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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Ο HIF-2α είναι η ρυθµιστική υποµονάδα του µεταγραφικού παράγοντα HIF-2 

(Hypoxia Inducible Factor 2). HIF-2α εκφράζεται κυρίως στο ενδοθήλιο, στο συκώτι, 

την καρδιά, τους πνεύµονες και τον πλακούντα.  

Ο επαγόµενος από την υποξία παράγοντας 2 (HIF-2) αποτελεί ένα 

ετεροδιµερή µεταγραφικό παράγοντα που ρυθµίζει την έκφραση µιας µεγάλης 

οµάδας γονιδίων, που σχετίζονται µε τη γλυκόλυση, την αγγειογέννεση, την 

ερυθρποίηση, τον κυτταρικό θάνατο και την κυτταρική διαφοροποίηση, σαν 

απόκριση στην υποξία. Ο HIF-2α ρυθµίζει τη δράση µεταγραφικών παραγόντων 

όπως ο εµβρυϊκός µεταγραφικός παράγοντας Oct-4 (Pou5f1, Oct-3/4), κυκλίνη D1, 

TWIST1, ο µετασχηµατίζων αυξητικός παράγοντας-α (TGF-a), και η ερυθροποιητίνη  

(EPO) σε συνθήκες υποξίας. Μια οµάδα γονιδίων, που συµπεριλαµβάνει τον 

αγγειακό αυξητικό παράγοντα (VEGF), και τον µεταφορέα της γλυκόζης 1(GLUT-1) 

ρυθµίζονται τόσο από τον  HIF-2α όσο και από τον HIF-2α. Οι µοριακοί µηχανισµοί 

που ρυθµίζουν την έκφραση και την ενεργότητα της επαγόµενης υποµονάδας του, του 

HIF-2α, δεν έχουν ακόµα µελετηθεί επαρκώς. 

Αυτή η µελέτη είχε στόχο την κλωνοποίηση και αποµόνωση της πλήρους µεγέθους 

πρωτεΐνης HIF-2α. Για το σκοπό αυτό, cDNA που κωδικοποιεί τον πλήρους µεγέθους 

ΗΙF-2α κλωνοποιήθηκε στον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης  pGEX- 4T- 1, ώστε να 

εκφραστούν βακτηριακά οι σχετικές GST-σεσηµασµένες πρωτεΐνες. Η πλήρους 

µεγέθους  GST-HIF-2α πρωτεΐνη εκφράστηκε για πρώτη φορά σε βακτήρια. Έπειτα 

καθαρές  GST και  GST-HIF-2α πρωτεΐνες δεσµεύτηκαν πάνω σε στήλες 

γλουταθειόνης -σεφαρόζης και χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα συγκατακρίµνησης 

µε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa και Huh7. Μια πρωτεΐνη µοριακού 

βάρους περίπου 150 kDa από πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα Huh7 και τρεις άλλες 

πρωτεΐνες µοριακού βάρους περίπου 250-300 kDa, 120 kDa και 150 kDa βρέθηκε ότι 

αλληλεπιδρούν µε την  HIF-2α υποµονάδα.  

 Στο µέλλον, θα γίνει προσπάθεια ταυτοποίησης αυτών των πρωτεϊνών µε 

φασµατοσκοπία µάζας.  
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ABSTRACT 
 

HIF-2α is the regulatory subunit of the transcription factor HIF-2 (Hypoxia 

Inducible Factor 2). HIF-2α is predominantly located in endothelium, liver, heart, 

lungs and placenta.  

 Hypoxia inducible factor 2 (HIF-2) is a heterodimeric transcription factor that 

controls the expression of a large group of genes, related to glycolysis, angiogenesis, 

erythropoiesis, cell death and differentiation, in response to hypoxia. HIF-2α 

upregulates specifically transcription factors such as Oct-4 (Pou5f1, Oct-3/4), 

CYCLIN D1, TWIST1, transforming growth factor-a (TGF-a), and erythropoietin 

(EPO) under hypoxia. An other group of genes, including vascular endothelial growth 

factor (VEGF), and glucose transporter 1(GLUT-1) are regulated both by HIF-2α and 

HIF-1α subunits. The molecular mechanisms that regulate the expression and activity 

of its inducible subunit ΗΙF-2α have not been studied sufficiently. 

 This study aimed to the cloning and isolation of full length HIF-2α protein. To 

this end, cDNAs conding for full length ΗΙF-2α fragment were subcloned to pGEX- 

4T- 1 expression vector in order to bacterially express the relevant GST-tagged 

proteins. The full length GST-HIF-2α was for the first time successfully expressed in 

bacteria. In addition, purified GST and GST-HIF-2α were bound onto glutathione-

sepharose beads and used in pull-down assays with HeLa and Huh7 protein extracts. 

One protein with apparent molecular weight 150 kDa from Huh7 protein extracts and 

other three proteins from HeLa protein extracts with apparent molecular weight 250-

300 kDa, 120kDa and 150kDa were found to interact with HIF-2α subunit.  

 In the future, we shall investigate the identification of these proteins by mass 

spectrometry.  
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 Η παροχή οξυγόνου στους ιστούς είναι ζωτικής σηµασίας για τη διατήρηση 

της οµοιοστασίας των κυττάρων. Η ανεπάρκεια οξυγόνου στους ιστούς είναι 

χαρακτηριστικό ενός µεγάλου αριθµού παθοφυσιολογικών καταστάσεων όπου η 

αιµατική ροή είναι ελλιπής για να παρέχει καλή οξυγόνωση. Το υποξικό περιβάλλον 

(χαµηλή συγκέντρωση οξυγόνου) των ιστών ενεργοποιεί ένα σηµατοδοτικό µονοπάτι 

που οδηγεί στην επαγωγή ή αναστολή της µεταγραφής µιας πληθώρας γονιδίων που 

εµπλέκονται σε διαδικασίες όπως αγγειογένεση, µεταβολισµός της γλυκόζης,  

κυτταρική επιβίωση και απόπτωση (Schofield 2004et al., Semenza et al., 2003). Το 

κλειδί της  µεταγραφικής απόκρισης στην υποξία βρίσκεται σε µια οικογένεια 

µεταγραφικών παραγόντων, τους επαγόµενους από την υποξία µεταγραφικούς 

παράγοντες HIF. 

 
 
 
 
 
 

Εικόνα 1: Γονίδια στόχοι των µεταγραφικών παραγόντων της οικογένειας HIF. Οι HIF ρυθµίζουν 
την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται µε την αγγειογένεση, τον ενεργειακό µεταβολισµό, την
ορµονική ρύθµιση, τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, την απόπτωση, τη µεταγραφική ρύθµιση, τη 
µετάσταση κ.α. Από Schofield, Nature RMCB 2004 
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1.1  Η οικογένεια µεταγραφικών παραγόντων HIF 
 Οι επαγόµενοι από την υποξία HIFs είναι ετεροδιµερείς πρωτεΐνες και 

ανήκουν στην µεγάλη οικογένεια µεταγραφικών παραγόντων µε δοµή έλικας- 

στροφής- έλικας, helix- loop- helix (bHLH)/ Per- ARNT- Sim (PAS). Αποτελούνται 

από µια ευαίσθητη στο οξυγόνο α υποµονάδα, η οποία σχηµατίζει ένα ενεργό 

σύµπλοκο µε τον HIF-1β/ ARNT. (Gu YZ et al., 2000). Υπάρχουν περισσότερες από 

µια α υποµονάδες, όπως ο HIF-1α, ο HIF-2α και ο HIF-3α. Κάτω από συνθήκες 

νορµοξίας ,(φυσιολογική συγκέντρωση οξυγόνου), οι HIF- α υποµονάδες 

υδροξυλιώνονται σε κατάλοιπα προλίνης. Αυτό επιτρέπει την αναγνώρισή τους από 

την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη von Hippel- Lindau (pVHL). Η υδροξυλίωση 

καταλοίπων προλίνης των HIF-α υποµονάδων από υδροξυλάσες προλίνης (Proline 

Hydroxylase Domain, PHD) κάνει δυνατή την πρόσδεση της ογκοκατασταλτικής 

πρωτεΐνης VHL (Von Hippel Lindau, pVHL) που οδηγεί στην αποικοδόµησή τους 

στο πρωτεάσωµα. Έτσι, παρουσία οξυγόνου και µέσα σε 5 λεπτά από τη σύνθεσή 

του, οι HIF-α υποµονάδες υδροξυλιώνονται, ουβικουιτινυλιώνονται και 

αποικοδοµούνται από το πρωτεόσωµα. Κατά τη διάρκεια υποξίας οι HIF-α 

υποµονάδες οδηγούνται στον πυρήνα, µέσω των ειδικών αλληλουχιών που 

βρίσκονται στην πρωτεΐνη, τα σήµατα πυρηνικού εντοπισµού (Nuclear Localization 

Signal, NLS). Οι HIF-α υποµονάδες αλληλεπιδρούν µε τον ARNT σε στοιχεία 

απόκρισης στην υποξία (hypoxia responsive elements HRE) των γονιδίων στόχων. Τα 

γονίδια αυτά κωδικοποιούν πρωτεΐνες που συµβάλλουν στην προσαρµογή των 

κυττάρων στην υποξία όπως για παράδειγµα µε την αύξηση της µεταφοράς της 

γλυκόζης και της µεταβολικής δραστηριότητας, καθώς και την ερυθροποίηση ή την 

αγγειογένεση. 
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Εικόνα 2: Ενεργοποίηση  και αποικοδόµηση του  HIF-2α 

1.2 Έκφραση και κατανοµή του HIF-2a 
 

Ο HIF-2α επίσης γνωστός ως EPAS-1, MOP2, HLF και HRF εκφράζεται 

κυρίως στο ενδοθήλιο, στο ήπαρ, στην καρδιά, τους πνεύµονες και τον πλακούντα  

και η δράση του στους παραπάνω ιστούς φαίνεται να υπερέχει έναντι του HIF-1α. 

(Tian et al., 1998). 

Με πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας µελετήθηκε η σταθεροποίηση του HIF-2α 

σε ηπατοκύτταρα, επιθηλιακά κύτταρα του δωδεκαδάκτυλου, νεφρικά κύτταρα, 

καρδιοµυοκύτταρα και αστροκύτταρα όταν αυτά υποβάλλονται σε συστηµατική 

υποξία. Παρόλο που περιγράφεται στη βιβλιογραφία ότι ο HIF-2α σταθεροποιείται σε 

υψηλότερα επίπεδα οξυγόνου από τον HIF-1α in vitro, o HIF-2α δεν παρατηρήθηκε 

στα όργανα που εξετάσθηκαν κάτω από συνθήκες νορµοξίας. Η συσσώρευση του 

ΗIF-2α οφείλεται κυρίως σε µετα-µεταφραστικές ρυθµίσεις καθώς τα επίπεδα mRNA 

δεν επάγονται σηµαντικά κάτω από συνθήκες υποξίας(Gort et al.,2007). Τα επίπεδα 

του mRNA του HIF-2α είναι υψηλά στους ιστούς που είναι υπεύθυνοι για τη 

µεταφορά οξυγόνου, όπως στον πνεύµονα, την καρδιά και το ενδοθήλιο (Tian H et 

al., 1997). Στον πνεύµονα, η πρωτεΐνη του HIF-2α σταθεροποιείται σε 

πνευµονοκύτταρα τύπου ΙΙ και σε ενδοθηλιακά κύτταρα του πνεύµονα ως απάντηση 

στην υποξία, ενώ ο HIF-1α δεν εντοπίζεται. Τα επίπεδα των µεταγράφων του HIF-2α, 

ρυθµίζονται σταδιακά στον πνεύµονα, µε επαγωγή στο mRNA κατά τη διάρκεια των 

τελευταίων σταδίων της ανάπτυξης. Κύτταρα της νευρικής κορυφής, τα οποία 

συνθέτουν ορµόνες σηµαντικές για τη ρύθµιση του καρδιακού τόνου, επίσης 
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εκφράζουν HIF-2α. Πιο συγκεκριµένα, στο όργανο του Zuckerkandl, σηµαντικό για 

τη σύνθεση των κατεχολαµινών κατά την εµβρυική ανάπτυξη. Ανάλυση των HIF-α 

σε ισχαιµικό µυοκάρδιο, έδειξε ότι επαγωγή των HIFα συµβαίνει στην περιοχή  του 

αλλοιωµένου ιστού του εµφράγµατος, συµπεριλαµβάνοντας καρδιοµυοκύτταρα, 

ενδοθηλιακά κύτταρα και µακροφάγα. Τα παραπάνω χωρο-χρονικά πρότυπα 

έκφρασης των HIFα υποδηλώνουν ότι οι δυο α υποµονάδες (HIF-1α και HIF-2α) 

έχουν µοναδικούς και συµπληρωµατικούς ρόλους στην προσαρµογή των ιστών στην 

υποξία.  

 

1.3  Ο µεταγραφικός παράγοντας  HIF-2a 
  

1.3.1 ∆οµή και λειτουργία 

 O HIF-2α παρουσιάζει τον υψηλότερο βαθµό οµολογίας µε την αµινοξική 

αλληλουχία του HIF-1α στα µοτίβα α) bHLH (basic Helix-Loop-Helix 

χαρακτηριστική των µεταγραφικών παραγόντων που συνδέονται µε DNA)(85%), β) 

PAS-Α (PER-ARNT-SIM) (68%) και γ) PAS-Β (PER-ARNT-SIM) (73%), που 

συµµετέχουν στο διµερισµό µε τον ΑRNT (Tian H et al., 1997). Επίσης ο HIF-2α 

διαθέτει δυο περιοχές υπεύθυνες για την ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων τους 

(Trans Activation Domains, TADs), µια αµινο-τελική, την Ν-TAD (αµινοξέα 496-

542) και µια καρβοξυ-τελική, την C-TAD (αµινοξέα 830-870) που εντοπίζονται στην  

καρβοξυ-τελική επικράτεια του συνόλου του HIF-2α. H Ν-TAD περιοχή του HIF-2α 

είναι εκείνη που απονέµει την εξειδίκευση για τα γονίδια στόχους και η 

αντικατάστασή της από την αντίστοιχη του HIF-1α έχει δείξει ότι µεταβάλει την   

εξειδίκευση του HIF-2 (Hu CJ et al., 2007).    Η C-TAD περιοχή έχει δειχθεί ότι 

αλληλεπιδρά µε συνενεργοποιητές της µεταγραφής όπως είναι ο CBP (CREB Binding 

Protein) και ο p300 µε οξυγονοεξαρτώµενη ρύθµιση. Σε συνθήκες νορµοξίας το 

συντηρηµένο κατάλοιπο ασπαραγίνης (Αsn 847) στη C-TAD περιοχή υδροξυλιώνεται 

από τον παράγοντα αναστολής του FIH-1 (Factor Inhibiting HIF, FIH-1) και 

παρεµποδίζει την αλληλεπίδραση µε τους µεταγραφικούς συν-ενεργοποιητές CBP και 

p300. 
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1.3.2 Οξυγονοεξαρτώµενη ρύθµιση 

 Τα επίπεδα οξυγόνου ρυθµίζουν την αποικοδόµηση της πρωτεΐνης του HIF-

2α. Κατά τη νορµοξία είναι γενικά αποδεκτό ότι υδροξυλιώνονται οι προλίνες 405 

και 531 του HIF-2α από τα ένζυµα υδροξυλάσες της προλίνης (PHD) 1-3 και τότε 

µπορεί να προσδεθεί η πρωτεΐνη VHL που αναγνωρίζεται από την Ε3 λιγάση της 

ουβικουιτίνης. Η ουβικουιτινίωση του HIF-2α οδηγεί την πρωτεΐνη για 

αποικοδόµηση στο 26S πρωτεόσωµα. Εκτός από οξυγόνο οι PHDs απαιτούν ως συν-

υπόστρωµα α- κετογλουταρικό και σαν συµπαράγοντες Fe2+ και ασκορβικό. Εφόσον 

το 2-OG είναι µεταβολίτης του κύκλου του Krebs, η ενεργότητά των PHDs 

ρυθµίζεται από τη λειτουργία του κύκλου. Το ηλεκτρικό οξύ που παράγεται κατά την 

υδροξυλίωση και από τον κύκλο του Krebs δρα σαν αναστολέας των PHDs (Schofield 

CJ et al., 2005). 

 Η υποξία αυξάνει τα επίπεδα του HIF-2α κυρίως επειδή εµποδίζει την 

αποικοδόµησή του στο πρωτεόσωµα. Έτσι σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου, ο 

HIF-2α µεταφέρεται στο πυρήνα όπου διµερίζεται µε την HIF-1β υποµονάδα (ή 

ARNT) και επάγει τη µεταγραφή των γονιδίων µετά από πρόσδεση στα στοιχεία 

απόκρισης στην υποξία, HREs µε αλληλουχία 5’RCGTG3’τα οποία βρίσκονται στις 

ρυθµιστικές περιοχές των γονιδίων αυτών (Semenza et al., 1997).  

 
Εικόνα 3: ∆οµή του HIF-2α, συµπεριλαµβάνοντας την  bHLH DNA-binding περιοχή, PAS περιοχή, 
και την περιοχή απενεργοποίησης (TAD). Προλυλουδροξυλάσες (PHDs) υδροξυλιώνουν τις προλίνες 
405 και 531 κατά την οξυγονοεξαρτώµενη αποικοδόµηση (ODD) του HIF- 2a κάτω από συνθήκες 
νορµοξίας, στοχεύοντάς τον για αποικοδόµηση από το πρωτεάσωµα. Επιπλέον, η υδροξυλίωση της 
ασπαραγίνης 847 στη C-τελική TAD περιοχή από ανασταλτικούς παράγοντες HIF (FIH-1) εµποδίζει 
την αλληλεπίδραση µε τους συνενεργοποιητές CBP/p300 ( Patel SA and MC Simon 2008) 
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1.3.3 Ρύθµιση του HIF-2α µέσω µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων  

 Στη µέχρι σήµερα βιβλιογραφία, η µελέτη της επίδρασης των 

µεταµεταφραστικών τροποποιήσεων έχει επικεντρωθεί σχεδόν στον HIF-1α. Έτσι, ο 

HIF-2α  είναι  λιγότερο µελετηµένος µιας και στον HIF-1α αποδίδονταν η ρύθµιση 

των γονιδίων που επάγονται από την υποξία. Ο HIF-1α έχει βρεθεί ότι 

φωσφορυλιώνεται από την CK2 καζεϊνική κινάση 2 (Mottet et al,. 2005), την GSK3β 

(Sodhiet et al,. 2001) και από τις MAPK (Mylonis et al,. 2006). Πιο συγκεκριµένα, ο 

βιολογικός ρόλος της φωσφορυλίωσης από τις MAPK είναι να εµποδίζει την έξοδο 

του HIF-1α από τον πυρήνα, εξουδετερώνοντας την αναγνώριση από την εξπορτίνη 

CRM1 (Mylonis et al,. 2008). Επίσης, ο HIF-1α έχει βρεθεί ότι µπορεί να υποσττεί 

και άλλες τροποποιήσεις , όπως ακετυλίωση, S- νιτροζυλίωση και σουµοϋλίωση.Η 

φωσφορυλίωση του HIF-2α δεν έχει επαρκώς διαλευκανθεί. Η βιβλιογραφία 

περιγράφει ότι χρησιµοποιώντας τον αναστολέα των MAPK, PD98059,  

αναστέλλεται η µεταγραφική ενεργότητα του υπερεκφρασµένου HIF-2α ενώ 

υποστηρίζεται ότι δεν φωσφορυλιώνεται από τις p42/44 MAPK. Αυτό οδηγεί στην 

υπόθεση ότι πιθανόν οι ΜΑΡ κινάσες να φωσφορυλιώνουν πρωτεΐνες 

συνενεργοποιητές που συµµετέχουν στην µεταγραφική δραστικότητα του HIF-2 α 

(Conrad PW et al., 1999 JBC).  Επίσης µελέτες τροποποίησης του HIF-2α έχουν 

προσδιοριστεί στην φωσφορυλίωση στο κατάλοιπο θρεονίνης (Thr-324) την έκφραση 

του επιδιορθωτικού γονιδίου του DNA NBS1 (To et al,. 2006) και στη 

φωσφορυλίωση του καταλοίπου θρεονίνης (Thr-844) στην C-TAD περιοχή του HIF-2 

(Gradin et al,. 2002) που πιθανόν συµµετέχει στη αλληλεπίδραση µε τον CBP. Έχει 

δειχθεί ότι ο CBP αλληλεπιδρά πιθανόν µε τον HIF-2 α και τον ρυθµίζει θετικά ( Ema 

M et al 1999 EMBO, Arany, Z.et al , 1996 PNAS ). Ενώ οι Janknecht et al. έδειξαν 

ότι τα καρβοξυτελικά άκρα του CBP αποτελούν στόχο φωσφορυλίωσης των  MAPK 

in vitro (Janknecht et al.,1996 BBRC). Ωστόσο ο µηχανισµός αυτός ενεργοποίησης 

του HIF-2 α και άλλες µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις δεν έχουν µελετηθεί.  

 
1.3.4 Ρύθµιση του HIF-2α µέσω µεταγραφικών συνενεργοποιητών  

 Πρόσφατες µελέτες δείξανε πως χρειάζεται η συνεργασία µε άλλους 

µεταγραφικούς παράγοντες για την µέγιστη και την ιστοειδική επαγωγή γονιδίων 

στόχων των HIF. Πολλά µέλη της οικογένειας των Ets µεταγραφικών παραγόντων 

συνεργάζονται µε τον HIF-2α. Για παράδειγµα ο Elk συνεργάζεται µε τον HIF-2α για 

την επαγωγή της έκφρασης του υποδοχέα 2 του VEGF (Flk-1). O Elk, ένα άλλο 
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µέλος της οικογένειας των Ets, συνδέεται µε τον HIF-2α αλλά και συνεργάζεται µε 

αυτόν µε την πρόσδεσή του σε γειτονικές θέσεις (Ets binding sites) των HRE 

γονιδίων στόχοι όπως ο CITED 2, EPO, IGFBP3 και PAI1 (Hu CJ et al.,2007). H 

φυσική αλληλεπίδραση του γίνεται στο καρβοξυτελικό άκρο του HIF-2α (Elvert G 

JBC 2003). 

 Ένας άλλος µεταγραφικός συνενεργοποιητής που βρέθηκε ότι αλληλεπιδρά µε 

τον HIF-2α µε µελέτη διπλού υβριδισµού είναι ο ΝΕΜΟ ( NF-kB essential 

modulator). Με πειράµατα ανοσοκατακρίµνησης και in vitro αλληλεπίδρασης 

πρωτεϊνών δείχθηκε ότι συνδέεται ειδικά στον HIF-2α, και όχι στον HIF-1α, 

επάγοντας σε νορµοξία την µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2α και βοηθά στην 

καλύτερη στρατολόγηση του  CBP/p300 στον HIF-2α ( Bracken C et al., 2005 JBC).  

Η στρατολόγηση των συνενεργοποιητών όπως ο CBP, p300 είναι απαραίτητη για την 

επαγωγή των γονιδίων που εξαρτώνται από τους HIF .Οι CBP (CREB-binding 

protein ή cAMP-response element-binding protein) και p300 είναι  ρυθµιστικοί 

µεταγραφικοί συνενεργοποιητές που ενοποιούν πολλαπλά σηµατοδοτικά µηνύµατα 

ως πλαίσιο στήριξης που συναρµολογεί τα σύµπλοκα της µεταγραφικής 

ενεργοποίησης. 

 

 

1.3.5 Μεταγραφικοί στόχοι 

 Η C-TAD στρατολογεί τους µεταγραφικούς συνενεργοποιητές Creb- binding 

protein CBP/p300 µε οξυγονοεξαρτόµενο τρόπο. Σε φυσιολογικά επίπεδα οξυγόνου, 

ένα συντηρηµένο κατάλοιπο ασπαραγίνης στην C-TAD περιοχή υδροξυλιώνεται από 

τον ανασταλτικό παράγοντα HIF-1α (FIH-1), εµποδίζοντας την αλληλεπίδραση µε 

τους CBP/p300. 

 Και οι δυο HIF-α υποµονάδες διµερίζονται µε τον ARNT και αναγνωρίζουν 

τις ίδιες DNA αλληλουχίες (5΄- CGTG – 3΄) οι οποίες βρίσκονται στους προαγωγούς 

ή τους ενισχυτές των γονιδίων στόχων και ονοµάζονται στοιχεία απάντησης στην 

υποξία  (HREs hypoxia response elements). Παρόλο που έχουν αυτές τις οµοιότητες, 

µελέτες γύρω από την έκφραση και τη λειτουργικότητα αποκάλυψαν ότι οι HIF-a 

υποµονάδες ρυθµίζουν και κοινά και διαφορετικά γονίδια στόχους. Για παράδειγµα, η 

HIF-1α υποµονάδα είναι η µόνη που ενεργοποιεί την έκφραση γλυκολυτικών 

ενζύµων, όπως κινάση του φωσφογλυκερινικού και η γαλακτική αφυδρογονάση Α, η 

καρβονική ανυδράση-9 (CA9), και το προαποπτωτικό γονίδιο BNIP-3. Αντίθετα, ο 
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εµβρυϊκός µεταγραφικός παράγοντας Oct-4 (Pou5f1, Oct-3/4), κυκλίνη D1, TWIST1, 

µετασχηµατίζων αυξητικός παράγοντας-α (TGF-a) και η ερυθροποιητίνη (EPO) 

ρυθµίζονται κάτω από συνθήκες υποξίας από την HIF-2α υποµονάδα (Gruber Met al., 

2007). Μια τρίτη οµάδα γονιδίων, που συµπεριλαµβάνει τον αγγειακός αυξητικός 

παράγοντας (VEGF), µεταφορέας της γλυκόζης 1 (GLUT-1) ρυθµίζονται και από τις 

δυο υποµονάδες (Wamecke C et al., 2004). 

  Η συνεργασία µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες µπορεί να 

απαιτείται για τη βέλτιστη και κυτταροειδική ρύθµιση των HIF γονιδίων στόχων. 

Πολλαπλοί µεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας Ets µπορούν να συνεργαστούν 

µε την HIF-2α υποµονάδα για την ενεργοποίηση γονιδίων σε συνθήκες υποξίας. Για 

παράδειγµα ο Ets-1 και η HIF-2α υποµονάδα συνεργάζονται για την ενεργοποίηση 

της έκφρασης του VEGF υποδοχέα-2 (VEGFR-2 ή Flk-1). Η αλληλεπίδραση µεταξύ 

του Ets και της HIF-2α υποµονάδας µεσολαβείται από την C- τελική περιοχή του 

HIF-2α. Άλλος ένας µεταγραφικός παράγοντας της οικογένειας Ets, ο Ets-1, 

συνεργάζεται µε τον HIF-2α για την ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων CITED-2, 

EPO, insulin- like growth factor- binding protein-3 (IGFBP3) και PAI-1 (Aprelikova 

O et al., 2006). Σε MCF7 καρκινικά κύτταρα του µαστού, κάποια γονίδια που 

ρυθµίζονται από την HIF-2α υποµονάδα, παρουσιάζουν Ets δεσµευτικές περιοχές 

παρακείµενες στις HREs. Αυτός µπορεί να είναι κάποιος µηχανισµός ρύθµισης 

γονιδίων στόχων ειδικά από τον HIF-2α. Ο NF-κB essential modulator (NEMO) 

επίσης αναγνωρίστηκε ως πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε τον HIF-2α. Ο ΝΕΜΟ 

αλληλεπιδρά ειδικά µόνο µε τον HIF-2α και όχι µε τον HIF-1α, και ενισχύει τη 

µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2α.  

1.4  Φαινότυποι µε απώλεια της λειτουργίας του HIF-2a 
 
 Η στοχευµένη απαλοιφή του HIF-2α οδηγεί σε εµβρυική θνησιµότητα   

µεταξύ των E9.5 και E13.5, µε ποικίλους φαινότυπους ανάλογα µε το γενετικό 

υπόβαθρο των ποντικιών (πίνακας 1). Οι (Tian et al., 1998) διαπίστωσαν ότι τα 

ποντίκια που στερούνται τον ΗIF-2α πέθαναν κατά τη διάρκεια της κύησης από 

βραδυκαρδία και χαµηλά επίπεδα νοραδρεναλίνης, και υποστηρίζουν ότι σε συνθήκες 

υποξίας ο  ΗIF-2α ρυθµίζει την εµβρυική σύνθεση των κατεχολαµινών. Πράγµατι, ο 

ΗIF-2α εκφράζεται στα κύτταρα της νευρικής κορυφής που συνθέτουν κατεχολαµίνες 

και την υδροξυλάση της τυροσίνης, ένα σηµαντικό ένζυµο για τη σύνθεση των 
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κατεχολαµινών που επάγεται από την υποξία (Norris ML et al., 1995). Τα οµόζυγα 

νεογνά πέθαναν σύντοµα µετά από τη γέννησή τους λόγω της ατελούς εµβρυϊκής 

ωρίµανσης των πνευµόνων. Η αναστολή της σηµατοδότησης του VEGF υποδοχέα µε 

τη χρήση των αντι-Flk-1 αντισωµάτων επανόρθωσε το φαινότυπο πνευµόνων των 

ποντικιών που στερούνται ΗIF-2α και η ενδοαµνιακή χορήγηση VEGF βελτίωσε τη 

λειτουργία των πνευµόνων και την επιβίωση των νεογέννητων ποντικιών.  

Ακόµη, σε ένα άλλο µοντέλο ποντικιών µε απαλοιφή του ΗIF-2α, 

παρατηρήθηκαν αγγειακές ατέλειες στον εµβρυικό ασκό όπου ο HIF-2α φαίνεται 

επίσης να διαδραµατίζει έναν ρόλο στη ρύθµιση της δυναµικής αιµοφόρων αγγείων 

κατά τη διάρκεια των παθολογικών καταστάσεων. Πιθανόν, η ετεροζυγωτία για τον 

ΗIF-2α  να είναι προστατευτική ενάντια στην πνευµονική υπέρταση και την κοιλιακή 

υπερτροφία που προκαλείται από χρόνια υποξία. Μπορεί να προκαλείται από την 

υποξική απορύθµιση της ενδοθηλίνης Τ (EΤ-1) η οποία προκαλεί  πνευµονική 

αγγειοσυστολή. Μελέτες σε HIF-2α ετερογυζυγώτικά ποντίκια επιβεβαίωσαν ότι η  

ΕΤ-1 δεν απορρυθµίζεται και δεν αυξάνεται η κυκλοφορία κατεχολαµινών ως 

απάντηση στην υποξία(Brusselmans K et al., 2003). 

 ∆ιασταυρώνοντας ποντίκια µε διαφορετικό γενετικό υπόβαθρο, οι 

(Scortegagna M et al., 2003) κατάφεραν να αποκτήσουν έναν µικρό αριθµό βιώσιµων 

ενήλικων HIF-2α-/- ποντικιών. Αυτά τα ποντίκια παρουσίασαν δυσλειτουργίες σε 

πολλά ζωτικά όργανα όπως πανκυτταροπενία (απουσία κυττάρων ερυθράς και λευκής 

σειράς), ηπατική στεάτωση, υπερτροφία της καρδιάς και ρετινοπάθεια, που 

σχετίζονται µε αυξηµένο οξειδωτικό stress. Η µελέτη αυτή προσδίδει στον HIF-2α 

ένα νέο ρόλο στη ρύθµιση της έκφρασης αντιοξειδωτικών ενζύµων, όπως η 

καταλάση, η δισµουτάση του υπεροξειδίου και η γλουταθειόνη του υπεροξειδίου. 

Επιπλέον πειράµατα σε αυτά τα ποντίκια µε µοσχεύµατα µυελού των οστών 

κατέδειξαν ότι η πανκυτταροπενία και η αιµοποίηση αποκαταστάθηκαν, 

προτείνοντας ότι ο φαινότυπος δηµιουργείται από το µικροπεριβάλλον. Τα HIF-2α-/-  

ποντίκια επίσης είχαν εξαιρετικά χαµηλά επίπεδα νεφρικής ερυθροποιητίνης 

προτείνοντας ότι η µείωση της παραγωγής της Epo ήταν υπεύθυνη για τα 

προβλήµατα στην αιµοποίηση.  

 Λαµβάνοντας υπόψη τους παραπάνω ανόµοιους φαινότυπους µετά από 

αποσιώπηση του HIF-2α, οι διαφορετικές λειτουργίες των α υποµονάδων του HIF 

κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης παραµένουν ασαφείς.  
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 Χρησιµοποιώντας ένα ρυθµιζόµενο σύστηµα αποσιώπησης, µελετήθηκε ο 

ρόλος του ΗIF-2α µετά τη γέννηση ανεξάρτητα από τις απαιτήσεις για ΗIF-2α κατά 

τη διάρκεια της ανάπτυξης. Η έντονη αποσιώπηση του ΗIF-2α οδηγεί σε αναιµία που 

συνδέεται µε τα µειωµένα επίπεδα Epo, που καταδεικνύει ότι o HIF-2α είναι ο 

φυσιολογικός ρυθµιστής της παραγωγής Epo στα ενήλικα ποντίκια. Επιπλέον, η 

τοπική σύνθεση Epo από τα αστροκύτταρα στο κεντρικό νευρικό σύστηµα 

εµφανίζεται επίσης να ρυθµίζεται από τον HIF-2α και µπορεί να είναι σηµαντικός για 

την επιβίωση των νευρώνων  κατά τη διάρκεια ισχαιµίας (Scotergagna M et al., 

2005). 

 Η µεταφορά οξυγόνου από τα ερυθρά αιµοσφαίρια µεσολαβείται από  

αναστρέψιµη δέσµευση σιδήρου στο µόριο της αιµοσφαιρίνης. Εποµένως, οι 

οργανισµοί πρέπει να συντονίζουν την ερυθροποίηση  µε τη διαθεσιµότητα του 

σιδήρου. Οι HIFs ρυθµίζουν την έκφραση διάφορων γονιδίων σχετικών µε την 

οµοιόσταση του σιδήρου, όπως η τρανσφερίνη (Rolfs A et al., 1997). Οι ρυθµιστικές 

πρωτεΐνες του σιδήρου (IRPs), αφ' ετέρου, ελέγχουν το µεταβολισµό του σιδήρου 

µέσω µετα-µεταγραφικής ρύθµισης των mRNAs. Οι IRPs ρυθµίζουν την έκφραση 

αυτών των mRNAs µε τη δέσµευσή τους στα στοιχεία απόκρισης σιδήρου (iron 

response elements IREs) που βρίσκονται στις µη µεταγραφόµενες περιοχές (UTRs) 

των mRNA. Μια  συντηρηµένη IRΕ προσδιορίστηκε πρόσφατα στην 5΄ UTR περιοχή 

του ΗIF-2α. Αυτό το στοιχείο προάγει την πρωτεϊνική µετάφραση του HIF-2α κάτω 

από αυξηµένη  διαθεσιµότητα σιδήρου. Το εύρηµα αυτό συνδέει την ερυθροποίηση 

µε την οµοιοστασία του σιδήρου.   

  
Πίνακας 1: Ανακεφαλαιωτικός πίνακας φαινοτύπων µε απαλοιφή των γονιδίων του 
HIF-2α 
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1.5  Ο ρόλος του  HIF-2α σε ασθένειες 
 
 Η έκφραση των HIF-1α και HIF-2α πρωτεϊνών εντοπίζεται στην πλειοψηφία 

των ανθρώπινων τύπων όγκων, όπως του µαστού, του παχέος εντέρου, των ωοθηκών, 

του παγκρέατος, του προστάτη και των νεφρών, ενώ οι φυσιολογικοί ιστοί ήταν 

αρνητικοί και για τους δυο HIFs, µε εξαίρεση τα µακροφάγα του µυελού των οστών 

(bone marrow) όπου εκφράζεται ο HIF-2α, (Talks KL et al., 2000). Πιο 

συγκεκριµένα, ο HIF-1α παρουσιάζει µια πιο περιορισµένη έκφραση στις 

περινεκρωτικές περιοχές των όγκων από τον HIF-2α. Η υπερέκφραση  αυτή της HIF-

2α πρωτεΐνης, ή mRNA έχει καταδειχτεί σε περίπου είκοσι διαφορετικούς τύπους 

όγκων. Το πρότυπο έκφρασης της HIF-2α πρωτεΐνης φαίνεται να είναι τόσο πυρηνικό 

όσο και κυτταροπλασµατικό.  

 Σαν προγνωστικός δείκτης, τα υψηλά επίπεδα HIF-2α συνδέονται µε 

προχωρηµένα στάδια και κακή πρόγνωση σε πολλές µορφές όγκων. Ανάµεσα σε 

αυτούς είναι ο καρκίνος του πνεύµονα, του µαστού, της κύστης, του εντέρου και το 

νευροβλάστωµα. Ενώ υπάρχουν πολλές µελέτες σε κυτταρικές σειρές και µοντέλα 

ποντικιών όπου δείχνουν αδιαµφισβήτητα το ρόλο του HIF-2α στη νόσο VHL και στο 

RCC, ωστόσο αµφισβητείται σε µελέτες που περιλαµβάνουν κλινικές δοκιµές σε 

ασθενείς. Τόσο ο HIF-1α όσο και ο  HIF-2α υπερεκφράζονται σε µερικά RCCs, µε 

πιο έντονη την έκφραση του HIF-2α σε πιο προχωρηµένες αλλοιώσεις, ενώ τα υψηλά 

επίπεδα HIF-1α σε κάποιες περιπτώσεις συνδέονται µε αυξηµένη επιβίωση του 

ασθενούς.  

 Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι ο HIF-2α εκφράζεται σε 

πρώιµα στάδια αιµαγγειοβλαστώµατος. Καθώς τα αιµαγγειοβλαστώµατα είναι 

πλούσια σε αιµοφόρα αγγεία, µπορούµε να υποθέσουµε ότι ο HIF-2α παίζει έναν 

άµεσο ρόλο στην αγγειογένεση και κατά συνέπεια στην ογκογένεση µέσω της 

επαγωγής του VEGF από τον HIF-2α.  Ο ρόλος της υποξίας και των HIFs στην 

πρόοδο του όγκου στο αστροκυτταρικό γλοίωµα, έχει µελετηθεί και πρόσφατη 

εργασία από τους Haapasalo et al δείχνουν στενή σχέση µεταξύ της έκφρασης της 

πρωτεΐνης CA9, γνωστός στόχος των HIF, και µε καθόλου ευνοϊκά κλινικά 

αποτελέσµατα στο γλοίωµα.  

Επίσης, ο HIF-2α έχει συσχετιστεί άµεσα µε την  CA9 και τα µη ευνοϊκά 

αποτελέσµατα στον καρκίνο του λαιµού και της κεφαλής. Με τη χρήση 
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µικροσυστοιχιών, οι (Khatua S et al., 2003) δείξανε ότι το αστροκύτωµα 

προχωρηµένου επιπέδου στην παιδική ηλικία υπερεκφράζει τον HIF-2α. 
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ΣΚΟΠΟΣ 

 
Σκοπός αυτής της εργασίας είναι η κλωνοποίηση της πλήρους µεγέθους 

πρωτεΐνης του επαγόµενου από την υποξία µεταγραφικού παράγοντα HIF-2α σε 

πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T-1, η έκφρασή του σε βακτηριακά κύτταρα και η 

αποµόνωσή του σαν πρωτεΐνη σύντηξης µε GST, έπειτα από χρωµατογραφία 

αγχιστείας. Στη συνέχεια, θα ακολουθήσει µια πρώτη προσέγγιση για τη µελέτη 

αλληλεπίδρασης της χιµαιρικής πρωτεΐνης GST-HIF-2α µε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 

από κυτταρικές σειρές HeLa και Huh7 ώστε να διαπιστωθεί αν η υποµονάδα 

αλληλεπιδρά µε άλλες πρωτεΐνες. 
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ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1 Υλικά 
 

2.1.1 Βακτηριακά στελέχη 

 Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα:  

ΤΟP10 (InVitrogen) : Τα κύτταρα αυτά χρησιµοποιήθηκαν για κάθε εφαρµογή 

κλωνοποίησης. Παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στη στρεπτοµυκίνη.  

BL21 RIL (Stratagene): Tα συγκεκριµένα E.coli κύτταρα χρησιµοποιήθηκαν για 

έκφραση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών. Από τα κύτταρα αυτά απουσιάζουν οι Lon 

και ΟmpT πρωτεάσες. Επιπλέον τα κύτταρα αυτά επιτρέπουν την έκφραση υψηλών 

επιπέδων tRNA που είναι σπάνια στα βακτήρια (αυτά των αργινίνης, ισολευκίνης και 

λευκίνης) µέσω του RIL πλασµιδίου. 

 

 
• 2.1.2 Ο πλασµιδιακός φορέας pGEX-4T-1-Tev (Amersham Pharmacia) 

 Το πλασµίδιο αυτό περιέχει την 

περιοχή κωδικοποίησης της τρανσφεράσης της 

γλουταθειόνης (GST) στην 5΄ πλευρά της 

περιοχής πολλαπλής κλωνοποίησης (MCS). Ο 

πλασµιδιακός φορέας pGEX-4T-1-Tev 

χρησιµοποιήθηκε για την κλωνοποίηση 

ολόκληρου του HIF-2α στη θέση του 

περιοριστικού ενζύµου BamHI, η οποία 

βρίσκεται µέσα στην MCS περιοχή και µετά 

την αλληλουχία που κωδικοποιεί τη GST. Ο 

πλασµιδιακός φορέας pGEX-4T-1-Tev έχει 

µέγεθος 4,9 kb, περιέχει γονίδιο 

ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό αµπικιλίνη, 

γονίδιο για την έκφραση του καταστολέα του 

lac οπερονίου lacI και τον υποκινητή PTac. 

 

 

Εικόνα 4: Πλασµιδιακός φορέας
κλωνοποίησης pGEX-4T1 : Φαίνονται
σχηµατικά ο υποκινητής του πλασµιδίου, η
περιοχή έναρξης της αντιγραφής (ori), το γονίδιο
ανθεκτικότητας στην αµπικιλίνη, το γονίδιο για
την έκφραση του καταστολέα του lac οπερονίου
lacI, η περιοχή κωδικοποίησης της
τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST) καθώς
και η περιοχή πολλαπλής κλωνοποίησης (MCS).
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2.1.3 Χηµικά αντιδραστήρια 

 Η προµήθεια των χηµικών αντιδραστηρίων, αναλυτικής καθαρότητας 

έγινε από την εταιρία: Sigma (St. Louis, USA). 

 Τα ακτινογραφικά φιλµ που χρησιµοποιήθηκαν για τις αυτοραδιογραφίες 

είναι του τύπου Kodak-X-Omat S film, της εταιρίας Kodak και τα υλικά εµφάνισης 

και στερέωσης των ακτινογραφικών φιλµ ήταν αντίστοιχα: X-Ray developer και X-

Ray fixer της ίδιας εταιρίας. 

 

2.1.4 Ένζυµα και υλικά µοριακής βιολογίας 

 Τα ένζυµα µοριακής βιολογίας που χρησιµοποιήθηκαν ήταν των εταιριών 

New England BioLabs Inc και Fermentas. 

 

2.1.5 Αντισώµατα 

 Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα εξής: 

1. Αντι-GST αντίσωµα από ορό κατσίκας της εταιρίας Amersham Biosciences, 

το οποίο χρησιµοποιήθηκε ως πρώτο αντίσωµα. 

2. Αντι-HIF-2α αντίσωµα από ορό κουνελιού της εταιρίας Abcam, το οποίο 

χρησιµοποιήθηκε ως πρώτο αντίσωµα. 

3. Αντί-IgG συζευγµένο µε υπεροξειδάση αντίσωµα από ποντικό έναντι της IgG 

κατσίκας της εταιρίας Jackson ImmunoResearch Laboratories, INC., το οποίο 

χρησιµοποιήθηκε ως δεύτερο αντίσωµα. 

4. Αντί-IgG συζευγµένο µε υπεροξειδάση αντίσωµα από κατσίκα έναντι της IgG 

κουνελιού της εταιρίας Cell Signaling το οποίο χρησιµοποιήθηκε ως δεύτερο 

αντίσωµα. 
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2.2  Μέθοδοι 
 
2.2.1 Ενίσχυση αλληλουχίας του HIF-2α µε PCR 

 Με τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (polymerase chain 

reaction, PCR) είναι δυνατό να ενισχύονται συγκεκριµένες αλληλουχίες DNA µέσω 

συµπληρωµατικών ολιγονουκλεοτιδίων (εκκινητών) και θερµοάντοχων πολυµερασών 

σε συνθήκες αποδιάταξης, υβριδοποίησης και επιµήκυνσης, οι οποίες 

επαναλαµβάνονται σε κύκλους. Κατά αυτόν τον τρόπο το προϊόν που θέλουµε να 

ενισχύσουµε είναι εξειδικευµένο και µπορεί παράγεται σε µεγάλες ποσότητες. 

Στην παρούσα διπλωµατική εργασία ενισχύθηκαν η πλήρης αλληλουχία του HIF-2α. 

Οι αλληλουχίες των πρόσθιων εκκινητών είναι οι ακόλουθες: 

HIF-2α F: 5’- TTTTTGGATCCATGACAGCTGACAAGGAGAAG  - 3’ 

 

Οι αλληλουχίες των ανάστροφων εκκινητών είναι οι ακόλουθες: 

HIF-2α R : 5’- TTTTTGGATCCGTCAGGTGGCCTG     -3’ 

Με υπογράµµιση έχουν επισηµανθεί οι αλληλουχίες αναγνώρισης του 

περιοριστικού ενζύµου BamHI (GGATCC) ,ενώ µε έντονα γράµµατα έχουν 

επισηµανθεί οι αλληλουχίες των κωδικωνίων έναρξης και λήξης της µετάφρασης (ATG 

και TCA αντίστοιχα). 

 Πραγµατοποιήθηκαν 2 αντιδράσεις PCR και χρησιµοποιήθηκε Vent 

πολυµεράση λόγω της µεγάλης της ακρίβειας στην προσθήκη νουκλεοτιδίων. Το 

µείγµα της αντίδρασης περιείχε: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αντίδραση 1 2 
pcDNA3-HIF-2α (µl) 1 1 

Buffer 10x (µl) 5 5 
dNTPs 2mM each (µl) 1 1 

Vent  2u/µl (µl) 0.5 0.5 
F primer 2 2 
R primer 2 2 
DMSO 5 5 
MgSO4 1.5 0.5 
H2O (µl) 31.5 32.5 

Σύνολο (µl) 50 50 
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Οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν  

• 30 sec   94οC   στάδιο αποδιάταξης 

• 30 sec   45οC    στάδιο υβριδοποίησης 

• 2 min30 sec   72οC  στάδιο επιµήκυνσης 

Αριθµός κύκλων: 35 

Αρχική αποδιάταξη 5 min   94οC 

Τελική επιµήκυνση 5 min   72οC 

Για το στάδιο υβριδοποίησης η θερµοκρασία υπολογίστηκε από το πρόγραµµα 

πρόβλεψης θερµοκρασίας τήξης των εκκινητών (Tm) Oligo Calculator.  

Στο τέλος 5 µl από κάθε αντίδραση PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 1% 

σε διάλυµα TAE 1x (4 mM Tris-οξικό, 1 mM EDTA) και βρωµιούχο αιθίδιο (σε 

τελική συγκέντρωση 0,5 µg/ml). 
 
 
2.2.2 Kαθαρισµός των προϊόντων της PCR µε τη χρήση του kit της Qiagen για 

gel extraction: 

 Στο συνολικό όγκο της αντίδρασης της PCR µε Vent πολυµεράση 

προστέθηκαν 3 όγκοι διαλύµατος QG, κατόπιν προστέθηκε ένας όγκος 

ισοπροπανόλης και έγινε επώαση στους 50οC µε συνεχείς αναδεύσεις για 10 min 

(µέχρι να διαλυθεί το gel). Το περιεχόµενο από το σωληνάκι τοποθετήθηκε σε ειδική 

στήλη (QIA quick spin column) κάτω από την οποία τοποθετήθηκε ένα σωληνάκι 

συλλογής. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 13000 rpm για 1 min, απόρριψη του 

αδέσµευτου κλάσµατος (flow through) και ξέπλυµα της στήλης µε προσθήκη 0,75 ml 

διαλύµατος PE. Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στα 13000 rpm για 1 min, 

απορρίφθηκε το αδέσµευτο κλάσµα και φυγοκεντρήθηκε στις ίδιες συνθήκες. Τέλος 

κάτω από τη στήλη τοποθετήθηκε καθαρό σωληνάκι και το DNA εκλούστηκε µε 

προσθήκη 30 µl H2O και φυγοκέντρηση στα 13000 rpm για 1 min. 
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2.2.3 Πέψη του HIF-2α και του πλασµιδίου pGEX-4T1 µε ένζυµο περιορισµού 

BamHI, αντίδραση µε αλκαλική φωσφατάση (CIP) και ανάκτησή τους 

από παρασκευαστική πηκτή (preparative gel) 

 O HIF-2α που καθαρίστηκε  στο προηγούµενο στάδιο καθώς και το πλασµίδιο 

pGEX-4T1 όπου πρόκειται να εισαχθούν υφίστανται πέψη µε το ένζυµο περιορισµού 

BamHI για 2h στους 37ο C. Το µείγµα της πέψης περιείχε: 

• 25µl DNA του HIF-2α 

• 6µl Buffer BamHI 10x 

• 2µl BamHI 5u/µl 

• 27µl H2O 

Για το πλασµίδιο pGEX-4T1 το µείγµα της πέψης περιείχε: 

• 5 µg (10µl) pGEX-4T1 

• 5 µl Buffer BamHI 10x 

• 2 µl BamHI 5u/µl 

•  H2O σε τελικό όγκο 50µl 

 Στο τέλος της πέψης έγινε αντίδραση αλκαλικής φωσφατάσης (CIP) του 

pGEX-4T1 για την αποµάκρυνση της φωσφορικής οµάδας από το 5’ άκρο που θα 

µπορούσε να οδηγήσει σε επανένωση των άκρων του πλασµιδίου. Έτσι προστέθηκαν 

2 µl ενζύµου CIP για 30 min στους 37οC. 

 Όλα τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε παρασκευαστική πηκτή (1% 

αγαρόζης σε 1x TAE, 1:20.000 βρωµιούχο αιθίδιο 10 mg/ml). Ηλεκτροφορήθηκε όλη 

η ποσότητα των δειγµάτων στα 90V και µε το τέλος της ηλεκτροφόρησης 

αποκόπηκαν οι ζώνες από την πηκτή µε τη βοήθεια λυχνίας UV(364nm) και 

ακολούθησε ανάκτηση από την πηκτή µε τη χρήση του kit της Qiagen για gel 

extraction: 

 Τα τµήµατα της πηκτής µε το DNA τοποθετήθηκαν σε σωληνάκια, 

ζυγίστηκαν και προστέθηκαν 3 όγκοι διαλύµατος QG σε ένα όγκο της πηκτής (100 

mg~100 µl) και επωάστηκαν για 10 min στους 50οC έτσι ώστε να λιώσει η πηκτή. Το 

περιεχόµενο από το σωληνάκι τοποθετήθηκε σε ειδική στήλη (QIA quick spin 

column) κάτω από την οποία τοποθετήθηκε ένα σωληνάκι συλλογής. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στις 17.900 g (13000 rpm) για 1 min, απόρριψη του αδέσµευτου 

κλάσµατος (flow through) και ξέπλυµα της στήλης µε προσθήκη 0,75 ml διαλύµατος 

PE. Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στις 17.900 g (13000 rpm) για 1 min, 
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απορρίφθηκε το αδέσµευτο κλάσµα και φυγοκεντρήθηκε στις ίδιες συνθήκες. Τέλος 

κάτω από τη στήλη τοποθετήθηκε καθαρό σωληνάκι και το DNA εκλούστηκε µε 

προσθήκη 30 µl H2O και φυγοκέντρηση στις 17.900 g (13000 rpm) για 1 min. 

 

2.2.4 Ποσοτικοποίηση και αντίδραση λιγάσης 

 Για την ποσοτικοποίηση των κοµµατιών του DNA που θα χρησιµοποιηθούν 

για την αντίδραση λιγάσης ηλεκτροφορήθηκαν γνωστοί όγκοι και από τις υποψήφιες 

ενθέσεις (inserts) καθώς και του πλασµιδίου φορέα. Ακολούθησε η αντίδραση 

λιγάσης µε µείγµα αντίδρασης ως εξής: 

 

 Ligation 
1:1 

Ligation 
1:3 

Ligation 
1:5 

pGEX4T1 (µl) 2 2 2 
HIF-2α 1 2.2 3.6 

Buffer 10x (µl) 1 1 1 
T4 DNA ligase 

(µl) 
1 1 1 

H2O (µl) 5 3.8 2.4 
Σύνολο (µl) 10 10 10 

 
 
2.2.5 Παρασκευή κυττάρων δεκτικών για µετασχηµατισµό (competent) και 

µετασχηµατισµός E. coli Τοp10 και E. coli  BL21RΙL 

 Σε στελέχη E. coli  Top10 και BL21RIL έγινε εισαγωγή του πλασµιδίου 

pGEX-4T1-HIF-2α. Πρώτα παρασκευάστηκαν κύτταρα E.coli Top10 και E.coli 

BL21RIL δεκτικά για µετασχηµατισµό (competent). Εµβολιάστηκαν καλλιέργειες 

3ml θρεπτικού ΤΥΜ µε αποικίες από πιάτο µε stock καλλιέργειες Top10  και 

BL21RIL αντίστοιχα και έγινε επώαση Ο/Ν (overnight) στους 37οC. Την επόµενη 

µέρα έγινε αραίωση των καλλιεργειών 1:200 και επώασή τους στους 37οC µέχρι  

OD600nm=0.350-0.400. Τότε οι καλλιέργειες φυγοκεντρήθηκαν στα 1811 g για 5 min 

στους 4οC, απορρίφθηκε το υπερκείµενο, τo ίζηµα επαναιωρήθηκε σε 25ml 

διαλύµατος TFB-I και επωάστηκε για 10 min στον πάγο. Ακολούθησε φυγοκέντρηση 

στα 3220 g για 5 min στους 4oC. Tο υπερκείµενο απορρίφθηκε και το ίζηµα 

επαναιωρήθηκε σε 2ml διαλύµατος TFB-II. Έγινε επώαση στον πάγο για 60 min και 

τέλος µοιράστηκαν σε σωληνάκια από 100µl διαλύµατος από την προηγούµενη 

επαναιώρηση. 
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 Για το µετασχηµατισµό προστέθηκαν από 0.5µl του πλασµιδίου pGEX-

4T1-HIF-2α (0,5~1µg/µl) ή 10µl από αντίδραση λιγάσης σε διαφορετικά σωληνάκια 

µε κύτταρα δεκτικά για µετασχηµατισµό και επωάστηκαν στον πάγο για 30 min. 

Έπειτα έγινε θερµικό σοκ στους 42οC  για 3 min και αµέσως µετά τα σωληνάκια 

τοποθετήθηκαν στον πάγο για άλλα 5 min. Μετά προστέθηκαν 900µl θρεπτικού LB  

χωρίς αντιβιοτικά και επωάστηκαν στους 37οC για 1 ώρα. Τέλος επιστρώθηκαν 100 

µl κυττάρων σε πιάτα LBamp για τα Top10 και LBamp/chl για τα BL21RIL. 

∆ιαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν: 

ΤΥΜ :2% bactotryptone, 0,5% bacto-yeast extract, 0.1M ΝaCl, 10mM MgSO4 

TFB-I: 30mM CH3COOK, 50mM MnCl2, 100mM KCl, 10mM CaCl2, 15% Glycerol, 

pH 7.0 

TFB-II :10mM MOPS, 75mM CaCl2, 10mM KCl, 20% Glycerol, pH 7.0 

LB :1% bactotryptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5% NaCl 

τρυβλία LBamp :1% bactotryptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5% NaCl, 2% agar, 

0.1mg/ml ampicilin 

τρυβλία LBamp/chl :1% bactotryptone, 0.5% bacto-yeast extract, 0.5% NaCl, 2% agar, 

0.1mg/ml ampicilin, chloramphenicol 34 µg/µl 

 

2.2.6 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µικρής κλίµακας (Mini Preparation) 

 Σε αποστειρωµένους δοκιµαστικούς σωλήνες 3 ml θρεπτικoύ υλικού LBamp 

εµβολιάστηκαν αποικίες από τα µετασχηµατισµένα κύτταρα Top10 µε το πλασµίδιο 

pGEX-4T1-HIF-2α και επωάστηκαν Ο/Ν στους 37οC υπό συνεχή ανάδευση. Την 

άλλη µέρα συλλέχθηκε η καλλιέργεια και φυγοκεντρήθηκε στα 12000 rpm για 12 sec. 

Το υπερκείµενο απορρίφθηκε, προστέθηκαν 300µl διαλύµατος ΤΕΝS και έγινε 

ανάδευση στον αναδευτήρα (vortex).  Κατόπιν έγινε προσθήκη 150µl CH3COONa 

3M pH 5.2 και ανάδευση στον αναδευτήρα (vortex). Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 

2 min στα 20.800 g  και µεταφορά του υπερκειµένου σε νέο σωληνάκι. Έπειτα 

προστέθηκε 1ml αιθανόλης 100%, ανάδευση και τοποθέτηση στους -20οC για 30 min. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 12000 rpm για 10 min και προσεκτική αποµάκρυνση 

του υπερκειµένου. Έγινε ξέπλυµα µε 1ml 70% αιθανόλη, φυγοκέντρηση στα 12000 

rpm για 5 min. Το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και το ίζηµα αφέθηκε να στεγνώσει 

ώστε να αναδιαλυθεί τελικά σε 20µl αποστειρωµένου ddH2O. 

∆ιαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν: 

ΤΕΝS :0.1N NaCl, 0.5% SDS σε διάλυµα Tris 10mM –EDTA 1mM pH 7.5 
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2.2.7 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µεσαίας κλίµακας (Midi Preparation) 

 Από Ο/Ν καλλιέργειες Ε.coli Top10 σε 100ml θρεπτικού LBamp στους 37oC 

υπό συνεχή ανάδευση µε το πλασµίδιο pGEX-4T1-HIF-2α φυγοκεντρήθηκαν τα 

κύτταρα στα 3220 g για 15 min στους 4οC. Για τη διαδικασία αποµόνωσης 

πλασµιδιακού DNA µεσαίας κλίµακας χρησιµοποιήθηκε το midi kit της Qiagen.  

 Στο ίζηµα των κυττάρων προστέθηκαν 4ml Buffer P1 (Resuspension Buffer + 

RNase) από το kit της Qiagen και έγινε ανάδευση στον αναδευτήρα (vortex). Κατόπιν 

προστέθηκαν 4ml Buffer P2 (Lysis Buffer) από το kit της Qiagen και έµειναν για 5 

min σε θερµοκρασία δωµατίου αφού έγινε καλή ανάµιξη. Προστέθηκαν 4 ml Buffer 

P3 (Neutralization Buffer), έγινε ανάµιξη και επώαση στον πάγο για 15 min. Έπειτα 

έγινε φυγοκέντρηση στα 3220 g για 30 min, το υπερκείµενο αποχύθηκε σε νέο Falcon 

αφού διηθήθηκε µέσα από γάζα. Πρώτα η στήλη ξεπλύθηκε µε λίγα ml Buffer QBT. 

Έπειτα το υπερκείµενο της φυγοκέντρησης αποχύθηκε στη στήλη, ακολούθησε 

ξέπλυµα 2 φορές από 10ml Buffer QC, έκλουση του DNA µε 5 ml Buffer QF που 

µοιράστηκαν σε σωληνάκια τύπου corex των 10 ml. Προστέθηκαν 3,5 ml 

ισοπροπανόλης αναµίχθηκαν και φυγοκεντρήθηκαν στα 10.000 g για 30 min στους 

4οC. Το υπερκείµενο απορρίφθηκε και προστέθηκαν άλλα 2ml από αιθανόλη 70%, 

φυγοκεντρήθηκαν για 10 min στα 10.000 g στους 4οC. Τέλος το ίζηµα ξηράνθηκε και 

αναδιαλύθηκε σε 100 µl ddΗ2Ο. 

 

2.2.8 Πέψη των πλασµιδίων µε περιοριστικές ενδονουλεάσες 

Tο πλασµίδιο  pGEX-4T1-HIF-2α υπέστη πέψη µε τις περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες BamHI και EcoRI. Το µείγµα κάθε πέψης περιείχε: 1µg DNA από 

κάθε πλασµίδιο, 2 µl buffer 10x κατάλληλο για το ένζυµο που χρησιµοποιείται σε 

κάθε αντίδραση, 0,5 µl από το ένζυµο περιορισµού και H2O σε τελικό όγκο 

αντίδρασης 20µl. Οι συνθήκες των πέψεων ήταν 37οC για 1µε 2 ώρες. Ο έλεγχος των 

πέψεων έγινε µε ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων σε πηκτή αγαρόζης.   

Παρασκευάστηκε πηκτή αγαρόζης 1% σε διάλυµα Tris-Acetate-EDTA (TAE) 1x 

µε βρωµιούχο αιθίδιο σε αναλογία 1:20000 (από διάλυµα 10 mg/ml). Τα δείγµατα της 

πέψης µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες ηλεκτροφορήθηκαν στα 80V.  
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2.2.9 Επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης GST-HIF-2α σε κύτταρα E.coli 

BL21RIL µε IPTG 

 Τα γονίδια των πρωτεϊνών κλωνοποιήθηκαν σε πλασµίδια κάτω από τον 

έλεγχο κάποιου ισχυρού υποκινητή, ο οποίος συνήθως βρίσκεται συνδεδεµένος µε 

περιοχές του «χειριστή» (operator) του οπερονίου της λακτόζης. Τα κλωνοποιηµένα 

γονίδια βρίσκονται σε ανενεργή κατάσταση διότι η παραπάνω περιοχή του χειριστή 

καταστέλλεται από µια πρωτεΐνη «καταστολέα» που εκφράζεται από το lacI γονίδιο 

και η οποία δεν επιτρέπει τη σύνδεση της RNA πολυµεράσης στον υποκινητή. Το 

εναρκτήριο σήµα για την ενεργοποίηση των κλωνοποιηµένων γονιδίων και της 

έκφρασης των αντίστοιχων πρωτεϊνών δίνεται από τη λακτόζη ή χηµικά ανάλογα της 

(π.χ. IPTG), τα οποία απενεργοποιούν τον καταστολέα. Έτσι επιτυγχάνεται η 

ελεγχόµενη έκφραση των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών. 

 Η επαγωγή των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών µε IPTG έγινε ως εξής: Μια 

αποικία από τρυβλίο που περιείχε κύτταρα µε τα µετασχηµατισµένα πλασµίδια 

χρησιµοποιήθηκε για τον εµβολιασµό 50 ml υγρού θρεπτικού υλικού LB µε τα 

αντιβιοτικά αµπικιλίνη και χλωραµφενικόλη και η καλλιέργεια επωάστηκε υπό 

ανάδευση για 16 ώρες (overnight) στους 37°C. Με κατάλληλη ποσότητα από την 

παραπάνω καλλιέργεια εµβολιάστηκε 1lt LB (µε αντιβιοτικά) και επωάστηκε υπό 

ανακίνηση στους 37°C έως ότου η απορρόφηση της καλλιέργειας έφτασε στα 0.4-0.5 

(µέτρηση στα 600 nM). Στην καλλιέργεια προστέθηκε 0.5 mM IPTG και η επώαση  

συνεχίστηκε στους 21° C. Μετά την πάροδο 3 ωρών έγινε συλλογή των κυττάρων µε 

φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 4000 x g. Ακολούθησε ξέπλυµα των κυττάρων µε 

H2O και αποθήκευση των κυττάρων στους -200C. 

 

2.2.10 Λύση των κυττάρων µε υπερήχους και αποµόνωση του διαλυτού 

κλάσµατος 

 Τα κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε κατάλληλο διάλυµα λύσης (10 ml 

διαλύµατος για την επαναιώρηση κυττάρων από 500 ml αρχικής καλλιέργειας). 

Ακολούθησε λύση των κυττάρων µε τη χρήση της συσκευής υπερήχων (40 παλµοί 

διάρκειας 10 δευτερολέπτων µε ενδιάµεσες παύσεις των 10 δευτερολέπτων) και 

φυγοκέντρηση του παραπάνω εκχυλίσµατος στα 10000xg για 30 min για το 

διαχωρισµό του διαλυτού από το αδιάλυτο κλάσµα. Για τον περαιτέρω καθαρισµό της 

πρωτεΐνης µε χρωµατογραφία αγχιστείας χρησιµοποιήθηκε το διαλυτό κλάσµα. Η 

παραπάνω διαδικασία έγινε σε πάγο και οι φυγοκεντρήσεις έγιναν στους 4οC.  
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Το διάλυµα λύσης που χρησιµοποιήθηκε για τις πρωτεΐνες µε GST-επίτοπο περιείχε 

20 mM Tris pH 7,6, 137 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM PMSF, 5% γλυκερόλη, 0,1 

% Tween 20, και 5 mM DTT. 

 

2.2.11 Καθαρισµός της πρωτεΐνης GST-HIF-2α µε χρωµατογραφία αγχιστείας 

σε στήλη GSH-Sepharose 

 
 Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για την αποµόνωση πρωτεϊνών που 

περιέχουν έναν επίτοπο που κωδικοποιεί για την τρανσφεράση της γλουταθειόνης 

(GST) . Στην περίπτωση αυτή ο προσδέτης που ακινητοποιείται στα σφαιρίδια είναι 

το τριπεπτίδιο γλουταθειόνη. Οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες δεσµεύονται µέσω της 

τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST), η οποία έχει ως υπόστρωµα την  

γλουταθειόνη. 

 Έτσι χρησιµοποιώντας κατάλληλα πλασµίδια (pGEX-σειρά) που φέρουν το 

γονίδιο της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (συνήθως από το Schistosoma 

japonicum) πριν τη θέση του ενθέµατος, είναι δυνατή η παραγωγή χιµαιρικών GST-

πρωτεϊνών οι οποίες µπορούν εύκολα να αποµονωθούν από τις υπόλοιπες µε τον 

παραπάνω τρόπο. Η έκλουση της πρωτεΐνης γίνεται µε τη βοήθεια καθαρής 

γλουταθειόνης η οποία ανταγωνίζεται τη γλουταθειόνη των σφαιριδίων της στήλης 

για τις θέσεις σύνδεσης στη GST. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε για τον 

συγκεκριµένο τρόπο αποµόνωσης ήταν η εξής:  

 Το διαλυτό κλάσµα από τη λύση βακτηριακών κυττάρων που εξέφραζαν τις 

χιµαιρικές GST-πρωτεΐνες επώαστηκε για 1 ώρα στους 4οC υπό συνεχή ανάδευση µε 

σφαιρίδια GSH-Sepharose (Αmersham) (300 µε 400 µl σφαιριδίων για υλικό που 

προέρχεται απο 1 lt καλλιέργειας), τα οποία είχαν προηγουµένως εξισορροπηθεί στο 

διάλυµα λύσης των κυττάρων. Στη συνέχεια ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 

3000rpm για 1min και κρατήθηκαν τα σφαιρίδια µε τις προσδεµένες σε αυτά 

πρωτεΐνες ενώ αποµακρύνθηκε το κλάσµα των πρωτεϊνών που δεν δεσµεύτηκαν στα 

σφαιρίδια (flow through). Ακολούθησαν 3 διαδοχικές πλύσεις διάρκειας 10min της 

στήλης µε 10 ml διαλύµατος λύσης. Η έκλουση των πρωτεϊνών που δεσµεύτηκαν στα 

σωµατίδια έγινε µε επώαση των σφαιριδίων µε 3x 0,5 ml διαλύµατος 10mM 

γλουταθειόνης, 25mM Tris pH 9 για 5 λεπτά και επακόλουθη συλλογή του 

κλάσµατος.  
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2.2.12 ∆ιαπίδυση 

 Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε προκειµένου να γίνει αλλαγή των 

µικροµοριακών συστατικών του διαλύµατος µιας πρωτεΐνης. Η αρχή της µεθόδου 

είναι η µετακίνηση µορίων µεταξύ δύο διαλυµάτων µέσω ηµιδιαπερατής µεµβράνης 

έως ότου εξισωθούν οι συγκεντρώσεις τους. 

Τα δείγµατα τοποθετήθηκαν σε ηµιδιαπερατή µεµβράνη (Spectra-Por MWCO 6000-

8000 της Spectrum). Η µεµβράνη µε το δείγµα εισήχθη στη συνέχεια στο διάλυµα 

διαπίδυσης (25mM Tris pH 7.5, 150mM NaCl σε όγκο περίπου 100 φορές 

περισσότερο από τον συνολικό όγκο δείγµατος που έχει εισαχθεί στην µεµβράνη 

διαπίδυσης) και ακολούθησε επώαση υπό συνεχή ανάδευση του διαλύµατος για 16 

ώρες στους 4οC. Μετά το πέρας των 16 ωρών το δείγµα συλλέχθηκε από το 

εσωτερικό της µεµβράνης και φυγοκεντρήθηκε για 15 λεπτά στις 10000xg και στους 

4οC για την αποµάκρυνση ιζήµατος που πιθανόν δηµιουργήθηκε κατά τη διάρκεια της 

διαδικασίας. 

 

2.2.13 Προσδιορισµός πρωτεϊνικής συγκέντρωσης 

 Ο προσδιορισµός της περιεκτικότητας ενός δείγµατος σε πρωτεΐνη έγινε 

σύµφωνα µε τη µέθοδο Bradford (τροποποιηµένη από τον Bearden) και βασίζεται στη 

δηµιουργία συµπλόκου πρωτεΐνης µε τη χρωστική Coomassie Brilliant blue G250 σε 

όξινο περιβάλλον. Κατά τη συµπλοκοποίηση το µέγιστο απορρόφησης της χρωστικής 

µεταβάλλεται από τα 465 nm στα 595 nm. 

 Το αντιδραστήριο αποτελείται από τη χρωστική Coomasie Brilliant Blue 

G250 σε διαλύµατος φωσφορικού οξέος και µεθανόλης (BioRad). Μετά την ανάµιξη 

του αντιδραστηρίου µε Η2Ο σε αναλογία 1/4 έως τελικό όγκο 1 ml, προστίθεται το 

πρωτεϊνικό δείγµα και η απορρόφηση του σχηµατιζόµενου συµπλόκου µετριέται στα 

595 nm. Με βάση την απορρόφηση αυτή και την αναγωγή της σε συγκέντρωση 

πρωτεΐνης χρησιµοποιώντας πρότυπη καµπύλη αναφοράς µε αλβουµίνη (BSA), 

προσδιορίζεται η περιεκτικότητα του δείγµατος σε πρωτεΐνη. 

 

2.2.14 Ανάλυση πρωτεϊνών µε SDS-PAGE  

 Σύµφωνα µε την τεχνική αυτή επιτυγχάνεται ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών µε 

βάση το µοριακό τους βάρος. Στην ηλεκτροφόρηση αυτή χρησιµοποιείται ως 

αποδιατακτικό µέσο το µετά νατρίου άλας του θειικού δωδεκυλίου (SDS). Το SDS 
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εκτός του ότι αποδιατάσει τις πρωτεΐνες δεσµεύεται πάνω σ’ αυτές µέσω υδρόφοβων 

δεσµών, ανεξάρτητα της ιονικής ισχύος, σε εντελώς καθορισµένα ποσά κατά βάρος 

(1.4 gr SDS/gr πρωτεΐνης). Τα σύµπλοκα που σχηµατίζονται από την αλληλεπίδραση 

µε το SDS είναι επιµήκη, µε σαφή και καθορισµένη δοµή και φέρουν καθαρό 

αρνητικό φορτίο. Επειδή το φορτίο ανά µονάδα µάζας είναι περίπου σταθερό και οι 

υδροδυναµικές ιδιότητες είναι συνάρτηση µόνο του µοριακού βάρους, η 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα των πολυπεπτιδικών αλυσίδων είναι µοναδική 

συνάρτηση του µοριακού βάρους. 

 Για την παρασκευή της πηκτής για την SDS-PAGE χρησιµοποιήθηκαν οι 

συσκευές της Hoeffeur και της Biorad. Ανάµεσα στις πλάκες της ηλεκτροφόρησης 

προστέθηκε πρώτα 10% πηκτής διαχωρισµού (separating gel) (3,33 ml 30% 

acrylamide, 2.5 ml 4x Separating Buffer, 4,15 ml ddH2O, 40µl 10% APS και 20µl 

TEMED) αφήνοντας περίπου 2 cm από την κορυφή των πλακών για την πηκτή 

επιστοίβαξης (stacking gel) (1.2 ml 30% acrylamide, 2.0 ml 4x stacking buffer, 4.7 ml 

ddH2O, 50µl 10% APS, 50µl TEMED). Πάνω από την πηκτή επιστοίβαξης 

τοποθετήθηκε χτενάκι και όταν η πηκτή έπηξε τοποθετήθηκαν οι πλάκες στη 

συσκευή, η συσκευή πληρώθηκε µε 1x διαλύµατος ηλεκτροφόρησης (Running 

Buffer). Αµέσως µετά φορτώθηκαν τα δείγµατα µε τη βοήθεια της πιπέτας Hamilton 

και το gel ηλεκτροφορήθηκε στα 150V. 

∆ιαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν: 

Stock 4x Sample Buffer: 250mM Tris-HCl pH 6.8, 9.2% SDS, 40% glycerol, 0.2% 

Bromophenol Blue, 100mM DTT (προστίθεται λίγο πριν τη χρήση) 

4x Separating Buffer: 1.5M Tris, 8mM EDTA, 0.4% SDS, pH 8.8 

4x stacking buffer: 0.5M Tris, 8mM EDTA, 0.4% SDS, pH 8.8  

5x ∆ιαλύµατος ηλεκτροφόρησης: 0.25M Tris, 1.92M glycine, 10mM EDTA, 0.5% 

SDS 

 

2.2.15 Βαφή της πηκτής πρωτεϊνών µε Coomasie Brilliant Blue 

 Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης η πηκτή βάφεται µε διάλυµα Coomasie 

0,1%, 10% οξικό οξύ, 50% µεθανόλη για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου υπό 

συνεχή ανάδευση. Η πηκτή αποχρωµατίζεται µε επώαση σε διάλυµα 10% οξικού 

οξέος, 10% αιθανόλης για 2 µε 3 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου υπό συνεχή 
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ανάδευση. Τέλος γίνεται ενυδάτωση της πηκτής µε αφαίρεση του διαλύµατος 

αποχρωµατισµού µε επώαση σε νερό για 20 λεπτά υπό συνεχή ανάδευση. 

 

2.2.16 Μεταφορά υγρής φάσης και ανοσοαποτύπωση (Western Blotting)  

 Όταν η ηλεκτροφόρηση τέλειωσε η πηκτή αφαιρέθηκε προσεκτικά από τη 

συσκευή και τοποθετήθηκε µαζί µε µια µεµβράνη νιτροκυτταρίνης σε ειδική θήκη για 

µεταφορά (transfer), δηλαδή για µεταφορά των πρωτεΐνών από την πηκτή στη 

νιτροκυτταρίνη. Στη θήκη τοποθετήθηκαν µε τη σειρά 3 χαρτιά Wattman, η 

νιτροκυτταρίνη, η πηκτή πολυακρυλαµιδίου και τέλος άλλα 3 χαρτιά Wattman (όλα 

είχαν εµποτιστεί µε διάλυµα µεταφοράς [transfer buffer]. Αφού αφαιρέθηκαν οι τυχόν 

φυσαλίδες ανάµεσα από την πηκτή και τη νιτροκυτταρίνη η ειδική συσκευή 

τοποθετήθηκε στη συσκευή για µεταφορά µε τη νιτροκυτταρίνη να είναι προς τον 

θετικό πόλο. Η µεταφορά έγινε στα 400mA για 1 ώρα και 30 λεπτά.  

 Μετά το πέρας της µεταφοράς, αφαιρέθηκε η νιτροκυτταρίνη, ξεπλύθηκε µε 

λίγο νερό και τοποθετήθηκε για 2 λεπτά περίπου σε διάλυµα Ponceau µέχρις ότου 

εµφανιστούν οι πρωτεΐνες µε κόκκινο χρώµα και δούµε ότι όντως έγινε µεταφορά 

πρωτεϊνών. Κατόπιν η νιτροκυτταρίνη ξεπλύθηκε µε PBS-Τween 20 υπό συνεχή 

ανάδευση µέχρι να αφαιρεθεί το Ponceau. Ακολούθησε επώαση της µεµβράνης 

νιτροκυτταρίνης σε διάλυµα µπλοκαρίσµατος (blocking buffer) (5% γάλα σε σκόνη, 

και PBS-Tween 20) για 1 ώρα, ξέπλυµα 3 φορές µε PBS-Tween (15 min, 5 min, 5 

min). Έπειτα έγινε επώαση µε το πρώτο αντίσωµα goat anti-GST σε αραίωση 1:3000 

σε PBS-Tween 20 µε 5% γάλα σε σκόνη για τουλάχιστον 2 ώρες υπό συνεχή 

ανάδευση. Ακολουθεί ξέπλυµα 3 φορές µε PBS-Tween 20 (15 min, 5 min, 5 min). 

Ακολούθως έγινε επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα mouse anti-goat (ορός ποντικιού 

ενάντια των IgG κατσίκας) σε αραίωση 1:5000, µε 5% γάλα σε σκόνη και PBS-

Tween 20 για 1 ώρα υπό συνεχή ανάδευση και ξέπλυµα 3 φορές σε PBS-Tween 20 

(15 min, 5 min, 5 min). 

   

Για την εµφάνιση των πρωτεϊνών, προστίθεται στη µεµβράνη αντιδραστήριο ECL για 

1 λεπτό και ακολουθεί εµφάνιση µε τη µέθοδο της χηµειοφωταύγειας. Το 

αντιδραστήριο ECL περιέχει 10ml λουµινόλη (1,25mM σε 0,1Μ Tris-Cl pH 8,5), 

100µl κουµαρικό οξύ (6,8mM σε DMSO) και 30µl υπεροξείδιο του υδρογόνου. 

Παρουσία του υπεροξειδίου του υδρογόνου η ραφανιδική υπεροξειδάση οξειδώνει τη 

λουµινόλη µε αποτέλεσµα την εκποµπή φωτός, η ένταση του οποίου αυξάνει κατά 
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1000 φορές µε την παρουσία του κουµαρικού οξέος. Η εκποµπή φωτός αποτυπώνεται 

από τη µεµβράνη σε φωτογραφικό φιλµ. Το φιλµ εµφανίζεται για 3 λεπτά στο 

διάλυµα ανάπτυξης και το σήµα σταθεροποιείται µε παραµονή 3 λεπτών στο διάλυµα 

σταθεροποίησης. 

∆ιαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν: 

∆ιάλυµα µεταφοράς: 48mM Tris, 39mM glycine, 20% Methanol, 1,3 mM SDS, pH 

9.2 

Ponceau S 0.2%: 2% Ponceau, 30% τριχλωρο-οξικό οξύ, 30% σουλφοσαλικυλικό 

οξύ, σε τελική αραίωση 1:10  

PBS Phosphate Buffer Saline: 80mM Na2HPO4, 20mM NaH2PO4, 100mM NaCl 

PBS-Tween 20: 0.1% Tween 20 σε διάλυµα PBS 

 

2.2.17 Παρασκευή πυρηνικών εκχυλισµάτων από κύτταρα HeLa 

Σε τρυβλίο µε καλλιεργηµένα κύτταρα HeLa, αφού έχει γίνει αφαίρεση του 

θρεπτικού, προστίθεται 1,5 ml διαλύµατος PBS 1x και γίνεται απόξυση των 

κυττάρων από τον πάτο του τρυβλίου. Τα αποκολληµένα κύτταρα σε PBS 

τοποθετούνται σε σωληνάκι των 1,5 ml και φυγοκεντρείται το περιεχόµενό του για 12 

sec στα 12.000g. To υπερκείµενο αφαιρείται και το ίζηµα επαναιωρείται σε 400 µl 

υποτονικού διαλύµατος Α. Ακολουθεί ανάδευση για 10 sec σε κυκλικό αναδευτήρα 

και επώαση στον πάγο για 15 min. Κατόπιν τα δείγµατα φυγοκεντρούνται για 12 sec 

στα 12.000g. Αφαιρείται το υπερκείµενο, το οποίο και αποτελεί το 

κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα, και το ίζηµα επαναιωρείται σε 100 µl διαλύµατος Β. 

Ακολουθεί ανάδευση για 10 sec σε κυκλοτερή αναδευτήρα και επώαση στον πάγο για 

20 min. Τέλος τα δείγµατα φυγοκεντρούνται για 12 sec στα 12.000g και το 

υπερκείµενο που αποτελεί το πυρηνικό εκχύλισµα πρωτεϊνών µεταφέρεται σε νέο 

σωληνάκι και φυλάσσεται στους -20οC. 

∆ιάλυµα Α: 10mM Hepes pH 7.5, 1,5mM MgCl2, 10mM KCl, 0,5mM DDT, 0,2Mm 

PMSF 

∆ιάλυµα Β: 20mM Hepes pH 7.5, 25% γλυκερόλη, 420mM NaCl, 1,5mM MgCl2, 

0,5mM DDT, 0,2mM PMSF 
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2.2.18 ∆οκιµασία in vitro αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών πάνω σε σφαιρίδια 

αγχιστείας (pulldown assay) 

 Τα πειράµατα συγκατακρήµνισης συνιστούν µία µέθοδο, η οποία επιτρέπει τη 

διερεύνηση της δυνατότητας των διαφόρων πρωτεϊνών να αλληλεπιδρούν µεταξύ 

τους. Μας δίνει επίσης και µία πρώτη εκτίµηση για το πόσο ισχυρή είναι η 

αλληλεπίδραση αυτή. 

 Η τεχνική  αυτή στηρίζεται στη δυνατότητα καθήλωσης διαφόρων πρωτεϊνών 

σύντηξης (π.χ µε GST) στα σφαιρίδια των αντίστοιχων στηλών χρωµατογραφίας 

(γλουταθειόνη-σεφαρόζη) µε τις οποίες παρουσιάζουν αγχιστεία. Οι καθηλωµένες 

αυτές πρωτεΐνες µπορούν να δεσµεύσουν άλλες πρωτεΐνες οι οποίες είτε βρίσκονται 

σε καθαρή µορφή, είτε περιέχονται σε συνολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα και µε τις 

οποίες παρουσιάζουν αγχιστεία. Η διαδικασία γίνεται παρουσία σχετικά υψηλών 

συγκεντρώσεων αλάτων ή/και απορρυπαντικών ώστε να αποφεύγονται τυχαίες 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των πρωτεϊνών που υπάρχουν στα εκχυλίσµατα, και οι 

οποίες µπορούν να οδηγήσουν σε εσφαλµένα συµπεράσµατα.  

 Στην παρούσα εργασία ως µέσο καθήλωσης χρησιµοποιήθηκε, κατά κύριο 

λόγο, η στήλη σεφαρόζης-γλουταθειόνης για τη δέσµευση πρωτεϊνών που είχαν 

εκφραστεί ως πρωτεΐνες σύντηξης µε την τρανσφεράση της γλουταθειόνης. Στα 

πειράµατα αναφοράς έγινε δέσµευση σκέτης GST στα σφαιρίδια.  

 Αναλυτικά τα  στάδια της διαδικασίας που ακολουθήθηκε είναι τα παρακάτω: 

Αρχικά τα σφαιρίδια της στήλης εξισορροπούνται µε τρεις διαδοχικές πλύσεις των 10 

λεπτών η κάθε µία, στους 4° C, σε ρυθµιστικό διάλυµα PBST. Η δέσµευση της 

πρωτεΐνης σύντηξης µε την GST (ή της σκέτης GST) στα σφαιρίδια της στήλης 

γίνεται παρουσία του ίδιου ρυθµιστικού, υπό ανακίνηση, στους 4° C για 1 ώρα. 

Χρησιµοποιούνται περίπου 20 µg πρωτεΐνης σε κάθε αντίδραση. Το υπερκείµενο της 

στήλης αποµακρύνεται µετά από φυγοκέντρηση στις 3000 x g και τα σφαιρίδια της 

στήλης πλένονται 2 φορές µε το ρυθµιστικό διάλυµα TNMT (0.5 Μ NaCl, 20 mM 

Tris-ΗCl pH 7.5, 2 mM MgCl2, 1% Triton X-100) για 10 λεπτά στους 4° C. Στη 

συνέχεια µία συγκεκριµένη ποσότητα (~100 µg) από τις πρωτεΐνες των οποίων η 

αλληλεπίδραση πρόκειται να ελεγχθεί (πυρηνικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa) 

αραιώνεται στο ρυθµιστικό TNMT και επωάζεται µε τα σφαιρίδια της στήλης, όπου 

είναι καθηλωµένη η  GST-πρωτεΐνη, υπό ανακίνηση για 1 ώρα στους 4οC. Μετά από 

φυγοκέντρηση στις 3000 x g και αποµάκρυνση του υπερκειµένου, ακολουθούν 3 
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πλύσεις των σφαιριδίων των 10 λεπτών η κάθε µία, στους 4° C, στο ίδιο ρυθµιστικό 

διάλυµα.  

 Τα δείγµατα προετοιµάζονται για ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

πολυακρυλαµιδίου. Η πηκτή βάφεται µε Coomasie Brilliant Blue, αποχρωµατίζεται 

και ξηραίνεται.  

PBST: 8.0 gr/l NaCl, 0.2 gr/l KCl, 1.15 gr/l Na2HPO4, 0.2 gr/l KH2PO4, 1% Triton X-

100, 1mM PMSF   

TNMT: 150mΜ NaCl, 25 mM Tris-ΗCl pH 7.5, 1 mM MgCl2, 0,1% Triton X-100, 

1mM PMSF  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
3.1 Κατασκευή του τµήµατος του πλήρους µεγέθους HIF-2α (1-874)  

 Ο HIF-2α περιλαµβάνει τις περιοχές bHLH (basic Helix-Loop-Helix), PAS 

(PER-ARNT-SIM) και TAD. Η περιοχή bHLH είναι χαρακτηριστική των 

µεταγραφικών παραγόντων που συνδέονται στο DNA. Η περιοχή PAS συµµετέχει 

στον διµερισµό µε τον ARNT. Στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης υπάρχουν δύο 

περιοχές ενεργοποίησης της µεταγραφής TAD οι οποίες διαχωρίζονται µεταξύ τους 

από µια ρυθµιστική περιοχή (IH, Inhibitory Domain) η οποία καταστέλλει την δράση 

των TADs ειδικά σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου.  
 

3.2 Ενίσχυση του πλήρους µεγέθους  HIF-2α µε PCR  

Σχεδιάστηκαν ολιγονουκλεοτίδια που στοχεύουν στην ενίσχυση του πλήρους 

µεγέθους HIF-2α (1-874) και αναµένεται να δώσουν προϊόν 2700 bp. Επιπλέον 

προκειµένου να κλωνοποιηθεί το προιόν σε πλασµίδιο pGex 4T1, στους εκκινητές 

εισαγάγαµε την αλληλουχία αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύµου BamH1. 

 

 
 

  

Η ενίσχυση του παραπάνω του HIF-2α έγινε µε την τεχνική της PCR 

χρησιµοποιώντας την Vent πολυµεράση και παρήχθησαν τα προϊόντα που φαίνονται 

στην Εικόνα 6. Στην προσπάθεια να προτυπώσουµε τις συνθήκες της PCR 

µεταβάλλαµε τις συγκεντρώσεις MgSO4 ώστε να έχουµε ένα καθαρό προϊόν του 

Εικόνα 5: Σχηµατική απεικόνιση του τµήµατος του πλήρους HIF-2α που κατασκευάστηκε. 
Πάνω, απεικονίζεται ο πλήρους µήκους HIF-2α (874 αα) µε σηµασµένες τις διάφορες δοµικές περιοχές 
του. (αρίθµηση σύµφωνα µε την αµινοξική αλληλουχία). 
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GST 1-874

pGEX-4T1-
HIF-2a-1-874

GST 1-874

pGEX-4T1-
HIF-2a-1-874

προβλεπόµενου µοριακού βάρους (Εικόνα 6). Τελικά η PCR µας έδωσε καθαρό 

προϊόν µοριακού βάρους 2700bp χρησιµοποιώντας MgSO4 σε συγκέντρωση 5mM.  

 

 
 
 
 

  

3.3 Κλωνοποίηση του πλήρους µεγέθους  HIF-2α στον πλασµιδιακό φορέα 

pGEX-4T1 

Επιλέξαµε τον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1 που περιέχει την αλληλουχία 

που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST). Tο ένθεµα 

στον φορέα αυτό εισάγεται αµέσως µετά την αλληλουχία για την GST οπότε και κατά 

την έκφραση δηµιουργούνται GST-χιµαιρικές πρωτεΐνες (GST- HIF-2α), οι οποίες 

µπορούν να αποµονωθούν ευκολότερα. γλουταθειόνης-σεφαρόζης  

Στη συνέχεια, ο πλήρους µεγέθους HIF-2α  κλωνοποιήθηκε στον πλασµιδιακό 

φορέα έκφρασης pGEX-4T1.  

 
 

Εικόνα 7: Σχηµατική απεικόνιση της νέας πλασµιδιακής 

κατασκευής µε ένθεµα το τµήµα που ενισχύθηκε µε PCR. 

 

 

 

 

H διαδικασία που ακολουθήθηκε επιγραµµατικά ήταν: πέψη των PCR προϊόντων και 

του pGEX-4T1 µε το ένζυµο περιορισµού BamHI και ένωσή τους µε αντίδραση 

λιγάσης.  

Εικόνα 6: Ενίσχυση του πλήρους µεγέθους  HIF-2α (1-874) µε PCR.  
Ο πλήρους µεγέθους HIF-2α (1-874) δίνει προϊόν PCR 2700 bp. Στις διαδροµές 1 και 2
βλέπουµε το προϊόν της αντίδρασης µε συγκέντρωση MgSO4  3mM  ενώ στις 3 και 4 µε 
συγκέντρωση 5mM 

1             2                          3             4                           
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Εικονα 8: Πέψη των PCR προϊόντων και του pGEX-4T1 µε το ένζυµο περιορισµού BamHI 

 

Τα προϊόντα της αντίδρασης λιγάσης µετασχηµατίστηκαν σε επιδεκτικά 

κύτταρα E.coli TOP10, από τα οποία και αναζητήθηκαν οι κλώνοι µε την επιθυµητή 

ένθεση. Στη συνέχεια τα πλασµίδια µε την επιθυµητή ένθεση πολλαπλασιάστηκαν και 

αποµονώθηκαν σε καθαρή µορφή (midi preparation). Για την επιβεβαίωση της 

ύπαρξης ένθεσης στο φορέα αλλά και του σωστού προσανατολισµού εισαγωγής του, 

έγινε πέψη των κλωνοποιηµένων πλασµιδίων µε ένζυµα περιορισµού που κάθε φορά 

έδωσαν το προ-υπολογισµένο µοριακό βάρος των προϊόντων πέψης (Εικόνα), 

πίνακας. Χρησιµοποιήσαµε δυο περιοριστικά ένζυµα: τον BamHI για να ελέγξουµε 

την εισαγωγή του ενθέµατος και το EcoRI για τον έλεγχο του προσανατολισµού. 

3000 bp3000 bp

 
Εικόνα 9: Κλωνοποίηση του τµήµατος του HIF-2α 1874 σε pGEX-4T1 και έλεχγος της εισαγωγής 

των ενθέσεων µε πέψη µε περιοριστικά ένζυµα.   
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 Ακολούθησε πέψη και µε τα ένζυµα EcoRI και BamHI για τα πλασµίδια µε 

HIF-2α για τον έλεγχο του σωστού προσανατολισµού του ενθέµατος.  

 

Κλώνος ∆ιαδροµή Πέψη 
Μέγεθος 

τµηµάτων

Έλεγχος 

ένθεσης 

Έλεγχος 

προσανατολισµού

1 EcoRI 
1870bp 

5730bp 
 + 

1 

2 BamHI 
2700bp 

4900bp 
+  

3 EcoRI 
1870bp 

5730bp 
 + 

2 

4 BamHI 
2700bp 

4900bp 
+  

5 EcoRI -  - 

3 
6 BamHI 

2700bp 

4900bp 
+  

7 EcoRI 
1870bp 

5730bp 
 + 

4 

8 BamHI 
2700bp 

4900bp 
+  

9 EcoRI -  - 

5 
10 BamHI 

2700bp 

4900bp 
+  

11 EcoRI -  - 
6 

12 BamHI - -  

 

 Ο προσανατολισµός των ενθεµάτων ήταν σύµφωνος µε τα τµήµατα που 

προβλέπονταν λαµβάνοντας υπόψη την αλληλουχία του πλασµιδίου και του HIF-2α 

στις πέψεις των κλώνων 1, 2 και 4. 

 

 

 

 



 - 40 -

3.4 Έκφραση και καθαρισµός της πρωτεΐνης  HIF-2α σε κύτταρα E.coli 

BL21RIL 

 Στη συνέχεια ακολούθησε εισαγωγή της πλασµιδιακής κατασκευής σε 

κύτταρα E.coli BL21RIL µε µετασχηµατισµό µε σκοπό την επαγωγή της έκφρασης 

των χιµαιρικών πρωτεϊνών σε καλλιέργειες 1lt αυτών των κυττάρων. Συνοπτικά τα 

κύτταρα καλλιεργήθηκαν µέχρι να φτάσουν σε λογαριθµική φάση (OD600nm~ 0.5 A) 

και τότε προστέθηκε στις καλλιέργειες ο επαγωγέας IPTG για χρονικό διάστηµα 3 

ωρών σε θερµοκρασία 21οC. Μετά το πέρας των 3 ωρών συλλέχθηκαν τα κύτταρα, 

υπέστησαν λύση µε υπερήχους και τελικά αποµονώθηκε το διαλυτό κλάσµα, το οποίο 

και πέρασε από στήλη γλουταθειόνης-σεφαρόζης για την αποµόνωση των GST-

πρωτεϊνών µας.  

 
 

 

 

 
 
 Κατά τη διάρκεια της διαδικασίας αποµόνωσης των GST-πρωτεϊνών 

ληφθήκαν δείγµατα από κάθε στάδιο. Πιο συγκεκριµένα λήφθηκαν δείγµατα πριν και 

µετά την προσθήκη IPTG , από το ίζηµα (pellet, P), το υπερκείµενο (supernatant, S), 

-/+ IPTG 
L           -           +           -            +

120kDa 

50kDa 

Εικόνα 10: Επαγωγή της έκφρασης των κλώνων 1 και 2 µε IPTG. Ηλεκτροφορήθηκαν 
εκχυλίσµατα των µετασχηµατισµένων µε τα κατάλληλα πλασµίδια βακτηριακών κυττάρων
πριν και µετά την προσθήκη IPTG. Στις στήλες όπου στα κύτταρα έχει προστεθεί IPTG (+) 
παρατηρήθηκε η επαγωγή της έκφρασης για τους κλώους 1 και 2 αντίστοιχα. 
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το αδέσµευτο κλάσµα της στήλης (flow through, FT), το τελευταίο πλύσιµο (wash, 

W) και από τα 3 εκλούσµατα (elution, E) (Εικόνα). 

 Όπως φαίνεται στην Εικόνα 10, µε την προσθήκη IPTG στην καλλιέργεια 

παρατηρείται έκφραση των πρωτεϊνών των οποίων η αλληλουχία είχε εισαχθεί στα 

κύτταρα E.coli µε τα κατάλληλα πλασµίδια. Συγκεκριµένα φαίνονται µε κόκκινα 

βέλη οι επαγόµενες πρωτεΐνες GST-HIF-2α και σε µοριακό βάρος των 130kD. Οι 

ζώνες αυτές δεν εµφανίζονται απουσία IPTG. 

 Έπειτα από τον καθαρισµό των πρωτεϊνών GST-HIF-2α µε στήλη 

γλουταθειόνης-σεφαρόζης Εικόνα 11 παρατηρήθηκε η αποµόνωσή της σε σχετικά 

καθαρή µορφή στα εκλούσµατα (η ζώνη της πρωτεΐνης σηµειώνεται µε κόκκινο 

βέλος). Ωστόσο, η απόδοση σε πρωτεΐνη στα εκλούσµατα είναι πολύ µικρή.  

M        - +        P       S      FT       W       E1      E2    E3M        - +        P       S      FT       W       E1      E2    E3

50kD

120kD 130kD

M        - +        P       S      FT       W       E1      E2    E3M        - +        P       S      FT       W       E1      E2    E3

50kD

120kD 130kD

 
Εικόνα 11: Υπερέκφραση της πρωτεΐνης GST-HIF-α  και καθαρισµός µε σφαιρίδια γλουταθειόνης –

σεφαρόζης. ∆ιαδροµές : Μ: µάρτυρας, Ρ: ίζηµα(pellet), S: υπερκείµενο (supernatant), FT : αδέσµευτο 

κλάσµα της στήλης (flow through), W: δείγµα τελευταίας πλύσης (wash), E1, E2, E3 : δείγµατα 

εκλούσεων (elution).  

Αυτό µπορεί να εξηγηθεί αν παρατηρήσουµε ότι µεγάλο ποσοστό των 

πρωτεϊνών µένει στο ίζηµα, δηλαδή είναι σε µικρό βαθµό υδατοδιαλυτή. Μια άλλη 

εξήγηση για τη µικρή απόδοση σε πρωτεΐνη είναι η µη ικανοποιητική λύση των 

κυττάρων για την απελευθέρωση των επιθυµητών πρωτεϊνών στο διάλυµα. 

 Στη συνέχεια τα 3 εκλούσµατα ενώθηκαν, υπέστησαν διαπίδυση σε ειδική 

µεµβράνη µε πόρους που συγκρατούν την πρωτεΐνη µας αλλά αποκλείουν µικρού 

µοριακού βάρους ανεπιθύµητες ενώσεις όπως η γλουταθειόνη και άλατα.  
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 Για επιβεβαίωση του γεγονότος ότι οι πρωτεΐνες µας είναι αυτές που 

περιµένουµε και όχι ένα µη ειδικό προϊόν, έγινε ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα 

έναντι στην πρωτεΐνη GST Εικόνα12. Πράγµατι οι πρωτεΐνες που πήραµε καθαρές 

από τη στήλη γλουταθειόνης-σεφαρόζης είναι οι ίδιες που εµφανίζονται και στην 

ανοσοαποτύπωση και στα ίδια µοριακά βάρη για την κάθε µία. Στην περίπτωση των 

πρωτεϊνών GST-HIF-2α οι ζώνες που εµφανίζονται κάτω από τη ζώνη της πρωτεΐνες 

αποτελούν πιθανότατα προϊόντα πρωτεόλυσης αυτών. 

 
 
Εικόνα 12: Ανοσοαποτύπωση της υπερεκφρασµένης πρωτεΐνης GST- HIF-2α  µε αντίσωµα έναντι του 
HIF-2α. 

130 kDa 130 kDa
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Εικόνα 13: Α) Ανοσοαποτύπωση της υπερεκφρασµένης πρωτεΐνης GST- HIF-2α  µε αντίσωµα έναντι 
του HIF-2α. 
Β) Ανοσοαποτύπωση της υπερεκφρασµένης πρωτεΐνης GST- HIF-2α  µε αντίσωµα έναντι του GST. 
 

3.5 Αλληλεπιδράσεις σε σφαιρίδια αγχιστείας γλουταθειόνης- σεφαρόζης 

πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων από κύτταρα HeLa και HUH µε τις πρωτεΐνες GST 

και GST- HIF-2α 

 Τα πειράµατα συγκατακρήµνισης δίνουν τη δυνατότητα µελέτης της 

αλληλεπίδρασης µεταξύ πρωτεϊνών αλλά µπορούν επίσης να δώσουν πληροφορίες 

για το πόσο ισχυρή είναι η αλληλεπίδραση αυτή. Στην παρούσα εργασία 

επιχειρήθηκε συγκατακρήµνιση πυρηνικών εκχυλισµάτων από κύτταρα HeLa και 

HUH7 µε την πρωτεΐνη GST-HIF-2α. Συνοπτικά, η διαδικασία περιλαµβάνει 

πρόσδεση της χιµαιρικής πρωτεΐνης GST-HIF-2α σε σφαιρίδια γλουταθειόνης και 

επώασή τους µε πυρηνικό εκχύλισµα από κύτταρα HeLa και HUH. Στο τέλος της 

επώασης και αφού ξεπλυθούν καλά τα σφαιρίδια για αφαίρεση όλων των µη 

δεσµευµένων πρωτεϊνών προστίθεται ειδικό διάλυµα έκλουσης. Το έκλουσµα από 

κάθε αντίδραση ηλεκτροφορείται και µέσω βαφής της πηκτής µε Coomasie µπορούν 

να ελεγχθούν τα αποτελέσµατα.  

 

Α                                                                                                       Β 
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Εικόνα 14: ∆οκιµή αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών µε χρωµατογραφία αγχιστείας (pulldown assay) 

 

∆ιαδροµή Κυτταρικό εκχύλισµα  

1 HUH GST 

2 HUH GST-HIF-2α 

3 HeLa GST 

4 HeLa GST-HIF-2α 

 

Στην ηλεκτροφόρηση παρατηρήσαµε ζώνες που εµφανίζονται αποκλειστικά 

στο έκλουσµα της GST-HIF-2α και όχι στα εκλούσµατα της GST. Από τα παραπάνω 

µπορούµε να υποθέσουµε πως οι ζώνες αυτές αντιστοιχούν σε πρωτεΐνες των 

κυττάρων HUH και HeLa που αλληλεπιδρούν αποκλειστικά µε τον HIF-2α Εικόνα 

14. η δοκιµή µε τα εκχυλίσµατα κυττάρων Huh7 έδειξε πως εντοπίζουµε µια (1)  

πρωτεΐνη µε µοριακό βάρος περίπου 150kDa. Ενώ η δοκιµή µε τα εκχυλίσµατα 

κυττάρων HeLa έδειξε µια έντονη αλληλεπίδραση µε µια πρωτεΐνη µοριακού βάρους 

περίπου 250-300kDa και δύο πιο ασθενείς αλληλεπιδράσεις µε πρωτεΐνες µοριακού 

βάρους 120 και 150kDa. Από τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών και λαµβάνοντας 

υπόψη όσα γνωρίζουµε από τη βιβλιογραφία σχετικά µε τον HIF-1α, υποθέτουµε πως 

µπορεί να είναι οι πρωτεΐνες CBP και p300. Ωστόσο, χρειάζεται επανάληψη του 
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πειράµατος και περαιτέρω µελέτη για την ταυτοποίηση των πιθανών νέων πρωτεϊνών 

µε φασµατοσκοπία µάζας.  
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Ο HIF-2α, επίσης γνωστός ως EPAS-1, MOP2, HLF και HRF εκφράζεται πιο 

ισχυρά στο ενδοθήλιο, στο ήπαρ, στην καρδιά, τους πνεύµονες και τον πλακούντα  

και η δράση του στους παραπάνω ιστούς φαίνεται να υπερέχει έναντι του HIF-1α.  

Ο HIF-2α είναι το δεύτερο µέλος της οικογένειας των µεταγραφικών 

παραγόντων που επάγονται από την υποξία και έχει σηµαντικό ρόλο στη φυσιολογία 

και παθοφυσιολογία του κυττάρου. Για τη ρύθµιση των αποκρίσεων του HIF-2, είναι 

υπεύθυνη η ρυθµιστική HIF-2α υποµονάδα. Μετά από στοχευµένη αποσιώπηση του 

HIF-2α σε ποντίκια διαπιστώθηκε ότι εκείνα που στερούνται τον ΗIF-2α πεθαίνουν 

λόγω ατελούς εµβρυϊκής ωρίµανσης των πνευµόνων, των αγγείων και από 

βραδυκαρδία, ενώ τα ποντίκια που υποβλήθηκαν σε διαδοχικές µεταλλάξεις και 

επέζησαν, έδειξαν υψηλά επίπεδα ελεύθερων ριζών στο ήπαρ. Σαν προγνωστικός 

δείκτης, τα υψηλά επίπεδα HIF-2α συνδέονται µε προχωρηµένα στάδια καρκίνου. 

Ανάµεσα σε αυτούς είναι ο καρκίνος του πνεύµονα, του µαστού, της κύστης, του 

εντέρου και το νευροβλάστωµα. Ωστόσο ο βιολογικός ρόλος του δεν έχει πλήρως 

διερευνηθεί. 

Η ρύθµιση της έκφρασης του HIF-2α σε συνθήκες νορµοξίας και υποξίας 

συχνά θεωρείται ότι είναι παρόµοια µε εκείνη του HIF-1α. Έτσι, σε φυσιολογικές 

συνθήκες οξυγόνου, τα επίπεδα της πρωτεΐνης του HIF-2α ελαττώνονται µέσω 

πρωτεόλυσης. Η πρωτεόλυση του HIF-2α οφείλεται στην αλληλεπίδραση και 

πολυουβικιτινυλίωση του από την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη von Hippel-Lindau 

(VHL) που ελέγχεται µε την υδροξυλίωση δύο καταλοίπων προλίνης στην ODD 

περιοχή του. Όταν τα επίπεδα του οξυγόνου είναι χαµηλά, η υδροξυλίωση 

αναστέλλεται, ο HIF-2α σταθεροποιείται, µεταφέρεται στον πυρήνα, όπου και 

διµερίζεται µε τον ARNT και προσδένεται στο DNA επάγοντας την έκφραση των 

γονιδίων στόχων της υποξίας.  

Ο HIF-2α έχει αλληλουχική οµοιότητας µε τον HIF-1α περίπου 48%. Ο HIF-

2α περιέχει µία περιοχή οξυγονο-εξαρτώµενης αποικοδόµησης (Οxygen Dependent 

Degradation domain, ODD) και δύο περιοχές υπεύθυνες για την ενεργοποίηση των 

γονιδίων στόχων τους (Trans Activation Domains, TADs), µια αµινο-τελική, την Ν-

TAD και µια καρβοξυ-τελική, την C-TAD. Επίσης, ο HIF-2α περιέχει στην 

αµινοτελική του επικράτεια περιοχές ετεροδιµερισµού και δέσµευσης στο DNA 

(bHLH-PAS), όπου αναγνωρίζουν ειδικές ρυθµιστικές αλληλουχίες (στοιχεία 
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απόκρισης στην υποξία, hypoxia response elements-HRE) που βρίσκονται στην 

περιοχή των υποκινητών των γονιδίων στόχων των HIF.   

Στην παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια αποµόνωσης της πλήρους µεγέθους 

πρωτεΐνης HIF-2α. Η προσέγγιση που ακολουθήθηκε ήταν αρχικά ο HIF-2α να 

κλωνοποιηθεί στον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης pGEX-4T1, να εκφραστεί σε 

βακτηριακά κύτταρα και να αποµονωθεί σαν πρωτεΐνες σύντηξης µε GST έπειτα από 

χρωµατογραφία αγχιστείας. Ακολουθήσαµε µια σειρά πειραµάτων ανοσοαποτύπωσης 

µε αντίσωµα έναντι στην πρωτεΐνη GST-HIF-2α και επιβεβαιώσαµε ότι οι πρωτεΐνες 

που είχαµε καθαρές από τη στήλη γλουταθειόνης-σεφαρόζης είναι οι ίδιες που 

εµφανίζονται και στην ανοσοαποτύπωση και στα ίδια µοριακά βάρη για την κάθε µία. 

Τα αποτελέσµατα µας δείξανε ότι κλωνοποιήθηκε και εκφράστηκε για πρώτη 

φορά η πλήρους µεγέθους πρωτεΐνη HIF-2α.  

Σε όλα τα στάδια της διαδικασίας ενεργοποίησης και δράσης του, ο HIF-1α 

αλληλεπιδρά µε διάφορες πρωτεΐνες προκειµένου να επιτελέσει την επαγωγή των 

γονιδίων στόχων του και η µελέτη αυτών των αλληλεπιδράσεων έχει συµβάλει στην 

κατανόηση του πολυδιάστατου ρόλου του. Η µελέτη της αλληλεπίδρασης του HIF-2α 

µε άλλες πρωτεΐνες δεν έχει λεπτοµερώς µελετηθεί και δεν έχουν ταυτοποιηθεί 

πρωτεΐνες που συστρατεύονται. Στην προσπάθεια της αναζήτησης πρωτεϊνών που 

αλληλεπιδρούν µε τον HIF-2α, και διαθέτοντας την πλήρους µεγέθους πρωτεΐνη 

ππροχωρήσαµε στη δοκιµή αλληλεπίδραση της HIF-2α µε πυρηνικά εκχυλίσµατα 

HeLa και Huh7. Η δοκιµή µας µε τα εκχυλίσµατα κυττάρων Huh7 έδειξε πως 

εντοπίζουµε µια (1)  πρωτεΐνη µε µοριακό βάρος περίπου 150kDa. Ενώ η δοκιµή µε 

τα εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa έδειξε µια έντονη αλληλεπίδραση µε µια πρωτεΐνη 

µοριακού βάρους περίπου 250-300kDa και δύο πιο ασθενείς αλληλεπιδράσεις µε 

πρωτεΐνες µοριακού βάρους 120 και 150kDa. Από τα µοριακά βάρη των πρωτεϊνών 

και λαµβάνοντας υπόψη όσα γνωρίζουµε από τη βιβλιογραφία σχετικά µε τον HIF-

1α, υποθέτουµε πως µπορεί να είναι οι πρωτεΐνες CBP και p300. Ωστόσο, χρειάζεται 

επανάληψη του πειράµατος και περαιτέρω µελέτη για την ταυτοποίηση των πιθανών 

νέων πρωτεϊνών µε φασµατοσκοπία µάζας.  

 Μελλοντικά θα ήταν ενδιαφέρον να µελετηθούν οι λειτουργίες και η ρύθµιση 

του HIF-2α. Πιο συγκεκριµένα να µελετηθούν πιθανές µεταµεταφραστικές 

τροποποιήσεις του HIF-2α όπως φωσφορυλίωση,  ακετυλίωση, S-νιτροσυλίωση και 

σουµοϋλίωση και πως αυτές ρυθµίζουν τη λειτουργία του. 
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