for the

elimination of excess cholesterol from the body (Chiang,

2002, 2004; Russell, 2003). Bile acids, the end products of

the cholesterol catabolic pathways, serve several important

physiological functions, including solubilization of cholester-

ol, vitamins and other lipids in the intestine (Chiang, 2002,

2004; Russell, 2003). Because of their intrinsic toxicity,

intracellular bile acid levels are tightly controlled by a com-

plex regulatory cascade, which modulates their own synth-

esis. The molecular target of this feedback regulatory loop

has been shown to be the CYP7A1 gene, encoding the rate-

limiting enzyme of the ‘classical’ cholesterol catabolic path-

way (Goodwin et al, 2000; Lu et al, 2000). Previous studies

identified the nuclear receptor FXRa as the major hepatic bile

acid sensor that governs bile acid synthesis and transport

(Makishima et al, 1999; Parks et al, 1999; Wang et al, 1999).

Bile acids are potent ligands of FXRa, which induces the

expression of SHP (small heterodimer partner). Elevated

levels of SHP in turn lead to transcriptional repression of

the CYP7A1 gene, by inhibiting the activity of the nuclear

receptor LRH-1 on the CYP7A1 promoter (Goodwin et al,

2000; Lu et al, 2000). In line with this, mice deficient in SHP

exhibit impaired feedback regulation of bile acid production,

although compensatory, SHP-independent repression path-

ways can also operate (Kerr et al, 2002; Wang et al, 2002; Holt

et al, 2003). SHP is an atypical orphan nuclear receptor,

which lacks a DNA-binding domain (Seol et al, 1996). It

contains an N-terminal receptor dimerization domain, which

mediates its recruitment to promoters via interaction with

various nuclear receptors. Previous in vitro studies have

identified a number of potential interaction partners for

SHP, including LRH-1, HNF-4, ER, PPARs, PXR, CAR and

NF-kB (Seol et al, 1996, 1997; Johansson et al, 2000; Lee et al,

2000; Kim et al, 2001; Ourlin et al, 2003; Bae et al, 2004).

These observations indicate that SHP may regulate a broad

array of genes in various biological pathways. SHP is ex-

pressed at low levels in the liver and is transiently induced by

bile acid treatment (Goodwin et al, 2000; Lu et al, 2000).

Because bile acids can affect the expression of a variety of

genes independently of SHP (Kerr et al, 2002; Wang et al,

2002; Holt et al, 2003), the identity of the bona fide targets

of this nuclear receptor and its in vivo contribution to the

feedback repression of genes involved in cholesterol catabolic

cascade remained elusive.

To address this issue, we generated transgenic mice, which

express SHP in the liver independently of bile acid signaling.

Global gene expression profiling combined with chromatin

immunoprecipitation (ChIP) assays identified a large number

of target genes regulated by SHP in a direct or indirect

manner. Detailed analysis of the genes involved in cholesterol

and triglyceride metabolism revealed a central role of SHP

in the regulatory network controlling their expression.

Furthermore, we present in vivo evidence for distinct promo-

ter-specific repression mechanisms, which may provide the

molecular basis for the differential inhibition of individual

genes by SHP.

Results

Transgenic mice expressing SHP in the liver

In order to obtain a comprehensive view of the genes affected

by SHP, we generated transgenic mice constitutively expres-Received: 17 March 2005; accepted: 3 June 2005

*Corresponding author. Institute of Molecular Biology and
Biotechnology, Foundation for Research and Technology Hellas,
PO Box 1527, Vassilika Vouton, 711 10 Herakleion Crete, Greece.
Tel.: þ 30 2810 391163; Fax: þ 30 2810 391101;
E-mail: talianid@imbb.forth.gr

The EMBO Journal (2005), 1–10 | & 2005 European Molecular Biology Organization | All Rights Reserved 0261-4189/05

www.embojournal.org

&2005 European Molecular Biology Organization The EMBO Journal

 

EMBO
 

THE

EMBO
JOURNAL

THE

EMBO
JOURNAL

1



sing SHP in hepatocytes. The construct used for transgenesis

contained a Flag-tagged human SHP cDNA in front of the

transthyretin (TTR) promoter, which drives transgene expres-

sion, specifically in the liver (Yan et al, 1990). Of the several

transgenic lines obtained, we chose for further analysis those

expressing SHP about seven-fold above the endogenous

levels (Figure 1A and B), which correspond to the induction

levels detected by bile acid treatment of primary hepatocytes

(Goodwin et al, 2000). Transgene expression in the liver was

evident after birth and reached maximum levels after wean-

ing, when the animals were placed on a normal chow diet.

The livers of transgenic animals were visibly enlarged and

pale in color. As judged by immunostaining with aFlag anti-

body, transgene expression was uniform in all hepatocytes

(Figure 1C). Hematoxylin–eosin (H&E) staining of liver sec-

tions revealed no gross morphological alterations in trans-

genic livers, although some eosinophilic intracytoplasmic

vacuolization could be observed. On the other hand, the

majority of hepatocytes in SHP-expressing liver sections

stained positive with oil red O, pointing to an extensive

lipid accumulation (Figure 1C). Consistent with the observed

fatty-liver phenotype, hepatic triglyceride levels were mark-

edly increased and the concentration of hepatic bile acids was

significantly decreased (Table I). Interestingly, serum bile

acid and triglyceride levels were similar in wild-type and

SHP-Tg animals, while serum total cholesterol and HDL

cholesterol levels were significantly reduced. In the sera of

SHP-Tg mice, the concentrations of C4 (7a-hydroxy-4-choles-

ten-3-one), the product of CYP7A1-catalyzed reaction

(Russell, 2003), and b-sitosterol, a plant sterol supplied by

ingestion (Russell, 2003), dropped to about 26 and 36% of

the levels detected in wild-type animals, respectively. The

serum levels of lanosterol, an intermediate of the de novo

cholesterol synthesis pathway (Russell, 2003; Chiang, 2004),

increased about two-fold (Table I). These results suggest that

in SHP-Tg mice, major defects occur in bile acid synthesis,

lipogenesis, de novo cholesterol biosynthesis and absorption

pathways.

Genes affected by SHP expression in the liver

To investigate the changes in hepatic gene expression pat-

terns caused by constitutive expression of SHP, we performed

global transcriptional profiling using pools of RNA samples

Table I Physiological parameters in SHP-Tg micea

Wild type SHP-Tg SHP-Tg/wild type

Liver weight (g) 1.2970.17 1.5570.12* 1.20
% body weight 4.2570.28 6.2870.34** 1.47

Serum
Triglycerides (mM) 0.3270.07 0.3670.14
Total cholesterol (mM) 2.9070.24 1.9070.75* 0.65
Free cholesterol (mM) 0.4170.07 0.5370.20
VLDL cholesterol (mM) 0.01470.01 0.03170.025
LDL cholesterol (mM) 0.1070.02 0.1370.08
HDL cholesterol (mM) 2.8070.2 1.7070.70* 0.60
C4 (nM) 142727 38710** 0.26
Lanosterol (nM) 320772 8037298* 2.50
b-Sitosterol (nM) 37117485 13567329** 0.36
Bile acids (mM) 12.372.3 13.272.2

Liver extract
Bile acids (mmol/g liver) 2.4970.36 0.3170.06** 0.12
Triglycerides (mg/g liver) 7.971.2 19.471.7** 2.45
Cholesterol (mg/g liver) 2.8670.40 2.6170.33

aAll values are means7standard deviations from five male animals, fasted for 8 h before specimen collection. Statistical analysis was
performed by unpaired Student’s t-test. *Po0.05; **Po0.005.
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Figure 1 SHP expression and histological analysis of SHP-Tg mice.
(A) Quantitative RT–PCR analysis of RNAs from the livers of 60-
day-old SHP-Tg mouse lines and nontransgenic wild-type litter-
mates (control) was performed using primer sets amplifying both
mouse and human SHP cDNA. Numbers at the bottom represent
fold difference between GAPDH-normalized values, compared to
the first control sample. (B) Western blot analysis of hepatic nuclear
extracts from 60-day-old SHP-Tg and wild-type (control) mice was
performed by using aSHP antibody, to detect total SHP protein, and
aFlag antibody, to detect transgene-derived protein expression. (C)
Liver sections from 60-day-old SHP-Tg and wild-type (control) mice
were stained with H&E, oil red O and aFlag as indicated.
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prepared from wild-type and SHP-Tg livers. As shown in

Supplementary Table 1, a large number of genes involved in

diverse biological pathways were affected. These include

genes playing roles in various metabolic, stress and inflam-

matory response, transport, detoxification, cell cycle, signal-

ing, cell adhesion and transcriptional control processes.

Using a filter of two-fold change as the cutoff, we found

that 67 genes were downregulated and 48 genes were upre-

gulated in SHP-Tg livers.

Several of these genes participate in cholesterol–bile acid

and lipid homeostasis, indicating that the observed pheno-

type of SHP-Tg animals is associated with defects in the

expression of multiple genes involved in the regulation of

these pathways. Therefore, our subsequent analyses were

focused on these particular pathways. In order to validate

the microarray results, we performed quantitative RT–PCR

assays using liver RNA samples from individual animals.

As expected, CYP7A1 was downregulated in SHP-Tg mice

(Figure 2A). Interestingly however, CYP8B1 and CYP7B1,

genes encoding two downstream enzymes of the classical

and alternative bile acid biosynthetic pathway, were more

sensitive to SHP-dependent repression than CYP7A1. Similar

changes were observed in their protein levels (Supplementary

Figure 2). The mRNA levels of bile acid-CoA:amino-acid

N-acyltransferase (BAT), involved in the more downstream

event of bile acid conjugation, were also significantly de-

creased in SHP-Tg livers (Figure 2A). These results show that

SHP inhibits several key steps of the bile acid production

cascade, pointing to its central role in the negative feedback

regulatory pathway that prevents accumulation of bile acids

beyond physiological levels. On the other hand, we detected

decreased expression of genes coding for bile salt export

pumps (BSEP and MDR2), and also for the NTCP gene,

whose product is the major mediator of hepatic basolateral

bile acid uptake (Trauner and Boyer, 2003) (Figure 2A).

Collectively, the above changes explain the decreased hepatic

bile acid pool and the essentially unaffected serum bile acid

levels in SHP-Tg mice (Table I). In this respect, we note that,

although the hepatic bile acid pool size was greatly reduced,

it was not entirely diminished. The residual concentrations of

hepatic bile acids may arise from the downregulation of the

major bile acid export pump, BSEP, and the unaltered ex-

pression of the gene encoding the second bile acid import

protein OATP (Trauner and Boyer, 2003) (Figure 2A).

Analysis of other genes involved in cholesterol and lipid

homeostasis revealed an interesting pattern. While the ex-

pression levels of apolipoproteins, microsomal triglyceride

transfer protein (MTP), liver fatty acid-binding protein

(L-FABP) and the LDL receptor were not affected, reciprocal

changes in the expression of the HDL receptor (Trigatti et al,

2003) SR-BI and the ABCA-1 transporter (Knight, 2004) were

detected in SHP-Tg livers (Figure 2B). These differences are

expected to result in decreased reverse cholesterol uptake and

increased cholesterol efflux from hepatocytes, which should

be manifested in hypercholesterolemia. However, serum cho-

lesterol levels in SHP-Tg animals were decreased, suggesting

that the changes in SR-BI and ABCA-1 expression may corre-

spond to compensatory mechanisms aimed at the acquisition

of balanced concentrations of cholesterol. The main mechan-

ism by which serum cholesterol levels decrease in SHP-Tg

mice most likely involves impaired absorption, as suggested

by the decreased serum sitosterol levels, a plant sterol,

exclusively supplied by food ingestion (Table I). Impaired

absorption is also an expected outcome of decreased bile acid

production and secretion. In addition, we measured lanoster-

ol levels in the sera to estimate the effects of SHP on de novo

cholesterol synthesis. Lanosterol levels were increased in

SHP-Tg mice (Table I), which could be interpreted as an

increased de novo synthesis activity consequent to reduced

absorption. However, our gene expression analysis suggests

that the observed lanosterol accumulation is a consequence

of the decreased expression of the lanosterol demethylase

(CYP51b), rather than stimulation of de novo cholesterol

synthesis, as judged by the unaltered expression of HMG-

CoA reductase, the rate-limiting enzyme of the pathway

(Figure 2B). In contrast to serum, the levels of cholesterol

in the liver were not significantly altered in SHP-Tg mice

(Table I). This could be due to the opposing effects of reduced

degradation, which is expected to increase levels, and the

reduced uptake, or de novo synthesis, which are expected to

decrease the concentration of hepatic cholesterol.

In order to understand the molecular basis of the fatty liver

phenotype in SHP-Tg mice, we studied the expression of

several lipogenic genes. As shown in Figure 3A, the fatty

acid translocase (CD36), which facilitates the uptake of long-

chain fatty acids, was highly upregulated in SHP-Tg livers.

Furthermore, the mRNA levels of other genes involved in

fatty acid and triglyceride biosynthesis, such as the fatty acid

synthase (FAS), ATP citrate lyase (ACL), acetyl-CoA carboxy-

lase (ACC-1) and stearoyl-CoA reductase (SCD1), were also

increased significantly (Figure 3A). These findings suggest

that the elevated levels of hepatic triglycerides (Table I) and

the positive oil red O staining of SHP-Tg livers (Figure 1) are
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the result of an increased expression of several lipogenic

genes.

Next, we tested the expression of the major transcription

factors, which have been implicated in the regulation of the

studied genes. In agreement with the previously proposed

autoregulatory loop (Goodwin et al, 2000; Lu et al, 2000), we

found that the expression of endogenous SHP was severely

downregulated in SHP-Tg mice. Interestingly however, the

mRNA levels of FXRa, the main inducer of SHP and other

genes in response to bile acids, were also significantly

reduced (Figure 3B). This finding defines a novel component

of the crossregulatory network controlling bile acid homeo-

stasis. We did not observe significant differences between

wild-type and SHP-Tg mice in the expression of LRH-1, HNF-

4a, LXRa, HNF-1a, CAR, PXR, RXRa and PPARa. On the other

hand, the expression of SREBP-1c and PPARg1, which encode

the major regulators of lipogenic genes (Shimano et al, 1996;

Osborne, 2000; Kersten, 2001; Herzig et al, 2003; Yu et al,

2003), was upregulated (Figure 3B). A schematic summary

of the above regulatory effects is shown in Figure 5.

Molecular mechanisms involved in SHP-dependent

repression and activation of target genes

In order to determine whether SHP is involved directly or

indirectly in the repression or activation of the above genes,

we analyzed the recruitment of SHP to the corresponding

regulatory regions by ChIP assays. In parallel, we studied the

occupancy of the respective promoters by HNF-4a and LRH-1,

two SHP-interacting factors, which have been implicated in

the regulation of the studied genes (Repa and Mangelsdorf,

2000; Hayhurst et al, 2001; Schoonjans et al, 2002; del

Castillo-Olivares et al, 2004; Fayard et al, 2004; Inoue et al,

2004; Pare et al, 2004). In wild-type animals, HNF-4a could

be detected in all genes that were downregulated by SHP.

LRH-1 occupancy was also evident in most genes, except

those of NTCP and SR-BI (Figure 4A). In SHP-Tg mice, both

factors dissociated from the CYP8B1 and CYP7B1 genes, but

remained associated with the other promoters. Importantly,

with the exception of the SR-BI gene, we could detect SHP

recruitment into the regulatory regions of all downregulated

genes only in samples from SHP-Tg livers, suggesting that

SHP is directly involved in their repression.

Previous in vitro studies suggested that a multistep me-

chanism is involved in SHP-dependent transcriptional repres-

sion (Boulias and Talianidis, 2004). This includes coactivator

competition, histone deacetylation, followed by histone 3

(H3)-K9 methylation and stable association of SHP itself

with chromatin. In principle, any of the above individual

events should result in efficient transcriptional repression,

which raised the theoretical possibility that depending on the

promoter context of different genes, SHP-mediated repression

may involve one or more of the above steps. In vivo evidence

for such gene-specific, differential mode of action was ob-

tained by the more detailed analysis of the CYP7A1, SHP and

CYP8B1 promoters (Figure 4B). As shown above, the three

regulatory regions were occupied by SHP in SHP-Tg mice, but

HNF-4 and LRH-1 occupancy was preserved only on the

CYP7A1 and SHP genes. CBP and RNA pol-II dissociated

from all promoters in SHP-Tg animals; however, HDAC-1

recruitment, H3 deacetylation and H3-K9 methylation were

observed only at the regulatory regions of the SHP and

CYP8B1 genes (Figure 4B). These findings suggest that the

mechanism of CYP7A1 repression involves coactivator (e.g.

CBP) competition but not subsequent deacetylation and H3-

K9 methylation as observed for the SHP and CYP8B1 genes.

A further distinction can be made between the mechanisms

operating in the repression of SHP gene, where both interact-

ing partners (HNF-4 and LRH-1) are present on the promoter

under repressive conditions, and that functioning on the

CYP8B1 gene where HNF-4 and LRH-1 are absent. For this

latter case, the results suggest that the alteration in chromatin

structure leads to complete dissociation of transcription

complex components, with the exception of SHP and

HDAC-1. SHP remains associated with the promoter, probably

via its intrinsic ability to interact with underacetylated or

K9-methylated H3 (Boulias and Talianidis, 2004). In light of the

functioning of distinct repression mechanisms on different

genes, we note that in SHP-Tg mice the expression of the

CYP7A1 gene was repressed to a lesser extent than that of

SHP and CYP8B1. This points to a possible correlation be-

tween the degree of inhibition and the actual repression

mechanism employed, depending on the contribution of

histone deacetylation and H3-K9 methylation in the process.

In line with this, we observed an occupancy pattern similar to

that found in CYP7A1 gene at the promoters of BAT, BSEP,

NTCP and FXR genes, which were downregulated to a lesser

extent, and an occupancy pattern similar to that found in

CYP8B1 gene at the promoter of CYP7B1, which was more

dramatically downregulated in SHP-Tg mice (data not shown).

We also examined SHP occupancy on selected lipogenic

genes, whose expression was increased in SHP-Tg mice. The

lack of recruitment of SHP to the SREBP-1c, CD36 and FAS

promoters points to an indirect effect (Figure 4C). In SHP-Tg
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Figure 4 Analysis of transcription factor recruitment (A, C), RNA pol-II occupancy, and chromatin modifications (B). Soluble, formaldehyde-
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mice, we could detect selectively increased ChIP signals for

PPARg and SREBP-1 in the PPARg-regulated CD36 gene

(Herzig et al, 2003) and in the SREBP-1c-regulated FAS gene

(Latasa et al, 2003), respectively, which is in agreement with

the increased expression of both transcription factors. In

addition, we also detected increased SREBP-1 ChIP signal

on its own promoter, as expected from the known positive

autoregulatory function of this factor (Osborne, 2000). The

ChIP signal obtained for LXRa on the SREBP-1c promoter was

about three times as high in SHP-Tg livers, compared to wild-

type livers (Figure 4C). This suggests that LXRa activation is

responsible for the observed upregulation of SREBP-1c in

SHP-Tg mice. This activation is most likely due to increased

intracellular concentration of active LXRa ligands (e.g. oxy-

sterols), since the expression levels of LXRa were similar in

both wild-type and SHP-Tg mice. In line with this scenario,

we note that the expression of CYP7B1, which encodes the

key enzyme involved in the hepatic degradation of 27-hydro-

xycholesterol (a relevant physiological LXRa ligand), was

severely perturbed in SHP-Tg mice. Activation of LXRa is

further substantiated by the observed upregulation of its

target gene ABCA1 in SHP-Tg mice.

Discussion

Cellular cholesterol and lipid homeostasis is maintained

through a complex network of transcriptional programs

(Repa and Mangelsdorf, 2000; Chiang, 2004). Many intracel-

lular metabolites are ligands of distinct nuclear receptors,

whose activation plays a pivotal role in the regulation of

genes in specific metabolic pathways. Ligand-activated nu-

clear receptors, in addition to functioning directly on promo-

ters, often influence the expression of downstream target

genes by the induction of other transcription factors. For

example, LXRa, activated by oxysterols, induces the expres-

sion of SREBP-1c, a key regulator of lipogenic genes

(Watanabe et al, 2004). The bile acid sensor FXRa activates

the expression of the orphan nuclear receptor SHP, which is a

repressor of CYP7A1 gene coding for the rate-limiting enzyme

of bile acid synthesis (Goodwin et al, 2000; Lu et al, 2000).

The aim of this study was to obtain a comprehensive view

of bona fide target genes regulated by SHP. The results

suggest that SHP is a pleiotropic regulator, influencing the

expression of several genes involved in diverse biological

processes, including regulation of metabolic pathways, stress

and inflammatory response, detoxification and cell cycle

control. Detailed analysis of the genes involved in cholesterol

and lipid homeostasis revealed a central role of SHP in a

complex regulatory circuit, schematically presented in

Figure 5. The results demonstrate that SHP represses genes

of the bile acid synthesis, conjugation and transport pathway,

as well as genes involved in cholesterol uptake and synthesis.

Several genes coding for consecutive steps of the bile acid

production cascade are repressed by SHP, suggesting that

SHP action is important for the complete blocking of the

entire pathway.

The identification of the FXRa gene as a direct target of

SHP extends previous models aimed at comprehending the

regulatory cascades involved in bile acid homeostasis, by

indicating a role for SHP in the recently discovered alternative

bile acid-induced feedback regulatory mechanism (Holt et al,

2003). FXRa is the main activator of the SHP gene in response

to bile acids and other genes like BSEP and FGF19 (Sinal et al,

2000; Holt et al, 2003). Accordingly, bile acid-mediated

activation of FXRa leads to the induction of two signaling

cascades. The first operates through activation of FGF19,

which would signal JNK activation in neighboring cells

(Holt et al, 2003), while the other involves induction of

SHP expression in the same cell (Goodwin et al, 2000; Lu

et al, 2000). Once SHP levels increase to a critical point, it will

also repress FXRa expression and consequently the FXRa–

FGF19 pathway, thus limiting its function to a short time
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period. Under physiological conditions, SHP-dependent reg-

ulation is also expected to be transient, as suggested by its

strong repressive effect on its own gene. Downregulation of

FXRa may also contribute to the decline of SHP expression.

Taken together, we propose that SHP may play an auto-

feedback regulatory role in both inhibitory pathways, which

are central for the acquisition of balanced intracellular levels

of cholesterol and bile acids.

In mice, FXRa mRNAs are produced by alternative splicing

of exon 5 and the use of two alternative promoters that drive

transcription from either exon 1 or 3 (Zhang et al, 2003).

Previous studies have shown that upon fasting, the FXRa3a4

variant is selectively induced by the action of PGC-1 on the

internal promoter, which plays a role in the fasting-dependent

decrease of triglyceride synthesis (Zhang et al, 2004).

Interestingly however, fasting and PGC-1 overexpression

also increased SHP expression independently of FXR (Zhang

et al, 2004). Our ChIP experiments suggest that SHP can be

recruited to both FXRa1a2 and FXRa3a4 promoters, which is

consistent with the downregulation of all FXR isoforms in

SHP-Tg mice. Therefore, we speculate that upon fasting

conditions, SHP may play a modulatory role in controlling

PGC-1-mediated induction of FXRa.

Consistent with the molecular characteristic of SHP as a

transcriptional repressor, we could detect SHP on the promo-

ters of most downregulated genes. On the contrary, it was not

recruited to any of the genes that were upregulated in SHP-Tg

mice, suggesting that activation of these genes is due to an

indirect effect. Among the genes induced in SHP-Tg mice,

those involved in the lipogenesis pathway are of special

interest. The role of SHP and the LXRa–SREBP1 regulatory

axis in the reciprocal relationship between bile acid synthesis

and triglyceride production has recently been put forward

(Watanabe et al, 2004). In mice fed cholic acid, the hepatic

expression of SREBP-1c and several other lipogenic genes was

downregulated, an effect that was compromised in mice

lacking SHP (Watanabe et al, 2004). In agreement with

these findings, we observed that reduction of hepatic bile

acid pool size in SHP-Tg mice correlates with the upregula-

tion of SREBP-1c and lipogenic gene expression, with a

concomitant accumulation of triglycerides in the liver.

However, in our animal model, SHP is expressed at levels

that mimic bile acid-induced conditions. Therefore, our

results suggest that increased expression of SHP can also

induce the activation of SREBP-1c and lipogenic genes by an

indirect mechanism, which does not involve its recruitment

to the corresponding gene regulatory regions. As outlined

above, SREBP-1c activation is likely to be mediated by the

action of SHP on cholesterol catabolic enzymes, thus influen-

cing the intracellular concentration of metabolic intermedi-

ates that activate LXRa. This, points to a dual role for SHP in

the regulation of SREBP-1c and lipogenic genes. Depending

on the actual intracellular metabolic milieu, SHP may repress

SREBP-1c expression, as indicated by studies in cholic acid-

fed mice (Watanabe et al, 2004), or it may induce the

lipogenic pathway through the activation of LXRa when it

is expressed for a long period of time, as is the case in our

SHP-Tg animal model.

The genes responsible for the fatty liver phenotype of SHP-

Tg mice (lipogenic genes, CD36) are similar to those found in

SREBP-1-Tg mice (Horton et al, 2003) and in mice where

PPARg1 was overexpressed by adenovirus-mediated gene

transfer (Yu et al, 2003). In the latter animal model however,

induction of several adipocyte-specific genes (aP2, adipsin,

adiponectin) was also implicated in the fatty liver phenotype.

In SHP-Tg mice, we did not observe significant changes in the

levels of adipocyte-specific genes (data not shown), suggest-

ing that the fatty liver phenotype is solely mediated by the

upregulation of fatty acid translocase CD36 and lipogenesis-

related genes. We speculate that the approximate 3.5-fold

increase of endogenous PPARg1, observed in SHP-Tg mice, is

sufficient for the upregulation of certain already expressed

genes, like CD36, but not for the expression of adipocyte-

specific genes in the liver, which may require very high levels

of PPARg, such as those achieved by Ad-PPARg1 infection

(Horton et al, 2003).

Another important conclusion of this study concerns the

gene-specific molecular repression mechanisms, schemati-

cally presented in Supplementary Figure 1. Selective associa-

tions of SHP with promoters provide the first level of

specificity. Since SHP does not bind to DNA, it is recruited

to promoters via interactions with other nuclear receptors.

HNF-4a and LRH-1 are the best-studied factors that provide a

molecular platform for targeting SHP into regulatory regions

(Goodwin et al, 2000; Lee et al, 2000; Lu et al, 2000). We

consistently found occupancy by one or both of these factors

in promoters where SHP was recruited. However, SHP did not

associate with all promoters occupied by HNF-4, like SR-BI

and others (data not shown), suggesting that the transcrip-

tion initiation complex formed on HNF-4-containing regions

can influence the recruitment of SHP. With respect to genes

where SHP is recruited, the context of the particular promoter

may provide an additional specificity by influencing different

steps of the repression mechanism. SHP has the ability to

displace coactivator proteins from nuclear receptors (Seol

et al, 1997; Johansson et al, 2000; Lee et al, 2000; Kemper

et al, 2004), functionally interact with the histone deacetylase

HDAC-1-containing complexes (Kemper et al, 2004), the H3-

K9 methylase G9a and with underacetylated or K9-methy-

lated H3 (Boulias and Talianidis, 2004). As shown in this

study, one or more of the above steps are utilized in distinct

regulatory regions. In certain genes, coactivator displacement

is not followed by histone deacetylation and methylation,

while in others, like in the case of the CYP8B1 gene, H3

deacetylation and H3-K9 methylation correlate with the dis-

sociation of HNF-4 and LRH-1 from the promoter. In support

of the above, it has been demonstrated that in vitro binding of

LRH-1 to the CYP8B1 promoter is inhibited by SHP, whereas

binding to the CYP7A1 promoter was not affected (del

Castillo-Olivares and Gil, 2001). The selective recruitment

of SHP and the molecular decisions between the actual

repression mechanisms employed are likely to be governed

by the availability of specific interaction surfaces for coregu-

lator recruitment on different genes. They may also provide

the molecular basis of differential repression of individual

genes. For example, the participation of H3-K9 methylation in

the repression mechanism in some genes may influence the

potential of its reactivation when SHP expression declines, as

it is considered a stable repressive mark whose elimination

requires histone exchange (Kouzarides, 2002; Vermaak et al,

2003). Thus, we propose that distinct repressive promoter

complexes and chromatin configurations may play a deter-

mining role in regulating the extent and possibly the duration

of transcriptional inhibition.
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Materials and methods

Transgenic mice and histological analysis
The Flag epitope containing human SHP cDNA (Boulias and
Talianidis, 2004) was inserted into the StuI site of the pTTR1-
ExV3 plasmid (Yan et al, 1990). The 6.2 kb HindIII fragment
containing the mouse transthyretin enhancer/promoter, intron 1,
Flag-SHP cDNA and SV40 poly-A site was used to microinject CBA-
CAxC57Bl/10 fertilized oocytes. Founder animals were identified
by Southern blotting and crossed with F1 CBA-CAxC57Bl/10 mice to
generate lines. Transgenic lines expressing SHP about seven-fold
above endogenous levels were maintained in grouped cages in
temperature-controlled (231C) virus-free facility on a 12 h light/dark
cycle and were fed a standard rodent chow diet (4RF21, Mucedola)
and water ad libitum. About 1/4 of the animals died between 2 and
4 weeks of age, while the rest survived at least 6 months. All of the
experiments were performed with mice at 2 months of age.

For histological analysis, livers were fixed in 4% paraformalde-
hyde and embedded in paraffin. Liver sections (8–10 mm thick)
were used for staining with H&E. Frozen sections of formalin-fixed
livers were stained with oil red O (0.3% in isopropanol) for 10 min
and washed with excess water. For immunostaining with aFlag
antibody, frozen liver sections were fixed in methanol, blocked with
1% BSA containing PBS, followed by incubation with a polyclonal
Flag antibody (Sigma) and AlexaFluor568 (Molecular Probes)
secondary antibody as described (Ktistaki and Talianidis, 1997).
Light and fluorescence images were observed using Zeiss Axioscope
2 Plus microscope.

Serum and tissue chemistry
Serum samples were prepared from whole blood, collected from the
hearts of anesthetized animals. Hepatic extracts were prepared from
whole livers containing the gall bladder by homogenization either
in 75% ethanol or in chloroform/methanol (2:1). The ethanol
extracts were incubated for 2 h at 501C and after centrifugation, the
supernatants were further diluted with 75% ethanol and then with
25% PBS and used for measurement of bile acids using the
colorimetric assay kit from Trinitron. Chloroform/methanol extracts
were centrifuged at 3000 r.p.m. and after the addition of 1/5 volume
of 0.9% NaCl, the supernatants were recentrifuged at 2000 r.p.m.
The lower organic phase containing lipids was lyophilized. After
reconstitution in 1% Triton X containing PBS, the samples were
used for triglyceride measurements.

The assays for plasma triglycerides and total cholesterol were
performed using a Cobas Mira analyzer and reagent systems
(Roche). Free cholesterol levels were determined using an enzy-
matic colorimetric method from Waco Chemicals. The cholesterol
distribution profiles were measured by using a size-exclusion high-
performance liquid chromatography system, SMART, with
Superoses 6 PC 3.2/30 column (Amersham Pharmacia Biotechn.).
Data were integrated using a Chromeleon chromatography data
system (Gynkotek HPLC, Germering). The distribution of lipopro-
teins was continuously measured as total cholesterol using
enzymatic colorimetric reagents. The integrated area of the
fractions was expressed in molar concentration. The various peaks
in the profiles were designated VLDL, LDL and HDL for simplicity,
even though it was clear that the separation was determined
primarily by the size of the lipoproteins.

RNA preparation and expression profiling
Total RNA was prepared by the guanidinium isothiocyanate
extraction method and, after digestion with DNase I, was further
purified by using the RNeasy kit from Quiagen. Reverse transcrip-
tion and quantitative RT–PCR assays were performed as described
previously (Kouskouti et al, 2004). The nucleotide sequence of
primers sets is shown in Supplementary Table 2.

For microarray analysis, two wild-type and two SHP-Tg RNA
pools were prepared. Each pool consisted of equal amounts of five

individual RNA samples from male animals. cDNA was generated
by reverse transcription and subsequently a Cy-dye label incorpo-
rated using the Klenow fragment (Smith et al, 2003). Each cDNA
sample was split into two, one half labeled with Cy3-dCTP and the
other half with Cy5-cCTP. Reciprocally labeled wild-type and SHP-
Tg cDNA samples were then mixed to generate four different target
combinations. These targets were used for hybridization of Mouse
Known Gene SGC Oligonucleotide Arrays microarrays, comprising
7500 known mouse genes (http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Research/
Microarray/HGMP-RC_Microarrays/description_of_arrays.jsp#3).
Hybridization and washing were performed as described (Smith
et al, 2003). After washing, the slides were scanned using the
Affymetrix 428 scanner and data extracted with ImaGene 4.2
(BioDiscovery). Normalization was performed using a two-dimen-
sional loess function to eliminate spatial variation, as implemented
in the YASMA (yet another statistical microarray analysis) package
for R. Data were then imported into GeneSpring (Silicon Genetics)
for further analysis. Potential differentially expressed genes were
selected using a filter of above 1.5-fold change in three of the four
hybridizations. These data have been deposited in the ArrayExpress
microarray database of the European Bioinformatics Institute
(http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/Experiment code: E-MEXP-294).

Chromatin immunoprecipitation
In order to crosslink the transcription complexes in their native
tissue environment, anesthetized mice were perfused by inserting
a catheter into portal vein and cutting the vena cava inferior.
The livers were perfused successively with PBS, 1% formaldehyde
and 0.125 M glycine, for 10 min each. Crosslinked nuclei were
purified by centrifugation through a sucrose gradient as described
(Soutoglou et al, 2001). Immunoprecipitations, washings and PCR
analysis were performed as described (Hatzis and Talianidis,
2002; Soutoglou and Talianidis, 2002). Crosslinked liver extracts
from three individual wild-type and three individual SHP-Tg mice
were processed and quantified separately. The antibodies used in
this study were as follows: mouse polyclonal SHP antibody
was prepared by immunization of Balb-C mice with recombinant
His-tagged, full-length SHP protein purified from Escherichia coli
under denaturing conditions. After three boosts in 1 month intervals,
sera were collected and tested in different applications. A rabbit
polyclonal antibody against LRH-1 was raised by immunization of
New Zealand White female rabbits with recombinant full-length
human LRH-1 protein, purified under native conditions. The
antibody against HNF-4a has been described (Hatzis and Talianidis,
2001). Antigen specificities were confirmed by IP–Western blot
assays with crosslinked chromatin or native nuclear extracts
and by competition experiments. Antibodies against CBP, RNA
pol-II, SREBP1, PPARg1, LXRa, CYP7A1, CYP7B1 and CYP8B1
were from Santa Cruz Biotechnology. Anti-HDAC1, anti-dimethyl
H3-K9, anti-acetyl-H3 and anti-acetyl-H4 were from Upstate Bio-
technology.

Supplementary data
Supplementary data are available at The EMBO Journal Online.
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