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Η	έγκριση	της	διδακτορικής	διατριβής	από	το	Τμήμα	Ιατρικής	της	Σχολής	Επιστημών	Υγείας	του	
Πανεπιστημίου	Θεσσαλίας	δεν	υποδηλώνει	αποδοχή	των	απόψεων	του	συγγραφέα	(σύμφωνα	με	
τις	διατάξεις	του	άρθρου	202,	παράγραφος	2	του	Ν.5343/1932).	
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Εγκρίθηκε	από	τα	Μέλη	της	Επταμελούς	Εξεταστικής	Επιτροπής	(3η/13-03-2019	ΓΣΕΣ):	
		

	

1ος		Εξεταστής			Δρ.	Παναγιώτης	Λιάκος	
(Επιβλέπων)		 Αναπληρωτής	 Καθηγητής	 Κλινικής	 Βιοχημείας,	 Τμήμα	 Ιατρικής,	 Πανεπιστήμιο	

Θεσσαλίας	
	
	
	
2ος	Εξεταστής	 Δρ.	Γεώργιος	Σίμος	
																													Καθηγητής	Βιοχημείας,	Τμήμα	Ιατρικής,	Πανεπιστήμιο	Θεσσαλίας	
		
	
	
3ος		Εξεταστής	 Δρ.	Ανδρέας	Τσακάλωφ	

Αναπληρωτής	 Καθηγητής	 Ιατρικής	 Χημείας,	 Τμήμα	 Ιατρικής,	 Πανεπιστήμιο	
Θεσσαλίας	
		

	
	
4ος		Εξεταστής	 Δρ.	Δημήτριος	Λεωνίδας	

Καθηγητής	 Βιοχημείας,	 Τμήμα	 Βιοχημείας	 και	 Βιοτεχνολογίας,	 Πανεπιστήμιο	
Θεσσαλίας		

	
	
	
5ος		Εξεταστής	 Δρ.	Ευφροσύνη	Παρασκευά		

Αναπληρώτρια	 Καθηγήτρια	 Φυσιολογίας	 του	 Κυττάρου,	 Τμήμα	 Ιατρικής,	
Πανεπιστήμιο	Θεσσαλίας	

	
	
	
6ος		Εξεταστής	 Δρ.	Ηλίας	Μυλωνής	

Επίκουρος	Καθηγητής	Βιοχημείας,	Τμήμα	Ιατρικής,	Πανεπιστήμιο	Θεσσαλίας		
	

	
	
7ος		Εξεταστής	 Δρ.	Γεωργία	Χαχάμη	

Λέκτορας,	Κυτταρικής	Βιοχημείας,	Τμήμα	Ιατρικής,	Πανεπιστήμιο	Θεσσαλίας	
	

	

	

	

	

	

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 18:13:21 EEST - 18.218.69.90



	 4	

ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ	

Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Βιοχηµείας, του Τµήµατος 

Ιατρικής, του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας, µε Επιβλέποντα τον Αναπληρωτή Καθηγητή 

Ιατρικής Βιοχηµείας κ. Παναγιώτη Λιάκο.  

Αρχικά,  θα ήθελα να ευχαριστήσω θερµά τον κ. Παναγιώτη Λιάκο, για την ανάθεση της 

διατριβής, για τη πολύτιµη και συνεχή επιστηµονική καθοδήγηση καθ’ όλη τη διάρκεια της 

διδακτορικής διατριβής µου, την υποµονή και την επιµονή του. Η συνεργασία µου µε τον κ. 

Λιάκο αποτέλεσε σηµαντική πηγή γνώσεων για την επιστήµη της Βιοχηµείας. Κυρίως όµως, 

θα ήθελα να τον ευχαριστήσω για την εµπιστοσύνη που µου έδειξε όλα αυτά τα χρόνια, και 

µου έµαθε να πιστεύω περισσότερο στον εαυτό µου και να βασίζοµαι στις δυνάµεις µου.  

Ένα άλλο πολύ σηµαντικό πρόσωπο για µένα είναι ο Διευθυντής του εργαστηρίου Βιοχηµείας,  

Καθηγητής Βιοχηµείας κ. Γεώργιος Σίµος. Θα ήθελα να ευχαριστήσω τον κ. Σίµο για τις 

πολύτιµες  συµβουλές και επισηµάνσεις, που συνέβαλαν σηµαντικά στην επιστηµονική µου 

εξέλιξη όλα αυτά τα χρόνια.  

Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω τον Αναπληρωτή Καθηγητή Ιατρικής Χηµείας κ. Ανδρέα 

Τσακάλωφ, του οποίου οι υποδείξεις, η βοήθεια και η υποστήριξη υπήρξαν πολύτιµες για τη 

διεκπεραίωση αυτής της εργασίας.   

Ακόµη, οφείλω ένα µεγάλο ευχαριστώ στον Επίκουρο Καθηγητή Βιοχηµείας Ηλία Μυλωνή, 

για την προθυµία του  να απαντήσει σε ερωτήσεις µου τόσο σε τεχνικά όσο και σε θεωρητικά 

ζητήµατα και την αµέριστη ηθική υποστήριξή του καθ΄ όλη τη διάρκεια της διατριβής µου.  

Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω τον Καθηγητή Βιοχηµείας του Τµήµατος Βιοχηµείας και 

Βιοτεχνολογίας κ. Δηµήτρη Λεωνίδα για τη δυνατότητα διεξαγωγής πειραµάτων στο 

εργαστήριο Δοµικής και Λειτουργικής Βιοχηµείας, τις πολύτιµες συµβουλές του και την 

εξαίρετη συνεργασία.  

Επίσης, θα ήθελα να ευχαριστήσω την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Φυσιολογίας του 

Κυττάρου κα. Ευφροσύνη Παρασκευά και την Λέκτορα Κυτταρικής Βιοχηµείας κα. Γεωργία 

Χαχάµη, µέλη της Επταµελούς Επιτροπής, για το χρόνο που αφιέρωσαν για την ανάγνωση της 

διδακτορικής διατριβής και τις εποικοδοµητικές παρατηρήσεις και διορθώσεις τους. 

Ιδιαίτερα, θα ήθελα να ευχαριστήσω τη µεταδιδακτορική ερευνήτρια και φίλη µου Χριστίνα 

Μπεφάνη, η βοήθεια της οποίας υπήρξε πολύτιµη όλα αυτά τα χρόνια.  Την ευχαριστώ θερµά 
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για την αµέριστη βοήθεια, την άψογη συνεργασία και τη διαρκή υποστήριξη όλα αυτά τα 

χρόνια. Επίσης, θα ήθελα να ευχαριστήσω όλα τα µέλη του Εργαστηρίου Βιοχηµείας για την 

ευχάριστη παρέα τους. Ειδικότερα, θα ήθελα να ευχαριστήσω τις µεταπτυχιακές φοιτήτριες 

Ελένη Κεχαγιά, Κατερίνα Δισερή και Αντωνία Αγγελή για την δηµιουργική συνεργασία τους 

και το φιλικό συναδελφικό περιβάλλον.  

Δεν θα µπορούσα να παραλείψω τους αγαπηµένους µου φίλους, Ραφαέλα Μπέτα, Θύµιο 

Κυριάκη, Χρύσα Ταζέ και Κωνσταντίνο Τσιλαφάκη, για την ανεπανάληπτη συντροφιά τους 

και την οικογενειακή ατµόσφαιρα που δηµιουργήσαµε στη Λάρισα.  

Τέλος, οφείλω ένα τεράστιο ευχαριστώ στα µέλη της οικογένειάς µου, στη µητέρα µου, την 

αδερφή µου και τη γιαγιά µου που όλα αυτά τα χρόνια για την ηθική και υλική συµπαράσταση 

και µε στήριξαν σε κάθε µου βήµα.  

 

	

Ιωάννα-Μαρία	Γκοτινάκου		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 18:13:21 EEST - 18.218.69.90



	 6	

ΣΥΝΤΟΜΟ	ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ		

1. ΠΡΟΣΩΠΙΚΑ	ΣΤΟΙΧΕΙΑ	
	
Ονοματεπώνυμο	 Ιωάννα-	Μαρία	Γκοτινάκου	
Διεύθυνση	 Πανεπιστημίου	3,	Βιόπολις,	Λάρισα,	Ελλάδα	
Τηλέφωνο	 (+30)2410685583	
Email	 iogotinak@icloud.com,	iogotina@med.uth.gr	

	

2. ΕΚΠΑΙΔΕΥΣΗ-	ΚΑΤΑΡΤΙΣΗ	
	
ΕΚΠΟΝΗΣΗ	ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ	ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ		
Ημερομηνίες	 Ιούλιος	2014-	Μάρτιος	2019	

Ίδρυμα	 Τμήμα	 Ιατρικής,	 Σχολή	 Επιστημών	 Υγείας,	 Πανεπιστήμιο	
Θεσσαλίας,	Λάρισα	

Τίτλος	 Μελέτη	 των	 Μοριακών	 μηχανισμών	 δράσης	 του	 επαγόμενου	
από	την	υποξία	μεταγραφικού	παράγοντα		HIF-2α	

Επιβλέπων	
Καθηγητής	

Αναπληρωτής	Καθηγητής	Ιατρικής	Βιοχημείας,		Παναγιώτης	
Λιάκος		

Περιγραφή	 Διερεύνηση	 των	 μετα-μεταφραστικών	 τροποποιήσεων	 του	 HIF-
2α,	 με	 έμφαση	 στη	 φωσφορυλίωσή	 του	 από	 τις	 ERK1/2.	
Αναγνώριση	μιας	θέσης	τροποποίησης	του	HIF-2α	από	τις	ERK1/2	
με	 πειράματα	 in	 vitro	 φωσφορυλίωσης	 και	 μεταλλαξιγένεσης.	
Μελέτη	 της	 βιολογικής	 επίδρασης	αυτής	 της	 τροποποίησης	 στη	
μεταγραφική	 δράση	 και	 λειτουργία	 της	 HIF-2.	 Διερεύνηση	 του	
μοριακού	 μηχανισμού	 που	 αποτελεί	 τη	 βάση	 αυτής	 της	
τροποποίησης	 μελετώντας	 τον	 εντοπισμό	 και	 τις	 νέες	
αλληλεπιδράσεις	 της	 HIF-2α	 υπομονάδας	 με	 άλλες	 πρωτεΐνες.	
Εύρεση	 ενός	 νέου	 ανεξάρτητου	 από	 οξυγόνο	 ρυθμιστικού	
μηχανισμού	του	HIF-2α	(Gkotinakou	et	al.,	2019).	

	
ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΕΣ	ΣΠΟΥΔΕΣ		
Ημερομηνίες	 Σεπτέμβριος	2011-	Μάρτιος	2014	

Ίδρυμα	 Τμήμα	 Ιατρικής,	 Σχολή	 Επιστημών	 Υγείας,	 Πανεπιστήμιο	
Θεσσαλίας,	Λάρισα	

Τίτλος	 Ο	 ρόλος	 των	 επαγόμενων	 από	 την	 υποξία	 μεταγραφικών	
παραγόντων	 HIF-1α	 και	 HIF-2α	 στη	 διαφοροποίηση	 των	
ερυθρολευχαιμικών	κυττάρων	K562		

Επιβλέπων	
Καθηγητής	

Αναπληρωτής	 Καθηγητής	 Ιατρικής	 Βιοχημείας,	 Παναγιώτης	
Λιάκος	
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Περιγραφή	 Μελετήθηκε	η	επίδραση	της	υποξίας	στον	πολλαπλασιασμό	και	τη	
διαφοροποίηση	 των	 ανθρώπινων	 ερυθρολευχαιμικών	 κυττάρων	
K562.	 Για	 τη	 διαφοροποίηση	 των	 K562	 κυττάρων	 σε	
ερυθροκύτταρα,	 χρησιμοποιήθηκε	 αιμίνη	 και	 μελετήθηκε	 η	
συμβολή	 της	 υποξίας	 και	 η	 έκφραση	 των	 επαγόμενων	 από	 την	
υποξία	 μεταγραφικών	 παραγόντων	 HIF-1α	 και	 HIF-2α	 στις	
παραπάνω	 συνθήκες.	 Δείξαμε	 ότι	 η	 υποξία	 αναστέλλει	 την	
ανάπτυξη	των	K562	και	αυξάνει	τον	ρυθμό	κυτταρικού	θανάτου.	
Οι	 μακροχρόνιες	 επιδράσεις	 της	 υποξίας	 δεν	 φαίνεται	 να	
σχετίζονται	 άμεσα	 με	 την	 έκφραση	 της	 πρωτεΐνης	 των	 HIF-α.	
Παρατηρήσαμε	 επίσης	 ότι	 ενώ	 η	 υποξία	 διευκολύνει	 την	
επαγόμενη	από	την	αιμίνη	διαφοροποίηση	των	κυττάρων	Κ562	σε	
ερυθροκύτταρα,	η	έκφραση	των	HIF-α	υπομονάδων,	δεν	φαίνεται	
να	είναι	απαραίτητη.	

	
ΠΡΟΠΤΥΧΙΑΚΕΣ	ΣΠΟΥΔΕΣ		
Ημερομηνίες	 Σεπτέμβριος	2005-	Ιούλιος	2011	

Ίδρυμα	 Τμήμα	 Ιατρικής,	 Σχολή	 Επιστημών	 Υγείας,	 Πανεπιστήμιο	
Θεσσαλίας,	Λάρισα	

Τίτλος	 Έκφραση	και	απομόνωση	της	πλήρους	μεγέθους	πρωτεΐνης	του	
επαγόμενου	από	την	υποξία	μεταγραφικού	παράγοντα		HIF-2α	

Επιβλέπων	
Καθηγητής	

Αναπληρωτής	 Καθηγητής	 Ιατρικής	 Βιοχημείας,	 Παναγιώτης	
Λιάκος	

Περιγραφή	 Η	μελέτη	αυτή	είχε	ως	στόχο	την	κλωνοποίηση	και	την	απομόνωση	
της	πλήρους	μήκους	πρωτεΐνης	HIF-2α.	Το	cDNA	που	κωδικοποιεί	
τον	 πλήρους	 μήκους	 HIF-2α	 κλωνοποιήθηκε	 στον	 φορέα	
έκφρασης	pGEX-4T-1	προκειμένου	 να	 εκφράσει	βακτηριακά	 την	
αντίστοιχη	πρωτεΐνη	με	σήμανση	GST.	Ο	πλήρους	μήκους	GST-HIF-
2α	 εκφράστηκε	 για	 πρώτη	 φορά	 επιτυχώς	 σε	 βακτήρια.	 Για	 να	
βρεθούν	 αλληλεπιδράσεις	 του	 HIF-2α	 με	 άλλες	 πρωτεΐνες,	
καθαρές	 GST	 και	 GST-HIF-2α	 πρωτεΐνες	 δεσμεύθηκαν	 σε	
σφαιρίδια	 γλουταθειόνης-σεφαρόζης	 και	 χρησιμοποιήθηκαν	 σε	
δοκιμασίες	 ανοσοκαθίζησης	 με	 πρωτεϊνικά	 εκχυλίσματα	
ευκαρυωτικών	κυττάρων.	Μία	πρωτεΐνη	με	φαινομενικό	μοριακό	
βάρος	150kDa	από	εκχυλίσματα	πρωτεΐνης	Huh7	και	άλλες	τρεις	
πρωτεΐνες	 από	 εκχυλίσματα	 πρωτεΐνης	 HeLa	 με	 φαινομενικό	
μοριακό	 βάρος	 250-300kDa,	 120kDa	 και	 150kDa	 βρέθηκαν	 να	
αλληλεπιδρούν	με	HIF-2α.	
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3. ΕΠΑΓΓΕΛΜΑΤΙΚΗ-	ΔΙΔΑΚΤΙΚΗ	ΕΜΠΕΙΡΙΑ		
	
Ημερομηνίες	 Νοέμβριος	2017-	Νοέμβριος	2018		
Περιγραφή	

	
Συμμετοχή	 στην	 επίβλεψη	 της	 διπλωματικής	 εργασίας	 της	
μεταπτυχιακής	φοιτήτριας	Αικατερίνης	Δισερή	με	τίτλο	«Μελέτη	
των	 μοριακών	 μηχανισμών	 δράσης	 του	 επαγόμενου	 από	 την	
υποξία	μεταγραφικού	παράγοντα	HIF-2»	υπό	 την	 επίβλεψη	 του	
Αναπλ.	Καθ.	Ιατρικής	Βιοχημείας	Παναγιώτη	Λιάκου.	

Ημερομηνίες	 Νοέμβριος	2016-	Φεβρουάριος	2018		
Περιγραφή	

	
Συμμετοχή	 στην	 επίβλεψη	 της	 διπλωματικής	 εργασίας	 της	
μεταπτυχιακής	φοιτήτριας	Ελένης	Κεχαγιά	με	τίτλο	«Μηχανισμοί	
της	 αντι-καρκινικής	 δράσης	 της	 βιταμίνης	 D:	 ρύθμιση	 των	
μεταγραφικών	 παραγόντων	 HIF-1	 και	 HIF-2»	 υπό	 την	 επίβλεψη	
του	Αναπλ.	Καθ.	Ιατρικής	Χημείας	Ανδρέα	Τσακάλωφ.	

Ημερομηνίες	 Χειμερινό	Εξάμηνο	2017-	18	και	2018-	19		
Περιγραφή	

	
Συμμετοχή	 στην	 επίβλεψη	 και	 εκπαίδευση	 προπτυχιακών	
φοιτητών	του	Τμήματος	Ιατρικής,	στα	πλαίσια	των	Εργαστηριακών	
ασκήσεων	 του	 μαθήματος	 «Βιοχημεία	 ΙΙ	 Γονιδιακή	 Έκφραση,	
Ανθρώπινα	 Όργανα	 και	 Βιολογικές	 Λειτουργίες	 (ΒΕ0712)»,	 υπό	
την	 Επίβλεψη	 του	 Αναπληρωτή	 Καθηγητή	 Ιατρικής	 Βιοχημείας,	
Παναγιώτη	Λιάκου.		

Ημερομηνίες	 2018	
Περιγραφή	

	
Μέλος	 της	 οργανωτικής	 επιτροπής	 του	 6ου	 Πανελλήνιου	 Forum	
Νέων	 Επιστημόνων	 της	 Ελληνικής	 Εταιρίας	 Βιοχημείας	 και	
Μοριακής	Βιολογίας,	22	Νοεμβρίου	2018,	Λάρισα.	

Ημερομηνίες	 Απρίλιος	2016-	Μάιος	2016	
Μάρτιος	2015-	Σεπτέμβριος	2015	

Περιγραφή	
	

Υποστήριξη	σε	Βιοχημικές	Αναλύσεις	για	τη	διάγνωση	πολλαπλής	
σκλήρυνσης	 και	 άλλων	 νευρολογικών	 παθήσεων,	 Εργαστήριο	
Βιοχημείας,	Τμήμα	Ιατρικής,	Πανεπιστήμιο	Θεσσαλίας,	Λάρισα.		

Ημερομηνίες	 Ιούλιος	2007-	Αύγουστος	2007	
Περιγραφή	

	
Πρακτική	εκπαίδευση	στο	Εργαστήριο	Μοριακής	Μικροβιολογίας	
και	Ιολογίας,	Πανεπιστημιακό	Νοσοκομείο,	Λάρισα.		

	
4. ΒΡΑΒΕΙΑ	ΚΑΙ	ΥΠΟΤΡΟΦΙΕΣ		
	
Ημερομηνίες	 15/05/17-	02/01/19	
Περιγραφή	 Υποτροφία	 από	 το	 Ίδρυμα	 Κρατικών	 Υποτροφιών	 (IKY)	 στα	

πλαίσια	 του	 Προγράμματος	 χορήγησης	 υποτροφιών	 για	
μεταπτυχιακές	σπουδές	δεύτερου	κύκλου	σπουδών	18-36	μήνες,	
Μάϊος	2017.		
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Ημερομηνίες	 04/07/18-	12/07/18	
Περιγραφή	 Υποτροφία	 για	 τη	 συμμετοχή	 στο	 18th	 FEBS-Young	 Scientist’s	

Forum.	Newsletter	04/07	-	07/07	2018.	Prague.	και	στο	43rd	FEBS-
EMBO	Meeting.	Newsletter	07/07	-	12/07	2018.	Prague.		

	
	
5. ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ		
Δημοσιεύσεις	σε	Διεθνή	περιοδικά	με	κριτές	

	
1. Gkotinakou	IM,	Befani	C,	Simos	G,	Liakos	P.	“ERK1/2	phosphorylates	HIF-2α	and	

regulates	 its	 activity	 by	 controlling	 its	 CRM1-dependent	 nuclear	 shuttling”.	
Journal	 of	 Cell	 Science.	 2019	 Apr	 8;	 132:	 jcs225698	 doi:	 10.1242/jcs.225698.	
Impact	factor:	4,401.	

	
2. Befani	 C,	Mylonis	 I,	Gkotinakou	 IM,	 Georgoulias	 P,	Hu	CJ,	 Simos	G,	 Liakos	 P.	

“Cobalt	 stimulates	 HIF-1-dependent	 but	 inhibits	 HIF-2-dependent	 gene	
expression	in	liver	cancer	cells”.	The	International	Journal	of	Biochemistry	&	Cell	
Biology.	2013	Jul	25;	45	(11):	2359-68.	Impact	factor:	4,152.	
	

Αναρτημένες	Ανακοινώσεις	σε	Συνέδρια	
	
Διεθνή	Συνέδρια	

1. Gkotinakou	IM,	Befani	C,	Simos	G,	Liakos	P.	“ERK1/2	directly	phosphorylate	HIF-
2α	and	regulate	its	activity	by	controlling	its	CRM1-dependent	nuclear	shuttling”.	
Proceedings	of	 the	43rd	FEBS-EMBO	Meeting.	Newsletter	07/07	 -	12/07	2018.	
Prague.	 Abstract	 P.09-021-Wed	 and	 Proceedings	 of	 the	 18th	 FEBS-Young	
Scientist’s	Forum.	Newsletter	04/07	-	07/07	2018.	Prague.	Abstract	P.33	

	
2. Befani	 C,	Mylonis	 I,	Gkotinakou	 IM,	 Georgoulias	 P,	Hu	CJ,	 Simos	G,	 Liakos	 P.	

“Cobalt	 stimulates	 HIF-1-dependent	 but	 inhibits	 HIF-2-dependent	 gene	
expression	 in	 liver	cancer	cells”.	Proceedings	of	the	39th	FEBS-EMBO	Meeting.	
Newsletter	30/08	-	04/09	2014.	Paris.	Abstract	Tue-051.	

	
Πανελλήνια	Συνέδρια	

1. Gkotinakou	 IM,	 Befani	 C,	 Simos	 G	 and	 Liakos	 P.	 “ERK1/2-dependent	
phosphorylation	of	HIF-2α	regulates	its	activity	by	controlling	its	CRM1-mediated	
nuclear	export”.	Proceedings	of	the	69th	Panhellenic	Conference	of	the	Hellenic	
Society	 for	 Biochemistry	 and	Molecular	 Biology.	 Newsletter	 23-25	November	
2018.	Larisa.	Abstract	P020.	

2. Diseri	A,	Gkotinakou	IM,	Pangou	E,	Liakos	P.	“TNF-α	inhibits	hypoxic	stimulation	
of	 HIF-2α	 transcriptional	 activity	 by	 impairing	 its	 interaction	 with	 ARNT”.	
Proceedings	 of	 the	 69th	 Panhellenic	 Conference	 of	 the	 Hellenic	 Society	 for	
Biochemistry	and	Molecular	Biology.	Newsletter	23-25	November	2018.	Larisa.	
Abstract	P103.	
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3. Kechagia	 E,	 Gkotinakou	 IM,	 Pazaitou-	 Panayiotou	 K,	 Liakos	 P,	 Tsakalof	 A.	
“Molecular	 background	 of	 Vitamin	 D	 anticancer	 action:	 Impact	 on	 hypoxia	
inducible	 transcription	 factors	 (HIFs)”.	 Scientific	 Workshop:	 Vitamin	 D,	
Mediterranean	Experts	Meeting,	Thessaloniki,	30	-	31	August	2018.	

4. Gkotinakou	IM,	Befani	C,	Simos	G	and	Liakos	P.	“Regulation	of	CRM1-dependent	
nucleocytoplasmic	 transport	 of	 HIF-2α	 by	 its	 direct	 ERK1/2	 mediated	
phosphorylation”.	 Proceedings	 of	 the	 68th	 Panhellenic	 Conference	 of	 the	
Hellenic	 Society	 for	 Biochemistry	 and	 Molecular	 Biology.	 Newsletter	 10-12	
November	2017.	Athens.	Abstract	P32.		

5. Kechagia	E,	Gkotinakou	IM,	Pazaitou-	Panayiotou	K,	Liakos	P,	Tsakalof	A.	“1,25-
dihydroxyvitamin	D	negatively	 regulates	hypoxia-	 inducible	 factors	1	and	2	 in	
human	hepatoma	cell	line”.	Proceedings	of	the	68th	Panhellenic	Conference	of	
the	Hellenic	Society	for	Biochemistry	and	Molecular	Biology.	Newsletter	10-12	
November	2017.	Athens.	Abstract	P41.		

6. Gkotinakou	 IM,	 Befani	 C,	 Pangou	 E,	Mylonis	 I,	 Simos	G	 and	 Liakos	 P	 “Direct	
phosphorylation	 by	 ERK1/2	 is	 required	 for	 nuclear	 accumulation	 and	
transcriptional	activation	of	Hypoxia	 Inducible	Factor	 -2α”.	Proceedings	of	the	
67th	 Panhellenic	 Conference	 of	 the	 Hellenic	 Society	 for	 Biochemistry	 and	
Molecular	Biology.		Newsletter	25-27	November	2016.	Ioannina.	Abstract	P37.	

7. Gkotinakou	IM,	Befani	C,	Visirianakis	I,	Tsiftsoglou	A,	Simos	G,	Liakos	P	“Effect	of	
hypoxia	 and	 HIFs	 on	 K562	 human	 erythroleukemia	 cell	 differentiation”.	
Proceedings	 of	 the	 65th	 Panhellenic	 Conference	 of	 the	 Hellenic	 Society	 for	
Biochemistry	 and	 Molecular	 Biology.	 Newsletter	 28-30	 November	 2014.	
Thessaloniki.	Abstract	P4.	

8. Befani	 C,	Mylonis	 I,	Gkotinakou	 IM,	 Georgoulias	 P,	Hu	CJ,	 Simos	G,	 Liakos	 P.		
“Cobalt	 stimulates	 HIF-1-dependent	 but	 inhibits	 HIF-2-dependent	 gene	
expression	in	liver	cancer	cells”.	Proceedings	of	the	64th	Panhellenic	Conference	
of	the	Hellenic	Society	for	Biochemistry	and	Molecular	Biology.	Newsletter	6-8	
December	2013.	Athens.	Abstract	P184.	

 
6.	ΕΙΔΙΚΕΣ	ΓΝΩΣΕΙΣ	
Ξένες	γλώσσες	 	

Αγγλικά		

Άριστο	Επίπεδο	
Certificate	of	Proficiency	in	English,	University	of	Michigan	
Proficient	 Communication,	 Edexcel	 International,	 University	 of	
Westminister	

	
Γαλλικά	

	
Άριστο	Επίπεδο	
Diplôme	approfondi	de	langue	française	DALF	(B1,	B2,	B3,	B4)		
Sorbonne	2e	Degre	

	 	
Πληροφορική	 Πολύ	καλό	Επίπεδο	

Cambridge	International	Diploma	in	IT	Skills	
	
7.	ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ	
Αρωγό	μέλος	της	της	Ελληνικής	Εταιρίας	Βιοχημείας	και	Μοριακής	Βιολογίας	(ΕΕΒΜΒ).	
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η κυτταρική απόκριση στην υποξία ενορχηστρώνεται από τους µεταγραφικούς παράγοντες 

που επάγονται από τη υποξία (HIFs). Ο επαγόµενος από την υποξία παράγοντας 2 (HIF-2) 

είναι βασικό συστατικό της κυτταρικής προσαρµογής στην ελάττωση της συγκέντρωσης του 

οξυγόνου. Ο HIF-2 είναι µεταγραφικός ενεργοποιητής αποτελούµενος από µια άλφα 

υποµονάδα που ρυθµίζεται από το οξυγόνο (HIF-α) και την HIF-1β υποµονάδα που 

εκφράζεται σταθερά, η οποία είναι γνωστή και ως ARNT. Αν και το οξυγόνο αποτελεί κύριο 

ρυθµιστή της α  υποµονάδας του HIF-2, η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2 ελέγχεται, 

επίσης, από µηχανισµούς που δεν εξαρτώνται από αυτό. Οι ανεξάρτητοι του οξυγόνου 

µηχανισµοί ρύθµισης της λειτουργίας του HIF-2α περιλαµβάνουν την µετα-µεταφραστική του 

τροποποίηση µε χαρακτηριστικό παράδειγµα την φωσφορυλίωση. Αν και η λειτουργία του 

HIF-2 είχε συσχετιστεί παλαιότερα µε την ενεργοποίηση του µονοπατιού των ERK1/2, δεν 

υπήρχαν στοιχεία για την άµεση φωσφορυλίωση του HIF-2α από τις ERK αλλά και για τον 

µοριακό µηχανισµό που ελέγχει την δράση του µεταγραφικού παράγοντα. 

Στο πρώτο µέρος της παρούσας διδακτορικής διατριβής, διερευνήσαµε τη φωσφορυλίωση του 

HIF-2α από τις κινάσες πρωτεϊνών που ρυθµίζονται από εξωκυττάρια σήµατα 1/2 (ERK1/2) 

σε συνθήκες υποξίας (1% Ο2). Αρχικά, µε πειράµατα in vitro φωσφορυλίωσης, δείξαµε ότι ο 

HIF-2α φωσφορυλιώνεται στο κατάλοιπο σερίνης στη θέση 672. Η µετάλλαξη αυτής της 

σερίνης σε αλανίνη ή φαρµακολογική αναστολή της οδού των ERK1/2 µειώνει τη 

µεταγραφική δράση του HIF-2 λόγω µετατόπισης του HIF-2α στο κυτταρόπλασµα χωρίς 

ταυτόχρονη αλλαγή των επιπέδων της πρωτεΐνης του HIF-2α. Επιπλέον, δείξαµε ότι τόσο η 

συσσώρευση του HIF-2α στον πυρήνα, όσο και η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2 

αποκαθίστανται αναστέλλοντας την εξαγωγή των πυρηνικών πρωτεϊνών µε την προσθήκη του 

αναστολέα της εξπορτίνης CRM1, λεπτοµυκίνη Β  (LMB). Πειράµατα µικροσκοπίας 

ανοσοφθορισµού, µεταγραφικής ενεργότητας και ανοσοκατακρήµνισης δείχνουν ότι ο HIF-2α 

συνδέεται µε την CRM1 µε τρόπο ευαίσθητο στη φωσφορυλίωση. Τέλος,  ταυτοποιήσαµε δύο 

κρίσιµα κατάλοιπα λευκίνης που γειτνιάζουν µε την θέση φωσφορυλίωσης από τις ERK ως 

µέρη ενός εξαρτώµενου από τη CRM1, άτυπου, σήµατος πυρηνικής εξαγωγής (NES). Η 

αναστολή της CRM1 από τη λεπτοµυκίνη Β ή η µετάλλαξη αυτών των καταλοίπων λευκίνης 

σε αλανίνη αποκαθιστά την πυρηνική συσσώρευση και τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-

2α που δεν τροποποιείται από τις ERK1/2. Συνοπτικά, αποκαλύψαµε ένα νέο ρυθµιστικό 

µηχανισµό του HIF-2, που περιλαµβάνει τη φωσφορυλίωση του HIF-2α από τις ERK1/2 η 

οποία ελέγχει τον εντοπισµό του HIF-2α στον πυρήνα και, συνεπώς, την µεταγραφική δράση 
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του HIF-2. Η ρυθµιστική επικοινωνία µεταξύ των ERK1/2 και του HIF-2 που περιγράφεται σε 

αυτή την εργασία προσφέρει ένα εναλλακτικό µηχανισµό για τον έλεγχο της δράσης του HIF-

2, του οποίου η περαιτέρω διερεύνηση µπορεί να προσφέρει πολύτιµα εργαλεία για την 

αντιµετώπιση νοσηµάτων που σχετίζονται µε την υποξία, όπως ο καρκίνος. 

Όπως αναφέρθηκε, οι  HIF είναι σηµαντικοί ρυθµιστές της προσαρµογής των καρκινικών 

κυττάρων στην στέρηση οξυγόνου. Παράλληλα, πολλά βιβλιογραφικά δεδοµένα 

καταδεικνύουν την αντικαρκινική δράση της βιταµίνης D. Παρόλο που υπάρχουν λίγες 

αναφορές που υποδεικνύουν ότι η HIF-1α υποµονάδα ρυθµίζεται από τον βιοενεργό 

µεταβολίτη της βιταµίνης D, 1,25(OH)2D, δεν υπάρχουν στοιχεία που να συνδέουν τη δράση 

της 1,25(OH)2D µε τον HIF-2α. Δεύτερος στόχος της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν 

η µελέτη της δράσης της 1,25(OH)2D στη ρύθµιση του HIF-2α σε συνθήκες υποξίας, σε 

σύγκριση µε την αντίστοιχη δράση της 1,25(OH)2D στην HIF-1α υποµονάδας σε καρκινικά 

κύτταρα του ήπατος, Huh7. Τα αποτελέσµατά υποδεικνύουν ότι τόσο τα επίπεδα της 

πρωτεΐνης HIF-2α όσο και της πρωτεΐνης HIF-1α µειώνονται παρουσία της της 1,25(OH)2D 

και η µείωση των επιπέδων πρωτεΐνης συνοδεύεται από µερική µεταγραφική απενεργοποίηση 

των HIF σε συνθήκες υποξίας. Η 1,25(OH)2D µειώνει τη µεταγραφή ειδικών γονιδίων στόχων 

τόσο του HIF-1 όπως το PGK1, όσο και του HIF-2 όπως η ΕΡΟ και η SERPINE1. Προκειµένου 

να διερευνηθεί κατά πόσο η επίδραση της της 1,25(OH)2D στην ρύθµιση των HIF-α 

υποµονάδων οφείλεται στη γενωµική δράση της της 1,25(OH)2D, πραγµατοποιήθηκαν 

πειράµατα αποσιώπησης του υποδοχέα της βιταµίνης D3 (VDR) σε συνθήκες υποξίας και 

µελετήθηκε η επίδραση της 1,25(OH)2D στα επίπεδα πρωτεΐνης των HIF-α και στη 

µεταγραφική δράση των HIF. Τα αποτελέσµατά µας υποδηλώνουν ότι η 1,25(OH)2D 

επηρεάζει τόσο τα επίπεδα πρωτεΐνης HIF-α όσο και τη µεταγραφική δράση των HIF µε 

κάποιον µηχανισµό που είναι ανεξάρτητος της γενωµικής δράσης της 1,25(OH)2D. 

Συµπερασµατικά, δ εν µπορούµε να αποκλείσουµε τη ύπαρξη κάποιου άλλου ρυθµιστικού 

µηχανισµού της δράσης της 1,25(OH)2D στην ενεργότητα των HIF, η αποσαφήνιση του 

οποίου θα µπορούσε δυνητικά να συµβάλει σε θεραπευτικές προσεγγίσεις νοσηµάτων όπως ο 

καρκίνος του ήπατος. 
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ABSTRACT 

In order to adapt to the hypoxic environment, cells upregulate the expression of genes involved 

in processes such as metabolic reprogramming, cell proliferation, invasion and metastasis, 

erythropoiesis and angiogenesis. This cellular response to low oxygen is transcriptionally 

orchestrated by Hypoxia Inducible Factors (HIFs). Hypoxia -Inducible Factor 2 (HIF-2) is a 

major component of the cellular response to oxygen deprivation. HIF-2 is a transcriptional 

activator composed of a hypoxia-inducible alpha subunit (HIF-α) and a stably expressed beta 

subunit HIF-1β, also known as Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator (ARNT). 

Apart from oxygen, HIF-2α subunit is also controlled by oxygen-independent mechanisms that 

include its post-translational modification such as phosphorylation. Although HIF-2 function 

was correlated with ERK1/2 pathway activation, there were no data to support its direct 

phosphorylation by ERKs and the molecular mechanism governing HIF-2 regulation by ERKs.  

In the first part of this PhD thesis, we investigated the phosphorylation of HIF-2α by the 

Extracellular signal -Regulated protein Kinases 1/2 (ERK1/2) under hypoxia (1% O2). We 

demonstrate by in vitro phosphorylation assays that HIF-2α is phosphorylated at serine residue 

672. Mutation of this site to alanine or inhibition of the ERK1/2 pathway by chemical agents 

(U0126) decreases HIF-2 transcriptional activity by mislocalizing HIF-2α to the cytoplasm 

without affecting HIF-2α protein expression levels. Furthermore, we demonstrate that both 

HIF-2α nuclear accumulation and transcriptional activity is re-established by inhibiting nuclear 

protein export upon addition of the Chromosomal Maintenance 1 (CRM1) inhibitor Leptomycin 

B (LMB). Immunofluorescent microscopy, reporter gene and immunoprecipitation experiments 

further demonstrate that HIF-2α associates with the exportin Chromosomal Maintenance 1 

(CRM1) in a phosphorylation-sensitive manner and identify two critical Leucine residues as 

part of an atypical CRM1-dependent nuclear export signal (NES) that neighbours Ser672. 

CRM1 inhibition or mutation of these Leu residues restores the nuclear accumulation and 

activity of HIF-2α that lacks the ERK1/2 modification site. In summary, we reveal a novel 

regulatory mechanism of HIF-2 that involves the ERK1/2-dependent phosphorylation of HIF-

2α, which controls HIF-2α nucleocytoplasmic shuttling and, thus, HIF-2 transcriptional 

activity. This regulatory crosstalk between ERK1/2 and HIF-2 that is described in this thesis 

provides an alternative means to control HIF-2 activity in disease, which can potentially provide 

valuable tools and information for treating hypoxia-related diseases such as cancer.	 
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As already mentioned HIFs are major components of the regulatory mechanism that supports 

the adaptation of cancer cells to oxygen deprivation. Moreover, many bibliographic data 

demonstrate the anti-cancer role of vitamin D. Although there are a few reports showing that 

the HIF-1α subunit is regulated by the bioactive metabolite of vitamin D, 1,25(OH)2 D, there 

are no data that correlate 1,25 (OH)2D to HIF-2α. Thus, the second aim of this PhD thesis was 

the investigation of the effect of 1,25(OH)2D on the regulation of HIF-2α under hypoxic 

conditions, in direct comparison to the corresponding effect on HIF-1α in Huh7 liver cancer 

cells. Our results indicate that both HIF-2α and HIF-1α protein levels are decreased in response 

to 1,25(OH)2D addition. This decrease of HIF-α protein levels is accompanied by the partial 

transcriptional inactivation of HIFs under hypoxia. 1,25(OH)2D was found to reduce the 

transcription of both HIF-1-specific target genes like PGK1, and HIF-2-specific target genes 

like EPO and SERPINE1. In order to investigate whether the effect of 1,25(OH)2D on the 

regulation of HIF-α subunits is mediated by 1,25 (OH)2D genomic function, we performed 

vitamin D3 receptor (VDR) silencing experiments under hypoxic conditions and tested the 

effect of 1,25 (OH)2D on HIF-α protein levels and HIF transcriptional activity. Our results 

suggest that 1,25 (OH)2D affects both HIF-α protein levels and HIF transcriptional activity in 

a non-genomic fashion. Thus, we cannot exclude the possibility that other, yet unidentified, 

molecular mechanisms control the regulation of HIFs by vitamin D, the clarification of which 

could potentially contribute to the development of therapeutic interventions regarding liver 

carcinogenesis. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 ΥΠΟΞΙΑ 

 
Το µοριακό οξυγόνο (Ο2) είναι απαραίτητο για τη διατήρηση της ζωής των αερόβιων 

οργανισµών. Όλα τα ανθρώπινα κύτταρα απαιτούν σταθερή παροχή Ο 2 προκειµένου να 

παράγουν µέσω της  οξειδωτικής φωσφορυλίωσης στα µιτοχόνδρια την τριφωσφορική 

αδενοσίνη (ΑΤΡ), που αποτελεί το κύριο ενεργειακό νόµισµα του κυττάρου. Το Ο 2 

χρησιµοποιείται ως τελικός αποδέκτης ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα των 

µιτοχονδρίων (Electron Transport Chain ETC), µε αποτέλεσµα την παραγωγή νερού. Για  την 

περιγραφή της συγκέντρωσης του Ο2 χρησιµοποιούνται οι όροι υποξία (0.1–1%O2), νορµοξία 

(∼21% O2) και υπεροξία (>21% O2). Η λειτουργία της αναπνευστικής αλυσίδας είναι 

βελτιστοποιηµένη σε φυσιολογικά επίπεδα µερικής πίεσης O2 (PO2) και παρατεταµένη 

απόκλιση από την νορµοξία (υπεροξία ή υποξία) προκαλούν αυξηµένη παραγωγή δραστικών 

ριζών οξυγόνου  (Reactive Oxygen Species ROS) από την αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων 

(ETC). Τ α ROS οξειδώνουν λιπίδια, πρωτεΐνες και νουκλεϊνικά οξέα οδηγώντας έτσι σε 

κυτταρική δυσλειτουργία ή θάνατο.	Η υποξία  µπορεί να προκύψει σε τόσο σε φυσιολογικές 

καταστάσεις όπως η άσκηση, η εµβρυϊκή ανάπτυξη ή το µεγάλο υψόµετρο όσο και σε 

παθολογικές καταστάσεις όπως ο σχηµατισµός συµπαγών όγκων, το έµφραγµα του 

µυοκαρδίου και η φλεγµονή (1). Κατά την εξέλιξη οι οργανισµοί ανέπτυξαν µηχανισµούς για 

τη διατήρηση της ο µοιοστασίας του οξυγόνου, ώστε να προσαρµόζονται και να 

ανταπεξέρχονται στις µεταβολές της ενδοκυττάριας συγκέντρωσής του. Σε κυτταρικό επίπεδο, 

κεντρικοί ρυθµιστές της απόκρισης στην υποξία είναι ο ι επαγόµενοι από την υποξία 

µεταγραφικοί παράγοντες (Hypoxia Inducible Factors, HIF). Οι HIF ενεργοποιούν γονίδια που 

εµπλέκονται στη διατήρηση της  κυτταρική οµοιοστασίας οξυγόνου, συµπεριλαµβανοµένων 

γονιδίων που συµµετέχουν στην παραγωγή ερυθροκυττάρων, στην αγγειογένεση και τον 

αναερόβιο µεταβολισµό (Εικόνα 1). 
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Εικόνα 1: οι Επαγόµενοι από την Υποξία Μεταγραφικοί Παράγοντες HIF ως ρυθµιστές της οµοιοστασίας του 

O2. Τροποποιηµένο από (2).  

 

1.2 Η ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΤΩΝ ΕΠΑΓΟΜΕΝΩΝ ΑΠΟ ΤΗ ΥΠΟΞΙΑ 

ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ HIF 

Οι µεταγραφικοί παράγοντες HIF ανήκουν στην οικογένεια πρωτεϊνών µε δοµή έλικας-

στροφής-έλικας (basic helix-loop-helix/ PER-ARNT-SIM, bHLH/PAS) (3). Οι  HIF δρουν ως 

ετεροδιµερή που αποτελούνται από µια ρυθµιζόµενη από το οξυγόνο άλφα υποµονάδα και µια 

σταθερά εκφραζόµενη β ήτα υποµονάδα (4, 5). Στα θηλαστικά, οι  άλφα υποµονάδες 

κωδικοποιούνται από τρία γονίδια: HIF1A, EPAS1 (η υποµονάδα που εκφράζεται από το 

γονίδιο EPAS1 είναι γνωστή ως HIF-2α) και HIF3A (4, 6, 7). Σε φυσιολογικά επίπεδα 

οξυγόνου, οι άλφα υποµονάδες υδροξυλιώνονται σε αµινοξικά κατάλοιπα προλίνης και 

στοχοποιούνται για αποικοδόµηση στο πρωτεάσωµα (8). H βήτα υποµονάδα HIF1β επίσης 

γνωστή και ως ARNT (Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) κωδικοποιείται από 

δύο γονίδια: ARNT1 και ARNT2. Η HIF1β εκφράζεται σταθερά και σχηµατίζει επίσης 

σύµπλοκο µε τον πυρηνικό υποδοχέα AHR (Aryl hydrocarbon receptor ) (3, 9, 10). Τα µοτίβα 

bHLH-PAS είναι απαραίτητα για το σχηµατισµό ετεροδιµερούς συµπλόκου µεταξύ των α και 

β υποµονάδων και για την πρόσδεση στα στοιχεία απόκρισης στην υποξία (Hypoxia Response 

Elements, HREs) στις αλληλουχίες DNA των γονιδίων στόχων (11) (Εικόνα 2). 
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Εικόνα 2: Ετεροδιµερισµός των HIFα και HIFβ υποµονάδων και πρόσδεση στα στοιχεία απόκρισης στην υποξία 

για τη  ενεργοποίηση γονιδίων στόχων για τη διατήρηση της κυτταρικής οµοιοστασίας Ο2. Τροποποιηµένο από 

(11). 

 

1.2.1 HIF-1Α 

O HIF-1α είναι µια πρωτεΐνη 826 αµινοξέων που κωδικοποιείται από το γονίδιο HIF1A στο 

χρωµόσωµα 14q23.2.  H αµινοξική αλληλουχία του  HIF-1α  εµφανίζει µεγάλη συντήρηση σε 

διάφορους οργανισµούς καθώς εµφανίζει 90% οµολογία ανάµεσα στον άνθρωπο, τον 

αρουραίο και το ποντίκι. Στην αµινοτελική περιοχή της HIF-1α υποµονάδας εντοπίζονται τα 

πρωτεϊνικά µοτίβα bHLH-PAS απαραίτητα για τον διµερισµό µε τον ARNT και την πρόσδεση 

στα HREs. Ο HIF-1α διαθέτει δυο περιοχές ενεργοποίησης της µεταγραφής (Trans Activation 

Domains, TADs), µια αµινοτελική, την Ν-TAD (αµινοξέα 531-575) και µια καρβοξυτελική, 

την C-TAD (αµινοξέα 831-826). H Ν -TAD περιοχή αλληλοεπικαλύπτεται µε την ODDD 

περιοχή (Οxygen- dependent Degradation Domain, ODDD), (αµινοξέα 401-603) και παίζει 

ρόλο στην οξυγονο-εξαρτώµενη σταθερότητα της πρωτεΐνης (12) (Εικόνα 3). Εκφράζεται σε 

όλους σχεδόν τους κυτταρικούς τύπους και επάγεται σε υποξικές συνθήκες (0,1-2% O2). Στους 

εξειδικευµένους µεταγραφικούς στόχους του περιλαµβάνονται γονίδια που εµπλέκονται στον 

µεταβολισµό της γλυκόζης (PGK1, LDHA), στην απόπτωση (BNIP3) και στη ρύθµιση του pH 

(CAIX). 

 

1.2.2 HIF-2Α 

O HIF-2α είναι µια πρωτεΐνη 870 αµινοξέων και κωδικοποιείται από το γονίδιο EPAS1 στο 

χρωµόσωµα 2p21. Στη  βιβλιογραφία αναφέρεται και ως endothelial PAS domain protein 1 
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(EPAS1) (5) ή HIF-related factor (HRF) (13) ή HIF-like factor  (HLF) (6) ή MOP2 (member 

of PAS family 2) (14). Στο αµινοτελικό του άκρο περιέχει την επικράτεια HLH (αµινοξέα 28-

64) και την επικράτεια PAS στην οποία περιλαµβάνονται οι υποεπικράτειες Α (αµινοξέα 84-

154) και B (αµινοξέα 230-350). Διαθέτει δυο περιοχές ενεργοποίησης της µεταγραφής, την Ν-

TAD αµινοτελική (αµινοξέα 496-542) και την C-TAD καρβοξυτελική (αµινοξέα 830-870), οι 

οποίες αλληλεπιδρούν µε µεταγραφικούς συνενεργοποιητές όπως οι CBP/p300 και είναι 

υπεύθυνες για τη µεταγραφική του δράση (15). Η επικράτεια Ν-TAD καθορίζει επιπλέον και 

την εξειδίκευσή του HIF-2α  ως προς τα γονίδια στόχους του µέσω αλληλεπιδράσεων που 

πραγµατοποιούνται εκεί µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες (16). Ανάµεσα στις Ν -TAD 

και C-TAD επικράτειες παρεµβάλλεται και η ανασταλτική επικράτεια ενεργοποίησης της 

µεταγραφής  (Inhibitory Domain, ID). Επιπλέον, φέρει µια οξυγόνο-εξαρτώµενη επικράτεια 

(ODDD) η οποία αλληλεπικαλύπτεται µε την Ν-TAD και ρυθµίζει την αποικοδόµησή του σε 

φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου (6). Σε επίπεδο αµινοξικής αλληλουχίας, εµφανίζει υψηλή 

οµολογία µε την HIF-1α υποµονάδα (48%). Ο  µεγαλύτερος βαθµός οµολογίας εµφανίζεται 

στις περιοχή bHLH µε ποσοστό 85%, και στις περιοχές PAS-Α και PAS-Β µε ποσοστά 68% 

και 73% αντίστοιχα (5). Τέλος, η HIF-2α υποµονάδα, περιέχει δυο πιθανά σήµατα πυρηνικού 

εντοπισµού (NLS, nuclear localization signals). Το N-NLS στο αµινοτελικό άκρο (αµινοξέα 

14-50) και το C-NLS στο καρβοξυτελικό άκρο (αµινοξέα 705-742) (17) (Εικόνα 3). 

 

 
Εικόνα 3: Σχηµατική αναπαράσταση των λειτουργικών επικρατειών των µελών της οικογένειας των HIF. Οι HIF 

αποτελούνται από συντηρηµένες επικράτειες οι οποίες εµπλέκονται στην πρόσδεσή τους στο DNA (bHLH), στον 

ετεροδιµερισµό τους (PAS), στην οξυγόνο-εξαρτώµενη αποικοδόµησή τους (ODDD) και στη µεταγραφική τους 

ενεργότητα (N-TAD, C-TAD). Ο ARNT έχει µια επικράτεια TAD (18). 
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Ο HIF-2α παρουσιάζει ιστοειδική έκφραση που περιορίζεται κυρίως στο ενδοθήλιο, στα 

νεφρά, στο ήπαρ, στον εγκέφαλο, στους πνεύµονες, στην καρδιά και στο επιθήλιο του παχέος 

εντέρου	(19)(Εικόνα 4).  

 

 
Εικόνα 4: Επισκόπηση δεδοµένων έκφρασης του mRNA του HIF-2α. Οι κυτταρικές σειρές που αναλύθηκαν 

κατηγοριοποιήθηκαν σε 12 οµάδες µε χρωµατικό κώδικα µε βάση τα όργανα από το οποίο προήλθαν. Τα 

αποτελέσµατα της αλληλούχισης RNA (RNA-sequencing) αναφέρονται ως αριθµός µεταγράφων ανά ένα 

εκατοµµύριο κιλοβάσεις TPM (Transcripts per Kilobase Million). Τροποποιηµένο από (Human Protein Atlas). 

 

Ο HIF-2α συσσωρεύεται σε συγκεκριµένες δοµές του πυρήνα (speckles), κοντά στην ενεργή 

RNA πολυµεράση. Ο υποπυρηνικός εντοπισµός του, φαίνεται να διευκολύνει την πρόσβαση 

στους υποκινητές των γονιδίων-στόχων του, σε αντίθεση µε τον HIF-1α που φαίνεται να 

κατανέµεται οµοιογενώς µέσα στον πυρήνα (20) (Εικόνα 5). 

 
Εικόνα 5: Υποκυτταρικός εντοπισµός των HIF-1α και HIF-2α. Κύτταρα HeLa που εκφράζουν τους HIF-1α και 
HIF-2α ενδογενώς ή σε σύντηξη µε την GFP. Διακρίνεται το διάχυτο πυρηνικό σήµα του HIF-1α (αριστερά) και 
η συσσώρευση του HIF-2α σε συγκεκριµένες πυρηνικές δοµές (δεξιά) (20). 	
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Οι HIF ενεργοποιούν τη µεταγραφή κοινών και διακριτών γονιδίων. Οι HIF-1 και HIF-2 

ενεργοποιούν από κοινού γονίδια που εµπλέκονται σε βιολογικές λειτουργίες όπως η 

αγγειογένεση (VEGF). Ο HIF-1 ενεργοποιεί γονίδια που εµπλέκονται στη γλυκόλυση, στην 

απόπτωση και στη ρύθµιση του pH, ενώ ο HIF-2 ενισχύει κυρίως την έκφραση γονιδίων που 

εµπλέκονται σε κυτταρικές λειτουργίες όπως ο  πολλαπλασιασµός, η βλαστικότητα και η 

µετάσταση. Στους ειδικούς στόχους του HIF-2, περιλαµβάνονται γονίδια που εµπλέκονται σε 

κυτταρικές λειτουργίες όπως η ερυθροποίηση (EPO), η διαφοροποίηση (OCT4), ο 

πολλαπλασιασµός (TGF-α, Cyclin D1), η διηθητική και µεταναστευτική ικανότητα (PAI-1, 

MMP2), καθώς και η αντιοξειδωτική άµυνα (SOD2, CAT, GPX) (21) (22)  (Εικόνα 6). 

 

 
Εικόνα 6: Οι HIF-1 και HIF-2 ενεργοποιούν τη µεταγραφή κοινών και διακριτών γονιδίων. Οι HIF-1 και HIF-2 
ενεργοποιούν από κοινού γονίδια που εµπλέκονται σε βιολογικές λειτουργίες όπως η  αγγειογένεση. Ο HIF-1 
εξειδικευµένα ενεργοποιεί γονίδια που εµπλέκονται στη γλυκόλυση, στην απόπτωση και στη ρύθµιση του pH, 
ενώ ο HIF-2 εξειδικευµένα ενισχύει την έκφραση γονιδίων που εµπλέκονται σε κυτταρικές λειτουργίες όπως ο 
πολλαπλασιασµός, η βλαστικότητα και η µετάσταση. 
 

1.2.3  HIF-3Α 

O HIF-3α κωδικοποιείται από το γονίδιο HIF3A στο χρωµόσωµα 19q13.32. Διαφέρει δοµικά 

από τους HIF-1α και HIF-2α, µε βασικό χαρακτηριστικό της ότι δεν φέρει την περιοχή 

ενεργοποίησης της µεταγραφής C-TAD (23) (Εικόνα 3). Εκφράζεται σε ιστούς όπως οι 
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πνεύµονες, η καρδιά, και οι νεφροί (24). Τα βιβλιογραφικά δεδοµένα για το βιολογικό ρόλο 

του HIF-3α στην υποξία είναι αντικρουόµενα. Έχει προταθεί ότι ανταγωνίζεται τους HIF-1α 

και HIF-2α για τη  πρόσδεσή τους στον ARNT, αναστέλλει την έκφρασή τους και τελικά τους 

απενεργοποιεί (25). Πρόσφατες µελέτες µε οργανισµό µοντέλο το zebrafish ανέδειξαν το ρόλο 

του σαν µεταγραφικό παράγοντα. Παράλληλα, ταυτοποιήθηκαν γονίδια στόχοι του που 

διαθέτουν στους υποκινητές τους  άτυπα HRE	στα οποία προσαράζει (26).  

 

1.2.4  HIF-1Β Η ARNT 

O HIF-1β είναι µια πρωτεΐνη 789 αµινοξέων που κωδικοποιείται στο χρωµόσωµα 1q21.3. 

Αποτελείται από δύο ισοµορφές (ARNT, ARNT2) (27). Περιέχει µια επικράτεια bHLH 

απαραίτητη για την πρόσδεση στο DNA, από δύο επικράτειες PAS υπεύθυνες για τον 

διµερισµό του και από µια περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής (28). Διαθέτει ένα σήµα 

πυρηνικού εντοπισµού (NLS) που ρυθµίζει την είσοδό του στον πυρήνα µέσω του 

εξαρτώµενου από τις ιµπορτίνες α/β µονοπατιού (29) (Εικόνα 3). Συµµετέχει σε δύο διακριτά 

σηµατοδοτικά µονοπάτια ως απόκριση σε ερεθίσµατα. Σε συνθήκες έκθεσης των κυττάρων σε 

διοξίνες αποκρίνεται στην οδό του υποδοχέα AhR (aryl hydrocarbon receptor) ενώ σε 

µειωµένη συγκέντρωση οξυγόνου, αποκρίνεται στην οδό των HIF (30). Μέχρι πρόσφατα η 

βιβλιογραφία υποστήριζε ότι εκφράζεται σταθερά και τα επίπεδα έκφρασής του δεν 

επηρεάζονται από τις συγκεντρώσεις του O2. Εντούτοις, αυξάνονται συνεχώς οι µελέτες που 

υποστηρίζουν ότι σε συγκεκριµένες καρκινικές κυτταρικές σειρές ο ARNT ρυθµίζεται από τη 

µειωµένη συγκέντρωση οξυγόνου, αναδεικνύοντας έτσι έναν νέο ρόλο του στην 

καρκινογένεση (31, 32). 

 

1.3 ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΗΣ HIF-2α ΥΠΟΜΟΝΑΔΑΣ 

Ο HIF-2 δρα ως ετεροδιµερές, αποτελούµενο από µια ρυθµιζόµενη από το οξυγόνο άλφα 

υποµονάδα (HIF-2α) και µια σταθερά εκφραζόµενη βήτα υποµονάδα (HIF-1β ή ARNT). Η 

ρύθµιση  του HIF-2α περιλαµβάνει πολλά στάδια. Ελέγχεται σε επίπεδο µεταγραφής του 

γονιδίου EPAS1, µετάφρασης του mRNA του και σταθεροποίησης της α υποµονάδας. 

Επιπλέον, ρυθµίζεται η είσοδός του HIF-2α  στον πυρήνα, ο διµερισµός του µε τον ARNT, η 

πρόσδεση του ετεροδιµερούς στο DNA και η αλληλεπίδρασή του µε άλλους παράγοντες της 

µεταγραφής. Σε κάθε περίπτωση, οι παραπάνω ρυθµιστικοί µηχανισµοί, που είτε εξαρτώνται 

ή όχι από το οξυγόνο, περιλαµβάνουν εκτεταµένες µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις του 

HIF-2α και τη συµµετοχή του σε σύµπλοκα µε διάφορες πρωτεΐνες.   
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1.3.1 ΕΞΑΡΤΩΜΕΝΗ ΑΠΟ ΤΟ ΟΞΥΓΟΝΟ ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΗΣ HIF-2Α 

ΥΠΟΜΟΝΑΔΑΣ 

	

1.3.1.1 Ρύθµιση της HIF-2α υποµονάδας µέσω υδροξυλίωσης 

Σε όλα τα µετάζωα, η διατήρηση της φυσιολογικής οµοιοστασίας του οξυγόνου προκαλείται 

από την εξαρτώµενη από οξυγόνο µετα-µεταφραστική υδροξυλίωση των HIF-α υποµονάδων 

(33, 34). Οι αντιδράσεις υ δροξυλίωσης καταλύονται από υδροξυλάσες προλίνης (Prolyl 

Hydroxylase Domain, PHDs) και τον ανασταλτικό παράγοντα του HIF (Factor Inhibiting HIF, 

FIH-1) µε δράση υδροξυλάσης ασπαραγίνης. Τα ένζυµα αυτά είναι ευαίσθητοι αισθητήρες 

οξυγόνου συντηρηµένοι σε όλα τα µετάζωα (35, 36) (Εικόνα 7).  

 

 
Εικόνα 7: Τα οµόλογα της HIFα υποµονάδας είναι παρόντα µόνο στα µετάζωα, ενώ τα οµόλογα των PHDs 

συναντώνται και σε άλλους ευκαρυώτες. Τα οµόλογα του FIH δεν είναι τόσο διαδεδοµένα στα µετάζωα όσο οι 

PHDs.  Ο µεγάλος αριθµός παραλόγων των HIFα υποµονάδων και των PHDs που συναντώνται στο ανθρώπινο 

γονιδίωµα µπορεί να οφείλεται σε δυο διπλασιασµούς ολόκληρου του γονιδιώµατος (36). 
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Οι PHDs ανήκουν στην οικογένεια των διοξυγενασών  και για την καταλυτική τους δράση 

απαιτείται α-κετογλουταρικό, µοριακό οξυγόνο και σίδηρος που συνδέεται σε δύο κατάλοιπα 

ιστιδίνης και ένα κατάλοιπο ασπαρτικού οξέος στο ενεργό τους κέντρο. Σε φυσιολογικές 

συνθήκες οξυγόνου (νορµοξία), η καταλυτική περιοχή των PHDs αναγνωρίζει ένα ειδικό 

µοτίβο LXXLAP στην επικράτεια ODDD των HIF-α υποµονάδων (37).  H HIF-2α υποµονάδα 

υδροξυλιώνεται από τις PHDs σε δύο καλά συντηρηµένα κατάλοιπα προλίνης (Pro-405, Pro-

531). Η τροποποίηση αυτή οδηγεί στην αναγνώριση της HIF-2α υποµονάδας από την 

ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη Von Hippel Lindau (pVHL), που µε τους παράγοντες elongin C, 

Cullin2 και Ring Box1 ανήκει στο σύµπλοκο της λιγάσης της ουβικιτίνης E3. Η πρόσδεση της 

pVHL στις υδροξυ-προλίνες ενεργοποιεί την ουβικιτινυλίωση του HIF-2α και τη γρήγορη 

αποικοδόµησή του στο 26S πρωτεάσωµα (38). Επιπλέον, ο ανασταλτικός παράγοντας του HIF 

(Factor Inhibiting HIF, FIH-1), η δράση του οποίου εξαρτάται επίσης από το οξυγόνο και από 

τον σίδηρο, υδροξυλιώνει την HIF-2α υποµονάδα σε ένα συντηρηµένο κατάλοιπο 

ασπαραγίνης (Asn-847) της επικράτειας C-TAD.  Η τροποποίηση αυτή εξασθενεί τη 

µεταγραφική δράση του HIF-2 καθώς παρεµποδίζει την προσάραξη του µεταγραφικού 

συµπαράγοντα CBP/p300 στην επικράτεια ενεργοποίησης της µεταγραφής C-TAD του HIF-

2α (8, 39). Σε συνθήκες υποξίας, η καταλυτική δράση υδροξυλάσης των PHDs και του FIH-1 

αναστέλλεται, µε αποτέλεσµα τη σταθεροποίηση της πρωτεΐνης του HIF-2α και την ανάκτηση 

της πλήρους µεταγραφικής δράσης του HIF-2 (Εικόνα 8).  

 

 
Εικόνα 8: Σχηµατική αναπαράσταση της ρύθµισης του HIF-2α µέσω υδροξυλίωσης σε φυσιολογικές συνθήκες 

οξυγόνου και σε υποξία.  Σε φυσιολογικά επίπεδα οξυγόνου, η υδροξυλίωση του HIF-2α στις προλίνες Pro405 
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και Pro531από τις υδροξυλάσες προλίνης (PHDs) οδηγεί στην αποικοδόµησή του στο 26S πρωτεάσωµα. Η 

υδροξυλίωση του καταλοίπου ασπαραγίνης Asn851από τον παράγοντα που  αναστέλλει τον HIF (FIH-1), 

εµποδίζει την πρόσδεση των µεταγραφικών συνενεργοποιητών CBP/p300. Τα χαµηλά επίπεδα οξυγόνου ωστόσο, 

αναστέλλουν την καταλυτική δράση των PHDs και του FIH-1, επιτρέποντας έτσι την είσοδο του HIF-2α στον 

πυρήνα, το σχηµατισµό του συµπλόκου HIF-2α/HIF-β και την επαγωγή της µεταγραφής των γονιδίων στόχων 

του HIF-2.  

 

Οι PHDs παίζουν βασικό ρόλο στη διαµεσολαβούµενη από τους HIF σηµατοδότηση, η οποία 

διευκολύνει την επιβίωση και την προσαρµογή των κυττάρων ως απόκριση στα ιδιαιτέρα 

περιβαλλοντικά επίπεδα οξυγόνου (40). Eπιλεκτική αποσιώπηση των PHDs ενισχύει την 

ελεγχόµενη από τους HIFs γονιδιακή έκφραση in vitro (41). Έχουν βρεθεί 4 ισοµορφές των 

PHDs (PHD1, PHD2, PHD3, PHD4) οι  οποίες παρουσιάζουν διαφορετική έκφραση στους 

ιστούς, διαφορετικό υποκυτταρικό εντοπισµό και στοχεύουν εξειδικευµένα υποστρώµατα 

(42). Οι PHDs1-3 εκφράζονται σε όλους σχεδόν τους ιστούς. Η PHD-2 είναι γενικά η 

ισοµορφή που συναντάται σε µεγαλύτερη αφθονία, µε εξαίρεση τους όρχεις, όπου η έκφραση 

της PHD-1 είναι µεγαλύτερη και την καρδιά, όπου κυριαρχεί η έκφραση της PHD-3 (43). Η 

απώλεια της PHD-1 µειώνει την κατανάλωση οξυγόνου των σκελετικών µυών και του ήπατος 

µε τον επαναπρογραµµατισµό του µεταβολισµού της γλυκόζης από την αερόβια προς την 

αναερόβια παραγωγή ΑΤΡ, γεγονός που υποδηλώνει προκαλούµενη από την PHD-1, 

επιλεκτική ανοχή στην υποξία (44, 45). Η απαλοιφή του γονιδίου που κωδικοποιεί την PHD-

2, αλλά όχι των PHD-1 και PHD-3, οδηγεί σε εµβρυϊκό θάνατο εξαιτίας ανωµαλιών της 

καρδιάς και του πλακούντα, γεγονός που υποδηλώνει ότι η PHD-2 είναι απαραίτητη κατά τη 

διάρκεια της εµβρυογένεσης των ποντικών (46). Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι σε ενήλικες 

ποντικούς η απαλοιφή της PHD-2 οδηγεί σε αυξηµένη αγγειογένεση και συµφορητική 

καρδιακή ανεπάρκεια, γεγονός που υποδηλώνει ότι η PHD-2 είναι σηµαντικός αρνητικός 

ρυθµιστής της αγγειακής ανάπτυξης (47, 48). Η απαλοιφή του γονιδίου που κωδικοποιεί την 

PHD-3 αυξάνει την αγγειογένεση και διατηρεί την καρδιακή λειτουργία µετά από έµφραγµα, 

µέσω σταθεροποίησης της HIF-1α υποµονάδας (49). Η PHD1 εµφανίζει κυρίως πυρηνική 

κατανοµή και έχει δειχθεί ότι ελέγχει την έκφραση πρωτεϊνών όπως ο NF-κΒ (50).  Η PHD2 

ανιχνεύεται κυρίως στο κυτταρόπλασµα και φαίνεται να ελέγχει την έκφραση πρωτεϊνών όπως 

η NDRG3 (51). Η PHD3 εντοπίζεται τόσο στον πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασµα και 

ρυθµίζει πρωτεΐνες που εµπλέκονται στη λειτουργία του ανοσοποιητικού συστήµατος και τη 

νευρωνική ανάπτυξη (52). Τέλος, η PHD4 συσσωρεύεται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και έχει 

συσχετιστεί µε την διέγερση της αγγειογένεσης µέσω του µονοπατιού του TGF-α  (53). Οι 

PHD1 και η PHD3 παρουσιάζουν µεγαλύτερη συγγένεια µε τον HIF-2α συγκριτικά µε τον 
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HIF-1α (54). Οι PHD2 και PHD3 φέρουν στον υποκινητή τους στοιχεία απόκρισης στην 

υποξία HRE και φαίνεται ότι η έκφρασή τους επάγεται από την υποξία. Αυτό ίσως αποτελεί 

έναν µηχανισµό αρνητικής ανατροφοδότησης κατά τον οποίο µετά από παρατεταµένη υποξία 

οι HIF επάγουν την έκφραση των ενζύµων που οδηγούν τις HIFα υποµονάδες για 

αποικοδόµηση (55). Η επαγωγή των PHDs από την υποξία πιθανώς σχετίζεται µε διαφορετική 

ρύθµιση των HIF σε οξεία και παρατεταµένη υποξία, µια ρύθµιση που εξασφαλίζει τη γρήγορη 

παρέµβαση των PHDs όταν η συγκέντρωση του οξυγόνου επανέλθει σε φυσιολογικά επίπεδα. 

Μελέτες της ενζυµικής δράσης έδειξαν ότι οι  PHDs και ο  FIH έχουν πολύ διαφορετικές 

σταθερές συγγένειας µε το οξυγόνο. Η Km του FIH-1 για το οξυγόνο είναι 3 φορές χαµηλότερη 

από αυτή των PHDs. Έτσι µια µικρή πτώση της συγκέντρωσης του οξυγόνου θα αναστείλει 

αρχικά τη δράση των PHDs και όχι του FIH-1. Προκειµένου να ανασταλεί η ενζυµική δράση 

του FIH-1, απαιτείται µεγαλύτερη µείωση της συγκέντρωσης του οξυγόνου. Η ρύθµιση του 

HIF-2α µέσω της δράσης διακριτών υδροξυλασών αντιπροσωπεύει ένα αυστηρό σύστηµα 

ελέγχου. Σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου, εξασφαλίζεται ότι ακόµα και αν µια µικρή 

ποσότητα HIF-2α διαφύγει από τη δράση των PHDs και δεν αποικοδοµηθεί, η µεταγραφική 

του δράση θα εξακολουθήσει να επηρεάζεται λόγω της δράσης του FIH-1. Πειράµατα 

αποσιώπησης ή υπερέκφρασης του FIH  έχουν αναδείξει τη διαφορετική λειτουργική δράση 

των επικρατειών µεταγραφικής ενεργοποίησης C-TAD και N-TAD. Όταν ο  FIH-1 

υπερκφράζεται, η έκφραση των γονιδίων που επάγονται από την C-TAD εντοπίζεται σε έντονα 

υποξικές περιοχές ενώ όταν ο  FIH αποσιωπάται εντοπίζεται και σε περιοχές κοντά στα 

αιµοφόρα αγγεία που είναι λιγότερο υποξικές. Αντίθετα, η έκφραση των γονιδίων που 

επάγονται από την N-TAD δεν εξαρτάται από τη ρύθµιση της δράσης του FIH-1. Συνεπώς, ο 

παράγοντας FIH-1 λοιπόν, εκτός από αναστολέας της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-2, 

διαχωρίζει και τα γονίδια στόχους του HIF-2 που επάγονται από την επικράτεια N-TAD από 

αυτά που επάγονται από την C-TAD (56) (Εικόνα 9). 
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Εικόνα 9: Επιλογή των γονιδίων στόχων του HIF-2 από τον FIH. H έκφραση των γονιδίων που επάγονται από 

την C-TAD (µπλε) µετατοπίζεται σε έντονα υποξικές περιοχές όταν ο FIH υπερκφράζεται και σε µέτρια έντονα 

υποξικές περιοχές κοντά στα αιµοφόρα αγγεία όταν ο FIH αποσιωπάται. Αντίθετα, η έκφραση των γονιδίων που 

επάγονται από την N-TAD (πράσινο) δεν εξαρτάται από τη ρύθµιση της δράσης του FIH (56). 

 

1.3.1.2 Ρύθµιση της HIF-2α υποµονάδας από ενεργές ρίζες οξυγόνου (Reactive Oxygen 

Species, ROS) και τα µιτοχόνδρια  

Η έλλειψη οξυγόνου οδηγεί στην παραγωγή ενεργών ριζών από τα µιτοχόνδρια. Οι ενεργές 

ρίζες είναι πολύ δραστικά µόρια µε ένα ή και περισσότερα ασύζευκτα ζεύγη ηλεκτρονίων. Οι 

ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS) αποτελούν φυσιολογικά παραπροϊόντα ενζύµων της 

αναπνευστικής αλυσίδας των µιτοχονδρίων που χρησιµοποιούν Ο2 όπως του κυτοχρώµατος 

P450, των οξειδασών των αµινοξέων, των οξειδασών NADH/ NADHPH και της συνθάσης 

του NO. Κάποιες από τις σηµαντικότερες ενώσεις ROS είναι το υπεροξείδιο του υδρογόνου 

(H2O2), η ρίζα υδροξυλίου (ΗΟ•), το ανιόν υπεροξειδίου (Ο2•) και το µονοξείδιο του αζώτου 

(NO•). Τα κύτταρα χρησιµοποιούν αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς για να αντιµετωπίσουν τα 

ROS, που περιλαµβάνουν ένζυµα όπως η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPX), η 

δισµουτάση του υπεροξειδίου (SOD), και η καταλάση (CAT). Ωστόσο, όταν η  υπέρµετρη 

παραγωγή ROS δεν µπορεί να αντιµετωπιστεί από τον αντιοξειδωτικό µηχανισµό του 

κυττάρου, το έντονο οξειδωτικό περιβάλλον προκαλεί βλάβες στο DNA, στις πρωτεΐνες και 

στους πολυσακχαρίτες. Τα ROS δρουν επίσης και ως σήµατα που ενεργοποιούν διάφορα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια που έχουν σαν αποτέλεσµα την αλλαγή της γονιδιακής έκφρασης 

και την µεταβολή του κυτταρικού κύκλου (57). Τα µιτοχόνδρια µέσω των ROS εµπλέκονται 
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σε πολλές υποξικές διαδικασίες που είτε εξαρτώνται από τους HIF είτε όχι. Τα ROS 

σταθεροποιούν τους HIF-1α και HIF-2α µέσω στοιχείων του συµπλέγµατος ΙΙΙ  της 

αναπνευστικής αλυσίδας των µιτοχονδρίων, όπως το κυτόχρωµα c και οι πρωτεΐνες σιδήρου-

θείου (58). Τα δεδοµένα αυτά δείχνουν ότι για τη σταθεροποίηση των HIFα υποµονάδων είναι 

απαραίτητη η µεταφορά ηλεκτρονίων µέσω του κυτοχρώµατος c. Σε χρωµιόφιλα κύτταρα του 

µυελού των επινεφριδίων βρέθηκε ότι η επαγωγή του HIF-2α σε συνθήκες υποξίας απαιτεί 

λειτουργικά µιτοχόνδρια, χωρίς όµως να εµπλέκονται σε αυτό ο µηχανισµός των ROS (59). Η 

απαλοιφή του γονιδίου junD σε ποντίκια που επιδεικνύουν υψηλά επίπεδα ROS, οδηγεί σε 

σταθεροποίηση των HIFα υποµονάδων σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου. Τα υψηλά 

επίπεδα  H2O2, οδηγούν σε οξείδωση του Fe2+, που είναι απαραίτητος για την καταλυτική 

δράση των PHDs και την ακόλουθη σταθεροποίηση των HIFα υποµονάδων. Συνεπώς, 

παρατηρείται αυξηµένη σταθεροποίηση των HIFα υποµονάδων (60). Τέλος, µελέτες που 

έγιναν σε κύτταρα που δεν εκφράζουν την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη VHL, έδειξαν ότι 

αυξάνεται η έκφραση της οξειδάσης του NADPH µε αποτέλεσµα την αυξηµένη παραγωγή 

ROS. Τα αυξηµένα ROS, διατηρούν την έκφραση της HIF-2α υποµονάδας και συµβάλλουν 

στη νεφρική καρκινογένεση (61).   

 

1.3.1.3 Ρύθµιση της HIF-2α υποµονάδας από τη διακοπτόµενη υποξία 

Ως  διακοπτόµενη υποξία (Chronic Intermittent Hypoxia, CIH) ορίζεται το φαινόµενο κατά το 

οποίο η συγκέντρωση του οξυγόνου στους ιστούς εναλλάσσεται µεταξύ φυσιολογικών και 

υποξικών επιπέδων. Η συνεχής εναλλαγή των επιπέδων του οξ υγόνου σχετίζεται µε την 

επαναλαµβανόµενη υπνική άπνοια, όπου παροδικές παύσεις της αναπνοής οδηγούν σε χρόνια 

διακοπτόµενη υποξία κατά τη διάρκεια του ύπνου. Κατά την διακοπτόµενη υποξία, επάγεται 

η έκφραση της οξειδάσης 2 του NADPH (NOX2), ενός ενζύµου που παράγει υπεροξείδιο (62). 

Αρχικά, κατά την CIH παράγονται ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS) που προκαλούν αύξηση της 

έκφρασης της HIF-1α υποµονάδας. Στη συνέχεια, ο HIF-1 επάγει την έκφραση της NOX2, 

που οδηγεί σε περαιτέρω παραγωγή ROS. Έτσι, δηµιουργείται ένας βρόγχος θετικής 

ανατροφοδότησης που οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα ROS και HIF-1α. Τα αυξηµένα επίπεδα 

ROS έχουν ως αποτέλεσµα την αύξηση του ενδοκυτταρικού ασβεστίου που ενεργοποιεί την 

πρωτεΐνική κινάση C (PKC) και την πρωτεΐνη στόχο της ραπαµυκίνης των θηλαστικών 

(mTOR) που µεσολαβούν στην αυξηµένη σύνθεση και σταθερότητα του HIF-1α (63). 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι ενώ τα επίπεδα του HIF-1α είναι χαµηλά στο 

καρωτιδικό σώµα (Carotid Body) και αυξάνονται κατά τη διάρκεια της CIH, τα βασικά επίπεδα 
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του HIF-2α αντιθέτως είναι υψηλά και µειώνονται µετά την CIH (64). Τα αυξηµένα επίπεδα 

ενδοκυττάριου ασβεστίου προκαλούν αυξηµένη δραστικότητα των καλπαϊνών, πρωτεάσες που 

ενεργοποιούνται από ιόντα ασβεστίου Ca2+ και καταστέλλουν την έκφραση της  HIF-2α 

υποµονάδας. Κατά συνέπεια µειώνεται η έκφραση της δισµουτάσης του υπεροξειδίου (SOD2) 

(64). Η αναστολή του HIF-2α φαίνεται να συνεισφέρει στην αύξηση των ROS κατά τη 

διακοπτόµενη υποξία. Η απορρύθµιση των HIFs επάγει την παραγωγή ROS στο καρωτιδικό 

σώµα, οδηγώντας σε ενεργοποίηση του Συµπαθητικού Νευρικού Συστήµατος (ΣΝΣ) και 

υπέρταση (Εικόνα 10).  

 

 
Εικόνα 10: Η χρόνια διακοπτόµενη υποξία (Chronic Intermittent Hypoxia, CIH) οδηγεί σε απορρύθµιση των 

πρωτεϊνικών επιπέδων των HIF-1α και HIF-2α.  Η απορρύθµιση των HIFs επάγει την παραγωγή ROS στο 

καρωτιδικό σώµα, οδηγώντας σε ενεργοποίηση του Συµπαθητικού Νευρικού Συστήµατος (ΣΝΣ) και υπέρταση 

(65).  

 

1.3.2 ΑΝΕΞΑΡΤΗΤΗ ΑΠΟ ΤΟ ΟΞΥΓΟΝΟ ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΗΣ HIF-2Α ΥΠΟΜΟΝΑΔΑΣ 

Ο HIF-2α ρυθµίζεται από πολλούς µηχανισµούς ανεξάρτητους από το οξυγόνο σε επίπεδο 

µεταγραφής του γονιδίου EPAS1, µετάφρασης του mRNA του και σταθεροποίησης της α 

υποµονάδας. Επιπλέον, µετα- µεταφραστικές τροποποιήσεις και αλληλεπιδράσεις µε άλλες 

πρωτεΐνες ρυθµίζουν την είσοδό του στον πυρήνα, τον διµερισµό τ ου µε τον ARNT, την 

πρόσδεση του ετεροδιµερούς HIF-2 στο DNA και τον σχηµατισµό του µεταγραφικού 

συµπλόκου.  
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1.3.2.1 Ρύθµιση της µεταγραφής της HIF-2α υποµονάδας 

Τα βιβλιογραφικά δεδοµένα που αφορούν τη µεταγραφική ενεργοποίηση του HIF-2α είναι 

λίγα. Μια µελέτη έχει αναδείξει έναν µηχανισµό για τη διατήρηση της ο µοιοστασίας του 

µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) στα µακροφάγα στον οποίο οι ισοµορφές HIF-1α και ΗΙF-2α 

δρουν ανταγωνιστικά (Εικόνα 11). Οι κυτταροκίνες ιντερλευκίνη-4 (IL-4) και ιντερλευκίνη-

13 (IL-13) που παράγονται από τα Τ βοηθητικά λεµφοκύτταρα 2 (Th2), ενεργοποιούν την 

έκφραση του γονιδίου EPAS1 στα πολωµένα µακροφάγα τύπου Μ2, οδηγώντας σε επαγωγή 

της έκφρασης της αργινάσης 1 και την ακόλουθη µείωση της παραγωγής µονοξειδίου του 

αζώτου (ΝΟ). Αντίθετα, η ιντερφερόνη-γ (IFN-γ) που παράγεται από τα Τ βοηθητικά 

λεµφοκύτταρα 1 (Th1), ενεργοποιεί την έκφραση του γονιδίου HIF1A στα πολωµένα 

µακροφάγα τύπου Μ1, οδηγώντας σε επαγωγή της έκφρασης της συνθάσης του µονοξειδίου 

του (iNOS) και την ακόλουθη αύξηση της παραγωγής µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) (66).  

 
Εικόνα 11: Οι ισοµορφές HIF-1α και ΗΙF-2α δρουν ανταγωνιστικά για τη διατήρηση της οµοιοστασίας του 

µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ). Όταν η συγκέντρωση της ιντερφερόνης- γ είναι χαµηλή, επάγεται η έκφραση του 

HIF-2α που οδηγεί σε αύξηση της έκφρασης της Αργινάσης 1 και µείωση της παραγωγής ΝΟ. Αντίθετα, όταν η 

συγκέντρωση της ιντερφερόνης- γ είναι υψηλή, επάγεται η έκφραση του HIF-1α που  οδηγεί σε αύξηση της 

έκφρασης της Συνθάσης του µονοξειδίου του αζώτου (iNOS) και αύξηση της παραγωγής ΝΟ (66).  

 

Η µεταγραφή του HIF-2α ελέγχεται επίσης από επιγενετικές τροποποιήσεις. Μια πρόσφατη 

µελέτη σε καρκινικά κύτταρα του µαστού MDA-MB-468, ανέδειξε έναν µηχανισµό 

επιγενετικής ρύθµισης της µεταγραφής του mRNA του γονιδίου EPAS1 από την πρωτεΐνη 

MBD3 (Methylated CpG binding protein 3). Πιο συγκεκριµένα, η MBD3 προσδένεται στον 

υποκινητή του γονιδίου EPAS1, αποµεθυλιώνει περιοχές CpG στη θέση έναρξης της 

µεταγραφής, διευκολύνοντας έτσι τη µεταγραφή του (67). Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι η 

µεταγραφή του HIF-2α ελέγχεται από τη σηµατοδότηση του IGF1R (Insulin like Growth 
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Factor 1 Receptor) και τη δράση της PI3K (phosphoinositide 3-kinase) και του συµπλέγµατος 

mTORC2 (mTOR Complex 2) (68). H από-ουβικιτινυλάση Cezanne εµπλέκεται επίσης στη 

ρύθµιση της σύνθεσης του mRNA του HIF-2α. Η Cezanne  µέσω της δράσης από-

ουβικιτινυλάσης, ελέγχει τα επίπεδα της πρωτεΐνης του  µεταγραφικού παράγοντα E2F1 (Ε2F 

transcription Factor 1) που συνδέεται απευθείας στον υποκινητή του γονιδίου EPAS1 (69). 

Τέλος, η έκφραση του γονιδίου EPAS1 ρυθµίζεται αρνητικά από τις από-ακετυλάσες των 

ιστονών HDAC τάξης Ι /ΙΙ (Εικόνα 12). Η µειωµένη έκφραση του HIF-2α, ενισχύει τη 

σηµατοδότηση µέσω ασβεστίου, οδηγώντας σε αυξηµένη δράση του συµπλόκου mTORC1 και 

επαγωγή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού σε ποντίκια µε σάρκωµα (70). 

 

 
Εικόνα 12: H έκφραση του γονιδίου EPAS1 καταστέλλεται επιγενετικά από τις τάξεις I και II των 

αποακετυλασών των ιστονών (HDACs). Η µειωµένη έκφραση του HIF-2α, οδηγεί σε µειωµένη δράση της 

Ανοκταµίνης 1 (ΑΝΟ1), ενισχύοντας τη σηµατοδότηση µέσω ασβεστίου, και τη δράση του συµπλόκου mTORC1 

(70).  

 

1.3.2.2 Ρύθµιση της µετάφρασης της HIF-2α υποµονάδας 

Στη ρύθµιση της πρωτεϊνικής σύνθεσης του HIF-2α παίζει καθοριστικό ρόλο η ενεργοποίηση 

του σηµατοδοτικού µονοπατιού PI3K/AKT/mTOR. Σε αυτό το µηχανισµό ρύθµισης 

συµµετέχουν µόρια που διεγείρουν µε ιστο-ειδικό τρόπο τη µετάφραση του mRNA του 

γονιδίου EPAS1 (71). Η πρωτεΐνη mTOR συµµετέχει σε δύο διακριτά σύµπλοκα,  το mTORC1 

και το mTORC2. Το mTORC1, που αποτελείται από την mTOR κινάση και τον ρυθµιστικό 

παράγοντα Raptor (regulatory-associated protein of mTOR) που αναστέλλεται από τη 

ραπαµυκίνη. Η ΡΙ3Κ ενεργοποιεί τις κινάσες ΑKT και mTOR (mammalian Target of 

Rapamycin). Η mTOR στη συνέχεια φωσφορυλιώνει την p70 S6 κινάση (S6K), που 
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φωσφορυλιώνει την S6 ριβοσωµική πρωτεΐνη και την πρωτεΐνη που προσδένεται στον 

ευκαρυωτικό παράγοντα έναρξης της µετάφρασης 4Ε (4Ε-ΒΡ1). Η φωσφορυλίωση του 4Ε-

ΒΡ1από τον mTOR παρεµποδίζει την πρόσδεσή του στον eIF-4E µε αποτέλεσµα τη 

µετάφραση των mRNA µε 5’ καλύπτρα. Το µονοπάτι αυτό διεγείρει την µετάφραση µιας 

οµάδας mRNA συµπεριλαµβανοµένου και του HIF1A. Το mTORC2, που αποτελείται από την 

mTOR κινάση και τον ρυθµιστικό παράγοντα Rictor (rapamycin-insensitive companion of 

mTOR) δεν είναι ευαίσθητο στην αναστολή µε ραπαµυκίνη και ενεργοποιεί την AKT µέσω 

φωσφορυλίωσης (72).  

Η  έκφραση της HIF-2α ισοµορφής, εξαρτάται από το σύµπλοκο mTORC2 και όχι από το 

mTORC1 πιθανώς µέσω οξειδοαναγωγικής ρύθµισης του mTORC2 από τις p22phox-Nox 

οξειδάσες (Εικόνα 13). Έχει αναφερθεί επίσης στη βιβλιογραφία ότι η έκφραση του HIF-2α 

ελέγχεται από την κινάση AKT2 ενώ η έκφραση του HIF-1α από την κινάση AKT3 (73, 74).  

 

 
Εικόνα 13: Σε κύτταρα νεφρικού καρκινώµατος οι οξειδάσες p22phox-Nox προκαλούν τη συσσώρευση ROS. Έτσι 

σταθεροποιείται πρωτεΐνη Rictor και συγκροτείται το σύµπλοκο  mTORC2 που επάγει την πρωτεϊνική έκφραση 

του HIF-2α (73).  

 

Επιπλέον, η 5΄ αµετάφραστη περιοχή (5΄UTR) του mRNA του EPAS1 περιλαµβάνει ένα 

συντηρηµένο, λειτουργικό στοιχείο απόκρισης στον σίδηρο IRE (iron-responsive element), 

όπου συνδέεται η ρυθµιζόµενη από τον σίδηρο πρωτεΐνη IREBP1 (IRE binding protein1).  Σε 

νορµοξία, η IREBP1 συνδέεται στο IRE της 5΄UTR του mRNA του EPAS1 και αναστέλλει 

την µετάφρασή του (Εικόνα 14) (75). Αντίθετα, η  IREBP1 δεν συνδέεται στο mRNA του 
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HIF1A (76), υποδεικνύοντας οτι η ρύθµιση αυτή είναι ειδική για τον HIF-2α. Πιο πρόσφατα, 

ανακαλύφθηκε ότι η κυκλοπεντόνη της προσταγλανδίνης (15d-PGJ2), ενισχύει την πρόσδεση 

της IREBP1 στο IRE του HIF-2α αναστέλλοντας έτσι ειδικά την έκφραση του HIF-2α (77). 

 
Εικόνα 14: Σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου η ρυθµιζόµενη από τον σίδηρο πρωτεΐνη (IRP1) προσδένεται 

σε ένα λειτουργικό στοιχείο απόκρισης στο σίδηρο IRE (iron-responsive element) στην (5΄UTR) του mRNA του 

EPAS1 και αποτρέπει τη µετάφρασή του. Σε υποξία ό µως, όταν τα επίπεδα σιδήρου είναι επαρκή, η IRP1 

δεσµεύει σίδηρο και αποτρέπεται η σύνδεσή της µε το IRE. Έτσι επιτρέπεται η πρωτεϊνική έκφραση του HIF-2α 

(76).  

 

1.3.2.3 Ρύθµιση της HIF-2α υποµονάδας από µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις 

Μετά τη µετάφραση, ο  HIF-2α ρυθµίζεται είτε µέσω της αλληλεπίδρασής του µε άλλες 

πρωτεΐνες είτε µε την τροποποίησή του από διάφορα ένζυµα που επηρεάζουν την πρωτεϊνική 

της σταθερότητα, τον υποκυτταρικό της εντοπισµό, την αλληλεπίδρασή της µε άλλους 

µεταγραφικούς παράγοντες και τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2 (Εικόνα 15).  
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Εικόνα 15: Σχηµατική αναπαράσταση των µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων της HIF-2α υπο µονάδας. 
Απεικονίζονται επίσης τα ένζυµα που ευθύνονται για αυτές τις τροποποιήσεις, καθώς και τα κατάλοιπα που 
τροποποιούνται. 
 

1.3.2.3.1 Ακετυλίωση 

Η ακετυλίωση είναι η αντίδραση αντικατάστασης ενός ενεργού ατόµου υδρογόνου µε µια 

οµάδα ακετυλίου (CH3-CO). Η ακετυλίωση καταλοίπων λυσίνης (Κ) είναι µια αντιστρεπτή 

µετα-µεταφραστική τροποποίηση των πρωτεϊνών που πραγµατοποιείται από ένζυµα µε δράση 

ακετυλοτρανσφεράσης. Η εξουδετέρωση του θετικού φορτίου της λυσίνης, αλλάζει τις 

ιδιότητες της πρωτεΐνης που τροποποιείται. Η αντίστροφη διαδικασία, δηλαδή η αφαίρεση της 

ακετυλοµάδας, πραγµατοποιείται από τις απακετυλάσες. Η ανεξάρτητη από τη CTAD 

επικράτεια µεταγραφική δράση του HIF-2, ρυθµίζεται από έναν µηχανισµό ακετυλίωσης 

/απακετυλίωσης της HIF-2α υποµονάδας από τον CBP και την απακετυλάση Sirt1. Η Sirt 1 

ανήκει σε µια οικογένεια εξαρτώµενων από το NAD+ και ευαίσθητων στο οξειδοαναγωγικό 

στρες απακετυλασών και περιλαµβάνει 7 µέλη (Sirt 1-7). Οι σιρτουΐνες εµπλέκονται σε 

κυτταρικές λειτουργίες όπως ο έλεγχος της γονιδιακής έκφρασης και η ρύθµιση στης 

οξειδοαναγωγικής κατάστασης του κυττάρου (71). Αρχικά, είχε βρεθεί ότι σε συνθήκες 

υποξίας, η Sirt1 αλληλεπιδρά µε την HIF-2α υποµονάδα και αποακετυλιώνει τα κατάλοιπα 

λυσίνης Lys-385, Lys-685 και Lys-741 (78). Η τροποποίηση αυτή,  διευκολύνει την 

προσάραξη του HIF-2α στον υποκινητή της EPO, και κατ’ επέκταση τη µεταγραφική δράση 

του HIF-2α. Το σύστηµα Sirt1/HIF-2α, βρέθηκε να ρυθµίζει την ηπατική και νεφρική έκφραση 

της EPO in vitro σε κύτταρα ηπατοκαρκινώµατος Hep3B και in vivo σε ποντίκια. Ακολούθως, 

βρέθηκε ότι o υποκινητής του γονιδίου SIRT1, φέρει στοιχεία απόκρισης στην υποξία HRE 

στα οποία προσαράζει ο HIF-2 και επάγει την έκφρασή του σε συνθήκες υποξίας. Αναδείχθηκε 

έτσι ένα σύστηµα θετικής ανατροφοδότησης µεταξύ της απακετυλάσης Sirt1 και του HIF-2α 

(79). Στη συνέχεια, η ίδια ο µάδα έδειξε ότι ο παράγοντας CBP είναι υπεύθυνος για την 

ακετυλίωση του HIF-2α στην παραπάνω σηµατοδοτική ρύθµιση, αναδεικνύοντας µια 

καινούρια σχέση αλληλεπίδρασης µεταξύ CBP/HIF-2α σε ρόλο ενζύµου–υποστρώµατος 

αντίστοιχα  (Εικόνα 16) (80). 
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Εικόνα 16: Σχηµατική αναπαράσταση της ανεξάρτητης από τη CTAD ρύθµισης του HIF-2α µέσω Sirt/CBP. H 
υδροξυλίωση του καταλοίπου ασπαραγίνης (Ν851) της CTAD επικράτειας του HIF-2α από τον FIH-1, εµποδίζει 
την αλληλεπίδρασή του µε τους  συµπαράγοντες της µεταγραφής CBP/P300 και την . Ωστόσο, η απακετυλιωµένη 
HIF-2α υποµονάδα µπορεί να στρατολογήσει τον CBP µέσω ενός µηχανισµού που περιλαµβάνει το σχηµατισµό 
συµπλόκου µε σχέση ενζύµου-υποστρώµατος και την ακετυλίωση του HIF-2α από  τον CBP. Μετά την 
ακετυλίωση, ο CBP  αποδεσµεύεται από  το σύµπλοκο και ο  HIF-2α αποακετυλιώνεται από  τη Sirt1 η  οποία 
µπορεί να αλληλεπιδρά µε τον HIF-2α ανεξάρτητα από το προφίλ ακετυλίωσης του. Ο απακετυλιωµένος HIF-2α 
είναι ξανά σε θέση να δεσµεύσει τον CBP και να επαναληφθεί η παραπάνω κυκλική διαδικασία (80). 
 

1.3.2.3.2 Σουµοϋλίωση 

Η SUMO (Small Ubiquitin-like MΟdifier) είναι µια πρωτεϊνη 100 περίπου αµινοξέων που 

προσδένεται οµοιοπολικά στις πρωτεΐνες στόχους και τροποποιεί τη λειτουργία τους. Η ώριµη 

SUMO πρωτεϊνη παράγεται όταν τα τέσσερα τελευταία αµινοξέα της καρβοξυ-τελικής του 

περιοχής αποκόπτονται ώστε να δηµιουργηθεί ένας ισοπεπτιδικός δεσµός µεταξύ του 

καρβοξυ-τελικού καταλοίπου γλυκίνης της SUMO και ενός καταλοίπου λυσίνης της 

πρωτεΐνης στόχου. Η σουµοϋλίωση, έχει συνδεθεί µε διάφορες κυτταρικές λειτουργίες όπως η 

αποικοδόµηση πρωτεϊνών στο πρωτεάσωµα, η ενδοκυτταρική µεταφορά µορίων, ο 

µεταβολισµός του RNA, η αντιγραφή και η επιδιόρθωση του DNA και ο κυτταρικός κύκλος 

(81).  

Ο HIF-2α αποτελεί ένα παράδειγµα πρωτεΐνης στόχου σουµοϋλίωσης. Πιο συγκεκριµένα, οι 

αµινοξικές αλληλουχίες LK394EE και LK497IE της HIF-2α υποµονάδας αποτελούν περιοχές 

οµοιοπολικής σύνδεσης της SUMO πρωτεΐνης. Πειράµατα µε µεταλλάξεις έδειξαν ότι η 

SUMO-2 πρωτεΐνη συνδέεται στο κατάλοιπο λυσίνης 394 του HIF-2α µειώνοντας τη 
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µεταγραφική του ενεργότητα. H σουµοϋλίωση του HIF-2α φαίνεται να ρυθµίζει την 

πρωτεϊνική του σταθερότητα σε υποξία µέσω ενός µηχανισµού που περιλαµβάνει  τη λιγάση 

RNF4, την πρωτεάση SENP1 και τον VHL.  Ο σουµοϋλιωµένος  HIF-2α αποικοδοµείται στο 

πρωτεάσωµα (82). 

 

1.3.2.3.3 Φωσφορυλίωση 

Η φωσφορυλίωση αποτελεί µια µέτα-µεταφραστική τροποποίηση των πρωτεϊνών κατά την 

οποία µια γ-φωσφορική οµάδα ενός µορίου ATP προστίθεται στην οµάδα υδροξυλίου ενός 

καταλοίπου σερίνης, θρεονίνης ή τυροσίνης (S, T, Y). Τα ένζυµα που καταλύουν αυτή την 

αντίδραση ονοµάζονται κινάσες. Η αντίστροφη αντίδραση,  ονοµάζεται αποφωσφορυλίωση, 

και καταλύεται από τις φωσφατάσες. Έχει βρεθεί ότι η κινάση της πρωτεΐνης DI (PKD1) 

φωσφορυλιώνει τον HIF-2α στο κατάλοιπο θρεονίνης Thr-324 αναστέλλοντας την 

αλληλεπίδρασή του µε τον παράγοντα µεταγραφής SP1 (Specificity Protein 1) και την 

επαγωγή της έκφρασης του παράγοντα νιµπρίνη (NSBS1) που είναι απαραίτητος για το 

µηχανισµό επιδιόρθωσης του DNA (83). Η τροποποίηση αυτή εξαρτάται από την παρουσία 

ενός γειτονικού, στη θρεονίνη 324,  καταλοίπου προλίνης που συναντάται αποκλειστικά στην 

αµινοξική αλληλουχία του HIF-2α. Ο HIF-1α δεν φωσφορυλιώνεται στο αντίστοιχο κατάλοιπο 

θρεονίνης Thr-322 και αλληλεπιδρά µε τον SP1. Έτσι παρεµποδίζεται η αλληλεπίδραση του 

HIF-2α µε τον MYC και καταστέλλεται η δράση των πρωτεϊνών επιδιόρθωσης του DNA. Ο 

µηχανισµός αυτός αποτελεί χαρακτηριστικό παράδειγµα διακριτής ρύθµισης των HIFα 

υποµονάδων από φωσφορυλίωση, καθώς επηρεάζει µε διαφορετικό τόπο την αλληλεπίδρασή 

τους µε συµπαράγοντες της µεταγραφής,  αποδίδοντάς τους έτσι διαφορετικούς βιολογικούς 

ρόλους (Εικόνα 17). 
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Εικόνα 17: Μοντέλο της φωσφορυλίωσης του HIF-2α από την PDK1. Ο HIF-2α φωσφορυλιώνεται στη 
θρεονίνη 324 από την PDK1. Το αντίστοιχο κατάλοιπο θρεονίνης (Τ322) του HIF-1α δεν τροποποιείται από την 
PDK1, εµποδίζοντας την αλληλεπίδρασή του µε τον MYC. Έτσι, ο HIF-1α συνδέεται µε τον SP1 και 
καταστέλλεται η δράση των πρωτεϊνών επιδιόρθωσης του DNA (83). 
 

Ο HIF-2α φωσφορυλιώνεται επίσης από την κινάση της καζεΐνης 2 (CK2) στο κατάλοιπο 

θρεονίνης Thr-844 που βρίσκεται στην επικράτεια C-TAD, µε αποτέλεσµα την αύξηση της 

µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-2 (84). Η φωσφορυλίωση του HIF-2α από τη CK2, 

µειώνει την συγγένεια του HIF-2α µε τον ανασταλτικό παράγοντα FIH, γεγονός που εξηγεί 

την αυξηµένη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2 όταν η HIF-2α υποµονάδα 

φωσφορυλιώνεται από τη CK2 (85).  

Πρόσφατα ευρήµατα του εργαστηρίου µας έδειξαν ότι η κινάση της καζεΐνης 1δ (CK1δ), 

φωσφορυλιώνει τον HIF-2α σε δύο αµινοξικά κατάλοιπα, τη Ser-383 και τη Thr-528 της HIF-

2α υποµονάδας. Η  φωσφορυλίωση του HIF-2α από την CK1δ συµβάλλει στην 

αποτελεσµατική συσσώρευση του HIF-2α στον πυρήνα και κατ’ επέκταση την πλήρη 

µεταγραφική του ενεργότητα, καθώς αποτρέπει την εξαρτώµενη από τη CRM-1εξαγωγή του 

HIF-2α από τον πυρήνα (Εικόνα 18) (86). Ωστόσο, από δεδοµένα του εργαστηρίου µας, έχει 

δειχθεί ότι η CK1δ ρυθµίζει αρνητικά τη µεταγραφική δράση του HIF-1. Πιο συγκεκριµένα, η 

CK1δ φωσφορυλιώνει την HIF-1α υποµονάδα στη Ser247 και παρεµποδίζει το διµερισµό της 

µε τον ARNT(87, 88). Οι HIF1-α και HIF2-α παρουσιάζουν µεγάλη αµινοξική οµολογία στην 

επικράτεια  PAS-B όπου τροποποιούνται οι  δυο HIF-α υποµονάδες από τη CK1δ. Έτσι, το 

γεγονός ότι η CK1δ φωσφορυλιώνει τις δυο HIF-α υποµονάδες σε διακριτά κατάλοιπα και 

ρυθµίζει τη δράση τους µε αντίθετο τρόπο, παρουσιάζει µεγάλο ενδιαφέρον.  
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Εικόνα 18: Μοντέλο της ρύθµισης του HIF-2α µέσω φωσφορυλίωσης από τη CK1δ:   Ο HIF-2α 

φωσφορυλιώνεται από τη CK1δ στη Ser383 και τη Thr528. Η φωσφορυλίωση του HIF-2α ς προκαλεί τη 

συσσώρευσή του στον πυρήνα καθώς εµποδίζει την εξαρτώµενη από την εξπορτίνη CRM-1 εξαγωγή του στο 

κυτταρόπλασµα. Έτσι, ο HIF-2α διµερίζεται µε τον ARNT και άλλους συνενεργοποιητές της µεταγραφής και 

επάγει την έκφραση γονιδίων στόχων του όπως του γονιδίου της EPO σε καρκινικά κύτταρα του ήπατος (86). 
 

1.3.2.3.4 Οικογένεια των κινασών που ρυθµίζονται από εξωκυττάρια σήµατα  (Extracellular 

signal Regulated Kinases ERK1/2) 

Η οικογένεια των κινασών πρωτεϊνών αποτελείται από 518 γονίδια, που αντιστοιχούν στο 

1,7% περίπου του ανθρώπινου γονιδιώµατος (89) και διαδραµατίζουν βασικό ρυθµιστικό ρόλο 

σε έναν µεγάλο αριθµό κυτταρικών λειτουργιών (90). Οι κινάσες πρωτεϊνών καταλύουν την 

αντίδραση µεταφοράς της γ φωσφορικής οµάδας (PO3
-2) ενός µορίου ATP σε ένα υπόστρωµα 

πρωτεΐνης. Ανάλογα µε τη φύση της πλευρικής ΟΗ οµάδας που φωσφορυλιώνουν, οι κινάσες 

ταξινοµούνται ως κινάσες πρωτεϊνών σερίνης/ θρεονίνης και κινάσες πρωτεϊνών τυροσίνης. 

Από τα πιο καλά µελετηµένα µέλη της οικογένειας είναι οι  κινάσες που ρυθµίζονται από 

εξωκυττάρια σήµατα, ERK (Extracellular signal Regulated Kinases),  οι  οποίες 

φωσφορυλιώνουν σε πρωτεΐνες υποστρώµατα τόσο κατάλοιπα τυροσίνης όσο και θρεονίνης. 

Η φωσφορυλίωση πρωτεϊνών από τις ERK1/2 είναι η πιο κοινή κατηγορία µετα-

µεταφραστικών τροποποιήσεων που συναντάται στη µεταγωγή σήµατος. Πρόκειται για µια 

γρήγορη και αναστρέψιµη διαδικασία, καθώς, ένα φωσφορυλιωµένο πρωτεϊνικό υπόστρωµα 

µπορεί να αποφωσφορυλιωθεί από φωσφατάσες (91, 92). Οι ERK1/2 ανήκουν στην ευρύτερη 
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οικογένεια των κινασών που ενεργοποιούνται από µιτογόνα (Mitogen-activated protein 

kinases MAPK), που συµµετέχουν στη µεταγωγή σήµατος από την επιφάνεια του κυττάρου 

στο εσωτερικό του. Η οµάδα αυτή περιλαµβάνει ακόµη τις µορφές ERK1-8,  την οικογένεια 

πρωτεϊνικής κινάσης p38 µε τις µορφές p38α/β/γ/δ και την οικογένεια κινάσης JNK (c-Jun N-

terminal kinase) µε τις µορφές JNK1-3 (93-95). Οι κινάσες που ρυθµίζονται από εξωκυττάρια 

σήµατα  (Extracellular signal Regulated Kinases ERK1/2) ανήκουν στην ευρύτερη οικογένεια 

των κινασών που ενεργοποιούνται από µιτογόνα (Mitogen Activated Protein Kinase MAPK). 

Τα σηµατοδοτικά µονοπάτια των ΜΑΡΚ αποτελούνται από µια κινάση που ρυθµίζεται από 

µια GΤΡάση (ΜΑΡΚΚΚ) που φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί µία ενδιάµεση κινάση 

(ΜΑΡΚΚ) η  οποία µε τη σειρά της φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί µια κινάση τελεστή 

(MAPK). Στο σηµατοδοτικό µονοπάτι  ERK-MAPK, αυτά τα συστατικά είναι η Ras GTPase 

και οι κινάσες πρωτεϊνών Raf, MEK και ERK1/2. Η ογκοπρωτεΐνη Ras και το µονοπάτι ERK-

MAPK ενεργοποιούνται από αυξητικούς παράγοντες, ορ µόνες, νευροδιαβιβαστές και 

χηµειοκίνες που προσδένονται σε υποδοχείς κινασών τυροσίνης (RTKs) και σε υποδοχείς 

συζευγµένους µε G πρωτεΐνες (Εικόνα 19).  
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Εικόνα 19: Σχηµατική αναπαράσταση του σηµατοδοτικού µονοπατιού των MAPK (96). 

Το σηµατοδοτικό µονοπάτι των ΜΑΡΚ, καταλύει τη φωσφορυλίωση πολυάριθµων πρωτεϊνών που 

περιλαµβάνουν µεταγραφικούς παράγοντες, κινάσες, φωσφατάσες και άλλες πρωτεΐνες,  αποτελούνται από µια 

κινάση που ρυθµίζεται από µια GΤΡάση (ΜΑΡΚΚΚ) που φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί µία ενδιάµεση κινάση 

(ΜΑΡΚΚ) η οποία µε τη σειρά της φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί µια κινάση τελεστή (MAPK). Στο 

σηµατοδοτικό µονοπάτι  ERK-MAPK, αυτά τα συστατικά είναι η Ras GTPase και οι κινάσες πρωτεϊνών Raf, 

MEK και ERK1/2. Η ογκοπρωτεΐνη Ras και το µονοπάτι ERK-MAPK ενεργοποιούνται από αυξητικούς 

παράγοντες, ορµόνες, νευροδιαβιβαστές και χηµειοκίνες που  προσδένονται σε υποδοχείς κινασών τυροσίνης 

(RTKs) και σε υποδοχείς συζευγµένους µε G πρωτεΐνες. 

 

Οι ERK1/2 συµµετέχουν στο σηµατοδοτικό µονοπάτι Ras-Raf-MEK-ERK που συχνά 

αναφέρεται ως καταρράκτης MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) (97). Η 

σηµατοδοτική οδός των MAPK συµµετέχει στη ρύθµιση κυτταρικών λειτουργιών όπως η 

κυτταρική προσκόλληση, ο  κυτταρικός κύκλος, ο πολλαπλασιασµός, η κυτταρική 

µετανάστευση, η κυτταρική επιβίωση η διαφοροποίηση, η µεταγραφή και ο µεταβολισµός. 

Η αµινοξική αλληλουχία των ανθρώπινων ERK1 και ERK2 είναι οµόλογες σε ποσοστό 84%  

και έχουν πολυάριθµες, αν όχι όλες, κοινές λειτουργίες (98). Οι ERK1/2, όπως όλες οι κινάσες, 
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περιέχουν µοναδικές αµινο-τελικές και καρβοξυ-τελικές αµινοξικές αλληλουχίες που τους 

προσδίδουν εξειδίκευση ως προς το υπόστρωµά τους. Η οικογένεια ERK1/2 περιέχει µια 

ακόµη επικράτεια 31 αµινοξικών καταλοίπων εντός της περιοχής µε καταλυτική δράση 

κινάσης που παρέχει επιπρόσθετη λειτουργική εξειδίκευση. Οι ERK1/2 φωσφορυλιώνουν 

κατάλοιπα σερίνης ή θρεονίνης που εµφανίζονται µε συγκεκριµένο µοτίβο στην αµινοξική 

αλληλουχία Ser/Thr-Pro (99). Αν ορίσουµε τη θέση φωσφορυλίωσης ως 0 (µηδέν), είναι 

βασική προϋπόθεση να υπάρχει ένα κατάλοιπο προλίνης στη θέση Ρ+1 προκειµένου να 

φωσφορυλιωθεί το υπόστρωµα. Μελέτες λεπτοµερούς ανάλυσης της εξειδίκευσης των 

ERK1/2 ως προς τα υποστρώµατά τους µε τη χρήση συνθετικών πεπτιδίων έδειξαν ότι η 

αµινοξική αλληλουχία Pro-Xxx-Ser/Thr-Pro, αντιπροσωπέυει τη βέλτιστη πρωτοταγή δοµή 

υποστρώµατος των ERK1/2, µε ένα κατάλοιπο προλίνης στη θέση Ρ+1 και ένα κατάλοιπο 

προλίνης στη θέση Ρ-2 (99). Οι ERK1/2 διαθέτουν επίσης ειδικές περιοχές στρατολόγησης 

των υποστρωµάτων τους, την περιοχή στρατολόγησης D (DRS) και την περιοχή 

στρατολόγησης F (FRS) µέσω των οποίων προσαράζουν στα υποστρώµατά τους σε δυο 

ανεξάρτητες περιοχές πρόσδεσης, την περιοχή D και την περιοχή F αντίστοιχα. Ορισµένα 

υποστρώµατα διαθέτουν µια περιοχή προσάραξης D, άλλα έχουν µια περιοχή προσάραξης  F, 

κάποια έχουν και τις δύο, και µερικά δεν έχουν καµία (100). Η περιοχή προσάραξης D 

περιλαµβάνει υδρόφοβα (Φ) και θετικά φορτισµένα κατάλοιπα και παρουσιάζει συνήθως το 

µοτίβο (R/K)2–3-X2–6- ΦA-X- ΦB. Η περιοχή προσάραξης F συνήθως παρουσιάζει το µοτίβο 

FXFP. Οι ενεργοποιηµένες ERK1/2 φωσφορυλιώνουν πρωτεΐνες υποστρώµατα που µπορεί να 

έχουν πυρηνικό ή κυτταροπλασµατικό εντοπισµό. Η πυρηνική εισαγωγή και η εξαγωγή των 

ERK1/2 είναι περίπλοκες διαδικασίες. Ο κύριος µηχανισµός πυρηνικής εισαγωγής της µη 

φωσφορυλιωµένης ERK2 δεν απαιτεί κατανάλωση ενέργειας και διαµεσολαβείται από 

νουκλεοπορίνες (101, 102). Η µη ρυθµιζόµενη είσοδος της ERK2 αποτρέπεται από τη 

δέσµευσή της σε πρωτεΐνες του κυτταροπλάσµατος που την αγκυροβολούν στο 

κυτταρόπλασµα, εµποδίζοντας την αλληλεπίδρασή της µε τις νουκλεοπορίνες. Η µη 

φωσφορυλιωµένη ERK2 µπορεί να εξέλθει από τον πυρήνα µε δυο µηχανισµούς. Ο πρώτος 

διαµεσολαβείται από νουκλεοπορίνες ενώ επίσης µπορεί να εξαχθεί µε έναν µηχανισµό 

εξαρτώµενο από την καρυοφερίνη CRM1. Η φωσφορυλίωση των ERK2 διευκολύνει την 

απρόσκοπτη εισαγωγή τους στον πυρήνα και µε µηχανισµούς που δεν απαιτούν κατανάλωση 

ενέργειας και καρυοφερίνες. Άρα η φωσφορυλίωση αυξάνει το ρυθµό πυρηνική εισαγωγής της 

ERK2 σε σύγκριση µε τη  µη φωσφορυλιωµένη µορφή. Χαρακτηριστικά, πέρα από την 

κυρίαρχη φωσφορυλίωση των ERK1/2 από τις MEK1/2,  έχει βρεθεί ότι η φωσφορυλίωση των 
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ERK1/2 από την κινάση της καζεΐνης 2 (CK2), επίσης διευκολύνει την πυρηνική τους 

εισαγωγή µέσω της ιµπορτίνης α-7 (103).  

Ένας µεγάλος αριθµός µεταγραφικών παραγόντων και παραγόντων αναδιαµόρφωσης της 

χρωµατίνης αποτελούν στόχους φωσφορυλίωσης των ERK1/2 στον πυρήνα (104). Ο 

µεταγραφικός παράγοντας Elk1είναι ένας από τους πιο καλά µελετηµένους στόχους των 

ERK1/2 (105). Το καρβοξυτελικό άκρο του Elk1 περιλαµβάνει µια σειρά καταλοίπων σερίνης 

και θρεονίνης (S324, T336, S383, S389 και S422) που αποτελούν στόχο των ERK1/2. Η 

φωσφορυλίωσή τους οδηγεί σε αυξηµένη µεταγραφική δράση του Elk1 (106, 107). Οι 

µεταγραφικοί παράγοντες c-Fos και c-Jun είναι επίσης δ υο καλά µελετηµένοι πυρηνικοί 

στόχοι φωσφορυλίωσης των ERK1/2. Η φωσφορυλίωση του c-Fos από τις ERK1/2 στη σερίνη 

374 (S374) εµποδίζει την αποικοδόµησή του (108, 109). Η φωσφορυλίωση του c-Jun από τις 

ERK1/2 και τις JNK1/2 στις σερίνες 63(S63) και 73(S73) αντίστοιχα, έχουν ως αποτέλεσµα 

την αύξηση της µεταγραφικής του ενεργότητας (110). Στο εργαστήριό µας επίσης, 

ταυτοποιήθηκαν δύο κατάλοιπα φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις ERK1/2. Συγκεκριµένα, 

βρέθηκε ότι οι  ERK1/2 φωσφορυλιώνουν τις Ser-641/643 της HIF-1α υποµονάδας. Η 

φωσφορυλίωση του HIF-1α από τις ERK1/2 είναι απαραίτητη για την αποτελεσµατική του 

συσσώρευση στον πυρήνα και κατ’ επέκταση την πλήρη µεταγραφική του ενεργότητα, καθώς 

αποκρύπτει ένα γειτονικό σήµα πυρηνικής εξόδου και αποτρέπει την εξαρτώµενη από τη 

CRM-1 εξαγωγή του HIF-1α από τον πυρήνα (Εικόνα 20) (111, 112).  
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Εικόνα 20: Μοντέλο της ρύθµισης της HIF-1α υποµονάδας από τις ERK1/2: Ο HIF-1α αφού σταθεροποιηθεί 

εισάγεται στον πυρήνα από όπου και εξάγεται αποτελεσµατικά αλληλοεπιδρώντας µε την εξπορτίνη CRM1 µέσω 

ενός σήµατος πυρηνικής εξαγωγής NES.  Όταν το µονοπάτι των ERK1/2 είναι ενεργοποιηµένο ο HIF-1α 

τροποποιείται στις Ser641/643 από τις ERK1/2 και αποκρύπτεται το γειτονικό στις θέσεις φωσφορυλίωσης NES. 

Έτσι, η HIF-1α υποµονάδα συσσωρεύεται στον πυρήνα, διµερίζεται µε τον ARNT, αλληλεπιδρά µε άλλα στοιχεία 

του µεταγραφικού µηχανισµού και επάγει την έκφραση γονιδίων στόχων της υποξίας (111, 112).  

 

Στη βιβλιογραφία επίσης περιγράφεται ότι οι ERK1/2 φωσφορυλιώνουν επίσης έναν µεγάλο 

αριθµό κυτταροπλασµατικών υποστρωµάτων. Τα υποστρώµατα αυτά περιλαµβάνουν 

φωσφατάσες, κινάσες πρωτεϊνών της οικογένειας RSK, τη φωσφοδιεστεράση του κυκλικού 

AMP (PDE4), πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού, πρωτεΐνες του αποπτωτικού µηχανισµού και 

πρωτεΐνες που συµµετέχουν σε άλλα σηµατοδοτικά µονοπάτια (105). Η οικογένεια των 

πρωτεϊνών 90 kDa ριβοσωµικής S6 κινάσης (90 kDa Ribosomal S6 Kinases RSK) είναι µια 

οµάδα κινασών πρωτεϊνών σερίνης/θρεονίνης που συµµετέχουν σε κυτταρικές λειτουργίες 

όπως η κυτταρική ανάπτυξη, ο πολλαπλασιασµός και η επιβίωση (113). Φωσφορυλιώνονται 

από τις ERK1/2 ως απόκριση σε αυξητικούς παράγοντες, ορ µόνες, νευροδιαβιβαστές και 

χηµειοκίνες. Η οικογένεια RSK ρυθµίζει τη µεταγραφή φωσφορυλιώνοντας µεταγραφικούς 

παράγοντες  όπως ο CREB, τον υποδοχέα των οιστρογόνων, τον πυρηνικό παράγοντα κΒ 

(Nuclear Factor-κB, NF-κB), τον πυρηνικό παράγοντα ενεργοποιηµένων Τ κυττάρων 3 
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(NFAT3) και τον παράγοντα έναρξης της µεταγραφής TIF1A (113). Οι ενεργοποιηµένες από 

τις ERK1/2  RSK φωσφορυλιώνουν ριβοσωµικές πρωτεΐνες και ενισχύουν την έκφραση 

πρωτεϊνών. Οι πρωτεΐνες αυτές περιλαµβάνουν τη ριβοσωµική πρωτεΐνη S6 και τον 

ευκαρυωτικό παράγοντα έναρξης της µετάφρασης 4Β (eIF4B). Οι ενεργοποιηµένες RSK 

φωσφορυλιώνουν και αδρανοποιούν προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες όπως η Bad (Bcl-2 

Associated Death promoter) και η DAPK (Death-Associated Protein Kinase) προάγοντας έτσι 

την κυτταρική επιβίωση. Οι ενεργοποιηµένες RSK προάγουν επίσης την πρόοδο του 

κυτταρικού κύκλου στη G1 φάση καθώς φωσφορυλιώνουν και απενεργοποιούν τον 

εξαρτώµενο από την κυκλίνη αναστολέα της κινάσης p27ΚΙΡ (113). Η φωσφορυλίωση των 

πρωτεϊνών που δεσµεύονται µε την ακτίνη παίζει σηµαντικό ρόλο στην αναδιαµόρφωση του 

κυτταροσκελετού, και επηρεάζει τη µορφολογία των κυττάρων, τη µίτωση και τη 

µεταναστευτική τους ικανότητα. Η Palladin είναι µια πρωτεΐνη που δεσµεύεται στην ακτίνη 

και φωσφορυλιώνεται από τις ERK1/2 στα κατάλοιπα Ser77 και Ser197 µετά από διέγερση 

από αυξητικούς παράγοντες. H φωσφορυλίωσή της οδηγεί µείωση της µεταναστευτικής 

ικανότητας των κυττάρων (114). Οι ERK1/2 φωσφορυλιώνουν επίσης την κινάση της 

ελαφριάς αλυσίδας της µυοσίνης (MLCK), διευκολύνοντας την κινητικότητα κυττάρων COS-

7 και ανθρώπινων κυττάρων  παγκρεατικού καρκινώµατος FG (115).  

 

1.3.2.4 Ρύθµιση του HIF-2α µέσω αλληλεπιδράσεων µε άλλες πρωτεΐνες 

Ο HIF-2α συνεργάζεται µε µια πληθώρα πρωτεϊνών. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές έχουν ως 

αποτέλεσµα την αυστηρή ρύθµιση του HIF-2. Ελέγχουν τη σταθερότητα της HIF-2α 

υποµονάδας,  τη µεταγραφική ενεργότητα και την εξειδίκευση του HIF-2 ως προς τα γονίδια-

στόχους του (Εικόνα 21).  

 

1.3.2.4.1 Αλληλεπίδραση του HIF-2α µε τον µεταγραφικό παράγοντα USF2 

O µεταγραφικός παράγοντας Upstream Stimulatory Factor (USF2) είναι µεταγραφικός 

συνενεργοποιητής του HIF-2α. Ο  HIF-2α σχηµατίζει µεταγραφικό σύµπλοκο µε τον USF2, 

την RNA πολυµεράση ΙΙ και τον CBP/p300 για την ενεργοποίηση της µεταγραφής γονιδίων 

στόχων του HIF-2 σε συνθήκες υποξίας. O USF2 έχει δειχθεί ότι διευκολύνει τη στρατολόγηση 

των CBP/p300 στους υποκινητές ειδικών γονιδίων στόχων του HIF-2 όπως η EPO και ο PAI-

1 (116). Τα γονίδια αυτά, φέρουν στοιχεία πρόσδεσης του USF2 στους υποκινητές τους. 

Συνεπώς, η έκφραση των γονιδίων EPO και PAI-1 µπορεί να επάγεται από τον USF2 

ανεξάρτητα από την πρόσδεση του HIF-2α στους υποκινητές τους. Ωστόσο η ταυτόχρονη 
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στρατολόγηση των δύο µεταγραφικών παραγόντων είναι απαραίτητη για να επιτευχθεί η 

µέγιστη µεταγραφική ενεργοποίηση (21).	Σε προηγούµενη δουλειά της οµάδας µας, δείξαµε 

ότι σε κυτταρικές σειρές ηπατοκαρκινώµατος Huh7 το χλωριούχο κοβάλτιο (CoCl2), που 

χρησιµοποιείται ευρέως ως µιµητής της υποξίας, ενώ επάγει την έκφραση του HIF-2α, σε 

αντίθεση µε την υποξία, δεν ενεργοποιεί την εξαρτώµενη από τον HIF-2 έκφραση του mRNA 

της EPO και την επακόλουθη παραγωγή και έκκριση της. Επιπροσθέτως, δείξαµε ότι η 

παρουσία του χλωριούχου κοβαλτίου δεν επηρεάζει γενικά την HRE-εξαρτώµενη µεταγραφή 

αλλά µάλλον αναστέλλει συγκεκριµένα τη µεταγραφική δράση του HIF-2. Τέλος, δείξαµε ότι 

αυτή η ειδική επίδραση του χλωριούχου κοβαλτίου στη δραστικότητα του HIF-2 οφείλεται 

στη µειωµένη αλληλεπίδραση της HIF-2α υποµονάδας µε τον USF2 (117). Το εύρηµα αυτό 

εξηγεί τη χαµηλή µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2 που επάγεται από το χλωριούχο 

κοβάλτιο.  

 

1.3.2.4.2 Αλληλεπίδραση του HIF-2α µε τον παράγοντα µεταγραφής ELK-1 

O ETS domain-containing protein (ELK-1) ανήκει στην οικογένεια µεταγραφικών 

παραγόντων ETS-1. Η µεταγραφική ενεργότητα του ELK-1 αυξάνεται µέσω φωσφορυλίωσης 

από το µονοπάτι των MAPK σε υποξία (118).  Σε κύτταρα MCF-7 έχει δειχθεί ότι σε συνθήκες 

υποξίας, ο HIF-2α και o ELK-1 αλληλεπιδρούν για τη µέγιστη ενεργοποίηση της µεταγραφής 

των γονιδίων στόχων του HIF-2 ,CITED2 και WISP2, που φέρουν στον υποκινητή τους 

αλληλουχίες πρόσδεσης του ELK-1 (119). Σε κύτταρα Hep3B, η αλληλεπίδραση του HIF-2 

µε τον ELK-1 είναι σηµαντική για την επαγωγή της έκφρασης των γονιδίων στόχων του HIF-

2, EPO και PAI-1, αλλά δεν παίζει ρόλο στη µεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων 

του HIF-2 IGFBP-1, ADM και NDRG-1. Συνεπώς, φ αίνεται πως η δράση του ELK-1 ως 

µεταγραφικός συνενεργοποιητής του HIF-2 εξαρτάται από τις αλληλουχίες των υποκινητών 

των γονιδίων στόχων του (16).  

 

1.3.2.4.3 Αλληλεπίδραση του HIF-2α µε τον µεταγραφικό παράγοντα NEMO 

O NF-Kappa-B Essential Modifier (NEMO) είναι µια ρυθµιστική πρωτεΐνη και αποτελεί µέρος 

του συµπλόκου IKK µαζί µε τις καταλυτικές κινάσες IKKα και IKKβ. Το σύµπλοκο IKK 

φωσφορυλιώνει τον Iκ-B και τ ον στοχεύει για αποικοδόµηση, οδηγώντας έτσι στην 

απελευθέρωση του NF-κB. Ο NEMO αλληλεπιδρά µε την C-TAD επικράτεια του HIF-2α και 

διευκολύνει τη στρατολόγηση του µεταγραφικού συνενεργοποιητή p300, ενισχύοντας τη 

µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2. Η αλληλεπίδραση των παραγόντων HIF-2 και NEMO 
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πραγµατοποιείται σε φυσιολογική συγκέντρωση οξυγόνου. Αποτελεί συνεπώς έναν ιδιαίτερο 

µηχανισµό ενεργοποίησης της µεταγραφικής δράσης σε νορµοξία (120).  

	
Εικόνα 21: Ο HIF-2α δρα ως συστατικό µεταγραφικών συµπλόκων Η εξειδίκευση του HIF-2α ως προς τα 

γονίδια στόχους του επιτυγχάνεται µέσω της αλληλεπίδρασής του µε µεταγραφικούς συµπαράγοντες όπως οι 

USF2, ELK1 και NEMO, πάνω στους υποκινητές των γονιδίων του (21). 
 

1.3.2.4.4 Αλληλεπίδραση του HIF-2α µε τον µεταγραφικό παράγοντα c-MYC 

Ο µεταγραφικός παράγοντας c-MYC κωδικοποιείται από το πρωτο-ογκογονίδιο c-myc και 

ελέγχει τη µετάβαση του κυτταρικού κύκλου από τη φάση G1 στη φάση S. Υπερεκφράζεται 

σε πολλούς ανθρώπινους καρκινικούς όγκους (121, 122). Ο c-MYC επάγει την έκφραση 

γονιδίων που προάγουν την ανάπτυξη, όπως η κυκλίνη D2 (CCND2) και ο  µεταγραφικός 

παράγοντας E2F1. Ο MYC, σε ετεροδιµερές σύµπλοκο µε τον συνενεργοποιητή της 

µεταγραφής Myc-Associated-protein X (MAX) προσαράζει σε συντηρηµένες Ε-Box 

(CACGTG) αλληλουχίες των γονιδίων στόχων του και ενεργοποιεί τη µεταγραφή  τους. 

Παράλληλα, σε σύµπλοκο µε τον MAX καταστέλλει την έκφραση των γονιδίων που 

κωδικοποιούν τις κινάσες που εξαρτώνται από κυκλίνες  p21 και p27 αποµακρύνοντας τον 

παράγοντα (Specificity Protein) SP1 από τον παράγοντα Myc-interacting zinc finger protein 1 

(MΙΖ1) (123, 124). Καθώς ο MYC εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα και είναι ασταθές µόριο, 

ανταγωνίζεται τη σύνδεση του MAX µε παράγοντες όπως ο MAD. Το σύµπλοκο MAD/MAX 

καταστέλλει τη γονιδιακή έκφραση µέσω E-box αλληλουχιών, ενώ ο MΙΖ1 χωρίς τον MYC 

λειτουργεί ως µεταγραφικός ενεργοποιητής (121). 

Σε συνθήκες υποξίας, ο  HIF-2α αλληλεπιδρά µε τον MYC και σταθεροποιεί τα σύµπλοκα 

MYC-MAX και MYC-MAX-SP1. Τα σύµπλοκα αυτά προσαράζουν στους υποκινητές των 

γονίδιων CCND2, E2F1, p21, και p27 και προωθούν την µετάβαση του κυτταρικού κύκλου 

στη φάση  S τ ον κυτταρικό πολλαπλασιασµό (60) (Εικόνα 22). Σε κύτταρα νεφρικού 
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καρκινώµατος (RCC) τα οποία εκφράζουν αποκλειστικά τον HIF-2α, παρατηρήθηκε 

αυξηµένη έκφραση των γονιδίων στόχων του MYC  BRCA 1, BARD1, XRCC2, BUB1, CENPE 

που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες επιδιόρθωσης του DNA προωθώντας τη γενωµική 

ακεραιότητα και την αντίσταση στο στρες της αντιγραφής (125). Αντίθετα, ο HIF-1α ρυθµίζει 

αρνητικά τον MYC. Πιο συγκεκριµένα, ο HIF-1α αλληλεπιδρά µε τον MAX, εµποδίζοντας τη 

δηµιουργία του συµπλόκου MYC-MAX. Παράλληλα, ο HIF-1α επάγει την έκφραση του MAD 

(επίσης γνωστός ως MXI1). Ο MAD δηµιουργεί σύµπλοκο µε τον MAX καταστέλλοντας την 

έκφραση γονιδίων στόχων του MYC. Η ρύθµιση της εξαρτώµενης από τον MYC γονιδιακής 

έκφρασης φαίνεται οτι εξαρτάται από τη στοιχειοµετρία και συνεπώς τη δράση των HIF-1α 

και HIF-2α.  

 
Εικόνα 22: Σε συνθήκες υποξίας, ο HIF-2α αλληλεπιδρά µε το MYC και σταθεροποιεί το σύµπλοκο MYC-MAX, 

οδηγώντας σε ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων του MYC. Αντίθετα, ο  HIF-1α δεσµεύει τον MAX, 

εµποδίζοντας τη δηµιουργία του συµπλόκου MYC-MAX. Παράλληλα, ο HIF-1α επάγει την έκφραση του MAD 

(επίσης γνωστός ως MXI1). Ο MAD δηµιουργεί σύµπλοκο µε τον MAX καταστέλλοντας την έκφραση γονιδίων 

στόχων του MYC.      
 

1.3.2.4.5 Αλληλεπίδραση του HIF-2α µε τον HAF 

O παράγοντας που σχετίζεται µε την υποξία (Hypoxia Associated Factor, HAF), είναι µια  Ε3- 

λιγάση της ουβικιτίνης. Ο HIF-2α αλληλεπιδρά άµεσα µε τον HAF µέσω της επικράτειας C-

TAD (αµινοξέα 604-750) του HIF-2α και των αµινοξέων 300-500 του HAF. Η αλληλεπίδραση 
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αυτή, έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-2 (126). Σε 

χαµηλή συγκέντρωση οξυγόνου, τα κατάλοιπα λυσίνης K94 και K141 του HAF 

σουµοϋλιώνονται, επιτρέποντας τη σύζευξή του µε τον HIF-2α. Το ενεργό µεταγραφικό 

σύµπλοκο στη συνέχεια µπορεί να προσαράξει σε αλληλουχίες HRE και σε στοιχεία 

πρόσδεσης του HAF στους υποκινητές των γονιδίων στόχων του HIF-2. Αντίθετα, ο  HAF 

ρυθµίζει αρνητικά τον HIF-1. Συγκεκριµένα, αλληλεπιδρά µε το αµινοτελικό άκρο του HIF-

1α και µέσω της δράσης E3 λιγάσης, τον οδηγεί για αποικοδόµηση στο πρωτεάσωµα H 

έκφραση του HAF σε κύτταρα  γλοιοβλαστώµατος µετατοπίζει την ισορροπία της απόκρισης 

στην υποξία προς τη µεταγραφή γονιδίων  στόχων του HIF-2 και όχι του HIF-1, όπως για 

παράδειγµα το γονίδιο που κωδικοποιεί για τη µεταλλοπρωτεϊνάση 9 (MMP9) και το γονίδιο 

που κωδικοποιεί για τον µεταγραφικό παράγοντα OCT4 (POU5F1), προωθώντας έναν 

επιθετικό καρκινικό φαινότυπο (127) (Εικόνα 23). 

 
Εικόνα 23: Μοντέλο ρύθµισης των HIF-α ισοµορφών από τον HAF στο νεφρικό καρκίνωµα (RCC).  

Σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου, οι HIF-α υποµονάδες δεν σταθεροποιούνται. Ο παράγοντας HAF 

δεν σουµοϋλιώνεται και επάγει τη βασική έκφραση των γονιδίων στόχων του. Στα αρχικά στάδια του 

όγκου, η απώλεια του VHL επιτρέπει τη σταθεροποίηση των HIF-α και την ενεργοποίηση των HIF, 

και ο HAF µε τη δράση E3 λιγάσης οδηγεί την HIF-1α υποµονάδα για αποικοδόµηση. Κατά την εξέλιξη 

του όγκου, οι υποξικές συνθήκες που επικρατούν έχουν ως αποτέλεσµα τη σουµοϋλίωση του HAF. Ο 

HAF προσδένεται στον HIF-2α και επιτυγχάνεται η µέγιστη έκφραση των γονιδίων στόχων του HIF-

2. Ταυτόχρονα, ο  HAF αλληλεπιδρά µε τον  HIF-1α οδηγώντας τον για αποικοδόµηση και 

αναστέλλοντας συνεπώς την εξαρτώµενη από τον HIF-1 απόκριση στην υποξία (127). 

 

1.3.2.4.6 Αλληλεπίδραση του HIF-2α µε την πρωτεΐνη Int6 

Η πρωτεΐνη Int6 αποτελεί συστατικό του συµπλόκου έναρξης της µετάφρασης ΕIF3. Το 

καρβοξυτελικό άκρο του HIF-2α αλληλεπιδρά µε την αµινοτελική περιοχή της Int6. Η 
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αλληλεπίδραση αυτή αποσταθεροποιεί τ ον HIF-2α σε υποξία µέσω ενό ς µηχανισµού που 

περιλαµβάνει την αποικοδόµησή του στο πρωτεάσωµα ανεξάρτητα του pVHL. Η αποσιώπηση 

της Int6  σε κύτταρα MCF-7 και HeLa οδηγεί σε αυξηµένη έκφραση γονιδίων στόχων του 

HIF-2 όπως της αγγειοποιητίνη (Ang-2), του υποδοχέα της αγγειοποιητίνης Tie-2 και του 

αυξητικού παράγοντα των αγγείων του ενδοθηλίου (VEGF) ακόµη και σε νορµοξία, 

υποδεικνύοντας ότι η ρύθµιση του HIF-2 από την Int6 διαδραµατίζει κρίσιµο ρόλο στη 

ρύθµιση της αγγειογένεσης και της ογκογένεσης (128).   

 

1.3.2.4.7 Αλληλεπίδραση του HIF-2α µε την πρωτεΐνη που δεσµεύει RNA 4 (RNA-Binding 

Motif protein RBM4) 

Το αρχικό στάδιο της σύνθεσης των πρωτεϊνών αποτελείται από τον ευκαρυωτικό παράγοντα 

έναρξης της µετάφρασης 4Ε (eIF4E) που δεσµεύεται στο 5' καλύπτρα των mRNAs. Καθώς η 

σύνθεση πρωτεϊνών είναι µια κυτταρική διαδικασία που απαιτεί µεγάλη κατανάλωση 

ενέργειας, ποικίλα στρες µπορούν να την αποτρέψουν. Ένα τέτοιο στρες είναι η χαµηλή 

διαθεσιµότητα οξυγόνου. Σε υποξία, η διαδικασία της πρωτεϊνικής σύνθεσης διακόπτεται µε 

αναστολή του eIF4E. Μια πρόσφατη µελέτη ανέδειξε έναν µηχανισµό σύνθεσης πρωτεϊνών 

σε υποξία που περιλαµβάνει την αλληλεπίδραση του HIF-2α µε την πρωτεΐνη που δεσµεύει 

RNA 4 (RNA-Binding Motif protein RBM4) και τον eIF4E2,  ένα οµόλογο του eIF4E. Η 

RBM4 είναι διαρκώς δεσµευµένη σε mRNA που περιέχουν αλληλουχίες RNA στοιχείων 

απόκρισης στην υποξία (rHRE). Σε υποξία, τα mRNA που περιέχουν rHRE στοχεύονται για 

µετάφραση. Ο HIF-2α αλληλεπιδρά µε την RBM4 ως απόκριση στην υποξία. Το σύµπλοκο 

HIF-2α/RBM4 διευκολύνει τη στρατολόγηση του eIF4E2 στα mRNA που περιέχουν rHREs. 

Στη συνέχεια το σύµπλοκο eIF4E2/HIF-2α/RBM4 δεσµεύεται στην 5’ καλύπτρα, οδηγεί το 

mRNA στα πολυσώµατα και ξεκινά η µετάφραση (129). Ο µηχανισµός αυτός δίνει απάντηση 

ως προς τον τρόπο µε τον οποίο συντίθενται οι πρωτεΐνες σε περιόδους έλλειψης οξυγόνου και 

αναστολής της eIF4E και παράλληλα αναδεικνύει έναν καινούριο µη-γενωµικό ρόλο του HIF-

2α (Εικόνα 24). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 18:13:21 EEST - 18.218.69.90



	 55	

 
 

Εικόνα 24: Μοντέλο ρύθµισης της µετάφρασης από το σύµπλοκο HIF-2α/RBM4. 1) Σε υποξία, τα 

mRNA που περιέχουν αλληλουχίες RNA στοιχείων απόκρισης στην υποξία (rHRE) στοχεύονται για 

µετάφραση. 2) Η πρωτεΐνη που δεσµεύει RNA 4 (RBM4) δεσµεύεται διαρκώς σε µετάγραφα που 

περιέχουν (rHRE), ακόµη και σε νορµοξία. 3) Ο HIF-2α αλληλεπιδρά µε την RBM4 ως απόκριση στην 

υποξία. 4) Το σύµπλοκο HIF-2α/RBM4 διευκολύνει τη στρατολόγηση του eIF4E2 στα mRNA που 

περιέχουν rHREs. 5) Το σύµπλοκο eIF4E2/HIF-2α/RBM4 δεσµεύεται στην 5’ καλύπτρα, οδηγεί το 

mRNA στα πολυσώµατα και ξεκινά η µετάφραση. 6) Τα rHREs διευκολύνουν την επιλεκτική έκφραση 

του υποξικού κυτταρικού πρωτεώµατος. Τα άλλα µετάγραφα δεν µεταφράζονται (129). 

 

1.4 ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑ HIF-2 ΣΕ 

ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΕΣ 

 
1.4.1 ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ HIF-2 ΣΤΗΝ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ 

Στα µετάζωα, η διαδικασία ανάπτυξης των συστηµάτων της µεταφοράς του οξυγόνου στην 

εµβρυογένεση, εξαρτάται από τις µεταβολές της συγκέντρωσης οξυγόνου στους ιστούς που 

διαφοροποιούνται. Πειράµατα απαλοιφής γονιδίων του µονοπατιού της υποξίας σε έµβρυα 

ποντικών, όπως των γονιδίων του HIF-1Α, EPAS-1 και ARNT, έδειξαν οτι κ ατά την 
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εµβρυογένεση, το υποξικό περιβάλλον (1%-5% O2), βοηθά την ανάπτυξη του πλακούντα και 

τη µορφογένεση του αναπνευστικού, του καρδιαγγειακού, και του νευρικού συστήµατος. Οι 

παραπάνω  

Αρκετές ερευνητικές ο µάδες πραγµατοποίησαν πειράµατα απαλοιφής του γονιδίου που 

κωδικοποιεί για τον HIF-2α (EPAS-1-/-) σε ποντίκια. Τα  πειράµατα αυτά παρουσίασαν 

διαφορετικούς φαινοτύπους,  ανάλογα µε το γενετικό υπόβαθρο των πειραµατόζωων που 

χρησιµοποιήθηκαν. Τα αποτελέσµατα της πρώτης οµάδας που δηµιούργησε ποντίκια EPAS-

1-/-, έδειξαν ότι η απαλοιφή του γονιδίου που κωδικοποιεί για τον HIF-2α οδηγεί σε ανεπαρκή 

παραγωγή κατεχολαµινών, µε επακόλουθη βραδυκαρδία και θάνατο στα µέσα της κύησης. Το 

µοντέλο αυτό προτείνει ότι ο  ΗIF-2α, σε συνθήκες υποξίας, ρυθµίζει τη σύνθεση των 

κατεχολαµινών κατά τη διάρκεια της εµβρυϊκής ζωής. Επιπλέον, τ α οµόζυγα νεογνά 

παρουσίασαν ατελή εµβρυϊκή ωρίµανση των πνευµόνων και πέθαναν απευθείας µετά τη 

γέννησή τους (130).  

Μια ανεξάρτητη ερευνητική οµάδα έδειξε ότι η απαλοιφή του γονιδίου που κωδικοποιεί για 

τον HIF-2α, προκαλεί εµβρυϊκό θάνατο των ποντικών κατά τις ηµέρες 9,5-13,5 εξαιτίας της 

ανεπαρκούς αναδιαµόρφωσής και συγχώνευσης των αγγείων τους (131). Μια άλλη ερευνητική 

οµάδα έδειξε ότι τα µισά από τα ποντίκια EPAS-1-/- πέθαναν µετά από την εµβρυϊκή µέρα 

13,5, ενώ όσα επέζησαν, πέθαναν σύντοµα µετά τη γέννησή τους, εξαιτίας συνδρόµου 

αναπνευστικής δυσφορίας (132). Συµπερασµατικά, φαίνεται πως η φυσιολογικές υποξικές 

συνθήκες που συναντώνται in utero, είναι απαραίτητες για την άρτια ανάπτυξη του 

αναπνευστικού-καρδιαγγειακού συστήµατος (133, 134). 

 

1.4.2 ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ HIF-2 ΣΤΗΝ ΑΝΑΠΤΥΞΗ 

Ο HIF-2 διακατέχει σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη του ήπατος. Οι µορφογενετικές διεργασίες 

που υφίσταται το ήπαρ κατά τη διάρκεια της εµβρυϊκής ανάπτυξης των σπονδυλωτών, ορίζεται 

ως ηπατογένεση. Η ηπατογένεση πραγµατοποιείται σε τρία στάδια: α) ο προσδιορισµός του 

ενδοδέρµατος, β) η διαφοροποίηση των ηπατοβλαστών και γ) ο σχηµατισµός της ηπατικής 

απόφυσης. Ο  HIF-2 φαίνεται πως δεν εµπλέκεται στα δύο πρώτα στάδια της ηπατογένεσης. 

Ωστόσο, έχει κρίσιµο ρόλο στο σχηµατισµό της ηπατικής απόφυσης και τον πολλαπλασιασµό 

των ηπατοκυττάρων. Μια πρόσφατη µελέτη έδειξε ότι έµβρυα zebrafish EPAS-1-/- , κατά την 

ηπατογένεση δεν σχηµάτισαν την ηπατική απόφυση. Ο HIF-2, ελέγχει τη µεταγραφή του 

γονιδίου  leg1 (liver enriched gene 1).  Το γονίδιο στόχος του HIF-2, leg1, κωδικοποιεί για µια 

πρωτεΐνη έκκρισης που είναι απαραίτητη για τον σχηµατισµό της ηπατικής απόφυσης (135).  
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Ο HIF-2 φαίνεται να κατέχει σηµαντικό ρόλο στη σπερµατογένεση, καθώς η απαλοιφή του 

γονιδίου που κωδικοποιεί για τον HIF-2α σε ποντίκια µετά τη γέννησή τους, οδήγησε σε 

µειωµένο µέγεθος όρχεων και στειρότητα. Ο φραγµός αίµατος /όρχεων είναι απαραίτητος για 

τη σπερµατογένεση. Τα κύτταρα Sertoli στα οποία δεν εκφράζεται ο HIF-2α, παρουσιάζουν 

µειωµένη ικανότητα σχηµατισµού των στεγανών συνδέσεων, διαταράσσοντας έτσι τη 

σπερµατογένεση. Επιπλέον, σε όρχεις EPAS-1-/-  ποντικών, παρατηρήθηκε διατάραξη της 

µεµβράνης που περιβάλλει τα σπερµατικά σωληνάρια, µε αποτέλεσµα την πρόωρη 

απελευθέρωση σπερµατικών κυττάρων (136). Τέλος, οι HIF-2α και ARNT ταυτοποιήθηκαν 

ως οι κύριοι ρυθµιστές του µεταγραφικού προγράµµατος των κυττάρων Sertoli σε πρόσφατη 

µελέτη µεταγραφικής ανάλυσης (transcriptome analysis) (137). 

 

1.4.3 ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ HIF-2 ΣΤΗΝ ΕΡΥΘΡΟΠΟΙΗΣΗ 

Αρχικά, επικρατούσε η αντίληψη ότι ο HIF-1 ήταν ο ρυθµιστής της έκφρασης του γονιδίου 

της ερυθροποιητίνης (EPO), καθώς η ανακάλυψη του HIF-1 έγινε σε µελέτη του µοριακού 

µηχανισµού  έκφρασης  του γονιδίου της EPO. Στη µελέτη αυτή, ο HIF-1 αποµονώθηκε από 

µια στήλη αγχιστείας µε την  ακινητοποιηµένη αλληλουχία DNA της 3΄περιοχής του ενισχυτή 

της EPO. Ωστόσο στη συνέχεια αποδείχτηκε µε πειράµατα in vivo και  in vitro ότι βασικός 

ρυθµιστής της έκφρασης της EPO στους νεφρούς και το ήπαρ κάτω από υποξία είναι ο HIF-

2. Ιστολογικές µελέτες σε νεφρικά κύτταρα, έδειξαν ότι τα σηµεία που εκφράζεται ο HIF-2α, 

συµπίπτουν µε τα σηµεία έκκρισης της ερυθροποιητίνης (138). Οι πρώτες ενδείξεις της 

µεταγραφικής ρύθµισης της EPO από τον HIF-2,  προήλθαν από µελέτες σε έµβρυα ποντικών 

στα οποία είχε γίνει απαλοιφή του γονιδίου που κωδικοποιεί για τον HIF-2α. Τα βιώσιµα 

ενήλικα ζώα µοντέλα αυτής της µελέτης,  εµφάνισαν αναιµία και χαµηλά επίπεδα 

ερυθροποιητίνης. Η  χορήγηση ανασυνδυασµένης EPO αποκατέστησε την ερυθροποίηση, 

υποδεικνύοντας ότι η αναιµία οφείλονταν σε µειωµένη παραγωγή EPO στους νεφρούς και όχι 

σε κάποια άλλη δυσλειτουργία κατά τη διαδικασία της διαφοροποίησης των ερυθροκυττάρων 

(139, 140). Τα δεδοµένα µιας άλλης, ανεξάρτητης ερευνητικής ο µάδας, έδειξαν ότι η 

αποσιώπηση του ΗIF-2α προκαλεί αναιµία στα ποντίκια, που συνδέεται µε χαµηλά επίπεδα 

ερυθροποιητίνης.  Αυτό αποδεικνύει ότι o HIF-2α είναι ο βασικός ρυθµιστής της παραγωγής 

ερυθροποιητίνης στα ενήλικα (136). Επίσης, έχει δειχθεί ότι η απαλοιφή του γονιδίου που 

κωδικοποιεί για τον HIF-2α σε ηπατοκύτταρα ποντικού προκαλεί µείωση των επιπέδων της 

ηπατικής EPO (141). Η ίδια οµάδα έδειξε ότι ο HIF-2α είναι απαραίτητος για την έκφραση της 

EPO και όχι ο HIF-1α. Επιπλέον, πειράµατα αποσιώπησης είτε του HIF-1α ή του HIF-2α σε 
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διάφορες κυτταρικές υποδεικνύουν ότι σε συνθήκες υποξίας, η επαγωγή της έκφρασης του 

γονιδίου της EPO, εξαρτάται αποκλειστικά από τον HIF-2 και όχι από τον HIF-1. Οι µελέτες 

αυτές έχουν πραγµατοποιηθεί σε πολλές κυτταρικές σειρές, όπως σε κύτταρα 

ηπατοκαρκινώµατος Hep3B, Huh7, αστροκύτταρα και κύτταρα νευροβλαστώµατος Kelly  

(141-143). Πρόσφατα µάλιστα, η οµάδα µας έδειξε ότι η EPO είναι γονίδιο στόχος του HIF-2 

και όχι του HIF-1, µε πειράµατα αποσιώπησης µε siRNA του HIF-2α η του HIF-1α σε κύτταρα 

ηπατοκαρκινώµατος Huh7 (117), (86). 

Το βασικό όργανο παραγωγής της ερυθροποιητίνης στην εµβρυϊκής ζωή είναι το ήπαρ, ενώ 

στους ενήλικες οι νεφροί. Η υποξία είναι το κύριο φυσιολογικό ερέθισµα για την παραγωγή 

EPO και µάλιστα, η αύξηση των επίπεδων EPO είναι ανάλογη µε τις συνθήκες υποξίας. Η 

παραγωγή ερυθροποιητίνης ως απόκριση στην υποξία εξαρτάται από το στάδιο της ανάπτυξης 

και το όργανο παραγωγής. Πιο συγκεκριµένα, η παραγωγή ερυθροποιητίνης ως απόκριση στο 

ερέθισµα της υποξίας είναι διαφορετική για τους νεφρούς και το ήπαρ. Η ποσότητα 

ερυθροποιητίνης που παράγεται στα ηπατικά κύτταρα, είναι πολύ µικρότερη από αυτή που 

παράγεται στα νεφρικά κύτταρα σε συνθήκες υποξίας και επίσης, απαιτείται µεγαλύτερο 

χρονικό διάστηµα έκθεσης σε συνθήκες υποξίας για την παραγωγή EPO στο ήπαρ συγκριτικά 

µε τους νεφρούς. Η ρύθµιση παραγωγής EPO στο ήπαρ εξαρτάται και από παράγοντες 

διαφορετικούς της υποξίας,  όπως ο ηπατικός αυξητικός παράγοντας (HGF) και ο αυξητικός 

παράγοντας της ινσουλίνης 1 (IGF-1) (138, 144).  Μια ερευνητική οµάδα έδειξε ότι η επαγωγή 

της έκφρασης του γονιδίου της EPO στους νεφρούς σε υποξία, εξαρτάται αποκλειστικά από 

τον HIF-2 (145). Επιπλέον, όταν γίνεται απαλοιφή του HIF-2 στους νεφρούς, τον ρόλο του 

κύριου ρυθµιστή της έκφρασης της EPO, αναλαµβάνει ο ηπατικός HIF-2. Έδειξαν ακόµη, ότι 

ο HIF-2 που εκφράζεται στα ηπατοκύτταρα, ελέγχει τη µεταγραφή γονιδίων που κωδικοποιούν 

για πρωτεΐνες του µεταβολικού µονοπατιού του σιδήρου, αποδίδοντας έτσι, έναν καινούριο 

ρόλο στον HIF-2 στο συντονισµό της σύνθεσης της EPO που περιλαµβάνει τη ρύθµιση της 

οµοιοστασίας του σιδήρου (145). Ωστόσο, ο  µοριακός µηχανισµός της επαγωγής της 

έκφρασης της EPO που εξαρτάται από τον HIF-2 δεν έχει διαλευκανθεί πλήρως. Πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης της χρωµατίνης σε κύτταρα ηπατοκαρκινώµατος έδειξαν ότι ο  HIF-2, 

αλλά όχι ο  HIF-1, προσδένεται στα HRE του ενδογενούς γονιδίου της EPO, ενώ ο  HIF-1 

δεσµεύεται in vitro, µόνο στα HRE της ανασυνδυασµένης EPO. Βρέθηκε επίσης, ότι η 

επαγωγή της µεταγραφής του ενισχυτή της EPO από τον HIF-2 απαιτεί την παρουσία µίας 

επιπλέον αλληλουχίας στην 3΄περιοχή του ενισχυτή, η οποία εντοπίζεται δίπλα στα HRE και 

περιλαµβάνει θέσεις δέσµευσης για παράγοντες της µεταγραφής (Εικόνα 25).  
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Εικόνα 25: Στο ήπαρ, η επαγωγή της έκφρασης της EPO ως απόκριση στην υποξία,  γίνεται µε την 

πρόσδεση του HIF-2 στα στοιχεία απόκρισης που βρίσκονται στο 3΄άκρο του γονιδίου που κωδικοποιεί 

για την EPO, ενώ στους νεφρούς εντοπίζονται στη περιοχή 6-14 kb, πριν από το σηµείο έναρξης της 

µεταγραφής (138). 

 

Αυτό είναι µια ακόµη απόδειξη της συνεργασίας τ ου HIF-2 µε άλλους παράγοντες της 

µεταγραφής για την επαγωγή της έκφρασης της EPO. Ανάµεσα σε αυτούς τους συµπαράγοντες 

της µεταγραφής συγκαταλέγεται και ο USF2 (21). Επιπλέον, ο ενισχυτής του γονιδίου της EPO 

περιλαµβάνει τα στοιχεία DR2, που είναι θέσεις δέσµευσης των πυρηνικών παραγόντων. Ο 

HNF-4 (Ηepacyte Νuclear Factor-4) είναι ένας πιθανός υποψήφιος παράγοντας που µπορεί να 

συνεργάζεται ειδικά µε τον HIF-2, καθώς συνδέεται σε αλληλουχίες DR-2. Τέλος, έχει βρεθεί 

τόσο ο HNF-4, όσο και ο HIF-2α, εντοπίζονται στα σηµεία σύνθεσης της EPO στο ήπαρ και 

στους νεφρούς και φαίνεται να είναι απαραίτητος για την επαγωγή του γονιδίου της EPO σε 

υποξία σε κύτταρα ηπατοκαρκινώµατος (138, 144) 
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1.5 ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑ HIF-2 ΣΕ 

ΠΑΘΟΛΟΓΙΚΕΣ ΚΑΤΑΣΤΑΣΕΙΣ 

 
1.5.1 ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ HIF-2 ΣΤΟΝ ΚΑΡΚΙΝΟ 

Η υποξία είναι ένα από τα κύρια χαρακτηριστικά του µικροπεριβάλλοντος των όγκων. Οι 
περισσότεροι καρκινικοί όγκοι περιέχουν υποξικές περιοχές εξαιτίας της ανισορροπίας µεταξύ 
της διαθεσιµότητας και της κατανάλωσης του οξυγόνου. Σε ανθρώπινους όγκους, όπως για 
παράδειγµα του µαστού, του παχέος εντέρου, των ωοθηκών, του πνεύµονα, του προστάτη και 
των νεφρών, έχει παρατηρηθεί υπερέκφραση των HIF-1α και HIF-2α. Η υποξία, κυρίως µέσω 
της στεθεροποίησης των HIF, διευκολύνει την επιβίωση των καρκινικών κυττάρων 
προάγοντας τον αναερόβιο µεταβολισµό, τη δηµιουργία νέων αγγείων και την αντίσταση στην 
απόπτωση. Συνεπώς προωθεί κακοήθη φαινότυπο και επιθετική καρκινική συµπεριφορά. Τα 
παραπάνω σχετίζονται µε αυξηµένη µετάσταση και κακή διάγνωση σε ασθενείς σε διάφορους 
τύπους καρκίνου.  (Εικόνα 26). 

Ο HIF-1 επάγεται γρήγορα σε έντονη ή παροδική υποξία, ενώ η παρατεταµµένη υποξία ευνοεί 
την ενεργοποίηση του HIF-2. Ωστόσο, για το αν είναι ο HIF-1 ή o HIF-2, ή και οι δύο HIFs 
που προωθούν την ανάπτυξη του όγκου, αυτό εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από τη 
διαθεσιµότητα των απαιτούµενων µεταγραφικών συµπαραγόντων, και τον ρόλο των HIF-α 
υποµονάδων σε συγκεκριµένα µονοπάτια. Για παράδειγµα, η δράση του HIF-1 έχει 
συσχετιστεί κυρίως µε διαδικασίες της αποπτωτικής οδού, ενώ  HIF-2 φαίνεται να ελέγχει την 
πρόοδο του κυτταρικού κύκλου (126).  

H υπερέκφραση του HIF-2α σε συγκεκριµένους τύπους καρκίνου όπως, το διαυγοκυτταρικό 
καρκίνωµα του νεφρού (VHL-deficient ccRCC), το µη µικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύµονα 
(NSCLC) και το νευροβλάστωµα έχει συσχετιστεί µε αυξηµένη θνησιµότητα και αποτελεί 
κακό προγνωστικό δείκτη της εξέλιξης της νόσου.  
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Εικόνα 26: (Α) Στους περισσότερους συµπαγείς όγκους, η ακανόνιστη δοµή των αιµοφόρων αγγείων 
δυσχεραίνει τη διανοµή του οξυγόνου προκαλώντας υποξία. Σε συνθήκες υποξίας, σταθεροποιούνται 
οι η HIF-α υπ οµονάδες. (Β) Ο HIF-1 επάγεται γρήγορα σε έντονη ή  παροδική υποξία, ενώ η 
παρατεταµµένη υποξία ευνοεί την ενεργοποίηση του HIF-2. (Γ) Ο HIF-2 επάγει την έκφραση γονιδίων, 
τα προϊόντα των οποίων ε µπλέκονται σε λειτουργίες όπως ο κυτταρικός πολλαπλασιασµός, η 
αγγειογένεση, ο µεταβολισµός, η µετάσταση και η αντοχή σε χηµικοθεραπευτικά σχήµατα (146). (Δ) 
Υπερέκφραση HIF-2α υποονάδας σε ιστό ηπατοκαρκινώµατος.    
 

1.5.1.1 Πολλαπλασιασµός 

H απορρύθµιση της αποπτωτικής οδού αποτελεί ένα βασικό γνώρισµα των καρκινικών 

κυττάρων. Μελέτες που πραγµατοποιήθηκαν σε κύτταρα νεφρικού καρκινώµατος στα οποία 

δεν εκφράζεται η ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη VHL (Renal Cell Carcinoma RCC), έδειξαν  

ότι ο  HIF-2α επάγει τη µεταγραφή γονιδίων που κωδικοποιούν για την κυκλίνη D1, τον 

αυξητικό παράγοντα του αγγειακού ενδοθηλίου (VEGF), τον παράγοντα µετασχηµατισµού α 

(TGF-α) και παράλληλα, καταστέλλει τη µεταγραφή του γονιδίου που κωδικοποιεί για την 

προ-αποπτωτική πρωτεΐνη BNip3,  προάγοντας έτσι τον ανεξέλεγκτο κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό των καρκινικών κυττάρων (147). Ο µοριακός µηχανισµός ρύθµισης του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού από τον HIF-2α δεν έχει διαλευκανθεί πλήρως και τα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα είναι αντικρουόµενα (146). Μελέτη που πραγµατοποιήθηκε σε 

σφαιροειδή κυττάρων ηπατοκαρκινώµατος HepG2, δείχνει ότι η υπερέκφραση του HIF-2α 
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προκαλεί την µετατόπιση της έκφρασης των πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 προς το αντι-

αποπτωτικό προφίλ, προάγοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Παράλληλα, η αποσιώπηση 

του HIF-2α αυξάνει την έκφραση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών, προσδίδοντας 

πλεονέκτηµα επιβίωσης (148) (Εικόνα 26). 

Μελέτες που πραγµατοποιήθηκαν σε καρκινικά κύτταρα του παχέος εντέρου, δείχνουν ότι η 

ενεργοποίηση του HIF-2α προωθεί την ογκογένεση µέσω σηµατοδοτικών µονοπατιών που 

συµµετέχουν οι   EGFR, IGF1R και ERK/Akt, ή µέσω της σηµατοδότησης COX2/mPGES-

1/PGE2 (149, 150), ενώ αντίθετα, άλλες µελέτες προτείνουν ότι ο  HIF-2α αναστέλλει τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό (151). 

 

1.5.1.2 Μεταβολικός Επαναπρογραµµατισµός 

Ο µεταβολισµός των καρκινικών κυττάρων, µετατοπίζεται προς τη γλυκολυτική οδό 

(φαινόµενο Warburg) (152). Είναι γνωστό οτι ο HIF-1 κατέχει  κυρίαρχο ρόλο στον 

µεταβολικό επαναπρογραµµατισµό των καρκινικών κυττάρων, καθώς ρυθµίζει την έκφραση 

γονιδίων που κωδικοποιούν για ένζυµα της γλυκολυτικής οδού ένζυµα. Ωστόσο, ο ρόλος του 

HIF-2 σε αυτή τη διαδικασία είναι λιγότερο µελετηµένος. Μελέτες που πραγµατοποιήθηκαν 

σε καρκινικά κύτταρα του παχέος εντέρου έδειξαν ότι η ταυτόχρονη απουσία του HIF-1α, του 

HIF-2α, και του ογκογονιδίου KRAS, προκαλεί µείωση της έκφρασης ενζύµων που 

συµµετέχουν στην οδό της σύνθεσης των µιτοχονδριακών φωσφολιπιδίων όπως τα AGPAT7, 

ACSL5 και PCK2 µε επακόλουθη µείωση των επιπέδων της καρδιολιπίνης και την ανεπαρκή 

µιτοχονδριακή αναπνοή. Αυτός ο µηχανισµός προτείνει πως η έκφραση των  HIF-1α, HIF-2α, 

και του KRAS είναι απαραίτητη για την επίτευξη της µέγιστης παραγωγής ATP και της 

ελάχιστης παραγωγής ROS στα καρκινικά κύτταρα (153). 

 

1.5.1.3 Αγγειογένεση 

Η υποξία είναι το πρωταρχικό ερέθισµα για την αγγειογένεση στους καρκινικούς όγκους. Οι 

παράγοντες της µεταγραφής HIF κατέχουν κυρίαρχο ρυθµιστικό ρόλο στη διαδικασία της 

αγγειογένεσης. Σε συνθήκες υποξίας, ο HIF-2 επάγει την µεταγραφή των γονιδίων του κύριου 

αγγειογόνου παράγοντα, VEGF και των υποδοχέων του VEGFR-1 (Flt-1) και VEGFR-2 (Flk-

1), καθώς περιέχουν στους υποκινητές τους αλληλουχίες HREs (154). Ο VEGF είναι ο 

σηµαντικότερος  παράγοντας της αγγειογένεσης καθώς ρυθµίζει σχεδόν όλα τα στάδια αυτής 

στης διαδικασίας. Ο VEGF ρυθµίζεται µεταγραφικά και από τις δυο HIF ισοµορφές. Ωστόσο, 

έχει δειχθεί ότι ο HIF-2 προκαλεί µεγαλύτερη ενεργοποίηση του υποκινητή του συγκριτικά µε 
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τον HIF-1 (6, 28). Επιπλέον, έχει δειχθεί σε κύτταρα HMEC-1 και HUVEC, οτι ο HIF-2 σε 

συνθήκες υποξίας, προσδένεται στα HRE του υποκινητή του γονιδίου της συνθετάσης του 

νιτρικού οξειδίου του ενδοθηλίου (eNOS) και ενεργοποιεί τη µεταγραφή του (155). Το οξείδιο 

του αζώτου (ΝΟ) έχει σηµαντικό ρόλο τόσο στην διέγερση της αγγειογένεσης, αλλά και στην 

αγγειοδιαστολή (156). Άλλα γονίδια-στόχοι HIF-2 που συµµετέχουν στην αγγειογένεση είναι 

το γονίδιο που κωδικοποιεί για την ΕΡΟ (157-159) και το γονίδιο που κωδικοποιεί για τον 

υποδοχέα της αδενοσίνης Α2Α, που προάγει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, τη 

µετανάστευση και την αγγειογόνο δράση σε ανθρώπινα µικρο-ενδοθηλιακά κύτταρα του 

πνεύµονα (160). Επιπλέον, ο HIF-2 δρα µαζί µε τον παράγοντα µεταγραφής Ets-1 για την 

ενεργοποίηση της µεταγραφής των κοινών γονιδίων τους, που εκφράζονται σε ενδοθηλιακά 

κύτταρα κατά τη διάρκεια της αγγειογένεσης. Για παράδειγµα, το µόριο προσκόλλησης VE-

καντερίνη (VE-cadherin) και ο υποδοχέας του VEGF, VEGFR-2 (Flk-1), ελέγχονται από τον 

HIF-2 σε συνέργεια µε τον Ets-1 (154, 161). 

Επιπλέον, υπάρχουν πολλά αγγειογόνα γονίδια που έχει δειχθεί ότι ρυθµίζονται από τον HIF-

2, ωστόσο δεν έχουν στον υποκινητή τους αναγνωρισµένα HRE. Κάποια παραδείγµατα είναι 

το γονίδιο που κωδικοποιεί για την ιντεγκρίνη β3 (162) και το γονίδιο που κωδικοποιεί για την 

φιµπρονεκτίνη (163). Επίσης, έχει δειχθεί ότι το σηµατοδοτικό µονοπάτι που διαµεσολαβεί 

στην ωρίµανση των αγγείων και αποτελείται από τους υποδοχείς Ang-1, Ang-2 και Tie-2, 

ενεργοποιείται από τον HIF-2 (5, 163). Αυτές οι  µελέτες αποδεικνύουν ότι ο  HIF-2α έχει 

ρυθµιστικό ρόλο σε πολλά στάδια της αγγειογένεσης, γεγονός που το κατέστησε ελκυστικό 

στόχο αντικαρκινικής θεραπείας. 

 

1.5.1.4 Μετάσταση 

Η ενεργοποίηση των παραγόντων µεταγραφής HIF προωθεί τη διηθητικότητα και τη 

µεταστατική ικανότητα των καρκινικών κυττάρων. Έχει δειχθεί ότι ο  HIF-2 επάγει την 

έκφραση γονιδίων που συµµετέχουν στη διάσπαση της εξωκυττάριας µήτρας, όπως η µεταλλο-

πρωτεάση 2 (MMP-2), στη µετάβαση των κυττάρων από επιθηλιακά σε µεσεγχυµατικά  

(ΕΜΤ), όπως η Ε-καντερίνη (Ε-Cadherin) και στη µετάσταση, όπως ο παράγοντας µεταγραφής 

TWIST.  Μελέτες που πραγµατοποιήθηκαν σε ασθενείς µε καρκίνο του µαστού και του 

πνεύµονα, η εµφάνιση αποµακρυσµένων µεταστάσεων συσχετίστηκε µε υψηλά επίπεδα 

έκφρασης του HIF-2α στους πρωτοπαθείς όγκους (164, 165). Οι µοριακοί µηχανισµοί δράσης 

του HIF-2α που προωθούν τη µετάσταση αποτελούν αντικείµενο εντατικής µελέτης σε 

πολλούς τύπους καρκινικών κυττάρων. Μελέτη που πραγµατοποιήθηκε σε ποντίκια µε µη 
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µικροκυτταρικό καρκίνο των πνευµόνων (NSCLC), έδειξε οτι ο HIF-2α σε συνεργασία µε το 

ογκογονίδιο KRAS, προωθεί τη διηθητικότητα των καρκινικών κυττάρων και την 

αγγειογένεση (166).  

 

1.5.1.5 Θεραπευτικές Προσεγγίσεις 

H αναζήτηση ειδικών αναστολέων του HIF-2α µπορεί να έχει σηµαντική κλινική προσφορά, 

καθώς ο HIF-2α διακατέχει κεντρικό ρόλο στην ογκογένεση. Βιβλιογραφικά δεδοµένα, έχουν 

αναδείξει αρκετές ενώσεις που αναστέλλουν άµεσα ή έµµεσα τον HIF-2α σε διάφορα στάδια. 

Ένα από αυτά τα στάδια, είναι η αναστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης του HIF-2α, µε αναστολείς 

όπως οι 2-ME2 και ELR510444 οι οποίοι ελαττώνουν τα πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-2α 

καταστρέφοντας τη δοµή των µικροσωληνίσκων (167, 168). Σε κύτταρα νευροβλαστώµατος, 

έχει αναφερθεί ότι η τοποτεκάνη (topotecan) και ο  αναστολέας των υποδοχέων κινασών 

τυροσίνης sunitinib, µειώνουν την πρωτεϊνική σταθερότητα και µεταγραφική ενεργότητα του 

HIF-2 (122, 169). Η µετάφραση του HIF-2α ελέγχεται επίσης από την οδό του mTOR, στην 

οποία στοχεύει ο  αναστολέας PP242 (170). Μια άλλη κατηγορία αναστολέων του HIF-2α, 

προσδένονται  άµεσα στο µόριό του, και µπλοκάρουν τη µεταγραφική του δράση ή τη 

σταθερότητά του. Στην κατηγορία αυτή ανήκει ο τεχνητός προσδέτης THS-044, o µηχανισµός 

δράσης του οποίου περιλαµβάνει την πρόσδεση στην επικράτεια PAS-B του HIF-2α και την 

επακόλουθη παρεµπόδιση του διµερισµού του µε τον ARNT και πρόσδεσή του στο DNA (171-

173). Πολλοί αναστολείς του HIF-2α δρουν έµµεσα, ενισχύοντας την αποδόµησή του από το 

26S πρωτεάσωµα, όπως ο  αναστολέας της πρωτεϊνοσύνθεσης εµετίνη, τα 

ολιγοδεοξυνουκλεοτίδια JC243, JC244 και ο αναστολέας SF1126 της οδού PI3K (174-176). 

Επιπλέον, έχουν περιγραφεί αναστολείς που µειώνουν τη δράση του HIF-2 παρεµποδίζοτας 

είτε την αλληλεπίδρασή του µε τους συνενεργοποιητές CBP/p300, όπως οι FM19G11 και η 

τριχοστατίνη Α (TSA), είτε την πρόσδεση του παράγοντα PARP-1 (Poly ADP-ribose 

polymerase-1) στον υποκινητή του, όπως ο PJ34 (177-179). Τέλος, ο αναστολέας PT2385 που 

έχει δειχθεί ότι δρα ως εξειδικευµένος ανταγωνιστής του HIF-2α και συµβάλλει στην 

αναστολή της αγγειογένεσης, βρίσκεται σε φάση I κλινικής δοκιµής σε ασθενείς µε 

προχωρηµένο ή µεταστατικό καρκίνο ccRCC (180, 181) (Εικόνα 27). 
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Εικόνα 27: Η πρόσδεση του PT2385 στην επικράτεια PAS-B του HIF-2α διασπά το ετεροδιµερές σύµπλοκο 
HIF-2α/ARNT. (A) Χηµική δοµή του αναστολέα PT2385. (B) Διάγραµµα της κρυσταλλικής δοµής της 
επικράτειας HIF-2α PAS-B* (πράσινο), της επικράτειας ARNT PAS-B* (µπλε) και του PT2385 (µωβ) (181). 
 

1.6 Η 1,25-διϋδροξυ-βιταµίνη D3 (1,25(ΟΗ)2D3) 

1.6.1 Ο ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΣ ΤΗΣ 1,25-ΔΙΫΔΡΟΞΥ-ΒΙΤΑΜΙΝΗΣ D3  

Η 1,25-διϋδροξυ-βιταµίνη D3 (1,25(ΟΗ)2D3), είναι η βιολογικά δραστική µορφή της 

βιταµίνης D3 και αποτελεί την βασική ορµόνη της οµοιοστασίας των οστών. Η βιταµίνη D3 

µπορεί να ληφθεί από τη διατροφή (από γαλακτοκοµικά προϊόντα και λιπαρά ψάρια). Ωστόσο, 

η µέγιστη πρόσληψη βιταµίνης D3 επιτυγχάνεται µέσω της σύνθεσής της στο δέρµα µετά από 

έκθεση στην ηλιακή ακτινοβολία. Η έκθεση του δέρµατος σε υπεριώδες φως (270-300nm) 

καταλύει το πρώτο βήµα της βιοσύνθεσης της βιταµίνης D3, καθώς προκαλεί τη µετατροπή 

της 7-δεϋδροχοληστερόλης (7-DHC)  σε προ-βιταµίνη D3, η οποία στη συνέχεια 

ισοµεριώνεται σε βιταµίνη D3. Ο βιολογικά δραστικός µεταβολίτης 1,25(OH)2D3, προκύπτει 

από τρία στάδια µεταβολισµού της βιταµίνης D3 που εκτελούνται από οξειδάσες του 

κυτοχρώµατος P450 µικτής λειτουργίας (CYP). Αρχικά, η D3 υδροξυλιώνεται στο ήπαρ από 

την υδροξυλάση CYP2D25 και προκύπτει η 25-υδροξυ-βιταµίνη D3 (25OHD3). Στη συνέχεια,  

η 25OHD3 υδροξυλιώνεται από την υδροξυλάση CYP27B1 κυρίως στα κύτταρα του εγγύς 

σπειραµατικού σωληναρίου του νεφρού και προκύπτει ο  βιολογικά δραστικός µεταβολίτης 

1,25(OH)2D3 (Εικόνα 28) (182).  
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Εικόνα 28: Σχηµατική απεικόνιση του µεταβολισµού της βιταµίνης D. (DOI: 10.1093/eurheartj/eht166) 

 

Η παραγωγή της 1,25(OH)2D στους νεφρούς διεγείρεται από την παραθυρεοειδή ορ µόνη 

(PTH) και αναστέλλεται από αυξηµένη συγκέντρωση ασβεστίου, φωσφόρου και από τον 

αυξητικό παράγοντα ινοβλαστών 23 (FGF23). Η συγκέντρωση της 1,25(OH)2D ρυθµίζεται µε 

έναν µηχανισµό αρνητικής ανατροφοδότησης. Ειδικότερα, όταν η συγκέντρωση της  

1,25(OH)2D είναι πολύ υψηλή, διεγείρεται ο  καταβολισµός της µέσω της επαγωγής της 

έκφρασης της υδροξυλάσης CYP24A1. Η 25 (OH)D και 1,25 (OH)2D υδροξυλιώνονται από 

την υδροξυλάση CYP24A1 και σχηµατίζουν τους βιολογικά αδρανείς µεταβολίτες 

24,25(OH)2D και 1,24,25(OH)3D, αντίστοιχα.  

 

1.6.2 ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΔΡΑΣΗΣ ΤΗΣ 1,25(OH)2D 

1.6.2.1 Γενωµικός µηχανισµός δράσης  

Οι περισσότερες βιολογικές δράσεις της 1,25(OH)2D, διαµεσολαβούνται από τον υποδοχέα 

της βιταµίνης D3 (VDR). Ο VDR  είναι µέλος της υπεροικογένειας των υποδοχέων πυρηνικών 

ορµονών (183). Η πρόσδεση της 1,25(OH)2D προκαλεί αλλαγές στη διαµόρφωση του VDR 

διευκολύνοντας τον ετεροδιµερισµό του µε τον υποδοχέα του ρετινοειδούς Χ (RXR).  Το 

σύµπλοκο αυτό, προσδένεται σε ειδικές αλληλουχίες του υποκινητή γονιδίων στόχων του 

VDR, που ονοµάζονται στοιχεία απόκρισης στη βιταµίνη D3 (VDREs). Η δέσµευση του 

συµπλόκου στα VDRE, προκαλεί τη στρατολόγηση πρωτεϊνών που διεγείρουν τη µεταγραφή 

µέσω αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης που επιτρέπει την προσάραξη των βασικών 
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παραγόντων του συµπλόκου έναρξης της µεταγραφής (Εικόνα 29). Έτσι, ο VDR λειτουργεί 

ως παράγοντας της µεταγραφής που προσδένεται στις αλληλουχίες VDREs της περιοχής του 

υποκινητή γονιδίων που αποκρίνονται στην βιταµίνη D3 και επηρεάζει τον ρυθµό της 

διαµεσολαβούµενης από την RNA πολυµεράση ΙΙ µεταγραφής (184).  

 

1.6.2.2 Μη γενωµικός µηχανισµός δράσης  

Οι µη γενωµικές δράσεις της 1,25(ΟΗ)2D, είναι γρήγορες και περιλαµβάνουν τη ρύθµιση 

σηµατοδοτικών µονοπατιών, που µπορεί να επηρεάσουν έµµεσα τη µεταγραφή γονιδίων, µέσω 

διασταυρούµενης σ ηµατοδότησης. Η µη γενωµική δράση της αυτή 1,25(ΟΗ)2D, 

διαµεσολαβείται από έναν υποδοχέα της κυτταρικής µεµβράνης που είναι λιγότερο 

χαρακτηρισµένος από τον πυρηνικό VDR (185). Παραδείγµατα σηµατοδοτικών µονοπατιών 

που ρυθµίζονται από τη δράση της 1,25(ΟΗ)2D, είναι η οδός των κινασών ΜΑΡΚ (186), το 

µονοπάτι της κινάσης της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης 3 ΡΙ3Κ/Αkt  (187) η οδός της κινάσης 

πρωτεϊνών που εξαρτάται από το σύµπλοκο Ca2+/καλµοδουλίνης CaMKII  και της 

φωσφολιπάση C PLC (188). Στόχοι αυτών των κινασών πρωτεϊνών είναι παράγοντες 

µεταγραφής, για παράδειγµα ο SP1 (πρωτεΐνη ειδικότητας 1), που δεσµεύονται στους 

υποκινητές γονιδίων στόχων τους και η έκφρασή τους κατά συνέπεια ρυθµίζεται έµµεσα από 

την 1,25(ΟΗ)2D (184) (Εικόνα 29). 

Η πιο διαδεδοµένη µη γενωµική δράση της 1,25(ΟΗ)2D, είναι η γρήγορη απορρόφηση του 

Ca2+ από τα εντερικά κύτταρα. Η 1,25(ΟΗ)2D συνδέεται στον υποδοχέα της κυτταρικής 

µεµβράνης ενεργοποιεί πολυάριθµους σηµατοδοτικούς καταρράκτες. Η ενεργοποίηση του 

σηµατοδοτικού µονοπατιού της κινάσης πρωτεϊνών C (PKC) προκαλεί την ταχεία 

απελευθέρωση Ca2+από τα τασεο- εξαρτώµενα κανάλια Ca2+. Η απελευθέρωση Ca2+, προκαλεί 

την ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού καταρράκτη Raf-MEK-ERK (185). 
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Εικόνα 29: Σχηµατική απεικόνιση των µοριακών µηχανισµών δράσης της 1,25(OH)2D 
 

1.6.3 Ο ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ 1,25(ΟΗ)2D ΣΤΟΝ ΚΑΡΚΙΝΟ 

Υπάρχουν πολλά βιβλιογραφικά δεδοµένα που καταδεικνύουν την αντικαρκινική δράση της 

1,25(ΟΗ)2D (189-191). Η αντικαρκινική δράση της 1,25(ΟΗ)2D αποδίδεται κυρίως στην 

αναστολή την ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων, µέσω της διακοπής του κυτταρικού 

κύκλου και τη διέγερση της απόπτωσης (192-195).  

Μελέτες σε κύτταρα καρκίνου του προστάτη PC3, έδειξαν ότι η 1,25(ΟΗ)2D προκαλεί αύξηση 

της έκφρασης των αναστολέων των κινασών που εξαρτώνται από κυκλίνες  p21Waf/Cip1 και 

p27Kip1, και ταυτόχρονη µείωση της έκφρασης της κινάσης που εξαρτάται από κυκλίνες   

CDK2. Έτσι, η  πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώµατος δεν φωσφορυλιώνεται επαρκώς, και 

προωθείται η διακοπή του κυτταρικού κύκλου στη φάση G1/G0. Μέσω αυτού του µηχανισµού, 

αναστέλλει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό	(196-199). Επιπλέον, η 1,25(ΟΗ)2D αυξάνει την 

έκφραση της αποπτωτικής πρωτεΐνης Bax ενώ ταυτόχρονα µειώνει την έκφραση της αντι-

αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl2, προωθώντας έτσι την ενεργοποίηση της αποπτωτικής οδού σε 

καρκινικά κύτταρα του προστάτη του και µαστού (200). 

Η δράση της 1,25(ΟΗ)2D έχει επίσης συνδεθεί µε τη διαφοροποίηση τόσο φυσιολογικών όσο 

και καρκινικών κυττάρων. Έχει δειχθεί ότι διεγείρει τη διαφοροποίηση των ανώριµων 

αιµοποιητικών κυττάρων της µυελοειδούς σειράς σε ώριµα κύτταρα. Ειδικότερα, έχει δειχτεί 

ότι η 1,25(ΟΗ)2D αναστέλλει τη µεταγραφή του ογκογονιδίου c-myc στα ανθρώπινα κύτταρα 

προµυελοκυτταρικής λευχαιµίας HL-60 διεγείροντας τη διαφοροποίησή τους σε ώριµα 
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ουδετερόφιλα (201). Με παρόµοιο µηχανισµό, δηλαδή µέσω αναστολής της έκφρασης του 

ογκογονιδίου c-myc, η 1,25(ΟΗ)2D αναστέλλει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό καρκινικών 

κυττάρων του προστάτη που αποκρίνονται σε ανδρογόνα (202). 

Είναι γνωστό ότι η  φλεγµονή είναι ένας παράγοντας που πυροδοτεί την ανάπτυξη πολλών 

καρκινικών όγκων (203-205). Οι φλεγµονώδεις παράγοντες όπως οι  κυτταροκίνες, οι 

προσταγλανδίνες (PGs) και οι δραστικές ρίζες οξυγόνου (ROS),  ενεργοποιούν σηµατοδοτικά 

µονοπάτια που προωθούν την ογκογένεση. Μελέτες που πραγµατοποιήθηκαν σε καρκινικά 

κύτταρα µαστού και προστάτη υποδεικνύουν ότι η 1,25(ΟΗ)2D διαθέτει αντιφλεγµονώδη 

δράση, καθώς ρυθµίζει κύριες σηµατοδοτικές οδούς που εµπλέκονται στη φλεγµονή. 

Ειδικότερα, η 1,25(ΟΗ)2D αναστέλλει την κινάση που ενεργοποιείται από το στρες p38 σε 

κύτταρα του προστάτη (206), αναστέλλει τη σύνθεση και της προσταγλαδίνης (PG) (207) και 

τέλος, αναστέλλει τη σηµατοδότηση του πυρηνικού παράγοντα κΒ (ΝF-κΒ) (208-210).   

Η αγγειογένεση, είναι κρίσιµη διαδικασία για την ανάπτυξη, την εξέλιξη και τη µετάσταση 

των καρκινικών όγκων (211). Όπως αναλύθηκε σε προηγούµενη ενότητα, ο VEGF είναι ο πιο 

σηµαντικός παράγοντας διέγερσης της αγγειογένεσης. Η αγγειογένεση πυροδοτείται από την 

τοπική υποξία. Η διέγερση της αγγειογένεσης ως απόκριση στην υποξία, προκαλείται από τους  

HIF, που ενεργοποιούν άµεσα την έκφραση πολλών αγγειογενετικών παραγόντων όπως ο 

VEGF	(28, 212). Σε µοριακό επίπεδο, η 1,25(ΟΗ)2D ασκεί την αντι-αγγειογενετική δράση της 

ρυθµίζοντας την έκφραση βασικών παραγόντων που ελέγχουν την αγγειογένεση. Έχει δειχθεί 

ότι η 1,25(ΟΗ)2D µειώνει την έκφραση του VEGF σε διάφορες καρκινικές σειρές, µέσω της 

µείωσης της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1 (213). 

1.6.4 ΣΗΜΕΙΑ ΣΥΓΚΛΙΣΗΣ ΣΗΜΑΤΟΔΟΤΙΚΩΝ ΜΟΝΟΠΑΤΙΩΝ ΠΟΥ 

ΡΥΘΜΙΖΟΝΤΑΙ ΑΠΟ ΤΗ ΔΡΑΣΗ ΤΗΣ 1,25(ΟΗ)2D ΚΑΙ ΤΩΝ HIF 

Πρόσφατες βιβλιογραφικές αναφορές καταδεικνύουν σηµεία σύγκλισης των σηµατοδοτικών 

µονοπατιών που ρυθµίζονται από τη δράση της 1,25(ΟΗ)2D και των HIF. Ανάµεσα στα πολλά 

γονίδια στόχους των µεταγραφικών παραγόντων HIF, συγκαταλέγεται και το γονίδιο της 

δισµουτάσης του υπεροξειδίου 2 (SOD2). Ειδικότερα, η SOD2 είναι γνωστό ότι αποτελεί 

ειδικό γονίδιο στόχο του HIF-2. Βιβλιογραφικές αναφορές έχουν δείξει ότι η  1,25(ΟΗ)2D 

επάγει την έκφραση των αντιοξειδωτικών γονιδίων SOD1 και SOD2 σε κύτταρα καρκίνου του 

προστάτη LNCaP και PECs (214, 215). Έχει επίσης δειχθεί ότι η 1,25(ΟΗ)2D αναστέλλει το 

σηµατοδοτικό µονοπάτι του πυρηνικού παράγοντα κΒ (ΝF-κΒ) (208-210) που έχει δειχθεί  ότι 

εµπλέκεται στη ρύθµιση της HIF-1α υποµονάδας σε µεταγραφικό επίπεδο (216, 217). Έχει 
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επίσης αναφερθεί στη βιβλιογραφία ότι η  1,25(ΟΗ)2D εµπλέκεται σηµαντικά στη ρύθµιση 

σηµατοδοτικών µονοπατιών κινασών πρωτεϊνών. Πρόσφατη µελέτη που πραγµατοποιήθηκε 

σε ηπατικά καρκινικά κύτταρα HepG2, αποκαλύπτει ότι η 1,25(ΟΗ)2D3 αναστέλλει  τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό τους µέσω ενεργοποίησης της φωσφατάσης PTEN και 

επακόλουθη αναστολή του µονοπατιού PI3K/Akt (187). Το µονοπάτι PI3K/Akt είναι γνωστό 

ότι είναι υπεύθυνο για τη ρύθµιση τ ης µετάφρασης των HIF-α υποµονάδων (218). Τέλος, 

υπάρχουν πολλές βιβλιογραφικές αναφορές που δείχνουν ότι η  1,25(ΟΗ)2D επιδρά στο 

σηµατοδοτικό µονοπάτι των τις ERK1/2, οι οποίες ρυθµίζουν τη λειτουργία των HIF-1α (111, 

112) και HIF-2α (Gkotinakou et al., 2019  J.Cell Sci in press) υποµονάδων.  

1.6.5 ΔΡΑΣΗ ΤΗΣ 1,25(ΟΗ)2D ΣΤΟ ΣΗΜΑΤΟΔΟΤΙΚΟ ΜΟΝΟΠΑΤΙ ΤΩΝ HIF 

Υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδοµένα που υποστηρίζουν ότι η HIF-1α υποµονάδα ρυθµίζεται 

από την 1,25(ΟΗ)2D. Ειδικότερα, στον υποκινητή του γονιδίου του HIF-1α έχουν 

ταυτοποιηθεί στοιχεία απόκρισης στη βιταµίνη D (VDREs)(219) . Συνεπώς, η 1,25(ΟΗ)2D σε 

σύµπλοκο µε τον ενεργοποιηµένο VDR προσδένεται σε αυτά και ελέγχει την έκφραση του 

HIF-1α. Η πρώτη µελέτη της επίδρασης της 1,25(OH)2D στον HIF-1α σε συνθήκες υποξίας 

πραγµατοποιήθηκε το 2007 από τους (213). Σε αυτή τη µελέτη, αποκαλύφθηκε ότι ένα 

σηµαντικό µέρος της αντι-αγγειογενετικής δράσης της 1,25(OH)2D διαµεσολαβείται από τον 

HIF-1. Ειδικότερα, αναφέρθηκε ότι η 1,25(ΟΗ)2D προκαλεί µείωση της έκφρασης της 

πρωτεΐνης του HIF-1α µε επακόλουθη µείωση της έκφρασης του αγγειακού ενδοθηλιακού 

αυξητικού παράγοντα (VEGF) σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα του πνεύµονα και του ορθού. 

Έδειξαν ακόµη, ότι η 1,25(ΟΗ)2D δρα αναστέλλοντας τη µεταγραφική δράση του HIF-1α και 

την επακόλουθη έκφραση ειδικών γονιδίων στόχων του, συµπεριλαµβανοµένων των γονιδίων 

του VEGF, της ενδοθηλίνης 1 (ΕΤ-1) και του µεταφορέα της γλυκόζης 1 (Glut-1) στην 

καρκινική σειρά κυττάρων του πνεύµονα CL-1. Στην µελέτη αυτή ωστόσο, χρησιµοποιούνται 

αρκετά υψηλές συγκεντρώσεις της 1,25(ΟΗ)2D από 0,1 έως 1µΜ, που απέχουν πολύ από τις 

φυσιολογικές συγκεντρώσεις της βιταµίνης που παρατηρούνται στην κυκλοφορία. Αντίθετα, 

µια άλλη ερευνητική οµάδα έδειξε ότι η 1,25(OH)2D επάγει την έκφραση των  HIF-1α και 

HIF-2α σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου (νορµοξία) σε διαφοροποιηµένα 

επιθηλιακά κύτταρα και σε µακροφάγα (51). 

Παρόλο που υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδοµένα που δείχνουν ότι η HIF- 1α υποµονάδα 

ρυθµίζεται από τον τελικό βιοδραστικό µεταβολίτη της βιταµίνης D, την 1,25(ΟΗ)2D, δεν 

υπάρχουν αναφορές που να συνδέουν την 1,25(ΟΗ)2D µε τον HIF-2α. 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

Ο HIF-2 είναι µέλος της οικογένειας των επαγόµενων από την υποξία µεταγραφικών 

παραγόντων και εµπλέκεται τόσο σε φυσιολογικές λειτουργίες, όπως η ανάπτυξη των 

οργανισµών, αλλά και σε παθολογικές καταστάσεις όπως ο  καρκίνος. Η βιβλιογραφία 

περιγράφει πως έχει παρά τις πολλές οµοιότητες µε το πρώτο και καλά χαρακτηρισµένο µέλος 

της οικογένειας, τον ΗΙF-1. Ωστόσο, καθηµερινά συσσωρεύονται ενδείξεις ότι HIF-2 διαθέτει 

µοναδικούς µεταγραφικούς στόχους και διαφορετικούς ρόλους από τον HIF-1 σε καταστάσεις 

όπως η ερυθροποίηση, η αγγειογένεση, ο  πολλαπλασιασµός και η µετάσταση του όγκου. Η 

υπάρχουσα βιβλιογραφία γ ια τις λειτουργίες του HIF-2 σε αυτές τις καταστάσεις είναι σε 

πολλές περιπτώσεις αµφιλεγόµενη αλλά και περιορισµένη, καθώς οι  περισσότερες µελέτες 

επικεντρώνονται στον HIF-1. Πρέπει να σηµειωθεί ότι η έκφραση της HIF-2α υποµονάδας 

είναι ιστοειδική, εκφράζεται πιο ισχυρά στο ενδοθήλιο και στα ηπατοκύτταρα και η δράση του 

σε αυτούς τους ιστούς φαίνεται να υπερισχύει έναντι του HIF-1α. Επιπλέον, το γεγονός ότι οι 

δυο ισοµορφές HIF έχουν διακριτούς και σε αρκετές περιπτώσεις αντίθετους ρόλους, 

αναδεικνύει τη σηµασία της διαλεύκανσης των µοριακών µηχανισµών ρύθµισης του HIF-2. 

Ο HIF-2 δρα ως ετεροδιµερές σύµπλοκο που αποτελείται από µια α υποµονάδα (HIF-

2α) που επάγεται από την υποξία και µια συνεχώς εκφραζόµενη υποµονάδα HIF-1β ή ARNT. 

Η HIF-2α υποµονάδα ρυθµίζεται και από µηχανισµούς που δεν εξαρτώνται από το οξυγόνο. 

Οι µετά-µεταφραστικές τροποποιήσεις είναι από τους πιο σηµαντικούς µηχανισµούς ρύθµισης 

του HIF-2, καθώς επηρεάζουν τη σταθερότητα του HIF-2α, τη µεταγραφική δράση του HIF-2 

και την αλληλεπίδρασή του µε άλλες πρωτεΐνες.  

Στη βιβλιογραφία περιγράφεται ότι η ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού µονοπατιού των 

κινασών που ρυθµίζονται από εξωκυττάρια σήµατα ERK (Extracellular signal Regulated 

Kinases), συµµετέχει στη ρύθµιση κυτταρικών λειτουργιών στις οποίες φαίνεται να 

διαδραµατίζει καθοριστικό ρόλο και ο HIF-2, όπως ο κυτταρικός κύκλος, ο πολλαπλασιασµός, 

η κυτταρική µετανάστευση και η διαφοροποίηση.  Αν και παλαιότερα, η ενεργοποίηση του 

µονοπατιού των ERK1/2 είχε συσχετιστεί µε τη λειτουργία του HIF-2, ο µοριακός µηχανισµός 

που ελέγχει την δράση του µεταγραφικού παράγοντα παραµένει αδιευκρίνιστος. 

Στόχος της πρώτης ενότητας της διδακτορικής διατριβής ήταν η µελέτη της ρύθµισης 

της δράσης του HIF-2 από τις κινάσες που ρυθµίζονται από εξωκυττάρια σήµατα  

(Extracellular signal Regulated Kinases, ERK1/2). Ειδικότερα, στόχος της διατριβής ήταν να 

διερευνηθεί εάν ο HIF-2α είναι υπόστρωµα των ERK1/2, να προσδιοριστούν τα κατάλοιπα  
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που φωσφορυλιώνονται και να διαλευκανθεί ο µοριακός µηχανισµός ρύθµισης του HIF-2 από 

τις ERK1/2. 

Η υπερέκφραση της HIF-2α υποµονάδας σχετίζεται µε άσχηµη εξέλιξη σε πολλούς 

τύπους καρκίνου και τα τελευταία χρόνια ο  HIF-2 αποτελεί αντικείµενο µελέτης ως στόχος 

θεραπευτικών αντικαρκινικών παρεµβάσεων. Η βιοδραστική µορφή της βιταµίνης D, η 

1,25(OH)2D, έχει αναφερθεί ότι διαθέτει αντικαρκινικές ιδιότητες. Πρόσφατες βιβλιογραφικές 

αναφορές καταδεικνύουν σηµεία σύγκλισης των σηµατοδοτικών µονοπατιών που ρυθµίζονται 

από τη δράση της 1,25(ΟΗ)2D και των HIF. Ωστόσο, παραµένει άγνωστο αν η 1,25(ΟΗ)2D, 

ρυθµίζει τη λειτουργία του HIF-2. Στόχος της δεύτερης ενότητας της παρούσας διδακτορικής 

διατριβής, ήταν µελετηθεί η επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D, στο µονοπάτι ενεργοποίησης του HIF-

2 και συγκεκριµένα στην έκφραση της πρωτεΐνης του HIF-2α και στη µεταγραφική ενεργότητα 

του HIF-2 και να συγκριθεί µε την αντίστοιχη επίδρασή της στον HIF-1. Έτσι, η διευκρίνηση 

του µηχανισµού της επίδρασης της 1,25(ΟΗ)2D στη λειτουργία του HIF-2, µπορεί να οδηγήσει 

στην χρήση της 1,25(ΟΗ)2D ως πρότυπης ουσίας για την ανάπτυξη θεραπευτικών 

παρεµβάσεων σε νόσους που σχετίζονται µε την υποξία, όπως ο καρκίνος.   
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2. YΛΙΚΑ-ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1 ΥΛΙΚΑ 

2.1.1 ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΕΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιµοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές: 

 

 
 

2.1.2 ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ 

2.1.2.1 Βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν για κλωνοποίηση και υπερέκφραση 

πλασµιδίων 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιµοποιήθηκαν τα στελέχη του βακτηρίου E.coli: 

 

Στέλεχος Εταιρεία Ανθεκτικότητα 

TOP10 Invitrogen στρεπτοµυκίνη 

 

Το στέλεχος αυτό είναι γενετικά τροποποιηµένο ώστε να επιτρέπει τη σταθερή αναπαραγωγή 

πλασµιδίων µε υψηλό αριθµό αντιγράφων. Τα TOP10 χρησιµοποιήθηκαν για κάθε εφαρµογή 

κλωνοποίησης. 

2.1.2.2 Βακτηριακά στελέχη για υπερέκφραση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιµοποιήθηκαν τα στελέχη του βακτηρίου E.coli: 

 

Στέλεχος Εταιρεία Ανθεκτικότητα 

BL21 RIL Stratagene χλωραµφαινικόλη 

BL21 GOLD (DE3) Agilent Technologies τετρακυκλίνη 

Rosetta 2 Novagen χλωραµφαινικόλη 

B834 (DE3) Novagen - 

B834 pLysS Agilent Technologies τετρακυκλίνη 

Origami 2 Agilent Technologies τετρακυκλίνη, καναµυκίνη 
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Τα παραπάνω στελέχη της E.coli είναι γενετικά τροποποιηµένα ώστε να µην εκφράζουν τις 

πρωτεάσες Lon και ΟmpT. Για αυτό το λόγο είναι ιδανικά για την έκφραση ανασυνδυασµένων 

πρωτεϊνών (220). Το στέλεχος BL21 RIL περιέχει επιπλέον αντίγραφα των γονιδίων argU, 

ileY και leuW tRNA. Τα γονίδια αυτά κωδικοποιούν tRNAs που αναγνωρίζουν τα κωδικόνια 

αργινίνης AGA και AGG, το κωδικόνιο ισολευκίνης AUA και το κωδικόνιο λευκίνης CUA 

αντίστοιχα (Agilent. Competent cells). Το στέλεχος Rosetta 2 περιέχει το πλασµίδιο pRARE2 

το οποίο κωδικοποιεί τα γονίδια ileY, argU, leuW, proL και glyT  tRNA (Novagen. Competent 

cells).	Tα γονίδια αυτά κωδικοποιούν tRNAs που αναγνωρίζουν τα κωδικόνια ισολευκίνης 

AUA, αργινίνης AGG και AGA, λευκίνης CUA, προλίνης CCC και γλυκίνης GGA. Η 

διαθεσιµότητα των tRNAs στα παραπάνω στελέχη επιτρέπει υψηλού επιπέδου έκφραση 

ετερόλογων ανασυνδυασµένων γονιδίων σε περιπτώσεις όπου η µετάφραση θα περιοριζόταν 

από τη χρήση των κωδικονίων της E.coli. Το στέλεχος Β 834 pLysS φέρει το πλασµίδιο 

pACYC184 που κωδικοποιεί την Τ7 λυσοζύµη, που είναι φυσικός αναστολέας της Τ7 RNA 

πολυµεράσης και χρησιµεύει στην καταστολή της βασικής έκφρασης των γονιδίων υπό τον 

έλεγχο του υποκινητή Τ7.  

2.1.3 ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΙ ΦΟΡΕΙΣ 

Τα πλασµίδια είναι κυκλικά, δίκλωνα µόρια DNA και περιέχουν ένα µικρό µέρος της γενετικής 

πληροφορίας των βακτηριακών κυττάρων. Τα βακτήρια µπορεί να περιέχουν ένα ή και 

περισσότερα πλασµίδια. Αντιγράφονται ανεξάρτητα από το βακτηριακό χρωµοσωµικό DNA. 

Τα πλασ µίδια χρησιµοποιούνται για την έκφραση συγκεκριµένων γονιδίων. Το γονίδιο 

ενδιαφέροντος κλωνοποιείται σε έναν κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα που φέρει γονίδιο 

ανθεκτικότητας σε κάποιο αντιβιοτικό. Πιο συγκεκριµένα, το γονίδιο εισάγεται σε µια ειδική 

περιοχή του φορέα, που ονοµάζεται  πολυσυνδέτης (multiple cloning site, MCS). Η περιοχή 

αυτή περιέχει  νουκλεοτιδικές αλληλουχίες αναγνώρισης από περιοριστικές ενδονουκλεάσες. 

Έτσι είναι δυνατή η εισαγωγή ενός τµήµατος DNA µετά από πέψη µε περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες. 

Τα πλασµίδια που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διδακτορική διατριβή είναι τα εξής: 

Πλασµίδιο Προµηθευτής Ανθεκτικότητα 

pBlueScript II KS+ Agilent αµπικιλλίνη 

pFLAG-CMVTM-2 Sigma αµπικιλλίνη 

pGEX-4T1 Amersham αµπικιλλίνη 

pEGFP-C1 Clonetech καναµυκίνη 
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pGL3-VEGF-5HRE 
Dr. Giaccia (Department of Medicine, 

University of Stanford) 

αµπικιλλίνη 

pCI-Renilla Promega αµπικιλλίνη 

 

pBlueScript II KS+  

Ο φορέας pBlueScript II KS+ φέρει στην αλληλουχία του τον υποκινητή lacZ. Όταν 

εκφράζεται σε βακτήρια τους προσδίδει µπλε χρώµα. Ο φορέας αυτός χρησιµοποιήθηκε για 

την κατασκευή των µεταλλαγµένων µορφών του HIF-2α µε in vitro στοχευµένη 

µεταλλαξιγένεση (Εικόνα 30). 

 

																				 	
Εικόνα 30: Ο πλασµιδιακός φορέας pBlueScript II KS+ 

 

pFLAG-CMVTM-2 

Ο φορέας pFLAG-CMVTM-2 φέρει τον υποκινητή του κυτταροµεγαλοϊού CMV επιτρέποντας 

έτσι την έκφραση µιας κλωνοποιηµένης cDNA αλληλουχίας σε κύτταρα ευκαρυωτικών 

οργανισµών. Στο 5΄άκρο της περιοχής πολλαπλής κλωνοποίησης (Multiple Cloning Site, 

MCS) περιέχει µια αλληλουχία που κωδικοποιεί τον επίτοπο FLAG (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-

Asp-Asp-Lys). Σε αυτόν τον φορέα κλωνοποιήθηκαν τα cDNA των διαφόρων µορφών του 

HIF-2α πλήρους µήκους (WT, S672A, S672D, L662A/ L677A, L662A/ L6677A/ S672A) στη 
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θέση αναγνώρισης της περιοριστικής ενδονουκλεάσης BamHI, που βρίσκεται εντός της MCS 

και µετά την αλληλουχία που κωδικοποιεί τον επίτοπο FLAG (Εικόνα 31). 

 

																									 	
Εικόνα 31: Ο πλασµιδιακός φορέας pFLAG-CMVTM-2   
 

pGEX-4T1 

Ο φορέας pGEX-4T1 είναι ένας πλασµιδιακός φορέας έκφρασης πρωτεϊνών σε βακτήρια. Η 

έκφραση των κλωνοποιηµένων cDNA βασίζεται στην παρουσία του υποκινητή tac που 

βρίσκεται υπό τον έλεγχο του καταστολέα laqI. Η έκφραση του lacI βρίσκεται υπό τον έλεγχο 

του υποκινητή  lacIq. Στο 5΄ άκρο τ ης περιοχής του πολυσυνδέτη (Multiple Cloning Site, 

MCS) περιέχει µια αλληλουχία που κωδικοποιεί για την S- τρανσφεράση της γλουταθειόνης 

(GST). Επιτρέπει έτσι, τη χηµική επαγωγή της έκφρασης της κλωνοποιηµένης cDNA 

αλληλουχίας σε σύντηξη µε την GST σε βακτηριακά κύτταρα η οποία επιτυγχάνεται µε την 

προσθήκη στην καλλιέργεια του ανάλογου της αλλολακτόζης Isopropyl β -D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) το οποίο δεσµεύεται στον καταστολέα laqI και επιτρέπει την 

έκφραση της χιµαιρικής πρωτεΐνης µε υψηλή απόδοση. Οι συζευγµένες µε GST πρωτεΐνες 

µπορούν να αποµονωθούν εύκολα µε τη χρήση σφαιριδίων σεφαρόζης 4Β συζευγµένων µε 

γλουταθειόνη. Η GST µπορεί να αποκοπεί από την χιµαιρική πρωτεΐνη µέσω της ύπαρξης της 

αλληλουχίας αναγνώρισης θρο µβίνης µεταξύ της GSΤ και του ανασυνδυασµένου 

πολυπεπτιδίου. Στον φορέα αυτό κλωνοποιήθηκαν τα cDNA των διαφόρων µορφών του HIF-

2α πλήρους µήκους (WT, T626A, S672A) καθώς και µικρότερων τµηµάτων του (1-542,1- 560, 
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1- 620, 1-640, 1-679, 640-870, 680-870), στην αλληλουχία που αναγνωρίζει η περιοριστική 

ενδονουκλεάση BamHI, που βρίσκεται στην περιοχή του πολυσυνδέτη MCS και µετά από την 

αλληλουχία που κωδικοποιεί για την GST (Εικόνα 32). 

	
 

Εικόνα 32: Ο πλασµιδιακός φορέας pGEX-4T1 

 

pEGFP-C1 

Ο φορέας pEGFP-C1 φέρει τον υποκινητή του κυτταροµεγαλοϊού CMV επιτρέποντας έτσι την 

έκφραση µιας κλωνοποιηµένης cDNA αλληλουχίας σε κύτταρα ευκαρυωτικών οργανισµών. 

Στο 5΄άκρο της περιοχής του πολυσυνδέτη MCS, περιέχει µια αλληλουχία που κωδικοποιεί 

για την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP (Εικόνα 33). Σε αυτόν τον φορέα 

κλωνοποιήθηκαν τα cDNA των διαφόρων µορφών του τµήµατος 640- 679 του HIF-2α (WT, 

S672A, S672D, L662A/ L677A, L662A/ L6677A/ S672A) στην αλληλουχία αναγνώρισης της 

περιοριστικής ενδονουκλεάσης BamHI, που βρίσκεται στην MCS και µετά από την 

αλληλουχία που κωδικοποιεί τον επίτοπο FLAG. 
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Εικόνα 33: Ο πλασµιδιακός φορέας pGEX-4T1 

 

pGL3-VEGF-5HRE  

Ο φορέας pGL3-VEGF-5HRE φέρει τα χαρακτηριστικά του πλασµιδιακού φορέα pGL3-

Basic. Πιο συγκεκριµένα, φέρει τον υποκινητή του ιού SV40. Επιπλέον, περιέχει 5 

επαναλήψεις των στοιχείων απόκρισης στην υποξία (Hypoxia Responsive Elements, HREs) 

του γονιδίου VEGF, στις αλληλουχίες αναγνώρισης των περιοριστικών ενδονουκλεασών BglII 

και KpnI εντός της MCS και πριν από την αλληλουχία που κωδικοποιεί για τη λουσιφεράση 

της πυγολαµπίδας. Το πλασµίδιο αυτό χρησιµοποιήθηκε σε πειράµατα µέτρησης 

µεταγραφικής ενεργότητας των HIF-1 και HIF-2 και αποτελεί ευγενική χορηγία του Dr. 

Giaccia (Department of Medicine, University of Stanford) (Εικόνα 34). 
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Εικόνα 34: Ο πλασµιδιακός φορέας pGL3-Basic 

 

pCI-Renilla  

Φέρει τον υποκινητή του ιού SV40. Το πλασµίδιο αυτό εκφράζει τη λουσιφεράση της Renilla. 

Αποτελεί έτσι δείκτη της απόδοσης της διαµόλυνσης των ευκαρυωτικών κυττάρων και 

διευκολύνει την ποσοτικοποίηση των αποτελεσµάτων (Εικόνα 35). 

 

																																					 	
	

Εικόνα 35: Ο πλασµιδιακός φορέας pCI 
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2.1.4 ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ, ΟΛΙΓΟΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΑ ΚΑΙ SMALL INTERFERING RNA 

(siRNA) 

Οι εκκινητές και τα ολιγονουκλεοτίδια κατασκευάστηκαν από την εταιρία VBC-Biotech. 

Οι αλληλουχίες των πρόσθιων εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι ακόλουθες: 

 

HIF-2α F-1 5 ́- TTTTTGGATCCATGACAGCTGACAAGGAGAAG - 3΄ 

HIF-2α F-640 5 ́- TTTTGGATCCATGCCAGATCCACCATTACAT – 3΄ 

HIF-2α F-680 5 ́- TTTTGGATCCATGAAGACAAGGTCTGCAAAG – 3΄ 

 

Οι αλληλουχίες των ανάστροφων εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι ακόλουθες: 

 

HIF-2α R-870 5΄- TTTTTGGATCCTCAGGTGGCCTG -3΄ 

HIF-2α R-542 5΄-	TTTTTGGATCCTCAGAAGTCTTCCCCGTC -3΄ 

HIF-2α R-560 5΄- TTTTGGATCCTCAGGGGGTGGACTGTGG -3΄ 

HIF-2α R-620 5΄-	TTTTGGATCCTCAGCACGGTGGCAGGGATGC -3΄ 

HIF-2α R-640 5΄-	TTTTGGATCCTCAGGGCCACTGGGTATTGG -3΄ 

HIF-2α R-679 5΄- TTTTTGGATCCTCAGAAGGTGGAGAC -3΄ 

 

Με µπλε χρώµα επισηµαίνεται η αλληλουχία αναγνώρισης της περιοριστικής ενδονουκλεάσης 

BamHI (GGATCC) και µε έντονη γραµµατοσειρά επισηµαίνεται η αλληλουχία των 

κωδικονίων έναρξης και λήξης της µετάφρασης (ATG και TCA).  

 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών για την RT- PCR είναι οι ακόλουθες: 

 

 Πρόσθιοι εκκινητές Ανάστροφοι εκκινητές 

EPO 5 ́-AGGCCGAGAATATCAGACG- 3 ́ 5 ́- CCATCCTCTTCCAGGCATAGAAA-3 ́ 

PAI-1 5 ́-CAGCTGACAGGAGGAGA - 3 ́ 5 ́- CCCATGAGCTCCTTGTACAGAT- 3 ́ 

PGK1 5 ́-CTGTGGCTTCTGGCATACCT -3 ́ 5 ́- CGAGTGACAGCCTCAGTATA- 3 ́ 

18S 5 ́-CTCAACACGGGAAACCTCAC -3΄ 5 ́- CGCTCCACCAACTAAGAACG- 3 ́ 

 

Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιµοποιήθηκαν για την in vitro στοχευµένη 

µεταλλαξιγένεση είναι οι ακόλουθες: 
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Τ626A F 5 ́- G GCC AGC GCC CCT CTC TCT TCC ATG-3 ́ 

Τ626A R 3 ́- CAT GGA AGA GAG AGG GGC GCT GGC C -5 ́ 

S672A F 5 ́- CCCCTGTCGCTCCACCCCATGTCTCCACC -3 ́ 

S672A R 5 ́- GGTGGAGACATGGGGTGGATCGACAGGGG -3 ́ 

S672D F 5 ́- CCCCTGTCGATCCACCCCATGTCTCCACC-3 ́ 

S672D R 5 ́- GGTGGAGACATGGGGTGGATCGACAGGGG-3 ́ 

L662A/ L667A F 5 ́-CACAGAGTTCGCGGGAGCAGCGCCGGCGGGGCCCCCTGTCTCT-3 ́ 

L662A/ L667A R 5 ́-AGAGACAGGGGGCCCCGCCGGCGCTGCTCCCGCGAACTCTGTG-3 ́ 

 

Για την αποσιώπηση της έκφρασης του υποδοχέα της βιταµίνης D (VDR) χρησιµοποιήθηκε 

το si  (Abnova) και ως αρνητικό δείγµα ελέγχου το AllStars siRNA (Qiagen).  

 

2.1.5 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ (Sequencing) 

Η ανάγνωση της αλληλουχίας των ανασυνδυασµένων πλασµιδιακών κατασκευών 

πραγµατοποιήθηκε από την εταιρία CeMIA SA µε αλληλούχιση Sanger. 

 

2.1.6 ΧΗΜΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ-ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ 

Τα χηµικά αντιδραστήρια αναλυτικής καθαρότητας προµηθεύτηκαν από τις εταιρίες 

Applichem GmbH (Germany) και Sigma (St.Louis, USA) 

Τα φιλµ ραδιογραφίας που χρησιµοποιήθηκαν για τα πειράµατα in vitro φωσφορυλίωσης και 

τα υλικά εµφάνισης και στερέωσης των φιλµ ήταν: 

 

X-Ray developer Kodak 

X-Ray fixer Kodak 

 

2.1.7 ΥΛΙΚΑ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 

Τα υλικά µοριακής βιολογίας προµηθεύτηκαν από τις εταιρείες Takara, New England BioLabs 

Inc, και Fermentas.  

 

2.1.8 ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ 

Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διδακτορική διατριβή είναι τα εξής: 

Αντισώµατα Προµηθευτής Αραίωση 
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Πολυκλωνικό αντί-HIF-2α  Novus Biologicals 1:750 

Πολυκλωνικό αντί-ΗΙF-1α (221) 1:1000 

Μονοκλωνικό αντί-ARNT BD Biosciences 1:500 

Μονοκλωνικό αντί-Αctin  Cell Signalling 1:5000 

Μονοκλωνικό αντί-tubulin Cell Signalling 1:10000 

Μονοκλωνικό αντί-FLAG  M5 Cell Signalling 1:10000 

Πολυκλωνικό αντί-GST  Amersham Biosciences 1:15000 

Ορός κόνικλος αντί- GFP 
Δρ. Χαραλαµπία Μπολέτη 

(Ελληνικό Ινστιτούτο Pasteur) 

1:3000 

Πολυκλωνικό αντί-USF2  Santa Cruz 1:200 

Πολυκλωνικό αντί- p44/42 MAPK Cell Signalling 1:1000 

Πολυκλωνικό αντί- phospho-p44/42 

MAPK (Thr202/Tyr204) 
Cell Signalling 

1:1000 

Μονοκλωνικό αντί-CRM1 BD Biosciences 1:1000 

Πολυκλωνικό αντί- VDR Abnova 1:500 

 

§ Ως δεύτερα αντισώµατα για τη µέθοδο της  ανοσοαποτύπωσης κατά Western 

χρησιµοποιήθηκαν συζευγµένα µε υπεροξειδάση αντισώµατα έναντι των IgG αλυσίδων 

κόνικλος, ποντικού ή κατσίκας από τις εταιρείες Santa Cruz και Cell Signalling. 

§ Ως δεύτερα αντισώµατα για τη µέθοδο του ανοσοφθορισµού χρησιµοποιήθηκαν 

συζευγµένα µε Cy3 αντισώµατα έναντι των IgG αλυσίδων κόνικλος, ποντικού ή κατσίκας 

από τις εταιρείες Santa Cruz και Cell Signalling. 

2.1.9 ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ 

2.1.9.1 Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών Phosphate Buffered Saline  (PBS) 1x 

 
Το διάλυµα πρέπει να έχει pH 7.4 και δεν χρειάζεται ρύθµιση. 
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2.1.9.2 Ρυθµιστικά διαλύµατα λύσης κυττάρων 

2.1.9.2.1 Ρυθµιστικά διαλύµατα λύσης ευκαρυωτικών κυττάρων 

Lysis Buffer  

 

Το διάλυµα αυτό χρησιµοποιήθηκε για την παραλαβή ολικών κυτταρικών εκχυλισµάτων από 

ευκαρυωτικά κύτταρα HeLa, Huh7 και HepG2.  

IP Buffer   

 

Το διάλυµα αυτό χρησιµοποιήθηκε για την παραλαβή ολικών κυτταρικών εκχυλισµάτων από 

ευκαρυωτικά κύτταρα HeLa για πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης.  

 

Διαλύµατα βιοχηµικής κυτταρικής κλασµάτωσης 
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Τα διαλύµατα αυτά χρησιµοποιήθηκαν για την παραλαβή κυτταροπλασµατικού και πυρηνικού 

κλάσµατος ευκαρυωτικών κυττάρων HeLa .  

2.1.9.2.2 Ρυθµιστικά διαλύµατα λύσης βακτηριακών κυττάρων 

Lysis Buffer για αποµόνωση πρωτεϊνών µε επίτοπο GST  

 

Τo διάλυµα αυτό χρησιµοποιήθηκε για τη λύση διάφορων στελεχών βακτηριακών κυττάρων 

E.coli που εκφράζουν χιµαιρικές πρωτεΐνες µε επίτοπο GST µε απώτερο σκοπό την αποµόνωση 

των καθαρών πρωτεϊνών.  

 

2.1.9.3 Ρυθµιστικά διαλύµατα υγρής χρωµατογραφίας συγγένειας GST 4B, Protino 

	

Tris-HCl pH 9 25mM 

ανηγµένη γλουταθειόνη (GSH) 10mM 

 

Με το διάλυµα αυτό πραγµατοποιήθηκε η έκλουση των πρωτεϊνών που δεσµεύτηκαν στα  

σφαιρίδια σεφαρόζης γλουταθειόνης. Έγινε επώαση των σφαιριδίων µε 1 ml διαλύµατος 10 

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

 

2.1.9.4 Πηκτή ακρυλαµιδίου 
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2.1.9.5 Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης SDS-PAGE (Running Buffer) 10x 

 
Το διάλυµα πρέπει να έχει pH 8.3 και δεν χρειάζεται ρύθµιση. Για την Παρασκευή Running 

Buffer 1x, 1L: Αραίωση 100mL Running Buffer 10x σε 900mL dH2O.  

2.1.9.6 Ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών (Transfer Buffer) Tris- Borate 10x 

 
Το διάλυµα ρυθµίζεται µε άλας βορικού οξέος ώστε να έχει pH 8.5.   

2.1.9.7 Διάλυµα Laemmli 

 

2.1.9.8 Διαλύµατα χρώσης πηκτής πολυακρυλαµιδίου  

Διάλυµα χρώσης Coomassie Brilliant Blue G250 
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Διάλυµα χρώσης Ponceau S 

 
Διαλύµατα χρώσης µε νιτρικό άργυρο (AgNO3) 

 

 

2.1.9.9 Διαλύµατα για την εµφάνιση πρωτεϊνών µε τη µέθοδο της ενισχυµένης 

χηµειοφωταύγειας 

 
 

2.1.9.10 Ρυθµιστικό διάλυµα για ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης 50× 

 
Το διάλυµα που χρησιµοποιήθηκε για τη φόρτωση των δειγµάτων αποτελείται από 5% 

γλυκερόλη, 0.42% µπλε της βρωµοφαινόλης και 0.42% κυανούν του ξυλενίου.  
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2.1.9.11 Διαλύµατα για παρασκευή βακτηριακών κυττάρων Τοp10 και BL21RIL 

δεκτικών για µετασχηµατισµό (competent)  

 
 

2.2 ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.2.1 ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ cDNA ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ ΣΕ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥΣ ΦΟΡΕΙΣ   

Η κλωνοποίηση µιας αλληλουχίας DNA σε κάποιον πλασµιδιακό φορέα, βασίζεται στη 

θραύση του πλασµιδιακού DNA σε συγκεκριµένες αλληλουχίες που αναγνωρίζονται από 

ενδονουκλεάσες περιορισµού και στη σύνδεσή του µε ένα τµήµα DNA που έχει υποστεί την 

ίδια κατεργασία. Τα δύο είδη DNA µπορούν να ενωθούν µε τη βοήθεια του ενζύµου λιγάση 

DNA. Το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο εισάγεται σε βακτηριακά κύτταρα µε µετασχηµατισµό. 

Η επιλογή των βακτηριακών κυττάρων που έχουν παραλάβει το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο 

πραγµατοποιείται µε κατάλληλα αντιβιοτικά, τα οποία επιτρέπουν την ανάπτυξη µόνο των 

µετασχηµατισµένων κλώνων. 

Τα βήµατα που απαιτούνται για την κλωνοποίηση είναι τα εξής: 

1. Η ενίσχυση της αλληλουχίας DNA που θα κλωνοποιηθεί µε αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης PCR, χρησιµοποιώντας το cDNA ως µήτρα DNA.  

2. Πέψη του φορέα κλωνοποίησης µε µια ενδονουκλεάση περιορισµού που αναγνωρίζει 

µόνο µια θέση στον πλασµιδιακό φορέα στην περιοχή του πολυσυνδέτη. Κατ’ αυτόν τον 

τρόπο, ο  φορέας θα γίνει γραµµικός και δεν θα κατακερµατιστεί σε περισσότερα 

κοµµάτια. 

3. Ηλεκτροφόρηση των αλληλουχιών DNA του πλασµιδιακού φορέα και του ενθέµατος για 

να ταυτοποιηθεί η παρουσία τους και γίνει η ποσοτικοποίησή τους 

4. Ανάκτηση των αλληλουχιών DNA από πηκτή αγαρόζης  

5. Αντίδραση επίδεσης του ενθέµατος στον πλασµιδιακό φορέα (Ligation) µε τη χρήση της 

λιγάσης του βακτηριοφάγου Τ4 

6. Μετασχηµατισµός  χηµειοδεκτικών βακτηριακών κυττάρων 
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7. Επιλογή των µετασχηµατισµένων βακτηριακών κλώνων και ταυτοποίηση µε 

αλληλούχιση. 

 

2.2.2 ΠΕΨΗ MΕ ΕΝΔΟΝΟΥΚΛΕΑΣΕΣ ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΥ   

Όλες οι  αλληλουχίες DNA µπορούν να κοπούν σε µικρότερα τµήµατα µε συγκεκριµένα 

ένζυµα που ονοµάζονται ενδονουκλεάσες περιορισµού και αναγνωρίζουν συγκεκριµένες 

αλληλουχίες νουκλεοτιδίων.  Η ενεργότητα του του  ενζύµου (Unit/µl) καθορίζει την ποσότητα 

που χρησιµοποιείται σε κάποια αντίδραση πέψης. Ειδικότερα, 1 Unit ενζύµου είναι η 

ποσότητα ενζύµου που απαιτείται για την πλήρη πέψη 1 µg DNA σε µια ώρα. Η αντίδραση 

πέψης µε ένζυµα περιορισµού χρησιµοποιείται είτε για να ελέγξουµε την παρουσία του 

ενθέµατος DNA και τον προσανατολισµό του, ή για να αποµονώσουµε συγκεκριµένα τµήµατα 

DNA που θέλουµε να κλωνοποιήσουµε. Οι αντιδράσεις πέψης πραγµατοποιήθηκαν σε 20 µl 

τελικού όγκου, µε 1µg πλασµιδιακού DNA, 1 Unit του αντίστοιχου ενζύµου  περιορισµού 

(New England Biolabs) και 1x ρυθµιστικού διαλύµατος που είναι συγκεκριµένης σύστασης 

για κάθε ένζυµο και παρέχεται από την εταιρία παρασκευής. Ο χρόνος επώασης των 

αντιδράσεων πέψης ήταν 1-2 ώρες σε καθορισµένη θερµοκρασία για κάθε ένζυµο. 

 

2.2.3 ΑΠΟΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗ ΓΡΑMMΙΚΟΥ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA  

Η µέθοδος αυτή, χρησιµοποιείται µετά από πέψη µε ενδονουκλεάσες περιορισµού, για την 

αφαίρεση της 5΄φωσφορικής ο µάδας από µονόκλωνα ή δίκλωνα τµήµατα DNA (κυρίως 

πλασµίδια), εµποδίζοντας έτσι την επανασύνδεσή τους. Η αποφωσφορυλίωση 

πραγµατοποιήθηκε µε το ένζυµο της αλκαλικής φωσφατάσης CIP (New England BioLabs). Η 

αντίδραση επίδεσης, περιέχει 1µg DNA που είχε επεξεργαστεί µε ενδονουκλεάσες 

περιορισµού, 20 Units CIP (10.000 Unit/ml, New England Biolabs) και Η2Ο σε τελικό όγκο 

αντίδρασης  30µl. Η επώαση πραγµατοποιήθηκε για 1 ώρα στους 370C.  

 

2.2.4 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ   

Ένας τρόπος διαχωρισµού και καθαρισµού τµηµάτων DNA, είναι η ηλεκτροφόρησή τους σε 

πηκτές αγαρόζης και η ακόλουθη αποµόνωσή τους από αυτές. Οι πηκτές αγαρόζης 

παρασκευάζονται µε την προσθήκη αγαρόζης σε ρυθµιστικό διάλυµα και θέρµανση µέχρι το 

σχηµατισµό διαυγούς διαλύµατος. Η ψύξη του διαλύµατος προκαλεί το σχηµατισµό ενός 

πλέγµατος µε πυκνότητα που εξαρτάται από τη συγκέντρωση της αγαρόζης. Τα τµήµατα DNA 

σε ουδέτερο pH είναι αρνητικά φορτισµένα. Η εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου, προκαλεί τη 
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µετακίνησή τους προς την άνοδο. Η ταχύτητα της µετακίνησης των τµηµάτων DNA εξαρτάται 

από το µέγεθος των τµηµάτων του DNA, τη συγκέντρωση της αγαρόζης, τη διαµόρφωση των 

τµηµάτων DNA, το δυναµικό που εφαρµόζεται στα άκρα της πηκτής και τη σύσταση του 

ρυθµιστικού διαλύµατος της ηλεκτροφόρησης. Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν 

πηκτές µε συγκέντρωση 1% αγαρόζης, σε ρυθµιστικό διάλυµα TAE (2.1.9.1), παρουσία 

βρωµιούχου αιθιδίου σε συγκέντρωση 0,5 µg/ml. Το βρωµιούχο αιθίδιο παρεµβάλλεται 

ανάµεσα στις βάσεις του DNA. Χρησιµοποιείται για την ανίχνευση των τµηµάτων  DNA στην 

πηκτή εξαιτίας της  ιδιότητάς του να απορροφά την υπεριώδη ακτινοβολία και να την 

επανεκπέµπει στο ερυθρό ορατό φάσµα (590 nm). Τα δείγµατα προετοιµάζονται µε διάλυµα 

φόρτωσης (2.1.9.10). Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 100V για 30 έως 60 λεπτά . 

 

2.2.5 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ Κ ΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΜΗΜΑΤΩΝ DNA ΑΠΟ ΠΗΚΤΗ 

ΑΓΑΡΟΖΗΣ  

Για την αποµόνωση και τον καθαρισµό τµηµάτων DNA από πηκτή αγαρόζης 

χρησιµοποιήθηκε το Gel Extraction Kit της Qiagen. H διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι 

αυτή που προτείνεται από την εταιρία, µε διαλύµατα που παρέχονται από το συγκεκριµένο kit 

και έχει ως εξής: Αρχικά το κοµµάτι αγαρόζης που περιείχε το προς αποµόνωση DNA 

αφαιρέθηκε από την πηκτή µε αποστειρωµένο νυστέρι. Το κοµµάτι θερµάνθηκε µε διάλυµα 

QG στους 500C για 10 λεπτά για τον αποπολυµερισµό της αγαρόζης και την απελευθέρωση 

του DNA στο διάλυµα. Προστέθηκε στη συνέχεια ισοπροπανόλη και το διάλυµα µεταφέρθηκε 

σε ειδική στήλη (silica gel) στην οποία το DNA δεσµεύτηκε κάτω από συνθήκες υψηλής 

αλατότητας και pH 7,5. Ακολούθησε αποµάκρυνση των µη δεσµευµένων στη στήλη 

συστατικών µε πλύση µε διάλυµα PE. Η έκλουση του δεσµευµένου στη στήλη DNA έγινε µε 

30 µl δις απεσταγµένου Η2Ο σε pH 8.    

 

2.2.6 ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΛΙΓΑΣΗΣ  

Η DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4 καταλύει τη δηµιουργία φωσφοδιεστερικών δεσµών 

µεταξύ 3΄-υδροξυλικών και 5΄-φωσφορικών άκρων. Με αυτόν τον τρόπο είναι δυνατή η 

σύνδεση µεταξύ 2 τµηµάτων DNA (π.χ. ενός ενθέµατος και ενός πλασµιδίου) µε 

συµπληρωµατικά  3΄και 5΄ άκρα. Για την αντίδραση της λιγάσης πλασµιδιακός φορέας και 

ένθεµα σε αναλογία 1/4 προστέθηκαν σε τελικό όγκο 20 µl µε  ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης, 

2,5 Units ενζύµου λιγάσης (5 Unit/µl, New England Biolabs) και H 2O. Το µίγµα επωάστηκε 

ολονύχτια στους 16 oC. 
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2.2.7 ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΔΕΚΤΙΚΩΝ ΓΙΑ ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟ 

(COMPETENT) ΚΑΙ ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ E. COLI ΤΟP10 ΚΑΙ E. COLI 

BL21RIL 

Σε στελέχη E.coli  Top10 και BL21RIL έγινε εισαγωγή των πλασµιδίων ή των αντιδράσεων 

λιγάσης. Πρώτα παρασκευάστηκαν κύτταρα E.coli Top10 και E.coli BL21RIL δεκτικά για 

µετασχηµατισµό (competent). Εµβολιάστηκαν καλλιέργειες 3 ml θρεπτικού ΤΥΜ (2% 

τρυπτόνη, 0,5% εκχύλισµα ζύµης, 0,1 M NaCl και 10 mM MgSO4)  µε αποικίες από πιάτο µε 

stock καλλιέργειες Top10  και BL21RIL αντίστοιχα και έγινε ολονύχτια επώαση στους 37οC. 

Την επόµενη µέρα έγινε αραίωση των καλλιεργειών 1:200 σε τελικό όγκο 50 ml και επώασή 

τους στους 37οC µέχρι OD600nm=0,350-0,400. Τότε οι καλλιέργειες φυγοκεντρήθηκαν στα 

4000xg για 5 λεπτά στους 4 οC, απορρίφθηκε το υπερκείµενο, τo ίζηµα επαναιωρήθηκε σε 25 

ml διαλύµατος TFB-I (30 mM CH3COOK,  50 mM MnCl2 , 10 mM CaCl2 ,100 mM KCl και 

15% γλυκερόλη) και επωάστηκε για 10 λεπτά στον πάγο. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 

4000xg για 5 min στους 4 oC. Το υπερκείµενο απορρίφθηκε, το ίζηµα επαναιωρήθηκε σε 2 ml 

διαλύµατος TFB-II (10 mM MOPS,  75 mM CaCl2 , 10 mM KCl και 20% γλυκερόλη) και 

επωάστηκε για 1 ώρα στον πάγο. Για το µετασχηµατισµό προστέθηκαν από 100 ng/µl 

πλασµιδίου ή 20 µl από αντίδραση λιγάσης σε κύτταρα δεκτικά για µετασχηµατισµό και 

επωάστηκαν στον πάγο για 30 min. Μετά από θερµικό σοκ στους 42οC  για 2 λεπτά, 

προστέθηκαν 700 µl θρεπτικού LB (Luria Broth) χωρίς αντιβιοτικά και ακολούθησε επώαση 

στους 37οC για 45 λεπτά. Μετά από φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στα 4000xg, απορρίφθηκε το 

υπερκείµενο και το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 100 µl κυττάρων τα οποία  επιστρώθηκαν σε 

τρυβλία µε το κατάλληλο αντιβιοτικό επιλογής και επωάστηκαν στους 37οC για 16 ώρες. Το 

θρεπτικό µέσο LB παρασκευάστηκε ως εξής: Για 1 lt προστέθηκαν 10 g τρυπτόνης, 5 g 

εκχυλίσµατος ζύµης και 5 g NaCl. Στην περίπτωση παρασκευής στερεού θρεπτικού µέσου LB-

άγαρ ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία µε τη διαφορά ότι προστέθηκαν επιπλέον 20 g άγαρ. Το 

διάλυµα αποστειρώθηκε ενώ λίγο πριν την πήξη του διαλύµατος έγινε προσθήκη του 

κατάλληλου αντιβιοτικού και επίστρωση σε τρυβλία. 

 

2.2.8 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA ΜΙΚΡΗΣ ΚΛΙΜΑΚΑΣ (MINI PREPARATION)  

Σε αποστειρωµένους δοκιµαστικούς σωλήνες που περιέχουν 5 ml θρεπτικού υλικού 

καλλιέργειας LB παρουσία κατάλληλου αντιβιοτικού επιλογής εµβολιάζονται αποικίες από τα 

µετασχηµατισµένα βακτηριακά κύτταρα TOP10 και επωάζονται ολονύκτια στους 37οC υπό 
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συνεχή ανάδευση. Την επόµενη µέρα, η καλλιέργεια συλλέγεται και φυγοκεντρείται στα 

4000rpm για 5 λεπτά. Απορρίπτεται το υπερκείµενο, προστίθενται 250 µl διαλύµατος 

επαναιώρησης  (Resuspension Buffer A1) που περιέχει 0,1Μ NaOH, 0,5% SDS σε Τris-HCl 

pH 7.5  και γίνεται έντονη ανάδευση. Κατόπιν προστίθενται 150 µl διαλύµατος οξικού νατρίου 

3 M pH 5,2 έγινε έντονη ανάδευση. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα  11000xg  

και µεταφορά του υπερκειµένου σε νέο σωληνάκι. Το DNA κατακρηµνίστηκε µέσω 

προσθήκης 100% ισοπροπανόλης και ψύξης στους -20οC για 30 λεπτά. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στα 11000xg για 10 λεπτά , αποµάκρυνση του υπερκειµένου, ξέπλυµα µε 500 

µl 70% αιθανόλη και φυγοκέντρηση στα 11000xg για 5 λεπτά. Το υπερκείµενο 

αποµακρύνθηκε και το ίζηµα αφέθηκε να στεγνώσει ώστε να επαναδιαλυθεί τελικά σε 30 µl 

αποστειρωµένου δις απιονισµένου νερού (ddH2O).  

 

2.2.9 ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΓΟΝΙΔΙΑΚΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ ΤΟΥ HIF-2α ΜΕ PCR 

Η αρχή της µεθόδου περιγράφεται στην ενότητα 2.2.33. Στην παρούσα διδακτορική διατριβή 

ενισχύθηκαν οι  αλληλουχίες DNA που κωδικοποιούν για τα τµήµατα του HIF-2α 1-560, 1-

620, 1-640, 640- 870, 680- 870 και 640- 679. Αρχικά τα τµήµατα του HIF-2α ενισχύθηκαν µε 

την DNA πολυµεράση Taq για τον καθορισµό των βέλτιστων συνθηκών της PCR και στη 

συνέχεια χρησιµοποιήθηκε η DNA πολυµεράση Vent λόγω της µεγαλύτερης της ακρίβειας 

στην προσθήκη νουκλεοτιδίων στις ίδιες συνθήκες.  
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Για το στάδιο της υβριδοποίησης η θερµοκρασία υπολογίστηκε από το πρόγραµµα πρόβλεψης 

θερµοκρασίας τήξης των εκκινητών (Tm) Oligo Calculator. Στο τέλος 4 µl από κάθε αντίδραση 

PCR ηλεκτροφορήθηκαν σ ε πηκτή αγαρόζης 1%. Τα προϊόντα της PCR υποβλήθηκαν σε 

καθαρισµό µε τη βοήθεια του PCR clean kit της εταιρείας Qiagen. 

 

2.2.10 ΣΗΜΕΙΑΚΗ ΚΑΤΕΥΘΥΝΟΜΕΝΗ ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ (SITE-DIRECTED 

MUTAGENESIS) 

Η τεχνική της σηµειακής κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης χρησιµοποιεί τη µέθοδο της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης µε ειδικούς εκκινητές για την εισαγωγή σηµειακών 

µεταλλάξεων σε κάποια αλληλουχία DNA µε σκοπό την αλλαγή ή την απαλοιφή ή την 

ενσωµάτωση ενός ή περισσότερων κωδικονίων. Στην παρούσα διδακτορική διατριβή 

χρησιµοποιήθηκε το QuickChange II site-directed mutagenesis kit της εταιρίας Agilent 

Technologies. H DNA πολυµεράση Pfu Ultra επιτρέπει την ενίσχυση των αλληλουχιών και 

των δύο αλυσίδων του πλασµιδίου µε µεγάλη πιστότητα χωρίς να τους εκκινητές που έχουν 

σχεδιαστεί ώστε να εισαχθεί µετάλλαξη. Για την στοχευµένη µεταλλαξιγένεση είναι 

απαραίτητος ένας υπερελικωµένος πλασµιδιακός φορέας ανασυνδυασµένος µε το υποψήφιο 

για µεταλλαξιγένεση γονίδιο και δυο συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια τα οποία περιέχουν την 

επιθυµητή µεταλλαγµένη αλληλουχία. Τα ολιγονουκλεοτίδια, που είναι συµπληρωµατικά για 

τις δύο αλυσίδες του πλασµιδιακού φορέα επιµηκύνονται από την πολυµεράση PfuUltra µε 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης PCR δηµιουργώντας ένα µεταλλαγµένο πλασµίδιο. Μετά 

την PCR ακολουθεί πέψη µε το ένζυµο περιορισµού DpnI που αναγνωρίζει µεθυλιωµένες 

περιοχές στο DNA και πιο συγκεκριµένα την αλληλουχία 5’-Gm6ATC-3’που εντοπίζεται 

αποκλειστικά στο µητρικό πλασµιδιακό DNA, µε αποτέλεσµα την εκλεκτική καταστροφή του. 

Στη συνέχεια πραγµατοποιείται µετασχηµατισµός χηµειοδεκτικών βακτηρίων TOP10 και 

επιλογή των κλώνων που περιέχουν τη µετάλλαξη µε αλληλούχιση.  
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Σχεδιασµός ειδικών ολιγονουκλεοτιδίων 

Σχεδιάστηκαν ολιγονουκλεοτίδια συµπληρωµατικά για τις αλληλουχίες DNA που 

κωδικοποιούν τις: θρεονίνη 626, σερίνη 672,  λευκίνη 662 και λευκίνη 667 του HIF-2α που 

περιλαµβάνουν τις αντίστοιχες επιθυµητές µεταλλάξεις (βλ. Υλικά-Εκκινητές) και 

κατασκευάστηκαν από την εταιρεία VBC-Biotech. Η θερµοκρασία τήξης (Tm) των 

ολιγονουκλεοτιδίων υπολογίζεται από τον τύπο:  

Tm= 81.5 + 0.41 (%GC) - 675/N- % mismatch 

όπου Ν συµβολίζει το µήκος του ολιγονουκλεοτιδίου σε βάσεις (ενδείκνυται να είναι περίπου 

25 µε 45 βάσεις µε την περιοχή προς µετάλλαξη να βρίσκεται στο κέντρο του 

ολιγονουκλεοτιδίου), %GC είναι το ποσοστό των νουκλεοτιδίων G και C στο σύνολο των 

νουκλεοτιδίων (ενδείκνυται να είναι τουλάχιστον 40%) και % mismatch είναι το ποσοστό των 

νουκλεοτιδίων που είναι διαφορετικά σε σχέση µε την αλληλουχία αγρίου τύπου. 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης PCR  

• 20 ng pBlueScript - HIF-2α WT (εκµαγείο) 

• 1x Buffer 

• 125 ng πρόσθιου εκκινητή-ολιγονουκλεοτιδίου 

• 125 ng οπίσθιου εκκινητή-ολιγονουκλεοτιδίου 

• 1 µl από µίγµα νουκλεοτιδίων dNTPs 

• 2,5 units PfuUltra HF DNA pol 

• H2O ως 50 µl 

Συνθήκες PCR: 

• 30 sec 95oC 

• 30 min 95oC 

• 1 min 55oC 

• 6 min 68oC 

Τα στάδια 2,3 και 4 επαναλήφθηκαν για 18 κύκλους. 

Μετά το τέλος της αντίδρασης κρατήθηκαν 2 µl από την κάθε αντίδραση σαν δείγµα ελέγχου 

για τον µετέπειτα µετασχηµατισµό.  

Πέψη µε DpnI 

Ακολουθεί  πέψη των προϊόντων της PCR µε την προσθήκη της ενδονουκλεάσης DpnI για 1 

ώρα στους 37°C. Το προϊόν πέψης καθαρίζεται µε τη µέθοδο της κατακρήµνισης του DNA µε 

100% αιθανόλη (προσθήκη 3 όγκων αιθανόλης, επώαση στους -20οC για 30 λεπτά, 

φυγοκέντρηση για 10 λεπτά και επαναιώρηση του ιζήµατος σε 50 µl Η 2Ο). Στη συνέχεια 

γίνεται µετασχηµατισµός χηµειοδεκτικών βακτηριακών κυττάρων TOP10 και επίστρωσή τους 
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σε τρυβλία LB µε αµπικιλλίνη. Την επόµενη µέρα επιλέγονται αποικίες, εµβολιάζονται µικρές 

καλλιέργειες, και πραγµατοποιείται αποµόνωση DNA µικρής κλίµακας. Το αποµονωµένο 

πλασµιδιακό DNA αποστέλλεται στην εταιρία CeMIA για ανάγνωση της αλληλουχίας του µε 

αλληλούχιση κατά Sanger και έλεγχο ύπαρξης της επιθυµητής µετάλλαξης. 

 

2.2.11 ΕΠΑΓΩΓΗ ΤΗΣ Ε ΚΦΡΑΣΗΣ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ MΕ 

IPTG 

Το γονίδιο της υποψήφιας για υπερέκφραση πρωτεΐνης έχει κλωνοποιηθεί σε πλασµίδιο κάτω 

υπό τον έλεγχο ισχυρού υποκινητή, ο  οποίος συνήθως βρίσκεται συνδεδεµένος µε περιοχές 

του «χειριστή» του οπερονίου της λακτόζης. Το κλωνοποιηµένο γονίδιο βρίσκεται σε 

ανενεργή κατάσταση διότι η περιοχή του χειριστή καταστέλλεται από µια πρωτεΐνη 

«καταστολέα» που εκφράζεται από το γονίδιο lacI και εµποδίζει τη σύνδεση της RNA 

πολυµεράσης στον υποκινητή. Η λακτόζη ή χηµικά ανάλογα της (π.χ. IPTG) προσδένεται στον 

καταστολέα και τον απενεργοποιεί, δίνοντας έτσι το εναρκτήριο σήµα για την ενεργοποίηση 

του κλωνοποιηµένου γονιδίου και την έκφραση της αντίστοιχης πρωτεΐνης. Έτσι 

επιτυγχάνεται η ελεγχόµενη έκφραση των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών. Η επαγωγή της 

έκφρασης των χιµαιρικών πρωτεϊνών µε IPTG πραγµατοποιείται ως εξής: 50 ml υγρού 

θρεπτικού υλικού LB µε τα αντιβιοτικά αµπικιλλίνη και χλωραµφαινικόλη εµβολιάζεται µε 

µια µοναδική αποικία από τρυβλίο που περιέχει βακτήρια µετασχηµατισµένα µε τα 

ανασυνδυασµένα πλασµίδια και η καλλιέργεια επωάστηκε υπό συνεχή ανάδευση για 16 ώρες 

στους 37°C. 500 ml LB (µε αντιβιοτικά) εµβολιάζονται µε κατάλληλη ποσότητα από την 

παραπάνω καλλιέργεια και επωάζονται υπό ανάδευση στους 37°C µέχρι η απορρόφηση της 

καλλιέργειας φτάσει στα 0.4- 0.5 (µέτρηση στα 600 nM). Στη συνέχεια, προστίθενται στην 

καλλιέργεια 0,5 mM IPTG και η επώαση  συνεχίζεται στους 18°C για 3 ώρες. Ακολούθως 

γίνεται συλλογή των κυττάρων µε φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 4000xg. Το ίζηµα των 

κυττάρων ξεπλένεται µε H2O και αποθηκεύεται στους -80oC.   

 

2.2.12 ΛΥΣΗ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΜΕ ΥΠΕΡΗΧΟΥΣ ΚΑΙ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ 

ΤΟΥ ΔΙΑΛΥΤΟΥ ΚΛΑΣΜΑΤΟΣ  

Τα κύτταρα επαναιωρούνται στο διάλυµα λύσης βακτηριακών κυτάρων (~8 ml διαλύµατος για 

την επαναιώρηση κυττάρων από 500 ml αρχικής καλλιέργειας). Ακολουθεί λύση των 

κυττάρων µε συσκευή εκποµπής υπερήχων (6 παλµοί υπερήχων διάρκειας 10 δευτερολέπτων 

µε ενδιάµεσες παύσεις των 60 δευτερολέπτων). Το παραπάνω εκχύλισµα στη συνέχεια 
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φυγοκεντρείται στα 10000xg για 30 λεπτά προκειµένου να  διαχωριστεί το διαλυτό από το 

αδιάλυτο κλάσµα. Για τον περαιτέρω καθαρισµό της πρωτεΐνης µε χρωµατογραφία αγχιστείας 

χρησιµοποιείται το διαλυτό κλάσµα. Η παραπάνω διαδικασία γίνεται σε πάγο και οι 

φυγοκεντρήσεις στους 4οC.  

 

2.2.13 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΣΕ ΣΥΝΤΗΞΗ MΕ ΤΗΝ ΤΡΑΝΣΦΕΡΑΣΗ ΤΗΣ 

ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΝΗΣ (GST) 

Αυτή η µέθοδος χρησιµοποιείται για την αποµόνωση χιµαιρικών πρωτεϊνών σε σύντηξη µε 

έναν επίτοπο που κωδικοποιεί την τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST). Το τριπεπτίδιο 

γλουταθειόνη είναι ο προσδέτης που ακινητοποιείται σε σφαιρίδια κάποιου αδρανούς υλικού 

όπως η σεφαρόζη ή η αγαρόζη . Οι χιµαιρικές  πρωτεΐνες δεσµεύονται στα σφαιρίδια µέσω της 

τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST), που έχει σαν υπόστρωµα τη γλουταθειόνη. Με τη 

χρήση κατάλληλων πλασµιδίων (pGEX-σειρά) που περιέχουν το γονίδιο της τρανσφεράσης 

της γλουταθειόνης πριν από την περιοχή του πολυσυνδέτη, είναι δυνατή η παραγωγή 

ανασυνδυασµένων GST-πρωτεϊνών που µπορούν να αποµονωθούν στη συνέχεια από τις 

υπόλοιπες µε χρωµατογραφία αγχιστείας όπως περιγράφηκε παραπάνω. Η έκλουση της 

πρωτεΐνης πραγµατοποιείται µε προσθήκη καθαρής ανηγµένης γλουταθειόνης η οποία 

ανταγωνίζεται τη συζευγµένη στα σφαιρίδια γλουταθειόνη για τις θέσεις σύνδεσης στη GST. 

Αρχικά πραγµατοποιείται λύση των βακτηριακών κυττάρων που εκφράζουν τις χιµαιρικές 

GST-πρωτεΐνες µε τη διαδικασία που περιγράφεται στην προηγούµενη ενότητα. Το διαλυτό 

κλάσµα επωάζεται για 2 ώρες στους 4οC υπό συνεχή ανάδευση µε σφαιρίδια  γλουταθειόνης- 

σεφαρόζης (GSH-Sepharose) της εταιρίας Αmersham (~300 µl σφαιριδίων για υλικό που 

προέρχεται από 500 ml καλλιέργειας βακτηρίων), τα οποία είχαν προηγουµένως 

εξισορροπηθεί στο διάλυµα λύσης των κυττάρων. Το κλάσµα των πρωτεϊνών που δεν 

δεσµεύτηκαν στα σφαιρίδια (Flow through) αποµακρύνεται µε 3 διαδοχικές πλύσεις της 

στήλης των 10 λεπτών. Η έκλουση των πρωτεϊνών που δεσµεύτηκαν στα σωµατίδια 

πραγµατοποιείται µε επώαση των σφαιριδίων µε το διάλυµα γλουταθειόνης. 

 

2.2.14 ΜΕΘΟΔΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ BRADFORD 

Η περιεκτικότητα ενός δείγµατος σε πρωτεΐνη προσδιορίστηκε µε τη χρωµατογραφική µέθοδο 

Bradford (222). Βασίζεται στη δηµιουργία συµπλόκου των πρωτεϊνών µε τη χρωστική 

Coomassie Brilliant Blue -R250 σε όξινο περιβάλλον. Το µέγιστο απορρόφησης της χρωστικής 

Coomassie Brilliant Blue -R250 είναι στα 470nm και µεταβάλλεται κατά τη συµπλοκοποίηση 
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στα 595nm. Το αντιδραστήριο αποτελείται από τη χρωστική Coomassie Brilliant Blue -R250 

σε διάλυµα φωσφορικού οξέος και µεθανόλης (Biorad). Το αντιδραστήριο αναµιγνύεται µε 

H2O σε αναλογία 1/4 σε τελικό όγκο 1 ml, προστίθεται το δείγµα πρωτεϊνών και στη συνέχεια 

µετράται η απορρόφηση στα 595 nm.  Βάσει  πρότυπης καµπύλης αναφοράς µε αλβουµίνη 

(BSA) η απορρόφηση ανάγεται σε συγκέντρωση πρωτεΐνης. 

 

2.2.15 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΥΠΟ ΑΠΟΔΙΑΤΑΚΤΙΚΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ 

(SDS-PAGE) 

Η ηλεκτροφόρηση πηκτών ακρυλαµιδίου, είναι µια αναλυτική µέθοδος διαχωρισµού των 

συστατικών ενός µίγµατος πρωτεϊνών µε βάση το µέγεθός τους. Η αρχή της µεθόδου είναι πως 

φορτισµένα µόρια  όπως οι  πρωτεΐνες µπορούν να µεταναστεύσουν και να διαχωριστούν 

διαµέσου των πόρων ενός πηκτώµατος υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Η ταχύτητα των 

πρωτεϊνών κατά τη µετακίνησή τους στο πήκτωµα εξαρτάται από τη διαφορά δυναµικού του 

ηλεκτρικού πεδίου που εφαρµόζεται (Ε) και το φορτίο της πρωτεΐνης σύµφωνα µε τον τύπο 

v= E *q/ f . O παράγοντας f εκφράζει την εξάρτηση της ταχύτητας από το σχήµα και τη µάζα 

της πρωτεΐνης καθώς και από το ιξώδες του πηκτώµατος στο οποίο µετακινείται η πρωτεΐνη. 

Ο σχηµατισµός των πηκτών πολυακρυλαµιδίου βασίζεται στον πολυµερισµό του 

ακρυλαµιδίου και του bis-ακρυλαµιδίου το οποίο διασυνδέει τις αλυσίδες ακρυλαµιδίου. Έτσι 

δηµιουργείται ένα πολυµερές πλέγµα µε πόρους, το µέγεθος των οποίων εξαρτάται από το 

βαθµό πολυµερισµού ανάλογα µε τη συγκέντρωση των µονοµερών στο διάλυµα. Το πλέγµα 

διαµορφώνεται µέσω της δηµιουργίας  ελευθέρων ριζών µε την προσθήκη υπερθειϊκού 

αµµωνίου (APS) και του φωτοχηµικού επιταχυντή TEMED, το οποίο καταλύει την αντίδραση 

πολυµερισµού των ελεύθερων ριζών θείου που δηµιουργούνται από το APS. H 

ηλεκτροφόρηση µπορεί να είναι συνεχής ή ασυνεχής. Στην ασυνεχή χρησιµοποιούνται δυο 

πηκτώµατα που διαφέρουν ως προς το pH και τη σύστασή τους, το πήκτωµα επιστoίβαξης 

(stacking) µε pH 6.8 και το πήκτωµα διαχωρισµού (separating) µε pH 8.8. Όταν οι πρωτεΐνες 

ενός δείγµατος µετακινούνται διαµέσου του πηκτώµατος επιστoίβαξης συµπυκνώνονται σε 

µια λεπτή στοιβάδα ώστε να δηµιουργηθεί ένα ενιαίο µέτωπο και να εισέλθουν όλες 

ταυτόχρονα στο πήκτωµα διαχωρισµού. Στη συνέχεια µετακινούνται διαµέσου του 

πηκτώµατος διαχωρισµού και διαχωρίζονται σε λεπτές ζώνες.  Η ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών 

σε πηκτές πολυακρυλαµιδίου µπορεί να γίνει απουσία ή παρουσία αποδιατακτικών 

παραγόντων. Απουσία αποδιατακτικών παραγόντων, διατηρούν την ανώτερη διαµόρφωσή 

τους. Παρουσία τέτοιων παραγόντων (ηλεκτροφόρηση κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες), 
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όπως το απορρυπαντικό SDS (µετά νατρίου άλας του θειικού δωδεκυλίου), χάνουν τη 

διαµόρφωσή τους. Η προσθήκη του αποδιατακτικού παράγοντα SDS εξασφαλίζει την κοινή 

µετακίνηση όλων των µορίων ενός µίγµατος πρωτεϊνών από την κάθοδο προς την άνοδο καθώς 

καταργεί τις ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις φορτίζοντάς τις πρωτεΐνες αρνητικά. Έτσι, τους 

προσδίδει έναν σταθερό λόγο φορτίου προς µάζα και επιτρέπει το διαχωρισµό τους βάσει του 

µοριακού τους βάρους και όχι του φορτίου τους. Η γλυκίνη του διαλύµατος µπορεί να 

απαντηθεί είτε ως αφόρτιστο αµφιτεριόν, είτε ως φορτισµένο ανιόν. Σε χαµηλό pH 

πρωτονιώνεται και έχει ουδέτερο φορτίο. Σε υψηλότερο pH αποκτά αρνητικό φορτίο. Κατά 

την εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου, τα ιόντα της γλυκίνης µετακινούνται προς την άνοδο. Στην 

άνοδο βρίσκεται η πηκτή επιστoίβαξης και τα δείγµατα που έχουν χαµηλή τιµή pH οπότε η 

γλυκίνη χάνει το φορτίο της και δεν µεταναστεύει γρήγορα. Παράλληλα στην πηκτή και στο 

ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης  περιέχονται ιόντα χλωρίου που µεταναστεύουν προς 

την άνοδο µε µεγάλη ταχύτητα. Έτσι δηµιουργείται µια λεπτή ζώνη χαµηλής αγωγιµότητας 

στην κορυφή της πηκτής επιστoίβαξης όπου συγκεντρώνεται η τάση του ρεύµατος. Η πολύ 

υψηλή τάση οδηγεί τις αρνητικά φορτισµένες από το SDS πρωτεΐνες να µετακινηθούν προς 

την άνοδο. Καθώς οι πρωτεΐνες έχουν πολύ µεγαλύτερο λόγο φορτίου/ µάζας σε σχέση µε τη 

γλυκίνη, µετακινούνται πιο γρήγορα από τη γλυκίνη αλλά πιο αργά από τα ιόντα χλωρίου. 

Έτσι πραγµατοποιείται το «πακετάρισµα» των δειγµάτων σε µια λεπτή ζώνη που µεταναστεύει 

διαµέσου της πηκτής επιστοίβαξης ώστε όλες οι  πρωτεΐνες του δείγµατος να εισέλθουν 

ταυτόχρονα στην πηκτή διαχωρισµού. Στην πηκτή διαχωρισµού, η τιµή του pH είναι 

υψηλότερη. Έτσι η γλυκίνη φορτίζεται αρνητικά και µετακινείται πιο γρήγορα προς την άνοδο 

ενώ οι  πρωτεΐνες επιβραδύνονται καθώς η πηκτή δρα ως ηθµός. Η ταχύτητα της 

µετανάστευσής τους είναι αντιστρόφως ανάλογη του µοριακού µεγέθους τους και 

µετακινούνται προς την άνοδο διαµέσου της πηκτής διαχωρισµού έως ότου το µέγεθός τους 

δεν επιτρέπει να διαπεράσουν τους ηθµούς του πλέγµατος της πηκτής. Όσο µεγαλύτερο είναι 

το µοριακό βάρος µιας πρωτεϊνης τόσο µικρότερη είναι η ταχύτητα µετακίνησης διαµέσου της 

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

της Hoeffeur και της Biorad και η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 150V. 

  

2.2.16 ΧΡΩΣΗ ΤΗΣ ΠΗΚΤΗΣ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟΥ ΜΕ COOMASSIE 

BRILLIANT BLUE R- 250   

Για τη χρώση των πρωτεϊνών που έχουν διαχωριστεί στην πηκτή πολυακρυλαµιδίου, µετά το 

τέλος της ηλεκτροφόρησης η πηκτή εµβαπτίζεται στο διάλυµα Coomassie Brilliant Blue R- 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 18:13:21 EEST - 18.218.69.90



	 98	

250 και ανακινείται για 15 λεπτά. Στο διάλυµα αυτό, πραγµατοποιείται στερέωση των 

πρωτεϊνών στην πηκτή καθώς γίνονται αδιάλυτες λόγω του οξικού οξέος. Παράλληλα, η µπλε 

χρωστική προσδένεται µη ειδικά σε όλες τις πρωτεΐνες. Η χρωστική που δεν έχει προσδεθεί 

στις πρωτεΐνες εκπλένεται µε διάλυµα 10% οξικού οξέος, 20% µεθανόλης για 30 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου υπό συνεχή ανάδευση. Τέλος γίνεται ενυδάτωση της πηκτής µε 

επώαση της πηκτής σε νερό υπό συνεχή ανάδευση.    

 

2.2.17 ΧΡΩΣΗ ΤΗΣ ΠΗΚΤΗΣ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟΥ ΜΕ ΝΙΤΡΙΚΟ ΑΡΓΥΡΟ (AgNO3)  

Για την ανίχνευση πρωτεϊνικών ζωνών µε µεγαλύτερη ευαισθησία, πραγµατοποιείται χρώση 

της πηκτής µε νιτρικό άργυρο (AgNO3). Η µέθοδος αυτή επιτρέπει την ανίχνευση 1ng 

πρωτεΐνης που είναι περίπου 100 φορές µεγαλύτερη από το όριο ανίχνευσης µε τη χρωστική 

Coomasie Brilliant Blue R-250 (223). Η διαδικασία περιλαµβάνει τρία βήµατα. Το πρώτο 

βήµα περιλαµβάνει τη στερέωση των πρωτεϊνών στην πηκτή και επιτυγχάνεται µε εµβάπτιση 

της πηκτής στο διάλυµα στερέωσης για 30 λεπτά υπό συνεχή ανάδευση. Έπειτα η πηκτή 

ενυδατώνεται για τουλάχιστον δυο ώρες σε απιονισµένο νερό. Το δεύτερο βήµα, είναι η 

ευαισθητοποίηση της πηκτής. Αυτό πραγµατοποιείται µε εµβάπτιση της πηκτής στο διάλυµα 

DTT για 30 λεπτά και εν συνεχεία στο διάλυµα AgNO3 για τον ίδιο χρόνο υπό συνεχή 

ανάδευση. Το διάλυµα αυτό διευκολύνει την αντίδραση των καθηλωµένων στην πηκτή 

πρωτεϊνών µε τον άργυρο, καθώς επίσης επιταχύνει την αναγωγή του ιόντος αργύρου. 

Παράλληλα, τα οξυανιόντα θείου σχηµατίζουν σύµπλοκο µε τα ελεύθερα ιόντα αργύρου 

εµποδίζοντας την αναγωγή σε µεταλλικό άργυρο. Στη συνέχεια, η πηκτή ξεπλένεται σε 

απιονισµένο νερό µε δυο πλύσεις για 5 λεπτά υπό συνεχή ανάδευση. Το τρίτο βήµα είναι η 

ανάπτυξη της χρώσης που πραγµατοποιείται µε εµβάπτιση της πηκτής στο διάλυµα ανάπτυξης  

µέχρι να εµφανιστούν οι  πρωτεϊνικές ζώνες στην επιθυµητή ένταση. Η φορµαλδεΰδη που 

περιέχεται σε αυτό το διάλυµα ανάγει τον άργυρο και η προσθήκη του ανθρακικού νατρίου 

κάνει το διάλυµα αλκαλικό καθώς για να λάβει χώρα η συγκεκριµένη αντίδραση 

πραγµατοποιείται σε υψηλό pH. Τέλος, η αντίδραση σταµατάει µε την προσθήκη του 

διαλύµατος τερµατισµού εξαιτίας του όξινου χαρακτήρα του, ξεπλένεται και φυλάσσεται σε 

απιονισµένο νερό.   
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2.2.18 ΗΛΕΚΤΡΟΜΕΤΑΦΟΡΑ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΠΟ ΤΗΝ ΠΗΚΤΗ ΣΤΗ ΜΕΜΒΡΑΝΗ 

ΚΑΙ ΑΝΟΣΟΑΠΟΤΥΠΩΣΗ ΚΑΤΑ WESTERN BLOT 

Προκειµένου να ταυτοποιηθούν µε εξειδικευµένα αντισώµατα πρωτεΐνες που έχουν αναλυθεί 

µε ηλεκτροφόρηση σε SDS-PAGE, είναι απαραίτητη η πρότερη ηλεκτροµεταφορά τους σε 

µεµβράνες νιτροκυτταρίνης ή PVDF.  Οι πρωτεΐνες που βρίσκονται σε σύµπλοκο µε το SDS 

και έχουν αρνητικό φορτίο, µε την εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου θα µετακινηθούν από την 

πηκτή πολυακρυλαµιδίου στη µεµβράνη όπου και θα καθηλωθούν στο πλέγµα αυτής εξαιτίας 

υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Μετά την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης SDS-PAGE, η 

πηκτή πολυακρυλαµιδίου µε τις διαχωρισµένες πρωτεΐνες εµβαπτίζεται µαζί µε µια µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης στο ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς πρωτεϊνών Transfer Buffer 1x για 10 

λεπτά. Στη συνέχεια, η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και η πηκτή π ολυακρυλαµιδίου 

τοποθετούνται στη συσκευή ηµι-ξηρής µεταφοράς (semi-dry transfer, Biorad). Η τοποθέτηση 

γίνεται ανάµεσα σε δύο διηθητικά χαρτιά Whatman, τα οποία έχουν επίσης εµβαπτιστεί στο 

διάλυµα µεταφοράς, µε τη µεµβράνη να είναι προσανατολισµένη στο θετικό πόλο και την 

πηκτή στον αρνητικό. Εφαρµόζεται ηλεκτρικό πεδίο σταθερής τάσης 10V για 60 λεπτά ώστε 

να πραγµατοποιηθεί  η ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών από την πηκτή στη µεµβράνη.  

Για να ελέγξουµε αν πραγµατοποιήθηκε η µεταφορά των πρωτεϊνών στη µεµβράνη, 

εµβαπτίζουµε τη µεµβράνη σε διάλυµα Ponceau S που θα δώσει στις πρωτεΐνες κόκκινο 

χρώµα. Στη συνέχεια, η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης ξεπλένεται µε διάλυµα PBS-Τween 20 υπό 

συνεχή ανάδευση και ακολουθεί η διαδικασία κορεσµού των µη ειδικών θέσεων δέσµευσης 

πρωτεϊνών της µεµβράνης. H µεµβράνη εµβαπτίζεται σε διάλυµα κορεσµού (Βlocking Βuffer) 

(5% γάλα σε σκόνη, και PBS-0,1% Τween 20) για 1 ώρα ώστε να  κορεστούν  οι θέσεις 

δέσµευσης πρωτεϊνών της µεµβράνης από τις πρωτεΐνες του γάλακτος και να αποφευχθούν µη 

εξειδικευµένες αλληλεπιδράσεις του αντισώµατος µε τη µεµβράνη. Ακολουθούν πλύσεις της 

µεµβράνης µε PBS-0,1% Tween 20 (3 πλύσεις για 5 λεπτά). Έπειτα γίνεται ολονύχτια επώαση 

µε το πρώτο αντίσωµα έναντι της πρωτεΐνης που επιθυµούµε να ανιχνεύσουµε στην 

κατάλληλη αραίωση σε 5% γάλα σε σκόνη, και PBS-0,1% Τween 20 υπό συνεχή ανάδευση 

στους 4οC. Ακολουθούν πλύσεις της µεµβράνης µε PBS-0,1% Tween 20 (3 πλύσεις για 5 

λεπτά). Στη συνέχεια η µεµβράνη επωάζεται µε αντίσωµα που αναγνωρίζει και προσδένεται 

στο πρώτο αντίσωµα και είναι συζευγµένο µε το ένζυµο υπεροξειδάση. Το δεύτερο αντίσωµα 

χρησιµοποιείται σε κατάλληλη αραίωση σε 5% γάλα σε σκόνη και PBS- 0,1 % Tween 20 για 

1 ώρα υπό συνεχή ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου.  Ακολουθούν πλύσεις της µεµβράνης 

µε PBS-0,1% Tween 20 (3 πλύσεις για 5 λεπτά).  
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Για την ανίχνευση των πρωτεϊνών χρησιµοποιείται η µέθοδος της ενισχυµένης 

χηµειοφωταύγειας. Η µεµβράνη επωάζεται για ένα λεπτό σε 10 ml διαλύµατος λουµινόλης, 

στο οποίο προστίθενται 30 µl 3% Η2Ο2 και 100 µl κουµαρικού οξέος. Η υπεροξειδάση που 

είναι συζευγµένη στο δεύτερο αντίσωµα αντιδρά µε το υπεροξείδιο δ ηµιουργώντας ρίζες 

υπεροξειδίου. Οι ρίζες υπεροξειδίου αντιδρούν µε το κουµαρικό οξύ που λειτουργεί ως 

καταλύτης της χηµειοφωταύγειας δηµιουργώντας ρίζες κουµαρικού οξέος. Οι ρίζες 

κουµαρικού οξέος οξειδώνουν τη λουµινόλη σε 3 αµινο- φθαλικό οξύ εκπέµποντας φωτόνια. 

Για την ανίχνευση της χηµειοφωταύγειας χρησιµοποιήθηκε η  συσκευή Uvitec Cambridge 

Chemiluminescence Imaging System και η ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνικών επιπέδων µε το 

λογισµικό Alliance Software. 

 

2.2.19 ΑΝΟΣΟΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ (IP) 

Η ανοσοκατακρήµνιση βασίζεται στην ικανότητα της πρωτεΐνης Α (protein A) του 

Staphylococcus Aureus να προσδένεται στη σταθερή περιοχή Fc των βαριών αλυσίδων των 

αντισωµάτων IgG. Χρησιµοποιώντας ένα ειδικό αντίσωµα έναντι µιας πρωτεΐνης να την 

αποµονώσουµε από εκχυλίσµατα κυττάρων καθώς το αντίσωµα που έχει δεσµεύσει την εν 

λόγω πρωτεΐνη θα προσδεθεί στην πρωτεΐνη Α που βρίσκεται καθηλωµένη σε ένα αδρανές 

υλικό π.χ. σε σφαιρίδια σεφαρόζης. Με τον τρόπο αυτό είναι δυνατόν να συγκατακρηµνιστούν 

πρωτεΐνες που δεσµεύονται ισχυρά στην πρωτεΐνη-στόχο, προσφέροντας έτσι µια εικόνα των 

αλληλεπιδράσεων της προς µελέτη πρωτεΐνης µε άλλες πρωτεΐνες στο κυτταρικό περιβάλλον.  

Στην παρούσα εργασία, χρησιµοποιήθηκε το µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του επιτόπου 

FLAG, το πολυκλωνικό αντίσωµα έναντι του HIF-2α και αντίσωµα έναντι της GFP από ορό 

κόνικλος. Αρχικά, τα σφαιρίδια σεφαρόζης που έχουν καθηλωµένη πρωτεΐνη Α 

εξισορροπούνται στο ρυθµιστικό διάλυµα ανοσοκατακρήµνισης IP Buffer  µε 3 πλύσεις των 

10 λεπτών η καθεµιά και παραλαµβάνονται  µε σύντοµη φυγοκέντρηση στις 3000 rpm. 

Παράλληλα τα κυτταρικά εκχυλίσµατα επωάζονται µε 1 µg αντισώµατος, υπό συνεχή 

ανάδευση για περίπου 2 ώρες στους 4° C ώστε να επιτευχθεί η συµπλοκοποίηση του 

αντισώµατος µε την πρωτεΐνη που αναγνωρίζει. Στη συνέχεια, τα κυτταρικά εκχυλίσµατα 

αναµιγνύονται µε τα εξισορροπηµένα σφαιρίδια σεφαρόζης- πρωτεΐνης Α . Η διαδικασία 

δέσµευσης του αντισώµατος στα σφαιρίδια διαρκεί  από 4 έως 16 ώρες. Με το πέρας της 

δέσµευσης, ακολουθούν 3 πλύσεις των 10 λεπτών η καθεµιά µε το ίδιο ρυθµιστικό διάλυµα 

ώστε να αποφευχθούν οι  τυχόν ασθενείς µη ειδικές αλληλεπιδράσεις µε πρωτεΐνες των 

κυτταρικών εκχυλισµάτων. Τέλος, ο ι πρωτεΐνες που έχουν προσδεθεί στα σφαιρίδια 
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εκλούονται µε όξινο διάλυµα 0.2M γλυκίνης pH 2. Οι πρωτεΐνες που ανοσοκατακρηµνίστηκαν 

µπορούν να ανιχνευτούν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western. Το έκλουσµα της στήλης µπορεί 

εναλλακτικά να αναλυθεί µε φασµατοσκοπία µαζών, ώστε να ανιχνευτούν υποψήφιες 

πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν στο κυτταρικό περιβάλλον µε την πρωτεΐνη που 

ανοσοκατακρηµνίστηκε.    

 

2.2.20 ΣΥΓΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ (PULL- DOWN) 

Με πειράµατα συγκατακρήµνισης είναι δυνατή η διερεύνηση της ικανότητας διάφορων 

πρωτεϊνών να αλληλεπιδρούν µεταξύ τους. Η µέθοδος αυτή βασίζεται στη δυνατότητα 

χιµαιρικών πρωτεϊνών σε σύντηξη µε έναν επίτοπο να προσδεθούν σε στήλες χρωµατογραφίας 

µε τις οποίες παρουσιάζουν αγχιστεία (π.χ. πρωτεΐνη σε σύντηξη µε την GST καθηλώνεται σε 

σφαιρίδια γλουταθειόνης- σεφαρόζης.). Οι πρωτεΐνες που έχουν καθηλωθεί στις στήλες 

µπορούν να συµπλοκοποιηθούν µε άλλες πρωτεΐνες µε τις οποίες έχουν αγχιστεία και οι οποίες 

είτε είναι αποµονωµένες σε καθαρή µορφή είτε περιέχονται σε κυτταρικά εκχυλίσµατα. Η 

διαδικασία αυτή γίνεται παρουσία ρυθµιστικού διαλύµατος υψηλής ιοντικής ισχύος, ώστε να 

αποφεύγονται ασθενείς, µη ειδικές αλληλεπιδράσεις.    

Στην παρούσα διατριβή, τµήµατα της πρωτεΐνης του HIF-2α σε σύντηξη µε την τρανσφεράση 

της γλουταθειόνης (GST) καθηλώθηκαν σε σφαιρίδια γλουταθειόνης- σεφαρόζης. Ως σηµείο 

αναφοράς, πραγµατοποιήθηκε δέσµευση σκέτης GST στα σφαιρίδια. Αρχικά, τα σφαιρίδια 

εξισορροπούνται στο ρυθµιστικό διάλυµα IP Buffer µε 3 πλύσεις των 10 λεπτών η καθεµιά 

και παραλαµβάνονται  µε σύντοµη φυγοκέντρηση στις 3000 rpm. Στη συνέχεια, 10-20µg  

χιµαιρικής πρωτεΐνης επωάζονται µε τα σφαιρίδια υπό συνεχή ανάδευση για περίπου 2 ώρες 

στους 4° C ώστε να επιτευχθεί η δέσµευση της GST µε τo υπόστρωµά της, δηλαδή τη 

γλουταθειόνη που είναι συµπλοκοποιηµένη µε τα σφαιρίδια σεφαρόζης. Ακολούθως, ~1mg 

κυτταρικών εκχυλισµάτων αραιωµένων στο  ρυθµιστικό διάλυµα IP αναµιγνύονται µε τα 

σφαιρίδια. Η διαδικασία δέσµευσης πρωτεϊνών που περιέχονται στα κυτταρικά εκχυλίσµατα 

στα σφαιρίδια διαρκεί  από 4 έως 16 ώρες. Με το πέρας της δέσµευσης, ακολουθούν 3 πλύσεις 

των 10 λεπτών η καθεµιά µε το ίδιο ρυθµιστικό διάλυµα ώστε να αποφευχθούν οι  τυχόν 

ασθενείς µη ειδικές αλληλεπιδράσεις µε πρωτεΐνες των κυτταρικών εκχυλισµάτων. Τέλος, οι 

πρωτεΐνες που έχουν προσδεθεί στα σφαιρίδια ε κλούονται µε 2x SDS (Εικόνα 36). Οι 

πρωτεΐνες που δεσµεύτηκαν µπορούν να ανιχνευτούν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western.  
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Εικόνα 36: Σχηµατική αναπαράσταση συγκατακρήµνισης GST- HIF-2α από κυτταρικά εκχυλίσµατα HeLa.  

 

2.2.21 in vitro  ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ  

H καθαρή χιµαιρική πρωτεΐνη HIF-2α σε σύντηξη µε τη GST καθώς και µικρότερα τµήµατά 

του δοκιµάστηκαν ως υποστρώµατα σε πειράµατα in vitro φωσφορυλίωσης (224), 

χρησιµοποιώντας είτε την ανασυνδυασµένη κινάση που ρυθµίζεται από εξωκυττάρια σήµατα 

ERK1 (p42 MAPK) είτε κυτταρικά εκχυλίσµατα Huh7. Σε κάθε αντίδραση,  1 µg χιµαιρικής 

πρωτεΐνης επωάστηκε µε περίπου 1 µg κυτταρικών εκχυλισµάτων Huh7 ή µε 5 µονάδες (units) 

του ενζύµου ERK2. Στο µίγµα αντίδρασης περιλαµβάνονται 25 mM ρυθµιστικού διαλύµατος 

Tris-ΗCl pH 7.5, 80 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.6 µCi [γ-32Ρ] ΑΤΡ, 25 µΜ ΑΤΡ και 5 mM 

γλυκεροφωσφορικού νατρίου (αναστολέας φωσφατασών σερίνης, θρεονίνης). Ο τελικός 

όγκος της αντίδρασης προσαρµόζεται στα 25 µl µε απιονισµένο Η2Ο. Τα δείγµατα επωάζονται 

στους 30° C για 30 λεπτά. Στο τέλος της επώασης  προστίθενται 50 mM DTT και διάλυµα 

Laemli.  Τα δείγµατα θερµαίνονται στους 95οC για 5 λεπτά και αναλύονται µε ηλεκτροφόρηση 

SDS- PAGE. Ακολουθεί χρώση της πηκτής πολυακρυλαµιδίου µε τη χρωστική Coomasie 

Brilliant Blue R- 250 και αποχρωµατισµός της. Στη συνέχεια η πηκτή ξηραίνεται πάνω σε 

χαρτί ανοσοαποτύπωσης Whatman και υποβάλλεται σε αυτοραδιογραφία. Οι ραδιενεργές 

ζώνες που προκύπτουν, αποκόπτονται από την ξηρή πηκτή και πραγµατοποιείται µέτρηση των 

κρούσεών τους κατά Cherenkov στον µετρητή ραδιενέργειας Wallac 1409. Έτσι, είναι δυνατή 

η ποσοτική εκτίµηση των επιπέδων φωσφορυλίωσης των διάφορων τµηµάτων του HIF-2α 

βάσει του αριθµού κρούσεων. 

 

2.2.22 ΑΥΤΟΡΑΔΙΟΓΡΑΦΙΑ    

Η αυτοραδιογραφία βασίζεται στην ικανότητα της β-ακτινοβολίας που εκπέµπει το ραδιενεργό 

ισότοπο 32Ρ και χρησιµοποιείται για τη σήµανση πρωτεϊνών να προσβάλλει το ακτινογραφικό 

φιλµ. Το πήκτωµα που έχει ξηρανθεί πάνω σε χαρτί ανοσοαποτύπωσης Whatman.  Το φιλµ 

αυτοραδιογραφίας εκτίθεται στην ξηρή ραδιενεργή πηκτή µέσα σε φωτοπολλαπλασιαστικό 
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θάλαµο. Ο απαιτούµενος χρόνος έκθεσης ποικίλλει ανάλογα µε τα επίπεδα ραδιενέργειας και 

µπορεί να εκτιµηθεί µε µέτρηση των κρούσεων της πηκτής µε συσκευή Geiger. Η εµφάνιση 

και στερέωση του φιλµ πραγµατοποιείται σε σκοτεινό θάλαµο µε εµβάπτισή του στο διάλυµα 

ανάπτυξης (Developer) και στο διάλυµα σταθεροποίησης Fixation της εταιρίας Kodak.   

 

2.2.23 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΑΝΘΡΩΠΙΝΩΝ ΚΑΡΚΙΝΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

Οι ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές HeLa, Huh7 και HepG2 που χρησιµοποιήθηκαν 

στην παρούσα διδακτορική διατριβή, καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM) της εταιρίας Biosera παρουσία 10% ορού εµβρύου βοός (FBS) και 

100U/ml πενικιλίνης και στρεπτοµυκίνης. Η καλλιέργεια των κυττάρων πραγµατοποιήθηκε 

στον επωαστήρα  Heal Force HF 90 σε σταθερή θερµοκρασία 37οC και σε 5% CO2. Η 

ανακαλλιέργεια των τριών κυτταρικών σειρών πραγµατοποιείται µε τη διαδικασία της 

θρυψινοποίησης ανά 2-3 µέρες. Η θρυψίνη υδρολύει τους δεσµούς που αναπτύσσονται µεταξύ 

των πρωτεϊνών προσκόλλησης της επιφάνειας των κυττάρων και του καλλιεργητικού 

τρυβλίου. Για τη θρυψινοποίηση, αρχικά αποµακρύνεται το µέσο καλλιέργειας και 

πραγµατοποιείται µια πλύση των κυττάρων µε PBS 1x. Στη συνέχεια τα κύτταρα επωάζονται 

σε 1mL θρυψίνης 0.2% για 5 λεπτά στους 37οC. Προστίθεται 1mL θρεπτικού µέσου ώστε να 

απενεργοποιηθεί η θρυψίνη και τα κύτταρα συλλέγονται, φυγοκεντρούνται στις 3000 rpm για 

5 περίπου λεπτά και αποµακρύνεται το υπερκείµενο. Τέλος, τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 

περίπου 7mL θρεπτικού µέσου και µοιράζονται στα τρυβλία καλλιέργειας.  

 

2.2.24 ΠΑΓΩΜΑ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΚΑΙ ΕΠΑΝΕΝΑΡΞΗ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ 

Αρχικά αποµακρύνεται το µέσο καλλιέργειας και πραγµατοποιείται µια πλύση των κυττάρων 

µε PBS 1x. Πραγµατοποιείται θρυψινοποίηση των κυττάρων όπως περιγράφεται στην 

προηγούµενη ενότητα και µετά την αποµάκρυνση του υπερκείµενου που προκύπτει από τη 

φυγοκέντρηση των κυττάρων, τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 1 ml θρεπτικού µέσου ψύξης, 

που περιέχει 10% διµεθυλοσουλφοξίδιο (DMSO) σε θρεπτικό µέσο καλλιέργειας DMEM. Τα 

κύτταρα µεταφέρονται σε ειδικούς µικροσωλήνες (cryotubes) και ακολουθεί σταδιακή ψύξη 

τους µε τελική αποθήκευση σε υγρό άζωτο (-196 οC). Για την ανάστροφη διαδικασία τα 

κύτταρα ξεπαγώνουν άµεσα µε θέρµανση στους 37οC και µεταφέρονται στο τρυβλίο 

καλλιέργειας που περιέχει 7mL περίπου θρεπτικού µέσου DMEM, 10% FBS και 100U/ml 

πενικιλίνης και στρεπτοµυκίνης.  
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2.2.25 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΟΥΣΙΩΝ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΑΓΩΓΗΣ ΤΩΝ HIF-1α ΚΑΙ HIF-

2α 

Για την εφαρµογή υποξίας, τα κύτταρα επωάστηκαν για διάφορους χρόνους σε 1% O2, 94% 

N2, και  5% CO2 στον ειδικό θάλαµο υποξίας IN VIVO2 200 (Baker Ruskinn, Sanford, Maine, 

USA). Για τη µελέτη της δράσης της 1,25(OH)2D στην έκφραση και µεταγραφική ενεργότητα 

των HIFs, τα κύτταρα προ επωάστηκαν για µια ώρα µε την 1,25(OH)2D σε συγκεντρώσεις και 

χρόνους που αναφέρονται στα αποτελέσµατα κάτω από συνθήκες νορµοξίας και υποξίας. Για 

την αναστολή του µονοπατιού των ERK1/2, τα κύτταρα επωάστηκαν παρουσία του 

εξειδικευµένου αναστολέα των ΜΕΚ U0126 (5Μ) (Cell Signalling) για 16 ώρες. Τέλος, για 

την αναστολή της εξπορτίνης CRM1, τα κύτταρα επωάστηκαν παρουσία του εξειδικευµένου 

αναστολέα της λεπτοµυκίνης (LMB 10 ng/µl) σε χρόνους που αναφέρονται στα αποτελέσµατα. 

 

2.2.26 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΩΝ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ 

Αρχικά αποµακρύνεται το θρεπτικό µέσο καλλιέργειας και τα κύτταρα ξεπλένονται µε PBS 

1x. Τα κύτταρα στη συνέχεια αποξύνονται από το τρυβλίο καλλιέργειας µε τη χρήση 

διαλύµατος λύσης. Τα κυτταρικά λύµατα µεταφέρονται σε σωλήνα τύπου eppendorf 1.5mL, 

επωάζονται σε πάγο για 15 λεπτά µε συχνή ανάδευση σε κυκλοτερή αναδευτήρα (vortex) και 

ακολούθως φυγοκεντρούνται στις 13000rpm για 15 λεπτά στους 4οC. Το υπερκείµενο που 

προκύπτει µετά τη φυγοκέντρηση αποτελεί το διαλυτό ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα. 

Προκειµένου να αναλυθούν οι  πρωτεΐνες του δείγµατος µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE, 

προστίθεται DTT 1mM και διάλυµα Laemli. Το δείγµα θερµαίνεται για 5 λεπτά στους 95 οC 

και αποθηκεύεται στους -20 οC. 

 

2.2.27 ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΠΥΡΗΝΙΚΩΝ ΚΑΙ ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΩΝ 

ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΩΝ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ  

Αρχικά αποµακρύνεται το µέσο καλλιέργειας και πραγµατοποιείται µια πλύση των κυττάρων 

µε PBS 1x. Πραγµατοποιείται θρυψινοποίηση των κυττάρων. Μετά το τέλος της επώασης των 

κυττάρων µε τη θρυψίνη, τα κύτταρα που έχουν αποκολληθεί από την επιφάνεια του τρυβλίου 

καλλιέργειας µεταφέρονται σε σωλήνα τύπου eppendorf 1.5mL και φυγοκεντρούνται για 2 

λεπτά στις 3000rpm στους 4οC. Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και το ίζηµα των κυττάρων 

επαναιωρείται σε 150 µl υποτονικού διαλύµατος Α . Ακολούθως, τα κυτταρικά λύµατα 

επωάζονται σε πάγο για 30 λεπτά µε συχνή ανάδευση σε κυκλοτερή αναδευτήρα (vortex) και 

φυγοκεντρούνται στις 7000rpm για 3 λεπτά στους 4οC. Το υπερκείµενο που προκύπτει από τη 
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φυγοκέντρηση αποτελεί το κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα πρωτεϊνών και µεταφέρεται σε 

καινούριο σωλήνα τύπου eppendorf 1.5mL.  Το ίζηµα επαναιωρείται σε 150 µl υπέρτονου 

διαλύµατος Β. Ακολουθεί ανάδευση σε κυκλοτερή αναδευτήρα και επώαση στον πάγο για 30 

min. Τέλος, το δείγµα φυγοκεντρείται στις 7000rpm για 3 λεπτά στους 4οC.  Το υπερκείµενο 

που προκύπτει από τη φυγοκέντρηση αποτελεί το πυρηνικό εκχύλισµα πρωτεϊνών και 

µεταφέρεται σε νέο σωλήνα τύπου eppendorf 1.5mL. Για την ανάλυση των εκχυλισµάτων µε 

ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE, ακολουθείται η ίδια διαδικασία που περιγράφεται στην ενότητα 

2.2.25. 

 

2.2.28 ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΥ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ 

ΕΜΜΕΣΟ ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟ 

Το φαινόµενο κατά το οποίο κάποιο σώµα εκπέµπει φως όταν διεγείρεται από ακτινοβολία 

ονοµάζεται φθορισµός. Το 1852 ο Stokes είχε διατυπώσει ότι το µήκος κύµατος της 

παραγόµενης ακτινοβολίας (φθορισµός) είναι µεγαλύτερο από αυτό της διεγείρουσας 

ακτινοβολίας. Συνεπώς, µια φθορίζουσα ουσία µπορεί να διεγερθεί µε ακτινοβολία της 

περιοχής του υπεριώδους (αόρατη) και να παραχθεί ακτινοβολία της περιοχής του ορατού 

φωτός. Στο φαινόµενο αυτό βασίζεται η µικροσκοπία φθορισµού, που κάνει δυνατή την 

παρατήρηση διάφορων συστατικών του κυττάρου τα οποία εκφράζονται σε σύντηξη µε 

διάφορες φθορίζουσες όπως η πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (Green Fluorescent protein, 

GFP). Με τον ανοσοφθορισµό είναι δυνατή η παρατήρηση της υποκυτταρικής κατανοµής µιας 

πρωτεΐνης µε τη χρήση ειδικού αντισώµατος συνδεδεµένου µε φθοριόχρωµα έναντι της προς 

µελέτη πρωτεΐνης (άµεσος ανοσοφθορισµός). Εναλλακτικά,  το φθοριόχρωµα µπορεί να είναι 

συνδεδεµένο µε κάποιο δευτερογενές αντίσωµα το οποίο αναγνωρίζει το πρωτογενές 

αντίσωµα που βρίσκεται σε σύµπλοκο µε την προς µελέτη πρωτεΐνη (έµµεσος 

ανοσοφθορισµός). Η µεθοδολογία αυτή επινοήθηκε από τους  Coons και Kaplan το 1950 και 

έχει αποκτήσει µεγάλο ενδιαφέρον στις βιοϊατρικές επιστήµες καθώς και στις δύο περιπτώσεις 

το σήµα του φθορισµού υποδεικνύει την κατανοµή της πρωτεΐνης του ενδιαφέροντος µας εντός 

του κυττάρου. Επιπλέον, ο  φθορισµός επιτυγχάνεται µε την επίδραση φωτός κατάλληλου 

µήκους κύµατος και η παρατήρηση γίνεται µε τη χρήση µικροσκοπίου το οποίο φέρει 

κατάλληλους φακούς και φίλτρα απορρόφησης του φωτός. 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιµοποιήθηκε η τεχνική του άµεσου φθορισµού και 

του έµµεσου ανοσοφθορισµού για την ανίχνευση των GFP τµηµάτων του HIF-2α και των 

FLAG-HIF-2α µορφών, αντίστοιχα. Κύτταρα HeLa, HepG2 και Huh7 αναπτύσσονται πάνω 
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σε αποστειρωµένες καλυπτρίδες διαµέτρου 12 mm ώστε την ηµέρα του ανοσοφθορισµού να 

καλύπτουν 60%- 80% της επιφάνειας της καλυπτρίδας. Αρχικά αποµακρύνεται το θρεπτικό 

µέσο καλλιέργειας των κυττάρων και τα κύτταρα ξεπλένονται µε PBS1x. Ακολουθεί 

µονιµοποίηση των κυττάρων µε διάλυµα PBS 1x/ 3% φορµαλδεΰδης για 3 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια πραγµατοποιούνται  2 πλύσεις µε PBS 1x και επώαση 

σε διάλυµα PBS 1x/ 0.1% Τriton X-100 για 15 λεπτά στους 4oC ώστε να επιτευχθεί διάνοιξη 

των κυτταρικών µεµβρανών. Ακολούθως,  γίνεται κορεσµός των µη ειδικών θέσεων µε 

διάλυµα PBS 1x/ 0.1% Tween 20/ 1% BSA για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη 

συνέχεια γίνεται ολονύκτια επώαση µε το πρώτο αντίσωµα έναντι του επιτόπου FLAG σε 

διάλυµα PBS 1x/ 0.1% Tween 20/ 1% BSA (αραίωση 1:5000) στους 4oC. Το πρωτογενές 

αντίσωµα αποµακρύνεται µε 3 διαδοχικές πλύσεις των 5 λεπτών µε διάλυµα PBS 1x/ 0.1% 

Tween 20.  Ακολουθεί επώαση µε το δευτερογενές αντίσωµα που είναι συνδεδεµένο µε τη 

φθορίζουσα ουσία Cy3 και αναγνωρίζει τη σταθερή περιοχή των βαριών αλυσίδων IgG 

ποντικού. Η επώαση γίνεται για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου σε διάλυµα PBS 1x/ 0.1% 

Tween 20/ 1% BSA (αραίωση 1:500). Το δευτερογενές αντίσωµα αποµακρύνεται µε 3 

διαδοχικές πλύσεις των 5 λεπτών µε διάλυµα PBS 1x/ 0.1% Tween 20. Ακολουθεί µια 

τελευταία πλύση µε PBS 1x και στιγµιαία εµβάπτιση σε H2O. Οι καλυπτρίδες τοποθετούνται 

σε αντικειµενοφόρους πλάκες αφού είχαν προστεθεί 4 µl υλικού σταθεροποίησης του 

φθορισµού (Mowiol) το οποίο περιέχει και την φθορίζουσα ουσία DAPI (4΄,6-διάµινο-2-

φαινυλινδολη) που προσδένεται στο DNA και γίνεται δυνατή η διάκριση των ορίων του 

πυρήνα. Η παρατήρηση των καλυπτρίδων πραγµατοποιείται στο µικροσκόπιο φθορισµού 

Zeiss Axioplan, µε µεγεθυντικούς φακούς 20Χ, 40Χ και 100X, µε φίλτρα για την παρατήρηση 

στην µπλε και κόκκινη περιοχή του φάσµατος του φωτός. Η  φθορίζουσα ουσία DAPI 

διεγείρεται στα	 358 nm (υπεριώδες φως) και εκπέµπει στα 461 nm (µπλε φάσµα ορατού 

φωτός). Η φθορίζουσα ουσία Cy3 διεγείρεται στα	550 nm (ορατό φως) και εκπέµπει στα  575 

nm (ορατό φως). 

Για τον άµεσο φθορισµό, οι καλυπτρίδες µετά την µονιµοποίηση των κυττάρων ξεπλένονται 

3 φορές για 5 λεπτά µε PBS 1x, τοποθετούνται στις αντικειµενοφόρους µε τον ίδιο τρόπο που 

περιγράφεται παραπάνω και παρατηρούνται στο µικροσκόπιο φθορισµού Zeiss Axioplan, µε 

µεγεθυντικούς φακούς 20Χ, 40Χ και 100X, µε φίλτρα για την παρατήρηση στην µπλε και 

πράσινη περιοχή του φάσµατος του φωτός. Η φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP  διεγείρεται στα	488 

nm (µπλε φάσµα ορατού φως) και εκπέµπει στα  509 nm (πράσινο φάσµα ορατού φωτός). 
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2.2.29 ΠΑΡΟΔΙΚΗ ΔΙΑΜΟΛΥΝΣΗ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

Για την εισαγωγή πλασµιδιακού DNA σε ευκαρυωτικά κύτταρα θηλαστικών και την έκφραση 

των κλωνοποιηµένων γονιδίων χρησιµοποιείται η µέθοδος της παροδικής διαµόλυνσης. Στην 

παρούσα διδακτορική διατριβή, η µέθοδος διαµόλυνσης περιλαµβάνει τη χρήση του µη 

λιπιδικού αντιδραστηρίου διαµόλυνσης TurboFect της εταιρίας Thermo Scientific. Το 

TurboFect είναι ένα διάλυµα κατιονικών πολυµερών σε νερό. Τα κατιονικά πολυµερή και το 

δεοξυριβονουκλεϊνικό οξύ (DNA) σχηµατίζουν συµπαγή, σταθερά, θετικά φορτισµένα 

σύµπλοκα, τα οποία προστατεύουν το DNA από αποικοδόµηση,  προσκολλώνται στην 

κυτταρική επιφάνεια και διευκολύνουν έτσι την παροχή γονιδίων σε ευκαρυωτικά κύτταρα. 

Αρχικά, πραγµατοποιείται η προετοιµασία του συµπλόκου. Η γενική αναλογία DNA προς 

µέσου διαµόλυνσης που χρησιµοποιούµε είναι 1:2 σε έναν σωλήνα τύπου eppendorf 1.5 mL 

σε θρεπτικό υλικό απουσία εµβρυϊκού βόειου ορού FBS και αντιβιοτικών. Η µάζα του 

πλασµιδιακού DNA ποικίλλει ανάλογα µε τη διάµετρο του τρυβλίου καλλιέργειας από 1 µg 

για πλάκες των 24 πηγαδιών  έως 10 µg για τρυβλία των 10 cm2 αντίστοιχα. Το µίγµα 

πλασµιδιακού  DNA και µέσου διαµόλυνσης επωάζεται σε θερµοκρασία δωµατίου για περίπου 

20 λεπτά για το σχηµατισµό των συµπλόκων. Ακολούθως, στα καλλιεργητικά τρυβλία µε τα 

κύτταρα προστίθεται θρεπτικό µέσο παρουσία 5% FBS.  Το µίγµα πλασµιδιακού  DNA και 

µέσου διαµόλυνσης διασπείρεται στη συνέχεια πάνω από τα κύτταρα και ακολουθεί επώαση 

στους 37 oC, 5%CO2 για 4 ώρες. Στο τέλος της επώασης το θρεπτικό υλικό αντικαθίσταται µε 

πλήρες (DMEM, 10% FBS, 100U/ml πενικιλίνης και στρεπτοµυκίνης) και τ α κύτταρα 

επωάζονται για 16 ώρες στους 37oC, 5%CO2. Την επόµενη µέρα πραγµατοποιείται κατάλληλη 

κατεργασία των κυττάρων ανάλογα µε την πειραµατική διαδικασία που ακολουθεί. 

 

2.2.30 ΑΠΟΣΙΩΠΗΣΗ ΤΗΣ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΜΕ siRNA 

O όρος  αποσιώπηση ή «RNA παρέµβαση» (RNA interference- RNAi) αναφέρεται σε έναν 

βασικό µηχανισµό κυτταρικής µετά- µεταγραφικής ρύθµισης της έκφρασης των γονιδίων. Πιο 

συγκεκριµένα, πρόδροµα δίκλωνα µόρια RNA (double- stranded RNA-dsRNA) των οποίων 

το µέγεθος και η προέλευση ποικίλει συµµετέχουν στην αναγνώριση των συµπληρωµατικών 

τους µονόκλωνων µορίων mRNA και οδηγούν στην αποικοδόµησή τους σε µικρότερα 

κοµµάτια τα οποία δεν µπορούν πλέον να µεταφραστούν.   

Για την αποσιώπηση της έκφρασης τ ου VDR έγινε διαµόλυνση κυττάρων Huh7 µε το 

αντίστοιχο ολιγοριβονουκλεοτίδιο χρησιµοποιώντας το λιπιδιακό αντιδραστήριο διαµόλυνσης 

Lipofectamine 2000 RNAi MAX της εταιρίας Invitrogen. Το Lipofectamine 2000 RNAi MAX 
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είναι ένα διάλυµα λιποσωµάτων. Τα λιποσώµατα περικλείουν το υδατικό διάλυµα του 

πλασµιδιακού DNA, προσκολλώνται στην κυτταρική επιφάνεια και διευκολύνουν έτσι την 

παροχή γονιδίων σε ευκαρυωτικά κύτταρα. Σαν συνθήκη αναφοράς, πραγµατοποιήθηκε 

διαµόλυνση κυττάρων Huh7 µε το  ολιγοριβονουκλεοτίδιο AllStars-siRNA της εταιρίας 

Qiagen το οποίο δεν παρουσιάζει οµολογία µε κανένα γνωστό γονίδιο θηλαστικών.  

Αρχικά, πραγµατοποιείται η προετοιµασία των λιποσωµάτων. Σε έναν σωλήνα τύπου 

eppendorf 1.5mL αναµιγνύουµε 50 µl DMEM χωρίς FBS και αντιβιοτικά µε τα siRNA. Σε 

έναν δεύτερο σωλήνα αναµιγνύουµε 50 µl DMEM χωρίς FBS και αντιβιοτικά µε 1.5 µl 

αντιδραστηρίου Lipofectamine 2000 RNAi MAX, ανακινούµε και επωάζουµε για 5 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθως, ενώνουµε το περιεχόµενο των δυο σωλήνων και 

επωάζουµε σε θερµοκρασία δωµατίου για 20 λεπτά προκειµένου να δηµιουργηθούν 

λιποσώµατα εσωκλείουν το siRNA έναντι του VDR. Έπειτα, προστίθενται στα καλλιεργητικά 

τρυβλία µε τα κύτταρα 400 µl DMEM απουσία FBS και αντιβιοτικών. Το µίγµα λιποσωµάτων 

και µέσου διαµόλυνσης διασπείρεται στη συνέχεια πάνω από τα κ ύτταρα και ακολουθεί 

επώαση στους 37 oC, 5%CO2 για 4 ώρες. Μετά το πέρας της επώασης πραγµατοποιείται 

αλλαγή του θρεπτικού µέσου και αντικατάσταση µε πλήρες θρεπτικό υλικό που περιέχει 10% 

FBS και αντιβιοτικά και τα κύτταρα επωάζονται στους 37οC, 5% CO2 για 16 ώρες.  Την 

επόµενη µέρα τα κύτταρα επεξεργάζονται κατάλληλα ανάλογα µε την πειραµατική διαδικασία 

που πρόκειται να ακολουθήσει. 

 

2.2.31 ΜΕΤΡΗΣΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗΣ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ HIF-1 ΚΑΙ HIF-2 

Για τη µέτρηση της µεταγραφικής ενεργότητας των HIF-1 και HIF-2 σε διάφορες κυτταρικές 

σειρές χρησιµοποιείται το σύστηµα λουσιφεράσης Dual- Luciferase Reporter assay της 

εταιρίας Promega. Το σύστηµα αυτό βασίζεται στη µέτρηση της χηµειοφωταύγειας που 

προκύπτει όταν το ένζυµο  λουσιφεράση της πυγολαµπίδας Photinus pyralis οξειδώνει τη 

λουσιφερίνη σε µια αντίδραση που χρησιµοποιεί ΑΤΡ και Mg2+ (Εικόνα 38). Η εκπεµπόµενη 

ακτινοβολία µετράται µε το λουµινόµετρο Turner Design TD20/20. Στην παρούσα 

διδακτορική διατριβή χρησιµοποιήθηκε ως πλασµίδιο αναφοράς τα pGL3-VEGF-5HRE και 

ως πλασµίδιο µάρτυρας για την απόδοση της διαµόλυνσης χρησιµοποιήθηκε το pCI-Renilla 

το οποίο κωδικοποιεί το λουσιφεράση από τον οργανισµό Renilla reniformis. Η διαµόλυνση 

των κυττάρων µε τα παραπάνω πλασµίδια πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο που χρησιµοποιεί 

το µη λιπιδιακό πολυµερές TurboFect.  
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Εικόνα 38: Αντιδράσεις που καταλύονται από τα ένζυµα λουσιφεράση της πυγολαµπίδας Photinus pyralis και 

λουσιφεράση της Renilla reniformis 

 

Το πρωτόκολλο αποτελείται από δύο στάδια. Στο πρώτο στάδιο πραγµατοποιείται παθητική 

λύση των κυττάρων και στο δεύτερο στάδιο γίνεται η µέτρηση της ενεργότητας της 

λουσιφεράσης. Για τη λύση των κυττάρων αποµακρύνεται αρχικά το θρεπτικό µέσο 

καλλιέργειας και τα κύτταρα ξεπλένονται µε PBS 1x. Ακολούθως προστίθενται σε κάθε 

πηγαδάκι της πλάκας 24 πηγαδιών 70 µl του διαλύµατος λύσης που περιέχεται Luciferase 

assay system kit της Promega  και οι  πλάκες ανακινούνται για 15 λεπτά σε πλατφόρµα 

ανακίνησης σε θερµοκρασία δωµατίου. Για την ακόλουθη µέτρηση της ενεργότητας της 

λουσιφεράσης, αρχικά τα κυτταρικά εκχυλίσµατα φυγοκεντρούνται στις 12000rpm για 3 λεπτά 

και το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο σωλήνα τύπου eppendorf 1.5mL. Αναµιγνύονται 20 µl 

του υπερκείµενου µε 20 µl λουσιφερίνης (περιέχεται Luciferase assay system kit της Promega) 

και η ένταση του φωτός που παράγεται ανιχνεύεται στο λουµινόµετρο. Για τη µέτρηση της 

ενεργότητας της λουσιφεράσης Renilla reniformis προστίθενται στον ίδιο σωλήνα 10 µl του 

διαλύµατος Stop & Glow (περιέχεται Luciferase assay system kit της Promega) και η ένταση 

του φωτός που παράγεται ανιχνεύεται στο λουµινόµετρο. Το διάλυµα Stop & Glow σταµατά 

τη δράση της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας και παράλληλα αποτελεί υπόστρωµα της 

λουσιφεράσης Renilla reniformis. Ο λόγος της τιµής που προκύπτει από τη µέτρηση της 

ενεργότητας της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας προς αυτή της λουσιφεράσης Renilla 

reniformis δηλώνει τη µεταγραφική ενεργότητα κάθε ρυθµιστικού στοιχείου (RLU, Related 

Luciferase Units, σχετικές µονάδες λουσιφεράσης): RLU= firefly luciferase/ renilla luciferase.  
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2.2.32 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΟΥ RNA ΚΑΙ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΤΟΥ 

Για την αποµόνωση ολικού RNA χρησιµοποιήθηκε το αντιδραστήριο NucleoZOL και 

εφαρµόστηκε το προτεινόµενο πρωτόκολλο της εταιρίας. Πρόκειται για ένα φαινολικό 

αντιδραστήριο που επιτυγχάνει την αποµόνωση ολικού RNA. Αρχικά αποµακρύνεται το 

θρεπτικό µέσο καλλιέργειας και τα κύτταρα ξεπλένονται µε PBS 1x.  Προστίθενται 400 µl 

NucleoZOL το µίγµα οµογενοποιείται και στη συνέχεια προστίθενται 160 µl H2O ελεύθερο 

ριβονουκλεασών. Παρατηρούνται οι  δύο φάσεις, υδατική και φαινολική και στη συνέχεια 

αναµιγνύονται µε ι σχυρή ανάδευση µε vortex για 30 δευτερόλεπτα. Γίνεται επώαση σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 5-15 λεπτά και στη συνέχεια γίνεται φυγοκέντρηση για 15 λεπτά 

13000 rpm σε θερµοκρασία δωµατίου. Παρατηρούνται τρεις φάσεις, µια υπερκείµενη υδατική 

που περιέχει το RNA, µια ενδιάµεση που περιέχει το DNA και µια φαινολική που περιέχει 

πρωτεΐνες. Το µεγαλύτερο µέρος της υδατικής φάσης ~500 µl µεταφέρεται σε σωλήνες τύπου 

eppendorf και προστίθεται 100% ισοπροπανόλη σε αναλογία 1:1. Γίνεται επώαση για 5 λεπτά 

σε θερµοκρασία δωµατίου και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 13000 rpm. Το RNA 

κατακρηµνίζεται και το ίζηµα πλένεται µε 400 µl 75% αιθανόλης και φυγοκέντρηση τριών 

λεπτών στις 13000 rpm. Αφαιρείται η αιθανόλη, πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση στις 13000 

rpm για 30 sec και αφαιρούνται τα υπολείµµατα αιθανόλης. Το RNA επαναιωρείται σε 30 µl 

H2O ελεύθερο ριβονουκλεασών. Τα δείγµατα διατηρούνται στους -80 οC. 

Η µέτρηση της συγκέντρωση του RNA και η εκτίµηση της καθαρότητάς του έγιναν στο 

φασµατοφωτόµετρο Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Συγκεκριµένα,  µετρήθηκε η οπτική 

απορρόφηση στα µήκη κύµατος 260nm (A260) και 280nm (Α280). Η συγκέντρωση του RNA 

προσδιορίζεται µε βάση την απορρόφηση στα 260 nm µε βάση ότι διάλυµα RNA 40µg/ml έχει 

απορρόφηση 1 a. u. (absorbance units). Στο µήκος κύµατος των 280nm ελέγχεται εάν υπάρχει 

πρόσµιξη πρωτεϊνών. Ο λόγος των τιµών απορρόφησης A260/Α280, αποτελεί µέτρο της 

καθαρότητάς του και των προσµείξεων πρωτεϊνών. Υψηλής καθαρότητας RNA µε ελάχιστες 

προσµίξεις έχει λόγο που κυµαίνεται από 1,7 έως 2. 

 

2.2.33 ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ ΠΡΑΓΜΑΤΙΚΟΥ ΧΡΟΝΟΥ 

(Real Time, RT-PCR) 

Η µέθοδος της αλυσιδωτής αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

επιτρέπει την ενίσχυση συγκεκριµένων αλληλουχιών DNA  χρησιµοποιώντας ειδικά 

συµπληρωµατικά ολιγονουκλεοτίδια (εκκινητές) και θερµοάντοχες πολυµεράσες µε 
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επαναλαµβανόµενους κύκλους αποδιάταξης, υβριδοποίησης και επιµήκυνσης. Κατά αυτόν τον 

τρόπο, το προϊόν που προκύπτει είναι συγκεκριµένο και παράγεται σε µεγάλες ποσότητες. Η 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου Real Time, RT-PCR είναι µια 

παραλλαγή της PCR. Χρησιµοποιείται για την ποιοτική και ποσοτική ανάλυση της γονιδιακής 

έκφρασης. Συγκεκριµένα, χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο το mRNA, παράγονται αντίγραφα 

cDNA. Στο πρώτο βήµα, για τη σύνθεση του πρώτου κλώνου, χρησιµοποιείται το ένζυµο 

αντίστροφη µεταγραφάση. Στο δεύτερο βήµα γίνεται η σύνθεση του επόµενου κλώνου και στα 

ακόλουθα βήµατα ολοκληρώνεται η κανονική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης. 

Σύνθεση του cDNA 

Η σύνθεση του cDNA βασίζεται στη δράση του ενζύµου αντίστροφη µεταγραφάση που 

συνθέτει συµπληρωµατικό DNA (cDNA) χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο mRNA. Η RNA 

πολυµεράση που έχει αποµονωθεί από ρετροϊούς, µε κατάλληλους εκκινητές συνθέτει τον 

συµπληρωµατικό κλώνο χρησιµοποιώντας τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs). 

Στη συνέχεια η RNA αλυσίδα καταβολίζεται σε πολλά σηµεία από τη δράση RNάσης. Tελικά, 

µια DNA πολυµεράση συνθέτει τον συµπληρωµατικό κλώνο DNA και µια λιγάση ενώνει τα 

κοµµάτια µε αποτέλεσµα να προκύπτει ένα δίκλωνο µόριο cDNA. Στην παρούσα διδακτορική 

διατριβή, η σύνθεση του cDNA πραγµατοποιήθηκε µε το High-Capacity cDNA Reverse 

transcription kit (Applied Biosystems). Για την αντίδραση χρησιµοποιείται ολικό RNA που 

αποµονώθηκε από τα κύτταρα και προετοιµάζεται πάγο ως εξής: 

• 10 µl δείγµατος RNA 1 µg 

• 2 µl RT Buffer (10x) 

• 0,8 µl dNTPs Mix (100 mM) 

• 2 µl τυχαίων εκκινητών 

• 1 µl αντίστροφης µεταγραφάσης 

• 4,2 µl H2O 

Τα δείγµατα επωάστηκαν σε θερµοκυκλοποιητή στις ακόλουθες συνθήκες: 

• 25°C για 10 λεπτά  (σύνδεση εκκινητών) 

• 37°C για 120 λεπτά  (αντίστροφη µεταγραφή) 

• 85°C για 5 λεπτά    (απενεργοποίηση) 

• 4°C – ψύξη 

Στα δείγµατα µετά το τέλος της αντίδρασης προστίθενται 80µl ddH2O (δις απεσταγµένο νερό) 

και συντηρούνται στους -20°C. 

Real-Time PCR 
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Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου είναι µια µέθοδος 

ποσοτικοποίησης ενός αρχικού δείγµατος DNA µέσω της συνεχούς ανίχνευσης της ενίσχυσής 

του. Η ενίσχυση του αρχικού δείγµατος βασίζεται στη κλασική PCR µε τα διαδοχικά στάδια 

της αποδιάταξης των δύο κλώνων, της σύνδεσης των εκκινητών και της επιµήκυνσης από µια 

DNA πολυµεράση. Η ανίχνευση της ενίσχυσης βασίζεται στη πρόσδεση στα ενισχυόµενα 

µόρια DNA µιας φθορίζουσας ουσίας και ανίχνευση της έντασης του φθορισµού. Ο φθορισµός 

µετράται σε κάθε κύκλο της PCR, µε αποτέλεσµα να προκύπτει µια καµπύλη ενίσχυσης 

(amplification plot), που επιτρέπει την παρακολούθηση της πορείας της αντίδρασης. Η αύξηση 

του σήµατος φθορισµού είναι ανάλογη του συντιθέµενου προϊόντος και σχετίζεται άµεσα µε 

την ποσότητα του αρχικού υποστρώµατος στο δίκλωνο DNA. Η φθορίζουσα ουσία µπορεί να 

είναι ειδική για µια ενισχυόµενη αλληλουχία  επιτυγχάνοντας τον διαχωρισµό της από τυχόν 

µη ειδικά προϊόντα, που ενισχύονται παράλληλα, καθώς και από πιθανά διµερή των εκκινητών.  

Στη παρούσα διδακτορική διατριβή, η RT- PCR πραγµατοποιήθηκε στο σύστηµα Light 

Cycler® 96 System της εταιρίας Roche µε τη χρήση του αντιδραστηρίου Sybr Green mix της 

εταιρίας Applied Biosystems που περιέχει την Taq πολυµεράση, τη φθορίζουσα χρωστική 

Sybr Green I, Mogul2, dNTPs και σταθεροποιητές. H χρωστική Sybr Green δεσµεύεται µη 

ειδικά πάνω στο δίκλωνο DNA, µε αποτέλεσµα να εκπέµπει ακτινοβολία, ενώ αντίθετα η µη 

δεσµευµένη χρωστική δεν εκπέµπει. Κατά τη διάρκεια λοιπόν της επέκτασης του DNA, όλο 

και περισσότερη χρωστική προσδένεται µε αποτέλεσµα την αύξηση της εκπεµπόµενης 

ακτινοβολίας φθορισµού. Χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές για το cDNA του γονιδίου της 

ερυθροποιητίνης (EPO), του αναστολέα του ενεργοποιητή του πλασµινογόνου 1 (PAI-1), της 

κινάσης του φωσφογλυκερινικού 1 (PGK1), και της ριβοσωµικής υποµονάδας 18S που 

χρησιµοποιήθηκε για την κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων, καθώς τα επίπεδα της δεν 

επηρεάζονται στις πειραµατικές συνθήκες που εξετάζονται. 

Παρασκευάζονται τα µείγµατα για τα διαφορετικά γονίδια που περιέχουν Sybr Green Mix και 

τους εµπρόσθιους και ανάστροφους εκκινητές σε τελική συγκέντρωση 10 pmol/µl ο καθένας. 

Για το διάλυµα χρησιµοποιείται αποστειρωµένο H2O απαλλαγµένο από RNάσες και DNάσες. 

Σε 7,5µl µείγµατος προσθέτουµε 2,5µl cDNA από το σύνολο των 20µl που προέρχονται από 

την αντίστροφη µεταγραφή 1µg ολικού RNA. Κάθε συνθήκη ελέγχθηκε εις διπλούν, ενώ ως 

αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν αφενός δείγµα της αντίδρασης σύνθεσης cDNA που 

έγινε απουσία ανάστροφης µεταγραφάσης (NRT) και αφετέρου δείγµα µε H2O αντί για cDNA 

(NTC).  

Οι συνθήκες της αντίδρασης για τα γονίδια 18S, PAI-1 και PGK1 είναι: 

• 95°C για 180 δευτερόλεπτα – ενεργοποίηση του SYBR Green. 
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• 95°C για 3 δευτερόλεπτα – ενεργοποίηση της Taq DNA πολυµεράσης. 

• 60°C για 30 δευτερόλεπτα – αποδιάταξη του δίκλωνου cDNA. 

• 95°C για 10 δευτερόλεπτα – σύνδεση εκκινητών και επιµήκυνση. 

• Επανάληψη σταδίων 2, 3 και 4 για 39 φορές. 

• 60-90°C έως την ολοκλήρωση της αντίδρασης – αποδιάταξη των προϊόντων. 

 

Οι συνθήκες της αντίδρασης για το γονίδιο της EPO είναι: 

• 50°C για 2 λεπτά 

• 94°C για 10 λεπτά 

• 95°C για 15 δευτερόλεπτα 

• 60°C για 1 λεπτό 

• Επανάληψη σταδίων 2, 3 και 4 για 39 φορές. 

• 60-90°C έως την ολοκλήρωση της αντίδρασης – αποδιάταξη των προϊόντων. 

 

H τεχνική της Real-Time RT-PCR παρέχει τη δυνατότητα παρακολούθησης όχι µόνο της 

αντίδρασης σε πραγµατικό χρόνο, αλλά και του προσδιορισµού της ποσότητας των 

παραγόµενων προϊόντων µε απόλυτο ή σχετικό υπολογισµό. Η απόλυτη ποσοτικοποίηση 

προσδιορίζει τον αριθµό αντιγράφων του αρχικού δείγµατος µε χρήση καµπύλης 

ποσοτικοποίησης, ενώ η σχετική ποσοτικοποίηση προσδιορίζει το ρυθµό έκφρασης σε σχέση 

µε την παραγωγή mRNA του κυττάρου.  

Το διάγραµµα της καµπύλης ενίσχυσης παρουσιάζει την αύξηση των δίκλωνων µορίων DNA 

σε πραγµατικό χρόνο Η καµπύλη ενίσχυσης διακρίνεται στην εκθετική φάση και στη φάση 

κορεσµού. Η µεταβολή των φάσεων σχετίζεται µε την σταδιακή εξάντληση των 

αντιδραστηρίων (π.χ. dNTPs, εκκινητές, πολυµεράση) και τη συσσώρευση µορίων που δρουν 

ανασταλτικά για την αντίδραση. Έτσι ενώ στην εκθετική φάση ο διπλασιασµός του αρχικού 

προϊόντος γίνεται ιδανικά, ακολούθως η αντίδραση επιβραδύνεται, καθώς µειώνεται η 

αποδοτικότητα της, και τελικά σταµατάει εντελώς, οπότε η καµπύλη φθορισµού φτάνει σε 

σηµείο κορεσµού (plateau). Το σηµείο κορεσµού διαφέρει µεταξύ των δειγµάτων και 

εξαρτάται από τις κινητικές των αντιδράσεών τους. Οι µετρήσεις για την ποσοτικοποίηση 

αφορούν την εκθετική φάση της αντίδρασης. Σηµαντική παράµετρο για την ποσοτικοποίηση 

αποτελεί η τιµή Ct (threshold cycle). Πρόκειται για τον αριθµό των κύκλων της αντίδρασης 

ενίσχυσης που απαιτούνται ώστε η τιµή του παρατηρούµενου φθορισµού να προσεγγίζει ένα 

συγκεκριµένο όριο (threshold). Η τιµή του ορίου αυτού ορίζεται πάνω από την αντίστοιχη του 

µη-ειδικού σήµατος (background). Η τιµή Ct είναι αντιστρόφως ανάλογη της αρχικής 
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ποσότητας του υποστρώµατος: όσο µικρότερη είναι η τιµή Ct τόσο υψηλότερη είναι η 

συγκέντρωση του αρχικού υποστρώµατος (225). 

 
Εικόνα 39: Καµπύλη ενίσχυσης cDNA δειγµάτων µε ποσοτική Real-Time PCR Ανατύπωση 

από:www.bioline.com 

 

Η ενίσχυση των προϊόντων ακολουθείται από την αποδιάταξή τους σε ένα στάδιο αυξανόµενης 

θερµοκρασίας. Καθώς η θερµοκρασία τήξης των δίκλωνων µορίων επηρεάζεται, κυρίως, από 

το µήκος τους και το περιεχόµενό τους σε γουανίνη και κυτοσίνη, το σηµείο τήξης Tm 

(θερµοκρασία στην οποία το 50% των ζευγών βάσεων του κλώνου έχει αποδιαταχθεί) είναι 

χαρακτηριστικό του κάθε προϊόντος. Από την άλλη µε την αποδιάταξη των κλώνων, η 

χρωστική SYBR Green αποδεσµεύεται και ο  φθορισµός µειώνεται. Αυτό µας δίνει τη 

δυνατότητα ποιοτικής ανάλυσης των προϊόντων της Real-Time PCR µέσω µιας καµπύλης 

τήξης (Εικόνα 39). Η καµπύλη αυτή εµφανίζει τον φθορισµό σε συνάρτηση µε τη 

θερµοκρασία και σε επόµενο στάδιο τον λόγο της µεταβολής του φθορισµού προς τη µεταβολή 

της θερµοκρασίας (-dF/dT). Η ανάλυση της καµπύλης τήξης βοηθάει στον έλεγχο της 

ειδικότητας και της  καθαρότητας των προϊόντων αντίδρασης ενίσχυσης, καθώς αποκαλύπτει 

πιθανό διµερισµό εκκινητών ή επιµόλυνση µε ξένο DNA. Τα µόρια DNA που ενισχύθηκαν 

στοχευµένα κατά την αντίδραση, αναµένονται να συµβαδίζουν και να συσσωρεύονται σε 

κοινή κορυφή στη καµπύλη τήξης. Αντίθετα, επιµολύνσεις θα δώσουν µεταβολή φθορισµού 

σε πολλαπλά σηµεία τήξης (Εικόνα 40).  
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Εικόνα 40: Αναπαράσταση τυπικής καµπύλης τήξης µε χρήση της χρωστικής SYBR Green, όπου φαίνονται 

οι µονάδες φθορισµού σε συνάρτηση µε θερµοκρασία. Ανατύπωση από: (225) 
 

Για την εξαγωγή των αποτελεσµάτων, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της σχετικής 

ποσοτικοποίησης όπου ως γονίδιο αναφοράς χρησιµοποιήθηκε η ριβοσωµική υποµονάδα 18S. 

Η σχετική ποσοτικοποίηση βασίζεται στο λόγο των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου- στόχου 

ως προς το γονίδιο αναφοράς. Πιο συγκεκριµένα, για την  ποσοτικοποίηση των επιπέδων 

mRNA υπολογίζεται η  διαφορά της διαφοράς των κύκλων ΔΔCt. Για κάθε δείγµα, που 

αντιστοιχεί σε συγκεκριµένη συνθήκη, υπολογίζεται αρχικά η διαφορά Ct (ΔCt) του γονιδίου 

στόχου (EPO, PAI-1, PGK1) και του γονιδίου αναφοράς 18S και στη συνέχεια από το ΔCt 

κάθε δείγµατος αφαιρείται το ΔCt του δείγµατος αναφοράς (18S). Έτσι προσδιορίζονται οι 

αλλαγές των επιπέδων του mRNA ενός γονιδίου σε σχέση µε το επίπεδο έκφρασης ενός 

εσωτερικού γονιδίου αναφοράς. Για το υπολογισµό αυτού του λόγου έχει εφαρµοσθεί το 

µαθηµατικό µοντέλο του 2-ΔΔCt. Η µέθοδος του 2-ΔΔCt, που έχει και την πιο ευρεία χρήση, είναι 

κατάλληλη για αντιδράσεις µε παρεµφερή τιµή απόδοσης (efficiency, E), καθώς δεν 

περιλαµβάνει εξοµάλυνση των αποδόσεων. Οι λόγοι έκφρασης υπολογίζονται από την 

εξίσωση: R = 2 – (ΔCt δείγµα – ΔCt µάρτυρας) (226). 

 

2.2.34 ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ  

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε  µε τη χρήση του στατιστικού 

πακέτου GraphPad Prism version 5.04. Τα δεδοµένα εκφράζονται ως µέσοι όροι  +/- τυπική 

απόκλιση (SEM). Τα στατιστικά σηµαντικά όρια είναι ***p<0.001, **p<0.01 και * p<0.05. Η 
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ανάλυση της διακύµανσης εκτιµήθηκε µε One-Way-analysis of Variance και η σύγκριση 

επιλεγµένων ζευγών µε Bonferroni test. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 ΡΥΘΜΙΣΗΣ ΤΟΥ HIF-2α ΜΕΣΩ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ 

3.1.1 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΩΝ ΚΙΝΑΣΩΝ ERK1/2 ΣΤΗ ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΟΥ HIF-2Α 

Ο HIF-2 υπόκειται σε ανεξάρτητη από το οξυγόνο ρύθµιση σε επίπεδο µεταγραφής, 

πρωτεϊνοσύνθεσης, σταθερότητας και δραστικότητας. Η ρύθµισή του περιλαµβάνει µια 

ποικιλία µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων του HIF-2α όπως η φωσφορυλίωση. Οι γνώσεις 

µας για την ανεξάρτητη από το οξυγόνο ρύθµιση του HIF-2α µε βάση την υπάρχουσα 

βιβλιογραφία παραµένουν αρκετά περιορισµένες. Πρόσφατα ευρήµατα της ο µάδας µας, 

έδειξαν ότι η κινάση της καζεΐνης 1 (CK1) φωσφορυλιώνει τον HIF-2α προάγοντας την 

ενίσχυση της µεταγραφικής του ενεργότητας και την αύξηση της παραγωγής και έκκρισης της 

ερυθροποιητίνης (EPO) (86). Ο µηχανισµός αυτός αντιπροσωπεύει ένα καινούργιο 

παράδειγµα διακριτής-αντίθετης ρύθµισης του HIF-2α από εκείνη του HIF-1α, καθώς η 

φωσφορυλίωση του HIF-1α από τη CK1 οδηγεί σε αναστολή της µεταγραφικής του 

ενεργότητας. Τα αποτελέσµατα αυτά υποστηρίζουν έναν πιθανό διακριτό βιολογικό ρόλο των 

δύο ισoµορφών. Στο εργαστήριο µας έχει µελετηθεί εκτενώς η ρύθµιση του HIF-1α από τις 

κινάσες ERK1/2 (111, 112). Έτσι δηµιουργήθηκε το ερώτηµα εάν ο HIF-2α αποτελεί στόχο 

φωσφορυλίωσης των ERK1/2 και επιλέξαµε να εξετάσουµε την επίδραση των κινασών 

ERK1/2 στη ρύθµιση του HIF-2α. 

 

3.1.2 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΑΝΑΣΤΟΛΗΣ ΤΩΝ ΚΙΝΑΣΩΝ ERK1/2 ΣΤΗΝ ΕΚΦΡΑΣΗ 

ΤΟΥ HIF-2α   

Με βάση την υπάρχουσα βιβλιογραφία, (117), η έκφραση του HIF-2α στα ανθρώπινα κύτταρα 

ηπατοκυτταρικού καρκινώµατος Huh7 καθίσταται σαφώς ανιχνεύσιµη σε συγκέντρωση 

οξυγόνου µικρότερη από 5%Ο2. Παρ' όλα αυτά, προκειµένου να επιλέξουµε για τα πειράµατά 

µας τις ιδανικές συνθήκες υποξίας, πραγµατοποιήσαµε σειρά πειραµάτων όπου µελετήθηκαν 

η έκφραση της πρωτεΐνης HIF-2α και της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-2 σε κύτταρα 

Huh7 τα οποία καλλιεργήθηκαν σε 21%, 5% και 1% Ο2 για 16 ώρες (Εικόνα 41). 
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Εικόνα 41: Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων οξυγόνου (21%, 5%, και 1%Ο2) στην έκφραση της 
πρωτεΐνης του HIF-2α  και τη µεταγραφή των ενδογενών γονιδίων EPO και PAI-1. Α) Ανοσοαποτύπωση 
κατά Western Blot µε αντισώµατα έναντι του HIF-2α, και της ακτίνης ολικών εκχυλισµάτων κυττάρων Huh7 που 
επωάστηκαν σε  21%, 5% και 1% Ο2 για 16 ώρες. Β) Μέτρηση των επιπέδων mRNA των γονιδίων EPO και PAI-
1 µε τη µέθοδο της Real Time PCR σε κύτταρα Huh7 που επωάστηκαν σε επωάστηκαν σε  21%, 5% και 1% Ο2 
για 16 ώρες. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρων 6 τιµών από 3 ανεξάρτητα πειράµατα. Οι µπάρες υποδηλώνουν 
το τυπικό σφάλµα και οι αστερίσκοι τη στατιστική σηµαντικότητα (***P<0,001). 
 

Όπως φαίνεται στην  (Εικόνα 41), η σταθεροποίηση του HIF-2α µετά από επώαση των 

κυττάρων σε 5% Ο2 για 16 ώρες είναι µόνο µερική σε σύγκριση µε αυτή που παρατηρείται 

όταν τα κύτταρα επωάζονται σε 1% Ο2 για τον ίδιο χρόνο. Επιπλέον, η αύξηση των επιπέδων 

έκφρασης του mRNA της ΕΡΟ µετά από επώαση των κυττάρων σε 5% Ο2 σε σύγκριση µε τα 

επίπεδα έκφρασης σε 21% Ο2 ήταν πολύ µικρότερη από την αύξηση που παρατηρήθηκε όταν 

τα κύτταρα επωάστηκαν σε 1% Ο 2.  Τα επίπεδα έκφρασης του mRNA του PAI-1 δεν 

παρουσίασαν αύξηση µετά από επώαση των κυττάρων σε 5% Ο2 σε σύγκριση µε τα επίπεδα 

έκφρασης σε 21% Ο2, ενώ η επώαση των κυττάρων Huh7 σε 1% O2 οδήγησε σε σηµαντική 

αύξηση των επιπέδων έκφρασης του mRNA του PAI-1. Ως εκ τούτου, η συνθήκη (1% Ο2) 

επιλέχθηκε ως η πλησιέστερη στην φυσιολογική υποξία αφού είχε ως αποτέλεσµα την πλήρη 

σταθεροποίηση του HIF-2α και την πλήρη ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων του HIF-2 

(δηλαδή αποτελεσµατική κυτταρική απόκριση στην υποξία) σε σύγκριση µε την ηµιτελή 

σταθεροποίηση του HIF-2α και µερική ή καµία ενεργοποίηση των γονιδίων-στόχων του HIF-

2 (δηλαδή ανεπαρκής απόκριση στην υποξία) που παρατηρήθηκε όταν τα κύτταρα 

επωάστηκαν σε 5% Ο2. 

Προκειµένου να διερευνηθεί ο  ρόλος των ERK1/2 στη ρύθµιση της έκφρασης του HIF-2α, 

πραγµατοποιήθηκε αναστολή της οδού των ERK1/2 µε τον ειδικό αναστολέα του µονοπατιού 

των ΜΕΚ, U0126 (5 µM). Κύτταρα Huh7, HepG2 και HeLa επωάστηκαν σε συνθήκες 
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νορµοξίας (21% Ο2) και υποξίας (1% Ο2)  παρουσία ή απουσία του αναστολέα U0126 για 16 

ώρες. Η αποτελεσµατικότητα της αναστολής της οδού των ERK1/2 ελέγχθηκε µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western, όπου όπως αναµενόταν, διαπιστώθηκε ότι τα επίπεδα 

πρωτεΐνης των φωσφορυλιωµένων ERK1/2 µειώθηκαν σηµαντικά παρουσία του U0126. Τα 

πρωτεϊνικά επίπεδα του HIF-2α δεν εµφάνισαν αξιοσηµείωτες µεταβολές παρουσία του 

αναστολέα σε καµία συνθήκη, υποδεικνύοντας ότι η αναστολή των ERK1/2  δεν επηρεάζει 

την πρωτεϊνική έκφραση του HIF-2α (Εικόνα 42).  

 

 
 
Εικόνα 42: Επίδραση της αναστολής της ενζυµικής δράσης των ERK1/2 στην πρωτεϊνική έκφραση του 
HIF-2α. Α) Ανοσοαποτύπωση κατά Western Blot µε αντισώµατα έναντι των HIF-2α, ERK1/2 και α/β 
τουµπουλίνη ολικού εκχυλίσµατος κυττάρων Huh7 Β) HepG2 που επωάστηκαν σε νορµοξία (21% Ο2) ή υποξία 
(1% Ο2) για 16 ώρες παρουσία ή απουσία του αναστολέα του µονοπατιού των ERK1/2 U0126 (5µΜ). Γ) HeLa 
που επωάστηκαν σε νορµοξία (21% Ο2) ή υποξία (1% Ο2) για 16 ώρες παρουσία ή απουσία του αναστολέα του 
µονοπατιού των ERK1/2 U0126 (5µΜ) 
 

3.1.3 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΑΝΑΣΤΟΛΗΣ ΤΩΝ ΚΙΝΑΣΩΝ ERK1/2 ΣΤΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ 

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ ΤΟΥ HIF-2 

Στη συνέχεια διερευνήθηκε αν επηρεάζεται η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2 από τις 

ERK1/2. Για τον έλεγχο της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-2, εξετάσθηκε η µεταγραφή 

των ειδικών γονιδίων στόχων του HIF-2, EPO και PAI-1, µε τη µέθοδο της Real Time PCR σε 

ανθρώπινα κύτταρα ηπατοκαρκινώµατος Huh7. Τα κύτταρα επωάστηκαν σε συνθήκες 

νορµοξίας και υποξίας (1% O2) µε ταυτόχρονη φαρµακολογική αναστολή του µονοπατιού των 

κινασών ERK1/2.  Με βάση την υπάρχουσα βιβλιογραφία, το γονίδιο της ερυθροποιητίνης 

(EPO) ενεργοποιείται σε συνθήκες υποξίας ειδικά από τον HIF-2 σε ηπατικά και νεφρικά 

κύτταρα, καθώς και σε αστροκύτταρα (117, 141, 143, 145). Το γονίδιο του αναστολέα του 

ενεργοποιητή του πλασµινογόνου (PAI-1) επίσης, σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία, 
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ενεργοποιείται στην υποξία ειδικά από τον HIF-2 (16, 116, 159, 162). Ωστόσο, ελέγξαµε εάν 

η έκφραση του PAI-1 ελέγχεται ειδικά από τον HIF-2α σε υποξία στο δικό µας µοντέλο, τα 

ηπατικά κύτταρα καρκινώµατος Huh7 µε πειράµατα αποσιώπησης των HIF-1α και HIF-2α. 

Πραγµατοποιήθηκε αρχικά διαµόλυνση Huh7 κυττάρων µε siRNA-HIF-1α ή µε siRNA-HIF-

2α (ή µε control siRNA) και 24 ώρες µετά τη διαµόλυνση τα κύτταρα επωάστηκαν σε νορµοξία 

ή υποξία για 16 ώρες. Στη συνέχεια, µετρήθηκαν τα επίπεδα mRNA του PAI-1 µε τη µέθοδο 

της RT-PCR. Η υποξία προκάλεσε αύξηση των επιπέδων mRNA του PAI-1 σε σύγκριση µε 

τα κύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε νορµοξία. Η αποσιώπηση της έκφρασης του HIF-2α σε 

υποξία οδήγησε σε στατιστικά́ σηµαντική µείωση των επιπέδων mRNA του PAI-1  στα Huh7. 

Αντίθετα, η αποσιώπηση της έκφρασης του HIF-1α σε υποξία διατήρησε τα επίπεδα mRNA 

του PAI-1  (Εικόνα 43).  

 

 
Εικόνα 43: Επίδραση της αποσιώπησης του HIF-1α και του HIF-2α  µε siRNA στη µεταγραφή του 
ενδογενούς γονιδίου PAI-1. Α) Ανοσοαποτύπωση κατά Western Blot µε αντισώµατα έναντι των HIF-1α, HIF-
2α, και ακτίνη ολικών εκχυλισµάτων κυττάρων Huh7 που επωάστηκαν σε νορµοξία (21%Ο2) και υποξία (1% Ο2) 
για 16 ώρες µετά από αποσιώπηση της έκφρασης του HIF-1α ή του HIF-2α. Οι αριθµοί κάτω από κάθε διαδροµή 
είναι οι λόγοι των επιπέδων πρωτεΐνης των  HIF-1α/ακτίνης και HIF-2α/ακτίνης, όπως προσδιορίστηκαν µετά 
από ποσοτικοποίηση και αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο  από  δυο ανεξάρτητα πειράµατα. Β) Μέτρηση των 
επιπέδων mRNA του γονιδίου PAI-1 µε τη µέθοδο της Real Time PCR σε κύτταρα Huh7 που επωάστηκαν σε 
νορµοξία (21%Ο2) και υποξία (1% Ο2) για 16 ώρες µετά από αποσιώπηση της έκφρασης του HIF-1α ή του HIF-
2α. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρων 4 τιµών από 2 ανεξάρτητα πειράµατα. Οι µπάρες υποδηλώνουν το τυπικό 
σφάλµα και οι αστερίσκοι τη στατιστική σηµαντικότητα (***P<0,001). 
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Συνεπώς, επιβεβαιώθηκε ότι ο HIF-2 είναι ο κύριος ρυθµιστής της µεταγραφής του PAI-1  στα 

Huh7 και ότι η µέτρηση των επιπέδων του mRNA του PAI-1  αποτελεί µια αξιόπιστη µέθοδο 

εκτίµησης της µεταγραφικής δράσης του HIF-2 στα κύτταρα Huh7. Μετρώντας τα επίπεδα 

mRNA των γονιδίων EPO και PAI-1 παρουσία του αναστολέα του µονοπατιού των ΜΕΚ 

U0126 σε υποξία, παρατηρήσαµε µείωσή τους στο µισό σε σύγκριση µε τα επίπεδά τους σε 

υποξία, γεγονός που υποδεικνύει ότι η αναστολή της δράσης των ERK1/2 σχετίζεται µε 

µειωµένη µεταγραφική δράση του HIF-2 (Εικόνα 44).  
 

 
 

Εικόνα 44: Επίδραση του ειδικού αναστολέα του µονοπατιού των ERK1/2, U0126, στη µεταγραφή 
ενδογενών γονιδίων στόχων του HIF-2. Μέτρηση των επιπέδων mRNA των γονιδίων Α)EPO και Β)PAI-1 µε 
τη µέθοδο της Real Time PCR σε κύτταρα Huh7 που  επωάστηκαν σε νορµοξία (21%Ο2) και υποξία (1% Ο2) 
παρουσία ή  απουσία του ειδικού αναστολέα U0126 (5 µΜ) για 16 ώρες. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρων 6 
τιµών από 3 ανεξάρτητα πειράµατα. Οι µπάρες υποδηλώνουν το τυπικό σφάλµα και οι αστερίσκοι τη στατιστική 
σηµαντικότητα (*P<0,05,**P<0,01 ). 
 

Συµπερασµατικά, τα παραπάνω πειραµατικά δεδοµένα υποδεικνύουν ότι η αναστολή του 

σηµατοδοτικού µονοπατιού των ERK1/2, µειώνει σηµαντικά τη γονιδιακή έκφραση των EPO 

και PAI-1. Συνεπώς, οι ERK1/2 επάγουν τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2 σε συνθήκες 

υποξίας, µέσω ενός µηχανισµού που δεν φαίνεται να µεταβάλλει την πρωτεϊνική του 

σταθερότητα.  

 

3.1.4 ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗ ΤΟΥ HIF-2α ΑΠΟ  ΤΙΣ  ERK1/2. 

Όπως προκύπτει από τα αποτελέσµατα της ενότητας 3.1.2, το µονοπάτι των ERK1/2 είναι 

καθοριστικό για τη µεταγραφική ενεργοποίηση του HIF-2. Έτσι, δηµιουργήθηκε η υπόθεση 

ότι οι ERK1/2 πιθανώς ρυθµίζουν τον HIF-2 µέσω φωσφορυλίωσης της HIF-2α υποµονάδας. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 18:13:21 EEST - 18.218.69.90



	 122	

Γνωρίζουµε από προηγούµενα ευρήµατα του εργαστηρίου µας ότι η HIF-1α ισοµορφή της 

οικογένειας των HIFs φωσφορυλιώνεται από τις ERK1/2 σε δυο κατάλοιπα σερίνης της 

επικράτειας ID. Η φωσφορυλίωση αποτρέπει την πυρηνική εξαγωγή του HIF-1α και αυξάνει 

τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1, καθώς καλύπτεται ένα σήµα πυρηνικής εξόδου (NES) 

που αναγνωρίζει η εξπορτίνη CRM1 (111, 112). Ωστόσο, µετά από συγκριτική ανάλυση των 

αλληλουχιών των HIF, οι  ισοµορφές HIF-1α και HIF-2α δεν εµφανίζουν µεγάλη οµολογία 

στην περιοχή αυτή (Εικόνα 45).  

 

 
Εικόνα 45: Οµοπαράθεση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας του ανθρώπινου HIF-2α (EPAS1) και του 
ανθρώπινου HIF-1α (HIF1A). 
 
Ακόµη, παλαιότερη βιβλιογραφία υποστηρίζει ότι ο  HIF-2 ρυθµίζεται από τις ERK1/2 µε 

έµµεσο τρόπο, µέσω του µονοπατιού της καλµοδουλίνης (227).  Συνεπώς, δηµιουργήθηκε το 

ερώτηµα εάν ο HIF-2α αποτελεί στόχο φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 ή ρυθµίζεται έµµεσα 

από αυτές. 

 

3.1.5 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ in vitro ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΤΟΥ ΠΛΗΡΟΥΣ ΜΕΓΕΘΟΥΣ 

ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΟΥ HIF-2α ΚΑΙ ΜΙΚΡΟΤΕΡΩΝ ΤΜΗΜΑΤΩΝ ΤΟΥ ΑΠΟ ΤΙΣ 

ERK1/2. 

Προκειµένου να διερευνηθεί το ενδεχόµενο της φωσφορυλίωσης του HIF-2α από τις ERK1/2 

και να βρεθεί η πιθανή θέση φωσφορυλίωσης, ήταν απαραίτητη η έκφραση και η αποµόνωση 

της πλήρους µεγέθους πρωτεΐνης του ανασυνδυασµένου HIF-2α και µικρότερων τµηµάτων 

του σε βακτήρια. Στα πλαίσια της παρούσας διδακτορικής διατριβής, κατασκευάστηκαν τα 

τµήµατα του HIF-2α : 1-560, 1-620, 1-640, 640-870, και 680-870 (Εικόνα 46). Η κατασκευή 

του πλήρους µεγέθους HIF-2α είχε πραγµατοποιηθεί στα πλαίσια της διπλωµατικής µου 

εργασίας µε τίτλο «Έκφραση και αποµόνωση της πλήρους µεγέθους πρωτεΐνης του 

επαγόµενου από την υποξία µεταγραφικού παράγοντα HIF-2α » που πραγµατοποιήθηκε στο 

εργαστήριο Βιοχηµείας υπό την επίβλεψη του Αναπλ. Καθηγητή Παναγιώτη Λιάκου. Η 
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κατασκευή των τµηµάτων 1-542 και 1-679, πραγµατοποιήθηκε στα πλαίσια της  διδακτορικής 

διατριβής της Χριστίνας Μπεφάνη µε τίτλο «Διερεύνηση του ρόλου του HIF-2α στην 

κυτταρική οµοιοστασία» υπό την επίβλεψη του Αναπλ. Καθηγητή Παναγιώτη Λιάκου. 

 

 
 

Εικόνα 46: Σχηµατική απεικόνιση της πλήρους µεγέθους πρωτεΐνης HIF-2α καθώς και µικρότερων 
τµηµάτων της που κατασκευάστηκαν σε σύντηξη µε την GST και χρησιµοποιήθηκαν ως υποστρώµατα σε 
πειράµατα in vitro φωσφορυλίωσης, καθώς και  των σχετικών επιπέδων φωσφορυλίωσής τους.  Στo σχήµα 
απεικονίζονται ο πλήρους µεγέθους HIF-2α και τα µικρότερα τµήµατά του που κλωνοποιήθηκαν, εκφράστηκαν 
και αποµονώθηκαν ως πρωτεΐνες σε σύντηξη µε την GST. Οι  διάφορες δοµικές περιοχές τους σηµαίνονται µε 
διαφορετικά χρώµατα.  
 
Αρχικά, ενισχύθηκαν µε PCR οι αλληλουχίες cDNA που κωδικοποιούν για τα συγκεκριµένα 

πρωτεϊνικά τµήµατα του HIF-2α. Στη συνέχεια, κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα 

pGEX-4T1, ο  οποίος χρησιµοποιείται για την έκφραση των επιθυµητών πρωτεϊνών σε 

βακτηριακά κύτταρα σε σύντηξη µε την πρωτεϊνη GST ώστε να είναι δυνατή η αποµόνωσή 

τους (Εικόνα 47). 
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Εικόνα 47: Κλωνοποίηση των επικρατειών GST-HIF-2α 1-560, GST-HIF-2α 1-620, GST-HIF-2α 1- 640, 

GST-HIF-2α 640- 870, GST-HIF-2α 680- 870 στον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1,  υπερέκφραση και 

αποµόνωσή τους από βακτηριακά κύτταρα BL21RIL. A) Ενίσχυση µε PCR των αλληλουχιών cDNA που 

κωδικοποιούν τις επικράτειες 1-560, 1-620, 1-640, 640-870 και 680-870. Β) Σχηµατική απεικόνιση των 

πλασµιδίων µε τις θέσεις πέψης των περιοριστικών ενδονουκλεασών και των τµηµάτων DNA που προκύπτουν 

µετά από πέψη µε τα αντίστοιχα ένζυµα περιορισµού. 
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Εικόνα 47: Κλωνοποίηση των επικρατειών GST-HIF-2α 1-560, GST-HIF-2α 1-620, GST-HIF-2α 1- 640, 

GST-HIF-2α 640- 870, GST-HIF-2α 680- 870 στον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1,  υπερέκφραση και 

αποµόνωσή τους από βακτηριακά κύτταρα BL21RIL. Γ) Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των τµηµάτων 

DNA που προέκυψαν µετά από πέψη των πλασµιδίων pGEX- 4Τ1-HIF-2α 1-560,  pGEX- 4Τ1-HIF-2α 1-620,  

pGEX-4Τ1-HIF-2α 1-640, pGEX-4Τ1-HIF-2α 640-870 και pGEX-4Τ1-HIF-2α 680-870  µε τα ενδεικνυόµενα 

ένζυµα περιορισµού. 
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Εικόνα 47: Κλωνοποίηση των επικρατειών GST-HIF-2α 1-560, GST-HIF-2α 1-620, GST-HIF-2α 1- 640, 
GST-HIF-2α 640- 870, GST-HIF-2α 680- 870 στον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1,  υπερέκφραση και 
αποµόνωσή τους από βακτηριακά κύτταρα BL21RIL. Δ) Βακτηριακά κύτταρα E.Coli BL21RIL που περιείχαν 
τα πλασµίδια για την έκφραση των πρωτεϊνών GST-HIF-2α 1-560, GST-HIF-2α 1-620, GST-HIF-2α 1- 640, 
GST-HIF-2α 640- 870 και GST-HIF-2α 680- 870, επωάστηκαν απουσία ή παρουσία IPTG. Tα αντίστοιχα 
πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα µαζί µε, το αδιάλυτο, το διαλυτό κλάσµα των κυττάρων που εξέφραζαν την πρωτεΐνη, 
καθώς και το αδέσµευτο κλάσµα και τα εκλούσµατα της GSH-Sepharose αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή 
µε Coomassie. Οι κουκίδες δείχνουν τη θέση της κάθε ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης και οι αριθµοί αριστερά 
αντιστοιχούν στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε KDa). 
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Προκειµένου να εξετάσουµε αν ο HIF-2α αποτελεί υπόστρωµα των ERK1/2 και να 

εντοπίσουµε την πιθανή περιοχή της φωσφορυλίωσης, ο πλήρους µεγέθους HIF-2α καθώς και 

τα µικρότερα τµήµατά του που αποµονώθηκαν, επωάστηκαν µε ή χωρίς p42 (ERK2) παρουσία 

ψυχρού ATP και αναλύθηκαν µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση. Στα δείγµατα που είχαν 

επωαστεί µε την ERK2, παρατηρήθηκε πιο αργή µετακίνηση των χιµαιρικών πρωτεϊνών 640- 

870 και 1- 640, γεγονός που υποδεικνύει ότι ο HIF-2α αποτελεί υπόστρωµα των ERK1/2 και 

ότι η πιθανή περιοχή φωσφορυλίωσης εντοπίζεται ανάµεσα στα κατάλοιπα 620- 680. (Εικόνα 

48). 
 

 
 

Εικόνα 48: in vitro φωσφορυλίωση του πλήρους µεγέθους HIF-2α και των τµηµάτων 1-560, 1-620, 1-640, 
640-870 και 680-870 χρησιµοποιώντας ανασυνδυασµένη κινάση ERK2 και ψυχρό ATP. Ανοσοαποτύπωση 
µε αντίσωµα έναντι της GST των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών GST-HIF-2α πλήρους µεγέθους και των 
τµηµάτων GST-HIF-2α 1-560, 1-620, 1-640, 640-870 και 680-870, ύστερα από επώαση µε ή χωρίς 100 units 
ανασυνδυασµένης κινάσης ERK2 παρουσία ψυχρού ATP. Παρουσία της ERK2 διακρίνονται ζώνες των 
χιµαιρικών πρωτεϊνών 640-870 και 1-640 που µεταναστεύουν πιο αργά στην πηκτή, υποδεικνύοντας 
φωσφορυλίωση του HIF-2α στα τµήµατα αυτά. Οι κουκίδες δείχνουν τη µετατόπιση της κάθε ανασυνδυασµένης 
πρωτεΐνης και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa). 
 

Για να επιβεβαιωθούν τα παραπάνω αποτελέσµατα, ο  πλήρους µεγέθους HIF-2α και τα 

µικρότερα τµήµατά του που αποµονώθηκαν, υπεβλήθησαν σε δοκιµές in vitro 

φωσφορυλίωσης µε την εµπορική ανασυνδυασµένη κινάση p42 (ERK2) και ραδιενεργά 

σηµασµένο ATP (32P). Οι φωσφορυλιωµένες πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και 

αυτοραδιογραφία (Εικόνα 49) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 18:13:21 EEST - 18.218.69.90



	 128	

 
Εικόνα 49: in vitro φωσφορυλίωση του πλήρους µεγέθους GST-HIF-2α και µικρότερων τµηµάτων του µε 
την ανασυνδυασµένη κινάση p42 (ERK2). Στο πάνω µέρος φαίνεται η ανάλυση των πρωτεϊνών σε SDS-PAGE 
µετά από βαφή µε Coomassie, ενώ στο κάτω το φιλµ της αυτοραδιογραφίας (32P). Οι κουκίδες δείχνουν τη θέση 
των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις τ ου µάρτυρα µοριακού 
βάρους (σε kDa). 
 

Στα αµινοτελικά τµήµατα 1- 542,1- 560 και το καρβοξυτελικό τµήµα 680- 870 ανιχνεύθηκε 

ελάχιστη έως µηδενική φωσφορυλίωση συγκριτικά µε την έντονη φωσφορυλίωση του 

πλήρους µήκους HIF-2α. Το αµινοτελικό τµήµα 1- 620 επίσης παρουσίασε πολύ χαµηλά 

επίπεδα φωσφορυλίωσης συγκριτικά µε τον πλήρους µήκους HIF-2α. Στα τµήµατα του HIF-

2α 1-640 και 640- 870 του HIF-2α ανιχνεύθηκαν σηµαντικά επίπεδα φωσφορυλίωσης, ενώ το 

τµήµα 1- 679 φαίνεται ότι διατηρεί πλήρως την ικανότητα του πλήρους µήκους HIF-2α να 

φωσφορυλιώνεται από την p42 (ERK2) κινάσης in vitro. Το αποτέλεσµα αυτό υποδεικνύει ότι 

ο HIF-2α αποτελεί στόχο φωσφορυλίωσης της p42 (ERK2) κινάσης in vitro. Ακόµη, µπορούµε 

να συµπεράνουµε ότι η φωσφορυλίωση εντοπίζεται κυρίως µεταξύ των αµινοξέων 620-680, 

µια περιοχή που περιλαµβάνει την ανασταλτική επικράτεια ενεργοποίησης της µεταγραφής ID 

(Inhibitory Domain) του HIF-2α (Εικόνα 50). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 18:13:21 EEST - 18.218.69.90



	 129	

 
Εικόνα 50: Σχηµατική απεικόνιση της πλήρους µεγέθους πρωτεΐνης HIF-2α καθώς και µικρότερων 
τµηµάτων της που κατασκευάστηκαν σε σύντηξη µε την GST και χρησιµοποιήθηκαν ως υποστρώµατα σε 
πειράµατα in vitro φωσφορυλίωσης, καθώς και  των σχετικών επιπέδων φωσφορυλίωσής τους.  Στo σχήµα 
απεικονίζονται ο πλήρους µεγέθους HIF-2α και τα µικρότερα τµήµατά του που κλωνοποιήθηκαν, εκφράστηκαν 
και αποµονώθηκαν ως πρωτεΐνες σε σύντηξη µε την GST. Οι  διάφορες δοµικές περιοχές τους σηµαίνονται µε 
διαφορετικά χρώµατα. Στην κεντρική στήλη µε το σ ύµβολο + σηµειώνονται τα τ µήµατα του HIF-2α που 
ταυτοποιήθηκαν ως υποστρώµατα της ανασυνδυασµένης κινάσης p42 (ERK2) µε βάση τα αποτελέσµατα των 
πειραµάτων της in vitro φωσφορυλίωσης, καθώς και τα σχετικά επίπεδα της φωσφορυλίωσης.  
  

3.1.6 ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΥΠΟΨΗΦΙΩΝ ΘΕΣΕΩΝ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΑΠΟ ΤΙΣ 

ERK1/2 ΕΝΤΟΣ ΤΗΣ ΠΕΡΙΟΧΗΣ 620-680 

Για να καθοριστούν µε ακρίβεια οι θέσεις φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2, αναζητήσαµε 

στην περιοχή µεταξύ των καταλοίπων 620 και 680 πιθανά SP ή TP διπεπτίδια τα οποία πληρούν 

το κλασικό µοτίβο αναγνώρισης από τις ERK1/2, PX(S/ T)P.  Η ανάλυση ανέδειξε την 

παρουσία δύο πιθανών καταλοίπων που ταιριάζουν µε το µοτίβο, τη σερίνη 672 και τη 

θρεονίνη 626. Παράλληλα, πραγµατοποιήθηκε συγκριτική ανάλυση της αλληλουχίας 620-680 

µεταξύ των οµολόγων του HIF-2α σε διάφορα σπονδυλωτά, που αποκάλυψε ότι και τα δυο 

αυτά κατάλοιπα βρίσκονται σε συντηρηµένη θέση (Εικόνα 51). 
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Εικόνα 51: Πολλαπλή οµοπαράθεση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας 620-680 του HIF-2α µεταξύ διάφορων 
ανώτερων οργανισµών. Η σερίνη 672 και η θρεονίνη 626 είναι αρκετά συντηρηµένες ανάµεσα στα διάφορα 
είδη. Στην εικόνα αναπαρίσταται επίσης η µετατροπή της σερίνης 672 και της θρεονίνης 626 σε αλανίνη µε τη 
µέθοδο της στοχευµένης µεταλλαξιγένεσης. 
 
 

3.1.7 ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΜΟΡΦΩΝ ΤΟΥ HIF-2Α S672A ΚΑΙ 

T626A. 

Προκειµένου να ελεγχθεί η υπόθεση ότι τα κατάλοιπα 672 και 626 ευθύνονται για την 

φωσφορυλίωση του HIF-2α από τις ERK1/2, έγινε µετατροπή κάθε καταλοίπου ξεχωριστά σε 

αλανίνη (S672A,T626A), ένα αµινοξύ που δεν φωσφορυλιώνεται. Η µετατροπή των 

παραπάνω καταλοίπων σε αλανίνη πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο της στοχευµένης 

µεταλλαξιγένεσης (site directed mutagenesis), όπως περιγράφεται στην ενότητα Υλικά και 

Μέθοδοι. Κατασκευάστηκαν µεταλλαγµένες µορφές του cDNA του HIF-2α οι  οποίες 

κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T1, εισήχθησαν σε βακτηριακά κύτταρα 

E.Coli BL21RIL όπου και έγινε επαγωγή της έκφρασής τους µε IPTG και αποµόνωσή τους σε 

σύντηξη µε την GST πρωτεΐνη (Εικόνα 52).  
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Εικόνα 52: Κλωνοποίηση των GST-HIF-2α 626ΤΑ και GST-HIF-2α 672SA στον πλασµιδιακό φορέα 

pGEX-4T1,  υπερέκφραση και αποµόνωσή τους από βακτηριακά κύτταρα BL21RIL. A) Σχηµατική 

απεικόνιση των πλασµιδίων µε τις θέσεις πέψης των περιοριστικών ενδονουκλεασών και των τµηµάτων DNA 

που προκύπτουν µετά από πέψη µε τα αντίστοιχα ένζυµα περιορισµού. B) Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

των τµηµάτων DNA που προέκυψαν µετά από  πέψη των πλασµιδίων pGEX- 4Τ1-HIF-2α 626ΤΑ και  pGEX- 

4Τ1-HIF-2α 672SA µε τα ενδεικνυόµενα ένζυµα περιορισµού. 

 

	
Εικόνα 52: Κλωνοποίηση των GST-HIF-2α 626ΤΑ και GST-HIF-2α 672SA στον πλασµιδιακό φορέα 
pGEX-4T1,  υπερέκφραση και αποµόνωσή τους από βακτηριακά κύτταρα BL21RIL. Γ) Βακτηριακά 
κύτταρα E.Coli BL21RIL που περιείχαν τα πλασµίδια για την έκφραση των πρωτεϊνών GST-HIF-2α WT, GST-
HIF-2α 626TA και GST-HIF-2α 672SA, επωάστηκαν απουσία ή παρουσία IPTG. Tα αντίστοιχα πρωτεϊνικά 
εκχυλίσµατα µαζί µε οµογενοποίηµα, το αδιάλυτο, το διαλυτό κλάσµα των κυττάρων που εξέφραζαν την 
πρωτεΐνη, καθώς και το αδέσµευτο κλάσµα και τα εκλούσµατα της GSH-Sepharose αναλύθηκαν µε SDS-PAGE 
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και βαφή µε Coomassie. Οι κουκίδες δείχνουν τη θέση της κάθε ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης και οι αριθµοί 
αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε KDa). 
 

3.1.8 ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗ Τ ΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΜΟΡΦΩΝ ΤΟΥ HIF-2α Τ626A ΚΑΙ 

S672A ΑΠΟ ΤΙΣ ERK1/2 ΚΑΙ ΑΠΟ ΟΛΙΚΑ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΑ ΚΥΤΤΑΡΩΝ Huh7. 

Ο πλήρους µεγέθους αγρίου τύπου HIF-2α καθώς και οι µορφές που φέρουν τις µεταλλάξεις 

σε αλανίνη, µετά την αποµόνωσή τους χρησιµοποιήθηκαν ως υποστρώµατα σε δοκιµές in vitro 

φωσφορυλίωσης µε ανασυνδυασµένη  p42 MAPK (ERK2) ή ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων 

Huh7, παρουσία ραδιενεργά σηµασµένου ATP. Οι πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε SDS-PAGE 

ηλεκτροφόρηση και αυτοραδιογραφία. Παρατηρήθηκε ότι στην περίπτωση της επώασης µε 

p42 MAPK (ERK2), τα επίπεδα φωσφορυλίωσης των HIF-2αS672A και HIF-2αT626A 

µειώθηκαν κατά 80% και 20% αντίστοιχα σε σύγκριση µε τα επίπεδα φωσφορυλίωσης του 

αγρίου τύπου HIF-2α (Εικόνα 53).  

 
Εικόνα 53: in vitro φωσφορυλίωση του αγρίου τύπου HIF-2α και των µεταλλαγµένων µορφών S672A, 
T626Α in vitro χρησιµοποιώντας ανασυνδυασµένη κινάση ERK2. Πάνω φαίνεται η ανάλυση των πρωτεϊνών 
µε SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie, ενώ κάτω το φιλµ της αυτοραδιογραφίας (32P) για τον αγρίου τύπου HIF-
2α και για τα µεταλλάγµατα S672A και T626A. Οι τιµές κάτω από κάθε στήλη αντιπροσωπεύουν τα σχετικά 
επίπεδα φωσφορυλίωσης έπειτα από µέτρηση των ραδιενεργών κρούσεων ανά λεπτό (cpm). Η τιµή των cpm της 
αγρίου τύπου πρωτεΐνης (wt) θεωρείται ότι δίνει το µέγιστο ποσοστό φωσφορυλίωσης (100%) και τα ποσοστά 
φωσφορυλίωσης των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών υπολογίζονται συγκρίνοντας τις τιµές cpm τους σε σχέση µε 
την τιµή cpm του wt. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρο τριών ανεξαρτήτων πειραµάτων.  
 

Όταν ως πηγή κινασών χρησιµοποιήθηκαν ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων Huh7, η µετάλλαξη 

της σερίνης 672 προκάλεσε µείωση των επιπέδων φωσφορυλίωσης περίπου 65% σε σχέση µε 

τον αγρίου τύπου HIF-2α, ενώ η µετάλλαξη της θρεονίνης 626 δεν επηρέασε καθόλου τα 

επίπεδα φωσφορυλίωσης (Εικόνα 54). Τα αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν ότι η σερίνη 672 

είναι το κυρίαρχο αµινοξύ του ανθρώπινου HIF-2α που φωσφορυλιώνεται από την ERK2. Για 

να επιβεβαιώσουµε ότι οι  τροποποιήσεις των Ser672 και Τhr626 οφείλονται στις ERK1/2, 

κύτταρα Huh7 προ επωάστηκαν για 16 ώρες µε τον αναστολέα του µονοπατιού των ERK1/2, 

U0126 5µΜ, κάτω από συνθήκες υποξίας (1%Ο2) πριν τα εκχυλίσµατά τους χρησιµοποιηθούν 

ως πηγή κινασών για τα πειράµατα in vitro φωσφορυλίωσης (Εικόνα 54). Η αναστολή της 
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ενζυµικής δράσης των ERK1/2 προκάλεσε µείωση των επιπέδων φωσφορυλίωσης του αγρίου 

τύπου HIF-2α κατά 40% παρόµοια µε τα επίπεδα φωσφορυλίωσης του HIF-2αS672A χωρίς 

προ επώαση των κυτταρικών εκχυλισµάτων µε τον U0126. H επώαση µε U0126 δεν επηρέασε 

τα επίπεδα φωσφορυλίωσης του HIF-2αS672A. Ωστόσο, η ίδια επώαση µείωσε τα επίπεδα 

φωσφορυλίωσης του  HIF-2αΤ626A κατά 40%, υπονοώντας ότι το κατάλοιπο αυτό αποτελεί 

στόχο κάποιας άλλης κινάσης και όχι των ERK1/2.  
 

 
Εικόνα 54:  In vitro φωσφορυλίωση του αγρίου τύπου HIF-2α και των µεταλλαγµένων µορφών S672A, 
T626Α χρησιµοποιώντας ως πηγή κινασών ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων Huh7µετά από επώαση µε ή 
χωρίς τον ειδικό αναστολέα του µονοπατιού των ERK1/2, U0126 5µΜ . Πάνω φαίνεται η ανάλυση των 
πρωτεϊνών µε SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie, ενώ κάτω το φιλµ της αυτοραδιογραφίας (32P) για τον αγρίου 
τύπου HIF-2α και για τα µεταλλάγµατα S672A και T626A.  Οι τιµές κάτω από κάθε στήλη αντιπροσωπεύουν τα 
σχετικά επίπεδα φωσφορυλίωσης έπειτα από µέτρηση των ραδιενεργών κρούσεων ανά λεπτό (cpm). Η τιµή των 
cpm της αγρίου τύπου πρωτεΐνης (wt) θεωρείται ότι δίνει το µέγιστο ποσοστό φωσφορυλίωσης (100%) και τα 
ποσοστά φωσφορυλίωσης των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών υπολογίζονται συγκρίνοντας τις τιµές cpm τους σε 
σχέση µε την τιµή cpm του wt. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρο τριών ανεξαρτήτων πειραµάτων.  
 

Συµπερασµατικά, τα παραπάνω πειράµατα υποδεικνύουν ότι η σερίνη 672 έχει κυρίαρχο ρόλο 

στην in vitro φωσφορυλίωση του ανθρώπινου HIF-2α από τις ERK1/2 και πιθανώς  αποτελεί 

το µοναδικό κατάλοιπο που είναι στόχος τους.  

 

3.1.9 ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΡΟΛΟΥ ΤΩΝ ΘΕΣΗΣ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ (S672) ΑΠΟ ΤΙΣ 

ERK1/2 ΣΤΗ ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΟΥ HIF-2α. 

Τα πειραµατικά δεδοµένα της προηγούµενης ενότητας υποδεικνύουν ότι ο HIF-2α 

φωσφορυλιώνεται από τις ERK1/2 στο καρβοξυτελικό του άκρο και πιο συγκεκριµένα στη 

σερίνη 672. Το κατάλοιπο αυτό εντοπίζεται στην ανασταλτική επικράτεια ενεργοποίησης της 

µεταγραφής ID (Inhibitory Domain) του HIF-2α, ο ρόλος της οποίας δεν έχει εκτενώς 

χαρακτηρισθεί. Για να διερευνήσουµε τον βιολογικό ρόλο της φωσφορυλίωσης από τις 

ERK1/2 στη Ser 672 στη λειτουργία του HIF-2α, κατασκευάστηκε επίσης η φωσφο-µιµητική 

µεταλλαγµένη µορφή HIF-2αS672D µε in vitro στοχευµένη µεταλλαξιγένεση, το αρνητικό 
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φορτίο της οποίας θα µπορούσε ενδεχοµένως να µιµηθεί το φορτίο του φωσφορυλιωµένου 

καταλοίπου. Οι αλληλουχίες cDNA του αγρίου τύπου πλήρους µεγέθους HIF-2α καθώς και οι 

µεταλλαγµένες µορφές που είτε καταργούν τη θέση φωσφορυλίωσης HIF-2αS672Α είτε 

µιµούνται το φορτίο της φωσφορυλίωσης HIF-2αS672D, κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό 

φορέα pFLAG-CMVTM-2, ο  οποίος χρησιµοποιείται για την έκφραση πρωτεϊνών σε 

ευκαρυωτικά κύτταρα σε σύντηξη µε τον επίτοπο FLAG (Εικόνα 55). 

 

	
	

	
 

Εικόνα 55: Κλωνοποίηση των µεταλλαγµένων µορφών του HIF-2α πλήρους µεγέθους, HIF-2α-S672A και 

HIF-2α-S672D στον πλασµιδιακό φορέα pFLAG-CMV2. A) Σχηµατική απεικόνιση των πλασµιδίων µε τις 

θέσεις πέψης των περιοριστικών ενδονουκλεασών και των τµηµάτων DNA που προκύπτουν µετά από πέψη µε 

τα αντίστοιχα ένζυµα περιορισµού. B) Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των τµηµάτων DNA που προέκυψαν 

µετά από πέψη των πλασµιδίων pFlag-CMV2-HIF-2αS672Α και pFlag-CMV2-HIF-2αS672Α µε τα εικονιζόµενα 

ένζυµα περιορισµού. 
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3.1.10 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ 

ΜΟΡΦΩΝ ΤΟΥ HIF-2α. 

Για να διερευνηθεί η πρωτεϊνική έκφραση των µεταλλαγµένων µορφών του HIF-2α, που είτε 

στερούνται την ικανότητα φωσφορυλίωσης, είτε µιµούνται τη φωσφορυλίωση από τ ις 

ERK1/2, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης κυττάρων Huh7 και HepG2, 

µε πλασµίδια που εκφράζουν τις διάφορες µεταλλαγµένες µορφές του HIF-2α σε σύντηξη µε 

τον επίτοπο FLAG. Η ανάλυση µε ανοσοαποτύπωση Western blot έδειξε ότι τα επίπεδα 

πρωτεΐνης των µεταλλαγµένων µορφών ήταν παρόµοια µε εκείνα του αγρίου τύπου HIF-2α. 

(Εικόνα 56).   

 
Εικόνα 56: Έλεγχος της πρωτεϊνικής έκφρασης των µεταλλαγµένων µορφών του HIF-2α. Ανοσοαποτύπωση 
µε αντισώµατα έναντι στους HIF-2α και τουµπουλίνη ολικού εκχυλίσµατος κυττάρων Huh7 που διαµολύνθηκαν 
µε πλασµίδια για την έκφραση των pFLAG-CMV2, του pFLAG-HIF-2α-WT και των µεταλλαγµένων µορφών 
του. 
 

Συνεπώς, η φωσφορυλίωση της Ser672 από τις ERK1/2 δεν φαίνεται να εµπλέκεται στη 

ρύθµιση του HIF-2α σε επίπεδο πρωτεΐνης, όπως άλλωστε έχει ήδη προταθεί από τα αρχικά 

πειράµατα αναστολής του µονοπατιού των κινασών.  

 

3.1.11 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΤΗΣ ΣΕΡΙΝΗΣ 672 ΑΠΟ ΤΙΣ ERK1/2 

ΣΤΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ ΤΟΥ HIF-2α. 

Για να ελέγξουµε την επίδραση των µεταλλάξεων στη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2 

χρησιµοποιήσαµε το σύστηµα της λουσιφεράσης όπως περιγράφεται αναλυτικά στην ενότητα 

Υλικά και Μέθοδοι. Κύτταρα Huh7 διαµολύνθηκαν µε πλασµίδια που εκφράζουν τον αγρίου 

τύπου HIF-2α καθώς και τις µεταλλαγµένες µορφές του σε σύντηξη µε τον επίτοπο FLAG, 

καθώς και µε τα πλασµίδια αναφοράς pGL3-VEGF-HRE-5x και pCI-Renilla. Παρατηρήσαµε 

ότι το S672A µετάλλαγµα του HIF-2α που έχει χάσει την ικανότητα φωσφορυλίωσης, 

παρουσίασε µειωµένη µεταγραφική ενεργότητα κατά 50% σε σύγκριση µε αυτή του αγρίου 

τύπου HIF-2α. Αντίθετα, η µεταγραφική ενεργότητα του φωσφοµιµητικού µεταλλάγµατος 
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ήταν παρόµοια µε αυτή του HIF-2α αγρίου τύπου, υποδεικνύοντας ότι η φωσφορυλίωση του 

αγρίου τύπου HIF-2α είναι καθοριστική για τη µεταγραφική του ενεργότητα. (Εικόνα 57).  Τα 

δεδοµένα που περιγράφηκαν µέχρι τώρα δείχνουν ότι η αναστολή της ενζυµικής δράσης των 

ERK1/2 επηρεάζει αρνητικά τη δραστικότητα του ενδογενούς HIF-2 (Εικόνα 44). Για να 

επιβεβαιωθεί περαιτέρω ότι το φαινόµενο που προκαλείται από τις ERK1/2 συνδέεται µε την 

τροποποίηση της Ser672, ο  αγρίου τύπου HIF-2α και οι µεταλλαγµένες µορφές του 

εκφράστηκαν ως σηµασµένες µε τον επίτοπο Flag πρωτεΐνες σε κύτταρα Huh7 απουσία ή 

παρουσία του ειδικού αναστολέα U0126 της οδού ERK1 / 2 σε νορµοξία (απουσία του 

ενδογενούς HIF-2α) και προσδιορίστηκε η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2 µε το σύστηµα 

της λουσιφεράσης (Εικόνα 57). Όπως ήταν αναµενόµενο, ο άγριου τύπου HIF-2α αποκρίθηκε 

στην αναστολή της δράσης των ERK1/2 εµφανίζοντας σηµαντικά χαµηλότερη ενεργότητα, 

παρόµοια µε εκείνη της S672A µορφής και αναπαράγοντας ακριβώς τη συµπεριφορά του 

επαγόµενου από την υποξία ενδογενούς HIF-2α (Εικόνα 57). Ωστόσο, η ήδη  χαµηλή 

µεταγραφική ενεργότητα της S672A µορφής του HIF2-α και η κανονικές (σε σύγκριση µε τις 

άγριου τύπου) δραστικότητα της φωσφο-µιµητικής µορφής δεν επηρεάστηκαν σηµαντικά από 

τον αναστολέα των MEK, U0126. (Εικόνα 57). Αυτά τα αποτελέσµατα δείχνουν έντονα ότι η 

ρύθµιση του HIF-2α από τις ERK1/2 στα κύτταρα Huh7 περιλαµβάνει κατά κύριο λόγο το 

κατάλοιπο Ser672.  

	
Εικόνα 57: Επίδραση του ειδικού αναστολέα U0126 των ERK1/2  στη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-
2α αγρίου τύπου και των µεταλλαγµένων µορφών του. Μέτρηση της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-2, 
µετά από διαµόλυνση κυττάρων Huh7 µε πλασµίδια για την έκφραση των pFLAG-CMV2, pFLAG-HIF-2α-WT 
και των µεταλλαγµένων µορφών του παρουσία ή  απουσία του ειδικού αναστολέα U0126 του µονοπατιού των 
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ERK1/2. Τα κύτταρα διαµολύνθηκαν επίσης µε τα πλασµίδια αναφοράς pGL3–5HRE-VEGF και pCI-Renilla. Οι 
τιµές καθορίστηκαν ως ο λόγος της δράσης της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας ως προς τη δράση της 
λουσιφεράσης της Renilla και αποτελούν το µέσο όρων 9 τιµών από  3 ανεξάρτητα πειράµατα. Οι µπάρες 
υποδηλώνουν το τυπικό σφάλµα και οι αστερίσκοι τη στατιστική σηµαντικότητα (*** P<0,001). 
 
Συνολικά, αυτά τα δεδοµένα, συµφωνούν µε τα αποτελέσµατα της πρώτης ενότητας (που 

αφορά στη ρύθµιση της µεταγραφικής ενεργότητας του ενδογενούς HIF-2α) και δείχνουν ότι 

η φωσφορυλίωση του HIF-2α στη Ser672 από τις ERK1/2 αυξάνει τη µεταγραφική ενεργότητα 

του HIF-2α σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα Huh7. 

 

3.1.12 ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΟΥ ΜΟΡΙΑΚΟΥ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΥ  ΡΥΘΜΙΣΗΣ ΤΟΥ HIF-2α 

ΜΕΣΩ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΑΠΟ ΤΙΣ ERK1/2. 

Τα αποτελέσµατα που έχουν περιγραφεί ως τώρα προτείνουν ότι η έλλειψη φωσφορυλίωσης 

από τις ERK1/2  επηρεάζει αρνητικά τη µεταγραφική δράση του HIF-2 σε σειρές 

ηπατοκαρκινώµατος. Οι παρατηρούµενες µεταβολές στις παραπάνω διαδικασίες θα 

µπορούσαν να οφείλονται σε εµπλοκή της φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 σε στάδια όπως η 

πρωτεϊνική σταθερότητα της HIF-2α υποµονάδας, η αλληλεπίδρασή της µε µεταγραφικούς 

συµπαράγοντες, καθώς και ο υποκυτταρικός εντοπισµός της. Στην ενότητα που ακολουθεί, 

περιγράφεται αναλυτικά η εξέταση όλων των παραπάνω υποθέσεων σχετικά µε το µοριακό 

µηχανισµό ρύθµισης του HIF-2α µέσω φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2.  

 

3.1.13 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΤΟΥ HIF-2α ΑΠΟ ΤΙΣ ERK1/2 ΣΤΗΝ 

ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΗ ΤΟΥ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ.   

Για να διαλευκανθεί ο  µηχανισµός ρύθµισης της µεταγραφικής ενεργότητας HIF-2 µέσω 

φωσφορυλίωσης από τις ΕRΚ1/2, εξετάστηκε αρχικά η επίδραση της αναστολής των ΕRΚ1/2, 

στη σταθερότητα του HIF-2α. Πιο συγκεκριµένα, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα όπου είτε 

είχε ανασταλεί η διαδικασία της µετάφρασης είτε είχε καταργηθεί η υποξία και 

προσδιορίστηκε ο χρόνος ηµιζωής του HIF-2α. Κύτταρα Huh7 επωάστηκαν σε υποξία 

παρουσία ή όχι του αναστολέα U0126 για 16 ώρες, και στη συνέχεια στην καλλιέργεια 

προστέθηκε κυκλοεξιµίδιο (CHX) το οποίο αναστέλλει τη µετάφραση ή η καλλιέργεια 

συνεχίστηκε σε συνθήκες νορµοξίας για διάφορες χρονικές περιόδους (Εικόνες 58, 59).  
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Εικόνα 58: Επίδραση της αναστολής της ενζυµικής δράσης των ERK1/2 στο χρόνο ηµιζωής του HIF-2α. 
Ανοσοαποτύπωση µε αντισώµατα έναντι των HIF-2α και της τουµπουλίνης ολικού εκχυλίσµατος κυττάρων Huh7 
που επωάστηκαν σε 21% Ο2 (νορµοξία) και 1% Ο2 (υποξία) παρουσία ή απουσία του αναστολέα U0126 (5 µΜ) 
για 16 ώρες. Τα κύτταρα λύθηκαν µετά από επώαση µε κυκλοεξιµίδιο (CHX 10 µg/ml) για 15, 30 και 60 λεπτά. 
 

             

 
Εικόνα 59: Επίδραση της αναστολής της ενζυµικής δράσης των ERK1/2 στην πρωτεϊνική σταθερότητα 
του HIF-2α. Ανοσοαποτύπωση µε αντισώµατα έναντι των HIF-2α και της τουµπουλίνης ολικού εκχυλίσµατος 
κυττάρων Huh7 που επωάστηκαν σε 21% Ο2 (νορµοξία) και 1% Ο2 (υποξία) παρουσία ή απουσία του αναστολέα 
U0126 (5 µΜ) για 16 ώρες. Τα κύτταρα λύθηκαν µετά από επανοξυγόνωση (21% Ο2) για 5, 10 και 15 λεπτά. 
 

Η πρωτεϊνική σταθερότητα του HIF-2α δεν µεταβλήθηκε παρουσία του U0126, καθώς τα 

επίπεδα έκφρασής του µειώθηκαν σταδιακά µέχρι που αποδοµήθηκαν πλήρως και τελικά 

εξαφανίστηκαν ακριβώς όπως και τα επίπεδα του HIF-2α απουσία του U0126, τόσο µετά την 

αναστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης όσο και µετά την επανοξυγόνωση. Τα παραπάνω 

αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι η ρύθµιση του HIF-2α από τις ERK1/2 δεν σχετίζεται µε την 

πρωτεϊνική του σταθερότητα.  

 

3.1.14 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΤΟΥ HIF-2α ΑΠΟ ΤΙΣ ERK1/2  ΣΤΗΝ 

ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ ΜΕ ΤΟΝ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΟ ΣΥΜΠΑΡΑΓΟΝΤΑ USF2. 

Η επόµενη υπόθεση που ελέγχθηκε ήταν εάν η φωσφορυλίωση του HIF-2α από τις ERK1/2  

επηρεάζει την αλληλεπίδρασή του µε κάποιον από τους εξειδικευµένους και γνωστούς 

µεταγραφικούς του συµπαράγοντες. Γνωρίζουµε από τη βιβλιογραφία ότι για τη βέλτιστη 
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έκφραση των γονιδίων στόχων του HIF-2α, EPO και PAI-1, είναι απαραίτητη η 

αλληλεπίδραση του HIF-2α µε τον µεταγραφικό παράγοντα USF2 (Upstream Stimulatory 

Factor) (21, 116). Καθώς τα πειραµατικά δεδοµένα που περιγράφηκαν στις προηγούµενες 

ενότητες δείχνουν ότι η έκφραση των γονιδίων αυτών µειώνεται σηµαντικά όταν καταργείται 

η φωσφορυλίωση του HIF-2α από τ ις ERK1/2, επιλέξαµε να µελετήσουµε αν η 

φωσφορυλίωση του HIF-2α από τις ERK1/2 επηρεάζει την αλληλεπίδρασή του µε τον USF2 

και κατά συνέπεια τη µεταγραφική του ενεργότητα. Για τον έλεγχο αυτής της υπόθεσης, 

κύτταρα HeLa διαµολύνθηκαν µε πλασµίδιο που εκφράζει τον USF2 σε σύντηξη µε τον 

επίτοπο FLAG και στη συνέχεια επωάστηκαν σε νορµοξία και υποξία παρουσία ή µη του 

αναστολέα U0126 (Εικόνα 60).  
 

 
Εικόνα 60: Επίδραση της αναστολής της ενζυµικής δράσης των ERK1/2 στην αλληλεπίδραση του HIF-2α 
µε τον USF2. Κύτταρα Huh7 διαµολύνθηκαν µε πλασµίδιο για την έκφραση του FLAG-USF2 και 24 ώρες µετά 
επωάστηκαν σε υποξία (1% Ο2) παρουσία και απουσία του ειδικού αναστολέα U0126 (5 µΜ) για 16 ώρες. Τα 
κυτταρικά εκχυλίσµατα υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του επιτόπου 
FLAG. Τα ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα (INPUT) καθώς και τα ανοσοκατακρηµνίσµατα (IP) αναλύθηκαν µε 
SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση κατά Western Blot για την ανίχνευση των FLAG-USF2 και HIF-2α.  
 
Όπως ήταν αναµενόµενο λόγω της γνωστής τους αλληλεπίδρασης, ο HIF-2α 

συγκατακρηµνίστηκε µε τον Flag-USF2 στην υποξία. Η αλληλεπίδραση αυτή δεν φαίνεται να 

επηρεάζεται παρουσία του αναστολέα U0126 στην υποξία, υποδηλώνοντας ότι οι ERK1/2  δεν 

επηρεάζουν την αλληλεπίδραση του HIF-2α µε τον USF2.  

 

3.1.15 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΤΟΥ HIF-2α ΑΠΟ ΤΙΣ ERK1/2  ΣΤΟΝ 

ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΤΟΥ ΕΝΤΟΠΙΣΜΟ. 

Για να διερευνήσουµε την υπόθεση ότι η µειωµένη µεταγραφική ενεργότητα του µη 

φωσφορυλιωµένου HIF-2α οφείλεται σε µεταβολή του πυρηνικού εντοπισµού του, αναλύσαµε 

στη συνέχεια την υποκυτταρική του κατανοµή. 

Ο αγρίου τύπου Flag-HIF-2α καθώς και οι  µεταλλαγµένες µορφές του εκφράστηκαν σε 

κύτταρα HeLa ή Huh7 µε παροδική διαµόλυνση και ο  εντοπισµός τους ανιχνεύθηκε µε 
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µικροσκοπία ανοσοφθορισµού (Εικόνα 61). Ο άγριου τύπου Flag-HIF-2α ανιχνεύθηκε 

αποκλειστικά στον πυρήνα σε ποσοστό 80% των διαµολυσµένων κυττάρων ενώ εµφάνισε 

τόσο πυρηνικό όσο και κυτταροπλασµατικό εντοπισµό σε ποσοστό 20% περίπου των 

κυττάρων (Εικόνα 61). Όταν τα  κύτταρα επωάστηκαν µε τον αναστολέα της δράσης των 

ERK1/2 U0126, o άγριου τύπου Flag-HIF-2α ανιχνεύθηκε στον πυρήνα σε ποσοστό 35% 

περίπου του κυτταρικού πληθυσµού που έχουν διαµολυνθεί, υποδηλώνοντας ότι η αναστολή 

των ERK1/2 επηρεάζει τη συσσώρευση του στον πυρήνα (Εικόνα 61). Ο εντοπισµός της 

S672A µορφής του HIF-2α που δεν φωσφορυλιώνεται, ήταν πυρηνικός σε περίπου 30% των 

κυττάρων που εκφράζουν την πρωτεΐνη,  υποδεικνύοντας και πάλι ότι η έλλειψη τροποποίησης 

από τις ERK1/2 παρεµποδίζει τη συσσώρευση του HIF-2α στον πυρήνα. Το φωσφο-µιµητικό 

S672D Flag-HIF-2α µετάλλαγµα, φάνηκε να µιµείται την υποκυτταρική κατανοµή του άγριου 

τύπου Flag-HIF-2α και ανιχνεύθηκε κατά κύριο λόγο στον πυρήνα σε ποσοστό 90% περίπου 

των διαµολυσµένων κυττάρων. O εντοπισµός του δεν άλλαξε µετά από επώαση µε τον 

αναστολέα της δράσης των ERK1/2,  U0126 (Εικόνα 61). Η αυξηµένη ανίχνευση της 

µεταλλαγµένης πρωτεΐνης Flag-HIF-2αS672A ή της άγριου τύπου πρωτεΐνης Flag-HIF-2α 

παρουσία U0126 στο κυτταρόπλασµα των ανθρώπινων καρκινικών κυττάρων HeLa και Huh7, 

θα µπορούσε να αποδοθεί είτε σε µειωµένο ρυθµό πυρηνικής εισαγωγής είτε σε αυξηµένο 

ρυθµό πυρηνικής εξαγωγής. Για να διευκρινιστεί ποια από τις δύο αυτές υποθέσεις είναι 

έγκυρη, τα κύτταρα υποβλήθηκαν σε επώαση µε λεπτοµυκίνη Β  (LMB), έναν ειδικό 

αναστολέα της εξπορτίνης CRM1. Η έκθεση σε LMB δεν επηρέασε τον εντοπισµό του αγρίου  

τύπου HIF-2α ή του φωσφοµιµητικού µεταλλάγµατος, που παρέµειναν στον πυρήνα (Εικόνα 

61). Ωστόσο, η θεραπεία µε LMB προκάλεσε συσσώρευση της µεταλλαγµένης µορφής του 

HIF-2α που στερείται την ικανότητα φωσφορυλίωσης αποκλειστικά στον πυρήνα σε ποσοστό 

90% των κυττάρων και κατήργησε τον κυτταροπλασµατικό εντοπισµό του άγριου τύπου HIF-

2α µετά από έκθεση στον U0126 (Εικόνα 61).  
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Εικόνα 61: Υποκυτταρικός εντοπισµός του αγρίου τύπου Flag-HIF-2α και των µεταλλαγµένων µορφών του 
S672Α, και S672D υπό την επίδραση ή όχι του αναστολέα της δράσης των ERK1/2, U0126 και του 
αναστολέα της εξπορτίνης CRM1, LMB. Α), Β) Κύτταρα HeLa ή Huh7 αντίστοιχα, που διαµολύνθηκαν µε 
πλασµίδια για την έκφραση των pFLAG-HIF-2α-WT και των µεταλλαγµένων µορφών του HIF-2α,  pFLAG-
HIF-2α-S672A και pFLAG-HIF-2α-S672D, µονιµοποιήθηκαν σε καλυπτρίδες και υποβλήθηκαν σε 
ανοσοφθορισµό µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του επιτόπου FLAG. Για τη χρώση της χρωµατίνης 
χρησιµοποιήθηκε DAPI. Πριν τη µονιµοποίηση τα κύτταρα επωάστηκαν µε 5µΜ U0126 για 16 ώρες και 10 ng/ml 
λεπτοµυκίνης (LMB) για 4 ώρες. Η κλίµακα των άσπρων µπαρών ισοδυναµεί µε 10 µm. Γ) Υπολογισµός του 
ποσοστού των κυττάρων HeLa που παρουσιάζουν πυρηνικό εντοπισµό απουσία ή  παρουσία U0126 και 
λεπτοµυκίνης (LMB). Τα δεδοµένα αντιστοιχούν στο µέσο όρο τριών ανεξαρτήτων πειραµάτων όπου 
µετρήθηκαν περίπου 150 διαµολυσµένα κύτταρα ανά συνθήκη. Οι µπάρες υποδηλώνουν το τυπικό σφάλµα. 
 
Τα δεδοµένα αυτά, υποδεικνύουν ότι ο HIF-2α µετακινείται διαρκώς µεταξύ του πυρήνα και 

του κυτταροπλάσµατος και ότι η έλλειψη φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 ενισχύει την 

διαµεσολαβούµενη από την εξπορτίνη CRM1 εξαγωγή του HIF-2α από τον πυρήνα, 

εξηγώντας έτσι την παρατηρούµενη µερική µείωση της µεταγραφικής δράσης του HIF-2. 

 

3.1.16 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗΣ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ ΔΙΑΦΟΡΩΝ 

ΜΟΡΦΩΝ ΤΟΥ HIF-2α ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΤΗΣ ΕΞΠΟΡΤΙΝΗΣ CRM1 ΜΕ 

ΛΕΠΤΟΜΥΚΙΝΗ Β (LMB).  

Στη συνέχεια, εξετάσαµε εάν η επανασυσσώρευση της S672A µεταλλαγµένης µορφής του 

HIF-2α (στερείται την ικανότητα φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2) στον πυρήνα µετά από 

αναστολή της CRM1 µε LMB, θα µπορούσε επίσης να αποκαταστήσει τη χαµηλή 

µεταγραφική του δραστικότητα. Κύτταρα Huh7 διαµολύνθηκαν µε πλασµίδια που εκφράζουν 

τις διάφορες µεταλλαγµένες µορφές του HIF-2α σε σύντηξη µε τον επίτοπο FLAG, καθώς και 
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µε τα πλασµίδια αναφοράς pGL3-VEGF-HRE-5x και pCI-Renilla και επωάστηκαν παρουσία 

ή όχι του ειδικού αναστολέα της CRM1 (LMB).  

 

 
Εικόνα 62: Επίδραση του ειδικού αναστολέα της εξπορτίνης CRM1 λεπτοµυκίνη Β (LMB) στη 
µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2α αγρίου τύπου και των µεταλλαγµένων µορφών του. Μέτρηση της 
µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-2, µετά από διαµόλυνση κυττάρων Huh7 µε πλασµίδια για την έκφραση των 
pFLAG-CMV2, pFLAG-HIF-2α-WT και των µεταλλαγµένων µορφών του. Τα κύτταρα διαµολύνθηκαν επίσης 
µε τα πλασµίδια αναφοράς pGL3–5HRE-VEGF και pCI-Renilla. 4 ώρες πριν τη λύση τα κύτταρα επωάστηκαν 
µε 10 ng/ml του ειδικού αναστολέα της εξπορτίνης CRM1 λεπτοµυκίνη Β (LMB). Οι τιµές καθορίστηκαν ως ο 
λόγος της δράσης της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας ως προς τη δράση της λουσιφεράσης της Renilla και 
αποτελούν το µέσο όρων 9 τιµών από 3 ανεξάρτητα πειράµατα. Οι µπάρες υποδηλώνουν το τυπικό σφάλµα και 
οι αστερίσκοι τη στατιστική σηµαντικότητα (*** P<0,001).  

 

Πράγµατι, ενώ η µεταγραφική ενεργότητα του αγρίου τύπου HIF-2α ή του φωσφο-µιµητικού 

µεταλλάγµατος δεν επηρεάστηκε από την επώαση µε LMB, η δραστικότητα της S672A 

µεταλλαγµένης µορφής του HIF-2α αποκαταστάθηκε και έφθασε σε επίπεδα συγκρίσιµα µε 

αυτά της δραστικότητας του άγριου τύπου HIF-2α (Εικόνα 62).  

Αυτά τα δεδοµένα υποδεικνύουν ότι η πρωταρχική αιτία της µερικής απενεργοποίησης  της 

µεταγραφικής δράσης του HIF-2 µε µεταλλάξεις που καταργούν της φωσφορυλίωση της  HIF-

2α υποµονάδας από τις ERK1/2,  είναι ο  αυξηµένος ρυθµός εξαγωγής του HIF-2α από τον 

πυρήνα. 
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3.1.17 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΤΟΥ HIF-2α ΑΠΟ ΤΙΣ ERK1/2  ΣΤΗΝ 

ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ ΜΕ ΤΗΝ ΕΞΠΟΡΤΙΝΗ CRM1. 

Έχοντας δείξει µε πειράµατα µικροσκοπίας ανοσοφθορισµού ότι η έλλειψη φωσφορυλίωσης 

από τις ERK1/2 ενισχύει την διαµεσολαβούµενη από την εξπορτίνη CRM1 εξαγωγή του HIF-

2α από τον πυρήνα, θέλαµε να ελέγξουµε αν η φωσφορυλίωση του HIF-2α από τις ERK1/2 

επηρεάζει την αλληλεπίδρασή του µε την CRM1. Δεδοµένου ότι και η φωσφορυλίωση του 

HIF-2α από την κινάση CK1δ εµποδίζει την διαµεσολαβούµενη από τη CRM1 πυρηνική 

εξαγωγή του HIF-2α (86) θέλαµε να δούµε αν και η φωσφορυλίωση από τη CK1δ επηρεάζει 

τη δηµιουργία του συµπλόκου HIF-2α/CRM1. Για το λόγο αυτό, ο αγρίου τύπου Flag-HIF-2α 

και οι  µεταλλαγµένες µορφές του που είτε δεν φωσφορυλιώνονται από τις ERK1/2 (HIF-

2αS672Α), είτε µιµούνται το φορτίο της φωσφορυλίωσης (Flag-HIF-2α S672D), είτε δεν 

φωσφορυλιώνονται από τη CK1δ (Flag-HIF-2αS383A/T528A), εκφράστηκαν σε κύτταρα 

HeLa µε παροδική διαµόλυνση και ακολούθως υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε 

µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του επιτόπου Flag. Η ανάλυση των ανοσοκατακρηµνισµένων 

πρωτεϊνών αποκάλυψε µια ισχυρή αλληλεπίδραση της ενδογενούς CRM1 µε τη µεταλλαγµένη 

S672A µορφή του HIF-2α που δεν διατηρεί την ικανότητα φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 

(Εικόνα 63). Αντιθέτως, η CRM1 δεν ανιχνεύεται στα ανοσοκατακρηµνίσµατα των άγριου 

τύπου HIF-2α, της φωσφοµιµητικής  S672D µορφής του HIF-2α και της S383A/T528A 

µορφής που δεν φωσφορυλιώνεται από τη CK1δ (Εικόνα 63).  

 
Εικόνα 63: Επίδραση της αναστολής της ενζυµικής δράσης των ERK1/2 στην αλληλεπίδραση του HIF-2α 
µε την εξπορτίνη CRM1. Κύτταρα HeLa διαµολύνθηκαν µε πλασµίδιο για την έκφραση του αγρίου τύπου 
FLAG-HIF-2α και των µεταλλαγµένων µορφών του που είτε καταργούν τη φωσφορυλίωσή του από τις ERK1/2  
S672A FLAG-HIF-2α είτε µιµούνται το φορτίο της S672D FLAG-HIF-2α. Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα 
υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του επιτόπου FLAG. Τα ολικά 
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κυτταρικά εκχυλίσµατα (INPUT) καθώς και τα ανοσοκατακρηµνίσµατα (IP) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και 
ανοσοαποτύπωση κατά Western Blot για την ανίχνευση των CRM1 και HIF-2α.  
 

Τα δεδοµένα αυτά υποδεικνύουν ότι η φωσφορυλίωση της σερίνης 672 καταργεί την 

αλληλεπίδραση του HIF-2α µε την εξπορτίνη  CRM1, παρεµποδίζοντας έτσι την έξοδό του 

από τον πυρήνα. Επίσης, φαίνεται ότι η φωσφορυλίωση του HIF-2α από τη CK1δ ρυθµίζει την 

διαµεσολαβούµενη από τη CRM1 πυρηνική εξαγωγή του HIF-2α µε τρόπο που δεν 

περιλαµβάνει την αλληλεπίδραση του HIF-2α µε τη CRM1.  

 

3.1.18 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΑΝΑΣΤΟΛΗΣ ΤΗΣ ΟΔΟΥ Τ ΩΝ ERK1/2 ΣΤΟΝ 

ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΕΝΤΟΠΙΣΜΟ ΤΟΥ ΕΝΔΟΓΕΝΟΥΣ HIF-2α. 

Για την περαιτέρω επιβεβαίωση των παραπάνω αποτελεσµάτων, αξιολογήθηκε η επίδραση της 

αναστολής της δράσης των ERK1/2 στον υποκυτταρικό εντοπισµό του ενδογενούς HIF-2α σε 

συνθήκες υποξίας. Η αναστολή της  οδού των ERK1/2 πραγµατοποιήθηκε µε επώαση  

κυττάρων HeLa µε U0126, τα οποία στη συνέχεια καλλιεργήθηκαν σε υποξία (1%Ο2) 

παρουσία ή απουσία του αναστολέα της εξπορτίνης CRM1, λεπτοµυκίνη Β  (LMB). Ο 

υποκυτταρικός εντοπισµός του HIF-2α παρακολουθήθηκε µε τη µέθοδο της βιοχηµικής 

κυτταρικής κλασµάτωσης (Εικόνα 64). Όπως ήταν αναµενόµενο, ο  HIF-2α εντοπίστηκε 

κυρίως στο πυρηνικό κλάσµα σε υποξία ανεξάρτητα από την έκθεσή του σε LMB. Εν τούτοις, 

σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα που αφορούν στον εντοπισµό της υπερεκφρασµένης 

µεταλλαγµένης πρωτεΐνης S672A Flag-HIF-2α, µετά την αναστολή της δράσης των ERK1/2 

µε U0126, ο ενδογενής HIF-2α σχεδόν απουσίαζε από το πυρηνικό κλάσµα, εµπλουτίστηκε 

στο κυτταροπλασµατικό κλάσµα και µετά από επώαση µε LMB ανιχνεύτηκε ξανά στο 

πυρηνικό κλάσµα. 

 
Εικόνα 64: Επίδραση της  αναστολής της οδού των ERK1/2 στον υποκυτταρικό εντοπισµό του ενδογενούς 
HIF-2α. Ανοσοαποτύπωση µε αντισώµατα έναντι των HIF-2α, ARNT και ακτίνης ολικών, πυρηνικών και 
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κυτταροπλασµατικών εκχυλισµάτων κυττάρων HeLa που επωάστηκαν σε υποξία (1% Ο2) παρουσία ή απουσία 
U0126 (5µΜ) για 16 ώρες. Πριν τη λύση, τα κύτταρα επωάστηκαν µε 10 ng/ml λεπτοµυκίνης (LMB) για 4 ώρες. 
 

Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η µειωµένη δράση των ERK1/2 προωθεί την 

εξαγωγή του HIF-2α από τον πυρήνα, ενώ η αναστολή της εξπορτίνης CRM1 µε LMB 

επαναφέρει τη συσσώρευση του HIF-2α µέσα στον πυρήνα. Επαληθεύεται έτσι ένας 

κατευθυνόµενος από τη CRM1 µηχανισµός εξόδου  του HIF-2α από τον πυρήνα που ελέγχεται 

από τη φωσφορυλίωση του HIF-2α από τις ERK1/2. 

Έχοντας δείξει ότι ο  ενδογενής HIF-2α σε υποξία όταν το µονοπάτι των ERK1/2 είναι 

ανενεργό µετατοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, θέλαµε να ελέγξουµε την κατάσταση 

φωσφορυλίωσης του HIF-2α στον πυρήνα και το κυτταρόπλασµα σε συνθήκες υποξίας και 

µετά από την αναστολή της οδού των ERK1/2.   Έτσι, κύτταρα  HeLa επωάστηκαν µε U0126 

(5µΜ) και καλλιεργήθηκαν σε υποξία (1%Ο2) για 16 ώρες. Στη συνέχεια τα κύτταρα 

υποβλήθηκαν σε βιοχηµική κλασµάτωση και πραγµατοποιήθηκε ανοσοκατακρήµνιση µε 

αντίσωµα έναντι του ΗΙF-2α. Η φωσφορυλίωση του HIF-2α ανιχνεύθηκε µε αντίσωµα έναντι 

της φωσφο- σερίνης στα πυρηνικά και κυτταροπλασµατικά ανοσοκατακρηµνίσµατα (Εικόνα 

65). Όπως ήταν αναµενόµενο, ο HIF-2α σε υποξία εντοπίστηκε κυρίως στο πυρηνικό κλάσµα. 

Παρουσία του U0126, ο ενδογενής HIF-2α σχεδόν απουσίαζε από το πυρηνικό κλάσµα, και 

εµπλουτίστηκε στο κυτταροπλασµατικό κλάσµα. Η ανίχνευση της φωσφο-σερίνης του 

ανοσοκατακρηµνισµένου HIF-2α είτε από το πυρηνικό είτε από το κυτταροπλασµατικό 

κλάσµα, έδειξε ότι ο  HIF-2α είναι φωσφορυλιωµένος σε υποξία, όταν το µονοπάτι των 

ERK1/2 είναι ενεργό και ο HIF-2α εντοπίζεται στον πυρήνα.  
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Εικόνα 65: Επίδραση της  αναστολής της οδού των ERK1/2 στον υποκυτταρικό εντοπισµό του ενδογενούς 

HIF-2α. Ανοσοαποτύπωση µε αντισώµατα έναντι των HIF-2α, ARNT και ακτίνης πυρηνικών και 

κυτταροπλασµατικών εκχυλισµάτων κυττάρων HeLa που επωάστηκαν σε υποξία (1% Ο2) παρουσία ή απουσία 

U0126 (5µΜ) για 16 ώρες και µε αντισώµατα έναντι του HIF-2α και της φωσφο-σερίνης  του 

ανοσοκατακρηµνισµένου HIF-2α από πυρηνικά και κυτταροπλασµατικά κλάσµατα.  
 

3.1.19 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΑΝΑΣΤΟΛΗΣ ΤΗΣ ΟΔΟΥ Τ ΩΝ ERK1/2 ΣΤΗΝ 

ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ ΕΝΔΟΓΕΝΟΥΣ HIF-2α  ΜΕ ΤΗΝ ΕΞΠΟΡΤΙΝΗ CRM1. 

Για να αξιολογήσουµε την επίδραση της αναστολής της δράσης των ERK1/2 στην 

αλληλεπίδραση του ενδογενούς  HIF-2α  µε την εξπορτίνη CRM1, κύτταρα HeLa επωάστηκαν 

µε U0126 και στη συνέχεια καλλιεργήθηκαν σε υποξία (1%Ο2) παρουσία ή απουσία του 

αναστολέα της εξπορτίνης CRM1, λεπτοµυκίνη Β  (LMB). Στη συνέχεια, υποβλήθηκαν σε 

ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα έναντι του ΗΙF-2α. Η ανάλυση των 

ανοσοκατακρηµνισµάτων έδειξε ότι η απενεργοποίηση του µονοπατιού των ERK1/2 σε υποξία 

προκαλεί την αποφωσφορυλίωση του HIF-2α και ευνοεί την ισχυρή αλληλεπίδρασή του µε 

την CRM1. Αντίθετα, όταν η οδός των ERK1/2 είναι ενεργή σε υποξία, ο HIF-2α  είναι 

φωσφορυλιωµένος και η αλληλεπίδρασή του µε τη CRM1 είναι σχεδόν µη ανιχνεύσιµη. Η 

επώαση των κυττάρων µε LMB καταργεί την αλληλεπίδραση του ενδογενούς HIF-2α µε τη 

CRM1 σε υποξία ανεξάρτητα από την ενεργοποίηση του µονοπατιού των ERK1/2 και την 

κατάσταση φωσφορυλίωσης του HIF-2α. 	

 

  
Εικόνα 66: Επίδραση της αναστολής της οδού των ERK1/2 στην αλληλεπίδραση του ενδογενούς HIF-2α 
µε την εξπορτίνη CRM1. Στη συνέχεια, υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα έναντι του ΗΙF-2α. 
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Κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν σε υποξία (1%Ο2) παρουσία ή απουσία U0126 (5µΜ) για 16 ώρες. 4 ώρες πριν 
τη λύση των κυττάρων, επωάστηκαν µε τον αναστολέα της εξπορτίνης CRM1, λεπτοµυκίνη Β (LMB). Τα 
κυτταρικά εκχυλίσµατα υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα έναντι του ΗΙF-2α. Τα ολικά 
κυτταρικά εκχυλίσµατα (INPUT) καθώς και τα ανοσοκατακρηµνίσµατα (IP) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και 
ανοσοαποτύπωση κατά Western Blot για την ανίχνευση των HIF-2α,  CRM1 και της φωσφο-σερίνης.  
 

Τα δεδοµένα αυτά, επιβεβαιώνουν περαιτέρω την υπόθεση ότι η φωσφορυλίωση του HIF-2α 

από τις  ERK1/2 καταργεί την αλληλεπίδρασή του µε την εξπορτίνη CRM1 εµποδίζοντας κατά 

συνέπεια τη έξοδό του από τον πυρήνα (Εικόνα 66). 

 

3.1.20 ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΣ ΥΠΟΨΗΦΙΩΝ ΣΗΜΑΤΩΝ ΠΥΡΗΝΙΚΗΣ ΕΞΑΓΩΓΗΣ 

ΠΑΡΑΚΕΙΜΕΝΩΝ ΤΗΣ ΘΕΣΗΣ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΤΟΥ HIF-2α ΑΠΟ ΤΙΣ 

ERK1/2.  

Για να είναι εφικτή η  µεταφορά µιας πρωτεΐνης περίπου µεγαλύτερης των 40kDa από τον 

πυρήνα στο κυτταρόπλασµα, είναι απαραίτητη η αναγνώρισή της από την εξπορτίνη  CRM1. 

Η αναγνώρισή της προϋποθέτει την ύπαρξη µιας ή περισσότερων πρωτεϊνικών αλληλουχιών 

πλούσιες σε λευκίνη οι  οποίες ονοµάζονται σήµατα πυρηνικής εξαγωγής (Nuclear Export 

Signals, NES). Τα µέχρι τώρα πειραµατικά αποτελέσµατα δείχνουν ότι όταν ο HIF-2α 

φωσφορυλιώνεται από τις ERK1/2 στη σερίνη 672, καταργείται η αλληλεπίδρασή του µε την 

εξπορτίνη CRM1, εµποδίζεται η εξαγωγή του από τον πυρήνα και ο HIF-2α συσσωρεύεται 

στον πυρήνα και σε σύµπλοκο µε τον ARNT, ενεργοποιεί την έκφραση γονιδίων στόχων του. 

Εποµένως ο HIF-2α που είναι µια πρωτεΐνη που υπερβαίνει κατά πολύ σε µέγεθος τα 50 kDa,  

για να εξέλθει από τον πυρήνα θα πρέπει να έχει στην πρωτεϊνική αλληλουχία του ένα ή 

περισσότερα NES, τα οποία ωστόσο δεν είναι ακόµη χαρακτηρισµένα. 

Για να διερευνηθεί η υπόθεση ότι ο HIF-2α περιέχει κάποιο σήµα πυρηνικής εξαγωγής που 

ρυθµίζεται από τη δράση των ERK1/2, εξετάσαµε την αµινοξική αλληλουχία που γειτνιάζει 

µε τη σερίνη 672. Αναζητήσαµε στην περιοχή µεταξύ των καταλοίπων 620 και 680 πιθανά 

πεπτίδια τα οποία πληρούν το κλασικό µοτίβο αναγνώρισης από τη CRM1, Φ-X2–3-Φ-X2–3-Φ-

X-Φ ( όπου Φ = L, I, V, F, M και X οποιοδήποτε αµινοξύ). Η ανάλυση ανέδειξε την παρουσία 

υδρόφοβων καταλοίπων που παρότι δεν ταιριάζουν απόλυτα µε το µοτίβο, θα µπορούσαν να 

εξυπηρετούν στην αναγνώριση του HIF-2α από την CRM1 (Εικόνα 67). Παράλληλα, 

πραγµατοποιήθηκε συγκριτική ανάλυση της αλληλουχίας 620-680 µεταξύ των οµολόγων του 

HIF-2α σ ε διάφορα σπονδυλωτά, που αποκάλυψε ότι τα κατάλοιπα αυτά βρίσκονται σε 

συντηρηµένη θέση (Εικόνα 67).  
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Εικόνα 67: Πολλαπλή οµοπαράθεση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας 620-680 του HIF-2α µεταξύ διάφορων 
ανώτερων οργανισµών. Οι λευκίνες 662 και 667 είναι συντηρηµένες ανάµεσα στα διάφορα είδη. Στην εικόνα 
αναπαρίσταται επίσης η µετατροπή της λευκίνης 662 και της λευκίνης 667 σε αλανίνη µε τη µέθοδο της 
στοχευµένης µεταλλαξιγένεσης. 
 

3.1.21 ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΜΟΡΦΩΝ ΤΟΥ HIF-2α L662/ 677A ΚΑΙ 

HIF-2Α L662A/ L677A/ S672A . 

Για να µελετηθεί η λειτουργία αυτής της αλληλουχίας και η πιθανή εξάρτησή της από τη 

φωσφορυλίωση, κατασκευάσαµε τις µεταλλαγµένες µορφές του HIF-2α,  HIF-2α L662A/ 

L667A (τροποποιηµένα κατάλοιπα λευκίνης 662 και 667 σε αλανίνες) και HIF-2α L662A / 

L667A / S672A (τροποποιηµένα κατάλοιπα λευκίνης 662 και 667 και το κατάλοιπο σερίνης 

672 σε αλανίνες),  µε τη µέθοδο της στοχευµένης µεταλλαξιγένεσης (Εικόνα 67). Ο αγρίου 

τύπου HIF-2α και όλες οι µεταλλαγµένες µορφές του κλωνοποιήθηκαν στον φορέα έκφρασης 

θηλαστικών pFLAG-CMV2 και εκφράστηκαν ως πρωτεΐνες µε επίτοπο Flag σε κύτταρα Huh7 

και HeLa µε παροδική επιµόλυνση. 
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3.1.22 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΚΑΤΑΡΓΗΣΗΣ ΤΩΝ  ΥΔΡΟΦΟΒΩΝ ΚΑΤΑΛΟΙΠΩΝ 

ΛΕΥΚΙΝΗ 662 ΚΑΙ ΛΕΥΚΙΝΗ 667 ΤΟΥ HIF-2α ΣΤΟΝ ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΤΟ Υ 

ΕΝΤΟΠΙΣΜΟ. 

Για να ελέγξουµε την υπόθεση ότι τα υδρόφοβα κατάλοιπα λευκίνη 662 και λευκίνη 667 

µπορεί να αποτελούν µέρος ενός σήµατος πυρηνικής εξαγωγής, ο αγρίου τύπου Flag-HIF-2α 

καθώς και οι  µεταλλαγµένες µορφές του εκφράστηκαν σε κύτταρα HeLa µε παροδική 

διαµόλυνση και ο υποκυτταρικός εντοπισµός τους ανιχνεύθηκε µε µικροσκοπία 

ανοσοφθορισµού (Εικόνες 68). Όπως ήταν αναµενόµενο, η πρωτεΐνη του αγρίου τύπου Flag-

HIF-2α παρουσίασε αποκλειστικά πυρηνική κατανοµή σε περίπου 80% των διαµολυσµένων 

κυττάρων και εµφάνισε τόσο πυρηνικό όσο και κυτταροπλασµατικό εντοπισµό στον υπόλοιπο 

κυτταρικό πληθυσµό (Εικόνα 68). Όταν τα κύτταρα επωάστηκαν µε U0126, ο αγρίου τύπου 

ανιχνεύθηκε στον πυρήνα σε περίπου 35% του κυτταρικού πληθυσµού. Ο εντοπισµός της 

S672A Flag-HIF-2α µεταλλαγµένης µορφής που δεν φωσφορυλιώνεται, ήταν πυρηνικός σε 

περίπου 30% του κυτταρικού πληθυσµού, γεγονός που υποδεικνύει την αποτελεσµατική 

εξαγωγή του HIF-2α από τον πυρήνα απουσία φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 (Εικόνα 68). 

Η ταυτόχρονη µετάλλαξη της πιθανής αλληλουχίας NES και της θέσης φωσφορυλίωσης στη 

µορφή L662A / L667A / S672A Flag-HIF-2α, έδειξε ότι η µορφή αυτή συσσωρεύεται στον 

πυρήνα σε σχεδόν 80% των διαµολυσµένων κυττάρων , παρά την απουσία της θέσης 

φωσφορυλίωσης, υποδηλώνοντας έτσι ότι τα κατάλοιπα L667A και  L667A απαιτούνται για 

την αποτελεσµατική εξαγωγή του HIF-2α από τον πυρήνα. Τέλος, η κατάργηση της πιθανής 

αλληλουχίας NES στη µεταλλαγµένη µορφή L662A / L667A Flag-HIF-2α διατήρησε, όπως 

αναµενόταν, τον πυρηνικό εντοπισµό της πρωτεΐνης στο 80% των διαµολυσµένων κυττάρων 

(Εικόνα .). Είναι σηµαντικό ότι και οι δύο µεταλλαγµένες µορφές του  HIF-2α που φέρουν τις 

µεταλλάξεις λευκίνης σε αλανίνη δεν παρουσίασαν ευαισθησία στον U0126 (Εικόνα 68).  
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Εικόνα 68: Υποκυτταρικός εντοπισµός του αγρίου τύπου Flag-HIF-2α και των µεταλλαγµένων µορφών του 

L662A/ L667A, και L662A/ L667A/ S672A υπό την επίδραση ή όχι του αναστολέα της δράσης των ERK1/2, 

U0126. Α) Κύτταρα HeLa, που διαµολύνθηκαν µε πλασµίδια για την έκφραση των pFLAG-HIF-2α-WT και των 

µεταλλαγµένων µορφών του HIF-2α,  pFLAG-HIF-2α-L662/L667A και pFLAG-HIF-2α- L662/L667A/ S672A, 

µονιµοποιήθηκαν σε καλυπτρίδες και υποβλήθηκαν σε ανοσοφθορισµό µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του 

επιτόπου FLAG. Για τη χρώση της χρωµατίνης χρησιµοποιήθηκε DAPI. Πριν τη µονιµοποίηση τα κύτταρα 

επωάστηκαν µε 5µΜ U0126 για 16 ώρες. Η κλίµακα (µπάρα κάτω δεξιά) ισοδυναµεί µε 10 µm. 
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Εικόνα 68: Υποκυτταρικός εντοπισµός του αγρίου τύπου Flag-HIF-2α και των µεταλλαγµένων µορφών του 
L662A/ L667A, και L662A/ L667A/ S672A υπό την επίδραση ή όχι του αναστολέα της δράσης των ERK1/2, 
U0126. B) Υπολογισµός του ποσοστού των κυττάρων HeLa που παρουσιάζουν πυρηνικό εντοπισµό απουσία ή 
παρουσία U0126.Τα δεδοµένα αντιστοιχούν στο µέσο όρο τριών ανεξαρτήτων πειραµάτων όπου µετρήθηκαν 
περίπου 150 διαµολυσµένα κύτταρα ανά συνθήκη. Οι µπάρες υποδηλώνουν το τυπικό σφάλµα. 
 

Τα δεδοµένα αυτά, υποδεικνύουν ότι η συντηρηµένη υδρόφοβη αλληλουχία που συνορεύει µε 

τη θέση φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 συµπεριφέρεται ως λειτουργικό NES, µόνο όταν η 

γειτονική θέση της σερίνης 672 δεν τροποποιείται. 

 

3.1.23 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΚΑΤΑΡΓΗΣΗΣ ΤΩΝ  ΥΔΡΟΦΟΒΩΝ ΚΑΤΑΛΟΙΠΩΝ 

ΛΕΥΚΙΝΗ 662 ΚΑΙ ΛΕΥΚΙΝΗ 667 ΤΟΥ HIF-2α ΣΤΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ ΤΟΥ 

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 

Στη συνέχεια, εξετάσαµε εάν η συσσώρευση της L662A/L667A/S672A µεταλλαγµένης 

µορφής του HIF-2α που στερείται την ικανότητα φωσφορυλίωσης στον πυρήνα, συνοδεύεται 

από την αποκατάσταση της χαµηλής µεταγραφικής ενεργότητας του µη φωσφορυλιωµένου 

µεταλλάγµατος. Κύτταρα Huh7 διαµολύνθηκαν µε πλασµίδια που εκφράζουν τις διάφορες 

µεταλλαγµένες µορφές του HIF-2α σε σύντηξη µε τον επίτοπο FLAG, καθώς και µε τα 

πλασµίδια αναφοράς pGL3-VEGF-HRE-5x και pCI-Renilla και επωάστηκαν παρουσία ή όχι 

του ειδικού αναστολέα της οδού των ΕRK1/2, U0126. Πράγµατι, ενώ η µεταγραφική 

ενεργότητα του S672A µεταλλάγµατος ήταν 50% χαµηλότερη σε σύγκριση µε εκείνη τ ου 

αγρίου τύπου και της φωσφο-µιµητικού S672D HIF-2α µορφών (Εικόνα 69), η δραστικότητα 
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της µεταλλαγµένης µορφής L662A/L667A/S672A HIF-2α έφτανε σε συγκρίσιµα επίπεδα µε 

τη µεταγραφική ενεργότητα των αγρίου τύπου και S672D µορφών του HIF-2α  (Εικόνα 69). 

Τέλος, η κατάργηση της πιθανής αλληλουχίας NES στη µορφή L662A/L667A διατήρησε, 

όπως αναµενόταν, τη  µεταγραφική ενεργότητα σε επίπεδα παρόµοια µε αυτά του αγρίου 

τύπου HIF-2α ακόµη και όταν το µονοπάτι των ERK1/2 ήταν ανενεργό (Εικόνα 69).  

 
Εικόνα 69: Επίδραση του ειδικού αναστολέα της εξπορτίνης CRM1 λεπτοµυκίνη Β (LMB) στη 

µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2α αγρίου τύπου και των µεταλλαγµένων µορφών του. Μέτρηση της 

µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-2, µετά από διαµόλυνση κυττάρων Huh7 µε πλασµίδια για την έκφραση των 

pFLAG-CMV2, pFLAG-HIF-2α-WT και των µεταλλαγµένων µορφών του. Τα κύτταρα διαµολύνθηκαν επίσης 

µε τα πλασµίδια αναφοράς pGL3–5HRE-VEGF και pCI-Renilla. 4 ώρες πριν τη λύση τα κύτταρα επωάστηκαν 

µε 10 ng/ml του ειδικού αναστολέα της εξπορτίνης CRM1 λεπτοµυκίνη Β (LMB). Οι τιµές καθορίστηκαν ως ο 

λόγος της δράσης της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας ως προς τη δράση της λουσιφεράσης της Renilla και 

αποτελούν το µέσο όρων 9 τιµών από 3 ανεξάρτητα πειράµατα. Οι µπάρες υποδηλώνουν το τυπικό σφάλµα και 

οι αστερίσκοι τη στατιστική σηµαντικότητα (*** P<0,001). 

 

Τα δεδοµένα αυτά, υποδεικνύουν ότι η βασική αιτία της µεταγραφικής απενεργοποίησης του 

HIF-2, όταν η HIF-2α υποµονάδα του στερείται της ικανότητας φωσφορυλίωσης, είναι ο 

εκτεταµένος αποκλεισµός του HIF-2α από τον πυρήνα λόγω µιας εκτεθειµένης αλληλουχίας 

που συµπεριφέρεται ως NES. 
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3.1.24 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΚΑΤΑΡΓΗΣΗΣ ΤΩΝ  ΥΔΡΟΦΟΒΩΝ ΚΑΤΑΛΟΙΠΩΝ 

ΛΕΥΚΙΝΗ 662 ΚΑΙ ΛΕΥΚΙΝΗ 667 ΤΟΥ HIF-2α ΣΤΗΝ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ ΜΕ 

ΤΗΝ ΕΞΠΟΡΤΙΝΗ CRM1. 

Για να ελεγχθεί κατά πόσο η  κατάργηση των λευκινών 662 και 667 που συνορεύουν µε τη 

θέση φωσφορυλίωσης του HIF-2α από τις ERK1/2 επηρεάζουν την αλληλεπίδρασή του µε τη 

CRM1, ο αγρίου τύπου Flag-HIF-2α και οι  µεταλλαγµένες µορφές του εκφράστηκαν σε 

κύτταρα HeLa µε παροδική διαµόλυνση παρουσία ή απουσία του U0126 και ακολούθως 

υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του επιτόπου Flag. 

Παρότι φαίνεται να ανοσοκατακρηµνίστηκαν ίσες ποσότητες των διάφορων µορφών Flag-

HIF-2α, η αναστολή της οδού των ERK1/2 και οι  µεταλλάξεις του HIF-2α επηρέασαν 

σηµαντικά τόσο την κατάσταση φωσφορυλίωσης του HIF-2α όσο και την σύνδεσή του µε τη 

CRM1 (Εικόνα 70Α, 70Β). Ειδικότερα, η επώαση µε U0126 µείωσε σηµαντικά τη 

φωσφορυλίωση των καταλοίπων σερίνης σε όλες τις µορφές του HIF-2α, υποδεικνύοντας ότι 

η φωσφορυλίωση που µεσολαβείται από τις  ERK1/2 αποτελεί µια µείζονος σηµασία µετα-

µεταφραστική τροποποίηση του HIF-2α (Εικόνα 70Α pSer, διαδροµές 3 έως 4 και 5 έως 6).  

Όταν ο αγρίου τύπου HIF-2α δεν φωσφορυλιώνεται από τις ERK1/ 2, συνδέεται ισχυρά µε την 

ενδογενή CRM1 (Εικόνα 70Α, διαδροµή 4). Αντιθέτως, φωσφορυλίωση από τις ERK1/2 

καθώς και µεταλλάξεις στις γειτονικές λευκίνες L662A / L667A, καταργούν την δέσµευση του 

HIF-2α στη CRM1 (Εικόνα 70). 

Ειδικότερα, η κατάργηση της φωσφορυλίωσης του HIF-2α, είτε µε αναστολή του µονοπατιού 

των ERK1/2 µε U0126 (Εικόνα 70Α διαδροµές 4 και 6 συγκριτικά µε τις διαδροµές 3 και 5, 

και 70Β διαδροµή 4 συγκριτικά µε τη διαδροµή 3), είτε µε µεταλλάξεις που καταργούν τη 

φωσφορυλίωση (Εικόνα 70Β διαδροµές 1,2 και 5 συγκριτικά µε τη διαδροµή 3), µειώνει 

σηµαντικά τα επίπεδα φωσφορυλίωσης του HIF-2α επιβεβαιώνοντας για άλλη µια φορά ότι η 

φωσφορυλίωση του HIF-2α από τις ERK1/2 αντιπροσωπεύει µια κύρια µετα-µεταφραστική 

τροποποίηση του HIF-2α. Το γεγονός ότι η επώαση των κυττάρων µε U0126 δεν µειώνει τα 

επίπεδα φωσφορυλίωσης της µεταλλαγµένης µορφής του HIF-2α που καταργεί τη 

φωσφορυλίωση S672A (Εικόνα 70Β διαδροµή 1 συγκριτικά µε τη διαδροµή 2 και διαδροµή 

5 συγκριτικά µε τη διαδροµή 6) αποδεικνύει in vivo ότι η σερίνη 672 είναι η κύρια και ίσως η 

µοναδική θέση στόχευσης των ERK1/2. Η CRM1 φαίνεται να αλληλεπιδρά µε τον HIF-2α 

όταν δεν φωσφορυλιώνεται από τις ERK1/2, είτε λόγω αναστολής του µονοπατιού των 

ERK1/2 µε U0126 (Εικόνα 70Α διαδροµή 4), είτε λόγω µετάλλαξης που καταργεί τη 

φωσφορυλίωση της σερίνης 672 (Εικόνα 70Β διαδροµές 1 και 2). Αντίθετα, η CRM1 δεν 
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αλληλεπιδρά µε τις µεταλλαγµένες µορφές του HIF-2α που καταργούν τα κατάλοιπα λευκίνης 

L662 και L667 (Εικόνα70Α διαδροµή 5, Β διαδροµή 3) ακόµη και κάτω από συνθήκες που 

δεν επιτρέπουν τη φωσφορυλίωση (Εικόνα 70Α διαδροµή 6, Β διαδροµές 4, 5, 6). 

 
Εικόνα 70: Επίδραση της κατάργησης των  υδρόφοβων καταλοίπων λευκίνη 662 και λευκίνη 667 του HIF-
2α στην αλληλεπίδρασή του µε την εξπορτίνη CRM1. Κύτταρα HeLa διαµολύνθηκαν µε πλασµίδιο για την 
έκφραση του αγρίου τύπου FLAG-HIF-2α και των µεταλλαγµένων µορφών του HIF-2α, pFLAG-HIF-2α-S672A, 
pFLAG-HIF-2α-L662/L667A και pFLAG-HIF-2α-L662/L667A/S672A και επωάστηκαν σε νορµοξία παρουσία 
ή απουσία του αναστολέα του µονοπατιού των ERK1/2 U0126 (5µΜ) για 16 ώρες. Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα 
υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του επιτόπου FLAG. Τα ολικά 
κυτταρικά εκχυλίσµατα (INPUT) καθώς και τα ανοσοκατακρηµνίσµατα (IP) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και 
ανοσοαποτύπωση κατά Western Blot για την ανίχνευση των CRM1 και HIF-2α.  
 

Τα δεδοµένα αυτά υποδεικνύουν ότι τα κατάλοιπα λευκίνης L662A και L667A είναι 

απαραίτητα για την αλληλεπίδραση του µη φωσφορυλιωµένου HIF-2α µε την  εξπορτίνη 

CRM1 και µας οδήγησαν στον πιθανό εντοπισµό ενός λειτουργικού NES στον HIF-2α, που 

είναι ευαίσθητο στη φωσφορυλίωση από τις ERK1/2 . 

 

3.1.25 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΚΑΤΑΡΓΗΣΗΣ ΤΩΝ  ΥΔΡΟΦΟΒΩΝ ΚΑΤΑΛΟΙΠΩΝ 

ΛΕΥΚΙΝΗ 662 ΚΑΙ ΛΕΥΚΙΝΗ 667 ΤΟΥ HIF-2Α ΣΤΗ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΩΝ 

ΤΜΗΜΑΤΩΝ  640- 679 ΤΟΥ HIF-2α.  

Από τα παραπάνω πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει ότι όταν η HIF-2α υποµονάδα δεν 

φωσφορυλιώνεται από τις ERK1/2 στη σερίνη 672, ο HIF-2 στερείται την πλήρη µεταγραφική 

του ικανότητα λόγω του αποκλεισµού του από τον πυρήνα καθώς γειτονικά της σερίνης 672 

βρίσκεται εκτεθειµένη µια αλληλουχία υδρόφοβων αµινοξέων που είναι αναγκαία για την 
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αλληλεπίδραση του µη φωσφορυλιωµένου HIF-2α µε την CRM1. Προκειµένου να ελέγξουµε  

εάν η αλληλουχία αυτή των υδρόφοβων αµινοξέων είναι  και επαρκής ώστε να αποτελεί ένα 

λειτουργικό NES του HIF-2α, το τµήµα 640-679 αγρίου τύπου του  HIF-2α καθώς και τα 

µεταλλάγµατα S672A-HIF-2α, L662A/L667A-HIF-2α και S672A/L662A/L667A-HIF-2α 

ενισχύθηκαν µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) (Εικόνα 71) και κλωνοποιήθηκαν 

στον πλασµιδιακό φορέα p-EGFP-C1 (Εικόνα 71) για την έκφρασή τους σε κύτταρα 

θηλαστικών σε σύντηξη µε τη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP.  

                      

Εικόνα 71: Κλωνοποίηση του τµήµατος GFP-HIF-2α 640-679 αγρίου τύπου καθώς και των µεταλλαγµένων 

µορφών του S672A-HIF-2α, L662A/L667A-HIF-2α και S672A/L662A/L667A-HIF-2α στον πλασµιδιακό 

φορέα p-EGFP-C1. A) Ενίσχυση µε PCR των αλληλουχιών cDNA που κωδικοποιούν το τµήµα 640-679 του 

αγρίου τύπου HIF-2α καθώς και των µεταλλαγµένων µορφών του S672A-HIF-2α, L662A/L667A-HIF-2α και 

S672A/L662A/L667A-HIF-2α. Β) Σχηµατική απεικόνιση των πλασµιδίων µε τις θέσεις πέψης των περιοριστικών 

ενδονουκλεασών και των τµηµάτων DNA που προκύπτουν µετά από πέψη µε τα αντίστοιχα ένζυµα περιορισµού. 
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Εικόνα 71: Κλωνοποίηση του τµήµατος GFP-HIF-2α 640-679 αγρίου τύπου καθώς και των µεταλλαγµένων 

µορφών του S672A-HIF-2α, L662A/L667A-HIF-2α και S672A/L662A/L667A-HIF-2α στον πλασµιδιακό 

φορέα p-EGFP-C1. Γ) Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των τµηµάτων DNA που προέκυψαν µετά από πέψη 

των πλασµιδίων p-EGFP-C1-HIF-2α 640-679 αγρίου τύπου,  p-EGFP-C1-S672A-HIF-2α 640-679  p-EGFP-C1-

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 18:13:21 EEST - 18.218.69.90



	 158	

L662A/ L667A-HIF-2α 640-679 p-EGFP-C1-L662A/ L667A/ S672A-HIF-2α 640-679 µε τα ενδεικνυόµενα 

ένζυµα περιορισµού. 

 

3.1.26 ΈΛΕΓΧΟΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ 

ΜΟΡΦΩΝ ΤΗΣ ΕΠΙΚΡΑΤΕΙΑΣ 640- 679 ΤΟΥ HIF-2α. 

Για να διερευνηθεί η πρωτεϊνική έκφραση των µεταλλαγµένων µορφών της επικράτειας 640-

679 του HIF-2α, που είτε στερείται την ικανότητα φωσφορυλίωσης από τ ις ERK1/2, είτε 

στερείται τα υδρόφοβα αµινοξέα L662 και L667 που πιθανώς αποτελούν µέρος µιας 

λειτουργικής αλληλουχίας NES, είτε και τα δυο, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα παροδικής 

διαµόλυνσης κυττάρων  HeLa sp, µε πλασµίδια που εκφράζουν τις διάφορες µεταλλαγµένες 

µορφές του HIF-2α σε σύντηξη µε τη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP. Η ανάλυση µε 

ανοσοαποτύπωση Western blot έδειξε ότι τα επίπεδα έκφρασης πρωτεΐνης των µεταλλαγµένων 

µορφών ήταν παρόµοια µε εκείνα του αγρίου τύπου HIF-2α. (Εικόνα 72).   

 
Εικόνα 72: Έλεγχος της πρωτεϊνικής έκφρασης των µεταλλαγµένων µορφών του HIF-2α. Ανοσοαποτύπωση 
µε ορό έναντι της GFP και αντίσωµα έναντι της τουµπουλίνης ολικού εκχυλίσµατος κυττάρων HeLa sp που 
διαµολύνθηκαν µε πλασµίδια για την έκφραση των pEGFP-C1, του pEGFP-C1-640-679 HIF-2α αγρίου τύπου 
και των µεταλλαγµένων µορφών του.  Το αναµενόµενο µοριακό βάρος της GFP είναι 27kDa, ενώ  των 640- 679 
HIF-2α τµηµάτων σε σύντηξη µε την  GFP είναι περίπου 31kDa. 
 

3.1.27 ΈΛΕΓΧΟΣ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΜΟΡΦΩΝ 

ΤΗΣ ΕΠΙΚΡΑΤΕΙΑΣ 640- 679 ΤΟΥ HIF-2α ΜΕ ΤΗΝ ΕΞΠΟΡΤΙΝΗ CRM1. 

Για να ελεγχθεί κατά πόσο η αλληλουχία υδρόφοβων αµινοξέων που συνορεύουν µε τη θέση 

φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 είναι επαρκής ώστε να αλληλεπιδρά µε την εξπορτίνη CRM1  

απουσία της φωσφορυλίωσης, ο GFP- 640- 679 HIF-2α καθώς και οι µεταλλαγµένες µορφές 

που είτε καταργούν τη φωσφορυλίωση (SàA), είτε στη θέση των δύο υδρόφοβων λευκινών 

(Leu662/667) φέρουν κατάλοιπα αλανίνης ή τέλος ο  συνδυασµός τους εκφράστηκαν σε 

κύτταρα HeLa µε παροδική διαµόλυνση και ακολούθως υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση 

µε ορό κουνελιού έναντι του επιτόπου GFP (Εικόνα 73). Παρότι φαίνεται να 
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ανοσοκατακρηµνίστηκαν µεγαλύτερες ποσότητες των µορφών GFP-640-679 HIF-

2α(LàA)(LàA/ SàA), φαίνεται ότι η CRM1 παρουσιάζει ελάχιστη έως και οριακά 

ανιχνεύσιµη συγγένεια µε τις µορφές αυτές. Αντίθετα, η  CRM1 φαίνεται να δεσµεύεται 

ισχυρά µε τον αγρίου τύπου GFP- 640- 679 HIF-2α και ακόµη περισσότερο µε το µετάλλαγµα 

στο οποίο καταργείται η θέση φωσφορυλίωσης GFP-640-679 HIF-2α(SàA).  

 

Εικόνα 73: Επίδραση της κατάργησης των  υδρόφοβων καταλοίπων λευκίνη 662 και λευκίνη 667 του HIF-
2α στην αλληλεπίδρασή του µε την εξπορτίνη CRM1. Κύτταρα HeLa διαµολύνθηκαν µε πλασµίδιο για την 
έκφραση του αγρίου τύπου FLAG-HIF-2α και των µεταλλαγµένων µορφών του HIF-2α,  pFLAG-HIF-2α-
L662/L667A και pFLAG-HIF-2α-L662/L667A/S672A. Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα υποβλήθηκαν σε 
ανοσοκατακρήµνιση µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του επιτόπου FLAG. Τα ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα 
(INPUT) καθώς και τα ανοσοκατακρηµνίσµατα (IP) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση κατά 
Western Blot για την ανίχνευση των CRM1 και HIF-2α.  
 

Συνολικά, τα δεδοµένα µας υποδηλώνουν ότι η αλληλουχία υδρόφοβων αµινοξέων γειτονικά 

της θέσης φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2, είναι επαρκής για να αλληλεπιδρά µε την 

εξπορτίνη CRM1 και πιθανώς να αποτελεί µέρος ενός λειτουργικού σήµατος πυρηνικής 

εξαγωγής NES. 

3.1.28 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΤΟΥ HIF-2α ΑΠΟ ΤΙΣ ERK1/2 ΣΤΗΝ 

ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ ΜΕ ΑΛΛΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ. 

Τα ευρήµατα της παρούσας διδακτορικής διατριβής, έδειξαν ότι ο HIF-2α φωσφορυλιώνεται 

από τις κινάσες ERK1/2, µια οικογένεια πρωτεϊνών που διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην 

ογκογένεση, ρυθµίζοντας κυτταρικές διεργασίες όπως ο µεταβολισµός, ο πολλαπλασιασµός, 

η µετανάστευση και η επιβίωση. Ειδικότερα, δείξαµε ότι η φωσφορυλίωση του HIF-2α από 

τις ERK1/2 στο κατάλοιπο Ser-672 είναι απαραίτητη για την αποτελεσµατική του 

συσσώρευση στον πυρήνα και κατά συνέπεια την πλήρη µεταγραφική του ενεργότητα. Η 

φωσφορυλίωση αυτή διαφαίνεται ότι αποκρύπτει ένα γειτονικό της σήµα πυρηνικής εξόδου 

και αποτρέπει έτσι την εξαρτώµενη από τη CRM-1 εξαγωγή του HIF-2α από τον πυρήνα (228). 
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Παράλληλα, θέλαµε να διερευνήσουµε την πιθανότητα ότι η φωσφορυλίωση του HIF-2α από 

τις ERK1/2 στη Ser672 εκτός από την υποκυτταρική του κατανοµή επηρεάζει και την 

αλληλεπίδρασή του µε άλλες πρωτεΐνες στον πυρήνα ή στο κυτταρόπλασµα. Για το σκοπό 

αυτό, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης του Flag- HIF-2α µετά από 

υπερέκφραση σε καρκινικά κύτταρα HeLa του αγρίου τύπου Flag-HIF-2α και των 

µεταλλαγµάτων που είτε καταργούν τη φωσφορυλίωση από τις ERK1/2 (Flag- HIF-2αS672A) 

είτε µιµούνται τη φωσφορυλίωση από τις ERK1/2 (Flag-HIF-2αS672D). Οι πρωτεΐνες που 

συγκατακρηµνίστηκαν µε τις διαφορετικές µορφές του HIF-2α αναλύθηκαν µε SDS PAGE 

και χρώση µε νιτρικό άργυρο (Εικόνα 74).  

 

Εικόνα 74: Πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης από ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa. Κύτταρα 
HeLa, που διαµολύνθηκαν µε πλασµίδια για την έκφραση των pFLAG-HIF-2α-WT και της µεταλλαγµένης 
µορφής του HIF-2α,  pFLAG-HIF-2α-S672A. Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση 
µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του επιτόπου FLAG. Τα ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα (INPUT) καθώς και τα 
ανοσοκατακρηµνίσµατα (IP) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση κατά Western Blot για την 
ανίχνευση του HIF-2α. Τα ανοσοκατακρηµνίσµατα (IP) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και χρώση µε άργυρο για 
την ανίχνευση νέων πρωτεϊνών που συγκατακρηµνίζονται µε τις διάφορες µορφές του HIF-2α. Με κόκκινο βέλος 
ανιχνεύονται τρεις πρωτεΐνες που συγκατακρηµνίζονται µε την SA µορφή του HIF-2α µε µοριακά βάρη 52kDa, 
44 kDa και 42 kDa αντίστοιχα. 
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Ανιχνεύθηκαν τρεις ζώνες οι  οποίες αντιστοιχούν σε πρωτεΐνες που συγκατακρηµνίζονται 

µόνο µε τη µεταλλαγµένη µορφή Flag- HIF-2αS672A. Οι ζώνες αυτές αποκόπηκαν από την 

πηκτή πολυακρυλαµιδίου και στάλθηκαν για ανάλυση µε φασµατοσκοπία µαζών στο 

Εργαστήριο Πρωτεϊνικής Χηµείας του κ. Παναγιώτου στο Ινστιτούτο Α. Φλέµινγκ (Βάρη, 

Αττικής). Από τις πρωτεΐνες που προέκυψαν από την ανάλυση, επιλέχθηκε να ελεγχθεί η 

αλληλεπίδραση του HIF-2α µε την πρωτεΐνη Ρεπτίνη (Reptin52, RUVBL2, TIP48, TIP49b, 

Rvb2) µε µοριακό βάρος 52kDa. H Ρεπτίνη είναι µια εξαιρετικά συντηρηµένη ΑΤΡάση της 

υπεροικογένειας ΑΑΑ+ (ΑΤΡάσες που σχετίζονται µε διάφορες κυτταρικές λειτουργίες).  H 

Ρεπτίνη είναι µια πολυλειτουργική πρωτεΐνη που εντοπίζεται, άλλοτε στον πυρήνα και άλλοτε 

στο κυτταρόπλασµα. Έχει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της µεταγραφής, στην 

αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης, στην επιδιόρθωση βλαβών του DNΑ, στη ρύθµιση του 

κυτταρικού κύκλου και στη συναρµολόγηση της µιτωτικής ατράκτου. Ταυτοποιήθηκε αρχικά, 

ως πρωτεΐνη που υπερεκφράζεται στο ηπατοκαρκίνωµα και τον καρκίνο του ορθού. Επιπλέον,  

έχει δειχθεί ότι υπερεκφράζεται σε πολλούς καρκινικούς όγκους. Επίσης, αναφέρθηκε ότι όταν 

η Ρεπτίνη εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, προάγει την µετανάστευση και την µετάσταση των 

καρκινικών κυττάρων.  

3.1.29 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΥΠΟΞΙΑΣ ΣΤΗΝ ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΗΣ ΡΕΠΤΙΝΗΣ. 

Αρχικά, θέλαµε να ελέγξουµε αν η υποξία επηρεάζει την έκφραση της Ρεπτίνης. Για το σκοπό 

αυτό, κύτταρα HeLa επωάστηκαν σε συνθήκες νορµοξίας (21% Ο2) και υποξίας (1% Ο2) για 

16 ώρες. Τα ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα ελέγχθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western, 

όπου διαπιστώθηκε ότι τα επίπεδα πρωτεΐνης της Ρεπτίνης δεν εµφάνισαν αξιοσηµείωτες 

µεταβολές σε υποξία (Εικόνα 75).  
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Εικόνα 75: Επίδραση της υποξίας στην έκφραση της πρωτεΐνης της Ρεπτίνης. Ανοσοαποτύπωση κατά 
Western Blot µε αντισώµατα έναντι των HIF-2α, Ρεπτίνη και ακτίνη ολικού εκχυλίσµατος κυττάρων HeLa που 
επωάστηκαν σε νορµοξία (21% Ο2) ή υποξία (1% Ο2) για 16 ώρες. 
 

Τα αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν ότι η υποξία δεν επηρεάζει την πρωτεϊνική έκφραση της 

Ρεπτίνης.   

  

3.1.30 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ HIF-2α ΜΕ ΤΗ ΡΕΠΤΙΝΗ ΚΑΙ ΤΗΣ 

ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΜΟΝΟΠΑΤΙΟΥ ΤΩΝ ERK1/2 ΣΤΗΝ ΙΣΧΥ ΤΗΣ 

ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗΣ. 

Αρχικά, θέλαµε να ελέγξουµε αν η Ρεπτίνη αλληλεπιδρά µε τον HIF-2α. Στα πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης Flag- HIF-2α και των µεταλλαγµένων µορφών Flag- HIF-2α S672A και 

Flag- HIF-2α S672D που αναλύθηκαν µε φασµατοσκοπία µαζών οι υποψήφιες πρωτεΐνες που 

ανιχνεύθηκαν (ανάµεσα στις οποίες και η Ρεπτίνη) συγκατακρηµνίζονται µόνο µε τη 

µεταλλαγµένη µορφή του HIF-2α που δεν φωσφορυλιώνεται από τις ERK1/2, Flag- HIF-

2αS672A. Συνεπώς, θέλαµε να ελέγξουµε αν το µονοπάτι των ERK1/2 επηρεάζει την 

αλληλεπίδραση του HIF-2α µε τη Ρεπτίνη. Για το σκοπό αυτό,  πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης του ενδογενούς HIF-2α σε υποξία παρουσία ή απουσία του αναστολέα 

του µονοπατιού των ERK1/2 (U0126) και ελέγχθηκε µε ανοσοαποτύπωση κατά Western η 

συγκατακρήµνιση του HIF-2α µε τη Ρεπτίνη (Εικόνα 76).  
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Εικόνα 76: Επίδραση της αναστολής της οδού των ERK1/2 στην αλληλεπίδραση του ενδογενούς HIF-2α 
µε την Ρεπτίνη. Κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν σε υποξία (1%Ο2) παρουσία ή απουσία U0126 (5µΜ) για 16 
ώρες. Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα υποβλήθηκαν σε ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα έναντι του ΗΙF-2α. Τα 
ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα (INPUT) καθώς και τα ανοσοκατακρηµνίσµατα (IP) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE 
και ανοσοαποτύπωση κατά Western Blot για την ανίχνευση του HIF-2α και της Ρεπτίνης.  
 
Τα πειράµατα αυτά µας έδειξαν ότι ο HIF-2α αλληλεπιδρά µε τη Ρεπτίνη. Επίσης, είδαµε ότι 

οι δυο πρωτεΐνες παρουσιάζουν µεγαλύτερη συγγένεια όταν το µονοπάτι των ERK1/2 δεν είναι 

ενεργό (παρουσία U0126). 
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3.2 ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΟΥ HIF-2 ΑΠΟ ΤΗΝ 1,25(ΟΗ)2D.  

Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή υπάρχουν πολλά βιβλιογραφικά δεδοµένα που 

καταδεικνύουν την αντικαρκινική δράση της βιταµίνης D. Ωστόσο, οι µοριακοί µηχανισµοί 

δράσης της βιταµίνης D δεν έχουν αποσαφηνιστεί. Η υποξία µπορεί να προάγει την ανάπτυξη 

όγκων διευκολύνοντας το σχηµατισµό νέων αγγείων και τη µεταβολική προσαρµογή των 

καρκινικών κυττάρων. Οι επαγόµενοι από την υποξία αυξητικοί παράγοντες (HIF) είναι οι 

κύριοι ρυθµιστές της προσαρµογής των καρκινικών κυττάρων στη στέρηση οξυγόνου. Οι HIF-

α υποµονάδες υπερεκφράζονται σε πολλούς καρκίνους, σχετίζονται µε κακή πρόγνωση και γι’ 

αυτό τα τελευταία χρόνια αποτελούν ελκυστικούς θεραπευτικοί στόχοι. Η διαλεύκανση και η 

καλύτερη κατανόηση των µοριακών µηχανισµών ρύθµισης του δεύτερου µέλους της 

οικογένειας και λιγότερο µελετηµένου HIF-2 σε καρκινικά κύτταρα µπορεί να αποτελέσει ένα 

νέο σηµαντικό εργαλείο για το σχεδιασµό νέων θεραπευτικών στρατηγικών. Παρόλο που 

υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδοµένα που δείχνουν ότι η HIF- 1α υποµονάδα ρυθµίζεται από τον 

τελικό βιοδραστικό µεταβολίτη της βιταµίνης D, την 1,25(ΟΗ)2D, δεν υπάρχουν αναφορές 

που να συνδέουν την 1,25(ΟΗ)2D µε τον HIF-2α. Επιπλέον, οι ελάχιστες ερευνητικές µελέτες 

που έχουν πραγµατοποιηθεί σε αυτό το πεδίο, έχουν πραγµατοποιηθεί σε κύτταρα καρκίνου 

του µαστού.  Το ηπατοκαρκίνωµα (HCC) είναι ένας τύπος όγκου που η εξέλιξή του σχετίζεται 

µε την παρουσία υποξικού µικροπεριβάλλοντος. Επιδηµιολογικές µελέτες έχουν δείξει ότι η 

έλλειψη βιταµίνης D αποτελεί κακό προγνωστικό δείκτη για την εξέλιξη του HCC και έχει 

καταδειχθεί στη βιβλιογραφία η αντι-πολλαπλασιαστική δράση  της 1,25(ΟΗ)2D  σε αυτόν τον 

τύπο καρκίνου. Τέλος, πρόσφατες βιβλιογραφικές αναφορές καταδεικνύουν σηµεία σύγκλισης 

σηµατοδοτικών µονοπατιών που ρυθµίζονται από τη δράση της 1,25(ΟΗ)2D και των HIF. Έχει 

επίσης αναφερθεί στη βιβλιογραφία ότι η  1,25(ΟΗ)2D  συµµετέχει στη ρύθµιση του 

σηµατοδοτικού µονοπατιού των ΕRK1/2, οι  οποίες ρυθµίζουν τη µεταγραφική δράση των 

HIF1α και HIF2α υποµονάδων. Συνεπώς, ένα παράδειγµα συνοµιλίας της 1,25(ΟΗ)2D µε τους 

HIF θα µπορούσε αποτελεί η σηµατοδοτική οδός των ERK1/2 και άλλων κινασών πρωτεϊνών.  

Για όλους τους παραπάνω λόγους, στην παρούσα διδακτορική διατριβή, επιλέξαµε να 

µελετήσουµε την επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D στη ρύθµιση του HIF-2α σε συνθήκες υποξίας, 

αλλά και να διερευνήσουµε την επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D στη ρύθµιση της HIF-1α 

υποµονάδας, προκειµένου να τη συγκρίνουµε µε εκείνη του HIF-2α χρησιµοποιώντας ως 

µοντέλο ανθρώπινα καρκινικά ηπατικά κύτταρα Huh7. 
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3.2.1 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ 1,25(ΟΗ)2D ΣΤΗΝ ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΩΝ HIF-α ΥΠΟΜΟΝΑΔΩΝ   

Προκειµένου να διερευνηθεί ο ρόλος της 1,25(ΟΗ)2D  στη ρύθµιση της έκφρασης των HIF-α 

υποµονάδων, κύτταρα Huh7 επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D,  20, 

50 και 100nM για 1 ώρα, πριν υποβληθούν σε συνθήκες νορµοξίας  και υποξίας (1%Ο2) για 8 

και 24 ώρες. Τα ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά 

Western, µε αντισώµατα έναντι του HIF-2α, του HIF-1α και της ακτίνης. Παρατηρείται δοσο-

εξαρτώµενη µείωση των επιπέδων των πρωτεϊνών του ΗΙF-1α και του ΗΙF-2α στις 8 και στις 

24 ώρες υποξίας. Στην νορµοξία δεν παρατηρείται σηµαντική µεταβολή των επιπέδων των 

πρωτεϊνών του ΗΙF-1α και του ΗΙF-2α ούτε στις 8 ούτε στις 24 ώρες (Εικόνα 77). 

 
Εικόνα 77: Επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D  στην έκφραση της πρωτεΐνης του HIF-2α και του HIF-1α 
Ανοσοαποτύπωση κατά Western Blot µε αντισώµατα έναντι των HIF-1α, HIF-2α, και ακτίνη ολικών 
εκχυλισµάτων κυττάρων Huh7 που επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D,  20, 50 και 100nM 
για 1 ώρα, πριν υποβληθούν σε συνθήκες νορµοξίας (21%Ο2)  και υποξίας (1%Ο2) για 8 και 24 ώρες. Οι αριθµοί 
κάτω από κάθε διαδροµή είναι οι λόγοι των επιπέδων πρωτεΐνης των  HIF-1α/ακτίνης και HIF-2α/ακτίνης, όπως 
προσδιορίστηκαν µετά από ποσοτικοποίηση και αντιπροσωπεύουν το µέσο όρο από τρία ανεξάρτητα πειράµατα.  

Τα πειράµατα αυτά υποδεικνύουν ότι τα επίπεδα πρωτεϊνών του HIF-2α και  του HIF1α 

µειώνονται µε δοσο-εξαρτώµενο τρόπο από την 1,25(ΟΗ)2D.  

3.2.2 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ 1,25(ΟΗ)2D  ΣΤΗΝ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ ΤΩΝ 

HIF-2 ΚΑΙ HIF-1. 

Ακολούθως, θελήσαµε να διευκρινίσουµε εάν η πτώση των επιπέδων των HIF-α µετά από την 

επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D3 έχει αντίκτυπο στη µεταγραφική ενεργότητα των HIF µε 
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πειράµατα λουσιφεράσης σε κύτταρα Huh7. Κύτταρα Huh7 διαµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια 

αναφοράς pGL3-VEGF-HRE-5x και pCI-Renilla. 24 ώρες µετά τη διαµόλυνση επωάστηκαν 

µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D,  (50 και 100nM) για 1 ώρα, πριν υποβληθούν σε 

συνθήκες νορµοξίας (21%Ο2)  και υποξίας (1%Ο2) για 8 και 24 ώρες (Εικόνα 78).  

	

Εικόνα 78: Επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D  στην µεταγραφική ενεργότητα των HIF2 και HIF1. Μέτρηση της 
µεταγραφικής ενεργότητας των HIF, σε κύτταρα Huh7 που διαµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια αναφοράς pGL3–
5HRE-VEGF και pCI-Renilla και µετά από 24 ώρες επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D,  
50 και 100nM για 1 ώρα, πριν υποβληθούν σε συνθήκες νορµοξίας (21%Ο2)  και υποξίας (1%Ο2) για 8 και 24 
ώρες. Οι τιµές καθορίστηκαν ως ο λόγος της δράσης της λουσιφεράσης της πυγολαµπίδας ως προς τη δράση της 
λουσιφεράσης της Renilla και αποτελούν το µέσο όρων 9 τιµών από  3 ανεξάρτητα πειράµατα. Οι µπάρες 
υποδηλώνουν το τυπικό σφάλµα και οι αστερίσκοι τη στατιστική σηµαντικότητα (*** P<0,001).  
	

Παρατηρείται ότι η προσθήκη της 1,25(ΟΗ)2D προκαλεί στατιστικά σηµαντική µείωση της 

µεταγραφικής δράσης των HIF σε 8 ώρες υποξίας µε δοσο-εξαρτώµενο τρόπο. Σε 24 ώρες 

υποξίας, η  1,25(ΟΗ)2D δεν φαίνεται να έχει στατιστικά σηµαντική επίδραση στη µεταγραφική 

ενεργότητα των HIF.  

3.2.3 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ 1,25(ΟΗ)2D ΣΤΗΝ ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΩΝ mRNA ΤΩΝ 

ΕΝΔΟΓΕΝΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΣΤΟΧΩΝ ΤΟΥ HIF-2, EPO ΚΑΙ ΤΟΥ PAI-1 ΚΑΙ ΤΟΥ 

ΓΟΝΙΔΙΟΥ ΣΤΟΧΟΥ ΤΟΥ HIF-1, PGK-1 ΜΕ ΠΟΣΟΤΙΚΗ RT- PCR  

Καθώς στα πειράµατα δοκιµασίας της λουσιφεράσης χρησιµοποιούνται  τα HRE του VEGF 

που αποτελεί κοινό γονίδιο στόχο των HIF, τα επίπεδα µεταγραφικής ενεργότητας που 

µετρώνται οφείλονται στη δράση και των δύο HIF ισοµορφών. Προκειµένου να 

διευκρινίσουµε ποια HIF ισοµορφή επηρεάζεται από την επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D3 
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µελετήθηκαν τα επίπεδα mRNA ειδικών γονιδίων στόχων τους. Ειδικότερα, ελέγξαµε τη 

µεταγραφή του mRNA δύο ειδικών γονιδίων στόχων του HIF-2, της ερυθροποιητίνης (EPO) 

και του αναστολέα του ενεργοποιητή του πλασµινογόνου (PAI-1) και ενός ειδικού γονιδίου 

στόχου του HIF-1α, της κινάσης του φωσφογλυκερικού (PGK1), µε ποσοτική RT-PCR.	

Κύτταρα Huh7 επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D,  (50 και 100nM) για 

1 ώρα, πριν υποβληθούν σε συνθήκες νορµοξίας  και υποξίας (1%Ο2) για 8 και 24 ώρες. Στη 

συνέχεια, µετρήθηκαν τα επίπεδα mRNA των γονιδίων EPO, PAI-1 και PGK1µε τη µέθοδο 

της RT-PCR (Εικόνα 79, 80, 81). 

 

Εικόνα 79: Μέτρηση των επιπέδων mRNA του γονιδίου EPO µε τη µέθοδο της Real Time PCR σε κύτταρα 
Huh7 που επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D,  (50 και 100nM) για 1 ώρα, πριν υποβληθούν 
σε συνθήκες νορµοξίας  και υποξίας (1%Ο2) για 8 και 24 ώρες. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρων 6 τιµών από 3 
ανεξάρτητα πειράµατα. Οι µπάρες υποδηλώνουν το τυπικό σφάλµα και οι αστερίσκοι τ η στατιστική 
σηµαντικότητα (*P<0,05).	

Ο HIF-2 επάγει 30 φορές τα επίπεδα mRNA του γονιδίου της EPO σε συνθήκες υποξίας στις 

8 ώρες και 6 φορές στις 24 ώρες. Η προσθήκη της 1,25(ΟΗ)2D προκαλεί δοσο-εξαρτώµενη 

πτώση των επιπέδων του mRNA του γονιδίου της EPO τόσο στις 8 όσο και στις 24 ώρες 

(Εικόνα 79). 
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Εικόνα 80: Μέτρηση των επιπέδων mRNA του γονιδίου PAI-1µε τη µέθοδο της Real Time PCR σε κύτταρα 
Huh7 που επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D,  (50 και 100nM) για 1 ώρα, πριν υποβληθούν 
σε συνθήκες νορµοξίας  και υποξίας (1%Ο2) για 8 και 24 ώρες. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρων 6 τιµών από 3 
ανεξάρτητα πειράµατα. Οι µπάρες υποδηλώνουν το τυπικό σφάλµα και οι αστερίσκοι τη στατιστική 
σηµαντικότητα (*P<0,05).	

Ο HIF-2 επάγει 3,7 φορές τα επίπεδα mRNA του γονιδίου του PAI-1 σε συνθήκες υποξίας στις 

8 ώρες και 4 φορές στις 24 ώρες. Η προσθήκη της 1,25(ΟΗ)2D προκαλεί δοσο-εξαρτώµενη 

πτώση των επιπέδων του mRNA του γονιδίου της PAI-1 στις 8 ώρες. Στις 24 ώρες δεν 

παρατηρείται στατιστικά σηµαντική µεταβολή µε την προσθήκη της 1,25(ΟΗ)2D (Εικόνα 80).	
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Εικόνα 81: Μέτρηση των επιπέδων mRNA του γονιδίου PGK-1µε τη µέθοδο της Real Time PCR σε κύτταρα 
Huh7 που επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D,  (50 και 100nM) για 1 ώρα, πριν υποβληθούν 
σε συνθήκες νορµοξίας  και υποξίας (1%Ο2) για 8 και 24 ώρες. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρων 6 τιµών από 3 
ανεξάρτητα πειράµατα. Οι µπάρες υποδηλώνουν το τυπικό σφάλµα και οι αστερίσκοι τη στατιστική 
σηµαντικότητα (*P<0,05).	

Ο HIF-1 επάγει 3,5 φορές τα επίπεδα mRNA του γονιδίου της PGK1 σε συνθήκες υποξίας στις 

8 ώρες και 8 φορές στις 24 ώρες. Η προσθήκη της 1,25(ΟΗ)2D προκαλεί δοσο-εξαρτώµενη 

πτώση των επιπέδων του mRNA του γονιδίου της PGK1 στις 8 ώρες. Στις 24 ώρες δεν 

παρατηρείται στατιστικά σηµαντική µεταβολή µε την προσθήκη της 1,25(ΟΗ)2D (Εικόνα 81).  

Συνοπτικά, σε 8 ώρες υποξίας παρουσία της 1,25(ΟΗ)2D, παρατηρήθηκε µεγάλη πτώση των 

επιπέδων mRNA των γονιδίων στόχων του  ΗIF-2α, EPO και PAI-1. Η µείωση αυτή 

εξακολουθεί να παρατηρείται στις 24 ώρες για το γονίδιο της EPO, αλλά όχι για τον PAI-1, 

όπου δεν παρατηρείται στατιστικά σηµαντική µεταβολή. Όσων αφορά στον έλεγχο της 

επίδρασης της 1,25(ΟΗ)2D στη δράση του HIF-1, σ τις 8 ώρες υποξίας παρουσία της 

1,25(ΟΗ)2D, παρατηρήθηκε µεγάλη µείωση των επιπέδων mRNA του γονιδίου στόχου του  

ΗIF-1, PGK-1. Η µείωση αυτή εξακολουθεί να παρατηρείται στις 24 ώρες, χωρίς ωστόσο να 

είναι στατιστικά σηµαντική.	

3.2.4 ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΑΠΟΣΙΩΠΗΣΗΣ ΤΟΥ VDR 1,25(ΟΗ)2D ΣΤΗΝ ΕΚΦΡΑΣΗ 

ΤΩΝ HIF-α ΥΠΟΜΟΝΑΔΩΝ ΚΑΙ ΣΤΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ ΤΩΝ HIF 

Προκειµένου να ελέγξουµε αν η επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D στη ρύθµιση των HIF-α 

υποµονάδων οφείλεται στη γενωµική της δράση, πραγµατοποιήσαµε πειράµατα αποσιώπησης 

του υποδοχέα της βιταµίνης D3 (VDR), σε συνθήκες υποξίας και ελέγχθηκε η επίδραση της 

1,25(ΟΗ)2D3 στα επίπεδα πρωτεΐνης των HIF-α και την µεταγραφική ενεργότητα των HIF. 

Αρχικά, πραγµατοποιήθηκε διαµόλυνση κυττάρων Huh7 µε siRNA-VDR (ή µε control 

siRNA) και µε τα πλασµίδια αναφοράς pGL3-VEGF-HRE-5x και pCI-Renilla. 24 ώρες µετά 

τη διαµόλυνση τα κύτταρα επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D,  (50 και 

100nM) για 1 ώρα, πριν υποβληθούν σε συνθήκες νορµοξίας  και υποξίας (1%Ο2) για 8 και 24 

ώρες. Στη συνέχεια, τα ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά 

Western, µε αντισώµατα έναντι του HIF-2α, του HIF-1α και της ακτίνης (Εικόνα 82) και 

µετρήθηκε η µεταγραφική ενεργότητα των HIF µε τη µέθοδο της λουσιφεράσης (Εικόνα 83). 
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Εικόνα 82: Κύτταρα Huh7  διαµολύνθηκαν µε siRNA-VDR (ή µε control siRNA). 24 ώρες µετά τη διαµόλυνση 
τα κύτταρα επωάστηκαν µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D,  (50 και 100nM) για 1 ώρα, πριν 
υποβληθούν σε συνθήκες νορµοξίας  και υποξίας (1%Ο2) για 8 και 24 ώρες. Στη συνέχεια, τα ολικά κυτταρικά 
εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση κατά Western, µε αντισώµατα έναντι του HIF-2α, του HIF-1α και 
της ακτίνης. 

Τα αποτελέσµατα αυτών των πειραµάτων δείχνουν ότι η 1,25(ΟΗ)2D3 µειώνει τα επίπεδα 

πρωτεΐνης των HIF-α σε υποξία µε τρόπο που δεν εξαρτάται από τον VDR. 

 
Εικόνα 83: Κύτταρα Huh7  διαµολύνθηκαν µε siRNA-VDR (ή µε control siRNA) και µε τα πλασµίδια αναφοράς 
pGL3-VEGF-HRE-5x και pCI-Renilla. 24 ώρες µετά τη διαµόλυνση τα κύτταρα επωάστηκαν µε αυξανόµενες 
συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D,  (50 και 100nM) για 1 ώρα, πριν υποβληθούν σε συνθήκες νορµοξίας  και υποξίας 
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(1%Ο2) για 8 και 24 ώρες. Στη συνέχεια, µετρήθηκε η  µεταγραφική ενεργότητα των HIF µε τη µέθοδο της 
λουσιφεράσης. 

Τα αποτελέσµατα αυτών των πειραµάτων δείχνουν ότι η 1,25(ΟΗ)2D3 µειώνει τη 

µεταγραφική δράση των HIF σε υποξία µε τρόπο που δεν εξαρτάται από τον VDR. Ωστόσο, 

παρατηρείται ότι η αποσιώπηση του VDR χωρίς την ταυτόχρονη επώαση των κυττάρων µε 

1,25(ΟΗ)2D3, οδηγεί σε αύξηση της µεταγραφικής δράσης των HIF. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Το οξυγόνο είναι απαραίτητο για τη διατήρηση της ζωής των αερόβιων οργανισµών. Η 

έλλειψη οξυγόνου (υποξία) έχει σοβαρές επιπτώσεις στην λειτουργία των κυττάρων και 

κατέχει κεντρικό ρόλο σε παθολογικές καταστάσεις όπως ο καρκίνος. Κατά τη διάρκεια της 

εξέλιξης οι οργανισµοί ανέπτυξαν µηχανισµούς για τ η διατήρηση της ο µοιοστασίας του 

οξυγόνου, ώστε να προσαρµόζονται και να ανταπεξέρχονται στις µεταβολές της 

ενδοκυττάριας συγκέντρωσής του. Τα κύτταρα που εκτίθενται σε υποξία αποκρίνονται στην 

ελάττωση της συγκέντρωσης του οξυγόνου αλλάζοντας την έκφραση ορισµένων γονιδίων, τα 

προϊόντα των οποίων δρουν αντιρροπιστικά στις επιπτώσεις της υποξίας. Η επαγωγή  των 

διαφορετικών αυτών γονιδίων από την υποξία, ορισµένα από τα οποία εκφράζονται γενικά και 

κάποια ιστοειδικά, φαίνεται ότι εξαρτάται από ένα κοινό µηχανισµό αίσθησης οξυγόνου και 

µεταγωγής σήµατος, ο οποίος ενεργοποιεί τους µεταγραφικούς παράγοντες που επάγονται από 

την υποξία (HIF). Ο HIF-2 αποτελεί το λιγότερο µελετηµένο µέλος της οικογένειας των 

επαγόµενων από την υποξία µεταγραφικών παραγόντων και αναδείχθηκε ως ιστοειδικός 

ρυθµιστής της κυτταρικής απόκρισης στην υποξία. Δρα στον πυρήνα ως ετεροδιµερές 

σύµπλοκο που αποτελείται από µια α υποµονάδα (HIF-2α) η οποία επάγεται από την έλλειψη 

οξυγόνου και µια συνεχώς εκφραζόµενη υποµονάδα τον HIF-1β ή ARNT. Η HIF-2α 

υποµονάδα σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου συντίθεται και αποικοδοµείται συνεχώς 

ενώ σε συνθήκες υποξίας, σταθεροποιείται και συσσωρεύεται στον πυρήνα προκειµένου να 

επάγει τη µεταγραφή των γονιδίων στόχων του (22). Η HIF-2α υποµονάδα υπόκειται επίσης 

σε αυστηρούς µηχανισµούς ρύθµισης µέσω µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων, καθώς και 

µέσω επιλεκτικής αλληλεπίδρασης µε µια πληθώρα πρωτεϊνών. Έτσι ρυθµίζεται η πρωτεϊνική 

της σταθερότητα και η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2 προσδίδοντας τη δυνατότητα να 

διαφοροποιείται µε τρόπο ευαίσθητο και ειδικό από την HIF-1α υποµονάδα (71).  

Η δηµιουργία υποξικών περιοχών αποτελεί κοινό χαρακτηριστικό γνώρισµα πολλών 

συµπαγών όγκων ως αποτέλεσµα της ανισορροπίας µεταξύ της διαθεσιµότητας και της 

κατανάλωσης οξυγόνου. Οι προσαρµοστικοί µηχανισµοί απόκρισης στην υποξία µπορεί να 

προάγουν την ανάπτυξη όγκων διευκολύνοντας την αγγειογένεση και τη µεταβολική 

προσαρµογή των καρκινικών κυττάρων. Οι επαγόµενοι από την υποξία µεταγραφικοί 

παράγοντες HIF που αποτελούν τους κύριους ρυθµιστές της κυτταρικής απόκρισης στην 

υποξία υπερεκφράζονται στην πλειοψηφία των καρκίνων ανάµεσα στους οποίους 

συµπεριλαµβάνεται το ηπατοκυτταρικό καρκίνωµα (HCC). Κλινικές µελέτες υποδεικνύουν 

ότι η υποξία συνδέεται µε την αγγειοβρίθεια, την αντοχή σε θεραπευτικά σχήµατα και τη 
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ραδιοθεραπεία. Δεδοµένου ότι η υπερέκφραση των HIF-α υποµονάδων στους καρκινικούς 

όγκους σχετίζεται µε κακή πρόγνωση και αντίσταση στη θεραπευτική αγωγή, τα τελευταία 

χρόνια αποτελούν ελκυστικούς θεραπευτικούς στόχους (180). Σε αυτά τα πλαίσια, στόχος της 

παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν η διαλεύκανση και η καλύτερη κατανόηση των 

µοριακών µηχανισµών ρύθµισης του δεύτερου µέλους της οικογένειας των HIF και λιγότερο 

µελετηµένου HIF-2 παράγοντα σε καρκινικά κύτταρα.  

 

4.1 Φωσφορυλίωση του HIF-2α από τις ERK1/2 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή ταυτοποιήθηκε ένας καινούριος µηχανισµός ρύθµισης 

της δράσης του HIF-2 ο οποίος δεν εξαρτάται από το οξυγόνο. Πιο συγκεκριµένα, δείξαµε ότι 

η HIF-2α υποµονάδα φωσφορυλιώνεται στην καρβοξυτελική του επικράτεια από τις ERK1/2 

σε ένα  κατάλοιπο σερίνης στη θέση 672. Περαιτέρω διερεύνηση έδειξε ότι η τροποποίηση 

αυτή, οδηγεί σε συσσώρευση του HIF-2α στον πυρήνα καθώς αποκρύπτει ένα παρακείµενο 

σήµα πυρηνικής εξαγωγής που εξαρτάται από την εξπορτίνη CRM-1. Έτσι, το αποτέλεσµα της 

φωσφορυλίωσης του HIF-2α από τις ERK1/2 είναι η πλήρης ενεργοποίηση της µεταγραφικής 

δράσης του HIF-2.  

Ο χαρακτηρισµός αυτού του µηχανισµού βασίστηκε στις εξής πειραµατικές παρατηρήσεις:  

α) Η  αναστολή της ενεργοποίησης του µονοπατιού των ERK1/2 µειώνει την έκφραση των 

γονιδίων της ερυθροποιητίνης (EPO) και του αναστολέα του ενεργοποιητή του πλασµινογόνου 

(PAI-1) σε συνθήκες υποξίας που αποτελούν ε ιδικά γονίδια στόχους του HIF-2, χωρίς 

ταυτόχρονα να µειώνονται τα επίπεδα της πρωτεΐνης του HIF-2α. β) Με πειράµατα in vitro 

φωσφορυλίωσης, βρέθηκε ότι η ERK2 τροποποιεί το κατάλοιπο της σερίνης στη θέση 672 του 

HIF-2α. γ) Η κατάργηση της φωσφορυλίωσης της σερίνης 672 µετά από αντικατάσταση της 

σερίνης 672 από αλανίνη (S672Α) αναστέλλει τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2, ενώ, 

αντίθετα, η φωσφο-µιµητική µετάλλαξη του ίδιου καταλοίπου σε ασπαρτικό (S672D) έχει σαν 

αποτέλεσµα τη διατήρηση της δραστικότητας του HIF-2. δ) Η φωσφορυλίωση του HIF-2α από 

τις ERK1/2 δεν επηρεάζει τη σταθερότητα της πρωτεΐνης της HIF-2α υποµονάδας ή την 

αλληλεπίδρασή της µε τον συνενεργοποιητή της µεταγραφής USF2. ε) Πειράµατα 

ανοσοφθορισµού και µεταγραφικής ενεργότητας µε τις µεταλλαγµένες µορφές του HIF-2α 

έδειξαν ότι η φωσφορυλίωση του HIF-2α από τις ERK1/2 εµποδίζει τη διαµεσολαβούµενη 

από την εξπορτίνη CRM-1 εξαγωγή της HIF-2α υποµονάδας από τον πυρήνα και, έτσι, 

ενισχύει τη µεταγραφική δράση του HIF-2. στ) Επιπλέον, πειράµατα ανοσοκαθίζησης του 

HIF-2α έδειξαν ότι φωσφορυλίωση της σερίνης 672 από τις ERK1/2 καταργεί την 
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αλληλεπίδραση του HIF-2α µε την εξπορτίνη  CRM-1 και µε τον τρόπο αυτό παρεµποδίζεται 

η έξοδός του από τον πυρήνα. ζ) Εντοπίστηκε µία συντηρηµένη υδρόφοβη αλληλουχία που 

γειτνιάζει µε τη θέση φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 η οποία συµπεριλαµβάνει τα κατάλοιπα 

λευκίνης L662 και  L667. Πειράµατα ανοσοφθορισµού που χρησιµοποιήθηκαν µεταλλαγµένες 

µορφές του HIF-2α έδειξαν ότι, η υδρόφοβη αυτή περιοχή συµπεριφέρεται σαν λειτουργικό 

NES µόνο όταν η σερίνη 672 δεν φωσφορυλιώνεται από τις ERK1/2. η) Πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης µε τις διάφορες µεταλλαγµένες µορφές του HIF-2α έδειξαν ότι τα 

κατάλοιπα λευκίνης L662A και L667A είναι απαραίτητα για την αλληλεπίδραση του µη 

φωσφορυλιωµένου HIF-2α µε την  CRM-1. θ) Η βασική αιτία της µεταγραφικής 

απενεργοποίησης του HIF-2, όταν η HIF-2α υποµονάδα του στερείται την ικανότητα 

φωσφορυλίωσης, είναι ο εκτεταµένος αποκλεισµός του HIF-2α από τον πυρήνα λόγω µιας 

εκτεθειµένης αλληλουχίας που συµπεριφέρεται ως NES. 

Παλαιότερα βιβλιογραφικά δεδοµένα, υποδείκνυαν ότι το σηµατοδοτικό µονοπάτι των  

ERK1/2 ρυθµίζει τη µεταγραφική δράση του HIF-2 µε έµµεσο τρόπο, µέσω καλµοδουλίνης 

(227). Προκειµένου να διαλευκανθεί ο µοριακός µηχανισµός ελέγχου του HIF-2 από τις 

ERK1/2, ελέγξαµε, αρχικά, τη µεταγραφή του mRNA δύο ειδικών γονιδίων στόχων του HIF-

2, της ερυθροποιητίνης (EPO) και του αναστολέα του ενεργοποιητή του πλασµινογόνου (PAI-

1), σε ανθρώπινα κύτταρα ηπατοκαρκινώµατος Huh7 που επωάστηκαν σε συνθήκες υποξίας 

(1% O2) µε ταυτόχρονη φαρµακολογική αναστολή του µονοπατιού των κινασών ERK1/2.  Η 

αναστολή της σηµατοδότησης των ERK1/2 οδήγησε σε µείωση της έκφρασης των γονιδίων 

EPO και PAI-1 σε συνθήκες υποξίας, χωρίς ταυτόχρονη µείωση των επίπεδων της πρωτεΐνης 

του HIF-2α. Τα πρώτα αυτά αποτελέσµατα, µας έδειξαν οτι το µονοπάτι των ERK1/2 είναι 

καθοριστικό για την ενεργοποίηση του HIF-2. Από προηγούµενες µελέτες του εργαστηρίου 

µας γνωρίζουµε ότι η HIF-1α ισοµορφή της οικογένειας των HIFs φωσφορυλιώνεται από τις 

ERK1/2 σε δυο κατάλοιπα σερίνης εντός της ID επικράτειας της (111, 112). Ωστόσο, όπως 

προέκυψε από µελέτες συγκριτικής ανάλυσης αλληλουχιών που πραγµατοποιήσαµε, οι 

ισοµορφές HIF-1α και HIF-2α δεν εµφανίζουν µεγάλη οµολογία στην περιοχή αυτή και τα δύο 

κατάλοιπα σερίνης του HIF-1α που φωσφορυλιώνονται από τις ERK δεν είναι συντηρηµένα 

στη δεύτερη ισοµορφή. Συνεπώς, δηµιουργήθηκε το ερώτηµα εάν αν οι ERK1/2 ρυθµίζουν τη 

µεταγραφική δράση του HIF-2 µέσω φωσφορυλίωσης της HIF-2α υποµονάδας ή µε έµµεσο 

τρόπο, όπως είχε προταθεί σε παλαιότερη µελέτη (227). 

Προκειµένου να διερευνηθεί το ενδεχόµενο φωσφορυλίωσης του HIF-2α από τις ERK1/2, ο 

πλήρους µεγέθους HIF-2α και µικρότερα τµήµατά του, υπεβλήθησαν σε δοκιµές in vitro 

φωσφορυλίωσης µε την ανασυνδυασµένη κινάση p42 (ERK2) και ραδιενεργά σηµασµένο 
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ATP (32P). Τα αποτελέσµατα αυτών των πειραµάτων µας έδειξαν ότι ο HIF-2α αποτελεί στόχο 

φωσφορυλίωσης της p42 (ERK2) κινάσης in vitro. Ακόµη, συµπεράναµε ότι η φωσφορυλίωση 

αυτή εντοπίζεται κυρίως στην περιοχή της καρβοξυτελικής επικράτειας και µεταξύ των  

αµινοξέων 620-680. Η µικρή αυτή περιοχή αποτελεί τµήµα της ανασταλτικής επικράτειας 

ενεργοποίησης της µεταγραφής ID (Inhibitory Domain) του HIF-2α. 

Για να καθοριστούν µε ακρίβεια οι θέσεις φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2, αναζητήσαµε 

στην περιοχή µεταξύ των καταλοίπων 620 και 680 πιθανά SP ή TP διπεπτίδια τα οποία πληρούν 

το κλασικό µοτίβο αναγνώρισης από τις ERK1/2, PX(S/T)P.  Η ανάλυση ανέδειξε την παρουσία 

δύο πιθανών καταλοίπων που ταιριάζουν µε το µοτίβο, τη σερίνη 672 και τη θρεονίνη 626. 

Παράλληλα, πραγµατοποιήθηκε συγκριτική ανάλυση της αλληλουχίας 620-680 µεταξύ των 

οµολόγων του HIF-2α σ ε διάφορα σπονδυλωτά, που αποκάλυψε ότι και τα δυο αυτά 

κατάλοιπα είναι συντηρηµένα. Για να ελεγχθεί η υπόθεση ότι τα κατάλοιπα σερίνη 672 και 

θρεονίνη 626 αποτελούν τ ον στόχο φωσφορυλίωσης του HIF-2α από τ ις ERK1/2, έγινε 

µετατροπή των παραπάνω καταλοίπων σε αλανίνη (S672A,T626A). Ο πλήρους µεγέθους 

αγρίου τύπου HIF-2α καθώς και οι µορφές που φέρουν τις µεταλλάξεις σε αλανίνη, 

χρησιµοποιήθηκαν ως υποστρώµατα σε δοκιµές in vitro φωσφορυλίωσης µε ανασυνδυασµένη 

p42 MAPK (ERK2) ή ολικά εκχυλίσµατα κυττάρων Huh7 ως πηγή των κινασών ERK1/2, 

παρουσία ραδιενεργά σηµασµένου ATP. Οι δοκιµές φωσφορυλίωσης έδειξαν ότι η σερίνη 672 

αποτελεί τον κυρίαρχο στόχο των ERK1/2 στα πειράµατα in vitro φωσφορυλίωσης του 

ανθρώπινου HIF-2α και πιθανώς η σερίνη 672 να αποτελεί το µοναδικό κατάλοιπο στόχο των 

ERK1/2. Το κατάλοιπο σερίνης του HIF-2α που τροποποιείται από τις ERK1/2, η σερίνη 672 

(Ser672),  είναι συντηρηµένο σε όλα τα οµόλογά του HIF-2α στα σπονδυλωτά. Το γεγονός ότι 

αυτή η συγκεκριµένη σερίνη (Ser672) αντιπροσωπεύει θέση φωσφορυλίωσης, επιβεβαιώνεται 

περαιτέρω από µία πολύ πρόσφατη φωσφο-πρωτεωµική ανάλυση σε δείγµατα ανθρώπινων 

καρκινικών όγκων µαστού, η οποία συνδέει σωµατικές µεταλλάξεις µε γεγονότα 

σηµατοδότησης (229). Στη συγκεκριµένη µελέτη, το πεπτίδιο	

TEFLGAAPLGPPVS672PPHVSTFK του HIF-2α,  ταυτοποιήθηκε ως φώσφο-πεπτίδιο και η 

σερίνη 672 ως το κατάλοιπο δέκτης της φωσφορικής οµάδας.  

Προκειµένου να ελέγξουµε αν η απουσία της φωσφορυλίωσης της σερίνης 672 του HIF-2α 

από τις ERK1/2 έχει την ίδια επίδραση στη µεταγραφική δράση του HIF-2 µε αυτή της 

αναστολής του µονοπατιού των ERK1/2 στον ενδογενή HIF-2, µελετήσαµε τη µεταγραφική 

ενεργότητα του µεταλλάγµατος S672A του HIF-2α που έχει χάσει την ικανότητα 

φωσφορυλίωσης, και του µεταλλάγµατος S672D του HIF-2α που µιµείται τη φωσφορυλίωση 

λόγω φορτίου παρουσία ή απουσία του αναστολέα της οδού των ERK1/2, U0126. Η S672A 
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µεταλλαγµένη µορφή του HIF-2α παρουσίασε µειωµένη µεταγραφική ενεργότητα σε 

σύγκριση µε αυτή του αγρίου τύπου HIF-2α και όµοια µε αυτή του αγρίου τύπου HIF-2α 

παρουσία του U0126. Αντίθετα, η µεταγραφική ενεργότητα του φωσφοµιµητικού 

µεταλλάγµατος ήταν παρόµοια µε αυτή του HIF-2α αγρίου τύπου, υποδεικνύοντας ότι η 

φωσφορυλίωση τ ου αγρίου τύπου HIF-2α στη σερίνη 672 είναι καθοριστική για τη 

µεταγραφική του ενεργότητα. Συνολικά, αυτά τα αποτελέσµατα, συµφωνούν µε τα αρχικά µας 

δεδοµένα που αφορούν στη ρύθµιση της µεταγραφικής ενεργότητας του ενδογενούς HIF-2α 

και προτείνουν ότι η Ser672 αποτελεί βασική θέση φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 τόσο in 

vitro όσο και in vivo και η τροποποίηση στη θέση αυτή είναι απαραίτητη για τη λειτουργία 

του HIF-2.  

Το γεγονός ότι η έλλειψη φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2  επηρεάζει αρνητικά τη 

µεταγραφική δράση του HIF-2 θα µπορούσε να οφείλεται στην ανάµιξη της φωσφορυλίωσης 

από τις ERK1/2 σε διεργασίες όπως η σταθερότητα της HIF-2α υποµονάδας, η αλληλεπίδρασή 

της µε συµπαράγοντες της µεταγραφής, καθώς και η µεταβολή του υποκυτταρικού της 

εντοπισµού. Τα πειραµατικά µας δεδοµένα απέκλεισαν την υπόθεση ότι ο  µηχανισµός 

ρύθµισης του HIF-2α από τις ERK1/2 εµπλέκεται στην πρωτεϊνική του σταθερότητα ή στην 

αλληλεπίδρασή του µε τον µεταγραφικό συµπαράγοντα USF2 που ήταν γνωστό ότι επηρεάζει 

τη δράση του HIF-2 (21).  

Στην προσπάθειά µας να προσδιορίσουµε την αιτία της µειωµένης δράσης της S672A 

µεταλλαγµένης µορφής του HIF-2α που στερείται την ικανότητα φωσφορυλίωσης, 

παρατηρήσαµε ότι εντοπίζεται κυρίως στο κυτταρόπλασµα, κάτι που παρατηρήσαµε επίσης 

και για τον αγρίου τύπου HIF-2α σε κύτταρα που επωάστηκαν παρουσία του αναστολέα 

U0126. Επιπλέον, παρατηρήσαµε ότι η  αναστολή της εξόδου από τον πυρήνα µε τη χρήση 

λεπτοµυκίνης Β  (LMB) οδήγησε σε ε πανασυσσώρευση των παραπάνω πρωτεϊνών στον 

πυρήνα, γεγονός που υπέδειξε ότι η φωσφορυλίωση του HIF-2α από την ERK1/2 είναι 

απαραίτητη για τον πυρηνικό εντοπισµό του και τη βασική λειτουργία του ως µεταγραφικός 

παράγοντας. Οι παρατηρήσεις αυτές, επιβεβαιώθηκαν για τον ενδογενή HIF-2α µε πειράµατα 

υποκυτταρικής κλασµάτωσης σε συνθήκες υποξίας. Συγκεκριµένα παρατηρήσαµε ότι ενώ σε 

συνθήκες αναστολής της σηµατοδοτικής οδού των ERK1/2, σηµαντική ποσότητα του HIF-2α 

µετατοπίστηκε στο κυτταροπλασµατικό κλάσµα, ενώ παρουσία της LMB 

επανασυσσωρεύτηκε στο πυρηνικό κλάσµα. Στη συνέχεια, εξετάσαµε εάν αναστέλλοντας την 

CRM1 µε LMB η επανασυσσώρευση στον πυρήνα της S672A µεταλλαγµένης µορφής του 

HIF-2α (που στερείται την ικανότητα φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2) θα µπορούσε να 

αποκαταστήσει τη χαµηλή µεταγραφική του δραστικότητα. Το γεγονός ότι η παρουσία LBM 
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επαναφέρει τη µεταγραφική δράση της S672A µεταλλαγµένης µορφής του HIF-2α σε επίπεδα 

παρόµοια µε αυτά του αγρίου τύπου HIF-2α, υποδηλώνει ότι η πρωταρχική αιτία της µερικής 

απενεργοποίησης  της µεταγραφικής δράσης του HIF-2 µε µεταλλάξεις που καταργούν της 

φωσφορυλίωση της  HIF-2α υποµονάδας από τις ERK1/2,  είναι ο αυξηµένος ρυθµός εξαγωγής 

του HIF-2α από τον πυρήνα. Φαίνεται ότι ο HIF-2α µετακινείται διαρκώς µεταξύ του πυρήνα 

και του κυτταροπλάσµατος και ότι η έλλειψη φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 ενισχύει την 

διαµεσολαβούµενη από την εξπορτίνη CRM1 εξαγωγή του HIF-2α από τον πυρήνα, 

εξηγώντας έτσι την παρατηρούµενη µερική µείωση της µεταγραφικής δράσης του HIF-2. 

Έχοντας δείξει µε πειράµατα µικροσκοπίας ανοσοφθορισµού ότι η κατάργηση της 

φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 ενισχύει την διαµεσολαβούµενη από την εξπορτίνη CRM1 

εξαγωγή του HIF-2α από τον πυρήνα, θέλαµε να ελέγξουµε αν η φωσφορυλίωση του HIF-2α 

από τις ERK1/2 επηρεάζει την αλληλεπίδρασή του µε την CRM1. Επίσης, δεδοµένου ότι και 

η φωσφορυλίωση του HIF-2α από την κινάση CK1δ εµποδίζει την διαµεσολαβούµενη από τη 

CRM1 πυρηνική εξαγωγή του HIF-2α (86) θέλαµε να δούµε αν και η φωσφορυλίωση από τη 

CK1δ επηρεάζει τη δηµιουργία του συµπλόκου HIF-2α/CRM1. Τα δεδοµένα µας έδειξαν ότι 

η φωσφορυλίωση του HIF-2α από τη CK1δ ρυθµίζει την διαµεσολαβούµενη από τη CRM1 

πυρηνική εξαγωγή του HIF-2α µε τρόπο που δεν περιλαµβάνει την άµεση αλληλεπίδραση του 

HIF-2α µε τη CRM1, ενώ η φωσφορυλίωση της σερίνης 672 καταργεί την αλληλεπίδραση του 

HIF-2α µε την εξπορτίνη  CRM1, παρεµποδίζοντας έτσι την έξοδό του από τον πυρήνα.  

Συµπερασµατικά, η φωσφορυλίωση της Ser672 από τις ERK1/2 απαιτείται για τη συγκράτηση 

της HIF-2α υποµονάδας µέσα στον πυρήνα παρεµποδίζοντας την αλληλεπίδραση του HIF-2α 

µε τη CRM-1. Είναι γνωστό ότι ο έλεγχος του υποκυτταρικού εντοπισµού των µεταγραφικών 

παραγόντων αποτελεί ένα επιπρόσθετο βήµα  πολυπλοκότητας στη ρύθµιση της µεταγραφικής 

τους δράσης, καθώς επιτρέπει τον συντονισµό τους για την πρόσβαση στους υποκινητές ή τους 

ενισχυτές των γονιδίων-στόχων τους καθώς και για την στρατολόγηση συνενεργοποιητών 

ή/και συν-καταστολέων τους ανάλογα µε τις ανάγκες του κυττάρου (230). Όπως έχει δειχθεί 

σε αρκετές περιπτώσεις, η αναστολή της πυρηνικής εξαγωγής µε φωσφορυλίωση είναι 

πράγµατι ένας αποτελεσµατικός τρόπος που εξασφαλίζει την πυρηνική συσσώρευση και την 

πλήρη ενεργοποίηση µεταγραφικών παραγόντων (230-232). 

Παρόλο που ο µηχανισµός εισαγωγής του HIF-2α στον πυρήνα είχε προηγουµένως µελετηθεί 

(17), η ικανότητά του να µετακινείται εντός και εκτός του πυρήνα, παρέµενε άγνωστη, καθώς 

η ρύθµιση της πυρηνική εξαγωγής του δεν είχε διερευνηθεί. Η HIF-2α υποµονάδα υπερβαίνει 

κατά πολύ το γενικά αποδεκτό µέγεθος παθητικής µεταφοράς πρωτεϊνών µέσω των πυρηνικών 

πόρων που είναι περίπου 40 kDa (233). Κατά συνέπεια, απαιτούνται ειδικά σήµατα 
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µετακίνησης όπως ένα σήµα πυρηνικής εξαγωγής NES εκτός από ένα σήµα πυρηνικής 

εισαγωγής NLS (233). Η ανάλυση της αµινοξικής αλληλουχίας του HIF-2α που γειτνιάζει µε 

τη θέση φωσφορυλίωσης των ERK1/2 αποκάλυψε έναν αριθµό υδρόφοβων καταλοίπων που 

είναι σχεδόν καθολικά συντηρηµένα στα οµόλογά του στα σπονδυλωτά. Η απόσταση των 

συντηρηµένων υδρόφοβων καταλοίπων στην αλληλουχία FLGAAPLGPPV αποκλίνει από την 

ευρέως προτεινόµενη υδρόφοβη εξαρτώµενη από τη CRM-1 ακολουθία NES (ΦΧ2-3ΦΧ2-

3ΧΧΦ, όπου Φ  = Leu, Ile, Val, Phe, Met και  Χ = οποιοδήποτε αµινοξύ) (234). Ωστόσο, η 

αντικατάσταση των καταλοίπων λευκίνης 662 και 667 µε αλανίνες, L662A/L667A, 

αδρανοποίησε αυτήν την πιθανή, άτυπη ακολουθία NES καθώς οδήγησε σε συσσώρευση του 

µη φωσφορυλιωµένου HIF-2α στον πυρήνα και διέγειρε τη µεταγραφική του δράση. Επιπλέον, 

η αντικατάσταση των λευκινών µε αλανίνες καταργεί τη φυσική αλληλεπίδραση του µη 

φωσφορυλιωµένου HIF-2α µε τη CRM-1. Όλα αυτά δείχνουν ότι η αλληλουχία 

FLGAAPLGPPV που συνορεύει µε τη θέση φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 στη Ser672 του 

HIF-2α, πράγµατι αντιπροσωπεύει µια άτυπη αλληλουχία NES η οποία διαµεσολαβεί τη 

σύνδεση της HIF-2α υποµονάδας στη CRM-1 και την επακόλουθη εξαγωγή του µη 

φωσφορυλιωµένου HIF-2α από τον πυρήνα. Είναι σηµαντικό να αναφερθεί ότι η εξαγωγή του 

HIF-1α από τον πυρήνα επίσης ρυθµίζεται µέσω της άµεσης τροποποίησης της HIF-1α 

υποµονάδας από τις ERK1/2 και της αναστολής της εξαρτώµενης από τη CRM-1 πυρηνικής 

εξαγωγής (111, 112). Παρά το γεγονός ότι αµφότερες οι θέσεις τροποποίησης από τις ERK1/2 

και το σήµα πυρηνικής εξαγωγής NES του HIF-1α είναι διακριτές από αυτές που 

ταυτοποιήσαµε στον HIF-2α  καθώς βρίσκονται σε µια περιοχή µε πολύ µικρή οµολογία της 

αµινοξικής αλληλουχίας µεταξύ των δυο ισοµορφών, η  ρύθµιση της µεταγραφικής 

ενεργότητας του HIF-1 και του HIF-2 από τις ERK1/2 φαίνεται ότι είναι κοινή και 

περιλαµβάνει τον µηχανισµό πυρηνικής εξαγωγής τους µε παρόµοιο τρόπο. Αυτοί οι δυο 

ρυθµιστικοί µηχανισµοί, παρότι παρόµοιοι, πρέπει να έχουν εξελιχθεί ανεξάρτητα και µετά 

από διπλασιασµό του αρχέγονου γονιδίου HIF-α και την εµφάνιση των δύο ισοµορφών στα 

σπονδυλωτά (36), σε ένα είδος συγκλίνουσας µοριακής εξέλιξης. 

Η ταυτοποιηµένη θέση τροποποίησης από τις  ERK1 2, η σερίνη 672  (Ser672), καθώς και το 

άτυπο NES εντοπίζονται στην ανασταλτική επικράτεια ενεργοποίησης της µεταγραφής  

(Inhibitory Domain, ID) του HIF-2α, που βρίσκεται µεταξύ τ ης αµινοτελικής περιοχής 

ενεργοποίησης της µεταγραφής, τ ην Ν -TAD (αµινοξέα 496-542) και την καρβοξυτελική 

περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής C-TAD (αµινοξέα 830-870). Η επικράτεια ID δεν 

είναι καλά χαρακτηρισµένη, αλλά έχει αναφερθεί ότι εµπλέκεται στην µεταγραφική 

ενεργοποίηση των HIFs καθώς η απαλοιφή της αυξάνει τη µεταγραφική δράση τόσο της Ν-
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ΤΑD όσο και της C-TAD (235). Τα αποτελέσµατά µας που δείχνουν ότι η επικράτεια ID 

περιέχει τόσο µια θέση φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 όσο και ένα εξαρτώµενο από τη 

CRM-1 σήµα πυρηνικής εξαγωγής NES,  µπορεί να εξηγούν αυτά τα παλαιότερα δεδοµένα. 

Δεδοµένου οτι η απαλοιφή του ID θα αποµάκρυνε ταυτόχρονα και το σήµα πυρηνικής 

εξαγωγής NES θα οδηγούσε σε αύξηση της πυρηνικής συσσώρευσης και επακόλουθη αύξηση 

της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-2α ανεξάρτητα από την κατάσταση ενεργοποίησης 

της οδού των ERK1/2. 

Όλα τα παραπάνω,  υπογραµµίζουν τη λειτουργική σηµασία του ελέγχου της υποκυτταρικής 

κατανοµής και των δύο ισοµορφών HIF-α ως απόκριση στα επίπεδα ενεργοποίησης του 

µονοπατιού των ERK1/2. Ωστόσο, η ρύθµιση της υποκυτταρικής κατανοµής του HIF-2α 

φαίνεται να είναι πιο πολύπλοκη από αυτή του HIF-1α, καθώς η ERK1/2 είναι η δεύτερη 

κινάση που εµπλέκεται σε αυτή τη διαδικασία. Έχει δειχθεί από την ο µάδα µας ότι η 

φωσφορυλίωση του HIF-2α από τη CK1δ στα κατάλοιπα Ser383 και Thr528, επίσης επηρεάζει 

την µετατόπιση του HIF-2α από τον πυρήνα, αναστέλλοντας την διαµεσολαβούµενη από τη 

CRM-1 πυρηνική εξαγωγή του (86). Ωστόσο, δεν ανιχνεύθηκε κάποια αµινοξική αλληλουχία 

που να προσοµοιάζει NES κοντά στις θέσεις τροποποίησης από τη CK1δ. Επιπλέον, τα 

αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής δείχνουν ότι η µεταλλαγµένη µορφή του HIF-2α στην 

οποία έχει καταργηθεί η θέση φωσφορυλίωσης από τις  ERK1/2 (HIF-2αS672A) αλληλεπιδρά 

µε τη CRM-1 σε αντίθεση µε τη µορφή του HIF-2α που στερείται τις θέσεις τροποποίησης από 

τη CK1δ (HIF-2αS383A/T528A) και δεν συνδέεται µε τη CRM-1. Τα δεδοµένα µας 

υποδεικνύουν ότι η φωσφορυλίωση από τις ERK1/2 ελέγχει άµεσα την αλληλεπίδραση του 

HIF-2α µε τη CRM1 καλύπτοντας ένα παρακείµενο NES, ενώ η τροποποίηση από την CK1δ 

επηρεάζει έµµεσα την πυρηνική εξαγωγή του HIF-2α, διευκολύνοντας πιθανώς τη δέσµευση 

του HIF-2α σε πρωτεΐνες του πυρήνα, που έχει ως αποτέλεσµα την πυρηνική του κατακράτηση 

(Εικόνα 84). Η έλλειψη της τροποποίησης από τη CK1δ θα µπορούσε να µετατοπίσει την 

ισορροπία περισσότερο προς την πυρηνική εξαγωγή παρά την ασθενή αλληλεπίδραση της 

CRM-1 µε τον φωσφορυλιωµένο HIF-2α από τις ERK1/2. Οµοίως, η έλλειψη της 

τροποποίησης από τις ERK1/2 θα είχε ως αποτέλεσµα την ισχυρότερη αλληλεπίδραση του 

HIF-2α µε τη CRM-1 και την αποτελεσµατικότερη πυρηνική εξαγωγή παρά τη φωσφορυλίωση 

από τη CK1δ. Εναλλακτικά, είναι πιθανό η φωσφορυλίωση από τη CK1δ να διευκολύνει ή και 

να επιτρέπει την τ ροποποίηση του HIF-2α από τις  ERK1/2 µε αποτέλεσµα την έµµεση 

κατάργηση της λειτουργίας του άτυπου NES και την παραµονή του στον πυρήνα. Τέλος, δεν 

αποκλείεται η υπόθεση της έµµεσης διαµεσολαβούµενης από τη CRM-1 εξαγωγής του µη 

φωσφορυλιωµένου HIF-2α από τον πυρήνα µέσω κάποιας πρωτεϊνης συνοδού που φέρει ένα 
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λειτουργικό NES (236). Σε κάθε περίπτωση, ο ακριβής έλεγχος της µεταγραφικής δράσης του  

HIF-2α µέσω του εκτοπισµού του από τον πυρήνα περιλαµβάνει τουλάχιστον δύο κινάσες και, 

ως εκ τούτου, µπορεί να θεωρηθεί ένας σηµαντικός και πολύπλοκος µηχανισµός που πρέπει 

να διερευνηθεί περαιτέρω. 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, αποκαλύψαµε ένα νέο ρυθµιστικό βήµα της ανεξάρτητης 

από το οξυγόνο δραστικότητας του HIF-2 που περιλαµβάνει τη φωσφορυλίωση της HIF-2α 

υποµονάδας από τις ERK1/2 στο κατάλοιπο σερίνης 672 του HIF-2α. Η φωσφορυλίωση της 

HIF-2α υποµονάδας από τις ERK1/2 ελέγχει την εξαρτώµενη από τη CRM-1 πυρηνική 

εξαγωγή του HIF-2α,  καλύπτοντας ένα λειτουργικό άτυπο σήµα πυρηνικής εξαγωγής (NES) 

του HIF-2α (Εικόνα 84).  

 
Εικόνα 84: Προτεινόµενο µοντέλο της ρύθµισης της µετακίνησης του HIF-2α από τον πυρήνα στο 
κυτταρόπλασµα µέσω φωσφορυλίωσης.  
Σε συνθήκες υποξίας, η HIF-2α υποµονάδα σταθεροποιείται και εισέρχεται στον πυρήνα. Απουσία 
φωσφορυλίωσης, η δέσµευση της εξπορτίνης CRM-1 στο σήµα πυρηνικής εξαγωγής NES που 
γειτνιάζει µε τη Ser672 του HIF-2α, οδηγεί τον  HIF-2α στο κυτταρόπλασµα και συνεπώς µειώνει τη 
µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2. Όταν οι ERK1/2 φωσφορυλιώνουν τη Ser672, το NES 
αποκρύπτεται και  παρεµποδίζεται η αλληλεπίδραση του HIF-2α µε τη CRM-1 και η ακόλουθη 
εξαγωγή του HIF-2α από τον πυρήνα. Κατά συνέπεια, η φωσφορυλίωση του HIF-2α από τις ERK1/2, 
προωθεί την πυρηνική του συσσώρευση και µεγιστοποιεί τη µεταγραφική του δράση. Η εξαρτώµενη 
από την CK1δ φωσφορυλίωση του HIF-2α στα κατάλοιπα σερίνης Ser383 και Thr528 µπορεί επίσης 
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να αναστείλει την εξαγωγή του HIF-2α από τον πυρήνα (86),  µέσω ενός άγνωστου µηχανισµού που 
δεν περιλαµβάνει την αλληλεπίδραση του NES του HIF-2α µε τη CRM-1-. Ο  πυρηνικός HIF-2α 
αλληλεπιδρά µε το ARNT για να σχηµατίσει το ενεργό ετεροδιµερές HIF-2, το οποίο προσδένεται σε 
αλληλουχίες HRE στις περιοχές υποκινητή/ενισχυτή των γονιδίων στόχων του (όπως ΕΡΟ και ΡΑΙ-1) 
και να διεγείρει τη µεταγραφή τους. 
 

Τα µέλη της οικογένειας των ERK1/2 είναι εξελικτικά συντηρηµένα µέλη της οικογένειας 

κινασών σερίνης/θρεονίνης που εµπλέκονται σε πολλές κυτταρικές βιολογικές διεργασίες που 

περιλαµβάνουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, τη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου, τη 

διαφοροποίηση και τη φλεγµονή (237). Η δυσλειτουργία των ERK1/2 εµπλέκεται σε µια 

ποικιλία παθολογικών καταστάσεων όπως ο  καρκίνος (24, 42). Στη βιβλιογραφία, έχει 

αναφερθεί ότι οι ERK1/2 τροποποιούν µια πληθώρα µεταγραφικών παραγόντων (238, 239), 

συµπεριλαµβανοµένου και του HIF-1α (111, 112). Τα ευρήµατά µας προσθέτουν στη λίστα 

στόχευσης των ERK1/2 και τον HIF-2α συµβάλλοντας έτσι στην καλύτερη κατανόηση των 

µοριακών µηχανισµών που ελέγχουν τη συνοµιλία µεταξύ της σηµατοδοτικής οδού των 

ERK1/2 και της κυτταρικής απόκρισης στην υποξία. Συνολικά, όταν το µονοπάτι των  ERK1/2 

ενεργοποιείται (π.χ. σε κύτταρα που πολλαπλασιάζονται) προκειµένου τα κύτταρα να 

προσαρµοστούν στην υποξία, απαιτούν την πλήρη µεταγραφική ενεργοποίηση των HIF, η 

οποία διασφαλίζεται µε τη µετατόπιση της ισορροπίας υπέρ της πυρηνικής κατακράτησης της 

HIF-2α υποµονάδας, (µέσω της παρεµπόδισης της σύνδεσης του HIF-2α µε τη CRM-1). Όταν 

η οδός των ERK1/2 είναι ανενεργή (π.χ. σε κύτταρα που βρίσκονται στη φάση G0 του 

κυτταρικού κύκλου), η επιτυχής προσαρµογή στην υποξία µπορεί να απαιτεί ασθενέστερη 

µεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων των HIF ή, εναλλακτικά, µια µη γενωµική, 

ενδεχοµένως κυτταροπλασµατική λειτουργία των HIF-α που θα είναι δυνατή µε τη µετατόπιση 

της ισορροπίας υπέρ της πυρηνικής εξαγωγής της HIF-2α υποµονάδας (επιτρέποντας τη 

σύνδεση του HIF-α µε τη CRM-1). Στην περίπτωση του HIF-1α, αναφέρθηκε πρόσφατα µια 

τέτοια µη γενωµική, κυτταροπλασµατική λειτουργία. Πιο συγκεκριµένα,  η αναστολή της 

φωσφορυλίωσης του HIF-1α από τις ERK1/2 προκαλεί µείωση της µεταγραφικής δράσης του 

HIF-1 λόγω της µετατόπιση της α υποµονάδας του στο κυτταρόπλασµα. Εκεί ο HIF-1α που 

εξάγεται από τον πυρήνα, αλληλεπιδρά µέσω της µορταλίνης µε άλλες πρωτεΐνες της 

εξωτερικής µιτοχονδριακής µεµβράνης όπως η VDAC1 και η εξοκινάση ΙΙ  σχηµατίζοντας, 

έτσι, ένα αντι-αποπτωτικό σύµπλοκο (240). Αυτό αφήνει ανοικτό το ενδεχόµενο ότι η ρύθµιση 

του πυρηνικού εκτοπισµού του HIF-2α από τις ERK1/2 µπορεί να χρησιµεύσει όχι µόνο στον 

διαχείριση της έκφρασης των γονιδίων στόχων του  HIF-2,  αλλά επίσης και στον έλεγχο 

κάποιας κυτταροπλασµατικής λειτουργίας του HIF-2α. Στη βιβλιογραφία αναδείχθηκε 
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πρόσφατα έ να τέτοιο παράδειγµα µη-γενωµικής δράσης του HIF-2α που περιλαµβάνει τη 

δηµιουργία συµπλόκου µεταξύ του HIF-2α µε την πρωτεΐνη δέσµευσης στο RNA 4, (RBM4) 

και µε παράγοντες έναρξης της µετάφρασης, που λειτουργεί σαν ένας διακόπτης ρύθµισης της 

πρωτεϊνικής σύνθεσης από το οξυγόνο (129, 241).	Σε πρόσφατες, αδηµοσίευτες, παρατηρήσεις 

µας βρέθηκε ότι η µεταλλαγµένη µορφή του HIF-2α στην οποία έχει καταργηθεί η θέση 

φωσφορυλίωσης από τις ERK1/2 (σερίνη 672 σε αλανίνη), αλληλεπιδρά ειδικά µε την 

πρωτεΐνη Ρεπτίνη52. Η Ρεπτίνη (Reptin52, RUVBL2, TIP48, TIP49b, Rvb2) είναι µια 

εξαιρετικά συντηρηµένη ΑΤΡάση της υπεροικογένειας ΑΑΑ+ (ΑΤΡάσες που σχετίζονται µε 

διάφορες κυτταρικές λειτουργίες).  Είναι µια πολυλειτουργική πρωτεΐνη που εντοπίζεται, 

άλλοτε στον πυρήνα και άλλοτε στο κυτταρόπλασµα. Έχει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της 

µεταγραφής, στην αναδιαµόρφωση της χρωµατίνης, στην επιδιόρθωση βλαβών του DNΑ, στη 

ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου και στη συναρµολόγηση της µιτωτικής ατράκτου. 

Ταυτοποιήθηκε αρχικά, ως πρωτεΐνη που υπερεκφράζεται στο ηπατοκαρκίνωµα και τον 

καρκίνο του ορθού. Επιπλέον,  έχει δειχθεί ότι υπερεκφράζεται σε πολλούς καρκινικούς 

όγκους. Επίσης, έχει αναφερθεί ότι όταν η Ρεπτίνη εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, προάγει 

την µετανάστευση και την µετάσταση των καρκινικών κυττάρων (242). Τα πρώτα πειραµατικά 

δεδοµένα της αλληλεπίδρασης του HIF-2α µε τη Ρεπτίνη δείχνουν ότι οι δυο πρωτεΐνες 

παρουσιάζουν µεγαλύτερη συγγένεια όταν το µονοπάτι των ERK1/2 είναι ανενεργό (παρουσία 

U0126), γεγονός που µπορεί να υποδεικνύει τη συµµετοχή του HIF-2α σε κάποιο πρωτεϊνικό 

σύµπλοκο που σχηµατίζεται στο κυτταρόπλασµα.	Ωστόσο, προκειµένου να διερευνηθεί αυτή 

η νέα αλληλεπίδραση καθώς και ο  ρόλος της στην προσαρµογή των καρκινικών κυττάρων 

στην υποξία θα πρέπει να απαντηθούν πολλά ερωτήµατα. Θα πρέπει να αποσαφηνιστεί η 

επίδραση της φωσφορυλίωσης του HIF-2α από τις ERK1/2 στην ισχύ της αλληλεπίδρασης του 

HIF-2α µε τη Ρεπτίνη,  ποιες δοµικές επικράτειες των πρωτεϊνών συµµετέχουν στον 

σχηµατισµό του συµπλόκου, καθώς και σε ποιο υποκυτταρικό διαµέρισµα σχηµατίζεται. 

Πρέπει να µελετηθεί η επίδραση της Ρεπτίνης στη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-2 και να 

διαλευκανθεί ο µηχανισµός δράσης της. Τέλος, θα πρέπει να εξιχνιαστεί η επίδραση του 

συµπλόκου HIF-2α/Ρεπτίνης την λειτουργία και προσαρµογή των καρκινικών κυττάρων στην 

υποξία. 

Συνοπτικά, στην πρώτη ενότητα της παρούσας διδακτορικής διατριβής, ταυτοποιήθηκε 

ένας καινούριος µηχανισµός ρύθµισης του HIF-2 ανεξάρτητος από το οξυγόνο που 

περιλαµβάνει τον έλεγχο της εξαγωγής της HIF-2α υποµονάδας από τον πυρήνα στο 

κυτταρόπλασµα. Ο µηχανισµός αυτός εξαρτάται από την ενεργοποίηση του µονοπατιού των 

ERK1/2 και συνεπώς µπορεί να συνδέσει τη µεταγραφική δράση του HIF-2 µε την αυξηµένη 
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ικανότητα πολλαπλασιασµού των καρκινικών κ υττάρων σε συνθήκες υποξίας. Επίσης, 

ταυτοποιήθηκε µια πλούσια σε λευκίνες υδρόφοβη αλληλουχία του HIF-2α, που περιέχει ένα 

άτυπο, εξαρτώµενο από τη   CRM-1 σήµα πυρηνικής εξαγωγής ΝΕS, η οποία "καλύπτεται" 

όταν η σερίνη 672 του HIF-2α φωσφορυλιώνεται από τις ERK1/2. Τέλος, ο  νέος  αυτός 

µηχανισµός, µας οδήγησε στην αποκάλυψη µια νέας αλληλεπίδρασης του HIF-2α µε την 

Ρεπτίνη 52. 

Είναι ευρέως αποδεκτό, οτι ο HIF-2 διαδραµατίζει πολύ σηµαντικό ρόλο στο 

ηπατοκαρκίνωµα (HCC) και στο νεφρικό καρκίνωµα (RCC) (243) ενώ πολλές ενώσεις που 

παρεµβαίνουν άµεσα στη λειτουργία του έχουν ελεγχθεί σε πειραµατικές δοκιµές ως 

αντικαρκινικοί παράγοντες αλλά έχουν αποδειχθεί αναποτελεσµατικοί (146). Η νέα 

ρυθµιστική σχέση µεταξύ ERK1/2 και HIF-2 που περιγράφεται στην παρούσα διατριβή  

παρέχει ένα εναλλακτικό µέσο για τον έλεγχο της δράσης του HIF-2 σε παθολογικές 

καταστάσεις που πρέπει να διερευνηθεί περαιτέρω ως ένας πιθανός στόχος θεραπευτικής 

παρέµβασης. Παράλληλα, η εξιχνίαση ενός νέου µηχανισµού που βασίζεται σε µία άγνωστη, 

µέχρι στιγµής, πρωτεϊνική αλληλεπίδραση του HIF-2α θα συµβάλει στην καλύτερη κατανόηση 

των µοριακών µηχανισµών του HIF-2 και τη διαφορική του ρύθµιση από τον HIF-1 στην 

απόκριση των καρκινικών κυττάρων σε συνθήκες υποξίας.  

 

4.2 Ρύθµιση του HIF-2α από την 1,25(OH)2D3 

Δεδοµένου ότι η υπερέκφραση των HIF-α υποµονάδων σχετίζεται µε άσχηµη εξέλιξη 

σε πολλούς τύπους καρκίνου, τα τελευταία χρόνια οι HIF αποτελούν αντικείµενο µελέτης ως 

στόχοι αντικαρκινικών παρεµβάσεων (181). Υπάρχουν πολλά βιβλιογραφικά δεδοµένα που 

καταδεικνύουν την αντικαρκινική δράση της βιταµίνης D (185-188). Η βιοδραστική µορφή 

της βιταµίνης D είναι η 1,25(OH)2D, που συνδέεται στον υποδοχέα της βιταµίνης D (VDR) 

και ρυθµίζει την έκφραση πολλών γονιδίων. Οι περισσότερες βιολογικές δράσεις της 

1,25(ΟΗ)2D είναι γενωµικές και διαµεσολαβούνται από τον VDR, που δρα κυρίως 

ρυθµίζοντας την έκφραση γονιδίων που περιέχουν στοιχεία απόκρισης στη βιταµίνης D 

(VDREs) στην αλληλουχία του υποκινητή τους. Ωστόσο, βιβλιογραφικά δεδοµένα αποδίδουν 

στην 1,25(ΟΗ)2D και µη γενωµικές δράσεις, που είναι γρήγορες και περιλαµβάνουν τη 

ρύθµιση σηµατοδοτικών µονοπατιών, όπως αυτό της ΡΙ3Κ (κινάση της 

φωσφατιδυλοινοσιτόλης) (187), των κινασών ΜΑΡΚ, της CaMKII (κινάση πρωτεϊνών που 

εξαρτάται από το σύµπλοκο Ca2+/καλµοδουλίνης) και της PLC (φωσφολιπάση C) (183). 

Στόχοι αυτών των κινασών πρωτεϊνών είναι παράγοντες µεταγραφής, για παράδειγµα ο SP1 
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(πρωτεΐνη ειδικότητας 1), που δεσµεύονται στους υποκινητές γονιδίων στόχων τους και η 

έκφρασή τους κατά συνέπεια ρυθµίζεται έµµεσα από την 1,25(ΟΗ)2D. Η αντικαρκινική δράση 

της 1,25(ΟΗ)2D αποδίδεται κυρίως στην αναστολή την ανάπτυξης των καρκινικών κυττάρων, 

µέσω της διακοπής του κυτταρικού κύκλου και διέγερσης της απόπτωσης (190) (Εικόνα 85). 

Ωστόσο, πολλοί µοριακοί µηχανισµοί δράσης της βιταµίνης D δεν έχουν αποσαφηνιστεί.  

 

 
Εικόνα 85: Σχηµατική αναπαράσταση σηµατοδοτικών µονοπατιών δράσης της 1,25(ΟΗ)2D που 
διαµεσολαβούν τις αντικαρκινικές και αντιφλεγµονώδεις ιδιότητές της (244). 
 

Πρόσφατες βιβλιογραφικές αναφορές καταδεικνύουν σηµεία σύγκλισης των 

σηµατοδοτικών µονοπατιών που ρυθµίζονται από τη δράση της 1,25(ΟΗ)2D και των HIF. 

Ανάµεσα στα  πολλά γονίδια στόχους των µεταγραφικών παραγόντων HIF, συγκαταλέγεται 

και το γονίδιο της δισµουτάσης του υπεροξειδίου 2 (SOD2). Ειδικότερα, η SOD2 είναι γνωστό 

ότι αποτελεί ειδικό γονίδιο στόχο του HIF-2. Βιβλιογραφικές αναφορές έχουν δείξει ότι η  

1,25(ΟΗ)2D επάγει την έκφραση των αντιοξειδωτικών γονιδίων SOD1 και SOD2 σε κύτταρα 

καρκίνου του προστάτη LNCaP και PECs (207, 210). Έχει επίσης δειχθεί ότι η 1,25(ΟΗ)2D 

αναστέλλει το σηµατοδοτικό µονοπάτι του πυρηνικού παράγοντα κΒ (ΝF-κΒ) (203) που έχει 

δειχθεί  ότι εµπλέκεται στη ρύθµιση της HIF-1α υποµονάδας σε µεταγραφικό επίπεδο.  Έχει 

επίσης αναφερθεί στη βιβλιογραφία ότι η  1,25(ΟΗ)2D εµπλέκεται σηµαντικά στη ρύθµιση 

σηµατοδοτικών µονοπατιών κινασών πρωτεϊνών, µε χαρακτηριστικό παράδειγµα τις ERK1/2, 

οι οποίες ρυθµίζουν τη λειτουργία των HIF-1α (111, 112) και HIF-2α (228) υποµονάδων. 
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Συνεπώς, ένα παράδειγµα αλληλεπίδρασης των µονοπατιών της 1,25(ΟΗ)2D µε τους HIF θα 

µπορούσε να αποτελεί η οδός ενεργοποίησης των ERK1/2 ή και άλλων κινασών πρωτεϊνών.  

Υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδοµένα που υποστηρίζουν ότι η HIF- 1α υποµονάδα 

ρυθµίζεται από την 1,25(ΟΗ)2D. Ειδικότερα, στον υποκινητή του γονιδίου του HIF-1α έχουν 

ταυτοποιηθεί στοιχεία απόκρισης στη βιταµίνη D (VDREs) . Συνεπώς, η 1,25(ΟΗ)2D σε 

σύµπλοκο µε τον ενεργοποιηµένο VDR προσδένεται σε αυτά και ελέγχει την έκφραση του 

HIF-1α. Η πρώτη µελέτη της επίδρασης της 1,25(OH)2D στον HIF-1α σε συνθήκες υποξίας 

πραγµατοποιήθηκε το 2007 από τους Shoshan et al. (213). Σε αυτή τη µελέτη, αποκαλύφθηκε 

ότι ένα σηµαντικό µέρος της αντι-αγγειογενετικής δράσης της 1,25(OH)2D διαµεσολαβείται 

από τον HIF-1. Ειδικότερα, αναφέρθηκε ότι η 1,25(ΟΗ)2D προκαλεί µείωση της έκφρασης της 

πρωτεΐνης του HIF-1α µε επακόλουθη µείωση της έκφρασης του αγγειακού ενδοθηλιακού 

αυξητικού παράγοντα (VEGF) σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα του πνεύµονα και του ορθού. 

Έδειξαν ακόµη, ότι η 1,25(ΟΗ)2D δρα αναστέλλοντας τη µεταγραφική δράση του HIF-1α και 

την επακόλουθη έκφραση ειδικών γονιδίων στόχων του, συµπεριλαµβανοµένων των γονιδίων 

του VEGF, της ενδοθηλίνης 1 (ΕΤ-1) και του µεταφορέα της γλυκόζης 1 (Glut-1) στην 

καρκινική σειρά κυττάρων του πνεύµονα CL-1. Στην µελέτη αυτή ωστόσο, χρησιµοποιούνται 

αρκετά υψηλές συγκεντρώσεις της 1,25(ΟΗ)2D από 0,1 έως 1µΜ, που απέχουν πολύ από τις 

φυσιολογικές συγκεντρώσεις της βιταµίνης που παρατηρούνται στην κυκλοφορία. Αντίθετα, 

έχει επίσης δειχθεί ότι η 1,25(OH)2D επάγει την έκφραση των  HIF-1α και HIF-2α σε 

φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου (νορµοξία) σε διαφοροποιηµένα επιθηλιακά κύτταρα 

και σε µακροφάγα (245). 

Παρόλο που υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδοµένα που δείχνουν ότι η HIF- 1α υποµονάδα 

ρυθµίζεται από τον τελικό βιοδραστικό µεταβολίτη της βιταµίνης D, την 1,25(ΟΗ)2D, δεν 

υπάρχουν αναφορές που να συνδέουν την 1,25(ΟΗ)2D µε τον HIF-2α. Επιπλέον, οι ελάχιστες 

ερευνητικές µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί και συσχετίζουν την δράση της 1,25(ΟΗ)2D 

µε την λειτουργικότητα των HIF, έχουν πραγµατοποιηθεί σε κύτταρα καρκίνου του πνεύµονα, 

του ορθού ή σε κύτταρα του ανοσοποιητικού και πολλές από αυτές µόνο σε φυσιολογικές 

συνθήκες οξυγόνου. Το ηπατοκαρκίνωµα (HCC) είναι ένας τύπος όγκου που η εξέλιξή του 

σχετίζεται µε την παρουσία υποξικού µικροπεριβάλλοντος. Επιδηµιολογικές µελέτες έχουν 

δείξει ότι η έλλειψη βιταµίνης D αποτελεί κακό προγνωστικό δείκτη για την εξέλιξη του HCC 

και έχει καταδειχθεί στη βιβλιογραφία η αντι-πολλαπλασιαστική δράση  της 1,25(ΟΗ)2D  σε 

αυτόν τον τύπο καρκινικών κυττάρων (189). Έτσι, η διαλεύκανση των µοριακών µηχανισµών 

ρύθµισης του δεύτερου µέλους της οικογένειας των HIF και λιγότερο µελετηµένου HIF-2 από 
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την 1,25(ΟΗ)2D σε καρκινικά κύτταρα, µπορεί να αποτελέσει ένα νέο σηµαντικό εργαλείο για 

το σχεδιασµό νέων θεραπευτικών προσεγγίσεων.  

Για όλους τους παραπάνω λόγους, στη δεύτερη ενότητα της παρούσας διδακτορικής 

διατριβής, επιλέξαµε να µελετήσουµε την επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D στη ρύθµιση του HIF-2α 

σε συνθήκες υποξίας, αλλά και να διερευνήσουµε την επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D στη ρύθµιση 

της HIF-1α υποµονάδας, προκειµένου να τη συγκρίνουµε µε εκείνη του HIF-2α 

χρησιµοποιώντας ως µοντέλο ανθρώπινα καρκινικά ηπατικά κύτταρα Huh7. Πιο 

συγκεκριµένα, στόχος µας ήταν να µελετήσουµε την επίδραση της ενεργής µορφής της 

βιταµίνης D3, 1,25(ΟΗ)2D3, στο µονοπάτι ενεργοποίησης των HIF και συγκεκριµένα στην 

ρύθµιση της έκφρασης της πρωτεΐνης των HIF-α υποµονάδων, της µεταγραφικής τους 

ενεργότητας και της επαγωγής της έκφρασης ειδικών γονιδίων-στόχων τους. 

Αρχικά, µελετήθηκε η επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D στα επίπεδα πρωτεΐνης των HIF-α 

υποµονάδων. Για το σκοπό αυτό, ανθρώπινα κύτταρα ηπατοκαρκινώµατος Huh7 επωάστηκαν 

σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 1,25(ΟΗ)2D3 (20nM, 50nM και 100nM), σε νορµοξία και σε 

υποξία (1% Ο 2) για 8 και 24 ώρες και ελέγχθηκε η έκφραση των HIF-1α και HIF-2α. 

Παρατηρήθηκε δοσο-εξαρτώµενη µείωση των επιπέδων πρωτεΐνης και των δυο HIF-α 

ισοµορφών µετά από επώαση των κυττάρων µε την 1,25(ΟΗ)2D3 σ ε υποξία και στις δύο 

χρονικές περιόδους. Στη νορµοξία δεν παρατηρείται καµία µεταβολή των επιπέδων πρωτεΐνης 

των HIF-α. Η παρατηρούµενη µείωση των επιπέδων της πρωτεΐνης των HIF-α υποµονάδων σε 

υποξία, συµφωνεί µε αυτή που είχε αναφερθεί στη βιβλιογραφία  από τους (213) για την HIF-

1α υποµονάδα. Ωστόσο, σ την προηγούµενη µελέτη, χρησιµοποιούνται αρκετά υψηλές 

συγκεντρώσεις της 1,25(ΟΗ)2D, (0,1-1µΜ), που απέχουν πολύ από τις φυσιολογικές 

συγκεντρώσεις της βιταµίνης σ την κυκλοφορία και από αυτές που χρησιµοποιήσαµε στην 

παρούσα µελέτη (20nM-100nM). Να σηµειωθεί επίσης ότι τα επίπεδα πρωτεΐνης των HIF-1α 

και HIF-2α µειώνονται σηµαντικά µετά από επώαση των κυττάρων  Ηuh7 µε µόλις 20nM  

1,25(ΟΗ)2D σε συνθήκες υποξίας. Ακολούθως, θελήσαµε να διευκρινίσουµε εάν η πτώση των 

επιπέδων των HIF-α µετά από την επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D3 έχει αντίκτυπο στη µεταγραφική 

ενεργότητα των HIF µε πειράµατα λουσιφεράσης σε κ ύτταρα Huh7. Τα πειράµατα αυτά 

έδειξαν οτι η µεταγραφική δράση των HIF αναστέλλεται σηµαντικά παρουσία της 

1,25(ΟΗ)2D3 στις 8 ώρες ενώ στις 24 ώρες δεν σηµειώνεται στατιστικά σηµαντική µεταβολή.  

Καθώς στα πειράµατα δοκιµασίας της λουσιφεράσης χρησιµοποιούνται  τα HRE του VEGF 

που αποτελεί κοινό γονίδιο στόχο των HIF, τα ε πίπεδα µεταγραφικής ενεργότητας που 

µετρώνται οφείλονται στη δράση και των δύο HIF ισοµορφών. Προκειµένου να 

διευκρινίσουµε ποια HIF ισοµορφή επηρεάζεται από την επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D3 
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µελετήθηκαν τα επίπεδα mRNA ειδικών γονιδίων στόχων τους. Ειδικότερα, ελέγξαµε τη  

µεταγραφή του mRNA δύο ειδικών γονιδίων στόχων του HIF-2, της ερυθροποιητίνης (EPO) 

και του αναστολέα του ενεργοποιητή του πλασµινογόνου (PAI-1) και ενός ειδικού γονιδίου 

στόχου του HIF-1α, της κινάσης του φωσφογλυκερικού PGK1, µε ποσοτική RT-PCR. Στις 8 

ώρες υποξίας παρουσία της 1,25(ΟΗ)2D3, παρατηρήθηκε µεγάλη πτώση των επιπέδων mRNA 

των γονιδίων στόχων του  ΗIF-2α, EPO και PAI-1. Η µείωση αυτή εξακολουθεί να 

παρατηρείται στις 24 ώρες για το γονίδιο της EPO, αλλά όχι για τον PAI-1, όπου δεν 

παρατηρείται στατιστικά σηµαντική µεταβολή. Όσων αφορά στον έλεγχο της επίδρασης της 

1,25(ΟΗ)2D3 στη δράση του HIF-1, σ τις 8 ώρες υποξίας παρουσία της 1,25(ΟΗ)2D3, 

παρατηρήθηκε µεγάλη µείωση των επιπέδων mRNA του γονιδίου στόχου του  ΗIF-1, PGK-1. 

Η µείωση αυτή εξακολουθεί να παρατηρείται στις 24 ώρες, χωρίς ωστόσο να είναι στατιστικά 

σηµαντική. Οι διαφορές στην επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D3 στη µεταγραφική ενεργότητα των 

HIF που παρατηρήσαµε ανάµεσα στις 8 και τις 24 ώρες, παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον, 

καθώς µπορεί να οφείλεται είτε στον καταβολισµό της 1,25(ΟΗ)2D3 ή και την παραγωγή 

κάποιου άλλου µεταβολίτη της βιταµίνης.  

Τα πειραµατικά δεδοµένα της δεύτερης ενότητας της διδακτορικής διατριβής, 

υποδεικνύουν οτι η δράση της 1,25(ΟΗ)2D3 είναι καθοριστικής σηµασίας για λειτουργία των 

HIF σε κύτταρα ηπατοκαρκινώµατος (Εικόνα 86). Τα αποτελέσµατά µας συγκλίνουν µε αυτά 

που είχαν προταθεί από τους (213) όσων αφορά στη ρύθµιση της HIF-1α υποµονάδας από την 

1,25(ΟΗ)2D3. Ωστόσο, δείχνουµε για πρώτη φορά  ότι η 1,25(ΟΗ)2D3 επιδρά στη λειτουργία 

του λιγότερου µελετηµένου HIF-2. Τα πειράµατα αυτά πραγµατοποιήθηκαν σε συνεργασία µε 

την µεταπτυχιακή φοιτήτρια Ελένη Κεχαγιά υπό την επίβλεψη του Αναπλ. Καθ. Ιατρικής 

Χηµείας Ανδρέα Τσακάλωφ και µέρος των αποτελεσµάτων παρουσιάστηκε στη µεταπτυχιακή 

εργασία της κας. Κεχαγιά µε τίτλο «Μηχανισµοί της αντι-καρκινικής δράσης της βιταµίνης D: 

ρύθµιση των µεταγραφικών παραγόντων HIF-1 και HIF-2».  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 18:13:21 EEST - 18.218.69.90



	 188	

 
Εικόνα 86 : Σύνοψη των αποτελεσµάτων ρύθµισης της δράσης των HIF από την 1,25(ΟΗ)2D3 

σε νορµοξία και υποξία.  

 

Σε νορµοξία, η 1,25(ΟΗ)2D3 δεν έχει καµία επίδραση στα επίπεδα πρωτεΐνης των HIF-

α υποµονάδων και στη µεταγραφική δράση των HIF. Σε υποξία, η 1,25(ΟΗ)2D3, µειώνει τα 

επίπεδα πρωτεΐνης των HIF-α υποµονάδων στις 8 και 24 ώρες. Σε υποξία η 1,25(ΟΗ)2D3, 

µειώνει στατιστικά σηµαντικά τη µεταγραφική δράση των HIF στις 8 ώρες.  

Στη συνέχεια, θελήσαµε να διερευνήσουµε το µηχανισµό επίδρασης της 1,25(ΟΗ)2D3 

στη λειτουργία των HIF. Ειδικότερα, επιδιώξαµε να ελέγξουµε αν η επίδραση της 

1,25(ΟΗ)2D3 στη ρύθµιση των HIF-α υποµονάδων οφείλεται στη γενωµική της δράση. Για το 

σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα αποσιώπησης του υποδοχέα της βιταµίνης D3 

(VDR), σε συνθήκες υποξίας και ελέγχθηκε η επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D3 στα επίπεδα 

πρωτεΐνης των HIF-α και την µεταγραφική ενεργότητα των HIF. Τα αποτελέσµατα αυτών των 

πειραµάτων δείχνουν ότι η 1,25(ΟΗ)2D3 µειώνει τα επίπεδα πρωτεΐνης των HIF-α και τη 

µεταγραφική δράση των HIF σε υποξία µε τρόπο που δεν εξαρτάται από τον VDR. Πιθανώς, 

η επίδραση της 1,25(ΟΗ)2D3 στη λειτουργία των HIF είναι µη γενωµική και περιλαµβάνει την 

έµµεση ρύθµιση των HIF από κάποιο σηµατοδοτικό µονοπάτι που η λειτουργία του ελέγχεται 

από τα επίπεδα της ορµόνης. Πρόσφατη µελέτη που πραγµατοποιήθηκε σε ηπατικά καρκινικά 

κύτταρα HepG2, αποκαλύπτει ότι η 1,25(ΟΗ)2D3 αναστέλλει  τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 

τους µέσω ενεργοποίησης της φωσφατάσης PTEN και επακόλουθη αναστολή του µονοπατιού 

PI3K/Akt (187). Το µονοπάτι PI3K/Akt είναι γνωστό ότι είναι υπεύθυνο για τη ρύθµιση της 

µετάφρασης των HIF-α υποµονάδων. Δεδοµένου ότι τα αποτελέσµατά µας αποκαλύπτουν τη 

ρύθµιση των HIF-α σε επίπεδο πρωτεΐνης, ένα πιθανό σηµατοδοτικό µονοπάτι που µπορεί να 
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εµπλέκεται σε αυτή τη ρύθµιση είναι η οδός PI3K/Akt/mTOR. Ωστόσο, παρατηρείται ότι η 

αποσιώπηση του VDR χωρίς την ταυτόχρονη επώαση των κυττάρων µε 1,25(ΟΗ)2D3, οδηγεί 

σε αύξηση της µεταγραφικής δράσης των HIF. Αυτό µπορεί να υποδεικνύει την ύπαρξη ενός 

ρυθµιστικού µηχανισµού την µεταγραφικής δράσης των HIF από τον VDR που δεν απαιτεί 

την πρόσδεση του συνδέτη του 1,25(ΟΗ)2D3. Μια υπόθεση θα µπορούσε να είναι ότι ο VDR 

απουσία του συνδέτη του να βρίσκεται καθηλωµένος είτε στον υποκινητή των γονιδίων των 

HIF-α, ή στους υ ποκινητές µεταγραφικών στόχων των HIF. Η υπόθεση αυτή µπορεί να 

ελεγχθεί µελλοντικά µε πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης χρωµατίνης. Έχει επίσης προταθεί, 

ότι ο VDR δηµιουργώντας σύµπλοκο µε την πρωτεΐνη IKKβ, οδηγεί σε απενεργοποίηση του 

NF –κB, το οποίο  όπως έχει ήδη αναφερθεί ενεργοποιεί µεταγραφικά τον HIF-1(246). Το 

γεγονός οτι παρατηρούµε αύξηση της δράσης των HIF µετά από την αποσιώπηση του VDR 

µπορεί να εξηγείται από αυτόν τον µηχανισµό. Σε κάθε περίπτωση, τόσο ο µηχανισµός δράσης 

της 1,25(ΟΗ)2D3, όσο και του VDR στη λειτουργία των HIF χρήζει περεταίρω διερεύνησης.  

Τα αποτελέσµατα της διδακτορικής διατριβής υποδεικνύουν ότι τα επίπεδα της βιταµίνης D 

είναι καθοριστικής σηµασίας για την λειτουργία των µεταγραφικών παραγόντων HIF σε 

συνθήκες υποξίας. Έτσι, θεωρούµε ότι ε ίναι πολύ σηµαντικό να συνεχιστεί η µελέτη της 

επίδρασης της 1,25(ΟΗ)2D3 στους HIF και για την πλήρη διαλεύκανση των µοριακών 

µηχανισµών που προσδίδουν στην 1,25(ΟΗ)2D3 αντικαρκινικές ιδιότητες σε κύτταρα που 

βρίσκονται και επιβιώνουν σε συνθήκες υποξίας.  
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