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Περίληψη 
 

O λευκός λιπώδης ιστός εκκρίνει ένα μεγάλο αριθμό βιολογικά ενεργών 

μορίων, τα οποία παίζουν σπουδαίο ρόλο στη ρύθμιση του μεταβολισμού και στην 

αλληλεπίδραση του λιπώδους ιστού και του ανοσοποιητικού συστήματος, 

ρυθμίζοντας τη φλεγμονώδη απόκριση. Η αδιπονεκτίνη εκφράζεται αποκλειστικά και 

σε πολύ υψηλά επίπεδα στα λιποκύτταρα και η συγκέντρωσή της στο πλάσμα είναι η 

υψηλότερη, σε σύγκριση με οποιαδήποτε άλλη, γνωστή μέχρι σήμερα, ορμόνη. Τα 

επίπεδα της αδιπονεκτίνης ελαττώνονται σε καταστάσεις, όπως η παχυσαρκία, ο 

σακχαρώδης διαβήτης τύπου ΙΙ και η στεφανιαία νόσος. Η αδιπονεκτίνη θεωρείται ότι 

ασκεί προστατευτική δράση έναντι της ανάπτυξης αθηρωματικής πλάκας και του 

μεταβολικού συνδρόμου, λόγω της αντι-φλεγμονώδους και αντι-διαβητικής δράσης 

της. 

Η αντι-φλεγμονώδης δράση της αδιπονεκτίνης συνίσταται κυρίως στην 

καταστολή της δραστηριότητας των μακροφάγων, τα οποία είναι η κύρια πηγή προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών. Στην παρούσα μελέτη αναφέρουμε ότι η αδιπονεκτίνη 

επάγει ισχυρά την έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από THP-1 μακροφάγα και 

πρωτογενή μακροφάγα ανθρώπου και ποντικού. Για να εξηγηθεί το πώς μια ορμόνη 

που φαίνεται να έχει ισχυρή προ-φλεγμονώδη δράση, καταλήγει να έχει 

προστατευτική δράση έναντι στη φλεγμονή, προτείναμε ότι η παρατεταμένη έκθεση 

των μακροφάγων σε υψηλές δόσεις αδιπονεκτίνης είναι πιθανό να απευαισθητοποιεί 

τα μακροφάγα και να επάγει την ανοχή τους στην ίδια την ορμόνη και σε άλλα προ-

φλεγμονώδη ερεθίσματα. Μάλιστα, προτείνεται ότι η επίδραση της αδιπονεκτίνης 

στην ευαισθησία των μακροφάγων εξαρτάται από τη συγκέντρωσή της. Πράγματι, η 

παρατεταμένη έκθεση μακροφάγων σε υψηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης (που 

αντιπροσωπεύουν τη συγκέντρωση αδιπονεκτίνης στο πλάσμα ατόμων με 

φυσιολογικό ΒΜΙ) είχε σαν αποτέλεσμα την απευαισθητοποίηση των κυττάρων σε 

επακόλουθη διέγερση με την ορμόνη και με άλλα προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα. 

Αντίθετα, η έκθεση μακροφάγων σε χαμηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης (που 

αντιπροσωπεύουν τη συγκέντρωση της ορμόνης στο πλάσμα παχύσαρκων ατόμων) 

δεν απευαισθητοποιεί τα μακροφάγα, με αποτέλεσμα η ακόλουθη έκθεσή τους σε 

υψηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης να προκαλεί την έκκριση προ-φλεγμονωδών 

παραγόντων, αποκαλύπτοντας τη δυναμική της σα προ-φλεγμονώδη παράγοντα. 
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Επίσης, η αδιπονεκτίνη επάγει την ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα 

NFkB, ενώ η παρατεταμένη έκθεση των μακροφάγων σε αδιπονεκτίνη καταστέλλει 

την επαγόμενη από την ίδια και τον LPS ενεργοποίηση του NFkB. Προτείνουμε, 

λοιπόν, ότι η διατήρηση υψηλών επιπέδων αδιπονεκτίνης στο πλάσμα επάγει την 

ανοχή τους στη δράση της και στη δράση άλλων προ-φλεγμονωδών ερεθισμάτων, με 

αποτέλεσμα να δρα προστατευτικά. 

Άλλοι παράγοντες που παίζουν σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της 

φλεγμονώδους απόκρισης είναι τα νευροπεπτίδια της οικογένειας CRH. Τα 

νευροπεπτίδια αυτά απελευθερώνεται σε περιοχές φλεγμονής από τις απολήξεις των 

συμπαθητικών νευρώνων, από επιθηλιακά κύτταρα και από κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήματος και ενεργοποιούν τα μακροφάγα, ασκώντας προ-

φλεγμονώδη δράση. Στη συγκεκριμένη εργασία μελετήθηκε η επίδραση των 

νευροπεπτιδίων της οικογένειας CRH στη ρύθμιση των υποδοχέων AdipoR1 και 

AdipoR2 και στην επαγόμενη από αδιπονεκτίνη και LPS έκκριση προ-φλεγμονωδών 

κυτοκινών, από τα μακροφάγα. Βρέθηκε ότι τα νευροπεπτίδια CRH και UCN2 

μειώνουν σημαντικά την έκφραση των υποδοχέων AdipoR1 και AdipoR2 σε THP-1 

μονοκύτταρα, ενώ φαίνεται να μην επηρεάζουν την επαγόμενη από αδιπονεκτίνη και 

LPS έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από THP-1 μακροφάγα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 8



Abstract 
 

Adipose tissue acts as an endocrine organ producing a number of molecules 

with an important role in the regulation of metabolism and inflammation. Adiponectin 

is the most abundant gene product in adipose tissue and circulates at high 

concentrations in the blood. Adiponectin levels are decreased in obesity, in TIIDM 

and in patients with CAD. It is believed that adiponectin has protective actions in the 

initiation and progression of atherosclerosis and the metabolic syndrome through anti-

inflammatory and anti-diabetic effects. 

The anti-inflammatory effects of adiponectin are believed to be exerted via 

macrophages, through suppression of the production of pro-inflammatory cytokines in 

response to LPS. In this report, we provide experimental evidence that globular 

adiponectin (gAd) is a powerful inducer of TNFα and IL6 secretion in the THP-1 

macrophage cell line, in primary human peripheral macrophages and in primary 

mouse peritoneal macrophages. To explain how the apparent pro-inflammatory action 

of gAd ends up in an anti-inflammatory effect, we suggested that the anti-

inflammatory effect of adiponectin is due to an induction of macrophage tolerance to 

pro-inflammatory stimuli, including its own. We also suggest that this effect of gAd 

on macrophage sensitivity to pro-inflammatory stimuli is dose-dependent. Indeed, 

pre-exposure of macrophages to high concentrations of gAd (that correspond to lean 

subjects) rendered them tolerant to further gAd exposure or to other pro-inflammatory 

stimuli, such as TLR3 ligand polyI:C and TLR4 ligand LPS. Pre-exposure to low 

concentrations of gAd (that correspond to obese subjects) and re-exposure to high 

levels of gAd unmasked its pro-inflammatory properties. Also, gAd induced NFkB 

activation and tolerance to further gAd or LPS exposure. Our data suggest that 

constant presence of adiponectin in the circulation in high levels renders macrophages 

resistant to its own action and to other pro-inflammatory stimuli. 

 CRH and Urocortins are other major regulators of the inflammatory process. 

When released at the site of inflammation from nerve terminals, epithelial and 

immune cells, these peptides affect directly the immune system at the level of 

macrophage activation, exerting pro-inflammatory effects. In this report we examine 

the effect of CRH and UCN2 on the regulation of adiponectin receptors AdipoR1 and 

AdipoR2 and on the adiponectin and LPS-induced production of pro-inflammatory 
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cytokines in macrophages. Expression levels of AdipoR1 and AdipoR2 were 

significantly downregulated by CRH and UCN2, in THP-1 monocytes, while pre-

incubation of THP-1 macrophages with CRH and UCN2 did not affect the 

adiponectin and LPS-induced production of pro-inflammatory cytokines. 
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Συντμήσεις  
 

ΑΜΡΚ: AMP-activated Protein Kinase (ενεργοποιούμενη από AMP πρωτεϊνική 

κινάση) 

BMI: Body Mass Index (δείκτης μάζας σώματος) 

BSA: Bovine Serum Albumin (αλβουμίνη ορού βοός) 

CAD: Coronary Artery Disease (στεφανιαία νόσος) 

cAMP: cyclic AMP (κυκλικό ΑΜΡ) 

CAMs: Cell Adhesion Molecules (μόρια κυτταρικής προσκόλλησης)  

CRΗ: Corticotropine Releasing Hormone (εκλυτικός παράγοντας της 

κορτικοτροπίνης) 

CRP: C-Reactive Protein (πρωτεΐνη οξείας φάσης-C) 

FBS: Foetal Bovine Serum (ορός εμβρύου βοός)  

gAd: globular Adiponectin (καρβοξυτελική, σφαιρική περιοχή της αδιπονεκτίνης) 

HDL: High-Density Lipoprotein (λιποπρωτεΐνη υψηλής πυκνότητας) 

HMW: High Molecular Weight (υψηλού μοριακού βάρους) 

ICAM-1: Intracellular Cell Adhesion Molecule-1 

IFNγ: Interferon γ (ιντερφερόνη γ) 

IL-1RA: IL1 Receptor Antagonist (ανταγωνιστής του υποδοχέα της ιντερλευκίνης 1) 

IL1β, IL6, IL8, IL10: Interleukin 1β, Interleukin 6, Interleukin 8, Interleukin 10 

(ιντερλευκίνη 1β, ιντερλευκίνη 6, ιντερλευκίνη 8, ιντερλευκίνη 10)  

IRS-1: Insulin Receptor Substrate-1 (υπόστρωμα του υποδοχέα της ινσουλίνης-1) 

LDL: Low-Density Lipoprotein (λιποπρωτεΐνη χαμηλής πυκνότητας)   

LMW: Low Molecular Weight (χαμηλού μοριακού βάρους) 

LPS: Lipopolysaccharide (λιποπολυσακχαρίτης) 

MMW: Medium Molecular Weight (μεσαίου μοριακού βάρους) 

NFkB: Nuclear Factor-kappa B (μεταγραφικός παράγοντας-kB) 

NO: Nitric Oxide (μονοξείδιο του αζώτου) 

PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor-1 (αναστολέας του ενεργοποιητή του 

πλασμινογόνου-1) 

PBS: Phosphate Buffered Saline 

PGE2: Prostaglandin E2 (προσταγλανδίνη Ε2) 

PKA: Protein Kinase A (πρωτεϊνική κινάση Α) 
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PKC: Protein Kinase C (πρωτεϊνική κινάση C) 

PMA: Phorbol Myristate Acetate  

Poly (I:C): polyinosine-polycytidylic acid   

PPARs: Peroxisome Proliferator-Activated Receptors  

P/S: Penicilline/Streptomicin (πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη) 

RT-PCR: Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction   

rpm: rounds per minute (στροφές ανά λεπτό)      

RT: Room Temperature (θερμοκρασία δωματίου) 

TIIDM: Type II Diabetes Mellitus (σακχαρώδης διαβήτης τύπου ΙΙ) 

TGFβ: Transforming Growth Factor β (αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού β) 

TLR3, TLR4: Toll-like Receptor 3, Toll-like Receptor 4  

TNFα: Tumor Necrosis Factor α (παράγοντας νέκρωσης των όγκων α) 

TPA: 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate     

UCN2: Urocortin 2 (ουροκορτίνη 2) 

VCAM-1: Vascular Cell Adhesion molecule-1 

WAT: White Adipose Tissue (λευκός λιπώδης ιστός) 

WFI: water for injection (νερό για ενέσιμο διάλυμα) 
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1.1. Αδιποκίνες-Αδιπονεκτίνη 

 

1.1.1. Αδιποκίνες-ορισμός 

 

 Ο λευκός λιπώδης ιστός (white adipose tissue-WAT) αποτελεί τον κύριο ιστό 

αποθήκευσης ενέργειας στα θηλαστικά και στα πτηνά. Μέχρι και την τελευταία 

δεκαετία, θεωρούνταν ότι ο μοναδικός ρόλος του λευκού λιπώδους ιστού ήταν η 

αποθήκευση ενέργειας με τη μορφή τριγλυκεριδίων και η απελευθέρωσή της με τη 

μορφή ελεύθερων λιπαρών οξέων, γλυκερόλης και θερμότητας, ως απόκριση στην 

αλλαγή των ενεργειακών απαιτήσεων του οργανισμού. Τα τελευταία χρόνια όλο και 

περισσότερες πληροφορίες δημοσιεύονται για το ρόλο του λευκού λιπώδους ιστού 

σαν ενδοκρινές όργανο, το οποίο παίζει σπουδαίο ρόλο σε μεγάλο εύρος 

φυσιολογικών λειτουργιών και κυρίως στον έλεγχο και στη ρύθμιση του 

μεταβολισμού (1-3).  

Ο λευκός λιπώδης ιστός εκκρίνει ένα μεγάλο αριθμό ενεργών βιολογικά 

μορίων, τα οποία επηρεάζουν τη λειτουργία άλλων ιστών και ονομάζονται 

αδιποκίνες (3, 4). Αρχικά, για το χαρακτηρισμό των εκκρινόμενων προϊόντων του 

λιπώδους ιστού είχε προταθεί ο όρος «αδιποκυτοκίνες» (5), ο οποίος 

χρησιμοποιήθηκε ευρέως. Παρόλα αυτά, ο όρος «αδιποκυτοκίνες» είναι δυνατό να 

σταθεί παραπλανητικός, γιατί μπορεί να οδηγήσει στο συμπέρασμα ότι τα 

εκκρινόμενα προϊόντα του λιπώδους ιστού είναι κυτοκίνες ή ότι μοιάζουν με 

κυτοκίνες. Ενώ το γεγονός αυτό είναι αλήθεια για πολλά εκκρινόμενα προϊόντα του 

λιπώδους ιστού, όπως ο TNFα και η IL6, αυτό δεν ισχύει για την πλειοψηφία των 

μορίων. Προτείνεται, λοιπόν, ο όρος αδιποκίνες, για την περιγραφή των πρωτεϊνών, οι 

οποίες συνθέτονται και εκκρίνονται από τα λιποκύτταρα και ο οποίος υπονοεί ότι τα 

μόρια αυτά ανήκουν σε μια διακριτή λειτουργική ομάδα (3, 4). 

 Ο αριθμός των, μέχρι σήμερα, χαρακτηρισμένων και υποψήφιων αδιποκινών 

ξεπερνάει τις πενήντα και ανάλογα με τη λειτουργία τους κατατάσσονται σε 

διαφορετικές ομάδες, όπως: κυτοκίνες (π.χ. TNFα, IL6, IL8), αυξητικοί παράγοντες 

(π.χ. TGFβ), πρωτεΐνες του συμπληρώματος (π.χ. αδιψίνη, παράγοντας C3), 

πρωτεΐνες οξείας φάσης (π.χ. ΡΑΙ-1, πιθανόν η CRP) και ορμόνες, που παίζουν 

σημαντικό ρόλο στην αλληλεπίδραση του λιπώδους ιστού και του ανοσοποιητικού 

συστήματος, όπως η λεπτίνη, η βισφατίνη, η ρεζιστίνη και η αδιπονεκτίνη (3, 6).  
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1.1.2. Ταυτοποίηση και μοριακή δομή της αδιπονεκτίνης 

 

 Η αδιπονεκτίνη ταυτοποιήθηκε ανεξάρτητα από τέσσερεις ερευνητικές 

ομάδες, με τη χρήση διαφορετικών τεχνικών και προσεγγίσεων. Το cDNA της 

ανθρώπινης αδιπονεκτίνης, απομονώθηκε με τυχαία αλληλούχιση μεγάλης κλίμακας 

μιας βιβλιοθήκης cDNA ανθρώπινου λιπώδους ιστού και ονομάστηκε apM1 

(AdiPose Most Abundant gene transcript 1) (7). Επίσης, κλωνοποιήθηκε το cDNΑ 

της αδιπονεκτίνης ποντικού και βρέθηκε ότι η αντίστοιχη πρωτεΐνη, η οποία 

ονομάστηκε Acrp30 (Adipocyte complement-related protein of 30 kDa), επάγεται 

κατά τη διαφοροποίηση των πρόδρομων λιποκυττάρων σε ώριμα λιποκύτταρα (8). 

Παρόμοια, η ίδια πρωτεΐνη ταυτοποιήθηκε σε ποντικούς και αρουραίους και 

ονομάστηκε AdipoQ (9). Τέλος, η ανθρώπινη αδιπονεκτίνη απομονώθηκε από το 

πλάσμα και ονομάστηκε GBP28 (gelatin binding protein of 28 kDa) (10). 

 Το γονίδιο της ανθρώπινης αδιπονεκτίνης ονομάζεται apM1, καταλαμβάνει 17 

kb στο χρωμόσωμα 3, στην περιοχή 3q27 και αποτελείται από τρία εξόνια και δύο 

ιντρόνια (11). Η αδιπονεκτίνη αποτελείται από 247 αμινοξέα, έχει μέγεθος 30 kDa 

και εκφράζεται αποκλειστικά και σε πολύ υψηλά επίπεδα στα λιποκύτταρα (7). 

Ανήκει στην υπεροικογένεια των κολλαγόνων, καθώς παρουσιάζει ομολογία στην 

πρωτοταγή δομή της με τις πρωτεΐνες κολλαγόνο τύπου VIII και X και με τον 

παράγοντα του συμπληρώματος C1q (12), ενώ η τριτοταγής δομή της μοιάζει με αυτή 

του TNFα (9).  

 Η αδιπονεκτίνη έχει τέσσερεις λειτουργικές περιοχές (Σχ. 1): μια αμινοτελική 

αλληλουχία σήματος, μια υπερμεταβλητή περιοχή, η οποία δεν παρουσιάζει ομολογία 

μεταξύ διαφορετικών ειδών, μια περιοχή παρόμοια με το κολλαγόνο (collagen-like 

domain) και μια καρβοξυτελική, σφαιρική περιοχή, παρόμοια με τον παράγοντα του 

συμπληρώματος C1q (C1q-like domain) (9). Στο πλάσμα η πρωτεΐνη υπάρχει σαν 

ολόκληρο μόριο, με τις τέσσερεις λειτουργικές περιοχές ή σαν ένα μικρότερο 

θραύσμα, το οποίο αντιστοιχεί στην καρβοξυτελική, σφαιρική περιοχή του μορίου 

(gAd) (13) (Σχ. 1).  
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Σχήμα 1. Δομή και λειτουργικές περιοχές της αδιπονεκτίνης (από Kadowaki et al. 2005).  
 

Για το λόγο αυτό, έχει προταθεί ότι η αδιπονεκτίνη είναι πιθανό να κόβεται 

πρωτεολυτικά μετά την έκκρισή της. Πρόσφατα, μάλιστα, δημοσιεύτηκε ότι το 

ένζυμο ελαστάση, το οποίο εκκρίνεται από λευκά αιμοσφαίρια (κυρίως μονοκύτταρα, 

μακροφάγα και ουδετερόφιλα), είναι υπεύθυνο για την πρωτεολυτική διάσπαση της 

αδιπονεκτίνης και τη δημιουργία του σφαιρικού θραύσματος του μορίου (gAd) (14). 

Επίσης, υπάρχουν αρκετές δημοσιευμένες αναφορές που δείχνουν ότι η βιολογική 

δράση της αδιπονεκτίνης οφείλεται, σε πολλές περιπτώσεις, στο σφαιρικό της 

θραύσμα (gAd) (14-18). 

 Επίσης, η αδιπονεκτίνη, που βρίσκεται στην κυκλοφορία, είναι δυνατό να 

σχηματίζει ομο-πολυμερή (19) με τη δημιουργία δισουλφιδικών δεσμών, οι οποίοι 

μεσολαβούνται από τo αμινοξύ κυστεϊνη στη θέση 39 (Cys-39) (20). Βρέθηκε ότι στο 

ανθρώπινο πλάσμα, η αδιπονεκτίνη υπάρχει σα χαμηλού μοριακού βάρους μονομερές 

(LMW), σα μεσαίου μοριακού βάρους διμερές (MMW) και σαν υψηλού μοριακού 

βάρους πολυμερές (HMW) (19) (Σχ. 2). 

 
Σχήμα 2. Ομο-πολυμερή αδιπονεκτίνης στο ανθρώπινο πλάσμα. Έγινε ηλεκτροφόρηση 
πλάσματος σε πηκτή πολυακρυλαμίδης και οι διαφορετικές πολυμερικές μορφές του μορίου 
ανιχνεύθηκαν με τη χρήση αντισώματος έναντι στην αδιπονεκτίνη. S-S, δισουλφιδικός 
δεσμός (2, 19).  
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Επιπλέον, η αδιπονεκτίνη στο πλάσμα ανθρώπου και ποντικού και η αδιπονεκτίνη 

που εκφράζεται σε ΝΙΗ-3Τ3 λιποκύτταρα και σε E.Coli, σχηματίζει ένα μεγάλο 

εύρος ομο-πολυμερών, όπως τριμερή, εξαμερή και άλλα HMW πολυμερή, όπως 

12μερή και 18μερή (21, 22). Μάλιστα, τα ομο-πολυμερή αυτά φαίνεται να έχουν 

διακριτή βιολογική δράση, καθώς σύμφωνα με τους Tsao et al. (2002, 2003), μόνο τα 

εξαμερή και τα HMW πολυμερή αδιπονεκτίνης ενεργοποιούν το μεταγραφικό 

παράγοντα NFkB, στα C2C12 μυοκύτταρα, ενώ τα τριμερή αδιπονεκτίνης επάγουν 

την ενεργοποίηση της κινάσης ΑΜΡΚ, προτείνοντας ότι ο σχηματισμός των ομο-

πολυμερών πιθανό να είναι απαραίτητος για κάποιες από τις βιολογικές δράσεις της 

αδιπονεκτίνης (21, 22). 

 

1.1.3. Συγκέντρωση της αδιπονεκτίνης στο ανθρώπινο πλάσμα  

 

 Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, η αδιπονεκτίνη είναι μια ορμόνη, η οποία 

συνθέτεται και εκκρίνεται αποκλειστικά από τα λιποκύτταρα. Τα επίπεδά της στο 

πλάσμα ανθρώπων με φυσιολογικό ΒΜΙ είναι τα υψηλότερα, σε σύγκριση με 

οποιαδήποτε άλλη ορμόνη (7-10, 23, 24). Η συγκέντρωσή της στο πλάσμα 

κυμαίνεται από 2 έως 30 μg/ml, η οποία είναι 103 φορές υψηλότερη από τη 

συγκέντρωση άλλων εξαιρετικά σημαντικών ορμονών, όπως η κορτιζόλη και η 

λεπτίνη, και 106 φορές υψηλότερη από τη συγκέντρωση των περισσότερων προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών, όπως ο TNFα και η IL6 (Σχ. 3) (23). Η εκκρινόμενη 

αδιπονεκτίνη αντιστοιχεί στο 0,01% του συνόλου των πρωτεϊνών του πλάσματος 

(23).    

 
 
 
Σχήμα 3. Τάξη μεγέθους της συγκέντρωσης αδιπονεκτίνης στο ανθρώπινο πλάσμα (από 
Shimada et al. (24)). 
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Η αδιπονεκτίνη παρουσιάζει κιρκάδιο ρυθμό έκκρισης, με σημαντική 

ελάττωση της έκκρισης το βράδυ, η οποία φτάνει στο ελάχιστο τις πρώτες πρωινές 

ώρες (25). Οι διακυμάνσεις αυτές στη συγκέντρωση της αδιπονεκτίνης κατά τη 

διάρκεια του 24ωρου είναι πανομοιότυπες με αυτές της κορτιζόλης και της πρωτεΐνης 

που δεσμεύει τη λεπτίνη, προτείνοντας ότι είναι πιθανό οι τελευταίες να επηρεάζουν 

την έκκριση της αδιπονεκτίνης (25).  

 

1.1.4. Ρύθμιση της έκφρασης της αδιπονεκτίνης 

 

 Οι ακριβείς μοριακοί μηχανισμοί οι οποίοι επάγουν τη σύνθεση και έκκριση 

της αδιπονεκτίνης από τα λιποκύτταρα δεν έχουν διαλευκανθεί πλήρως μέχρι σήμερα. 

Ωστόσο, υπάρχουν αρκετές δημοσιευμένες αναφορές που αφορούν στη ρύθμιση του 

γονιδίου της αδιπονεκτίνης από ορμονικούς παράγοντες, σε in vitro και in vivo 

συστήματα. 

 Σημαντικός παράγοντας στη ρύθμιση του γονιδίου της αδιπονεκτίνης φαίνεται 

να είναι η ινσουλίνη, η οποία είναι πιθανό να επηρεάζει την έκφραση της 

αδιπονεκτίνης με διαφορετικό τρόπο, ανάλογα με τη συγκέντρωση και τη διάρκεια 

δράσης της. Βρέθηκε, λοιπόν, ότι μικρής διάρκειας έκθεση 3Τ3-L1 λιποκυττάρων σε 

ινσουλίνη είχε σαν αποτέλεσμα την αύξηση της έκφρασης της αδιπονεκτίνης (8), ενώ 

μεγαλύτερης διάρκειας έκθεση είχε σαν αποτέλεσμα τη μείωση της έκφρασης του 

γονιδίου της (26). Επίσης, στη ρύθμιση της σύνθεσης της αδιπονεκτίνης εμπλέκονται 

οι PPARs, οι οποίοι ανήκουν στην υπεροικογένεια των πυρηνικών υποδοχέων 

ορμονών και ρυθμίζουν με διαφορετικό τρόπο την έκφραση του γονιδίου, σε 

διαφορετικά μοντέλα (27-30). Ένας παράγοντας που ρυθμίζει αρνητικά την έκφραση 

του γονιδίου της αδιπονεκτίνης είναι ο TNFα. Η έκκριση του TNFα από τα 

λιποκύτταρα επάγεται σε πολύ υψηλά επίπεδα σε καταστάσεις παχυσαρκίας και έχει 

βρεθεί ότι καταστέλλει την έκφραση της αδιπονεκτίνης (29), ενώ παράλληλα 

συμβάλλει στην ανάπτυξη αντίστασης στην ινσουλίνη (31). Επίσης, οι αγωνιστές των 

β-αδρενεργικών υποδοχέων ρυθμίζουν αρνητικά την έκφραση του γονιδίου της 

αδιπονεκτίνης (26).    

 Πρέπει να διευκρινιστεί ότι πολλές από τις ορμονικές επιδράσεις στη ρύθμιση 

της έκφρασης της αδιπονεκτίνης, που περιγράφηκαν παραπάνω, μελετήθηκαν σε in 

vitro συστήματα και είναι πιθανό να μην ανταποκρίνονται ακριβώς στην πραγματική 

in vivo κατάσταση. 
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1.1.5. Αδιπονεκτίνη και κλινικές παρατηρήσεις-Μελέτες σε ανθρώπινους 
πληθυσμούς   
 

Ένας αριθμός κλινικών μελετών έχει δείξει ότι η έκφραση και η συγκέντρωση 

της αδιπονεκτίνης στο πλάσμα ελαττώνονται σημαντικά σε καταστάσεις όπως η 

παχυσαρκία, σε αντίθεση με όλα τα γνωστά μέχρι σήμερα εκκρινόμενα προϊόντα του 

λιπώδους ιστού, των οποίων η έκφραση και η συγκέντρωση στο πλάσμα αυξάνονται 

σημαντικά (23, 32, 33). Για παράδειγμα, βρέθηκε ότι η συγκέντρωση αδιπονεκτίνης 

στο πλάσμα σχετίζεται αρνητικά με το δείκτη μάζας σώματος (ΒΜΙ) σε Ιάπωνες 

άνδρες και γυναίκες (23). Μάλιστα, η μέση συγκέντρωση της αδιπονεκτίνης στο 

πλάσμα των παχύσαρκων ατόμων ήταν 3,7 ± 3.2 μg/ml, ενώ σε μη παχύσαρκα άτομα 

ήταν 8.9 ± 5.4 μg/ml (23). Αρνητική συσχέτιση του ΒΜΙ και των επιπέδων 

αδιπονεκτίνης στο πλάσμα έδειξαν, επίσης, μελέτες σε καυκάσιους πληθυσμούς και 

σε πληθυσμούς Ινδιάνων Pima (33).   

 Αντίθετα με τα ελαττωμένα επίπεδα αδιπονεκτίνης σε παχύσαρκα άτομα, 

βρέθηκε ότι η απώλεια βάρους ενισχύει την έκκριση αδιπονεκτίνης από τα 

λιποκύτταρα (32, 34). Μάλιστα, μια μελέτη που έγινε σε λιπόσαρκους ασθενείς που 

πάσχουν από νευρική ανορεξία έδειξε ότι τα επίπεδα αδιπονεκτίνης στο πλάσμα ήταν 

σημαντικά υψηλότερα, σε σύγκριση με τις ομάδες ελέγχου (35). 

 Σε μια άλλη κλινική μελέτη, έγινε σύγκριση των επιπέδων αδιπονεκτίνης σε 

τρεις διαφορετικές ομάδες ατόμων: σε υγιή άτομα, σε ασθενείς με σακχαρώδη 

διαβήτη τύπου ΙΙ (TIIDM) και σε ασθενείς με TIIDM και με στεφανιαία νόσο (CAD) 

(34). Οι συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης ήταν σημαντικά χαμηλότερες στους ασθενείς 

με TIIDM, συγκριτικά με την ομάδα των υγιών ατόμων, ενώ η ελάττωση των 

επιπέδων αδιπονεκτίνης ήταν ακόμα μεγαλύτερη στους ασθενείς με TIIDM και CAD. 

Στην ίδια μελέτη βρέθηκε ότι τα επίπεδα αδιπονεκτίνης σχετίζονται αρνητικά με τα 

επίπεδα ινσουλίνης, γλυκόζης και τριγλυκεριδίων του πλάσματος, ενώ σχετίζονται 

θετικά με τα επίπεδα της HDL-χοληστερόλης. Παρόμοια αποτελέσματα είχαν οι 

μελέτες των Yamamoto et al. (36) και Matsubara et al. (37), οι οποίοι έδειξαν ότι η 

συγκέντρωση αδιπονεκτίνης στο πλάσμα σχετίζεται αρνητικά, εκτός από τα 

παραπάνω, με τα επίπεδα ολικής και LDL-χοληστερόλης, καθώς επίσης, με την πίεση 

του αίματος και τον αθηρωματικό δείκτη (atherogenic index). Φαίνεται, λοιπόν, ότι οι 

χαμηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης σχετίζονται με αρκετούς καλά 

χαρακτηρισμένους παράγοντες κινδύνου για το σχηματισμό αθηρωματικής πλάκας, 
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ενώ φαίνεται να υπάρχει σχέση μεταξύ χαμηλών συγκεντρώσεων αδιπονεκτίνης και 

ανάπτυξης του μεταβολικού συνδρόμου, στο οποίο περιλαμβάνονται η αντίσταση 

στην ινσουλίνη, η παχυσαρκία, η υπερτριγλυκεριδαιμία, η υπέρταση, η 

αθηρωμάτωση και τα χαμηλά επίπεδα HDL-χοληστερόλης (33, 34, 38, 39). Παρόμοια 

αποτελέσματα έδωσαν μελέτες σε πειραματικά μοντέλα παχυσαρκίας και TIIDM (9, 

13).  

 Τέλος, πρόσφατες μελέτες είχαν σαν αποτέλεσμα τη χαρτογράφηση μιας 

περιοχής, η οποία φαίνεται να δίνει προδιάθεση για TIIDM, στο χρωμόσωμα 3q27, 

όπου χαρτογραφείται και το γονίδιο της αδιπονεκτίνης (11, 40). Η παρουσία 

πολυμορφισμών στον υποκινητή και στο εξόνιο 3 του γονιδίου της αδιπονεκτίνης 

αναφέρθηκαν να έχουν σχέση με την ανάπτυξη TIIDM (41, 42), ενώ μεταλλάξεις στη 

σφαιρική περιοχή της αδιπονεκτίνης σχετίζονται, επίσης, με χαμηλά επίπεδα στο 

πλάσμα και TIIDM (43).       

 

1.1.6. Μηχανισμός δράσης της αδιπονεκτίνης-Βιολογικός ρόλος 

 

 Αρκετές δημοσιευμένες μελέτες αναφέρουν ότι η αδιπονεκτίνη δρα 

ενισχύοντας τη δράση της ινσουλίνης στους ιστούς, σε πειραματικά μοντέλα TIIDM 

(13, 27, 44), ενώ πολλές μελέτες αναφέρουν ότι η αδιπονεκτίνη είναι μια ορμόνη με 

αντι-φλεγμονώδεις ιδιότητες, η οποία δρα προστατευτικά έναντι της δημιουργίας 

αθηρωματικής πλάκας (5, 18, 45-51). 

 

1.1.6.1. Ρόλος της αδιπονεκτίνης στην ενίσχυση της ευαισθησίας των ιστών στην 
ινσουλίνη    
 

 Η επίδραση της αδιπονεκτίνης στον περιορισμό της αντίστασης στην 

ινσουλίνη, σχετίζεται με την ικανότητά της να ελαττώνει τα επίπεδα των λιπαρών 

οξέων του πλάσματος και των αποθηκευμένων στους μύες και στο ήπαρ 

τριγλυκεριδίων (13, 27). Αυτό επιτυγχάνεται με την επαγωγή της έκφρασης μορίων 

που συμμετέχουν στη μεταφορά και στη β-οξείδωση των λιπαρών οξέων, όπως η 

πρωτεΐνη CD36 και η οξειδάση του ακέτυλο-συνενζύμου Α, αντίστοιχα (27). Ένας 

τρόπος με τον οποίο η αδιπονεκτίνη ενισχύει την ευαισθησία των ιστών στην 

ινσουλίνη, με το να ελαττώνει τα επίπεδα των λιπαρών οξέων και των 

τριγλυκεριδίων, είναι η ενεργοποίηση της κινάσης ΑΜΡΚ, στους μύες και στο ήπαρ 
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(52). Η κινάση ΑΜΡΚ επάγει τη β-οξείδωση των λιπαρών οξέων και την πρόσληψη 

της γλυκόζης, καθώς επίσης καταστέλλει την έκφραση μορίων, τα οποία παίρνουν 

μέρος στη γλυκονεογένεση (52). Τέλος, η αδιπονεκτίνη ενισχύει την επαγόμενη από 

ινσουλίνη φωσφορυλίωση του υποδοχέα της και του IRS-1 (27), προάγοντας τη 

δράση της ινσουλίνης.   

 

1.1.6.2. Η αδιπονεκτίνη σαν αντι-φλεγμονώδης παράγοντας  

 

 Οι περισσότερες δημοσιευμένες μελέτες που αφορούν στην αντι-φλεγμονώδη 

δράση της αδιπονεκτίνης υποστηρίζουν ότι η αδιπονεκτίνη δρα προστατευτικά, 

κυρίως, μέσω της καταστολής της δραστηριότητας των μακροφάγων, τα οποία είναι η 

κύρια πηγή προ-φλεγμονωδών κυτοκινών (5, 18, 45-51). Η έκκριση των κυτοκινών 

αυτών δίνει το σήμα για την έναρξη της φλεγμονώδους απόκρισης και κατ’ επέκταση 

της ανάπτυξης αθηρωματικής πλάκας σε φλεγμονώδεις καταστάσεις, όπως η 

παχυσαρκία (53). Είναι γνωστό ότι στα πρώτα στάδια της αθηρωμάτωσης τα 

μονοκύτταρα και τα μακροφάγα εκκρίνουν προ-φλεγμονώδεις κυτοκίνες, αυξητικούς 

παράγοντες και χυμοκίνες, που έχουν σαν αποτέλεσμα την επιστράτευση 

λευκοκυττάρων, τον πολλαπλασιασμό των λείων μυϊκών ινών των αγγείων και την 

επαγωγή της έκφρασης μορίων προσκόλλησης (CAMs) στα ενδοθηλιακά κύτταρα. 

Τα μακροφάγα προσκολλούνται στον υπο-ενδοθηλιακό χώρο, όπου προσλαμβάνουν 

οξειδωμένες λιποπρωτεΐνες και μετατρέπονται σε αφρώδη κύτταρα.         

 Έχει δημοσιευτεί, λοιπόν, ότι η αδιπονεκτίνη καταστέλλει την έκφραση 

μορίων κυτταρικής προσκόλλησης (VCAM-1, ICAM-1, E-σελεκτίνη) και την 

προσκόλληση THP-1 μακροφάγων στα ενδοθηλιακά κύτταρα, με τρόπο που 

εξαρτάται από τη συγκέντρωσή της (46). Επίσης, η αδιπονεκτίνη ελαττώνει την 

περιεκτικότητα των μακροφάγων σε εστέρες χοληστερόλης, κατά 50%, και τη 

μετατροπή τους σε αφρώδη κύτταρα με το να καταστέλλει την έκφραση των 

υποδοχέων της οξειδωμένης χοληστερόλης (scavenger receptors class A type I) και 

πάλι, θετικά σε σχέση με τη συγκέντρωσή της (54). Μια άλλη μελέτη δείχνει ότι η 

αδιπονεκτίνη, σε υψηλή συγκέντρωση, ρυθμίζει αρνητικά την αύξηση και 

διαφοροποίηση των πρόδρομων μονοκυττάρων και τις λειτουργίες των μακροφάγων 

(49). Επίσης, η έκθεση πρωτογενών ανθρώπινων μονοκυττάρων, πρωτογενών 

μακροφάγων χοίρου και δενδριτικών κυττάρων σε αδιπονεκτίνη είχε σαν αποτέλεσμα 

την επαγωγή της έκκρισης των αντι-φλεγμονωδών παραγόντων IL10 και IL-1RA (51, 
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55, 56). Επιπλέον, η αδιπονεκτίνη επάγει την έκφραση του PPARγ2, στα μακροφάγα, 

ο οποίος είναι γνωστό ότι ανταγωνίζεται τη μεταγραφική δραστηριότητα του NFkB 

(57). Ακόλουθα, άλλες μελέτες δείχνουν ότι η προ-επώαση των μακροφάγων, με 

υψηλές δόσεις αδιπονεκτίνης, καταστέλλει την επαγόμενη από LPS έκκριση προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών (TNFα και IL6) από αυτά (49, 55). Επίσης, η αδιπονεκτίνη 

καταστέλλει την έκκριση της προ-φλεγμονώδους κυτοκίνης IFNγ από ανθρώπινα 

μακροφάγα (56). Τέλος, έχει αναφερθεί ότι η προ-επώαση πρωτογενών μακροφάγων 

με αδιπονεκτίνη καταστέλλει την επαγόμενη από LPS ενεργοποίηση του NFkB (55).  

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως (παράγραφος 1.1.2.) η αδιπονεκτίνη 

κόβεται πρωτεολυτικά από το ένζυμο ελαστάση, το οποίο εκκρίνεται από THP-1 

μονοκύτταρα/μακροφάγα, με αποτέλεσμα τη δημιουργία του σφαιρικού θραύσματος 

του μορίου (gAd) (14). Πολλά από τα πειράματα που αφορούν στις δράσεις που έχει 

η αδιπονεκτίνη στα μακροφάγα έγιναν στην κυτταρική σειρά THP-1 (46, 49), 

επομένως, είναι πιθανό οι παραπάνω επιδράσεις της αδιπονεκτίνης στα μακροφάγα 

να μεσολαβούνται από τη gAd.  

Εκτός από τις παραπάνω μελέτες που αφορούν στην αντι-φλεγμονώδη δράση 

της αδιπονεκτίνης, μέσω καταστολής των δραστηριοτήτων των μακροφάγων, 

υπάρχουν αναφορές για την προστατευτική δράση της ορμόνης σε άλλους 

κυτταρικούς τύπους. Για παράδειγμα, η προ-επώαση με αδιπονεκτίνη δρα 

προστατευτικά στην επαγόμενη από LPS νέκρωση των ηπατοκυττάρων, μέσω 

καταστολής της έκκρισης του TNFα (48). Επίσης, η αδιπονεκτίνη καταστέλλει την 

επαγόμενη από LPS ενεργοποίηση του NFkB σε λιποκύτταρα και σε ενδοθηλιακά 

κύτταρα (45, 57). Στο σημείο αυτό χρειάζεται να αναφερθεί ότι τα λιποκύτταρα και 

τα μακροφάγα προέρχονται από τα ίδια πρόδρομα κύτταρα και έχουν κάποιες κοινές 

λειτουργίες, όπως η απόκριση στο λιποπολυσακχαρίτη, μέσω του υποδοχέα TLR4, 

και η έκκριση κυτοκινών (38, 53).   

 Σύμφωνα με όλες τις παραπάνω μελέτες έχει προταθεί ο ρόλος της 

αδιπονεκτίνης σα σημαντικός αντι-διαβητικός και αντι-φλεγμονώδης παράγοντας, 

του οποίου η καταστολή και τα χαμηλά επίπεδα στην κυκλοφορία έχουν σοβαρές 

επιπτώσεις στη ρύθμιση της φλεγμονής και οδηγούν στη δημιουργία της 

αθηρωματικής πλάκας και στην εκδήλωση του μεταβολικού συνδρόμου. Μάλιστα, η 

αδιπονεκτίνη και οι υποδοχείς της (παράγραφος 1.2.) έχουν προταθεί σα θεραπευτικοί 

στόχοι για την αντιμετώπιση του TIIDM και της αθηρωμάτωσης (2, 12).  
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1.1.6.3. Η αδιπονεκτίνη σαν προ-φλεγμονώδης παράγοντας    

 

 Σε αντίθεση με τις παραπάνω μελέτες, τα αποτελέσματα της εργασίας αυτής 

έδειξαν ότι η gAd επάγει ισχυρά την έκκριση των προ-φλεγμονωδών κυτοκινών 

TNFα και IL6 από τα μακροφάγα (58). Στο ίδιο συμπέρασμα συνηγορούν αναφορές 

που δείχνουν ότι η gAd αυξάνει την παραγωγή των κυτοκινών IL1β, IL6, TNFα και 

της προσταγλανδίνης PGE2 από κύτταρα του πλακούντα και του μητρικού λιπώδους 

ιστού (59), ενώ η gAd επάγει την παραγωγή ΝΟ από ενδοθηλιακά κύτταρα (16), 

γεγονός που πιθανό να στηρίζει το ρόλο της gAd σα προ-φλεγμονώδη παράγοντα. 

 Αρχικός σκοπός, λοιπόν, της συγκεκριμένης εργασίας ήταν να μελετηθεί η 

επίδραση της gAd σε μακροφάγα και να εξηγηθεί το παράδοξο του πώς μια ορμόνη 

που φαίνεται να έχει ισχυρή προ-φλεγμονώδη δράση, καταλήγει να έχει 

προστατευτική δράση έναντι στη φλεγμονή και να θεωρείται σημαντικός αντι-

φλεγμονώδης παράγοντας. Προτείνεται, λοιπόν, ότι η παρατεταμένη έκθεση των 

μακροφάγων σε υψηλές δόσεις gAd είναι πιθανό να απευαισθητοποιεί τα μακροφάγα 

και να επάγει την ανοχή τους στην ίδια την ορμόνη και σε άλλα προ-φλεγμονώδη 

ερεθίσματα.   

 

1.2. Υποδοχείς της αδιπονεκτίνης AdipoR1 και AdipoR2 

 

1.2.1. Ταυτοποίηση, μοριακή δομή και κατανομή των υποδοχέων AdipoR1 και 
AdipoR2  
 

 Οι υποδοχείς της αδιπονεκτίνης κλωνοποιήθηκαν το 2003 από τους Yamauchi 

et al. (60). Αρχικά, απομονώθηκε το cDNA του ενός υποδοχέα από μια βιβλιοθήκη 

ανθρώπινου σκελετικού μυ και η πρωτεΐνη που κωδικοποιεί ονομάστηκε AdipoR1. 

Στη συνέχεια έγινε έρευνα για την ανεύρεση ομόλογου γονιδίου σε γονιδιακές βάσεις 

δεδομένων ανθρώπου και ποντικού και ανακαλύφθηκε ένα γονίδιο, το οποίο ήταν 

σημαντικά ομόλογο (67% ομολογία στην αλληλουχία των αμινοξέων) και 

ονομάστηκε AdipoR2 (60).       

 Τα γονίδια για τους υποδοχείς AdipoR1 και AdipoR2 χαρτογραφούνται στα 

χρωμοσώματα 1p36.13-q41 και 12p13.31, και οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούν 

αποτελούνται από 375 και 311 αμινοξέα, αντίστοιχα (60). Φαίνεται ότι οι AdipoR1 

και AdipoR2 είναι μεμβρανικοί υποδοχείς, με επτά διαμεμβρανικές περιοχές, όπως οι 
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υποδοχείς που είναι συνδεδεμένοι με G πρωτεΐνες, με τη διαφορά ότι το αμινοτελικό 

άκρο των AdipoR1 και AdipoR2 είναι ενδοκυτταρικό, ενώ το καρβοξυτελικό τους 

άκρο είναι εξωκυτταρικό (Σχ. 4) (60).    

 
 

 
 
 
Σχήμα 4. Προτεινόμενη δομή των υποδοχέων αδιπονεκτίνης AdipoR1 και AdipoR2 (από 
Kadowaki et al. 2005). 
 

Σύμφωνα με τους Yamauchi et al. (60), ο AdipoR1 είναι ο υποδοχέας για το σφαιρικό 

θραύσμα της αδιπονεκτίνης (gAd), ενώ ο AdipoR2 είναι ο υποδοχέας για το πλήρες 

μόριο της ορμόνης.  

 Ο AdipoR1 εκφράζεται σε όλους τους ιστούς, με μεγαλύτερη αφθονία στο 

σκελετικό μυ, ενώ ο AdipoR2 βρίσκεται σε μεγαλύτερη αφθονία στο ήπαρ (2). 

Επίσης, έχει αναφερθεί ότι οι υποδοχείς της αδιπονεκτίνης εκφράζονται στα κύτταρα 

των β-νησιδίων του παγκρέατος και ότι τα λιπαρά οξέα ρυθμίζουν την έκφρασή τους 

στα κύτταρα αυτά (61). Επίσης, οι υποδοχείς AdipoR1 και AdipoR2 εκφράζονται σε 

αθηρωματικές πλάκες και σε μονοκύτταρα/μακροφάγα (62). Μάλιστα, ο υποδοχέας 

AdipoR1 βρίσκεται σε μεγαλύτερη αφθονία στα μονοκύτταρα, συγκριτικά με τον 

AdipoR2, ενώ κατά τη διαφοροποίησή τους σε μακροφάγα τα επίπεδα του AdipoR1 

ελαττώνονται, ενώ η έκφραση του AdipoR2 παραμένει σταθερή (62).    

 

1.2.2. Ρύθμιση της έκφρασης των υποδοχέων AdipoR1 και AdipoR2 στα 
μονοκύτταρα/μακροφάγα 
 

 Έχει αναφερθεί ότι οι αγωνιστές των υποδοχέων PPARα και PPARγ επάγουν 

την έκφραση του AdipoR2 υποδοχέα σε πρωτογενή και THP-1 μακροφάγα (62). 

Επίσης, η επώαση με τον αγωνιστή Τ0901317 του πυρηνικού υποδοχέα LXR, ο 

οποίος επάγεται από τους PPARs, έχει σαν αποτέλεσμα την επαγωγή της έκφρασης 

και των δύο υποδοχέων αδιπονεκτίνης στα μακροφάγα (62). Η ίδια μελέτη έδειξε ότι 
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η ταυτόχρονη επώαση με τον αγωνιστή GW647 του PPARα υποδοχέα και 

αδιπονεκτίνη έχει σαν αποτέλεσμα τη μείωση του περιεχομένου των μακροφάγων σε 

εστέρες χοληστερόλης, υπονοώντας ότι η αντι-αθηρωματική δράση των PPARs και 

LXR υποδοχέων ασκείται μέσω της επαγωγής των υποδοχέων αδιπονεκτίνης.   

 Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκε η επίδραση της αδιπονεκτίνης στη ρύθμιση 

των υποδοχέων της AdipoR1 και AdipoR2. 

 

1.3. Τα νευροπεπτίδια της οικογένειας CRH (CRH, Urocortins) και ο ρόλος τους 
στη ρύθμιση των υποδοχέων της αδιπονεκτίνης και στην επαγόμενη από 
αδιπονεκτίνη και LPS έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών  
 

Ο εκλυτικός παράγοντας της κορτικοτροπίνης (CRH) ανήκει στην κατηγορία 

των υποθαλαμικών νευροπεπτιδίων. Απομονώθηκε το 1981 από τους Vale et al. (63), 

ενώ υποθέσεις για την ύπαρξη του παράγοντα αυτού είχαν ήδη διατυπωθεί από το 

1951 (64). Η ανθρώπινη ουροκορτίνη (UCN) και ουροκορτίνη 2 κλωνοποιήθηκαν το 

1996 και 2001, αντίστοιχα, και παρουσιάζουν σημαντική ομολογία με τον CRH, για 

αυτό και θεωρούνται μέλη της ίδιας οικογένειας νευροπεπτιδίων (65, 66). 

Τα νευροπεπτίδια της οικογένειας CRH (CRH, Urocortins) εντοπίζονται στο 

ανοσοποιητικό σύστημα και παίζουν σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της φλεγμονώδους 

απόκρισης. Ο CRH ανιχνεύτηκε για πρώτη φορά σε ανθρώπινα λεμφοκύτταρα και 

ουδετερόφιλα το 1990 (67). Επίσης, το mRNA του CRH εντοπίστηκε στο ήπαρ, στο 

σπλήνα και στο θύμο αδένα αρουραίου (68), καθώς επίσης, στο σπλήνα και στον 

αρθρικό θύλακα αρουραίων Lewis με φλεγμονώδη αρθρίτιδα (69). Η ουροκορτίνη 

ανιχνεύεται σε κύτταρα και ιστούς του ανοσοποιητικού συστήματος, όπως σε 

ανθρώπινα λεμφοκύτταρα, καθώς επίσης στο θύμο και στο σπλήνα ποντικών (70, 71).  

Τα επίπεδα του CRH, που εντοπίζεται περιφερικά, είναι πολύ χαμηλά σε 

φυσιολογικές συνθήκες, όταν το ανοσοποιητικό σύστημα δεν είναι διεγερμένο (72), 

ενώ έχει βρεθεί ότι σε περιοχές φλεγμονής επάγεται η σύνθεση και η έκκριση CRH 

και ουροκορτίνης, ενισχύοντας το φαινόμενο. Για παράδειγμα, βρέθηκε ότι η τοπική 

παραγωγή του CRH, αυξήθηκε σε πειραματικά επαγόμενη φλεγμονή, σε αρουραίους 

(73). Μια άλλη μελέτη έδειξε ότι σε ιστούς, στους οποίους είχε γίνει επαγωγή 

φλεγμονής με χημικό τρόπο, ανιχνεύτηκε CRH, παρόλο που το πεπτίδιο δεν ήταν 

ανιχνεύσιμο στην κυκλοφορία (74). Επίσης, μια άλλη μελέτη αναφέρει ότι η επώαση 

λεμφοκυττάρων με CRH διεγείρει τον πολλαπλασιασμό τους, γεγονός που είναι πολύ 
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σημαντικό για την ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος και τη 

φλεγμονώδη απόκριση (75). 

Από τα παραπάνω προκύπτει ότι τα CRH νευροπεπτίδια παίζουν σημαντικό 

ρόλο στη ρύθμιση της ανοσοαπάντησης. Πιο συγκεκριμένα, ο παράγοντας CRH 

επηρεάζει το ανοσοποιητικό σύστημα με δύο τρόπους: έμμεσα και άμεσα. Η έμμεση 

επίδραση του CRH στο ανοσοποιητικό σύστημα γίνεται μέσω της διέγερσης, σε 

καταστάσεις stress, του υποθαλαμο-υποφυσιο-επινεφριδιακού (ΥΥΕ) άξονα και της 

παραγωγής κορτιζόλης, η οποία έχει αντι-φλεγμονώδη δράση (76). Όπως αναφέρθηκε 

προηγουμένως, ο CRH μπορεί να επηρεάσει άμεσα το ανοσοποιητικό σύστημα με 

αυτοκρινή ή/και με παρακρινή τρόπο, αφού απελευθερώνεται σε περιοχές φλεγμονής 

από τις απολήξεις των συμπαθητικών νευρώνων, από επιθηλιακά κύτταρα και από 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, ασκώντας προ-φλεγμονώδη δράση (76, 

77). Τα CRH πεπτίδια επηρεάζουν τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος που 

έχουν επιστρατευτεί στις περιοχές φλεγμονής (76, 77), καθώς τα κύτταρα αυτά 

(ιστιοκύτταρα, μονοκύτταρα/μακροφάγα) εκφράζουν τους υποδοχείς των πεπτιδίων 

CRHR1 και CRHR2 (72). Ο παράγοντας CRH προσδένεται κυρίως στον CRHR1 και 

από τις ουροκορτίνες, η UCN2 προσδένεται αποκλειστικά στον CRHR2, ενώ η UCN 

προσδένεται και στους δύο υποδοχείς (78, 79). Τα μακροφάγα, λοιπόν, διεγείρονται 

από τα νευροπεπτίδια και σαν απόκριση εκκρίνουν προ-φλεγμονώδεις κυτοκίνες (72, 

80). Συγκεκριμένα, έχει δημοσιευθεί από το εργαστήριό μας ότι ο CRH ενισχύει την 

έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από πρωτογενή μακροφάγα ποντικού και σε 

ποντίκια, στα οποία επάγεται σοκ από ισχυρή δόση LPS (80). 

 Από τη στιγμή, λοιπόν, που τα CRH πεπτίδια και η αδιπονεκτίνη αποτελούν 

μόρια τα οποία παίζουν σημαντικό ρόλο στη φλεγμονή, επηρεάζοντας τη λειτουργία 

των μακροφάγων, μελετήθηκε η επίδραση των νευροπεπτιδίων της οικογένειας CRH 

στη ρύθμιση των υποδοχέων AdipoR1 και AdipoR2 και στην επαγόμενη από 

αδιπονεκτίνη και LPS έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών, από τα μακροφάγα. 
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2. Υλικά και μέθοδοι 
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2.1. Αντιδραστήρια  

 

(α) PMA (Sigma, USA) 

(β) Ανθρώπινη ανασυνδυασμένη αδιπονεκτίνη-Adiponectin-Human (Recombinant), 

Code ADI-01 (Phoenix Pharmaceuticals, Germany)  

(γ) LPS (serotype 0111:B4, Sigma, USA) 

(δ) Poly (I:C) (Sigma, USA) 

(ε) CRH (human, mouse) (Tocris, UK) 

(στ) UCN2 (Sigma, USA) 

(ζ) Polymyxin B sulfate (Sigma, USA) 

  

2.2. Κυτταρικές σειρές-Πρωτογενή κύτταρα-Καλλιέργειες 

 

2.2.1. Κυτταρική σειρά ανθρώπινων μονοκυττάρων THP-1 

 

 Η κυτταρική σειρά THP-1 είναι μια μονοκυτταρική σειρά που απομονώθηκε 

από το αίμα άρρενα ασθενούς με οξεία μονοκυτταρική λευχαιμία (81). Στην 

επιφάνειά τους εκφράζονται ο υποδοχέας του Fc θραύσματος της ανοσοσφαιρίνης και 

ο υποδοχέας του C3b συστατικού του συμπληρώματος (81). Οι κλώνοι που 

χρησιμοποιήθηκαν προέρχονται από την ATCC (Αρ. Καταλόγου ΤΙΒ-202). Η 

διαφοροποίησή τους σε μακροφάγα μπορεί να επιτευχθεί με επώαση με τους 

φορβολικούς εστέρες TPA και PMA, για 24 hrs (81).  

 

2.2.2. Καλλιέργεια κυτταρικής σειράς THP-1  

 

Τα THP-1 κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε μέσο καλλιέργειας RPMI 1640, 2 mM 

L-γλουταμίνη, 15 mM Hepes (Invitrogen), το οποίο περιείχε 10% FBS (Invitrogen) 

και 1% αντιβιοτικό διάλυμα P/S (Invitrogen), με τελική συγκέντρωση 100 U/ml 

πενικιλλίνης και 0,1 mg/ml στρεπτομυκίνης. Οι συνθήκες καλλιέργειας ήταν 

θερμοκρασία 37°C, ατμόσφαιρα 5% σε CO2 και 95% υγρασία. Το θρεπτικό μέσο των 

καλλιεργειών ανανεώνονταν κάθε 48 hrs. 

Τα ΤΗΡ-1 κύτταρα είναι κατά κύριο λόγο αιωρούμενα, οπότε η αλλαγή του 

θρεπτικού υλικού γινόταν με φυγοκέντρηση (1600 rpm, 10 min, RT). Στη συνέχεια 

μικρός όγκος του κυτταρικού διαλύματος αναμιγνύονταν με Trypan Blue, σε 
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αραίωση 1:10, για προσδιορισμό του αριθμού των κυττάρων ανά ml θρεπτικού 

υλικού. Ο προσδιορισμός πραγματοποιούνταν με τη μέθοδο αιματοκυτταρομετρίας 

(με πλάκα Νeubauer) και με τη βοήθεια μικροσκοπίου ορατού φωτός (Olympus, 

Japan), σε μεγέθυνση 40x. Για το κάθε πείραμα τα κύτταρα τοποθετούνταν σε 

κατάλληλη συγκέντρωση στα αντίστοιχα δοχεία καλλιεργειών σύμφωνα με τις 

ανάγκες του εκάστοτε πειράματος. Για τη διαφοροποίηση των THP-1 μονοκυττάρων 

σε μακροφάγα γινόταν επώαση των κυττάρων με PMA, σε τελική συγκέντρωση 100 

ng/ml, για 24 hrs (14, 62) και στη συνέχεια ακολουθούσε η πειραματική διαδικασία. 

 

2.2.3. Απομόνωση και καλλιέργεια πρωτογενών ανθρώπινων μονοκυττάρων/ 
μακροφάγων από περιφερικό αίμα  
 

 Πρωτογενή ανθρώπινα μονοκύτταρα απομονώθηκαν από δείγματα 

περιφερικού αίματος, τα οποία προέρχονταν από υγιείς, μη-παχύσαρκους δότες. Τα 

δείγματα τοποθετήθηκαν σε σωληνάρια με αντιπηκτικό (EDTA-K3) και 

διαχωρίστηκαν με φυγοκέντρηση βαθμίδωσης πυκνότητας (Lymphoprep, Nycomed 

Pharma AS, Norway), όπως έχει ήδη περιγραφεί (82).  

 Στη συνέχεια, τα κύτταρα που απομονώθηκαν πλύθηκαν δύο φορές με 0,01 M 

PBS, pH=7,4 (Sigma, USA), επαναδιαλύθηκαν σε μέσο καλλιέργειας DMEM 

(Invitrogen), το οποίο περιείχε 10% FBS και τοποθετήθηκαν σε δοχεία καλλιέργειας 

διαμέτρου 10 cm. Μετά από επώαση δύο ωρών, τα κύτταρα που είχαν προσκολληθεί 

στα δοχεία καλλιέργειας συλλέχθηκαν, μετρήθηκαν και τοποθετήθηκαν σε 96-well 

plates, σε συγκέντρωση 2x106/ml. Στη συνέχεια, ακολούθησε η πειραματική 

διαδικασία. Το κλάσμα των προσκολλημένων κυττάρων αποτελείται από περιφερικά 

μονοκύτταρα και μακροφάγα.        

 
2.2.4. Απομόνωση και καλλιέργεια πρωτογενών μακροφάγων από την περιτοναϊκή 
κοιλότητα ποντικού (thioglycollate-elicitated macrophages) 
 

 Για την απομόνωση πρωτογενών μακροφάγων, από την περιτοναϊκή 

κοιλότητα ποντικού, χρειάζεται η παρασκευή ενός 4% thioglycollate διαλύματος 

(LAB M Thioglycollate Medium (Breuer), England), από το οποίο 1,5 ml 

χορηγήθηκε ενδοπεριτοναϊκά σε C57BL/6 ποντικούς. Μετά από τρεις μέρες, έγινε 

πλύσιμο της περιτοναϊκής κοιλότητας με 10 ml θρεπτικού υλικού DMEM, που 
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περιείχε 10% FBS και 1% αντιβιοτικό διάλυμα P/S. Η συλλογή των κυττάρων από 

την περιτοναϊκή κοιλότητα έγινε όπως έχει ήδη περιγραφεί (80). 

 Τα κύτταρα που συλλέχθηκαν φυγοκεντρήθηκαν (1600 rpm, 10 min, RT) και 

επαναδιαλύθηκαν σε θρεπτικό υλικό DMEM, 10 mM  L-γλουταμίνη, 10% FBS, 1% 

P/S (100 U/ml πενικιλλίνη και 0,1 mg/ml στρεπτομυκίνη). Ακολούθησε η μέτρηση 

και η τοποθέτηση των κυττάρων σε 96-well plates, σε συγκέντρωση 5x105/ml. Μετά 

από 24 hrs αντικαταστάθηκε το θρεπτικό υλικό με νέο και τα κύτταρα έμειναν για 

ακόμα ένα 24ωρο στον επωαστικό κλίβανο, πριν ακολουθήσει η πειραματική 

διαδικασία.         

 

2.3. Απομόνωση ολικού RNA 

 

Η μέθοδος που ακολουθήθηκε για την απομόνωση του RNA αποτελεί 

τροποποίηση της μεθόδου των Chomczynski και Sacchi (83). Στη συγκεκριμένη 

διαδικασία χρησιμοποιήθηκε, για τη λύση των κυττάρων, το αντιδραστήριο 

θειοκυανική γουανιδίνη (Trizol, Tri reagentTM, Sigma, USA). Προστέθηκε 1 ml  

Trizol/106 κύτταρα και ακολούθησε ανάδευση, ώστε να επιτευχθεί πλήρης λύση των 

κυττάρων. Στη συνέχεια, τα δείγματα παρέμειναν σε RT για 5 min, ώστε να 

επιτευχθεί πλήρης αποσύζευξη των νουκλεοπρωτεϊνών. Ακολούθως, προστέθηκαν 

0,2 ml χλωροφορμίου (Sigma, USA)/ml Trizol, το μείγμα αναδεύτηκε έντονα για 15 

sec και παρέμεινε σε RT για 2-15 min. Στη συνέχεια, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν 

σε 12.000 rpm, για 15 min, στους 4 °C. Με τη φυγοκέντρηση το δείγμα διαχωρίζεται 

σε τρεις φάσεις: μια ερυθρή φάση στην οποία περιέχεται η πρωτεΐνη, μία διάμεση 

φάση στην οποία περιέχεται το DNA και μία υδατική φάση στην οποία περιέχεται το 

RNA. Η υδατική φάση μεταφέρθηκε σε νέο σωληνάριο και αναμείχθηκε με 0,5 ml 

ισοπροπανόλης (Merck, Germany)/ml Trizol. Μετά από έντονη ανάδευση, το μείγμα 

παρέμεινε σε RT για 5-10 min και ακολούθως φυγοκεντρήθηκε σε 12.000 rpm, για 10 

min, στους 4 °C. Με τη διαδικασία αυτή το RΝΑ κατακρημνίζεται σχηματίζοντας ένα 

ίζημα στον πυθμένα του σωληναρίου. Ακολούθως, αφαιρέθηκε το υπερκείμενο και το 

ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 1 ml 75% αιθανόλης. Μετά από έντονη ανάδευση και 

φυγοκέντρηση (12.000 rpm, 10 min, 4 °C) ακολουθεί άλλο ένα πλύσιμο του RNA με 

1 ml 75% αιθανόλης. Κατόπιν, γίνεται φυγοκέντρηση και αφαίρεση του 

υπερκειμένου. Το ίζημα (RNA) αφήνεται να στεγνώσει σε RT και επαναδιαλύεται σε 

50 μl WFI. Η ποιότητα του RNA ελέγχθηκε φωτομετρικά (260/280 nm). 
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2.4. Σύνθεση του συμπληρωματικού DNA (cDNA) 

 

Η αντίστροφη μεταγραφή του mRNA προς συμπληρωματικό DNA 

πραγματοποιείται με το ThermoscriptTM RT-PCR System (Invitrogen). Για το σκοπό 

αυτό 1 μg ολικού RNA, από κάθε δείγμα, χρησιμοποιείται ως εκμαγείο για τη 

σύνθεση του cDNA. 

Αρχικά, προετοιμάζεται σε ένα σωληνάριο τύπου eppendorf, απαλλαγμένο 

από DNAάσες, ένα μείγμα αντίδρασης που περιέχει: 1 μg ολικού RΝΑ, 1 μl εκκινητή 

(primer), όπου στη συγκεκριμένη περίπτωση χρησιμοποιούνται τυχαία εξαμερή 

(Random Hexamers, 50 ng/μl), τα οποία προσδένονται στο mRNA, και WFI, ώστε ο 

τελικός όγκος της αντίδρασης να είναι 10 μl. Στη συνέχεια, πραγματοποιείται 

αποδιάταξη του RNA και του εκκινητή με την επώαση του μείγματος για 5 min, 

στους 65°C, σε θερμικό κυκλοποιητή PTC-200 (Peltier Thermal Cycler, MJ 

Research) και στη συνέχεια με ψύξη του στους 4°C. Με τη διαδικασία αυτή 

καταστρέφονται τυχόν συσσωματώματα ή δευτεροταγείς δομές, που θα μπορούσαν 

να εμποδίσουν την έναρξη σχηματισμού του cDNA. 

Ακόλουθα, προετοιμάζεται το κύριο μείγμα της αντίδρασης από το οποίο 

υπολογίζουμε ότι αντιστοιχεί σε κάθε δείγμα όγκος 10 μl. Για ένα δείγμα το κύριο 

μείγμα της αντίδρασης περιέχει: 

• 4 μl ρυθμιστικού διαλύματος 5x cDNA synthesis buffer 

• 1 μl 0,1 M DTT (διθειοθρεϊτόλης) 

• 1 μl διαλύματος αναστολέων RNAασών, RNaseOUTTM 40 U/μl  

• 1 μl WFI 

• 2 μl μείγματος τριφωσφορικών δεοξυνουκλεοζιτών, 10 mM dΝΤΡ mix 

• 1 μl ενζύμου ανάστροφης μεταγραφάσης, ThermoscriptTM RT (Reverse 

Transcriptase) 15 U/μl 

Το παραπάνω μείγμα προστίθεται στο αρχικό και στη συνέχεια πραγματοποιείται 

επώαση του δείγματος για 10 min, στους 25°C, ακόλουθα για 50 min, στους 50 °C, 

οπότε υβριδοποιείται ο εκκινητής και δρα η ανάστροφη μεταγραφάση και για 5 min, 

στους 85°C, όπου αποδιατάσσονται τα υβρίδια και απενεργοποιείται η ανάστροφη 

μεταγραφάση. Το cDNA μπορεί να χρησιμοποιηθεί αμέσως στην αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης (PCR) ή φυλάσσεται στους -20°C. 

 

 31



2.5. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο (Real Time PCR) 

 

 Για την in vitro ενίσχυση μιας συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA 

εφαρμόζουμε τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (Polymerase 

Chain Reaction-PCR). Μία παραλλαγή της κλασικής μεθόδου αποτελεί η αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο (Real Time PCR). Πρόκειται για μια 

απλή και αξιόπιστη μέθοδο ποσοτικοποίησης, καθώς σε ένα μόνο στάδιο γίνεται ο 

πολυμερισμός του DNA και η ανίχνευση των προϊόντων, ενώ η ανάλυση των 

αποτελεσμάτων γίνεται από το software του μηχανήματος.  

 Το σύστημα πολυμερισμού και ανίχνευσης της αλληλουχίας είναι το ΑΒΙ 

PRISM 7000 (Applied Biosystems, UK). Η χρωστική που χρησιμοποιήθηκε για την 

ανίχνευση του DNA είναι η SYBR Green 1. Η συγκεκριμένη χρωστική δεσμεύεται 

μη ειδικά σε δίκλωνο DNA (dsDNA), οπότε εκπέμπει ακτινοβολία, ενώ η μη 

δεσμευμένη χρωστική δεν εκπέμπει. Η ποσότητα της ενισχυμένης αλληλουχίας 

αυξάνεται σε κάθε κύκλο της αντίδρασης εκθετικά, συνεπώς η ακτινοβολία που θα 

εκπέμπεται στο τέλος κάθε κύκλου θα αυξάνεται, επίσης, με εκθετικό ρυθμό. 

Το ΑΒΙ PRISM 7000 περιέχει ένα θερμικό κυκλοποιητή 96 θέσεων. Κατά τη 

διάρκεια της αντίδρασης PCR, φως από λάμπα αλογόνου πέφτει πάνω στην πλάκα 

όπου βρίσκονται τα δείγματα, το φως τα διαπερνά και διεγείρει την προσδεδεμένη 

χρωστική SYBR Green 1, οπότε εκπέμπεται ακτινοβολία στην περιοχή των 500-660 

nm. Η ακτινοβολία αυτή μεταφέρεται με ένα σύστημα φακών και φίλτρων στην 

ειδική κάμερα, όπου και καταγράφεται. Το software του ΑΒΙ PRISM 7000 

συγκεντρώνει τα σήματα από την ακτινοβολία και τα μετατρέπει με αλγόριθμους, 

παρέχοντας μας τα τελικά ποσοτικά αποτελέσματα. 

Για κάθε δείγμα παρασκευάσθηκε το κύριο μείγμα της αντίδρασης, το οποίο 

περιείχε: 

• 10 μl SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems, UK)  

• 1 μl forward primer (περιέχει 10 pmole του εκκινητή) 

• 1 μl reverse primer (περιέχει 10 pmole του εκκινητή) 

• 8 μl WFI 

Από το μείγμα αυτό τα 19 μl τοποθετήθηκαν στο σωληνάριο της αντίδρασης και 

προστέθηκε 1 μl cDNA, από κάθε δείγμα. 
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 Οι αντιδράσεις τοποθετήθηκαν στην ειδική θέση του θερμικού κυκλοποιητή 

και ακολούθησε επώαση των δειγμάτων σύμφωνα με το παρακάτω πρόγραμμα: 

(α) 95°C, για 10 min 

(β) (i) 95°C, για 30 sec 

      (ii) 58°C, για 40 sec 

      (iii) 72°C, για 45 sec    

Το βήμα (β) επαναλήφθηκε 45 φορές (45 κύκλοι). 

 

 Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα ήταν: 

Για τον υποδοχέα R1 της αδιπονεκτίνης (AdipoR1): 

Forward primer: 5’-T A T G C T G C T C G A A T T C C T G A-3’ 

Reverse primer: 5’-C C A C C A G G A C A T G G A A A A T C-3’ 

 

Για τον υποδοχέα R2 της αδιπονεκτίνης (AdipoR2): 

Forward primer: 5’-A C A G G C A A C A T T T G G A C A C A-3’ 

Reverse primer: 5’-T A A A A G A T C C C C A G G C A C A-3’ 

 

Για την ανθρώπινη β-ακτίνη: 

Forward primer: 5’-C C G G C C A G C C A G G T C C A G A-3’  

Reverse primer: 5’-C A A  G G C C A A C C G C G A G A A G A T G-3’ 

 

2.6. Μέτρηση κυτοκινών 

 

2.6.1. Μέτρηση κυτοκινών εκκρινόμενων από ανθρώπινα κύτταρα (THP-1, 
περιφερικά μακροφάγα) 
 

 Οι κυτοκίνες IL6 και TNFα μετρήθηκαν στα υπερκείμενα των 

κυτταροκαλλιεργειών, μετά τις πειραματικές επιδράσεις, με τη μέθοδο 

χημειοφωταύγειας, στον αναλυτή Immulite 1000 (DPC) (84).  

 

2.6.2. Μέτρηση κυτοκινών που εκκρίθηκαν από τα πρωτογενή μακροφάγα 
ποντικού      
 

Οι κυτοκίνες IL6 και TNFα μετρήθηκαν στα υπερκείμενα των 

κυτταροκαλλιεργειών, μετά τις πειραματικές επιδράσεις, με ELISA (Quantikine®, 
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R&D systems, UK) (80). Στη συνέχεια, η οπτική πυκνότητα μετρήθηκε στο 

μηχάνημα Dynatech MicroElisa Reader (Chantilly, VA), σε μήκος κύματος 405 nm. 

 

2.7. Κυτταρομετρία ροής (FACS analysis) 

  

 Η έκφραση των υποδοχέων TLR3 και TLR4 στην κυτταρική σειρά THP-1, 

μετά τις πειραματικές επιδράσεις, μετρήθηκε με κυτταρομετρία ροής στο μηχάνημα 

FACScan (Becton-Dickinson, USA). Στα συγκεκριμένα πειράματα, ο αριθμός των 

κυττάρων για κάθε επίδραση που μελετήθηκε ήταν 2x10P5. 

 Ο υποδοχέας TLR3 είναι ενδοκυτταρικός, επομένως είναι απαραίτητο, πριν 

από τη χρώση, τα κύτταρα να γίνουν διαπερατά για το anti-TLR3 αντίσωμα. Για το 

λόγο αυτό, αμέσως μετά τη συλλογή των κυττάρων από την καλλιέργεια, 

προστέθηκαν σε κάθε δείγμα 0,3 ml του διαλύματος FACS permeabilizing solution 

(Becton-Dickinson, USA), το οποίο είχε αραιωθεί 1:10 με WFI. Ακολούθησε επώαση 

10 min, σε RT, στο σκοτάδι. Στη συνέχεια, έγινε πλύσιμο των κυττάρων με 0,01 M 

PBS, περιεκτικότητας 1% σε BSA (fraction V, Sigma, USA) και φυγοκέντρηση 

(4500 rpm, 1 min, RT). Το υπερκείμενο αφαιρέθηκε με αντλία κενού και προστέθηκε 

σε κάθε δείγμα 1,6 μl  anti-human TLR3-PE-conjugated αντισώματος (eBioscience, 

USA). Τα δείγματα επωάσθηκαν για 30 min, στους 4°C, στο σκοτάδι. Ακολούθησαν 

τρία πλυσίματα με 0,01 M PBS, 1% BSA και τέλος τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν με 

διάλυμα 0,2% παραφορμαλδεύδης.   

 Ο υποδοχέας TLR4 είναι επιφανειακός, οπότε η προσθήκη του αντισώματος 

γίνεται αμέσως μετά την αφαίρεση του θρεπτικού υλικού από τα κύτταρα. Σε κάθε 

δείγμα προστέθηκαν 4 μl anti-human TLR4-PE-conjugated αντισώματος 

(eBioscience, USA) και ακολούθησε επώαση για 20 min, στους 4°C, στο σκοτάδι. 

Ακολούθησαν τρία πλυσίματα με 0,01 M PBS, 1% BSA και τέλος τα κύτταρα 

μονιμοποιήθηκαν με διάλυμα 0,2% παραφορμαλδεϋδης.    

 

2.8. Ανοσοφθορισμός 

 

Το συγκεκριμένο πρωτόκολλο εφαρμόσθηκε για τη μελέτη της ενεργοποίησης 

του μεταγραφικού παράγοντα NFkB, με χρήση αντισώματος έναντι στην υπομονάδα 

p65 (RelA) του μορίου. Για την εφαρμογή της μεθόδου, THP-1 κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν σε ειδικές αντιμενοφόρους (8-well chamber slides) (Costar, UK).

 34



 Μετά τις επιδράσεις, έγινε μονιμοποίηση των κυττάρων με διάλυμα 3,7% 

φορμαλδεϋδης για 10 min, σε RT. Στη συνέχεια, τα κύτταρα πλύθηκαν δύο φορές με 

0,01 M PBS και κατόπιν, επωάστηκαν με διάλυμα 0,2% Triton για 10 min, σε RT, 

ώστε οι κυτταρικές μεμβράνες να γίνουν διαπερατές για το αντίσωμα. Ακολούθησαν 

δύο πλυσίματα με 0,01 Μ PBS και μετά τα κύτταρα επωάστηκαν για 15 min, σε RT, 

με διάλυμα 0,01 M PBS-0,1% FBS, ώστε να γίνει πρόσδεση των πρωτεϊνών του ορού 

σε θέσεις μη ειδικές για το αντίσωμα. Στη συνέχεια, αφαιρέθηκε το διάλυμα του ορού 

και προστέθηκε στα κύτταρα anti-p65 πολυκλωνικό αντίσωμα, το οποίο 

δημιουργήθηκε με ανοσοποίηση κουνελιών (Santa Cruz Biotechnology, USA). Η 

επώαση με το anti-p65 πολυκλωνικό αντίσωμα έγινε για 24 hrs, στους 4°C. 

Ακόλουθα, έγιναν δύο πλυσίματα με 0,01 Μ PBS και τα κύτταρα επωάστηκαν με 

anti-rabbit αντίσωμα, για 1 hr, στο σκοτάδι, το οποίο αναγνωρίζει το anti-p65 και 

φέρει το φθοριόχρωμα FITC (πράσινο χρώμα) (Sigma, USA).       

 Η παρατήρηση των κυττάρων έγινε με μικροσκόπιο συνεστίασης (confocal 

laser-scanning module, Leica Lasertechnik, Heidelberg, Germany), το οποίο είναι ένα 

μικροσκόπιο φθορισμού που χρησιμοποιεί ακτίνες laser για την εστίαση. Με τις 

ακτίνες laser είναι δυνατή η εστίαση σε ένα σημείο του κυττάρου, οπότε με 

διαδοχικές εστιάσεις σε διάφορα επίπεδα συγκροτείται η τρισδιάστατη δομή του 

κυττάρου. Η παρατήρηση των κυτταρικών δομών γίνεται με τη χρήση 

ελαιοκαταδυτικού φακού 63/1.25 (85, 86). 
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3. Αποτελέσματα 
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3.1. Η gAd επάγει την έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από THP-1 
μακροφάγα 
 

 Για τη μελέτη της επίδρασης της gAd σε μακροφάγα χρησιμοποιήθηκε αρχικά 

η κυτταρική σειρά THP-1. THP-1 μονοκύτταρα διαφοροποιήθηκαν σε μακροφάγα 

μετά από επώαση με ΡΜΑ, όπως έχει ήδη περιγραφεί (14, 62). Στη συνέχεια, τα 

κύτταρα επωάσθηκαν με διαφορετικές συγκεντρώσεις gAd (0, 0,1, 1, 5, 10, 15 μl/ml) 

και με LPS (100 ng/ml), για 24 hrs και οι κυτοκίνες TNFα και IL6 μετρήθηκαν στο 

θρεπτικό μέσο της καλλιέργειας. Όπως φαίνεται στην εικόνα 1 (Εικ. 1Α και 1Β), η 

gAd επάγει την έκκριση των κυτοκινών TNFα και IL6, με τρόπο εξαρτώμενο από τη 

συγκέντρωσή της. 

          
 
Εικ. 1. Η gAd επάγει την έκκριση TNFα (Α) και IL6 (Β) από THP-1 μακροφάγα, με τρόπο 
εξαρτώμενο από τη συγκέντρωσή της. Τα αποτελέσματα αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο 
τριών ανεξάρτητων πειραμάτων (*p<0,05, **p<0,01 και ***p<0,001 δηλώνουν στατιστικά 
σημαντική διαφορά, σε σύγκριση με το μάρτυρα).  
  

Για να επιβεβαιώσουμε ότι η επαγωγή προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από τα 

THP-1 μακροφάγα δεν οφειλόταν σε επιμόλυνση της ανασυνδυασμένης gAd με LPS, 

λόγω του τρόπου παρασκευής της, THP-1 κύτταρα, διαφοροποιημένα σε μακροφάγα, 

επωάσθηκαν με gAd (10 μg/ml) και LPS (100 ng/ml), παρουσία ή όχι Polymyxin B 

sulfate (100 μg/ml). Η χημική ουσία Polymyxin B sulfate αναστέλλει τη δράση του 

λιποπολυσακχαρίτη δεσμεύοντάς τον. Η επώαση των THP-1 μακροφάγων με 

Polymyxin B sulfate δεν επηρέασε την επαγόμενη από gAd έκκριση κυτοκινών, αλλά 

εμπόδισε τελείως, όπως ήταν αναμενόμενο, την επαγόμενη από LPS έκκριση 

κυτοκινών (Εικ. 2), επιβεβαιώνοντας ότι η gAd δεν είχε επιμολυνθεί με LPS, λόγω 

του τρόπου παρασκευής της.           
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Εικ. 2. Η επαγωγή της έκκρισης προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από THP-1 μακροφάγα δεν 
οφείλεται σε επιμόλυνση της gAd με LPS. Τα αποτελέσματα αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο 
τριών ανεξάρτητων πειραμάτων (**p<0,01 και ***p<0,001 δηλώνουν στατιστικά σημαντική 
διαφορά, σε σύγκριση με το μάρτυρα).  
 

3.2. Η gAd επάγει ανοχή των μακροφάγων σε ακόλουθη διέγερση με gAd  

 

 Σύμφωνα με δημοσιευμένες αναφορές, η αδιπονεκτίνη ρυθμίζει αρνητικά τη 

δράση των μακροφάγων (49) και καταστέλλει την επαγόμενη από LPS έκκριση προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών από αυτά (49, 55), με αποτέλεσμα να θεωρείται ορμόνη με 

αντι-φλεγμονώδεις δράσεις. Ωστόσο, σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα η 

αδιπονεκτίνη επάγει ισχυρά την έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από τα 

μακροφάγα. Για να εξηγήσουμε το παράδοξο αυτό, λαμβάνοντας υπόψη ότι στις 

παραπάνω δημοσιευμένες αναφορές οι προ-φλεγμονώδεις επιδράσεις γίνονται μετά 

από 24ωρη επώαση των μακροφάγων με αδιπονεκτίνη (48, 49, 55) και ότι η 

αδιπονεκτίνη είναι μια ορμόνη η οποία βρίσκεται σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις στο 

πλάσμα (7-10, 32, 87), υποθέσαμε ότι η αδιπονεκτίνη επάγει την ανοχή των 

μακροφάγων στην ίδια της την επίδραση, ώστε αυτά να διατηρούνται αδρανή σε 

συνεχή έκθεση στην ορμόνη.  

 Για το λόγο αυτό, THP-1 μακροφάγα επωάσθηκαν με gAd (10 μg/ml), για 24 

hrs, στη συνέχεια αφαιρέθηκε το υπερκείμενο της καλλιέργειας, προστέθηκε νέο 

θρεπτικό υλικό και έγινε ξανά επίδραση με την ίδια συγκέντρωση gAd στα κύτταρα. 

Οι κυτοκίνες TNFα και IL6 μετρήθηκαν σε διαφορετικές χρονικές στιγμές στο 

υπερκείμενο της καλλιέργειας, μετά τη δεύτερη επώαση με gAd. Τα κύτταρα που 

είχαν προ-επωασθεί με gAd έδειξαν ανοχή στη μετέπειτα διέγερση με την ορμόνη, 

αφού η έκκριση TNFα και IL6 από αυτά ήταν σημαντικά χαμηλότερη, σε σύγκριση 
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με την έκκριση TNFα και IL6 από κύτταρα που δεν είχαν προ-επωασθεί με gAd (Εικ. 

3Α και 3Β). 

 
 
Εικ. 3. Η gAd επάγει ανοχή των THP-1 μακροφάγων σε ακόλουθη διέγερση με gAd. Οι 
κυτοκίνες TNFα (Α) και IL6 (Β) μετρήθηκαν στα υπερκείμενα των καλλιεργειών. Τα 
αποτελέσματα αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο τριών ανεξάρτητων πειραμάτων (*p<0,05, 
**p<0,01 και ***p<0,001 δηλώνουν στατιστικά σημαντική διαφορά, σε σύγκριση με το 
μάρτυρα, ενώ ##p<0,01 και ###p<0,001 δηλώνουν στατιστικά σημαντική διαφορά, σε 
σύγκριση με κύτταρα που δεν έχουν προ-επωασθεί με gAd).  
 

 Για να επιβεβαιώσουμε ότι τα αποτελέσματά μας δεν οφείλονται σε κάποια 

ιδιαιτερότητα της κυτταρικής σειράς THP-1, απομονώσαμε ανθρώπινα, περιφερικά 

μονοκύτταρα/μακροφάγα και επαναλάβαμε το ίδιο πείραμα. Όπως και τα THP-1 

μακροφάγα, τα πρωτογενή μακροφάγα που είχαν προ-επωασθεί με gAd έδειξαν 

ανοχή στη μετέπειτα διέγερση με την ορμόνη, αφού η έκκριση TNFα και IL6 από 

αυτά ήταν σημαντικά χαμηλότερη, σε σύγκριση με την έκκριση TNFα και IL6 από 

κύτταρα που δεν είχαν προ-επωασθεί με gAd (Εικ. 4Α και 4Β). 
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Εικ. 4. Η gAd επάγει την ανοχή πρωτογενών ανθρώπινων μακροφάγων σε ακόλουθη 
διέγερση με gAd. Οι κυτοκίνες TNFα (Α) και IL6 (Β) μετρήθηκαν στα υπερκείμενα των 
καλλιεργειών. Τα αποτελέσματα αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο τριών ανεξάρτητων 
πειραμάτων (*p<0,05, **p<0,01 και ***p<0,001 δηλώνουν στατιστικά σημαντική διαφορά, 
σε σύγκριση με το μάρτυρα, ενώ ##p<0,01 και ###p<0,001 δηλώνουν στατιστικά σημαντική 
διαφορά, σε σύγκριση με κύτταρα που δεν έχουν προ-επωασθεί με gAd).  
 

3.3. Η gAd ελάττωσε την ευαισθησία των μακροφάγων σε άλλα προ-φλεγμονώδη 
ερεθίσματα (αγωνιστές των TLR3 και TLR4) 
 

 Σύμφωνα με δημοσιευμένες αναφορές, η αδιπονεκτίνη ελαττώνει την 

ευαισθησία πρωτογενών, περιφερικών μακροφάγων χοίρου και των THP-1 

μακροφάγων στην επαγόμενη από LPS έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών (49, 

55). Για να μελετήσουμε αν η gAd επάγει ανοχή των μακροφάγων σε διαφορετικά 

προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα, όπως το Poly (I:C) και το LPS, έγινε επώαση THP-1 

μακροφάγων με gAd (10 μg/ml), για 24 hrs, στη συνέχεια αφαιρέθηκε το υπερκείμενο 

της καλλιέργειας, προστέθηκε νέο θρεπτικό υλικό και έγινε επίδραση με Poly (I:C) 

(100 μg/ml) και LPS (100 ng/ml), για άλλες 24 hrs. Οι κυτοκίνες TNFα και IL6 

μετρήθηκαν στο υπερκείμενο της καλλιέργειας μετά τις επιδράσεις. Η gAd 
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προκάλεσε ανοχή των κυττάρων στη μετέπειτα διέγερση με LPS (Εικ. 5Α και 5Β) και 

Poly (I:C) (Εικ. 5Γ και 5Δ), αφού η έκκριση TNFα και IL6 ήταν σημαντικά 

χαμηλότερη, σε σύγκριση με την έκκριση TNFα και IL6 από κύτταρα που δεν είχαν 

προ-επωασθεί με gAd. Προκαλώντας, λοιπόν, την ανοχή των μακροφάγων, η 

αδιπονεκτίνη προστατεύει από την έκθεση σε ισχυρά προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα, 

όπως είναι το Poly(I:C) και ο λιποπολυσακχαρίτης. 

 

 
 
Εικ. 5. Η gAd επάγει ανοχή των THP-1 μακροφάγων σε προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα. 
THP-1 μακροφάγα προ-επωάσθηκαν με gAd για 24 hrs, διεγέρθηκαν με LPS για ακόμα 24 
hrs και οι κυτοκίνες TNFα (Α) και IL6 (Β) μετρήθηκαν στα υπερκείμενα των καλλιεργειών. 
THP-1 μακροφάγα προ-επωάσθηκαν με gAd για 24 hrs, διεγέρθηκαν με Poly (I:C) για 
ακόμα 24 hrs και οι κυτοκίνες TNFα (Γ) και IL6 (Δ) μετρήθηκαν στα υπερκείμενα των 
καλλιεργειών. Τα αποτελέσματα αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο τριών ανεξάρτητων 
πειραμάτων (*p<0,05 και **p<0,01 δηλώνουν στατιστικά σημαντική διαφορά, σε σύγκριση 
με κύτταρα που δεν έχουν προ-επωασθεί με gAd).  
 

 Το ίδιο πείραμα επαναλήφθηκε σε πρωτογενή ανθρώπινα μακροφάγα (Εικ. 

6Α και 6Β) και σε πρωτογενή μακροφάγα από την περιτοναϊκή κοιλότητα ποντικού 

(Εικ. 6Γ και 6Δ), όπου η gAd είχε την ίδια δράση. 
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Εικ. 6. Ανθρώπινα περιφερικά μονοκύτταρα/μακροφάγα (6Α, 6Β) προ-επωάσθηκαν με 
gAd για 24 hrs, διεγέρθηκαν με LPS (Α) ή Poly (I:C) (B) για ακόμα 24 hrs και o TNFα 
μετρήθηκε στα υπερκείμενα των καλλιεργειών. Πρωτογενή μακροφάγα από την 
περιτοναϊκή κοιλότητα ποντικού (6Γ, 6Δ) προ-επωάσθηκαν με gAd για 24 hrs, διεγέρθηκαν 
με LPS (Γ) ή Poly (I:C) (Δ) για ακόμα 24 hrs και o TNFα μετρήθηκε στα υπερκείμενα των 
καλλιεργειών. Τα αποτελέσματα αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο τριών ανεξάρτητων 
πειραμάτων (*p<0,05, **p<0,01 και ***p<0,001 δηλώνουν στατιστικά σημαντική διαφορά, 
σε σύγκριση με κύτταρα που δεν έχουν προ-επωασθεί με gAd).  
 

3.4. Η επίδραση της gAd στην ευαισθησία των μακροφάγων εξαρτάται από τη 
συγκέντρωσή της 
 

 Σε αντίθεση με όλα τα γνωστά μέχρι σήμερα εκκρινόμενα προϊόντα του 

λιπώδους ιστού, των οποίων η έκφραση και η συγκέντρωση στο πλάσμα αυξάνονται 

σημαντικά σε καταστάσεις όπως η παχυσαρκία, η έκφραση και η συγκέντρωση της 

αδιπονεκτίνης στο πλάσμα ελαττώνονται σημαντικά (23, 32, 33). Επίσης, έχει 

δημοσιευτεί ότι η προ-επώαση μακροφάγων με χαμηλές συγκεντρώσεις 

αδιπονεκτίνης (1 μg/ml), που ανταποκρίνονται στα επίπεδα αδιπονεκτίνης στο 

πλάσμα παχύσαρκων ατόμων (23), δεν επηρεάζει την επαγόμενη από LPS έκκριση 

προ-φλεγμονωδών κυτοκινών (55).   

 Υποθέσαμε, λοιπόν, ότι η έκθεση των μακροφάγων σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης δε θα επάγει την ανοχή τους στον ίδιο βαθμό με τα 

υψηλά επίπεδα της ορμόνης, έναντι στην ίδια την επίδραση υψηλών συγκεντρώσεων 

αδιπονεκτίνης και άλλων προ-φλεγμονωδών ερεθισμάτων. Για το λόγο αυτό, THP-1 

μακροφάγα προ-επωάσθηκαν με  1 μg/ml gAd, για 24 hrs και ακόλουθα εκτέθηκαν σε 
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10 μg/ml gAd και σε 1 μg/ml gAd, σα μάρτυρα, για ακόμα 24 hrs. Τα αποτελέσματά 

μας δείχνουν ότι ενώ η επίδραση με 1 μg/ml gAd δεν επάγει την έκκριση κυτοκινών 

από τα μακροφάγα, η επίδραση με 10 μg/ml gAd επάγει σημαντικά την έκκριση προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών, δηλώνοντας ότι η προ-επώαση με χαμηλά επίπεδα 

αδιπονεκτίνης (1 μg/ml) δεν απευαισθητοποιεί τα μακροφάγα, όπως η προ-επώαση με 

υψηλές συγκεντρώσεις της ορμόνης (10 μg/ml) (Εικ. 3, 4, 5, 6), αποκαλύπτοντας με 

τον τρόπο αυτό τη δυναμική της σαν προ-φλεγμονώδη παράγοντα (Εικ. 7Α και 7Β). 

 

 
 
Εικ. 7. Προ-επώαση THP-1 μακροφάγων με χαμηλά επίπεδα gAd αποκαλύπτει τη δυναμική 
της σαν προ-φλεγμονώδη παράγοντα. Οι κυτοκίνες TNFα (Α) και IL6 (Β) μετρήθηκαν στα 
υπερκείμενα των καλλιεργειών. Τα αποτελέσματα αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο τριών 
ανεξάρτητων πειραμάτων (*p<0,05 και **p<0,01 δηλώνουν στατιστικά σημαντική διαφορά, 
σε σύγκριση με κύτταρα που έχουν προ-επωασθεί με 1 μg/ml gAd και εκτέθηκαν ακόλουθα 
σε 1 μg/ml gAd).  
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3.5. Επίδραση της gAd στη ρύθμιση των υποδοχέων TLR3 και TLR4-Μελέτη 
μηχανισμών απευαισθητοποίησης των μακροφάγων έναντι σε προ-φλεγμονώδη 
ερεθίσματα   
 

 Η απευαισθητοποίηση των μακροφάγων και η επαγωγή ανοχής έναντι σε προ-

φλεγμονώδη ερεθίσματα είναι δυνατό να γίνει με διάφορους μηχανισμούς, ανάλογα 

με το ερέθισμα και την προέλευση των μακροφάγων. Έχει δημοσιευτεί ότι ο 

λιποπολυσακχαρίτης επάγει την ανοχή πρωτογενών μακροφάγων ποντικού, σε 

ακόλουθη έκθεση στο ίδιο ερέθισμα, προκαλώντας τη μείωση της έκφρασης του 

υποδοχέα TLR4 στην επιφάνεια των κυττάρων (88). Επίσης, η έκθεση πρωτογενών 

μακροφάγων ποντικού σε λιποπολυσακχαρίτη προκάλεσε σημαντική μείωση της 

ενεργοποίησης των κινασών ERK1/2, p38, JNK 1/2, καθώς επίσης σημαντική μείωση 

της ενεργοποίησης του μεταγραφικού παράγοντα NFkB και της γονιδιακής έκφρασης 

των υποδοχέων TLR2 και TLR4 (89). Επίσης, η παρατεταμένη έκθεση πρωτογενών 

μακροφάγων χοίρου και κυττάρων λιπώδους ιστού σε υψηλά επίπεδα αδιπονεκτίνης 

εμποδίζει την επαγόμενη από λιποπολυσακχαρίτη ενεργοποίηση του NFkB (55, 57). 

Παρατηρούμε, λοιπόν, ότι διάφορα προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα επάγουν την ανοχή 

των μακροφάγων είτε στο επίπεδο των υποδοχέων τους, είτε επηρεάζουν μόρια που 

βρίσκονται στα μονοπάτια μεταγωγής σήματος, που αυτά πυροδοτούν.     

 

3.5.1. Η gAd ελαττώνει την έκφραση του υποδοχέα TLR3 ενδοκυτταρικά, αλλά δεν 
επηρεάζει την έκφραση του υποδοχέα TLR4 στην επιφάνεια των THP-1 
μακροφάγων  
 

 Για να μελετήσουμε την επίδραση της gAd στην έκφραση των υποδοχέων 

TLR3 και TLR4 επωάσαμε THP-1 μακροφάγα με gAd (1 μg/ml και 10 μg/ml), Poly 

(I:C) (100 μg/ml) και LPS (100 ng/ml), για 24 hrs. Στη συνέχεια, έγινε χρώση των 

κυττάρων με anti-human TLR3-PE-conjugated και anti-human TLR4-PE-conjugated 

αντισώματα και η έκφραση των υποδοχέων TLR3 και TLR4 μετρήθηκε με 

κυτταρομετρία ροής. Όπως φαίνεται στην εικόνα 8Α, η gAd ελάττωσε την έκφραση 

του υποδοχέα TLR3 στα THP-1 μακροφάγα, ενώ στην εικόνα 8Β φαίνεται ότι η gAd 

δεν επηρέασε την έκφραση του υποδοχέα TLR4. 
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Εικ. 8. (A) H gAd ελαττώνει την έκφραση του υποδοχέα TLR3 στα THP-1 μακροφάγα. 
THP-1 μακροφάγα επωάσθηκαν με gAd (1 μg/ml και 10 μg/ml) και Poly (I:C) (100 μg/ml), 
για 24 hrs. Έγινε χρώση με anti-human TLR3-PE-conjugated αντίσωμα και η έκφραση του 
TLR3 μετρήθηκε με κυτταρομετρία ροής. (Β) H gAd δεν επηρεάζει την έκφραση του 
υποδοχέα TLR4 στα THP-1 μακροφάγα. THP-1 μακροφάγα επωάσθηκαν με gAd (1 μg/ml 
και 10 μg/ml) και LPS (100 ng/ml), για 24 hrs. Έγινε χρώση με anti-human TLR4-PE-
conjugated αντίσωμα και η έκφραση του TLR4 μετρήθηκε με κυτταρομετρία ροής. Τα 
αποτελέσματα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραμάτων, που έδωσαν 
παρόμοια αποτελέσματα. 
 

3.5.2. Η παρατεταμένη έκθεση των THP-1 μακροφάγων σε gAd εμποδίζει την 
επαγόμενη από gAd και LPS ενεργοποίηση του NFkB  
 

 Σύμφωνα με δημοσιευμένες αναφορές, διαφορετικές ολιγομερικές μορφές της 

αδιπονεκτίνης, όπως είναι τα HMW ολιγομερή και τα εξαμερή αδιπονεκτίνης, 

επάγουν την ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NFkB, σε C2C12 

μυοκύτταρα (21, 22). Επιπλέον, η αδιπονεκτίνη επάγει την έκκριση προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών και προσταγλανδίνων από κύτταρα ανθρώπινου πλακούντα 

και κύτταρα του μητρικού λιπώδους ιστού, μέσω της ενεργοποίησης του NFkB (59). 

Ενώ η αδιπονεκτίνη επάγει την έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από τα 

κύτταρα αυτά, μέσω ενεργοποίησης του NFkB, η παρατεταμένη έκθεση πρωτογενών 

μακροφάγων χοίρου και κυττάρων λιπώδους ιστού σε υψηλά επίπεδα της ορμόνης 

εμποδίζει την επαγόμενη από LPS ενεργοποίηση του NFkB (55, 57).       

 Στη συγκεκριμένη μελέτη, αναφέρουμε ότι και στα THP-1 μακροφάγα η gAd  

επάγει την ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NFkB (Εικ. 9, πάνω σειρά 

φωτογραφιών) και κατ’ επέκταση την έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από 
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αυτά. Επιπλέον, η προ-επώαση των κυττάρων με 10 μg/ml gAd, για 24 hrs εμπόδισε 

την επαγόμενη από gAd και LPS ενεργοποίηση του NFkB (Εικ. 9, κάτω σειρά 

φωτογραφιών). 

 

 
 
Εικ. 9. Η παρατεταμένη έκθεση των THP-1 μακροφάγων σε gAd εμποδίζει την επαγόμενη 
από gAd και LPS ενεργοποίηση του NFkB. (Πάνω σειρά) THP-1 μακροφάγα επωάσθηκαν 
με 10 μg/ml gAd και 100 ng/ml LPS, για 45 min. (Κάτω σειρά) THP-1 μακροφάγα, αφού 
προ-επωάστηκαν με 10 μg/ml gAd, για 24 hrs, εκτέθηκαν σε 10 μg/ml gAd και 100 ng/ml 
LPS, για 45 min. Η ενεργοποίηση της υπομονάδας p65 (RelA) του NFkB μελετήθηκε με 
ανοσοφθορισμό. Τα αποτελέσματα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραμάτων, 
που έδωσαν παρόμοια αποτελέσματα. 
 

 Φαίνεται, λοιπόν, από τα παραπάνω αποτελέσματα ότι η απευαισθητοποίηση 

των μακροφάγων και η επαγωγή ανοχής σε προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα μετά από 

παρατεταμένη έκθεση σε gAd προκαλείται από αλλαγές στο μονοπάτι μεταγωγής 

σήματος, που πυροδοτείται από την gAd και καταλήγει στην ενεργοποίηση του 

NFkB, και όχι από αλλαγές στο επίπεδο των υποδοχέων.     

 

3.6. Ρύθμιση των υποδοχέων της αδιπονεκτίνης AdipoR1 και AdipoR2 
 

3.6.1. Η gAd δεν επηρεάζει τη γονιδιακή έκφραση των υποδοχέων της AdipoR1 και 
AdipoR2 στα THP-1 μακροφάγα 
 

 Για να μελετήσουμε την επίδραση της gAd στην έκφραση των υποδοχέων της 

AdipoR1 και AdipoR2, επωάσαμε THP-1 μακροφάγα με 1 μg/ml gAd και 10 μg/ml 
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gAd, για 24 hrs. Στη συνέχεια, έγινε απομόνωση ολικού RNA και Real time-PCR για 

την ενίσχυση των AdipoR1 και AdipoR2 αλληλουχιών. Όπως φαίνεται στην εικόνα 

10, η αδιπονεκτίνη δεν επηρεάζει την έκφραση των υποδοχέων της στα THP-1 

μακροφάγα, όταν αυτά εκθέτονται είτε σε χαμηλές, είτε σε υψηλές συγκεντρώσεις 

της ορμόνης.      

 
Εικ. 10. H gAd δεν επηρεάζει την έκφραση των υποδοχέων της στα THP-1 μακροφάγα. 
THP-1 μακροφάγα επωάσθηκαν με 1 μg/ml gAd και 10 μg/ml gAd, για 24 hrs. Τα 
αποτελέσματα είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξάρτητων πειραμάτων, που έδωσαν 
παρόμοια αποτελέσματα.  
  

3.6.2. Επίδραση των νευροπεπτιδίων της οικογένειας CRH (CRH, UCN2) στην 
έκφραση των υποδοχέων της αδιπονεκτίνης AdipoR1 και AdipoR2 στην κυτταρική 
σειρά THP-1  
 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, τα νευροπεπτίδια της οικογένειας CRH 

(CRH, Urocortins) εκκρίνονται περιφερικά από τις απολήξεις των συμπαθητικών 

νευρώνων και από επιθηλιακά κύτταρα σε περιοχές φλεγμονής, επηρεάζοντας 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, που έχουν επιστρατευτεί στις περιοχές 

αυτές (76, 77). Τα CRH πεπτίδια που εκκρίνονται περιφερικά έχουν προ-φλεγμονώδη 

δράση (76, 77), καθώς επάγουν την έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από τα 

κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος (72, 80).  

 Από τη στιγμή που τα CRH πεπτίδια και η αδιπονεκτίνη αποτελούν μόρια τα 

οποία έχουν σημαντικό ρόλο στη φλεγμονή, επηρεάζοντας τη λειτουργία των 

μακροφάγων, μελετήσαμε την επίδραση των νευροπεπτιδίων CRH και UCN2 στη 

ρύθμιση των υποδοχέων AdipoR1 και AdipoR2 στην κυτταρική σειρά THP-1. THP-1 

μονοκύτταρα επωάστηκαν με CRH (10-4 M), UCN2 (10-4 M) και LPS (10 μg/ml), για 

24 hrs και ακολούθησε απομόνωση ολικού RNA και Real time-PCR για την ενίσχυση 

των AdipoR1 και AdipoR2 αλληλουχιών.     
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 Όπως φαίνεται στην εικόνα 11, ο CRH, ο LPS και οι συνδυασμοί των 

νευροπεπτιδίων με LPS ελάττωσαν σημαντικά τα επίπεδα των υποδοχέων της 

αδιπονεκτίνης, ενώ η UCN2 επηρέασε σημαντικά μόνο την έκφραση του AdipoR2. 

Τα παρακάτω αποτελέσματα αφορούν σε ένα αρχικό πείραμα, οπότε είναι 

απαραίτητη η επανάληψή του σε THP-1 μονοκύτταρα, καθώς και σε 

διαφοροποιημένα THP-1 μακροφάγα και η περαιτέρω διερεύνηση, για την εξαγωγή 

ασφαλών συμπερασμάτων.     

   

 
 
Εικ. 11. Επίδραση των νευροπεπτιδίων CRH, UCN2 και του LPS στην έκφραση των 
υποδοχέων της αδιπονεκτίνης AdipoR1 και AdipoR2 σε THP-1 μονοκύτταρα. Τα 
αποτελέσματα αφορούν σε ένα πείραμα (*p<0,05, **p<0,01 και ***p<0,001 δηλώνουν 
στατιστικά σημαντική διαφορά, σε σύγκριση με το μάρτυρα).  
 

3.7. Επίδραση του CRH στην επαγόμενη από gAd και LPS έκκριση προ-
φλεγμονωδών κυτοκινών από THP-1 μακροφάγα 
 

 Φαίνεται ότι τα CRH πεπτίδια επηρεάζουν την έκφραση των υποδοχέων της 

αδιπονεκτίνης, συνεπώς είναι πιθανό να επηρεάζουν την επαγόμενη από την gAd 

έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από τα μακροφάγα. Αναμένουμε ότι η έκκριση 

TNFα και IL6 από τα THP-1 μακροφάγα θα είναι σημαντικά μειωμένη, από τη 

στιγμή που έχουμε ενδείξεις ότι ο CRH ελαττώνει την έκφραση των υποδοχέων 

AdipoR1 και AdipoR2 (Εικ. 11).  

 Για να μελετήσουμε την επίδραση του CRH στην επαγόμενη από gAd και 

LPS έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από THP-1 μακροφάγα, κύτταρα 
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επωάστηκαν αρχικά με CRH (10-4 M), για 24 hrs και στη συνέχεια έγινε επίδραση με 

gAd (10 μg/ml) και LPS (100 ng/ml), για ακόμα 24 hrs. Οι κυτοκίνες TNFα και IL6 

μετρήθηκαν στο υπερκείμενο της καλλιέργειας μετά τις επιδράσεις (Εικ. 12Α και 

12Β). 

 
 
Εικ. 12. Επίδραση του CRH στην επαγόμενη από gAd και LPS έκκριση προ-φλεγμονωδών 
κυτοκινών από THP-1 μακροφάγα. Οι κυτοκίνες TNFα (Α) και IL6 (Β) μετρήθηκαν στα 
υπερκείμενα των καλλιεργειών. Τα αποτελέσματα αφορούν σε ένα πείραμα.  
 

 Παρατηρούμε ότι η προ-επώαση με CRH για 24 hrs δεν επηρέασε την 

επαγόμενη από gAd και LPS έκκριση TNFα και IL6, παρόλο που αναμενόταν ότι τα 

επίπεδα των κυτοκινών θα ήταν χαμηλότερα, σε σύγκριση με τα επίπεδα κυτοκινών 

που επάγουν τα gAd και LPS μόνα τους. Τα αποτελέσματα αυτά απαιτούν περαιτέρω 

διερεύνηση για την εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων. 
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 Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η επίδραση της ορμόνης των 

λιποκυττάρων αδιπονεκτίνης στα μακροφάγα. Η αδιπονεκτίνη απαντάται στο πλάσμα 

ανθρώπων με φυσιολογικό ΒΜΙ στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις, σε σύγκριση με 

οποιαδήποτε άλλη ορμόνη (7-10, 23, 24). Σε αντίθεση με όλα τα γνωστά μέχρι 

σήμερα εκκρινόμενα προϊόντα του λιπώδους ιστού, των οποίων η έκφραση και η 

συγκέντρωση στο πλάσμα αυξάνονται σημαντικά στην παχυσαρκία, η έκφραση και η 

συγκέντρωση της αδιπονεκτίνης ελαττώνονται σημαντικά (23, 32, 33). Παρόλο που 

τα επίπεδα της αδιπονεκτίνης είναι χαμηλά σε παχύσαρκα άτομα, βρέθηκε ότι η 

απώλεια βάρους ενισχύει την έκκριση της αδιπονεκτίνης από τα λιποκύτταρα (32, 

34). 

 Οι χαμηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης σχετίζονται με αρκετούς καλά 

χαρακτηρισμένους παράγοντες κινδύνου για το σχηματισμό αθηρωματικής πλάκας, 

όπως είναι τα υψηλά επίπεδα τριγλυκεριδίων, ολικής και LDL-χοληστερόλης, η 

υπέρταση και ο αθηρωματικός δείκτης (34, 36, 37). Επίσης, φαίνεται να υπάρχει 

σχέση μεταξύ χαμηλών συγκεντρώσεων αδιπονεκτίνης και ανάπτυξης του 

μεταβολικού συνδρόμου, στο οποίο περιλαμβάνονται η αντίσταση στην ινσουλίνη, η 

παχυσαρκία, η υπερτριγλυκεριδαιμία, η υπέρταση, η αθηρωμάτωση και τα χαμηλά 

επίπεδα HDL-χοληστερόλης (33, 34, 38, 39). Επιπλέον, η χρόνια, χαμηλού βαθμού, 

συστηματική φλεγμονή, που αναπτύσσεται στην παχυσαρκία και δημιουργεί τις 

προϋποθέσεις για το σχηματισμό της αθηρωματικής πλάκας, φαίνεται να οφείλεται 

στα χαμηλά επίπεδα αδιπονεκτίνης (6, 90). Στο γεγονός αυτό συνηγορούν και άλλες 

μελέτες, στις οποίες αναφέρεται ότι, σε παχύσαρκα άτομα, η συγκέντρωση 

αδιπονεκτίνης σχετίζεται αρνητικά με τη συγκέντρωση δεικτών συστηματικής 

φλεγμονής (91-94).      

 Οι περισσότερες δημοσιευμένες μελέτες, που αφορούν στην προστατευτική 

αντι-φλεγμονώδη και αντι-αθηρωματική δράση των υψηλών επιπέδων αδιπονεκτίνης, 

υποστηρίζουν ότι η αδιπονεκτίνη δρα προστατευτικά, κυρίως, μέσω της καταστολής 

της δραστηριότητας των μακροφάγων, τα οποία είναι η κύρια πηγή προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών (5, 18, 45-51). Πιο συγκεκριμένα, έχει αναφερθεί ότι η 

αδιπονεκτίνη καταστέλλει την επαγόμενη από LPS έκκριση των προ-φλεγμονωδών 

κυτοκινών TNFα και IL6 από τα μακροφάγα, ενώ επάγει την έκκριση αντι-

φλεγμονωδών κυτοκινών, όπως η IL10 (49, 55, 56).  

 Στο σημείο αυτό αξίζει να αναφερθεί ότι, στις παραπάνω μελέτες, η 

καταστολή που προκαλεί η αδιπονεκτίνη στην έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών 
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από τα μακροφάγα και συνιστά την αντι-φλεγμονώδη δράση της, λαμβάνει χώρα 

μετά από παρατεταμένη έκθεση των μακροφάγων σε υψηλές συγκεντρώσεις 

αδιπονεκτίνης, οι οποίες αντιστοιχούν σε συγκεντρώσεις της ορμόνης που 

απαντώνται στο πλάσμα των ατόμων με φυσιολογικό ΒΜΙ. Ακόλουθα, τα μακροφάγα 

διεγείρονται με προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα και γίνεται η εκτίμηση της έκκρισης 

των προ-φλεγμονωδών κυτοκινών (49, 55). Όταν τα μακροφάγα προ-επωάζονται με 

χαμηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης, οι οποίες αντιστοιχούν σε συγκεντρώσεις της 

ορμόνης, που απαντώνται στο πλάσμα παχύσαρκων ατόμων, και ακόλουθα 

διεγείρονται με προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα, η αδιπονεκτίνη δε δρα προστατευτικά, 

αφού δεν καταστέλλεται η έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από τα μακροφάγα 

(55). Στις μέχρι σήμερα δημοσιευμένες αναφορές δεν υπήρχαν πληροφορίες για την 

άμεση επίδραση της αδιπονεκτίνης στα μακροφάγα και για την επαγωγή της έκκρισης 

TNFα και IL6 από αυτά. 

 Αξίζει, επίσης, να σημειωθεί ότι φαίνεται να υπάρχει αμφίδρομη σχέση 

μεταξύ της αδιπονεκτίνης και των μακροφάγων. Αναφέρθηκε προηγουμένως ότι το 

ένζυμο ελαστάση, που εκκρίνεται από μονοκύτταρα και μακροφάγα, είναι υπεύθυνο 

για την πρωτεολυτική διάσπαση της αδιπονεκτίνης και τη δημιουργία του σφαιρικού 

θραύσματος του μορίου (gAd) (14). Προτείνεται, λοιπόν, ότι σε περιοχές φλεγμονής, 

όπου γίνεται επιστράτευση μονοκυττάρων και μακροφάγων, γίνεται πρωτεολυτική 

διάσπαση της αδιπονεκτίνης του πλάσματος, από την ελαστάση που εκκρίνεται στο 

μικροπεριβάλλον της φλεγμονής, και δημιουργία του σφαιρικού θραύσματος της 

αδιπονεκτίνης (gAd). Στη συνέχεια, η gAd επιδρά στα μακροφάγα, ασκώντας αντι-

φλεγμονώδη δράση (14). Επομένως, είναι πιθανό οι επιδράσεις της αδιπονεκτίνης στα 

μακροφάγα, που αναφέρθηκαν παραπάνω, να μεσολαβούνται από τη gAd (46, 49). 

Για το λόγο αυτό, στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε το σφαιρικό θραύσμα του 

μορίου της αδιπονεκτίνης (gAd), για τη μελέτη της επίδρασή της στα μακροφάγα.          

 Στη συγκεκριμένη εργασία δείξαμε ότι η gAd επάγει ισχυρά την έκκριση των 

προ-φλεγμονωδών κυτοκινών TNFα και IL6, από THP-1 μακροφάγα και από 

πρωτογενή μακροφάγα ανθρώπου (Εικ. 1, 3, 4). Η επίδραση αυτή δεν οφειλόταν σε 

επιμόλυνση της gAd, που χρησιμοποιήσαμε στα πειράματά μας, με LPS, καθώς η 

επώαση THP-1 μακροφάγων με Polymyxin B sulfate, που δεσμεύει το 

λιποπολυσακχαρίτη, δεν επηρέασε την επαγόμενη από αδιπονεκτίνη έκκριση 

κυτοκινών, αλλά εμπόδισε τελείως την επαγόμενη από LPS έκκριση κυτοκινών (Εικ. 

2). Η gAd που χρησιμοποιήθηκε ήταν ανασυνδυασμένη και επομένως 
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παρασκευάστηκε σε βακτήρια (E. coli), από τα οποία υπήρχε η πιθανότητα να 

μεταφερθεί βακτηριακό LPS, παρά τις διαβεβαιώσεις της εταιρίας παρασκευής για το 

αντίθετο. Με το παραπάνω πείραμα επιβεβαιώνεται ότι η gAd δεν είχε επιμολυνθεί 

με LPS, λόγω του τρόπου παρασκευής της. Εκτός από τα αποτελέσματά μας, που 

δείχνουν την προ-φλεγμονώδη επίδραση της αδιπονεκτίνης στα μακροφάγα, σε μια 

πρόσφατη δημοσίευση αναφέρεται ότι η αδιπονεκτίνη επάγει την παραγωγή των προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών IL1β, IL6, TNFα και της προσταγλανδίνης PGE2 από 

κύτταρα του πλακούντα και του μητρικού λιπώδους ιστού (59). 

           Για να εξηγηθεί το παράδοξο του πώς μια ορμόνη που φαίνεται να έχει ισχυρή 

προ-φλεγμονώδη δράση, καταλήγει να έχει προστατευτική δράση έναντι στη 

φλεγμονή και να θεωρείται σημαντικός αντι-φλεγμονώδης παράγοντας, προτείναμε 

ότι η παρατεταμένη έκθεση των μακροφάγων σε υψηλές δόσεις αδιπονεκτίνης είναι 

πιθανό να απευαισθητοποιεί τα μακροφάγα και να επάγει την ανοχή τους στην ίδια 

την ορμόνη και σε άλλα προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα. Λαμβάνοντας υπόψη ότι η 

αδιπονεκτίνη βρίσκεται σε σημαντικά υψηλότερα επίπεδα στο πλάσμα από 

οποιαδήποτε άλλη, γνωστή μέχρι σήμερα, ορμόνη (7-10, 23, 24) και ότι η προ-

επώαση μακροφάγων με χαμηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης δεν έδρασε 

προστατευτικά στην επίδραση προ-φλεγμονωδών ερεθισμάτων (55), υποθέσαμε ότι η 

διατήρηση υψηλών επιπέδων αδιπονεκτίνης στο πλάσμα είναι πολύ σημαντική για 

την απευαισθητοποίηση των μακροφάγων και την προστατευτική της δράση, ενώ τα 

χαμηλά της επίπεδα στην παχυσαρκία δεν επάγουν την ανοχή των μακροφάγων, 

καθιστώντας τα πιο ευαίσθητα σε προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα.        

 Πράγματι, η παρατεταμένη έκθεση THP-1 μακροφάγων και πρωτογενών 

μακροφάγων ανθρώπου και ποντικού σε 10 μg/ml gAd και η ακόλουθη διέγερση με 

gAd και άλλα προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα, όπως τα Poly (I:C) και LPS, οδήγησε 

στην απευαισθητοποίηση των μακροφάγων, η οποία μεταφράζεται σα σημαντικά 

ελαττωμένη έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από αυτά (Εικ. 3, 4, 5, 6). 

Αντίθετα, η προ-επώαση THP-1 μακροφάγων με 1 μg/ml gAd και η ακόλουθη 

έκθεση των κυττάρων σε 10 μg/ml της ορμόνης οδήγησε σε σημαντική έκκριση 

TNFα και IL6, σε σύγκριση με τα κύτταρα που είχαν προ-επωαστεί με υψηλή 

συγκέντρωση gAd, αποκαλύπτοντας τη δυναμική της σαν προ-φλεγμονώδη 

παράγοντα (Εικ. 7). Επομένως, τα χαμηλά επίπεδα αδιπονεκτίνης, σε καταστάσεις 

όπως η παχυσαρκία, δεν επάγουν την ανοχή των μακροφάγων, καθιστώντας τα πιο 

ευαίσθητα στους προ-φλεγμονώδεις παράγοντες που εκκρίνονται από το λιπώδη ιστό 
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των παχύσαρκων ατόμων (31, 38, 53), με αποτέλεσμα τη χαρακτηριστική χρόνια, 

χαμηλού βαθμού, συστηματική φλεγμονή που αναπτύσσεται στην κατάσταση αυτή 

(6, 90).          

 Σύμφωνα με τα αποτελέσματά μας, η παρατεταμένη έκθεση των μακροφάγων 

σε υψηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης επάγει την ανοχή τους στη δράση της ίδιας 

και στη δράση άλλων προ-φλεγμονωδών παραγόντων, ενώ αυτό δε συμβαίνει όταν τα 

μακροφάγα εκτίθενται σε χαμηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης. Η πρώτη 

περίπτωση αντιστοιχεί στην επίδραση της αδιπονεκτίνης στα μακροφάγα των ατόμων 

με φυσιολογικό ΒΜΙ, οι οποίοι έχουν υψηλά επίπεδα αδιπονεκτίνης στο πλάσμα,  ενώ 

η δεύτερη περίπτωση αντιστοιχεί στην επίδραση της αδιπονεκτίνης στα μακροφάγα 

των παχύσαρκων ατόμων, οι οποίοι έχουν χαμηλά επίπεδα της ορμόνης. Αναφέρθηκε 

προηγουμένως ότι η απώλεια βάρους ενισχύει την έκκριση αδιπονεκτίνης από τα 

λιποκύτταρα (32, 34). Επομένως, είναι πιθανό η απότομη απώλεια βάρους, από ένα 

παχύσαρκο άτομο, να οδηγήσει σε αυξημένες συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης, 

εκθέτοντας τα μη απευαισθητοποιημένα μακροφάγα του οργανισμού αυτού στην 

επιβλαβή προ-φλεγμονώδη δράση της. Είναι, λοιπόν, πολύ σημαντικό να μελετηθεί η 

επίδραση που είναι πιθανό να έχουν οι αυστηρές δίαιτες στα επίπεδα των προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών και των πρωτεϊνών οξείας φάσης στο πλάσμα των ατόμων 

που τις ακολουθούν.  

Επίσης, έχει προταθεί η χορήγηση αδιπονεκτίνης ή η επαγωγή της έκφρασής 

της για την αποκατάσταση των υψηλών επιπέδων της στο πλάσμα, σε παχύσαρκα 

άτομα, σα στρατηγική για την αντιμετώπιση του μεταβολικού συνδρόμου (2, 12). 

Μάλιστα, έχει δημοσιευτεί ένας αριθμός εργασιών, στις οποίες αναφέρεται ότι η 

χορήγηση αδιπονεκτίνης σε πειραματικά μοντέλα παχυσαρκίας και TIIDM βελτίωσε 

σημαντικά την αντίσταση στην ινσουλίνη (13, 27, 44). Η δράση αυτή της 

αδιπονεκτίνης φαίνεται να μεσολαβείται από τους υποδοχείς της ορμόνης AdipoR1 

και AdipoR2 στο ήπαρ και στο σκελετικό μυ (2), όπου η αδιπονεκτίνη ενεργοποιεί 

την κινάση ΑΜΡΚ και επάγει τη β-οξείδωση των λιπαρών οξέων και την πρόσληψη 

της γλυκόζης, ασκώντας αντι-διαβητική δράση (2, 27, 52). Αναφέρεται ότι στο ήπαρ 

επιδρά μόνο το πλήρες μόριο της αδιπονεκτίνης, ενώ ότι στο μυ επιδρούν το σφαιρικό 

θραύσμα και το πλήρες μόριο της ορμόνης, επάγοντας την ενεργοποίηση της κινάσης 

ΑΜΡΚ (2). Επίσης, οι Tsao et al (2002, 2003) έδειξαν ότι τα τριμερή αδιπονεκτίνης 

και όχι άλλες ομο-πολυμερικές μορφές της ορμόνης, επάγουν την ενεργοποίηση της 
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κινάσης ΑΜΡΚ, στα C2C12 μυοκύτταρα (21, 22) και κατ’ επέκταση την αντι-

διαβητική της δράση.  

Σύμφωνα με τα αποτελέσματά μας, η χορήγηση αδιπονεκτίνης ή η επαγωγή 

της έκφρασής της σε παχύσαρκα άτομα, σα στρατηγική για την αντιμετώπιση του 

μεταβολικού συνδρόμου, είναι πιθανό να θέσει σε κίνδυνο την υγεία των ατόμων μια 

και η χορηγούμενη αδιπονεκτίνη όταν βρεθεί στο μικροπεριβάλλον των μακροφάγων 

θα κοπεί πρωτεολυτικά και θα μετατραπεί σε gAd, οπότε είναι δυνατό να επάγει την 

έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από τα μη απευαισθητοποιημένα μακροφάγα, 

με όλες τις επιπτώσεις που μπορεί να έχει μια έντονη φλεγμονώδης απόκριση. Για το 

λόγο αυτό, είναι πολύ σημαντική η μελέτη της χορήγησης αδιπονεκτίνης σε 

πειραματικά μοντέλα παχυσαρκίας, καθώς και σε ποντίκια που δεν εκφράζουν το 

γονίδιο της αδιπονεκτίνης (adiponectin -/- mice) και η εκτίμηση της απόκρισης των 

μακροφάγων στην ορμόνη. Στην πρώτη περίπτωση, τα μακροφάγα των 

πειραματόζωων έχουν εκτεθεί σε χαμηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης, ενώ στη 

δεύτερη τα μακροφάγα δεν έχουν εκτεθεί ποτέ στην ορμόνη. Επομένως, η χορήγηση 

υψηλών δόσεων αδιπονεκτίνης στα παραπάνω μοντέλα και η εκτίμηση της 

φλεγμονώδους απόκρισης, θα δώσει σημαντικές πληροφορίες για τη χρήση της 

αδιπονεκτίνης σα θεραπευτική προσέγγιση του μεταβολικού συνδρόμου. 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως (παράγραφος 3.5.), η απευαισθητοποίηση 

των μακροφάγων και η επαγωγή ανοχής έναντι σε προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα είναι 

δυνατό να γίνει με διάφορους μηχανισμούς, ανάλογα με το ερέθισμα και την 

προέλευση των μακροφάγων. Διάφορα προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα επάγουν την 

ανοχή των μακροφάγων είτε στο επίπεδο των υποδοχέων τους, είτε επηρεάζουν μόρια 

που βρίσκονται στα μονοπάτια μεταγωγής σήματος, που αυτά πυροδοτούν (55, 57, 

88, 89).  

Προκειμένου να μελετήσουμε τους μηχανισμούς με τους οποίους η 

αδιπονεκτίνη επάγει την ανοχή των μακροφάγων στη δράση της ίδιας και στη δράση 

του Poly (I:C) και του LPS, επωάσαμε THP-1 μακροφάγα με gAd και μετρήσαμε την 

έκφραση των υποδοχέων TLR3 και TLR4. Τα αποτελέσματά μας έδειξαν ότι η gAd 

ελαττώνει σημαντικά την έκφραση του TLR3 υποδοχέα, ενώ δεν επηρεάζει την 

έκφραση του TLR4 (Εικ. 8). Είναι, λοιπόν, πιθανό η απευαισθητοποίηση των 

μακροφάγων στον αγωνιστή Poly (I:C), του υποδοχέα TLR3, να οφείλεται στην 

επαγόμενη από αδιπονεκτίνη ελάττωση της έκφρασής του. 
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Επιπρόσθετα, η βραχύχρονη επίδραση της gAd σε THP-1 μακροφάγα 

ενεργοποίησε το μεταγραφικό παράγοντα NFkB και κατ’ επέκταση την έκκριση προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών από αυτά, ενώ η παρατεταμένη έκθεση των κυττάρων σε 

gAd και η ακόλουθη διέγερση με την ορμόνη και LPS αναίρεσε την ικανότητά της να 

ενεργοποιεί το μεταγραφικό παράγοντα (Εικ. 9). 

Επίσης, η gAd δεν επηρεάζει την έκφραση των υποδοχέων της στα THP-1 

μακροφάγα, όταν αυτά εκθέτονται είτε σε χαμηλές, είτε σε υψηλές συγκεντρώσεις 

της ορμόνης (Εικ. 10).      

Τα παραπάνω αποτελέσματα υποδηλώνουν ότι η απευαισθητοποίηση των 

μακροφάγων και η επαγωγή ανοχής σε προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα, μετά από 

παρατεταμένη έκθεση σε gAd, προκαλείται από αλλαγές στο μονοπάτι μεταγωγής 

σήματος, που πυροδοτείται από την ορμόνη και καταλήγει στην ενεργοποίηση του 

NFkB, και όχι από αλλαγές στο επίπεδο των υποδοχέων. Φυσικά, απαιτείται 

περαιτέρω διερεύνηση για το χαρακτηρισμό των μορίων που είναι πιθανό να 

συνδέονται με τους υποδοχείς της αδιπονεκτίνης και των μορίων που συμμετέχουν 

στο μονοπάτι μεταγωγής σήματος και να μελετηθούν αλλαγές στην κατάσταση 

ενεργοποίησής τους, που είναι πιθανό να προκαλούνται από την παρατεταμένη 

έκθεση στην ορμόνη. Έχει δημοσιευθεί ότι η προ-επώαση ενδοθηλιακών κυττάρων 

με αδιπονεκτίνη, οδήγησε στη σύνθεση cAMP, το οποίο εμπόδισε την επαγόμενη από 

TNFα ενεργοποίηση του NFkB (45). Το γεγονός ότι η αδιπονεκτίνη οδηγεί στη 

σύνθεση cAMP μας επιτρέπει να υποθέσουμε ότι οι υποδοχείς της AdipoR1 και 

AdipoR2 είναι πιθανό να συνδέονται με G πρωτεΐνες. Επίσης, άλλα μόρια, εκτός το 

cAMP, που είναι πιθανό να συμμετέχουν στο μονοπάτι μεταγωγής σήματος της 

αδιπονεκτίνης στα μακροφάγα, με βάση την πληροφορία αυτή, είναι οι κινάσες ΡΚΑ 

και PKC.   

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε, επίσης, η επίδραση των νευροπεπτιδίων 

της οικογένειας CRH στη ρύθμιση της έκφρασης των υποδοχέων AdipoR1 και 

AdipoR2 στα μακροφάγα και στην επαγόμενη από gAd και LPS έκκριση προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών. Τα νευροπεπτίδια της οικογένειας CRH (CRH, Urocortins) 

εντοπίζονται στο ανοσοποιητικό σύστημα και παίζουν σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση 

της φλεγμονώδους απόκρισης (67-71). Τα επίπεδα του CRH, που εντοπίζεται 

περιφερικά, είναι πολύ χαμηλά σε φυσιολογικές συνθήκες, όταν το ανοσοποιητικό 

σύστημα δεν είναι διεγερμένο (72), ενώ έχει βρεθεί ότι σε περιοχές φλεγμονής 

επάγεται η σύνθεση και η έκκριση CRH και ουροκορτίνης, ενισχύοντας το φαινόμενο 
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(73-75). Κατά τη φλεγμονώδη απόκριση, λοιπόν, τα νευροπεπτίδια 

απελευθερώνονται τοπικά από τις απολήξεις των συμπαθητικών νευρώνων, από 

επιθηλιακά κύτταρα και από κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, επάγοντας 

την έκκριση προ-φλεγμονωδών κυτοκινών από τα μακροφάγα (72, 80).  

 Τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι οι παράγοντες CRH και UCN2, καθώς και 

άλλα ισχυρά προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα, όπως ο LPS, ελάττωσαν σημαντικά την 

έκφραση των υποδοχέων της αδιπονεκτίνης, σε THP-1 μονοκύτταρα (Εικ. 11). Η πιο 

σημαντική μείωση της έκφρασης των υποδοχέων προκλήθηκε από τον παράγοντες 

CRH και LPS. Είναι, λοιπόν, πιθανό σε περιοχές φλεγμονής, όπου έχουμε επαγωγή 

της έκκρισης των CRH νευροπεπτιδίων, οι παράγοντες αυτοί να ελαττώνουν την 

απόκριση των μονοκυττάρων/μακροφάγων στην αδιπονεκτίνη, προάγοντας την ανοχή 

των κυττάρων αυτών στη δράση της ορμόνης. Ακόλουθα, σύμφωνα με τα 

αποτελέσματα αυτά, είναι αναμενόμενο ότι η προ-επώαση μακροφάγων με CRH θα 

προκαλέσει μείωση της έκφρασης των υποδοχέων της αδιπονεκτίνης, άρα και την 

καταστολή της επαγόμενης από gAd έκκρισης προ-φλεγμονωδών κυτοκινών, από τα 

μακροφάγα. Παρόλα αυτά, η προ-επώαση THP-1 μακροφάγων με CRH δεν επηρέασε 

την επαγόμενη από gAd και LPS έκκριση TNFα και IL6 (Εικ. 12), ενώ αναμενόταν 

ότι τα επίπεδα των κυτοκινών θα ήταν χαμηλότερα, σε σύγκριση με αυτά που 

επάγουν η gAd και ο LPS μόνα τους. Τα αποτελέσματα αυτά, λοιπόν, απαιτούν 

περαιτέρω διερεύνηση για την εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων. 

 Συνοψίζοντας, τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης δείχνουν ότι η 

αδιπονεκτίνη είναι μια ορμόνη, η οποία επάγει ισχυρά την έκκριση προ-

φλεγμονωδών κυτοκινών από τα μακροφάγα. Οι αντι-φλεγμονώδεις ιδιότητες του 

μορίου φαίνεται να οφείλονται στην επαγωγή ανοχής των μακροφάγων, μετά από 

παρατεταμένη έκθεσή τους σε υψηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης, οπότε η ορμόνη 

δρα προστατευτικά έναντι στη διέγερση των μακροφάγων με την ίδια και με άλλα 

ισχυρά προ-φλεγμονώδη ερεθίσματα. Χαμηλές συγκεντρώσεις αδιπονεκτίνης δεν 

απευαισθητοποιούν τα μακροφάγα, με αποτέλεσμα η ακόλουθη έκθεσή τους σε 

υψηλές συγκεντρώσεις της ορμόνης να επάγει την έκκριση προ-φλεγμονωδών 

παραγόντων, αποκαλύπτοντας τη δυναμική της σα προ-φλεγμονώδη παράγοντα.         
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