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1. Περίληψη 

Η παχυσαρκία είναι μια πάθηση η οποία έχει λάβει διαστάσεις επιδημίας τα τελευταία 

χρόνια. Αποτελεί ένα σημαντικό προδιαθεσικό παράγοντα για την ανάπτυξη του μεταβολικού 

συνδρόμου και μιας πληθώρας άλλων σχετιζόμενων με την παχυσαρκία παθολογικών 

καταστάσεων, συμπεριλαμβανομένου του διαβήτη τύπου 2, της μη αλκοολικής 

στεατοηπατοπάθειας, της καρδιαγγειακής νόσου και διαφόρων τύπων καρκίνου. Η 

παχυσαρκία προκαλεί μια χρόνια χαμηλού βαθμού μεταβολική φλεγμονή, η οποία 

χαρακτηρίζεται από υψηλά επίπεδα προφλεγμονωδών κυτταροκινών στην κυκλοφορία.  

Τα μακροφάγα αποτελούν σημαντικούς διαμεσολαβητές των φλεγμονωδών αποκρίσεων και 

οι μεταβολικοί παράγοντες μπορούν να επηρεάσουν άμεσα τη λειτουργία τους. Ανάλογα με 

τα ερεθίσματα που βρίσκονται στο περιβάλλον τους μπορούν να μεταβάλλουν την κατάσταση 

ενεργοποίησής τους είτε προς μια προφλεγμονώδη, Μ1-τύπου ή προς μία αντιφλεγμονώδη, 

Μ2-τύπου κατάσταση ενεργοποίησης.  

Στην παρούσα μελέτη μελετήθηκε η επίδραση της αντίστασης στην ινσουλίνη στην 

κατάσταση ενεργοποίησης και στο μεταβολισμό των μακροφάγων. Για το σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήθηκαν μακροφάγα με αντίσταση στην ινσουλίνη, δηλαδή μακροφάγα τα οποία 

εκτέθηκαν σε υψηλές συγκεντρώσεις ινσουλίνης είτε στην καλλιέργεια είτε απομονώθηκαν 

από ποντίκια τα οποία έλαβαν δίαιτα υψηλή σε λιπαρά και ανέπτυξαν αντίσταση στην 

ινσουλίνη, όπως επίσης και μακροφάγα με έλλειψη του υποδοχέα του αναπτυξιακού 

παράγοντα 1 παρόμοιου προς την ορμόνη ινσουλίνη (Igf1R).  

Μακροφάγα από ποντίκια αγρίου τύπου (WT) επωάσθηκαν με διαφορετικές συγκεντρώσεις 

ινσουλίνης για μεγάλο χρονικό διάστημα ώστε να αναπτύξουν αντίσταση στην ινσουλίνη in 

vitro. Τα μακροφάγα αυτά μελετήθηκαν ως προς τη λειτουργικότητα του μονοπατιού της 

ινσουλίνης, μέσω της μέτρησης των επίπεδων του υποδοχέα της ινσουλίνης και του υποδοχέα 

IGF1R και μετέπειτα μέσω της ενεργοποίησης του μονοπατιού Akt/mTOR. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι τα μακροφάγα με αντίσταση στην ινσουλίνη, έπειτα από επαγωγή με ινσουλίνη, 

παρουσίασαν αυξημένη ενεργοποίηση του mTORC1 και των μετέπειτα στόχων του ενώ η 

έκφραση των δυο προαναφερθέντων υποδοχέων ήταν μειωμένη όσο αυξανόταν η 

συγκέντρωση της ινσουλίνης στο περιβάλλον του μακροφάγου. 
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2. Εισαγωγή 

2.1 Παχυσαρκία 

Ο επιπολασμός της παχυσαρκίας έχει ξεκινήσει την αύξηση του για πάνω από έναν αιώνα [1], 

ενώ τις τελευταίες δεκαετίες εξαπλώνεται επιδημικά. Η παχυσαρκία είναι μια χρόνια, 

πολύπλοκη ιατρική πάθηση με πολλούς αιτιολογικούς παράγοντες, συμπεριλαμβανομένων  

γενετικών και περιβαλλοντικών συνεισφερόντων, οι οποίοι είναι σε μεγάλο βαθμό πέρα από 

τις ικανότητες των ατόμων να τους επιλέγουν ή να τους ελέγχουν [2-3]. Ορίζεται ως η 

ανώμαλη ή υπερβολική συσσώρευση λίπους που αποτελεί κίνδυνο για την υγεία. Ένα 

αδιαμφισβήτητος τρόπος ανίχνευσης της παχυσαρκίας είναι ο δείκτης σωματικής μάζας 

(BMI), που ισούται με  το βάρος ενός ατόμου σε χιλιόγραμμα διαιρούμενο με το τετράγωνο 

του ύψους του σε μέτρα (BMI = weight (kg)/ height2 (m2)). Ένα ενήλικο άτομο με BMI 30 ή 

περισσότερο θεωρείται γενικά παχύσαρκο. Ένα άτομο με BMI ίσο ή μεγαλύτερο από 25 

θεωρείται υπέρβαρο. 

 

Εικόνα 1: Κατηγορίες βαρών, σύμφωνα με τον δείκτη σωματικής μάζας 

Εκτός από τη συγκεκριμένη κατηγοριοποίηση, η υπερβολική συσσώρευση σωματικού λίπους 

μπορεί να διαχωριστεί σε υποκατηγορίες, ανάλογα με τη διασπορά της μέσα στο σώμα. Πιο 

συγκεκριμένα, λίπος μπορεί να συσσωρευτεί τόσο υποδόρια, όσο και σπλαχνικά, 

περιβάλλοντας τα εσωτερικά όργανα ενός ανθρώπου. Ως εκ τούτου, μια διάκριση μεταξύ των 

δύο τύπων παχυσαρκίας είναι χρήσιμη:  

α) η πιο “επικίνδυνη” σπλαχνική ή κοιλιακή παχυσαρκία, που χαρακτηρίζεται από 

συσσώρευση λίπους στον κορμό (κυρίως υποδόρια και ενδοπεριτοναϊκα γύρω από τη μέση). 

Εκτιμάται μέσω της περιφέρεια της μέσης και της αναλογίας μέσης: γοφού (WHR) 
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β) η μεταβολικά λιγότερο "απειλητική" περιφερική παχυσαρκία, η οποία κατανέμεται 

περισσότερο περιφερειακά και ομοιόμορφα σε όλο το σώμα, όπου το λίπος βρίσκεται κυρίως 

κάτω από το δέρμα, στις γλουτιαίες και  μηριαίες περιοχές [4] 

Αυτές οι δύο ανατομικά βασισμένες ταξινομήσεις της παχυσαρκίας αναφέρονται επίσης ως 

ανδροειδής και γυναικοειδής παχυσαρκία, αντίστοιχα, υποδεικνύοντας έτσι ότι η πρώτη 

μορφή είναι η κυριαρχούσα στους άνδρες και η δεύτερη στις γυναίκες, παρόλο που και τα 

δύο είδη μπορούν να εμφανιστούν και στα δύο φύλα. 

Παράγοντες που σχετίζονται με την παχυσαρκία προκαλούν το 11% των περιπτώσεων 

καρδιακής ανεπάρκειας στους άνδρες και το 14% στις γυναίκες μέσω της επαγωγής  

αιμοδυναμικών και μυοκαρδιακών μεταβολών, λόγω αυξημένης καρδιακής λιποτοξικότητας, 

που οδηγούν σε καρδιακή δυσλειτουργία[5]. Η παχυσαρκία, συνδέεται με την ανάπτυξη του 

μεταβολικού συνδρόμου, μιας σύνθετης παθολογικής κατάστασης που χαρακτηρίζεται από 

υψηλά επίπεδα γλυκόζης στο αίμα, αρτηριακή υπέρταση, κοιλιακή παχυσαρκία και μη 

φυσιολογικά επίπεδα LDL και τριγλυκεριδίων. Παράλληλα, επιδημιολογικές μελέτες έχουν 

δείξει ότι η παχυσαρκία σχετίζεται επίσης με την αύξηση του κίνδυνου εμφάνισης διάφορων 

τύπων καρκίνου, υπέρτασης, χρόνιας νεφρικής νόσου, δυσλιπιδαιμίας, καρδιαγγειακής νόσου 

(CVD) και διαβήτη τύπου 2 (DMT2)[5-7]. Ωστόσο, η παχυσαρκία αυτή καθεαυτή δεν είναι 

υπεύθυνη για αυτές τις διαταραχές της υγείας αλλά πιο συγκεκριμένα, οι φλεγμονώδεις 

αποκρίσεις που σχετίζονται με αυτή την κατάσταση . Η παχυσαρκία προκαλεί μεταβολική 

φλεγμονή, μια χαμηλού βαθμού φλεγμονή που χαρακτηρίζεται από υψηλά επίπεδα 

κυκλοφορίας προ-φλεγμονωδών κυτοκινών. Τα επίπεδα των κυτοκινών αυξάνονται σταδιακά 

υποδηλώνοντας μια χρόνια κατάσταση, φθάνοντας σε 2-3 φορές αύξηση σε σύγκριση με τις 

ομοιοστατικές συνθήκες, αντί για οξεία και δραματικά υψηλότερα επίπεδα που 

παρατηρήθηκαν σε μολύνσεις [8-9]. Η πρωταρχική αντίδραση του οργανισμού στη 

συγκεκριμένη φλεγμονή, πραγματοποιείται από τα μακροφάγα κύτταρα. 

 

2.2 Μακροφάγα 

Τα μακροφάγα αποτελούν ένα είδος λευκών αιμοσφαιρίων του ανοσοποιητικού συστήματος, 

τα οποία περικλείουν και χωνεύουν κυτταρικά θραύσματα, ξένες ουσίες, μικρόβια, καρκινικά 

κύτταρα και οτιδήποτε άλλο δεν έχει στην επιφάνεια του τις συγκεκριμένες πρωτεΐνες που 

χαρακτηρίζουν τα υγιή κύτταρα ενός σώματος, με μια διαδικασία που ονομάζεται 
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φαγοκυττάρωση [10]. Τα μακροφάγα έχουν από καιρό θεωρηθεί σημαντικά κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήματος. Σαν σύνολο, είναι ένας ευπροσάρμοστος και ετερογενής 

κυτταρικός πληθυσμός που διασυνδέει την έμφυτη και την προσαρμοστική ανοσία ενώ παίζει 

καθοριστικό ρόλο σε πολλές φλεγμονώδεις ασθένειες, στην αναδιαμόρφωση ιστών και στην 

επούλωση πληγών, μεταξύ άλλων [11]. Προέρχονται από περιφερικά μονοπύρηνα κύτταρα 

του αίματος (PBMCs) του νωτιαίου μυελού που μεταναστεύουν σε ιστούς είτε σε 

φυσιολογικές συνθήκες είτε σε απόκριση φλεγμονής και έτσι τα μακροφάγα βρίσκονται 

τοποθετημένα σε στρατηγικά σημεία όπου είναι πιθανό να συμβεί μικροβιακή εισβολή ή 

συσσώρευση ξένων σωματιδίων. Κάθε είδος μακροφάγου, ανάλογα με την τοποθεσία του, 

ονοματίζεται συγκεκριμένα, με τα μακροφάγα του λιπώδη ιστού, τα κύτταρα Kupfer και τα 

περιτοναϊκά μακροφάγα να είναι μερικές από αυτές. Η μορφολογία τους ποικίλει ανάλογα με 

την κατάσταση της δραστηριότητας τους.  

2.2.1 Μ1 Μακροφάγα 

Τα μακροφάγα κατατάσσονται σε δύο κατηγορίες, ανάλογα με το είδος των κυτοκινών, των 

αυξητικών και περιβαλλοντικών παραγόντων που τα ενεργοποιούν . την προ- φλεγμονώδη 

Μ1 και την αντι- φλεγμονώδη Μ2. Τα Μ1 μακροφάγα ή κλασικά ενεργοποιημένα 

μακροφάγα, ομαδοποιούνται σύμφωνα με την ικανότητά τους να ενάγουν την οξεία 

φλεγμονώδη απόκριση μετά τη μόλυνση και να επάγουν πρωτότυπες φλεγμονώδεις 

αποκρίσεις και δείκτες με σκοπό την προστασία του οργανισμού από όγκους και παθογόνους 

μικροοργανισμούς. Η πηγή τους, ο ρόλος τους, οι υποδοχείς και οι οδοί σηματοδότησης τους 

όμως, διαφέρουν σημαντικά. Τα κύρια ερεθίσματα Μ1 που αναγνωρίζονται σήμερα, είναι τα 

ακόλουθα:  

1) Η IFN-γ είναι η κύρια κυτοκίνη που συνδέεται με την ενεργοποίηση Μ1 και το κύριο 

κυτταρικό προϊόν των λεμφοκυττάρων Th1. Άλλα κύτταρα, όπως τα κύτταρα φυσικοί- φονείς 

(NK) και τα μακροφάγα, έχουν αποδειχθεί ότι παράγουν την συγκεκριμένη κυτοκίνη. Οι 

IFNGR-1 και IFNGR-2 αλυσίδες σχηματίζουν τον υποδοχέα IFN-γ (Εικόνα 2). Ο υποδοχέας 

προσελκύει τους προσαρμογείς Janus κινάσης Jak1 και Jak2 οι οποίοι ενεργοποιούν τους 

μετατροπείς σήματος και ενεργοποιητές μεταγραφής (STAT1) καθώς και τους ρυθμιστικούς 

παράγοντες ιντερφερόνης (IRF), όπως τον IRF-1 και τον IRF-8 [12,13]. Η IFN-γ ελέγχει 

ειδικά προγράμματα γονιδιακής έκφρασης που περιλαμβάνουν υποδοχείς κυτοκίνης 

(CSF2RB, IL15), δείκτες ενεργοποίησης κυττάρων (CD36, CD38, CD69 και CD97) και ένα 
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πλήθος μορίων κυτταρικής προσκόλλησης (μόριο κυτταρικής προσκόλλησης 1 (ICAM1), 

ιντεγκρίνη άλφα L [ITGAL], ITGA4, ITGbeta-7 κ.α.). 

 

 

Εικόνα 2: Η σηματοδότηση πίσω από τις επιδράσεις των ερεθισμάτων Μ1 στα μακροφάγα 

 

2) Ενεργοποίηση των Μ1 μακροφάγων μπορεί να υλοποιηθεί και μέσω της αναγνώρισης 

λιποσακχαριτών (LPS) από τους υποδοχείς TLR των μακροφάγων. Το LPS αναγνωρίζεται 

από την διαμεμβρανική πρωτείνη TLR4, αν και πρόσφατα στοιχεία δείχνουν ότι μπορεί 

επίσης να αναγνωριστεί και από μηχανισμούς ανεξάρτητους από αυτήν, οδηγώντας και έτσι 

σε φλεγμονώδη ενεργοποίηση [14,15]. Συμβατικά, η ενεργοποίηση TLR4 προκαλεί MyD88 

και MaL/ Tirap- εξαρτώμενα μονοπάτια (τομέας υποδοχέα Toll-ιντερλευκίνης 1 που περιέχει 

adaptor proteins) τα οποία οδηγούν στην παραγωγή ισχυρά προ-φλεγμονώδων προφίλ 

κυτοκινών (ΙΡΝ-β, IL-12, TNF, IL-6 και IL-1b), χημειοκινών (CCL2, CXCL10 και CXCL11) 

και αντιγονοπαρουσιαστικών μορίων. Τα προφίλ ελέγχονται από τον πυρηνικό παράγοντα  

ΝF-kΒ, από την πρωτεΐνη ενεργοποιητή 1 (ΑΡ-1), από IRFs, και από τον μετατροπέα 

σήματος και ενεργοποιητή της μεταγραφής 1 (STAT1), πολλοί από τους οποίους 

συμμετέχουν και στην απόκριση INF [16]. Αν  και υπάρχει κάποιος βαθμός επικάλυψης 

μεταξύ των προφίλ γονιδίων LPS και IFN-γ, οι ομοιότητες δεν αρκούν για να θεωρηθούν τα 

ερεθίσματα ως ομόλογα. 

3) Ο παράγοντας διέγερσης αποικιών κοκκιοκυττάρων μακροφάγων (GM-CSF) είναι η 

τελευταία προσθήκη στην κατηγορία των διεγέρσεων M1. Ο GM-CSF παράγεται από μια 

ποικιλία κυττάρων, συμπεριλαμβανομένων των μακροφάγων. Ο υποδοχέας GM-CSF 

σχηματίζει δωδεκαμελή δομή [17] και προσελκύει τον προσαρμογέα κινάσης JAK2, 
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οδηγώντας στην ενεργοποίηση του STAT5, της εξωκυτταρικής σηματο-ελεγχόμενης κινάσης 

(ERK) καθώς και στην πυρηνική μετατόπιση του NF-kB και του IRF5 κατά την 

πρόσδεση[18]. Πολλοί από αυτούς τους ρυθμιστές συμμετέχουν στα μονοπάτια 

σηματοδότησης IFN-γ και TLR. Το GM-CSF ενισχύει την αντιγονοπαρουσίαση, τη 

μικροβιοκτόνο ικανότητα, τη χημειοταξία των λευκοκυττάρων καθώς και την προσκόλληση. 

Το GM-CSF επάγει την παραγωγή των κυτοκινών IL-6, IL-8, G-CSF, M-CSF, TNF και IL-1b 

σε μονοκύτταρα και μακροφάγα αλλά σε μικρότερο ποσοστό από όσο, για παράδειγμα, το 

LPS. 

Έτσι, μια πληθώρα προ-φλεγμονωδών κυτοκινών και χημειοκινών απελευθερώνεται από τα 

μακροφάγα Μ1, όπως οι TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-12, CXCL8 και CXCL2 με σκοπό την 

προέλκυση έμφυτων και προσαρμοστικών ανοσοκυττάρων για την καταπολέμηση του 

εισβάλλοντος παθογόνου παράγοντα. Παράλληλα, τα Μ1 παράγουν βακτηριοκτόνα μέσα, 

όπως αντιδραστικά είδη οξυγόνου (ROS) και νιτρικό οξείδιο (ΝΟ) από αργινίνη, οδηγώντας 

έτσι σε έναν ολοκληρωμένο και αποτελεσματικό μηχανισμό εξόντωσης παθογόνων [19]. 

 

2.2.2. Μ2 Μακροφάγα 

Άν και έχουν περιγραφεί διακεκριμένοι υποπληθυσμοί μακροφάγων είναι κατανοητό ότι τα 

μακροφάγα αντιπροσωπεύουν περισσότερο ένα φάσμα ενεργοποιημένων φαινοτύπων παρά 

διακεκριμένους σταθερούς υποπληθυσμούς Τα Μ2 ή εναλλακτικά ενεργοποιημένα 

μακροφάγα, έχουν αντίθετη λειτουργία από τα Μ1: αντιμετωπίζουν τις φλεγμονές (αντι- 

φλεγμονώδη), αποκαθιστούν τους κατεστραμμένους ιστούς και καταπολεμούν τις 

παρασιτικές λοιμώξεις. Τα ερεθίσματα Μ2 ομαδοποιούνται κυρίως λόγω της ικανότητάς τους 

να ανταγωνίζονται πρωτότυπες φλεγμονώδεις αποκρίσεις και σημάνσεις· ωστόσο, όπως και 

για τα ερεθίσματα Μ1, οι πηγές τους, ο ρόλος τους, οι υποδοχείς και οι οδοί σηματοδότησης 

τους, διαφέρουν[20]. Η ενεργοποίηση των M2 άγεται από μυκητιακά κύτταρα, παράσιτα, 

ανοσοσυμπλέγματα, αποπτωτικά κύτταρα, τον παράγοντα διέγερσης αποικιών 

μακροφάγων(MCSF), την ιντερλευκίνη-4 (IL-4), IL-13, IL-10 και τον παράγοντα ανάπτυξης 

όγκου βήτα (TGF-β) [21].  

1) Η IL-4 παράγεται από τα λεμφοκύτταρα Th2, τα ηωσινόφιλα, τα βασεόφιλα ή τα ίδια τα 

μακροφάγα και αναγνωρίζεται από τρία διαφορετικά ζεύγη υποδοχέων. Ο IL-4Ra1 μπορεί να 

ζευγαρωθεί με την κοινή γ-αλυσίδα (gc) σχηματίζοντας έτσι τον υποδοχέα τύπου 1 και 
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επιτρέποντας την πρόσδεση της IL-4, αλλά και με την αλυσίδα IL13Ra1, επιτρέποντας την 

δέσμευση IL-4 ή IL-13. Επιπλέον, η IL-13 δεσμεύεται στην IL13Ra2 αλυσίδα, έναν 

αμφιλεγόμενο υποδοχέα σηματοδότησης. Η σύνδεση του υποδοχέα της IL-4 ενεργοποιεί τις 

JAK1 και JAK3, που είναι απαραίτητες για την σηματοδότηση συγκεκριμένων κυτοκινών 

τύπου 1 και 2. Η ενεργοποίηση των JAK οδηγεί σε ενεργοποίηση του STAT6 και μετατόπιση 

του στον πυρήνα του κυττάρου, όπου δρα ως ενεργοποιητής της μεταγραφής. Άλλοι 

εμπλεκόμενοι παράγοντες μεταγραφής περιλαμβάνουν τους c-Myc και IRF4. Η IL-4 επάγει 

την παραγωγή φλεγμονωδών κυτοκινών, την συγχώνευση μακροφάγων και μειώνει τη 

φαγοκυττάρωση. Τα μακροφάγα που ενεργοποιούνται μέσω αυτής της σηματοδότησης, 

κατηγοριοποιούνται ως Μ2a και στον ανθρώπινο οργανισμό, έχουν συσχετιστεί με την 

ανοσοαπόκριση τύπου Th2, την ανάπτυξη του άσθματος και της ατοπίας, τη θανάτωση και 

την ενθυλάκωση των παρασίτων, τις αλλεργίες και την ανοσορύθμιση[20]. 

 

 

Εικόνα 3: Η σηματοδότηση πίσω από τις επιδράσεις των ερεθισμάτων Μ2 στα μακροφάγα 

 

2) Μια άλλη Μ2 κατηγορία είναι τα τύπου II- ενεργοποιημένα μακροφάγα που έχουν 

ταξινομηθεί ως M2b [22]. Αυτή η ενεργοποίηση αντιπροσωπεύει το μοναδικό παράδειγμα 

αλληλεπίδρασης με  Β λεμφοκύτταρα. Είναι μια άλλη συνδυασμένη κατάσταση, παρόμοια με 

αυτή των IFN-γ και LPS στα Μ1 μακροφάγα, στην οποία η απολίνωση των FcgRs σε S- 

ενεργοποιημένα μακροφάγα απενεργοποιεί την IL-12 και προκαλεί έκκριση IL-10, με 

παράλληλη αυξορύθμιση της αντιγονοπαρουσίασης και προώθηση των Th2 αποκρίσεων 

[12,13]. Οι ανοσοσφαιρίνες G αναγνωρίζονται από την οικογένεια υποδοχέvn Fc- γάμμα που 

περιλαμβάνει το ενεργοποιητικό FcgRI (CD64), το ανασταλτικό FcgRIIA (CD32), FcgRIIB 

(CD32) και τα ενεργοποιητικά FcgRIIIA (CD16a) και FcgRIIIB (CD16b). Το CD32 φαίνεται 
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να είναι κρίσιμο για την ενεργοποίηση τύπου II σε ανθρώπινα μονοκύτταρα και μακροφάγα 

[23]. Η σηματοδότηση FcR περιλαμβάνει την ενεργοποίηση της κινάσης τυροσίνης σπληνός 

(Syk) και της 3-κινάσης φωσφοϊνοσιτίδης (PI3K) [14]. Τα μακροφάγα που ενεργοποιούνται 

από τον τύπο II είναι διακριτά από τα ενεργοποιημένα με IL-4 μακροφάγα και τα προφίλ των 

γονιδιακών εκφράσεων τους αλληλεπικαλύπτονται μερικώς. Με βάση το προφίλ έκφρασης 

των κυτοκινών, των χημειοκινών και άλλων εκκρινόμενων παραγόντων, τα μακροφάγα  M2b 

ρυθμίζουν το εύρος και το βάθος της ανοσολογικής απόκρισης και της φλεγμονώδους 

αντίδρασης. Στον καρκίνο και τις μολυσματικές ασθένειες, τα μακροφάγα M2b προάγουν την 

ανάπτυξη όγκων και παρασιτικών, βακτηριδιακών και μυκητιακών μολύνσεων με την 

άμβλυνση της ανοσολογικής και φλεγμονώδους απόκρισης. Επιπλέον, τα μακροφάγα M2b 

μπορούν να μειώσουν τη βλάβη του νωτιαίου μυελού (SCI), τη βλάβη ισχαιμίας / 

επαναδιάχυσης (IR) του μυοκαρδίου και να συμβάλουν στην ανάκτηση από αυτούς τους 

τραυματισμούς. Τέλος, εμμένουν περισσότερο από τα μακροφάγα M2a (3 εβδομάδες-1 μήνα 

έναντι μερικών ημερών) σε ξενιστές εκτεθειμένους σε τραύματα από φωτιά, ακτινοβολία 

γάμμα και χρόνια κατανάλωση οινοπνεύματος [12, 35]. Ήπια εγκαύματα (5% της συνολικής 

επιφάνειας του σώματος) προκαλούν πόλωση των μακροφάγων M1. Ωστόσο, μέτρια ή και 

σοβαρή βλάβη από έγκαυμα (> 15% της επιφάνειας του σώματος) έχει ως αποτέλεσμα την 

πόλωση μονοκυττάρων M2b (CCL1+, IL-12, IL10+, LIGHT +) σε ανθρώπους και ποντικούς, 

προωθώντας τη μόλυνση. Ο πιθανός λόγος για αυτό το φαινόμενο είναι ένα ανασταλτικό 

αποτέλεσμα στην ανοσοαπόκριση των ουσιαστικών παραγόντων που απελευθερώνονται μετά 

από σοβαρό έγκαυμα και επαγωγή της πολώσεως των M2b. Επιπρόσθετα, η χρόνια 

κατανάλωση αλκοόλ οδηγεί επίσης στην πόλωση μακροφάγων M2b αυξάνοντας τις ευκαιρίες 

για βακτηριακή λοίμωξη, αλλά ο μηχανισμός που είναι υπεύθυνος για την πόλωση M2b με 

κατανάλωση αλκοόλ είναι ασαφής. 

3) Η IL-10 δεσμεύει τον υποδοχέα IL-10, ένα διμερές του IL10R1 και του IL10R2 (Εικόνα 

3). Η αυτοφωσφορυλίωση των υποδοχέων οδηγεί στην ενεργοποίηση του μεταγραφικού 

παράγοντα STAT3 και η πρόσδεσή του προκαλεί αναστολή της έκφρασης προ-φλεγμονωδών 

κυτοκινών. Η IL-10 είναι ένα προϊόν Th2 κυττάρων και ισχυρός αναστολέας των Th1 

κυττάρων. Το μεταγράφωμα των μακροφάγων που επάγονται από την IL-10 περιλαμβάνει 

τους επιλεγμένους υποδοχείς Fc, τα χημειοελκτικά CXCL13 και CXCL4, τους υποδοχείς 

αναγνώρισης υποδοχέα φορμυλοπεπτιδίου 1 (FPR1), TLR1, TLR8 και σχετίζεται με την 

αναδιαμόρφωση ιστών. Οι Tang L. et Al.(2017),  απέδειξαν τις ευεργετικές ιδιότητες των 

φαινοτύπων M2a και Μ2c στην καταπολέμηση της φλεγμονής των πνευμόνων και την 
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επακόλουθη ίνωση. Ωστόσο, τα M2c αποδείχθηκαν ότι είναι πιο αποτελεσματικά από το M2a 

στην προστασία κατά της πνευμονικής βλάβης καθώς ο μηχανισμός που αποτελεί το βασικό 

προστατευτικό αποτέλεσμα κατά της πνευμονικής  βλάβης και του ινοπολλαπλασιασμού 

σχετίζεται με την ικανότητά τους να παράγουν IL-10 που εν μέρει προκαλείται από την 

ενεργοποίηση της οδού σηματοδότησης JAK1 / STAT3 / SOCS3 [37]. 

4) Ο υποδοχέας M-CSF είναι ένας διαμεμβρανικός υποδοχέας κινάσης της τυροσίνης (ERK) 

(Σχήμα). Η δέσμευση του M-CSF οδηγεί σε διμερισμό του υποδοχέα, αυτοφωσφορυλίωση 

του, ενεργοποίηση αυτού, της 3-κινάση φωσφατιδυλινοσιτόλης και της φωσφολιπάσης C και 

ενδεχομένως πυρηνική μετατόπιση του μεταγραφικού παράγοντα Sp1. Η μεταγραφική 

απόκριση στον M-CSF περιλαμβάνει μεταβατικά gene clusters με υπερεμφάνιση γονιδίων 

του κυτταρικού κύκλου (π.χ. κυκλίνες A2, B1, D1 και E1) και μείωσης της ρύθμισης μελών 

του ανθρώπινου λευκοκυτταρικού αντιγόνου (HLA) και των σταθερών gene clusters, 

συμπεριλαμβανομένου του TLR7. Τα μακροφάγα M2d προέρχονται από κυκλοφορούντα 

μονοκύτταρα που προσλαμβάνονται στη θέση του όγκου με χημειοτακτικούς παράγοντες, 

όπως ο CCL2, ο παράγοντας διέγερσης αποικίας μονοκυττάρων (M-CSF) και ο VEGF. 

Θεωρείται ότι το μικροπεριβάλλον του όγκου προκαλεί τα μακροφάγα να διαφοροποιούνται 

προς το M2d φαινότυπο, όμως  επί του παρόντος, ο μηχανισμός παραμένει άγνωστος. Οι 

Duluc et Αl.[38] ταυτοποίησαν τον ανασταλτικό παράγοντα λευχαιμίας και την IL-6 ως 

παράγοντες που υπάρχουν στo μικροπεριβάλλον που δρουν σε συνεννόηση με το M-CSF για 

την πρόκληση δημιουργίας κυτταρικών γενιών παρόμοιων με ΤΑΜ κύτταρα [39]. 

 

5) Τα γλυκοκορτικοειδή αντιπροσωπεύουν ένα πολύ διαφορετικό τύπο διέγερσης. Οι 

γλυκοκορτικοειδείς ορμόνες που εκκρίνονται από τα επινεφρίδια μεταβολίζονται από 

κυτταρικά ένζυμα στα μακροφάγα. Τα ενεργά γλυκοκορτικοειδή είναι λιπόφιλα και 

διαχέονται μέσω της μεμβράνης για να δεσμεύσουν τον υποδοχέα γλυκοκορτικοειδούς 

(GCR) άλφα, οδηγώντας σε πυρηνική μετατόπιση του συμπλόκου (Εικόνα 3). Το σύμπλοκο 

GCR δεσμεύει το DΝΑ απευθείας για προώθηση/ καταστολή μεταγραφής γονιδίων ή έμμεσα, 

αλληλεπιδρώντας με παράγοντες μεταγραφής, όπως το NF-kB ή το ΑΡ-1.  Αναλύσεις της 

έκφρασης μονοκυττάρων που διεγέρθηκαν με γλυκοκορτικοειδή έδειξαν επαγωγή των IL-10, 

IL1R2, CD163 συμπληρωματικού συστατικού 1 της υπομονάδας Α (C1QA), της 

θρομβοσπονδίνης 1 (THBS1) κ.α. [24]. Τα προφίλ που λαμβάνονται μέσω αυτής της 

ενεργοποίησης είναι τελείως διαφορετικά από αυτά μέσω της IL-4. Τα γλυκοκορτικοειδή 
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επηρεάζουν την προσκόλληση των μονοκυττάρων, την εξάπλωση, τη φαγοκυττάρωση και 

την απόπτωση. 

 

Εικόνα 4: Σύνολο μηχανισμών ενεργοποίησης μακροφάγων 

Το ενδογενές ανοσοποιητικό σύστημα και ιδιαίτερα τα μακροφάγα, έχει σημαντικό ρόλο 

στην ανάπτυξη αντίστασης στην ινσουλίνη σε συγκεκριμένους ιστούς, γεγονός που οδηγεί 

τελικά σε συστηματική αντίσταση στην ινσουλίνη, όπως θα αναλυθεί παρακάτω. 

 

2.3. Μονοπάτι ινσουλίνης 

2.3.1 Υποδοχέας ινσουλίνης (IR) και υποδοχέας αυξητικού παράγοντα 1 

παρόμοιου προς την ορμόνη ινσουλίνη (IGF- 1R) 

Η ινσουλίνη και ο IGF είναι πεπτίδια ζωτικής σημασίας για πολλές λειτουργίες όπως η 

κυτταρική ανάπτυξη, ο πολλαπλασιασμός, ο μεταβολισμός, η ομοιοστασία της γλυκόζης, η 

διαφοροποίηση των κυττάρων και η απόπτωση [25]. 

Η ινσουλίνη απελευθερώνεται από παγκρεατικά κύτταρα βήτα, σε απόκριση αυξημένων 

επίπεδων θρεπτικών ουσιών στο αίμα, όπως για παράδειγμα γλυκόζης στην παροχή αίματος. 

Δεσμεύεται στον υποδοχέα της στους κύριους ιστούς του σώματος που ανταποκρίνονται σε 

εκείνη, δηλαδή στους σκελετικούς μύες, στον λιπώδη ιστό και στο ήπαρ. Αυτό ενεργοποιεί 

ένα σηματοδοτικό μονοπάτι το οποίο έχει σαν σκοπό πρώτα να διεγείρει τη μεταφορά 

θρεπτικών ουσιών όπως η γλυκόζη, τα αμινοξέα και τα λιπαρά οξέα από την παροχή αίματος 
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σε αυτούς τους ιστούς και, δεύτερον, να προάγει τη μετατροπή αυτών των θρεπτικών ουσιών 

σε μακρομόρια αποθήκευσης, όπως το γλυκογόνο, οι πρωτεΐνες και τα λιπίδια. Η αδυναμία 

της αποτελεσματικής ρύθμισης της απορρόφησης και της αποθήκευσης των θρεπτικών 

ουσιών μετά από την θρέψη, οδηγεί σε διαβήτη, γεγονός που εκτιμάται ότι επηρεάζει περίπου 

το 2% του παγκόσμιου πληθυσμού. Ο διαβήτης τύπου 1 χαρακτηρίζεται από την αδυναμία 

σύνθεσης της ινσουλίνης και επηρεάζει το 10% των διαβητικών. εμφανίζεται συνήθως στην 

παιδική ηλικία και μπορεί να αντιμετωπιστεί με καθημερινές ενέσεις ινσουλίνης. Αντίθετα, ο 

διαβήτης τύπου 2 επηρεάζει το 90% των διαβητικών και συνήθως εμφανίζεται στους 

ενήλικες. Σε αυτή τη μορφή διαβήτη, οι ιστοί- στόχοι γίνονται ανθεκτικοί στις επιδράσεις της 

ινσουλίνης, πιθανώς επειδή το μονοπάτι της ινσουλίνης είναι δυσλειτουργικό. Ο διαβήτης 

τύπου 2 μπορεί να ρυθμιστεί μέτρια, μέσω φάρμακων και διατροφικού έλεγχου [26,27]. 

Αντίθετα, η σηματοδότηση του IGF ως αυξητικής ορμόνης που παράγεται κυρίως στο ήπαρ, 

διαδραματίζει θεμελιώδη ρόλο στη ρύθμιση της εμβρυϊκής ανάπτυξης καθώς και στην ειδική 

διαφοροποίηση στους περισσότερους ενήλικους ιστούς [28]. Η ινσουλίνη και ο IGF είναι 

πεπτίδια που έχουν 40-80% ομολογία. Το σύστημα σηματοδότησης ινσουλίνης / IGF 

αποτελείται κυρίως από τρεις προσδέτες . τον IGF-1, τον IGF-2 και την ινσουλίνη, οι οποίοι 

με τη σειρά τους αλληλεπιδρούν με τουλάχιστον έξι υποδοχείς όπως παρουσιάζονται στο 

παρακάτω σχήμα :  

 

Εικόνα 5: Υποδοχείς ινσουλίνης και IGF και η σηματοδότηση τους (Singh P. et al, 2013) 

 

τον υποδοχέα IGF τύπου Ι (IGF-1R), τον υποδοχέα ινσουλίνης Α (IR-A), τον υποδοχέα 

ινσουλίνης Β (IR-B), τους υβριδικούς υποδοχείς του IGF και IR-A, τους υβριδικούς 
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υποδοχείς του IGF και του IR-B και τους υβριδικούς υποδοχείς των IR-A και IR-B. Η 

ινσουλίνη όταν κυκλοφορεί στο αίμα, ονομάζεται συμπλοκοποιητής ινσουλίνης και είναι ένα 

μονομερές που αποτελείται από δύο αλυσίδες, μια α-αλυσίδα 21 αμινοξέων και μια αλυσίδα b 

30 αμινοξέων που συνδέονται με δύο δισουλφιδικές γέφυρες [29]. Οι IGF είναι μικρά 

πολυπεπτιδικοί υποκαταστάτες απλής αλυσίδας (7-8 kD) με άθικτο C-τομέα που προέρχονται 

από πρόδρομα πεπτίδια με τρόπο παρόμοιο με την ινσουλίνη [30]. Τα ώριμα πεπτίδια IGF-1 

και IGF-2 αποτελούνται από β- και α-τομείς, οι οποίοι είναι ομόλογοι με τις b- και α αλυσίδες 

της ινσουλίνης. Οι υποδοχείς IR και IGF-1R είναι ετεροτετραμερείς πρωτεΐνες που 

αποτελούνται από δύο εξωκυτταρικές α-υπομονάδες και δύο διαμεμβρανικές β-υπομονάδες ο 

καθένας [31]. Ο IGF-1R είναι εξαιρετικά ομόλογος με τον IR, καθώς μοιράζονται 84% 

ταυτομέρεια αμινοξέων στην περιοχή της κινάσης και 100% στην περιοχή δέσμευσης ΑΤΡ.  

Στην έναρξη του σηματοδοτικού μονοπατιού της ινσουλίνης, η ινσουλίνη συνδέεται με τις 

εξωκυτταρικές υπομονάδες των υποδοχέων IR/ IGF-1R για να ενεργοποιήσει την κινάση της 

τυροσίνης στο ενδοκυτταρικό τμήμα των διαμεμβρανικών υπομονάδων. Ο ενεργοποιημένος 

υποδοχέας φωσφορυλιώνεται σε αρκετά υπολείμματα τυροσίνης που βρίσκονται μέσα στο 

κύτταρο. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την πρόσληψη μίας λιπιδικής κινάσης που ονομάζεται PI 

3-κινάση στην πλασματική μεμβράνη των κυττάρων, φέρνοντάς τη κοντά στο φυσιολογικό 

της υπόστρωμα, την (4,5) διφωσφορική φωσφατιδυλινοσιτόλη (PtdIns(4,5)Ρ2) την οποίο 

φωσφορυλιώνει στη θέση 3 του δακτυλίου ινοσιτόλης, δημιουργώντας PtdIns(3,4,5)Ρ3 

(Εικόνα 6). Αυτή η διαδικασία εμφανίζεται εντός του πρώτου λεπτού της δέσμευσης της 

ινσουλίνης στον υποδοχέα της και οδηγεί σε σημαντική αύξηση της συγκέντρωσης 

PtdIns(3,4,5)P3 στα κύτταρα. Το εύρημα ότι οι αναστολείς της PI3-κινάσης αναστέλλουν το 

μεγαλύτερο μέρος των κυτταρικών αποκρίσεων στην ινσουλίνη, συμπεριλαμβανομένης της 

διέγερσης της μεταφοράς γλυκόζης καθώς και της γλυκογονικής και της πρωτεϊνικής 

σύνθεσης, επιβεβαίωσαν ότι το PtdIns (3,4,5) P3 είναι ένας βασικός δεύτερος αγγελιοφόρος 

στη σηματοδότηση της ινσουλίνης. 
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Εικόνα 6: Σηματοδοτικό μονοπάτι ινσουλίνης 

 Ένας βασικός τελεστής της PtdIns(3,4,5)P3 στην σηματοδότηση της ινσουλίνης είναι μια 

πρωτεϊνική κινάση που ονομάζεται πρωτεϊνική κινάση Β (PKB), επίσης γνωστή ως Akt, η 

οποία εμφανίζεται σε 3 στενά συνδεδεμένες ισομορφές. Η PKB μετακινείται από το 

κυτοσόλιο στην πλασματική μεμβράνη, όπου βρίσκεται η PtdIns(3,4,5)P3. Η αλληλεπίδραση 

της PKB με την PtdIns(3,4,5)Ρ3 δεν ενεργοποιεί άμεσα την PKB, αλλά αντίθετα την φέρνει 

κοντά σε δύο άλλες πρωτεϊνικές κινάσες που επισκοπούν την ρύθμισης  κύριων μεταβολικών 

αποκρίσεων στα κύτταρα από την ινσουλίνη. Ορισμένα φωσφορυλιωμένα κατάλοιπα 

τυροσίνης στον υποδοχέα ινσουλίνης αναγνωρίζονται από το φωσφοτυροσινο- δεσμευτικό 

(PTB) τομέα πρωτεϊνών-προσαρμογέων που ονομάζονται υποστρώματα υποδοχέα ινσουλίνης 

(IRS), τα οποία προσλαμβάνονται στον υποδοχέα στην κυτταρική μεμβράνη. Ο υποδοχέας 

ινσουλίνης φωσφορυλιώνει τότε τα μόρια IRS σε πολυάριθμα υπολείμματα τυροσίνης, τα 

οποία αναγνωρίζονται από την ΡΙ-3, όπως προαναφέρθηκε, και έτσι παράγεται η 

PtdIns(3,4,5)Ρ3 που διεγείρει εξαρτώμενες από την ινσουλίνη διεργασίες.  

Η ενεργοποίηση της PKB και η ικανότητα της να ‘ταξιδεύει’ μέσα στο κυτόπλασμα του 

κυττάρου, ενεργοποιεί την κινητικότητα των πρωτεινικών μεταφορέων γλυκόζης π.χ. του 

GLUT4 από ενδοκυτταρικούς χώρους αποθήκευσης προς την κυτταρική μεμβράνη, ώστε να 

ισχυροποιηθεί η απορρόφηση  γλυκόζης από την παροχή αίματος, μέσα στο κύτταρο και να 

υλοποιηθεί η γλυκόλυση. Επιπλέον, η PKB φωσφορυλιώνει πρωτεΐνες με ένα συγκεκριμένο 
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μοτίβο και μια από αυτές είναι η συνθετάση γλυκογόνου κινάση-3 (GSK3), η οποία 

αδρανοποιείται μετά από τη φωσφορυλίωση. Ένα υπόστρωμα- κλειδί της GSK3 είναι η 

συνθετάση γλυκογόνου, η οποία καταλύει το τελικό στάδιο της γλυκογονικής σύνθεσης, 

δηλαδή τη μετατροπή της UDP-γλυκόζης σε γλυκογόνο. Επομένως, φωσφορυλίωση της 

συνθετάσης γλυκογόνου από την GSK3, αναστέλλει τη λειτουργία της. Έτσι, η 

απενεργοποίηση της GSK3 από τη ΡΚΒ έχει ως αποτέλεσμα την αποφωσφορυλίωση της 

συνθετάσης γλυκογόνου μέσω της δράσης πρωτεϊνικών φωσφατασών και ως εκ τούτου την 

ενεργοποίηση της σύνθεσης γλυκογόνου [26,27,32]. 

Αξίζει να αναφερθεί ότι η PKB με τη σειρά της, ενεργοποιεί το σύμπλοκο mTORC1, ένα 

σύμπλεγμα πρωτεϊνών που λειτουργεί ως αισθητήρας θρεπτικών συστατικών και ελέγχει τη 

σύνθεση πρωτεϊνών, μέσω μια σειράς βημάτων που περιλαμβάνουν την αναστολή του 

αρνητικού ρυθμιστή tuberous sclerosis complex 2 (TSC2). Το mTORC1 με τη σειρά του, 

φωσφορυλιώνει την κινάση p70S6, η οποία λειτουργεί ως αναστολέας των πρωτεϊνών IRS, οι 

οποίες είναι δεσμευμένες στον υποδοχέα της ινσουλίνης, φωσφορυλιώνοντας κατάλοιπα 

σερίνης, η οποία στη συνέχεια φωσφορυλιώνει την 4EBP1, οδηγώντας σε μεταγραφική 

εκκίνηση. Με αυτόν τον τρόπο, το μονοπάτι της ινσουλίνης ελέγχεται από αρνητικούς 

ρυθμιστές, καθώς η φωσφορυλίωση αυτή, οδηγεί σε εκτόπιση της ινσουλίνης από τον 

υποδοχέα και άρα διακοπή των διεργασιών εισαγωγής γλυκόζης μέσα στο κύτταρο [33,34]. 

Αυτός ο βρόγχος ανατροφοδότησης, καθιστά τη σηματοδότηση της ινσουλίνης  μειωμένη. 

Η ινσουλίνη αναστέλλει το μεταβολισμό των λιπιδίων στα λιποκύτταρα μειώνοντας την 

κυτταρική συγκέντρωση του κυκλικού ΑΜΡ σε αυτά. Αυτή η διαδικασία φαίνεται να 

διαμεσολαβείται από την PKB μέσω της φωσφορυλίωσης και ενεργοποίησης μιας α- 

ισομορφής φωσφοδιεστεράσης του cΑΜΡ, της PDE3B.  

 

2.3.2. Αντίσταση στην ινσουλίνη και μεταβολική φλεγμονή 

Όπως προαναφέρθηκε, η παθογένεση του διαβήτη αποτελείται από πολλούς μοριακούς 

μηχανισμούς οι οποίοι περιλαμβάνουν διάφορες διαδρομές σηματοδότησης που οδηγούν 

τελικά σε υπεργλυκαιμία. Τα αυξημένα επίπεδα γλυκόζης οφείλονται είτε στην απουσία 

έκκρισης ινσουλίνης από παγκρεατικά β-κύτταρα, που προέρχεται κυρίως από έναν 

αυτοάνοσο μηχανισμό, ή από αντίσταση στην ινσουλίνη, η οποία χαρακτηρίζεται από 

δυσλειτουργία της δράσης ινσουλίνης και διαταραγμένη έκκριση της. Η αντισταθμισμένη 
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αντίσταση στην ινσουλίνη χαρακτηρίζει μια προ-διαβητική κατάσταση όπου τα παγκρεατικά 

κύτταρα παράγουν υψηλότερη ποσότητα ινσουλίνης για να ξεπεράσουν την ασθενή 

ανταπόκριση των κυττάρων σε αυτή και να διατηρήσουν τα επίπεδα γλυκόζης σε ένα υγιές 

εύρος.  

Στο πλαίσιο της παχυσαρκίας, η χρόνια φλεγμονή που έχει αποδειχθεί ότι εμφανίζεται 

εξαιτίας της [40], ιδιαίτερα στον λιπώδη ιστό και στο ήπαρ, συνιστά έναν κύριο παράγοντα 

στην ανάπτυξη αντίστασης στην ινσουλίνη. Η χρόνια φλεγμονή χαρακτηρίζεται από τρία 

στάδια. Η πρώτη φάση, συνδέεται με μια αρχική κινητοποίηση που διαταράσσει την 

ομοιόσταση του οργανισμού. Αυτή η διαταραχή ακολουθείται από τη φάση 2, μια οξεία 

προσαρμοστική φλεγμονώδη απόκριση η οποία τελικά καταλήγει στη φάση 3, ένα 

μακροπρόθεσμο στάδιο που οδηγεί σε επιπλοκές. Όσον αφορά την παχυσαρκία, η αφορμή 

μπορεί να είναι η διακοπή του ενεργειακού ισοζυγίου, που δημιουργεί ομοιοστατικό στρες, 

ειδικά στα λιποκύτταρα. Η απόκριση σε αυτό το στρες σχετίζεται με την απελευθέρωση 

κυτοκινών και χημειοκινών που ξεκινούν την καταβολική προσαρμοστική φάση, 

προσπαθώντας να αντισταθμίσουν την υπερ-αναβολική κατάσταση που προκαλείται από το 

ερέθισμα. Μερικά από αυτά τα μόρια έχουν αντιφλεγμονώδη δράση, όπως η αδιπονεκτίνη, 

που προκαλεί ευαισθητοποίηση στην ινσουλίνη, η οποία είναι σημαντικά μειωμένη κατά τη 

διάρκεια της παχυσαρκίας, ενώ άλλες έχουν προ-φλεγμονώδεις ιδιότητες, όπως η λεπτίνη, ο 

παράγοντας νέκρωσης όγκου άλφα (TNFα) και η ιντερλευκίνη-6 (IL-6) μεταξύ άλλων μορίων 

[41,42,43]. Η αδιπονεκτίνη επηρεάζει την ευαισθησία των μακροφάγων και καταστέλλει τις 

φλεγμονώδεις αποκρίσεις έναντι των προ-φλεγμονωδών ερεθισμάτων, μέσω της αναστολής 

του μονοπατιού NFκΒ [44]. Επιπλέον, προάγει τη σηματοδότηση της ινσουλίνης με άμεση 

αλληλεπίδραση της APPL1, μιας συνδετικής πρωτεΐνης, με τον υποδοχέα της αδιπονεκτίνης, 

κάτι που μεσολαβεί στην κατάλληλη διάδοση της σηματοδότησης της αδιπονεκτίνης με 

υποστρώματα υποδοχέα ινσουλίνης. Πολλές δράσεις της αδιπονεκτίνης επίσης 

διαμεσολαβούνται μέσω της επαγωγής μονοφωσφορικο-ενεργοποιημένης πρωτεϊνικής 

κινάσης της αδενοσίνης (ΑΜΡΚ) κατάντη υποδοχείς αδιπονεκτίνης. Το AMPK είναι 

αισθητήρας ενέργειας και ενεργοποιείται από τις αλλαγές στην αναλογία AMP/ATP. 

Συμμετέχει στη μεταφορά γλυκόζης, στη σύνθεση λιπιδίων, στην πρωτεϊνική σύνθεση και 

στη λειτουργία μιτοχονδρίων και βιογένεση, προάγοντας την ευαισθησία στην ινσουλίνη 

[45,46]. Η δραστικότητα της AMPK μειώνεται αισθητά κατά την αντίσταση στην ινσουλίνη 

και είναι ένας ισχυρός στόχος για πρόληψη και θεραπεία του διαβήτη 
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Η λεπτίνη, ενεργοποιεί τα ενδοθηλιακά κύτταρα και προάγει τη συσσώρευση των 

μακροφάγων στον λιπώδη ιστό μέσω της έκκρισης Μ1 κυτοκινών[47] ενώ η IL-6, ο TNFa, η 

IL-12 και άλλοι προ-φλεγμονώδεις παράγοντες αρχίζουν να υπερ-εκφράζονται λόγω της 

αύξησης των επιπέδων της ρεζιστίνης (αντιστατίνης) στους ιστούς που έχουν επηρεαστεί από 

τη φλεγμονή [48]. Πιο συγκεκριμένα, η ενεργοποίηση του υποδοχέα Tnf έχει ως αποτέλεσμα 

τη διέγερση της σηματοδότησης του NFκΒ μέσω Ikkb. Οι Hotamisligil et al έδειξαν επίσης 

ότι η ανοσο-εξουδετέρωση του Tnf σε παχύσαρκους αρουραίους, βελτίωσε την αντίσταση 

στην ινσουλίνη [49]. Αντίστοιχα in vitro πειράματα κατέδειξαν ότι ενεργοποιώντας τον Ikkb, 

η διέγερση με Tnf οδηγεί σε φωσφορυλίωση σερίνης του Irs1, κάτι που εξασθενίζει την 

ικανότητά του να μετασχηματίζει ινσουλινο-μεσολαβούμενες κυτταρικές διεργασίες [50]. Το 

Tnf μπορεί επίσης να επηρεάσει τη σηματοδότηση της ινσουλίνης ανεξάρτητα από το IRS1. 

Έτσι, η αγωγή  καλλιεργημένων 3T3-L1 λιποκυττάρων με Tnf οδηγεί σε μειωμένη έκφραση 

του υποδοχέα ινσουλίνης, των γονιδίων IRS1 και Glut4, καθώς και μείωση της πρόσληψης 

γλυκόζης που διεγείρεται από την ινσουλίνη [51]. Μια επαγόμενη από Tnf μείωση στα 3Τ3-

L1 γονίδια λιποκυττάρων, συμπεριλαμβανομένης της GLUT4, της ορμονο-ευαίσθητης 

λιπάσης (HSL), της συνθετάσης μακράς αλυσίδας λιπαρό ακυλο-CoA, της 

αδιπονεκτίνης  (ADIPOQ) και άλλων έχει αποδειχθεί in vitro. Όλα αυτά τα γονίδια 

συμβάλλουν στην ομοιοστασία της γλυκόζης, τόσο άμεσα όσο και έμμεσα, και οι μεταβολές 

στην έκφραση αυτών των γονιδίων στα λιποκύτταρα,  πιθανόν συμβάλλουν στην αντίσταση 

στην ινσουλίνη κατά την χρόνια φλεγμονή [52,53]. 

Η προσαρμοστική φάση έχει ως αποτέλεσμα την μεγέθυνση του λιπώδους ιστού και την 

μειωμένη αποθήκευση ενέργειας. Τέλος, στην ανεπιθύμητη φάση 3 το σύστημα που 

προσπαθεί να αποκαταστήσει την ενεργειακή ομοιόσταση φτάνει σε ένα νέο καθορισμένο 

σημείο το βάρος, τα επίπεδα γλυκόζης στο αίμα, τα επίπεδα ορμονών, τα επίπεδα λιπιδίων 

που βρίσκονται στην κυκλοφορία κλπ. Όλες αυτές οι αλλαγές οδηγούν στις επιπλοκές της 

παχυσαρκίας συμπεριλαμβανομένης της αντίστασης στην ινσουλίνη, της διαταραγμένης 

αναδιαμόρφωσης  ιστού και της ίνωσης [54]. 

Το σύστημα της φυσικής ανοσίας και ιδιαίτερα τα μακροφάγα, έχουν σημαντικό ρόλο στην 

ανάπτυξη αντίστασης στην ινσουλίνη σε συγκεκριμένους ιστούς, γεγονός που οδηγεί τελικά 

σε συστηματική αντίσταση στην ινσουλίνη. Τα μακροφάγα έχουν την ικανότητα να 

ανιχνεύουν παράγοντες που προέρχονται από παθογόνα, από έμφυτα και προσαρμοστικά 

ανοσοκύτταρα ή ακόμη από εξειδικευμένα κύτταρα στον προσβεβλημένο ιστό. Τα 

μακροφάγα των ιστών ταξινομούνται, όπως προαναφέρθηκε, με βάση τον τρόπο 
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ενεργοποίησής τους σε κλασικά ενεργοποιημένα προ-φλεγμονώδη Μ1 έναντι εναλλακτικώς 

ενεργοποιημένα αντιφλεγμονώδη Μ2. Τα μακροφάγα του λιπώδους ιστού (ΑΤΜ) είναι τα πιο 

άφθονα και μπορούν να περιλαμβάνουν έως και το 40% όλων των στρωματικών αγγειακών 

κυττάρων σε έναν παχύσαρκο έναντι του 10% σε έναν άπαχο λιπώδη ιστό, υποδηλώνοντας 

έτσι το σημαντικό ρόλο τους στη ρύθμιση της μεταβολικής φλεγμονής [55]. 

Σε γενικές γραμμές, κατά την παχυσαρκία,  οι πληθυσμοί των μακροφάγων στον λιπώδη ιστό 

αλλάζουν από αντιφλεγμονώδη, με σκοπό τη διατήρηση της ομοιόστασης, κύτταρα προς έναν 

περισσότερο προ-φλεγμονώδη φαινότυπο με δράσεις απευαισθητοποίησης της ινσουλίνης 

[6]. Η πρόσληψη μονοκυττάρων μαζί με τον τοπικό πολλαπλασιασμό έχει ως αποτέλεσμα ένα 

νέο φαινότυπο προ-φλεγμονώδους πόλωσης των ΑΤΜ που εκφράζει την ιντεγκρίνη CD11c 

ως δείκτη επιφανείας και εκκρίνει τις κυτοκίνες TNFa και IL-1β [56,57]. Τα λιποκύτταρα 

υπερπαράγουν και εκκρίνουν προ-φλεγμονώδεις κυτοκίνες, συμπεριλαμβανομένων του ΤΝΡα 

και της IL-6, συμβάλλοντας έτσι τόσο στην τοπική όσο και στη συστηματική φλεγμονή που 

παρατηρείται κατά τη διάρκεια της παχυσαρκίας. Τα λιποκύτταρα εκκρίνουν επίσης 

χημειοκίνες, που ευνοούν την πρόσληψη μακροφάγων μέσα στον φλεγμονώδη λιπώδη ιστό. 

Το σήμα MCP1-CCR2 είναι σημαντικό για τη διείσδυση των μακροφάγων, καθώς η 

διαγραφή του Ccr2 και πιθανώς του Ccl2 προστατεύει από την αντίσταση στην ινσουλίνη που 

προκαλείται από την παχυσαρκία. Άλλα χημειοτακτικά σήματα συμπεριλαμβάνουν τα 

λευκοτριένια LTB4-LTB4R1, που επάγουν την προσκόλληση και την ενεργοποίηση των 

λευκοκυττάρων στο ενδοθήλιο, επιτρέποντάς τους να διασχίσουν τον ιστό, την Semaphorin 

3E και τον υποδοχέα της plexin D1, τα οποία βρέθηκαν να αυξάνονται στον λιπώδη ιστό 

ποντικών με διατροφή υψηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά. Η προσέλκυση των μακροφάγων 

και άλλων ανοσοκυττάρων έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίησή τους και την επακόλουθη 

έκκριση των δικών τους χημειοκινών, που συμβάλλουν στη διατήρηση αυτής της 

χημειοελκτικής διεργασίας. 

Επιπλέον, στα αρχικά στάδια της παχυσαρκίας, συμβαίνουν πολλές αλλαγές στο 

μικροπεριβάλλον του λιπώδους ιστού που επηρεάζουν την κατάσταση ενεργοποίησης των 

μακροφάγων. Η περιεκτικότητα των Treg κυττάρων, κυττάρων υπεύθυνων για την 

καταστολή της ανασολογικής απόκρισης, μειώνεται στον παχύσαρκο λιπώδη ιστό, οδηγώντας 

σε διαταραχή της φλεγμονώδους ρύθμισης. Η διείσδυση των CD8+ T και Cd4+ T βοηθητικών 

1 κυττάρων στον παχύσαρκο λιπώδη ιστό μαζί με τη συσσώρευση NK και ILC1 σχετίζονται 

με την παραγωγή προ-φλεγμονωδών παραγόντων όπως η ιντερφερόνη γ (IFNγ). Επιπλέον, η 

στρατολόγηση Β κυττάρων (κύτταρα Β2) προάγει μια προ-φλεγμονώδη κατάσταση με την 
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παραγωγή παθογόνων IgG αντισωμάτων και προ-φλεγμονωδών παραγόντων. Όλα τα 

προαναφερθέντα γεγονότα, σε συνδυασμό με την ικανότητα των λιποκυττάρων για 

αντιγονοπαρουσίαση, δημιουργούν προ-φλεγμονώδεις καταστάσεις που ευνοούν την 

μετατόπιση της πόλωσης των μακροφάγων από τον τύπο Μ2 σε τύπο Μ1, χαρακτηριστικό 

της φλεγμονής του λιπώδους ιστού στην παχυσαρκία.  

 

Εικόνα 7: Αρχικές κινητοποιήσεις κατά τη φλεγμονή του λιπώδους ιστού 

 

Η παχυσαρκία συνδέεται επίσης με την αυξημένη διαπερατότητα του εντέρου και τα 

επακόλουθα υψηλότερα επίπεδα κυκλοφορούντος λιποπολυσακχαρίτη (LPS), που 

παράγονται από τα εντερικά Gram αρνητικά βακτηρίδια. Τα μικροβιακά προϊόντα 

αναγνωρίζονται από τους υποδοχείς αναγνώρισης PRRs του ανοσοποιητικού συστήματος του 

ξενιστή, αλλά και από τα λιποκύτταρα. Το LPS συνδέεται με τον υποδοχέα τύπου Toll 4 

(TLR4) και διεγείρει τις φλεγμονώδεις οδούς. Επιπροσθέτως, τα ελεύθερα λιπαρά οξέα 

(FFAs) που προέρχονται από διαιτητικές πηγές ή από την υδρόλυση καταλοίπων 

τριγλυκεριδίων των λιποκυττάρων μπορούν να προκαλέσουν φλεγμονή μέσω άμεσης 

δέσμευσης στους υποδοχείς TLR2 και TLR4. Οι βλαβοσχετιζόμενες μοριακές πρωτεΐνες 

(DAMPs) που απελευθερώνονται από λιποκύτταρα που πεθαίνουν, αναγνωρίζονται από τους 

υποδοχείς τύπου NOD (NLRs) και έχουν ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του 

φλεγμονώματος NLRP3 στα λευκοκύτταρα για τη μείωση της βλάβης του ιστού. Η υποξία 

στον παχύσαρκο λιπώδη ιστό μπορεί επίσης να προκαλέσει φλεγμονή. Οι υποξικές συνθήκες 
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θα μπορούσαν να προκύψουν από την αποσύνδεση του οξειδωτικού μεταβολισμού των 

μιτοχονδρίων ως αποτέλεσμα αυξημένων ελεύθερων λιπαρών οξέων (FFA) [58]. 

 

Εικόνα 8: Η παχυσαρκία και η ανάπτυξη φλεγμονής και αντίστασης στην ινσουλίνη (De 

Luca et Al., 2007) 

Τέλος, είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι παχύσαρκα ποντίκια εμφανίζουν αυξημένη 

ενεργοποίηση του mTORC1 σε πολλούς ιστούς, πιθανώς λόγω αυξημένων επιπέδων 

κυκλοφορούσης ινσουλίνης, αμινοξέων και προ-φλεγμονωδών κυτοκινών. Η παρατεταμένη 

τοπική σήμανση του mTORC1 στους ιστούς συμβάλλει στην ανάπτυξη συστημικής 

αντίστασης στην ινσουλίνη λόγω αναστολής ανατροφοδότησης της οδού PI3K/ Akt (Εικόνα 

9). Το S6K καταστέλλει την ενεργοποίηση του mTOR και τελικά την σηματοδότηση της 

ινσουλίνης, μέσω της εξαρτώμενης από φωσφορυλίωση αποικοδόμησης του υποστρώματος 

υποδοχέα ινσουλίνης 1 (IRS1) [59,60]. 
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Εικόνα 9: Κατά τη διάρκεια της παχυσαρκίας, το mTORC1 είναι υπερενεργοποιημένο και 

προκαλεί αναστολή ανατροφοδότησης της σηματοδοτικής οδού της ινσουλίνης μέσω της 

φωσφορυλίωσης του IRS και αποικοδόμηση μέσω του S6K (Saxton and Sabatini, 2017)[61] 

 

2.4. Μονοπάτι Akt/mTORC1 και Αυτοφαγία  

Η αυτοφαγία είναι ένας αμυντικός μηχανισμός του κυττάρου που ενεργοποιείται σε συνθήκες 

νηστείας ή προκειμένου το κύτταρο να απαλλαγεί από βλάβες ή δυσλειτουργικά οργανίδια ή 

από εισβάλοντες και παθογόνους μικροοργανισμούς. Είναι ένα μονοπάτι λυσοσωμικής 

αποικοδόμησης που έχει ως στόχο την πρόληψη κυτταρικού θανάτου και τη διατήρηση της 

κυτταρικής λειτουργίας [62,63]. Υπάρχουν τρεις κύριοι τύποι αυτοφαγίας: η μικροαυτοφαγία, 

η μακροαυτοφαγία και η αυτοφαγία με τη μεσολάβηση συνοδών.  

Η μακροαυτοφαγία είναι υπεύθυνη για την κατακρήμνιση και αποικοδόμηση μεγαλύτερων 

τμημάτων του κυτταροπλάσματος ή για την ανακύκλωση πρωτεϊνών και οργανιδίων μέσω 

δομής διπλής μεμβράνης που είναι γνωστή ως αυτοφαγώσωμα. Το αυτοφαγώσωμα 

συγχωνεύεται στη συνέχεια με το λυσόσωμα και σχηματίζει το αυτοφαγολύσωμα το οποίο 

τελικά κατακρημνεί το περιεχόμενό του [64,65]. Ο σχηματισμός αυτοφαγοσωμάτων 

χαρακτηρίζεται από την επεξεργασία της πρωτεΐνης LC3 προς τον τύπο LC3-II και την 

πρόσληψη της στην επιφάνεια, ονομαζόμενη έτσι, LC3- σχετιζομενη φαγοκυττάρωση. Η 

επαγωγή LC3-II και ο σχηματισμός αυτοφαγοσωμάτων, τα βασικά βήματα της διαδικασίας 

αυτής, εξαρτώνται από τα σήματα PI3K/ Akt / mTOR. Μία σειρά ATG πρωτεϊνών επάγει τον 

σχηματισμό αυτοφαγοσώματος μέσω ανίχνευσης στρες και πείνας. Το ULK1 (ομόλογο Atg1 

στα θηλαστικά) είναι ένας κρίσιμος εκκινητής του σχηματισμού αυτοφαγοσωμάτων, ο οποίος 

ρυθμίζεται στενά από το mTORC1 και την 5'-ΑΜΡ-ενεργοποιημένη πρωτεϊνική κινάση 
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(ΑΜΡΚ). Υπό την αφθονία θρεπτικών συστατικών όπως για παράδειγμα αμινοξέων, το 

mTORC1 δεσμεύεται στο ULK1, φωσφορυλιώνει το ίδιο και το ομόλογο του Atg13 στα 

θηλαστικά και αναστέλλει τη δραστηριότητα του ULK1, με αποτέλεσμα τη συνολική 

αναστολή του σχηματισμού αυτοφαγοσωμάτων. Όταν τα κύτταρα λιμοκτονούν, το 

απενεργοποιημένο mTORC1 διασπάται από το σύμπλεγμα ULK1 (αποτελείται από ATG101, 

Atg13 και FIP2000), απελευθερώνοντας το για να ξεκινήσει τον σχηματισμό 

αυτοφαγοσωμάτων [66,67,68].  

 

Εικόνα 10: Το μονοπάτι της αυτοφαγίας μαζί με το σύνολο των συντελεστών του (Levine 

and Deretic, Nat Rev Immunology, 2007) 

Ο αυτοφαγικός μηχανισμός που ακολουθεί, αποτελείται από πολλές πρωτεΐνες αυτοφαγίας 

(Atg) και άλλα συμπλέγματα απαραίτητα για τη διαδικασία. Οι πρωτεΐνες Atg6, Atg14, 

Vps34 (αλλιώς PI3K) και Vps15 προκαλούν πυρήνωση των κυστιδίων, τα συστήματα 

σύζευξης Atg8 και Atg12 μεσολαβούν στην επέκταση των κυστιδίων, οι Atg2, Atg9, Atg18, 

είναι υπεύθυνες για τη διάσπαση των πρωτεϊνών Atg από τα ώριμα αυτοφαγοσώματα και 

τέλος οι περμεάσες που επιτρέπουν την απελευθέρωση  αμινοξέων από τα αυτοφαγοσώματα 

[62,69]. Η LC3 είναι η εξαιρετικά εξειδικευμένη και παγκοσμίως χρησιμοποιούμενη ως 

δείκτης για την αυτοφαγία, η οποία υποβάλλεται σε κατάλληλη τροποποίηση του C-

τερματικού που της επιτρέπει να μετατρέπεται σε LC3-II και μετατοπίζεται από το κυτοσόλιο 

στις φαγοσωματικές μεμβράνες, όπου μαζί με το p62 που αναγνωρίζει ουβικιτιλιωμένα 

πρωτεϊνικά συσσωματώματα συμμετέχει στην αυτοφαγική διαδικασία [70]. 

Επιπλέον, το mTOR ελέγχει την αυτοφαγία σε μεταγραφικό επίπεδο. Το mTOR 

φωσφορυλιώνει τον παράγοντα μεταγραφής EB (TFEB) στο Ser 211 και στη συνέχεια 
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αναστέλλει την πυρηνική μετατόπιση του. Το TFEB ανήκει στη βασική οικογένεια των 

μεταγραφικών παραγόντων (TFs) που προάγει την έκφραση της λυσοσωμικής βιογένεσης και 

των αυτοφαγικών γονιδίων [71]. Τέλος, μια πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι το αντίστροφο της 

αυτοφαγικής δυσλειτουργίας αυξάνει την ευαισθησία στην ινσουλίνη στον λιπώδη ιστό των 

παχύσαρκων ποντικών [72], υποδεικνύοντας τη συσχέτιση μεταξύ της αυτοφαγίας και της 

ευαισθησίας στην ινσουλίνη. 
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3. Σκοπός της έρευνας 

Σκοπός αυτής της μελέτης ήταν η διερεύνηση της επίδρασης των μεταβολικών παραγόντων 

στην ενεργοποίηση και τον μεταβολικό φαινότυπο των μακροφάγων. Συγκεκριμένα, στους 

λιπώδεις ιστούς παχύσαρκων ατόμων, οι πληθυσμοί των μακροφάγων μεταβαίνουν από 

αντιφλεγμονώδη κύτταρα που διατηρούν την ομοιόσταση, σε έναν περισσότερο 

προφλεγμονώδη φαινότυπο με δράσεις αντίστασης στην ινσουλίνη. Ωστόσο, λίγα είναι 

γνωστά για τη λειτουργία των μακροφάγων εκτός του λιπώδη ιστού κατά παχυσαρκία. Ο 

στόχος ήταν να περιγραφεί ο ρόλος της αντίστασης στην ινσουλίνη, που συσχετίζεται συχνά 

με την παχυσαρκία, στα περιφερειακά μακροφάγα. Δεδομένου ότι τα μακροφάγα είναι 

σημαντικοί μεσολαβητές φλεγμονωδών αποκρίσεων, θέλαμε περαιτέρω να διερευνήσουμε τη 

συμβολή τους στη μεταβολική φλεγμονή που παρατηρείται στην παχυσαρκία. 
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4. Υλικά και μέθοδοι ανάλυσης 

4.1. Πειραματόζωα 

Για την diet- induced ανθεκτική στην ινσουλίνη ομάδα  και για την diet- induced παχύσαρκη 

ομάδα, σε αρσενικά ποντίκια C57BL/6 (WT) 8 εβδομάδων, χορηγήθηκε δίαιτα υψηλής 

περιεκτικότητας σε λιπαρά (HFD, 60% ενέργεια από λίπη, αριθμός καταλόγου PF4051/D) ή 

μια κανονική διατροφή (αριθμός καταλόγου ND 4RF21) για 7 ημέρες ή 10 εβδομάδες 

αντίστοιχα, σύμφωνα με το πρωτόκολλο (short term HFD ή long term HFD). 

 

4.2. Απομόνωση μακροφάγων και καλλιέργεια 

Τα περιτοναϊκά μακροφάγα (TEPM) απομονώθηκαν από την περιτοναϊκή κοιλότητα των 

C57BL/ 6 (WT) LysMCreIgf1Rfl/fl και Igf1Rfl/fl ποντικών, μέσω έγχυσης με theioglycollate 4% 

4-5 ημέρες πριν από τη θανάτωση τους. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν μετά από 2 πλύσεις της 

περιτοναϊκής κοιλότητας με θρεπτικό υλικό καλλιέργειας κυττάρων. Έπειτα, τα TEPMs 

καλλιεργήθηκαν σε πλήρες θρεπτικό υλικό (DΜΕΜ, Life Technologies, Carlsbad, CA) 

συμπληρωμένο με 10% (v/v) FBS, 10 mM L-γλουταμίνη, 100 IU/ ml πενικιλλίνη και 100 mg/ 

ml στρεπτομυκίνη. 

 

4.3. Απομόνωση RNA  

Για την απομόνωση του RNA από τα καλλιεργημένα μακροφάγα, ακολουθήθηκε το 

πρωτόκολλο TRIZOL (ambion by life technologies) ως εξής: 

Το θρεπτικό υλικό από τα 12 well plates αναρροφήθηκε και τα κύτταρα πλύθηκαν μία φορά 

με 500 μl PBS. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 200 μl Trizol / ανά πηγάδι και τα πιάτα 

επωάστηκαν για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Τα διαχωρισμένα κύτταρα με τo Trizol 

συλλέχθηκαν σε  eppendorf, στροβιλίστηκαν και επωάστηκαν σε θερμοκρασία δωματίου για 

5 λεπτά. Στη συνέχεια, φυγοκεντρήθηκαν στα 11000 rpm για 5 λεπτά στους 40°C για την 

αφαίρεση των κυτταρικών υπολειμμάτων. Τα υπερκείμενα μεταφέρθηκαν σε νέα eppendorf 

και προστέθηκαν 40 μl χλωροφορμίου σε κάθε δείγμα. Έπειτα, τα δείγματα ανακινήθηκαν 

έντονα χειροκίνητα για 15 δευτερόλεπτα, επωάστηκαν για 2-3 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου και φυγοκεντρήθηκαν στα 12000 rpm για 15 λεπτά στους 40 ° C. Η ανώτερη 
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υδατική φάση από κάθε δείγμα, που περιείχε το RNA, μεταφέρθηκε σε νέο eppendorf και 100 

μl 100% ισοπροπανόλης προστέθηκαν σε αυτή. Τα δείγματα επωάστηκαν για 10 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν στα 12000 rpm για 10 λεπτά 

στους 40 ° C. Τα υπερκείμενα απορρίφθηκαν και οι πελλέτες που σχηματίστηκαν πλύθηκαν 

με 200 μl 75% αιθανόλης. Τα δείγματα στροβιλίστηκαν σύντομα και φυγοκεντρήθηκαν στα 

7500 rpm για 5 λεπτά στους 4 ° C. Μετά από αυτό, τα υγρά απορρίφθηκαν και οι πελλέτες 

RNA αφέθηκαν να στεγνώσουν στον αέρα για 5-10 λεπτά. Τελικά, οι πελλέτες 

επαναιωρήθηκαν σε 20 μl RNAse- free Η2Ο, επωάστηκαν στους 550 ° C για 10 λεπτά και στη 

συνέχεια αποθηκεύτηκαν στους -80 ° C για μελλοντική χρήση. 

 

4.4. Σύνθεση cDNA με τη μέθοδο Reverse Transcription PCR 

Η RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) είναι μια τεχνική μετατροπής  

μονόκλωνου RNA σε δίκλωνο DΝΑ. Συγκεκριμένα, αυτή η μέθοδος βασίζεται στην 

ικανότητα του ενζύμου αντίστροφη μεταγραφάση να συνθέτει μόρια DΝΑ χρησιμοποιώντας 

μονόκλωνο RNA ως εκμαγείο. 

Η διαδικασία ξεκινάει με την σύνθεση, της συμπληρωματικής ως προς το μονόκλωνο RNA, 

αλυσίδας DNA μέσω της δράσης της RNA εξαρτώμενης DNA πολυμεράσης. Η διεύθυνση 

είναι 5’→3’ και ως αφετηρία χρησιμοποιείται το 3’-ΟΗ άκρο της αλυσίδας του RNA. Στη 

συνέχεια, η αντίστροφη μεταγραφάση συνθέτει την συμπληρωματική DNA αλυσίδα 

(complementary DNA) σχηματίζοντας ένα δίκλωνο μόριο.  

Για την σύνθεση του cDNA, ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο του PrimeScriptTM 1st strand 

cDNA Synthesis Kit της TaKaRa. 

Μετά τη μέτρηση της συγκέντρωσης του απομονωμένου RNA στο Nanodrop, υπολογίστηκε 

η ποσότητα του κάθε δείγματος που είναι απαραίτητη ώστε, να προκύπτει συνολική 

συγκέντρωση τουλάχιστον 500 ng RNA/10 μl, μετά από αραίωση με νερό RNAse- free. Οι 

σωστοί όγκοι mRNA και νερού προστέθηκαν σε νέα, μικρά eppendorfs, ειδικά για την RT-

PCR. Το μείγμα αντιδραστηρίων προστέθηκε στα eppendorfs και αποτελείται από τα random 

hexamers, τα οποία είναι μικρά ολιγοδεοξυριβονουκλεοτίδια τυχαίας αλληλουχίας [d(N)6] 

που προσδένονται σε τυχαίες συμπληρωματικές θέσεις του RNA για να χρησιμεύσουν ως 

εκκινητές για τη σύνθεση DNA με αντίστροφη μεταγραφάση, τους oligo dT primers, οι 

οποίοι είναι ολιγονουκλεοτίδια θυμίνης που υβριδίζονται στην πολυ-A ουρά των mRNAs και 
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τα dNTPs, τα οποία είναι μόρια  που περιέχουν μια αζωτούχο βάση συνδεδεμένη με ένα 5-

άνθρακα σάκχαρο (είτε ριβόζη είτε δεοξυριβόζη), με τρεις φωσφορικές ομάδες συνδεδεμένες 

σε αυτό και χρησιμεύουν ως τα δομικά στοιχεία του DNA. Παράλληλα, το μείγμα περιέχει το 

5Χ buffer που χρησιμοποιείται για την βελτιστοποίηση της αντίστροφης μεταγραφής καθώς 

και το ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση. 

 

Αντιδραστήρια (ανά αντίδραση) Όγκος 

Random 6mers (50μM) 0,5 μl 

Oligo dT primers  0,5 μl 

dNTP mixture (10mΜ each) 0,5 μl 

Template RNA + RNase free H20     5,75 μl ( CRNA =500-1000ng) 

5x PrimeScript Buffer 2μl 

RNase Inhibitor (40U/μl) 0,25μl 

PrimeScript RTase (200U/μl) 0,5μl 

Σύνολο 10 μl 

 

Το μείγμα επωάστηκε για 5 λεπτά στους 65° C και κατόπιν ψύχθηκε αμέσως στον πάγο.  

Κατόπιν το μίγμα της αντίδρασης επωάστηκε στις ακόλουθες συνθήκες: 

1) Επώαση στους 30οC για 10 λεπτά 

2) Αντίστροφη μεταγραφή στους 42οC για 30-60 λεπτά 

3) Απενεργοποίηση του ενζύμου στους 95οC για 5 λεπτά  

4) Επιστροφή στους 4ο C 

Το cDNA που συνετέθη ήταν πλέον έτοιμο για αντίδραση Real Time PCR. 

 

4.5. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο (RT- PCR) 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase chain reaction, PCR) είναι ίσως η 

ευρύτερα χρησιμοποιούμενη μέθοδος της μοριακής βιολογίας, με αναρίθμητες εφαρμογές τόσο 

σε ερευνητικό όσο και σε διαγνωστικό επίπεδο. Ανακαλύφθηκε το 1983 από τον βιοχημικό 

Karry Mullis, που εργαζόταν σε μια εταιρεία βιοτεχνολογίας της Καλιφόρνιας. Για την 
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ανακάλυψη αυτή τιμήθηκε 10 χρόνια αργότερα με το βραβείο Νόμπελ. Η PCR είναι μια 

ενζυμική μέθοδος ενίσχυσης συγκεκριμένων τμημάτων γενετικού υλικού in vitro. Κατά τη 

διάρκεια μιας τυπικής αντίδρασης PCR το επιθυμητό τμήμα γενετικού υλικού 

πολλαπλασιάζεται μέχρι και ένα τρισεκατομμύριο φορές, γεγονός που είναι απαραίτητο για 

μετέπειτα χειρισμούς, όπως η ηλεκτροφόρηση, η ανάγνωση της αλληλουχίας βάσεων κ.ά.  

Η real-time PCR βασίζεται στην επαναστατική μεθοδολογία της ποσοτικής PCR και 

πρωτοεμφανίστηκε το 1993 από τον Higuchi και τους συνεργάτες του. Μετράει σε πραγματικό 

χρόνο το ποσό των PCR προϊόντων όταν η αντίδραση βρίσκεται ακόμη στην εκθετική φάση 

χρησιμοποιώντας την τεχνολογία των φθοριζουσών χρωστικών. Η real-time PCR μετράει τα 

προϊόντα PCR καθώς συσσωρεύονται ή πιο συγκεκριμένα, κατά τη διάρκεια της αντίδρασης 

PCR, ένα κατώφλι-σήμα φθορίζουσας χρωστικής καθορίζει σε πιο σημείο όλα τα δείγματα 

μπορούν να συγκριθούν. Αυτό το κατώφλι υπολογίζεται ως συνάρτηση του ποσού του 

υπόβαθρου της φθορίζουσας χρωστικής και τελικά ο κλασματικός αριθμός των κύκλων PCR 

των δειγμάτων που απαιτούνται για να παράγουν αρκετό σήμα φθορίζουσας χρωστικής που θα 

φθάσει σε αυτό το κατώφλι χαρακτηρίζεται ως Ct.[73] O ποσοτικός προσδιορισμός εξαρτάται 

απόλυτα από το αρχικό ποσό του δείγματος και είναι η βάση για τον υπολογισμό των DNA 

αντιγράφων ή των επιπέδων έκφρασης του mRNA. Επομένως δείγματα με πολλά αντίγραφα 

του γονιδίου στόχου έχουν μικρότερο Ct από δείγματα με λιγότερα αντίγραφα. Η παραγωγή 

του προς ενίσχυση προϊόντος της PCR έχει γραμμική συσχέτιση με τον παραγόμενο φθορισμό 

της χρωστικής. 

Οι φθορίζουσες χρωστικές που χρησιμοποιούνται στην ποσοτική PCR διακρίνονται σε ειδικές 

και μη ειδικές. Οι μη ειδικές φθορίζουσες χρωστικές, όπως η SYBR Green I, παρουσιάζουν 

ελάχιστο ή μηδενικό φθορισμό όταν είναι ελεύθερες στο διάλυμα, ενώ φθορίζουν έντονα όταν 

συνδέονται με τα δίκλωνα μόρια DNA. Κατά την ποσοτική PCR πραγματοποιείται μέτρηση 

φθορισμού σε κάθε κύκλο μετά το τέλος της επιμήκυνσης των μορίων DNA. Όσο περισσότερα 

PCR προϊόντα παράγονται, τόσο περισσότερο αυξάνει ο φθορισμός που καταγράφεται από το 

μηχάνημα. Αντίθετα, οι ειδικές χρωστικές δεν είναι ελεύθερες στο διάλυμα, αλλά είναι 

προσδεδεμένες πάνω σε μικρά μόρια DNA (25-30 βάσεις) και υβριδίζονται στο γονίδιο στόχο 

ανάμεσα στους δύο εκκινητές. Οι πιο συχνά χρησιμοποιούμενες χρωστικές είναι οι ιχνηθέτες 

τύπου Taqman (Taqman Probes) Η ανάλυση της qPCR έγινε με τη χρωστική SYBR Green I η 

οποία φθορίζει έντονα όταν δεσμευτεί στην μικρή αύλακα των δίκλωνων μορίων DNA. 
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Για τη συγκεκριμένη διαδικασία, ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο KAPA SYBR FAST qPCR 

Master Mix (2X).  

Primers for RT-PCR 

                               

InsR 

Fwd  5’-AGAGACTCACTGACCTGATGCG-3’ 

Rev 5’-AACGGGACATTCTCCATGTCTT-3’ 

Igf1R Fwd 5’-AGGAGAAGCCCATGTGTGAGAA-3’ 

Rev 5’-GTTGTTCTCGGTGCAGGCTC-3 

Rsp9 Fwd 5’-GCTAGACGAGAAGGATCCCC-3’ 

Rev 5’-CAGGCCCAGCTTAAAGACCT-3 

ATG5 Fwd 5-AACTGAAAGAGAAGCAGAACCA-3 

Rev 5-TGTCTCATAACCTTCTGAAAGTGC-3 

ATG7 Fwd 5-ATTGCTGCATCAAGAAACCC-3 

Rev 5-GATGGAGAGCTCCTCAGCA-3 

 

Έπειτα από τη σύνθεση του cDNA, ακολουθήθηκε αραίωση όλων των δειγμάτων σε 10 μl 

RNAse- free H2O. Σε ειδικό PCR plate, προστέθηκαν σε κάθε θέση 1 μl του αραιωμένου 

cDNA και έπειτα 9 μl από τα υπόλοιπα αντιδραστήρια, τα οποία από πριν είχαν τοποθετηθεί 

μαζί σε eppendorfs για τη δημιουργία ενός mix ανά κάθε διαφορετικού είδους γονίδιο στόχο. 

Ανάλογα με τον αριθμό των δειγμάτων, προσαρμόστηκε η ποσότητα του κάθε αντιδραστηρίου 

που προστέθηκε στο mix. 

Αντιδραστήρια Τελική Συγκέντρωση Όγκος Master mix ανά 10 

μl αντίδρασης 

2X KAPA SYBR® FAST 

qPCR Master Mix2 
1X 5μl 

Forward primer (10μM) 200nM 0,5μl 

Reverse primer (10μM) 200nM 0,5μl 

Template DNA <10ng 1 μl 

Water  3 μl 

Total  10μl 
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Η qPCR πραγματοποιήθηκε, ακολουθώντας τα συγκεκριμένα βήματα για ένα σύνολο 40 

κύκλων: 

1) Ενεργοποίηση του ενζύμου: 95ο C για 3 λεπτά 

2) Μετουσίωση: 95ο C για 15 δευτερόλεπτα 

3) Annealing/ Επιμήκυνση: 60ο C για 30 δευτερόλεπτα, ακολουθούμενη από 20 

δευτερόλεπτα στους 72o C ώστε το όργανο να αποκτήσει τα νέα δεδομένα 

     

 

4.6.Λύση κυττάρων για εξαγωγή πρωτεϊνών 

 

Μετά την καλλιέργεια των κυττάρων που προορίζονταν ειδικά για τεχνικές πρωτεϊνικής 

ανίχνευσης, το θρεπτικό υλικό απομακρύνθηκε από τα 12- well plates και προστέθηκε 1 ml 

PBS/ well. Τα κύτταρα στη συνέχεια μεταφέρθηκαν με ειδικό cell scrapper σε eppendorf, 

φυγοκεντρήθηκαν στα 1500 rpm για 10 λεπτά στους 40°C, τα υπερκείμενα απορρίφθηκαν και 

κάθε πελλέτα επαναιωρήθηκε σε διάλυμα αναστολέα πρωτεασών RIPA+. Τα δείγματα 

διατηρήθηκαν στους -800C έως περαιτέρω χρήση.  

 

4.7. Western Blot 

Για την επιβεβαίωση της ύπαρξης των συγκεκριμένων πρωτεϊνών που μελετήθηκαν από το 

σύνολο των πρωτεϊνών που εξήχθησαν από τα κύτταρα, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος Western 

Blot. Η συγκεκριμένη τεχνική χρησιμοποιεί τρία στοιχεία για να επιτελέσει αυτό το καθήκον: 

(1) διαχωρισμό των πρωτεϊνών κατά μέγεθος σε τζελ πολυακρυλαμίδιου, (2) μεταφορά τους 

σε ένα στερεό υπόστρωμα (μεμβράνη), και (3) σήμανση των πρωτεϊνών- στόχων 

χρησιμοποιώντας κατάλληλα πρωτεύοντα και δευτερεύοντα αντισώματα για απεικόνιση. 

Σχετικά με την προετοιμασία των δειγμάτων, τα δείγματα υπέστησαν φυγοκέντριση στις 

12.000 στροφές για 10 λεπτά ενώ έπειτα, εισήχθησαν σε νέα eppendorf με ποσότητα 5x 

loading dye, σε αναλογία 4:1. Τα δείγματα θερμάνθηκαν στους 100ο C, προκειμένου να 

μετουσιωθούν οι πρωτεΐνες, φυγοκεντρήθηκαν για μερικά δευτερόλεπτα και ήταν πλέον 

έτοιμα για την φόρτωση τους στις γέλες. 

Για την περαιτέρω ανάλυση, κατασκευάστηκαν μέτριας πυκνότητας τζελ πολυακρυλαμίδιου 

(10%) με τις παρακάτω αναλογίες: 
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Για 10 ml running gel χρησιμοποιήθηκαν: 3,3 ml 30% ακρυλαμιδίου 

                                                                     2,5 ml 1,5 M Tris, pH= 8,8 

                                                                     4 ml H2O for injection 

                                                                     100 μl SDS 

                                                                     100 μl APS 

                                                                     10 μl TEMED 

Για 5 ml stacking gel 5% χρησιμοποιήθηκαν: 850 μl 30% ακρυλαμιδίου 

                                                                          625 μl 1,5 M Tris, pH= 6,8 

                                                                          3,4 ml H2O for injection 

                                                                          50 μl SDS 

                                                                          50 μl APS 

                                                                          5 μl TEMED 

Ανάλογα με τον αριθμό των gel που ήταν απαραίτητα σε κάθε πείραμα, η ποσότητα του κάθε 

αντιδραστηρίου προσαρμοζόταν ανάλογα. Τα δείγματα εισάγονται στα ειδικά πηγάδια που 

έχουν σχηματιστεί στις πηκτές, λόγω της τοποθέτησης ενός ειδικού χτενιού πριν από την 

πήξη τους και ξεκινάει η διαδικασία της ηλεκτροφόρησης. Μετά την εκτέλεση της στους 

120V για περίπου 1,5 ώρα, όλες οι πρωτεΐνες, εκτός της a-LC3 που μεταφέρθηκε σε 

μεμβράνη PVDF, μεταφέρθηκαν σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (NC) χρησιμοποιώντας μια 

συσκευή υγρής μεταφοράς. Για τη μεταφορά, τοποθετήθηκαν δύο χαρτιά στυπώματος πάνω 

από τον σπόγγο, η κάθε πηκτή τοποθετήθηκε πάνω από τα χαρτιά, ακολουθούμενη από τη 

μεμβράνη, άλλα δύο χαρτιά και το άλλο σφουγγάρι. Οι σπόγγοι, η μεμβράνη και τα χαρτιά 

πρώτα επωάσθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς. Η συσκευή ρυθμίστηκε στα 400 mA 

για 1 ώρα σε πάγο. Μετά τη διαδικασία μεταφοράς, οι μεμβράνες επωάστηκαν σε ρυθμιστικό 

διάλυμα blocking 5% BSA σε Bovine Serum Albumin/PBST (η PVDF μεμβράνη σε 

ρυθμιστικό διάλυμα 5% BSA σε 1Χ PBS- Tween), για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Το 

μπλοκάρισμα ακολουθήθηκε από 3 πλύσεις (5-10 λεπτά κάθε φορά) με 1X PBS-T. Μετά τις 

πλύσεις, οι μεμβράνες επωάστηκαν με τα αντίστοιχα πρωτεύοντα αντισώματα: α-ακτίνη (1: 

5000 σε 5% BSA σε PBS-T), a-LC3, IGF1, IRβ, p- S6, 4EBP1, p-4EBP1 (1:1000 σε 5% BSA 
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σε PBS-T), κατά τη διάρκεια της νύχτας στους 40 ° C. Την επόμενη μέρα, οι μεμβράνες 

πλύθηκαν 3-4 φορές (10 λεπτά κάθε φορά) με 1X PBS-T και στη συνέχεια επωάστηκαν με τα 

δευτερεύοντα αντισώματα anti-mouse (1: 5000 στο blocking buffer) για α-ακτίνη και anti-

rabbit (1: 10000 σε blocking buffer) για τα υπόλοιπα πρωτεύοντα αντισώματα, για 2 ώρες σε 

θερμοκρασία δωματίου. Τέλος, ακολουθήθηκαν 3 πλύσεις (5-10 λεπτά κάθε φορά) με 1X 

PBS-T και οι μεμβράνες ήταν έτοιμες για εμφάνιση. 

 

 

 

5. Αποτελέσματα  

5.1 Έκφραση του IR μακροφάγων σε in vitro και in vivo υπερινσουλιναιμικό περιβάλλον 

 Για τον προσδιορισμό της επίδρασης της αντίστασης στην ινσουλίνη στη διάδοση της 

σηματοδότησης της, χρησιμοποιήθηκαν περιτοναϊκά μακροφάγα εκμαιευμένα με 

thioglycollate (TEPMs) από ποντίκια και  επεξεργάστηκαν με υψηλές συγκεντρώσεις 

ινσουλίνης για παρατεταμένο χρόνο, προσπαθώντας να προσομοιώσουν την 

υπερινσουλιναιμία που εντοπίζεται στην παχυσαρκία. Τα TEPMs απομονώθηκαν και 

καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες που χρησιμοποιούνται για την επαγωγή αντίστασης στην 

ινσουλίνη σε άλλους κυτταρικούς τύπους, όπως τα λιποκύτταρα, οι οποίες ήταν 100nM 

ινσουλίνης για 48 ώρες. Για να ελεγχθεί η ευαισθησία στην ινσουλίνη  των συγκεκριμένων 

κυττάρων μετρήθηκαν  τα επίπεδα έκφρασης του υποδοχέα ινσουλίνης β (IRβ).  

 

Διάγραμμα 1: Ανάλυση Western Blot του IR σε control μακροφάγα και μακροφάγα που υποβλήθηκαν σε 

χρόνια έκθεση σε ινσουλίνη 
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Επιπλέον μετρήθηκαν τα επίπεδα του IRβ σε μακροφάγα που ζούσαν σε περιβάλλον 

υπερινσουλιναιμίας in vivo. Για το σκοπό αυτό απομονώθηκαν TEPMs από ποντίκια που 

έλαβαν δίαιτα υψηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά για βραχυπρόθεσμο χρονικό διάστημα [74]. 

 

Διάγραμμα 2: Έκφραση του IR σε control μακροφάγα και σε μακροφάγα από ποντίκια που έλαβαν δίαιτα 

υψηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά, μέσω Western Blot απεικόνισης 

 

5.2 Έκφραση του IGF-1R σε μακροφάγα από HFD ποντίκια 

Ο κυρίαρχος υποδοχέας της ινσουλίνης στα κύτταρα είναι ο υποδοχέας ινσουλίνης (IR), ο 

οποίος έχει δύο ισομορφές, τις IRa και IRβ. Το IR μοιράζεται υψηλό βαθμό ομολογίας με τον 

IGF1R και τόσο η ινσουλίνη όσο και ο IGF-1 μπορούν να δεσμευτούν και να ενεργοποιήσουν 

ο ένας τον υποδοχέα του άλλου με ασθενή συγγένεια. Τα επίπεδα έκφρασης του IGF-1R 

μελετήθηκαν σε ανθεκτικά στην ινσουλίνη μακροφάγα από ποντίκια short- term HFD με 

western blot. 

 

Διάγραμμα 3: Έκφραση του IGF1R σε control και προερχόμενα από short- term HFD ποντίκια μακροφάγα 

 

 

5.3 Έκφραση του IRβ και του IGF1R σε μακροφάγα εκτεθειμένα σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ινσουλίνης 
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Ο μηχανισμός που προκαλεί αντίσταση στην ινσουλίνη στα μακροφάγα δεν είναι σαφής. 

Προκειμένου να περιγραφεί η συμβολή των IR και IGF-1R στην αντίσταση στην ινσουλίνη, 

απομονώθηκαν ΤΕΜΡ από ποντίκια Wild Type και επεξεργάστηκαν με διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ινσουλίνης αρχίζοντας από 0.01 nΜ έως 100 nΜ ώστε να μετρηθεί η έκφραση 

τους, τόσο με Real- Time PCR, όσο και με Western Blot.  

 

 

Διάγραμμα 4: Μη επιτυχημένες απεικονίσεις της έκφρασης των IR και IGF1R σε μακροφάγα μετά από αγωγή 

με διαφορετικές συγκεντρώσεις ινσουλίνης 

Το πείραμα επαναλήφθηκε και δεύτερη φορά και για τους δύο υποδοχείς, λόγω μη 

επαναλήψιμων και αναμενόμενων αποτελεσμάτων. Παρόλα αυτά, δεν ήταν δυνατόν να 

εξαχθούν συμπεράσματα από τις συγκεκριμένες real time PCR, μιας και η έκφραση τόσο του 

IR, όσο και του IGF1R δεν συνέπιπτε με τα δεδομένα της βιβλιογραφίας αλλά και με το 

προφίλ της αντίστασης στην ινσουλίνη, όπου θα είχε ως αποτέλεσμα την σταδιακή μείωση 

τους. Έτσι, εξήχθη το συμπέρασμα ότι προέκυψε κάποια επιπλοκή στο πρωτόκολλο της 

καλλιέργειας των κυττάρων, οδηγώντας σε μη ιδανικά αποτελέσματα.  

Επομένως, το πείραμα επαναλήφθηκε με νέα απομόνωση μακροφάγων από διαφορετικά WT 

ποντίκια και προέκυψαν τα ακόλουθα συμπεράσματα: 
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Διάγραμμα 5: Έκφραση του IR και του IGF1R σε μακροφάγα από WT ποντίκια που εκτέθηκαν σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ινσουλίνης μετρούμενη με real time PCR 

Στη συνέχεια, σε κύτταρα του ίδιου πειράματος πραγματοποιήθηκε και ανάλυση Western 

Blot, με τα ακόλουθα αποτελέσματα: 

 

Διάγραμμα 6: Έκφραση του IR και του IGF1R σε μακροφάγα μετά από μακρά τους έκθεση σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ινσουλίνης 

 

5.4 Έκφραση των φωσφορυλιωμένων S6 και 4EBP1 σε μακροφάγα από HFD ποντίκια 
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Κατά τη διάρκεια της παχυσαρκίας και της αντίστασης στην ινσουλίνη, η σηματοδότηση της 

ινσουλίνης μέσω του μονοπατιού Akt / mTORc είναι μειωμένη. Στο συγκεκριμένο μονοπάτι, 

η ενεργοποίηση των κινάσεων Akt έχει ως αποτέλεσμα τη φωσφορυλίωση του mTORC1, που 

με τη σειρά του φωσφορυλιώνει πολλούς στόχους, συμπεριλαμβανομένων της κινάσης p70S6 

και της 4E-BP1. Παρατεταμένη δράση ινσουλίνης κατά τη διάρκεια της παχυσαρκίας οδηγεί 

στην παρατεταμένη ενεργοποίηση του mTORC1 και στην επακόλουθη αναστολή της οδού 

σηματοδότησης ινσουλίνης μέσω αυτού. 

 

Διάγραμμα 7: Έκφραση p-S6 και p-4E-BP1σε μακροφάγα από HFD ποντίκια 

Προκειμένου να διαπιστωθεί η αρνητική ρύθμιση του mTORC1 στο μονοπάτι της ινσουλίνης 

καθώς και η συμφωνία με τα αντίστοιχα βιβλιογραφικά αποτελέσματα, μελετήθηκε, μέσω 

western blot, η έκφραση του mRNA των στόχων του mTORC1, της ριβοσωματικής πρωτεΐνη 

S6 και του 4Ε-ΒΡ1 σε ποντίκια που έλαβαν δίαιτα υψηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά για 

βραχυπρόθεσμο χρονικό διάστημα και άρα εμφάνιζαν ένα τεχνητό προφίλ παχυσαρκίας.  

 

5.5 Έκφραση των φωσφορυλιωμένων S6 και 4EBP1 σε μακροφάγα από IGf1R-/- 

ποντίκια 
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Για να προσδιοριστεί εάν ο IGF1R διαμεσολαβεί τη σηματοδότηση του μέσω της ισομορφής 

Akt2 και στη συνέχεια του mTORC1 όπως ο IR, απομονώθηκαν μακροφάγα από 

LysMCreIgf1Rfl/ fl ποντίκια, διεγέρθηκαν σε καλλιέργεια με 100nΜ ινσουλίνη και κατόπιν 

μετρήθηκαν τα επίπεδα φωσφορυλίωσης των στόχων S6 και 4E-BP1.  

 

Διάγραμμα 8: Έκφραση p-S6 και p-4E-BP1σε μακροφάγα από IGf1R-/- ποντίκια 

 

5.6 Έκφραση πρωτεϊνών ATG5, ATG7 σε μακροφάγα από HFD ποντίκια 

Προκειμένου να αποδειχθεί η σύνδεση της αντίστασης στην ινσουλίνη με το μονοπάτι 

Akt/mTORC1 και την αυτοφαγία, απομονώθηκαν TEMP από ποντίκια που έλαβαν δίαιτα 

υψηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά για βραχυπρόθεσμο χρονικό διάστημα και μελετήθηκε 

μέσω RT- PCR η έκφραση των ATG πρωτεϊνών, ATG5 και ATG7, που παίζουν σημαντικό 

ρόλο στην ενεργοποίηση του μονοπατιού της αυτοφαγίας.  
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Διάγραμμα 9: Επίπεδα έκφρασης mRNA για τα ATG5 ΚΑΙ ATG7 σε μακροφάγα από HFD ποντίκια 

 

5.7 Έκφραση του LC3- δείκτη αυτοφαγίας σε WT και HFD ποντίκια 

Έχει αποδειχθεί ότι η εισαγωγή λιποσακχαρίτη LPS επάγει αυτοφαγία και το σχηματισμό 

αυτοφαγοσωμάτων στα κύτταρα [76]. Προκειμένου να ερευνήσουμε αν αυτό μπορεί να 

υλοποιηθεί σε μακροφάγα που φέρουν αντίσταση στην ινσουλίνη, απομονώσαμε περιτοναϊκά 

μακροφάγα από WT και HFD ποντίκια, τα οποία τοποθετήθηκαν σε θρεπτικό υλικό μαζί με 

LPS (100ng/ml) για έξι ώρες in vitro. Η έκφραση του LC3 I & II ποσοτικοποιήθηκε με 

Western Blot. 

 

Διάγραμμα 10: Μη επιτυχημένη απεικόνιση της έκφρασης του LC3-II σε μακροφάγα με αντίσταση στην 

ινσουλίνη 
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6. Συζήτηση Αποτελεσμάτων 

Τα μακροφάγα περιλαμβάνουν όλες τις συνιστώσες της σηματοδοτικής οδού της ινσουλίνης 

και ανταποκρίνονται στα σήματα ινσουλίνης μέσω των υποδοχέων IR και IGF- 1R και της 

μετέπειτα φωσφορυλίωσης της Akt κινάσης.  

Από την προ- κλινική μελέτη που πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο για την αποσαφήνιση 

της σχέσης  της αντίστασης στην ινσουλίνη με το έμφυτο ανοσοποιητικό σύστημα, τα 

επίπεδα έκφρασης mRNA του IRβ στα μακροφάγα που υποβλήθηκαν σε θεραπεία με 

ινσουλίνη ήταν σημαντικά μειωμένα σε σύγκριση με τα μη επεξεργασμένα κύτταρα.  

Παράλληλα, τα μακροφάγα από High Fat Diet ποντίκια, επέδειξαν επίσης μειωμένη 

έκφραση του Insulin Receptor β, κάτι που οδηγεί στο εύλογο συμπέρασμα ότι σε ένα 

υπερινσουλιναιμικό, in vitro ή in vivo, περιβάλλον, εμφανίζονται διαταραχές στη 

σηματοδοτική οδό της ινσουλίνης, καθώς και αλλαγές στην ευαισθησία των μακροφάγων 

ως προς αυτή.  

Αυτά τα ευρήματα υπονοούν ότι τα μακροφάγα αποκτούν αντίσταση στην ινσουλίνη και 

θέλαμε περαιτέρω να ελέγξουμε την επίδραση της διαταραχής της σηματοδοτικής οδού της 

ινσουλίνης με γενετική εκτομή των μεσολαβητών σηματοδότησης ινσουλίνης προκειμένου να 

οριοθετηθεί ο μηχανισμός που είναι υπεύθυνος για την αντίσταση στην ινσουλίνη σε αυτά. 

Όπως προαναφέρθηκε, το μονοπάτι της ινσουλίνης ελέγχεται από αρνητικούς ρυθμιστές, 

όπως η Akt, ο mTORC1, η  p70S6 κινάση και η 4E-BP1, όπου οι διαδοχικές φωσφορυλίωσεις 

τους οδηγούν σε εκτόπιση της ινσουλίνης από τον υποδοχέα και άρα διακοπή των διεργασιών 

εισαγωγής γλυκόζης μέσα στο κύτταρο [33,34]. Η μελέτη μέσω western blot, της έκφρασης 

του mRNA των στόχων του mTORC1, S6 και 4Ε-ΒΡ1, σε ποντίκια που έλαβαν δίαιτα 

υψηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά για βραχυπρόθεσμο χρονικό διάστημα έδειξε πως η 

δραστικότητα του mTORC1 ήταν αυξημένη, όπως εκτιμήθηκε με φωσφορυλίωση των 

στόχων του mTORC1, όπου σύμφωνα με το διάγραμμα 7, η έκφραση των φωσφορυλιωμένων 

παραγώγων  αυξήθηκε μετά από διέγερση ινσουλίνης για τριάντα λεπτά. Αυτά τα 

αποτελέσματα έρχονται σε συμφωνία με την προϋπάρχουσα βιβλιογραφία, που έχει αποδείξει 

ότι η υπερλειτουργία του mTORC1 παρατηρείται σε παχύσαρκα ποντίκια, πιθανώς λόγω 

αυξημένων επιπέδων κυκλοφορούσης ινσουλίνης, αμινοξέων και προ-φλεγμονωδών 

κυτοκινών. Έτσι, η παρατεταμένη τοπική σήμανση του mTORC1 στους ιστούς συμβάλλει 

στην ανάπτυξη συστημικής αντίστασης στην ινσουλίνη λόγω αναστολής ανατροφοδότησης 

της οδού PI3K/ Akt [59,60]. 
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Ο κυρίαρχος υποδοχέας ινσουλίνης, όπως προαναφέρθηκε, είναι ο υποδοχέας ινσουλίνης, ο 

οποίος έχει δύο ισομορφές IRa και IRβ. Ο IR μοιράζεται υψηλό βαθμό ομολογίας με τον 

IGF1R και τόσο η ινσουλίνη όσο και ο IGF-1 μπορούν να δεσμεύσουν και να 

ενεργοποιήσουν ο ένας τον υποδοχέα του άλλου με ασθενή συγγένεια. Τα επίπεδα έκφρασης 

του IGF1R αξιολογήθηκαν σε μακροφάγα ανθεκτικά στην ινσουλίνη (short- term HFD) με 

ανάλυση western blot και real time PCR και παρατηρήθηκε καταστολή της έκφρασής του 

(διάγραμμα 3), κάτι που επιβεβαίωσε και την δράση του IGF1R ως υποδοχέα του μονοπατιού 

της ινσουλίνης αλλά και την αντίσταση στην ινσουλίνη των συγκεκριμένων κυττάρων. 

Προκειμένου να διαπιστωθεί εάν ο IGF1R διαμεσολαβεί τη σηματοδότηση του μέσω της 

ισομορφής Akt2 και στη συνέχεια του mTORC1 όπως ο IR, πραγματοποιήθηκε πρωτεινική 

ανάλυση Western blot σε μακροφάγα απομονωμένα από LysMCreIgf1Rfl/ fl ποντίκια που 

διεγέρθηκαν σε καλλιέργεια με 100nΜ ινσουλίνη. Τα western blot έδειξαν πως η αύξηση της 

φωσφορυλίωσης του S6 και του 4Ε-ΒΡ1 μετά την διέγερση ινσουλίνης που παρατηρήθηκε 

στα control μακροφάγα (διάγραμμα 8), καταργήθηκε πλήρως στα μακροφάγα που δεν 

διαθέτουν IGF1R, υποδηλώνοντας έτσι ότι ο IGF1R σηματοδοτεί και αυτός, μέσω του 

μονοπατιού Akt2/ mTORC1. Επιπλέον, παρατηρήθηκε μια αυξημένη δραστηριότητα του 

mTORC1 στα βασικά επίπεδα των μακροφάγων Igf1R -/-. 

Παρόλα τα δεδομένα της βιβλιογραφία όμως, ο μηχανισμός που προάγει την αντίσταση στην 

ινσουλίνη  στα μακροφάγα, δεν είναι σαφής. Για αυτό το λόγο, υλοποιήθηκαν πειράματα 

επεξεργασίας μακροφάγων με διαφορετικές συγκεντρώσεις ινσουλίνης, από 0.01 nΜ έως 100 

nΜ, ώστε να αποκρυπτογραφηθεί σε ένα αρχικό στάδιο η συμβολή αυτών των δύο 

υποδοχέων. Στα διαγράμματα 5 και 6, φαίνεται αρκετά καθαρά η σταδιακή μείωση της 

έκφρασης mRNA του IR και του IGF1R , με τη σταδιακή αύξηση της συγκέντρωσης 

ινσουλίνης στο περιβάλλον. Η επίδραση της ινσουλίνης στην έκφραση του IR και του IGF1R 

άρχισε στα 1 nΜ, μια συγκέντρωση που μεσολαβεί σήματα μέσω IR [75], με σταδιακή 

εξασθένηση έως τα 100 nΜ, μια συγκέντρωση που η ινσουλίνη μεσολαβεί στη δράση της, 

επίσης μέσω IGF1R. 

Στη συνέχεια, έγινε προσπάθεια απόδειξης της σύνδεσης της αντίστασης στην ινσουλίνη με 

το μονοπάτι Akt/mTORC1 και την αυτοφαγία, και για αυτό το λόγο απομονώθηκαν TEMP 

από ποντίκια που έλαβαν δίαιτα υψηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά για βραχυπρόθεσμο 

χρονικό διάστημα και έπειτα, μελετήθηκε μέσω RT- PCR η έκφραση των ATG πρωτεϊνών, 

ATG5 και ATG7, που παίζουν σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση του μονοπατιού της 
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αυτοφαγίας. Λόγω της υψηλής δραστικότητας του mTORC1 στα συγκεκριμένα κύτταρα, που 

έχουν αποκτήσει χαρακτηριστικά αντίστασης στην ινσουλίνη, είναι αναμενόμενο η έκφραση 

των συγκεκριμένων πρωτεϊνών να ήταν μειωμένη (διάγραμμα 9), καθώς το μονοπάτι της 

αυτοφαγίας αναστέλλεται από τον ίδιο τον mTORC1 [71,72]. 

Τέλος, έχει αποδειχθεί ότι η εισαγωγή λιποσακχαρίτη LPS επάγει αυτοφαγία και το 

σχηματισμό αυτοφαγοσωμάτων στα κύτταρα [76]. Προκειμένου να ερευνήσουμε αν αυτό 

μπορεί να υλοποιηθεί σε μακροφάγα που φέρουν αντίσταση στην ινσουλίνη, απομονώσαμε 

περιτοναϊκά μακροφάγα από WT και HFD ποντίκια, τα οποία τοποθετήθηκαν σε θρεπτικό 

υλικό μαζί με LPS (100ng/ml) για έξι ώρες in vitro. Παρατηρώντας το διάγραμμα 10, 

μπορούμε να καταλήξουμε στο συμπέρασμα και χωρίς ποσοτικοποίηση, ότι κάτι δεν 

εξελίχθηκε ιδανικά κατά τη διάρκεια του πειράματος και λήφθηκε αυτό το αποτέλεσμα. 

Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, η πρωτείνη- δείκτης της αυτοφαγίας περιορίζει την έκφραση 

της όταν το σηματοδοτικό μονοπάτι της αυτοφαγίας είναι περιορισμένο. Στη συγκεκριμένη 

περίπτωση στα μακροφάγα που απομονώθηκαν από HFD και άρα με απευαισθητοποίηση 

στην ινσουλίνη περιμέναμε μια δραστική μείωση της έκφρασης της LC3-II και αντίθετα, στα 

wild type, στα οποία έγινε η εισαγωγή του LPS, χωρίς να υπάρχει κάποιο κώλυμα σε κάποιο 

σηματοδοτικό μονοπάτι, να ξεκινήσει η υπερέκφραση της λόγω της έναρξης της 

φαγοκυττάρωσης. Το διάγραμμα βρίσκεται σε ασυμφωνία με το θεωρητικό υπόβαθρο και για 

αυτό το λόγο δε θα ληφθεί υπόψιν. 
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7. Συμπεράσματα- Μελλοντικοί Στόχοι 

Η παχυσαρκία και το σχετιζόμενο με αυτή μεταβολικό σύνδρομο έχουν συνδεθεί με τη 

χρόνια φλεγμονή σε διάφορους ιστούς και αυξημένη ευαισθησία σε λοίμωξη. Το έμφυτο 

ανοσοποιητικό σύστημα έχει έναν ουσιαστικό ρόλο στην ανάπτυξη της παχυσαρκίας και 

παθήσεων σχετιζόμενων με αυτή. Στην παρούσα εργασία, έχει διερευνηθεί η επίδραση της 

αντίστασης στην ινσουλίνη στο έμφυτο ανοσοποιητικό σύστημα.  

Στην παρούσα μελέτη αποδείχθηκε ότι τα μακροφάγα έχουν μια λειτουργική οδό 

σηματοδότησης της ινσουλίνης, η οποία μπορεί να διαταραχθεί όταν εκτεθεί χρονίως σε 

υψηλά επίπεδα ινσουλίνης τόσο in νίνο όσο και in vitro. Εξασθενημένη σηματοδότηση της 

ινσουλίνης παρατηρήθηκε επίσης και απουσία του IGF1R, αποδεικνύοντας έτσι τη 

συμμετοχή του στο σηματοδοτικό μονοπάτι της ινσουλίνης ως ομόλογος υποδοχέας της. Τα 

ανθεκτικά στην ινσουλίνη μακροφάγα εμφάνισαν αυξημένη δραστηριότητα του mTORC1 

που οδήγησε σε αρνητική σηματοδότηση του μονοπατιού της αυτοφαγίας. 

Μελλοντικά, περαιτέρω έρευνα πάνω στους διάφορους φαινοτύπους των ενεργοποιημένων 

μακροφάγων, καθώς και στο φαινόμενο της αντίστασης στην ινσουλίνη μπορεί να οδηγήσει 

σε καινοτόμες θεραπείες αντιμετώπισης του διαβήτη τύπου 2 και της αναπτυξιακής 

παχυσαρκίας. Παράλληλα, η αποκρυπτογράφηση του μονοπατιού Akt/ mTORC1 μπορεί  να 

αποκαλύψει νέους φαρμακευτικούς στόχους για τον καρκίνο και για άλλες ασθένειες του 

ανθρώπου που σχετίζονται με τη σηματοδότηση αυτή. 
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