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Συντμήσεις 

3-MP 3-μερκαπτοπυροσταφυλικό οξύ  
Μpst-/- Γενετικά τροποποιημένοι μύες με απαλοιφή του γονιδίου Μpst 
Μyf 5 Myogenic factor 5  

ΤΖDs 
Θειαζολιδινεδιόνες, 
Τhiazolidinediones 

ΧΑΠ Χρόνια αναπνευστική πνευμονοπάθεια  

ANP,BNP 
Νατριουρητικό πεπτίδιο τύπου Α, Β 
Natriuretic peptides A, B 

AOAA 
Άμινο οξικό οξύ 
Aminooxyacetic acid 

ATGL 
Λιπάση των τριγλυκεριδίων 
Adipose triglyceride lipase 

AUC 
Εμβαδόν κάτω από την καμπύλη 
Area under the curve 

BCA 
β--κύανο-L-αλανίνη 
β-cyano-L-alanine 

BMP 
Οστική μορφογενετική πρωτεΐνη 
Bone morphogenetic protein  

CBS 
β-συνθάση της κυσταθειονίνης 
Cystathionine β synthase 

CD 
Φυσιολογική δίαιτα 
Chow diet 

CD36 
Αιµοπεταλιακή γλυκοπρωτεΐνη  IV 
Platelet glycoprotein IV 

CGI 58 Comparative gene identification 58  
CO Μονοξείδιο του άνθρακα  

COX2 
Κυκλοξυγενάση 2 
Cyclooxygenase 2 

CPT1 
Παλμιτουλο-τρανσφεράση-Ι της καρνιτίνης 
Carnitine acyltransferase I 

CSE γ-λυάση της κυσταθειονίνης 
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Cystathionine γ lyase 

DAD 
Διαλλυλο δισουλφίδιο 
Diallyl dysulfide 

DAT 
Διαλλυλο τρισουλφίδιο 
Diallyl trisulfide 

DEGs 
Διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια 
Differentially expressed genes 

FA 
Συμπλήρωμα λιπαρών οξέων 
Fatty acids supplement 

FABP4 
Δεσμεύουσα με λιπαρά οξέα πρωτεΐνη 4 
Fatty acid-binding protein 4 

FASN 
Συνθάση λιπαρών οξέων  
Fatty acid synthase 

FATP 
Οικογένεια πρωτεϊνών μεταφοράς λιπαρών οξέων 
Fatty acid transport proteins 

FFAs 
Ελεύθερα λιπαρά οξέα 
Free fatty acids 

FGF21 
Αυξητικός παράγοντας ινοβλαστών 21 
Fibroblast growth factor 21 

G3P 
3-φωσφορική γλυκερόλη 
Glyceraldehyde 3- phosphate 

GAPDH 
Αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεύδης 
Glyceraldehyde 3-phopsphate dehydrogenase,  

GLUT4 
Μεταφορέας γλυκόζης 4 
Glucose transporter 4 

GO 
Γοvιδιακή οντολογία 
Gene ontology  

GPR81 
Συζευγμένος με G πρωτεΐνη υποδοχέας 81 
G-protein coupled receptor 81 

gWAT 
Σπλαχνικός λευκός λιπώδης ιστός 
Gonadal white adipose tissue  

HFD 
Δίαιτα υψηλής περιεκτικότητας λίπους 
High fat diet 
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HIF1α 
Επαγόμενος από την υποξία μεταγραφικός παράγοντας 1α 
Hypoxia-inducible transcription factor 1α  

HOMA-IR Homeostatic model assessment for insulin resistance  

HSL 
Ορμονοευαίσθητη λιπάση 
Hormone-sensitive lipase 

iBAT 
Φαιός λιπώδης ιστός 
Interscaptular brown adipose tissue 

iWAT 
Υποδόριος λευκός λιπώδης ιστός 
Inguinal white adipose tissue 

KEAP1 Πρωτεΐνη  Kelch like ECH-associated protein 1 

Lcn2 
Λιποκαλίνη 2 
Lipocalin  

MGL 
Λιπάση των μονογλυκεριδίων 
Monoglyceride lipase 

MPST 
Σουλφοτρανσφεράση του 3-μερκαπτοπυροσταφυλικού 
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase  

NAFLD 
Μη αλκοολική λιπώδης νόσος του ήπατος 
Nonalcoholic fatty liver desease 

NEFAs 
Μη-εστεροποιημένα λιπαρά οξέα 
Non-esterified fatty acids 

NFκΒ 
Υπομονάδα 65 του πυρηνικού παράγοντα ενισχυτή της κ-
ελαφριάς αλυσίδας των ενεργοποιημένων Β κυττάρων 
Nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells 

NO Μονοξείδιο του αζώτου  

PAG 
L-προπαργυλογλυκίνη 
L-propargylglycine 

PAM 
Κινητήρας υποβοήθησης εισόδου 
Presequence translocase-associated motor 

Pax7 Paired box 7  

PDE3B 
Φωσφοδιεστεράση 3Β 
Phoshodiesterase 3B 

PHD2 
Υδροξυλάση της προλίνης 2 
Prolyl 2 hydoxylase 
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PKA Πρωτεϊνική κινάση Α  

PKB 
Πρωτεϊνική κινάση Β 
Protein kinase B 

PLN1 Περιλιπίνη 1 

PLP 
Φωσφορική πυριδοξάλη 
Pyridoxal-5’-phosphate  

PPAR 
Υποδοχείς ενεργοποιούμενοι από πολλαπλασιαστές  
των υπεροξυσωμάτων 
Peroxisome proliferator-activated receptors 

RBP4 
Δεσμεύουσα τη ρετινόλη πρωτεΐνη 4 
Retinol-bindind protein 4 

ROS 
Δραστικές μορφές οξυγόνου 
Reactive oxygen species 

SAM 
S-αδενοσυλο-μεθειονίνης 
S-adenosyl-L-methinone 

SQR Sulfide quinone oxidoreductase  

SVF 
Αγγειακό κλάσμα του στρώματος 
Stromal vascular fraction 

TG 
Τριγλυκεριδία 
Triaglycerol 

TIM Transclocase of inner membrane 
TOM Translocase of outer membrane 

UCP1 
Πρωτεΐνη αποσύζευξης 1 
Uncoupling protein 1 

WT 
Άγριου τύπου 
Wild type  
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Περίληψη 

Η παχυσαρκία αποτελεί χρόνια, πολυπαραγοντική ασθένεια, η 

ανάπτυξη της οποίας σχετίζεται με αυξημένη εναπόθεση λίπους. Θεωρείται 

μία από τις κυριότερες αιτίες θανάτου και συνδέεται άμεσα με την εκδήλωση 

πολλαπλών νοσημάτων. Το συνεχώς αυξανόμενο ποσοστό υπέρβαρων 

ασθενών που παρατηρείται τα τελευταία χρόνια, καθιστά την ανάπτυξη νέων 

θεραπευτικών προσεγγίσεων έναντι της παχυσαρκίας, πεδίο εντατικής 

έρευνας. Το υδρόθειο (H2S) ένα αέριο ευρέως γνωστό για την τοξικότητα του, 

αναγνωρίζεται πλέον ως σηματοδοτικό μόριο του οργανισμού. Συντίθεται 

ενδογενώς από τη δράση των ενζύμων: γ-λυάση της κυσταθειονίνης (CSE), 

β-συνθάση της κυσταθειονίνης (CBS) και σουλφοτρανσφεράση του 3-

μερκαπτοπυροσταφυλικού (MPST) και η εμπλοκή του σε πολλές 

φυσιολογικές λειτουργίες και παθολογικές καταστάσεις,  έχει αποδειχθεί. Η 

διερεύνηση του ρόλου του ενδογενώς παραγόμενου και εξωγενώς 

χορηγούμενου H2S στη φυσιολογία του λιπώδους ιστού και την παθογένεια 

της παχυσαρκίας αποτέλεσε το αντικείμενο της συγκεκριμένης μελέτης. 

Προκειμένου να ελεγχθεί η πιθανότητα ύπαρξης συσχέτισης μεταξύ 

της έκφρασης των ενζύμων CBS, CSE και MPST στον λιπώδη ιστό και της 

παχυσαρκίας, ποντίκια άγριου τύπου (WT) έλαβαν φυσιολογική (CD) ή δίαιτα 

υψηλής περιεκτικότητας λίπους (HFD) για διάστημα 16 εβδομάδων. Οι 

λιπώδης ιστοί: υποδόριος λευκός (iWAT), σπλαχνικός λευκός (gWAT) και 

φαιός (iBAT), απομονώθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν ακολούθως, για western 

blot ανάλυση. Αν και καμία διαφορά δεν παρατηρήθηκε στην έκφραση των 

CBS και CSE μεταξύ των CD και HFD ποντικιών, μειωμένα επίπεδα 

πρωτεΐνης του MPST ανιχνεύθηκαν και στους τρεις υπό μελέτη ιστούς λίπους 

των παχύσαρκων μυών. Σε συμφωνία με τα παραπάνω, η συγκέντρωση του 

H2S βρέθηκε ελαττωμένη στον λευκό λιπώδη ιστό των ποντικιών που έλαβαν 

υπερθερμιδική δίαιτα.  
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Ο ρόλος του MPST στην αύξηση σωματικού βάρους διερευνήθηκε 

περαιτέρω. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν γενετικά τροποποιημένοι 

μύες με απαλοιφή του γονιδίου Mpst (Μpst-/-). Τα νεαρά Μpst-/- ποντίκια που 

έλαβαν υπερθερμιδική δίαιτα εκδήλωσαν πρόωρο φαινότυπο παχυσαρκίας. 

Επιπροσθέτως, εμφάνισαν μειωμένη κατανάλωση Ο2, παραγωγή CO2 και 

μεταβολικό ρυθμό, καθώς επίσης και αυξημένη αντίσταση στη γλυκόζη και την 

ινσουλίνη. Το βάρος των gWAT και iBAT παρέμεινε αμετάβλητο μετά την 

απαλοιφή του Mpst, ωστόσο αυξημένη βρέθηκε η μάζα και το μέγεθος των 

λιποκυττάρων του iWAT των Μpst-/- HFD μυών. Τα ηλικιωμένα Μpst-/-   

ποντίκια που έλαβαν φυσιολογική δίαιτα παρουσίασαν επίσης φαινότυπο 

αυξημένου σωματικού βάρους και μάζας του υποδόριου λευκού λιπώδους 

ιστού. Ανάλυση RNA-αλληλούχισης που πραγματοποιήθηκε στον iWAT WT 

και Μpst-/- HFD μυών, αποκάλυψε ότι η έλλειψη του ενζύμου συνδέεται με 

αυξημένη έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με την ανάπτυξη φλεγμονής και 

ελαττωμένη έκφραση γονιδίων που συμμετέχουν στη συγκρότηση της 

αναπνευστικής αλυσίδας και του μιτοχονδριακού μεταφορέα πρωτεϊνών 

(translocase of outer/inner membrane, TIM/TOM). Όπως αποδείχθηκε, τα 

χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης ΤΙΜ/ΤΟΜ υπομοναδών, σχετίζονται με 

μειωμένη μεταφορά πρωτεϊνών εντός των μιτοχονδρίων και ελαττωμένα 

επίπεδα των προϊόντων της β-οξείδωσης και του κύκλου του κιτρικού οξέος 

στον ιστό. Τα ευρήματα αυτά υποδεικνύουν την υπολειτουργία του ΤΙΜ/ΤΟΜ 

στον iWAT των Μpst-/- HFD μυών. Αναστολή του μιτοχονδριακού μεταφορέα 

με τη χρήση γενετικών ή φαρμακολογικών προσεγγίσεων σε λιποκύτταρα, 

οδήγησε σε επαγωγή της συσσώρευσης λιπιδίων, υπογραμμίζοντας τη 

σημαντικότητα της ορθής λειτουργίας του συμπλόκου για τον μεταβολισμό 

των λιπαρών οξέων και την αύξηση σωματικού βάρους. Συνθήκες υποξίας 

αποδείχθηκε ότι συνδέονται με ελαττωμένα επίπεδα γονιδιακής έκφρασης 

ΤΙΜ/ΤΟΜ υπομονάδων στα λιποκύτταρα. Η ενεργοποίηση του HIF1α 

οδήγησε επίσης σε παρόμοια αποτελέσματα. Τα επίπεδα του HIF1α 

βρέθηκαν αυξημένα στους πυρήνες των κυττάρων του υποδόριου λευκού 
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λιπώδους ιστού των  Μpst-/- HFD μυών. Ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης στο 

iWAT των γενετικά τροποποιημένων μυών, αποκάλυψε την εμπλοκή του 

HIF1α στη μεταγραφή πολλών διαφορικά εκφραζόμενων, μεταξύ των δύο 

γονότυπων, γονίδιων, συμπεριλαμβανομένων υπομονάδων του TIM/TOM και 

της αναπνευστικής αλυσίδας. H πρόσδεση του HIF1α στους υποκινητές των 

γονιδίων Tomm6 και Tomm7 επιβεβαιώθηκε. 

Η θεραπευτική χορήγηση του δότη πολυσουλφιδίων, SG1002, 

ανέστρεψε τις αλλαγές στην αύξηση σωματικού βάρους, στο μέγεθος των 

λιποκυττάρων, στο μεταβολικό ρυθμό και στην αντίσταση στη γλυκόζη που 

παρατηρούνται στους παχύσαρκους ποντικούς. Επιπλέον, μειωμένο 

σωματικό βάρος μυών που έλαβαν υπερθερμιδική δίαιτα παρατηρήθηκε 

παρουσία του δότη Na2S3. Συγκεντρωτικά, τα αποτελέσματα της 

συγκεκριμένης μελέτης αποδεικνύουν την ύπαρξη συσχέτισης μεταξύ των 

επιπέδων του MPST/Η2S και της αύξησης σωματικού βάρους και 

υποδεικνύουν το σημαντικό ρόλο του ενζύμου στη φυσιολογία του λιπώδους 

ιστού και στη διατήρηση της ενεργειακής ομοιόστασης. Σηματοδοτικά 

μονοπάτια που ρυθμίζονται από το MPST θα μπορούσαν να αποτελέσουν 

υποψήφιους στόχους για την ανάπτυξη νέων φαρμακευτικών προσεγγίσεων 

έναντι της παχυσαρκίας.  
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Abstract 

Obesity is a multifactorial, chronic disease, resulting from excessive 

fat accumulation. It is directly related to multiple diseases and considered as 

one of the leading causes of death. Therefore, it’s prevention and treatment 

are of great importance in modern western societies. Hydrogen sulfide (H2S) 

is an endogenously produced signaling molecule with multiple roles in 

homeostasis and disease. H2S is synthesized by cystathionine γ-lyase (CSE), 

cystathionine β-synthase (CBS) and 3-mercaptopyruvate sulfutransferase 

(MPST). Herein, we investigated the role of H2S in the development and 

treatment of obesity using genetic and pharmacological approaches.  

Tο determine the expression of H2S-producing enzymes in adipose 

tissues of obese subjects, wild-type (WT) mice fed a chow (CD) οr a high fat 

diet (HFD) for 16 weeks and subcutaneous white adipose tissue (iWAT), 

epididymal white adipose tissue (gWAT) and interscaptular brown adipose 

tissue (iBAT) were isolated and used for western blot analysis. Although no 

differences were observed in CBS and CSE expression, MPST protein levels 

were reduced in all three adipose tissues of HFD mice. In line with this, H2S 

concentration was lower in white adipose tissue of obese mice.  

To further investigate the role of the MPST enzyme in weight gain, 

mice with global deletion of Mpst (Mpst-/-) were used. Young Mpst-/- mice fed 

a high fat diet gained more weight than WT animals. Moreover, they exhibited 

decreased O2 consumption, CO2 production and metabolic rate, as well as 

impaired glucose/insulin tolerance. The weight of gWAT and iBAT remained 

unaltered after the deletion of Mpst, however increased mass and adipocyte 

size was observed in iWAT of Mpst-/- HFD mice. Interestingly, aged normal 

chow-fed Mpst-/- also presented an overweight phenotype besides with 

hypertrophic adipocytes and increased mass of inguinal white fat. Whole 

transcriptome analysis, performed in iWAT of WT and Mpst-/- HFD mice, 

provided evidence for upregulation of inflammatory mediators and 
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downregulation of mitochondrial respiratory chain subunits and translocase of 

outer/inner membrane (ΤΙΜ/ΤΟΜ) components in adipose tissue of deficient 

mice. Attenuated expression of several TIM/TOM subunits, hampered the 

translocation of nucleus-encoded mitochondrial proteins and was associated 

with suppressed levels of TCA and β-oxidation metabolites, indicating the 

reduced function of the mitochondrial translocase in iWAT of Μpst-/- HFD mice. 
Genetic and pharmacological inhibition of adipocyte TIM/TOM complex 

enhanced lipid accumulation, underlining its crucial role in fatty acids 

degradation and weight gain. Hypoxia conditions inhibited the gene 

expression of several TIM/TOM components in adipocytes. Similar results 

observed by HIF1α activation. Nuclear HIF1α was more abundant in inguinal 

white fat of Mpst-/- HFD mice. Chromatin immunoprecipitation in iWAT of 

deficient mice, demonstrated that several of the differentially expressed genes 

between two genotypes, including TIM/TOM and respiratory chain subunits, 

are HIF1α targets. HIF1α binding to the Tomm6 and Tomm7 promoter was 

confirmed.  

Therapeutic administration of the polysulfide donor SG1002 reversed 

the changes in weight gain, adipocyte size, metabolic rate and glucose 

tolerance in obese mice. Furthermore, reduced body weight of obese mice 

was also detected in the presence of the donor Na2S3. Taken together the 

above data provide evidence that MPST controls mitochondrial metabolic 

functions and has profound effects on adipose tissue biology. MPST-regulated 

pathways offer novel drug targets for obesity. 
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1. Εισαγωγή 
 

1.1 O λιπώδης ιστός 

 Ο λιπώδης ιστός αποτελεί ένα ιδιαίτερα πολύπλοκο όργανο που 

συγκροτείται από διαφορετικούς πληθυσμούς κυττάρων και έχει ως κύρια 

λειτουργία του την αποθήκευση ενέργειας (Rosen & Spiegelman, 2014). 

Μέχρι τα τέλη της δεκαετίας του 1940, ο λιπώδης ιστός χαρακτηριζόταν ως 

ένας τύπος συνδετικού ιστού που περιείχε λιποσταγονίδια και η λειτουργία του 

δεν είχε συνδεθεί ουσιαστικά με το μεταβολισμό. Η θεωρία αυτή άρχισε 

σταδιακά να αλλάζει όταν ανακαλύφθηκε ότι παίζει σημαντικό ρόλο στην 

ομοιόσταση των θρεπτικών ουσιών, χρησιμεύοντας είτε ως αποθήκη 

ενέργειας, κατά τη σίτιση, είτε ως πηγή παροχής ελεύθερων λιπαρών οξέων, 

κατά τη διάρκεια της νηστείας. Μερικά χρόνια μετά, στα τέλη της δεκαετίας του 

1980, όταν ανιχνεύθηκαν στον ορό του αίματος μόρια (όπως η αδιψίνη και η 

λεπτίνη) που παράγονται από τα λιποκύτταρα, ο λιπώδης ιστός άρχισε να 

αναγνωρίζεται ως ενδοκρινής αδένας με κεντρικό ρόλο στη ρύθμιση της 

ενεργειακής ομοιόστασης του οργανισμού (Rosen and Spiegelman, 2014). 

Ακολούθησε πλήθος μελετών σχετικών με την ανάπτυξη, τη λειτουργία και την 

παθοφυσιολογία του. Η ραγδαία αύξηση του παγκόσμιου ποσοστού 

παχυσαρκίας που σημειώθηκε τα επόμενα χρόνια έντεινε ακόμα περισσότερο 

το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας  για την κατανόηση της βιολογίας 

αυτού (Haslam and James, 2005) (Εικόνα 1.1).   

 Σήμερα ο λιπώδης ιστός θεωρείται ο μεγαλύτερος ενδοκρινής 

αδένας του ανθρώπινου οργανισμού που επηρεάζει τη λειτουργία πολλών 

άλλων οργάνων και ασκεί σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της όρεξης, την 

ομοιόσταση της γλυκόζης και της ινσουλίνης, τη γήρανση και τη θερμοκρασία 

του σώματος (Berry et al., 2013). Αναγνωρίζεται επίσης ως ένας δυναμικός 

ιστός, ικανός να ανταποκρίνεται σε εξωτερικά ερεθίσματα (Kershaw and Flier, 

2004). Η αποκρυπτογράφηση των μηχανισμών που διέπουν τις λειτουργίες 
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του λιπώδους ιστού εξακολουθεί να αποτελεί αντικείμενο εκτεταμένης 

έρευνας.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.1: Το ενδιαφέρον για τη βιολογία του λιπώδους ιστού 
αυξάνεται συνεχώς με το πέρασμα των χρόνων. Απεικόνιση του αριθμού 

μελετών, σχετικών με το λιπώδη ιστό, που δημοσιεύθηκαν από το 1900 έως 

το 2012 (Rosen and Spiegelman, 2014). 

 

 

1.1.1 To λιποκύτταρο ως λειτουργική μονάδα του λιπώδους ιστού 

Λευκό, φαιό και μπεζ λιποκύτταρο 

Ο λιπώδης ιστός αποτελείται κυρίως από ώριμα λιποκύτταρα και το 

ετερογενές αγγειακό κλάσμα του στρώματος (stromal vascular fraction, SVF), 

όπου συναντάται πληθώρα κυτταρικών πληθυσμών με διαφορετικό βαθμό 

ωρίμανσης, συμπεριλαμβανομένων των: βλαστοκυττάρων, πρόδρομων 

λιποκυττάρων, ενδοθηλιακών, λείων μυικών, νευρικών και κυττάρων του 

ανοσοποιητικού (Riordan et al., 2009; Schipper et al., 2012). Τα ώριμα 
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λιποκύτταρα απαντώνται  σε τρεις διακριτούς, τόσο μορφολογικά όσο και 

λειτουργικά, τύπους: τα λευκά, τα φαιά και τα μπεζ λιποκύτταρα, στους 

οποίους βασίζεται και η αντίστοιχη κατηγοριοποίηση του ιστού (Rosen and 

Spiegelman, 2014) (Εικόνα 1.2).  

Τα λευκά λιποκύτταρα αποτελούνται από μία μεγάλη λιποσταγόνα 

που καταλαμβάνει το 95% περίπου του συνολικού όγκου του κυττάρου και 

επομένως καθορίζει το μέγεθος του. Χαρακτηρίζονται επίσης από την 

παρουσία έκκεντρου πυρήνα και μικρού αριθμού μιτοχονδρίων (Εικόνα 1.2 

A). Έχουν ως κύρια λειτουργία τους την αποθήκευση ενέργειας για τις 

μεταβολικές ανάγκες του οργανισμού και είναι ο  μείζων τύπος λιποκυττάρων 

που απαντάται στο σύνολο του λιπώδους ιστού (Lee et al., 2013). 

 Τα φαιά λιποκύτταρα χαρακτηρίζονται από αρκετά μικρού μεγέθους 

λιποσταγονίδια και πολυάριθμα μιτοχόνδρια (Weber, 2004) (Εικόνα 1.2 Β). 

Είναι εξαιρετικά εξειδικευμένα κύτταρα που μετατρέπουν τα θρεπτικά 

συστατικά σε χημική ενέργεια με τη μορφή θερμότητας. Ο ρόλος αυτός των 

φαιών λιποκυττάρων, καταλύεται από την ειδική για αυτά τα κύτταρα, 

πρωτεΐνη αποσύζευξης 1 (uncoupling protein 1, UCP1) και θεωρείται ότι 

ευθύνεται για το εξελικτικό πλεονέκτημα των θηλαστικών να επιβιώνουν και 

να είναι ενεργά σε συνθήκες ψύχους (Cannon and Nedergaard, 2004). 

Στα τρωκτικά, παρατεταμένη έκθεση στο ψύχος ή επαγωγή της  

σηματοδότησης του αδρενεργικού συστήματος, μπορεί να προκαλέσει την 

εμφάνιση συστάδων κυττάρων που εκφράζουν την πρωτεΐνη UCP1 και έχουν 

μορφολογία παρόμοια με αυτή του φαιού λιποκυτάρου. Για δεκαετίες, τα 

κύτταρα αυτά είχαν χαρακτηριστεί ελάχιστα και θεωρούνταν φαιά 

λιποκύτταρα. Σήμερα αναγνωρίζονται ως ο τρίτος τύπος λιποκυττάρων του 

οργανισμού που δημιουργείται κυρίως σε απάντηση σε εξωτερικά ερεθίσματα 

και αναφέρονται ως μπεζ λιποκύτταρα (brown- like cells, brite ή beige cells). 

Tα μπεζ λιποκύτταρα παρουσιάζουν ενδιάμεση μορφολογία μεταξύ λευκών 

και φαιών λιποκυττάρων (Εικόνα 1.2 Γ) κι έχουν διττό ρόλο. Μπορούν να 



Εισαγωγή 

 - 31 - 

αποθηκεύουν ενέργεια ή να παράγουν θερμότητα,  ανάλογα με τα ερεθίσματα 

που δέχονται (Wu et al., 2012b). 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.2: Μορφολογικές διαφορές λιποκυττάρων. Α. Λευκό, Β. φαιό και 

Γ. μπεζ λιποκύτταρο ( Δημιουργήθηκε στο: https://biorender.com/) 

 

 

Αναπτυξιακή προέλευση λιποκυττάρων 

 Αναπτυξιακά, τα λευκά και τα φαιά λιποκύτταρα φαίνεται να 

προέρχονται από διαφορετικά πρόδρομα κύτταρα. Τα φαιά λιποκύτταρα 

υποστηρίζεται ότι μοιράζονται κοινό πρόδρομο με τα μυικά. Πρόκειται για 

αρχέγονα κύτταρα που εκφράζουν τους παράγοντες myogenic factor 5 

(Μyf5+) και paired box 7 (Pax7+) (Seale et al., 2008).  Αρχέγονα κύτταρα που 

δεν εκφράζουν τους παραπάνω παράγοντες (Μyf5-, Pax7-) μπορούν να 

διαφοροποιηθούν σε λευκά (Sanchez-Gurmaches and Guertin, 2014). Τα 

πρόδρομα μπεζ λιποκύτταρα προκύπτουν επίσης από τα Μyf5-, Pax7- 

αρχέγονα κύτταρα ωστόσο η διαφοροποίηση τους επάγεται σε απάντηση σε 

συγκεκριμένα εξωτερικά ερεθίσματα, απουσία των οποίων μπορούν να 

αποκτήσουν τη μορφολογία λευκών λιποκυττάρων (Rosenwald et al., 2013) 

(Εικόνα 1.3).  Νέες πληροφορίες όσον αφορά την αναπτυξιακή προέλευση 
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των λιποκυττάρων δημοσιεύονται συνεχώς και επομένως η 

αποκρυπτογράφηση αυτής εξακολουθεί να  βρίσκεται σε εξέλιξη. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.3: Η διαφορετική προέλευση των φαιών, λευκών και μπεζ 
λιποκυττάρων (Rosen and Spiegelman, 2014). 

 

 

Το λιποκύτταρο ως ρυθμιστής της ενεργειακής ομοιόστασης 

  Το λιποκύτταρο αποτελεί μία εξαιρετικά δυναμική δομή που ρυθμίζει 

την ενεργειακή ομοιόσταση σε απάντηση στα εξωτερικά ερεθίσματα. Κατά την 

πρόσληψη τροφής η περίσσεια των μη-εστεροποιημένων λιπαρών οξέων 

(non-esterified fatty acids-NEFAs) εισάγεται στα λιποκύτταρα μέσω ειδικών 

πρωτεϊνών σύνδεσης και μεταφοράς όπως η αιµοπεταλιακή γλυκοπρωτεΐνη 

IV (platelet glycoprotein IV, CD36) και τα μέλη της οικογένειας πρωτεϊνών 

μεταφοράς λιπαρών οξέων (fatty acid transport proteins, FATP) (Large et al., 

2004). Kατά τη μεταφορά τους εντός των λιποκυττάρων τα NEFAs 
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εστεροποιούνται σε χημικά αδρανή τριγλυκερίδια (triaglycerol, TG) και 

αποθηκεύονται στις ήδη υπάρχουσες λιποσταγόνες, οδηγώντας σε αύξηση 

του μεγέθους τους (Konige et al., 2014). To λιποκύτταρο έχει επιπροσθέτως 

την ικανότητα να συνθέτει λιπίδια από υδατάνθρακες μέσω της διαδικασίας 

της de novo λιπογένεσης  που καταλύεται από τα ένζυμα: συνθάση λιπαρών 

οξέων (fatty acid synthase, FASN) και καρβοξυλάση του ακέτυλ-συνενζύμου 

Α (acetyl-CoA carboxylase) 1 (Herman et al., 2012). Tα νέα λιπίδια 

εστεροποιούνται επίσης σε τριγλυκερίδια και συμβάλουν στην επέκταση της 

λιποσταγόνας (Εικόνα 1.4). 

Σε συνθήκες αυξημένων ενεργειακών απαιτήσεων τα ΤG υδρολύονται, 

με τη διαδικασία της λιπόλυσης, σε ελεύθερα λιπαρά οξέα (free fatty acids, 

FFAs) και γλυκερόλη (Kershaw and Flier, 2004) οδηγώντας σε μείωση των 

αποθηκών λίπους του κυττάρου. Tα FFAs εξέρχονται του λιποκυττάρου και 

μεταφέρονται μέσω της κυκλοφορίας σε ιστούς που χρειάζονται ενέργεια, 

όπως στους μύες ή την καρδιά ενώ η γλυκερόλη προσλαμβάνεται κυρίως από 

το ήπαρ (Konige et al., 2014). Στην επιφάνεια της λιποσταγόνας εντοπίζεται 

πληθώρα δομικών πρωτεϊνών και μεταβολικών ενζύμων που καταλύουν τις 

αντιδράσεις των ομοιοστατικών μηχανισμών του λιποκυττάρου.  

Συγκεκριμένα, η λιπόλυση των τριγλυκεριδίων επιτελείται από τη διαδοχική 

δράση των ενζύμων: λιπάση των τριγλυκεριδίων (adipose triglyceride lipase, 

ATGL), ορμονοευαίσθητη λιπάση (hormone-sensitive lipase, HSL) και λιπάση 

των μονογλυκεριδίων  (monoglyceride lipase, MGL) (Lass et al., 2011). Η 

ATGL μετακινείται στην επιφάνεια της λιποσταγόνας και ασκεί την υδρολυτική 

της δράση συνδεόμενη με τον συν-ενεργοποιητή της comparative gene 

identification 58 (CGI 58) (Lass et al., 2006). Το στάδιο αυτό που αποτελεί το 

πρώτο της διαδικασίας της λιπόλυσης οδηγεί στη δημιουργία διγλυκεριδίων 

και FFAs (Zimmermann et al., 2004). Ακολουθεί υδρόλυση των διγλυκεριδίων 

σε μονογλυκερίδια και FFAs, αντίδραση που καταλύεται από την HSL (Osuga 
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et al., 2000), και  απελευθέρωση γλυκερόλης και FFAs από τα μονογλυκερίδια 

με τη δράση της MGL (Karlsson et al., 1997) (Εικόνα 1.4). 

Η αυξημένη έκκριση κατεχολαμινών και η πρόσδεση αυτών στους β-

αδρενεργικούς υποδοχείς (β-AR) των λιποκυττάρων αποτελεί έναν από τους 

σημαντικότερους ενεργοποιητές της λιπόλυσης (Cannon and Nedergaard, 

2004). Συγκεκριμένα οι β-ΑR μέσω της σύζευξης τους με τη διεγερτική G-

πρωτεΐνη (Ga) ενεργοποιούν την αδενυλική κυκλάση που με τη σειρά της 

καταλύει την παραγωγή του κυκλικού ΑMP (cAMP) (Connolly et al., 1986). Η 

αυξημένη συγκέντρωση του AMP διεγείρει την πρωτεϊνική κινάση Α (PKA) 

που πυροδοτεί μία σειρά αντιδράσεων φωσφορυλίωσης που ενεργοποιούν 

την HSL και απενεργοποιούν την περιλιπίνη 1 (perilipin 1, PLN1) (Blanchette-

Mackie et al., 1995). Η PLN 1 σε συνθήκες ενεργειακής επάρκειας  βρίσκεται 

προσδεδεμένη στο συνένζυμο CGI58 εμποδίζοντας τη δράση της ATGL και 

προστατεύοντας τα τριγλυκερίδια από την αποικοδόμηση τους. Η 

φωσφορυλίωση της οδηγεί σε απελευθέρωση του CGI58 που αλληλεπιδρά 

με την ATGL και καθιστά δυνατή την έναρξη της δράσης της (Lass et al., 

2006). Η επαγόμενη από την PKA φωσφορυλίωση της PLN1 οδηγεί επίσης 

στην πρόσδεση αυτής στην ΗSL με αποτέλεσμα τη μεταφορά της λιπάσης στη 

θέση δράσης της στην επιφάνεια της λιποσταγόνας (Blanchette-Mackie et al., 

1995). 

Τα ελεύθερα λιπαρά οξέα που προκύπτουν από τη λιπόλυση,  

ενεργοποιούνται και σχηματίζουν μόρια ακυλ-συνενζύμου A (acyl-CoA), μία 

αντίδραση που καταλύεται από το ένζυμο συνθάση του acyl-CoA (acyl-CoA 

synthetase). Στη συνέχεια, με τη δράση της παλμιτοϋλο-τρανσφεράσης-Ι της 

καρνιτίνης (carnitine acyltransferase I, CPT1) μετατρέπονται σε ακυλ-

καρνιτίνη (acylcarnitine) στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων, 

εισέρχονται στα μιτοχόνδρια και μετατρέπονται πάλι σε acyl-CoA μέσω της 

παλμιτοϋλο-τρανσφεράση-ΙΙ της καρνιτίνης (carnitine acyltransferase IΙ, 

CPT2) στην εσωτερική μεμβράνη αυτών. Με τις αντιδράσεις της βήτα 
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οξείδωσης που ακολουθούν, από τα FFAs (acyl-coA) παράγονται μόρια 

ακέτυλ-συνενζύμου A (acetyl-CoA), που εισάγονται στον κύκλο του κιτρικού 

οξέος (tricarboxylic acid cycle, TCA cycle) και μέσω μια ακολουθίας 

διαδοχικών αντιδράσεων σχηματίζονται μόρια NADH και FADH2 που 

επανοξειδώνονται μεσώ της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (Purdom et al., 

2018). Η απελευθέρωση πρωτονίων στο διαμεμβρανικό χώρο των 

μιτοχονδρίων που ακολουθεί είναι η κινητήριος δύναμη για την παραγωγή 

ενέργειας με μορφή ATP (Rutkowski et al., 2015) (Εικόνα 1.4).  
 

 

Η επίδραση της ινσουλίνης στη λειτουργία του λιποκυττάρου 

Ιδιαίτερα σημαντική όσον αφορά τη ρύθμιση του μεταβολισμού των 

λιποκυττάρων είναι η δράση της ινσουλίνης, η οποία πυροδοτεί μία σειρά 

γεγονότων που συμβάλουν στη σύνθεση/αποθήκευση θρεπτικών συστατικών 

και αναστέλλουν τον καταβολισμό τους. Συγκεκριμένα, κατά τη λήψη τροφής, 

τα υψηλά επίπεδα ινσουλίνης στην κυκλοφορία συνδέονται στον υποδοχέα 

αυτής στα λιποκύτταρα και σηματοδοτούν τη μετατόπιση του μεταφορέα 

γλυκόζης 4 (glucose transporter 4, GLUT4) από το κυτοσόλιο στην κυτταρική 

μεμβράνη, επιτρέποντας έτσι την αυξημένη ροή γλυκόζης εντός του κυττάρου 

(Kahn and Cushman, 1985). Αξίζει να σημειωθεί ότι ο επαγόμενος από την 

ινσουλίνη μεταφορέας γλυκόζης GLUT4 αποτελεί τον πιο σημαντικό τύπο της 

οικογένειας GLUT που απαντάται στα λιποκύτταρα, ωστόσο παρών είναι και 

ο μεταφορέας GLUT1. Η γλυκόζη που εισέρχεται εντός των λιποκυττάρων 

υφίσταται τη διαδικασία της γλυκόλυσης, στα προϊόντα της οποίας 

συγκαταλέγεται και η 3-φωσφορική γλυκεραλδεΰδη (glyceraldehyde 3- 

phosphate, G3P) που χρησιμεύει στο σχηματισμό της δομής των 

τριγλυκεριδίων  (Guan et al., 2002). Όταν τα επίπεδα της κυτταρικής γλυκόζης 

είναι χαμηλά, τα λιποκύτταρα μπορούν να χρησιμοποιήσουν πρόδρομα μόρια 
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αυτής όπως το γαλακτικό ή αμινοξέα για να δημιουργήσουν G3P μέσω της 

γλυκονεογένεσης (Forest et al., 2003). 

 Kατά τη διάρκεια λήψης τροφής η ινσουλίνη δρα επίσης 

καταστέλλοντας τη διαδικασία της λιπόλυσης κάτι που μπορεί να επιτευχθεί 

με διάφορους τρόπους. Μέσω της διαμεσολαβούμενης από την πρωτεϊνική 

κινάση Β (protein kinase B, PKB, ή ΑKT) φωσφορυλίωσης και κατά συνέπεια 

ενεργοποίησης της φωσφοδιεστεράσης 3Β (phoshodiesterase 3B, PDE3B), η 

ινσουλίνη ασκεί αρνητική δράση στη λιπόλυση μειώνοντας τα ενδοκυττάρια 

επίπεδα του cAMP και αποτρέποντας τη φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση 

των ATGL και HSL  (Choi et al., 2010). Eπιπροσθέτως, έχει αποδειχθεί ότι η 

ινσουλίνη καταστέλλει έμμεσα τη διαδικασία της λιπόλυσης ως αποτέλεσμα 

της αυξημένης εισροής γλυκόζης που προκαλείται από την ενεργοποίηση του 

GLUT4. Συγκεκριμένα, η γλυκόζη μεταβολίζεται σε πυροσταφυλικό και 

εισέρχεται στο κύκλο του κιτρικού οξέος, ωστόσο, ένα μέρος του 

παραγόμενου πυροσταφυλικού μεταβολίζεται σε γαλακτικό το οποίο εξέρχεται 

από το λιποκύτταρο και διαμεσολαβεί στην ινσουλινοεξαρτώμενη αναστολή 

της λιπόλυσης μέσω της πρόσδεσης του στον υποδοχέα συζευγμένο με G 

πρωτεΐνη 81 (G-protein-coupled receptor 81, GPR81) που αναστέλλει τον 

σχηματισμό του cAMP και την ακολουθούμενη ενεργοποίηση της ΡΚΑ 

(Ahmed et al., 2010) (Εικόνα 1.4). 
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Εικόνα 1.4: Απεικόνισή των κύριων μηχανισμών που εμπλέκονται στην 
αύξηση και μείωση της αποθήκευσης λιπιδίων (Rutkowski et al., 2015).  

 

 

Το λιποκύτταρο ως μηχανή θερμογένεσης 

 Η θερμότητα στα φαιά και μπεζ λιποκύτταρα αποδίδεται μέσω της 

δράση της ειδικής για αυτά πρωτεΐνης, της πρωτεΐνης αποσύζευξης 1 η οποία 

εντοπίζεται στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων τους (Cannon and 

Nedergaard, 2004).  Η UCP1 ανήκει στην οικογένεια μιτοχονδριακών 

πρωτεϊνών μεταφοράς και  απαντάται σε πολυμερή που σχηματίζουν ειδικούς 

διαύλους κατιόντων. Κατά το μεταβολισμό των λιπαρών οξέων και της 

γλυκόζης οι ανηγμένοι φορείς ηλεκτρονίων (NADH και FADH2), που 

προκύπτουν, επανοξειδώνονται στα ενζυμικά συμπλέγματα που συγκροτούν 

την αναπνευστική αλυσίδα. Ηλεκτρόνια απελευθερώνονται στην εσωτερική 

μιτοχονδριακή μεμβράνη και πρωτόνια μετακινούνται στο διαμεμβρανικό 

χώρο, δημιουργώντας ηλεκτροχημική βαθμίδωση κατά μήκος αυτής. Στα 
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μιτοχόνδρια των διαφόρων κυτταρικών τύπων η βαθμίδωση της 

συγκέντρωσής των πρωτονίων που δημιουργείται μεταξύ των 

μιτοχονδριακών διαμερισμάτων αποτελεί την κινητήρια δύναμη για τη 

μετατροπή του ΑDP σε ΑΤP από το ενζυμικό σύμπλεγμα, συνθάση του ΑΤP, 

που καταλύει αυτή την αντίδραση, αντλώντας τα πρωτόνια πίσω στη μήτρα 

του μιτοχονδρίου.  Στα φαιά και τα μπεζ ωστόσο λιποκύτταρα, η παρουσία 

του  UCP1 παρέχει εναλλακτικό τρόπο μεταφοράς των πρωτονίων στη μήτρα 

των μιτοχονδρίων οδηγώντας έτσι σε αποσύζευξη της οξείδωσης των 

υποστρωμάτων από τη σύνθεση ΑTP και σε απόδοση ενέργειας με τη μορφή 

θερμότητας (Cannon and Nedergaard, 2004; Chouchani et al., 2019). Έχουν 

προταθεί διάφορα μοντέλα όσον αφορά τον ακριβή μηχανισμό μέσω του 

οποίου δρα η UCP1 με πρόσφατη μελέτη να υποστηρίζει ότι λειτουργεί ως 

συνμεταφορέας ανιόντων λιπαρών οξέων/πρωτονίων (Fedorenko et al., 

2012). Η δράση του UCP1 οδηγεί σε ταχύτατο μεταβολισμό των λιπαρών 

οξέων και κατά συνέπεια σε μείωση του μεγέθους των λιποσταγονιδίων. Η 

παρουσία φαιών και μπεζ λιποκυττάρων στον λιπώδη ιστό θεωρείται ιδιαίτερα 

ευεργετική για τη μεταβολική υγεία (Kajimura et al., 2015). 

 

 

1.1.2 Η ετερογένεια του λιπώδους ιστού σύμφωνα με τη θέση 
εναπόθεσης του 

Ο  λιπώδης ιστός αποτελείται από πολυάριθμές αποθήκες που 

αναπτύσσονται σε πολλαπλές διακριτές θέσεις του οργανισμού. Ο φαιός 

λιπώδης ιστός συναντάται σε μεγάλο ποσοστό στη βρεφική ηλικία όπου 

εντοπίζεται στη μεσοπλάτια και την υπερκλείδια χώρα καθώς επίσης και γύρω 

από τα μεγάλα αιμοφόρα αγγεία (Gregoire et al., 1998; Spiegelman and Flier, 

2001). Ωστόσο, με τη πάροδο του χρόνου η μάζα του ελαττώνεται σημαντικά. 

Η ύπαρξη του φαιού λιπώδους ιστού στην ενήλικη ζωή υποστηρίζεται από 

πολλές μελέτες ενώ ο εντοπισμός του είναι περιορισμένος κυρίως στη βάση 
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της κεφαλής και στον αυχένα (Cypess et al., 2009; van Marken Lichtenbelt et 

al., 2009; Virtanen et al., 2009). 

Ο λευκός λιπώδης ιστός κατατάσσεται σε δύο κύριες κατηγορίες 

σύμφωνα με το ανατομικό διαμέρισμα εντοπισμού του: τον υποδόριο 

(εντοπίζεται κάτω από το δέρμα καλύπτοντας όλο το σώμα) και τον σπλαχνικό 

(εντοπίζεται μεταξύ των οργάνων του σώματος). Η διάκριση αυτή βασίζεται 

στη διαφορετική φυσιολογία των δύο, ωστόσο πρόκειται για απλουστευμένη 

προσέγγιση (αφού διαφορές εντοπίζονται και μεταξύ των σπλαχνικών 

αποθηκών λίπους όπως π.χ. περιγοναδικές, μεσεντέριες και 

οπισθοπεριτοναϊκές), στην επικράτηση της οποίας έχει συμβάλει και η μη 

ύπαρξη ακριβούς συσχέτισης πολλών αποθηκών στον άνθρωπο με το ποντίκι 

(Lee et al., 2013).  

Ιστολογικά ο υποδόριος λευκός λιπώδης ιστός παρουσιάζει μεγάλη 

ετερογένεια αφού αποτελείται από ώριμα λιποκυττάρα με μία ή περισσότερες 

λιποσταγόνες. Αντίθετα στο σπλαχνικό λίπος απαντώνται λιποκύτταρα  με τη 

χαρακτηριστική μορφολογία των λευκών (Tchernof et al., 2006; Tchkonia et 

al., 2007). Σημαντικές διαφορές έχουν εντοπιστεί στις κατηγορίες λιπώδους 

ιστού όσον αφορά τη συμπεριφορά των λιποκυττάρων τους στα εξωτερικά 

ερεθίσματα, την έκκριση λιποκινών, τη λιπόλυση και τη σύνθεση 

τριγλυκεριδίων (Tchkonia et al., 2013). Οι υποθέσεις που έχουν προταθεί 

προκείμενου να εξηγήσουν το συγκεκριμένο φαινόμενο αναφέρονται στη 

διαφορετική σχέση της κάθε αποθήκης με το αγγειακό σύστημα, αλλά και τη 

διαφορετική αυτόνομη ρύθμιση των κυττάρων που τις απαρτίζουν. Μελέτες 

μεταμόσχευσης έδειξαν ότι η τοποθέτηση του σπλαχνικού λίπους σε 

υποδόρια θέση έχει ελάχιστη επίδραση στη μεταβολική υγεία ωστόσο 

μεταμόσχευση του υποδόριου λευκού λιπώδους ιστού στο σπλαχνικό 

διαμέρισμα οδηγεί σε μείωση του βάρους και βελτίωση στην ομοιόσταση της 

γλυκόζης (Tran and Kahn, 2010). Τα αποτελέσματα αυτά αποδεικνύουν την 
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ύπαρξη εγγενών διαφορών μεταξύ των αποθηκών και υποδεικνύουν την 

πιθανή θετική δράση που μπορεί να έχει το υποδόριο λίπος στο μεταβολισμό.  

 

 

1.1.3 Ο λιπώδης ιστός ως ενδοκρινές όργανο 

Τα λιποκύτταρα έχουν την ικανότητα να παράγουν και να εκκρίνουν 

πολυάριθμα μόρια τα οποία δρουν ρυθμιστικά σε διάφορες φυσιολογικές 

λειτουργίες και επιτρέπουν την επικοινωνία του λιπώδους ιστού με άλλα 

όργανα. Η πυκνή αιμάτωση του λιπώδους ιστού επιτρέπει στα εκκριτικά αυτά 

προϊόντα να δρουν με αυτοκρινή, παρακρινή και ενδοκρινή τρόπο. Το 

μεγαλύτερο ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας συγκεντρώνεται στα 

μόρια πρωτεϊνικής φύσης τα οποία χαρακτηρίζονται συνολικά ως λιποκίνες 

(Kershaw and Flier, 2004). Στις ουσίες αυτές συμπεριλαμβάνονται 

κυτταροκίνες (όπως οι: TNFα, και IL-6), παράγοντες ανάλογοι του 

συμπληρώματος (όπως οι: αδιπονεκτίνη και αδιψίνη), χημειοκίνες (όπως η 

ΜCP1), παράγοντες που σχετίζονται με τη ρύθμιση της πρόσληψης τροφής 

(όπως η λεπτίνη και η ρεζιστίνη), συστατικά του συνδετικού ιστού (όπως το 

κολλαγόνο) και αγγειογενετικοί παράγοντες (όπως ο VEGF). 

H αδιψίνη και ο ΤΝFα αποτελούν τα πρώτα παραδείγματα 

εκκρινόμενων από τον λιπώδη ιστό προϊόντων, ωστόσο η ανακάλυψη της 

λεπτίνης θεωρείται ως το σημείο καμπής του πεδίου αφού αποκάλυψε ότι τα 

μόρια που προέρχονται από τα λιποκύτταρα μπορεί να έχουν σημαντική 

δράση στη μεταβολική υγεία δίνοντας ελπίδα για την ανάπτυξη νέων 

φαρμακευτικών θεραπειών έναντι της παχυσαρκίας (Considine, 2001). Η 

λεπτίνη χαρακτηρίζεται ως ανορεξιογόνος ορμόνη που συντίθεται και 

εκκρίνεται από τα λιποκύτταρα σε απάντηση στις μεταβολές των αποθηκών 

λίπους. Ασκεί τη δράση της συνδεόμενη σε ειδικούς υποδοχείς στο κεντρικό 

νευρικό σύστημα και την περιφέρεια και μεταξύ των κύριων λειτουργειών της 
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συγκαταλέγονται οι: μείωση της πρόσληψης τροφής, αύξηση της ενεργειακής 

δαπάνης, αντιδιαβητική και προφλεγμονώδης δράση (La Cava and Matarese, 

2004; Leinninger et al., 2009; Moon et al., 2013). 

Η αδιπονεκτίνη (λιπονεκτίνη) αποτελεί επιπλέον μία λιποκίνη με 

ιδιαίτερα σημαντικό ρόλο για τη μεταβολική υγεία. Οι υποδοχείς της 

συναντώνται σε πολλούς ιστούς του οργανισμού και επομένως η δράση της 

επηρεάζει πληθώρα φυσιολογικών διαδικασιών. Μερικές από τις 

σημαντικότερες δράσεις της είναι: η επαγωγή της οξείδωσης των λιπαρών 

οξέων στο ήπαρ, η καταστολή της ηπατικής παραγωγής γλυκόζης, η βελτίωση 

της λειτουργίας των β-κυττάρων και η ενίσχυση της ευαισθησίας στην 

ινσουλίνη (Turer and Scherer, 2012). Ωστόσο η αδιπονεκτίνη δεν προάγει την 

απώλεια βάρους, αντίθετα μελέτες υποστηρίζουν ότι υπερέκφραση αυτής 

οδηγεί σε αυξημένη συσσώρευση λίπους (Kim et al., 2007) και έτσι η 

χρησιμότητα της μελετάται κυρίως σε θεραπευτικές παρεμβάσεις που 

αφορούν τη ρύθμιση της ινσουλινοευαισθησίας.  

Η ρεζιστίνη εκκρίνεται από το λιπώδη ιστό και εντοπίζεται σε 

υψηλότερα επίπεδα στην κυκλοφορία παχύσαρκων μυών. Αύξηση αυτής 

προκαλεί αντίσταση στην ινσουλίνη ενώ η μείωση της οδηγεί σε αντίθετα 

αποτελέσματα (Steppan and Lazar, 2004). Αν και η παραπάνω συσχέτιση 

είναι δύσκολο να αποδειχθεί στον άνθρωπο, πιθανόν γιατί εκεί η ρεζιστίνη 

παράγεται κυρίως στα μακροφάγα, μελέτες υποστηρίζουν ότι αυξημένα 

επίπεδα αυτής συνδέονται με αυξημένο κίνδυνο ανάπτυξης διαβήτη,  

εμφράγματος του μυοκαρδίου και αθηροσκλήρωσης και επομένως θα 

μπορούσαν να χρησιμεύσουν ως δείκτης του ανθρώπινου μεταβολικού 

συνδρόμου (Chen et al., 2009; Savage et al., 2001). 

Τέλος σημαντικές λιποκίνες θεωρούνται και οι: δεσμεύουσα τη 

ρετινόλη πρωτεΐνη 4 (retinol-bindind protein 4, RBP4) και λιποκαλίνη 2 

(lipocalin 2, Lcn2), οι οποίες εκφράζονται στον λιπώδη ιστό, εντοπίζονται στην 

κυκλοφορία σε υψηλότερα επίπεδα κατά την παχυσαρκία και οι δράσεις τους 
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σχετίζονται με την ομοιόσταση της γλυκόζης και λειτουργία της ινσουλίνης. Η 

RBP4 εκφράζεται κυρίως στον σπλαχνικό λιπώδη ιστό και μελέτες που έχουν 

γίνει τόσο σε τρωκτικά όσο και σε ανθρώπους υποστηρίζουν ότι αυξάνει την 

αντίσταση στην ινσουλίνη (Graham and Kahn, 2007). Παρόμοια 

αποτελέσματα προκύπτουν και για τη δράση της Lcn2 σε in vitro μοντέλα  

λιποκυττάρων και ηπατοκυττάρων (Yan et al., 2007b).  Αξίζει να σημειωθεί ότι 

πολλές άλλες λιποκίνες έχουν ταυτοποιηθεί και μελετηθεί και νέα μόρια 

ανακαλύπτονται συνεχώς. Καίριο παραμένει το ερώτημα αν ο καφέ λιπώδης 

ιστός εκκρίνει ειδικές γι αυτόν λιποκίνες, με τα δεδομένα να υποστηρίζουν ότι 

παράγει τις ίδιες με τον λευκό λιπώδη ιστό, ωστόσο σε διαφορετικά επίπεδα 

(Villarroya et al., 2013). 

 

 

1.1.4 Η επέκταση του λιπώδους ιστού στην παχυσαρκία 

Ένα από τα μοναδικά χαρακτηριστικά του λιπώδους ιστού είναι 

ικανότητά του να αλλάζει τις διαστάσεις του σύμφωνα με τα εξωτερικά 

ερεθίσματα που δέχεται. Η επέκταση του λιπώδους ιστού  μπορεί να 

επιτευχθεί είτε μεσώ της αύξησης του μεγέθους των λιποκυττάρων 

(υπερτροφία) είτε μέσω της δημιουργίας νέων λιποκυττάρων από την 

επαγωγή της διαφοροποίησης των πρόδρομων λιποκυττάρων που 

εντοπίζονται στον ιστό (υπερπλασία). Κατά την υπερκατανάλωση τροφής η 

περίσσεια  λιπαρών οξέων αποθηκεύεται στα λιποκύτταρα με τη μορφή 

τριγλυκεριδίων οδηγώντας αρχικά σε υπερτροφία. Όταν ξεπεραστεί το όριο 

αποθηκευτικής ικανότητας των κυττάρων, σήματα που προκαλούν τον 

πολλαπλασιασμό ή/και τη διαφοροποίηση των πρόδρομων λιποκυττάρων, 

απελευθερώνονται (Krotkiewski et al., 1983).  

Στον άνθρωπο η αυξημένη κατανάλωση τροφής για διάστημα αρκετών 

μηνών, προκαλεί αύξηση του μεγέθους αλλά όχι του αριθμού των κυττάρων 
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(Salans et al., 1971). Πιο πρόσφατες μελέτες υποστηρίζουν ότι η υπερτροφία 

προκαλείται στις υποδόριες λιποαποθήκες στο υποδόριο λίπος του ανώτερου 

σώματος, ενώ στις λιποαποθήκες που εντοπίζονται κάτω από τη μέση 

δημιουργείται υπερπλασία (Tchoukalova et al., 2010). Μελέτες σε τρωκτικά 

υποστηρίζουν ότι η κατανάλωση υπερθερμιδικής δίαιτας αυξάνει το ποσοστό 

θανάτου των λιποκυττάρων  στον σπλαχνικό λιπώδη ιστό ως και 80%, ενώ το 

ίδιο ποσοστό για τον υποδοροιο λιπώδη ιστό φτάνει μόλις το 3% (Strissel et 

al., 2007). To ποσοστό αυτό αντισταθμίζεται από τον πολλαπλασιασμό και τη 

διαφοροποίηση των πρόδρομων λιποκυττάρων και έτσι η μάζα του ιστού 

εξακολουθεί να αυξάνεται καθώς ο φαινότυπος της παχυσαρκίας 

επιδεινώνεται. H παρατήρηση αυτή ωστόσο, προσθέτει ένα επιπλέον επίπεδο 

πολυπλοκότητας στο μοντέλο που περιγράφηκε παραπάνω αφού η 

υπερτροφία ακολουθείται από τον κυτταρικό θάνατο και την εμφάνιση νέων 

λιποκυττάρων. H χρόνια ωστόσο αυξημένη πρόσληψη τροφής οδηγεί σε 

παχυσαρκία και τις δυσμενείς συνέπειες που συνδέονται με αυτή. 

Η υπετροφική παχυσαρκία θεωρείται η πιο κοινή αιτία ανάπτυξης 

συστηματικής αντίστασης στην ινσουλίνη η οποία εκδηλώνεται με τη μορφή 

υπερινσουλιναιμίας παρουσία υπεργλυκαιμίας και δυσλιπιδαιμίας (Reaven, 

2011) (Εικόνα 1.5). Η αυξημένη αντίσταση στην ινσουλίνη οδηγεί σε μειωμένη 

ικανότητα αυτής ως προς τη ρύθμιση της λιπόλυσης, αύξηση των επιπέδων 

των κυκλοφορούντων NEFA, έκτοπη εναπόθεση τους σε μη λιπώδης ιστούς 

όπως το ήπαρ και οι σκελετικοί μύες, ανάπτυξη αντίστασης στην ινσουλίνη και 

λιποτοξικότητα. Η μη αλκοολική λιπώδης νόσος του ήπατος (nonalcoholic 

fatty liver disease, NAFLD) που προκαλείται από αύξηση της εισροής 

λιπαρών οξέων στο ήπαρ αποτελεί χαρακτηριστικό παράδειγμα των 

αρνητικών επιπτώσεων της απορρύθμισης της λιπόλυσης στον λιπώδη ιστό 

(Samuel et al., 2004).  
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H αναδιαμόρφωση του λιπώδους ιστού κατά την επέκταση των 
λιποκυττάρων του 

Η ιδιότητα του λιπώδους ιστού να  αλλάζει το μέγεθός του σε απόκριση 

στις διατροφικές απαιτήσεις υποδεικνύει την ικανότητα αναδιαμόρφωσης που 

αυτός διαθέτει, ωστόσο οι μηχανισμοί που την καθιστούν δυνατή δεν έχουν 

αποκρυπτογραφηθεί πλήρως. Η υποξία φαίνεται να κατέχει σημαντικό ρόλο 

και υπάρχουν αρκετές μελέτες που εξετάζουν τη συμμετοχή της στο 

φαινόμενο. Καθώς τα λιποκύτταρα επεκτείνονται τα επίπεδα οξυγόνου στις 

λιποαποθήκες μειώνονται και ο επαγόμενος από την υποξία μεταγραφικός 

παράγοντας 1α (hypoxia-inducible transcription factor 1α, HIF1α) 

ενεργοποιείται (Trayhurn, 2013). Η ανάπτυξη υποξίας στον λιπώδη ιστό κατά 

την παχυσαρκία φαίνεται να αναπτύσσεται λόγω της μεγάλης απόστασής των 

υπερτροφικών λιποκυττάρων από το αγγειακό σύστημα, που συχνά ξεπερνά 

την απόσταση διάχυσης του Ο2 εντός του ιστού (Trayhurn, 2014). Έχει επίσης 

αναφερθεί ότι αύξηση των λιπαρών οξέων μπορεί να οδηγήσει σε 

αποσύνδεση της αναπνευστικής αλυσίδας (mitochondria uncoupling) με 

αποτέλεσμα την αύξηση της κατανάλωσης οξυγόνου και τη δημιουργία 

υποξίας στα λιποκύτταρα (Lee et al., 2014). Πολλοί μηχανισμοί έχουν 

προταθεί όσον αφορά τις δράσεις του HIF1α στα υπερτροφικά λιποκύτταρα 

συμπεριλαμβανομένων των: καταστολή της β-οξείδωσης και αύξησης της 

ίνωσης και της φλεγμονής (Halberg et al., 2009; Krishnan et al., 2012) (Εικόνα 

1.5).  

Η ίνωση  αποτελεί κύριο δείκτη της υγείας του λιπώδους ιστού. Τα 

λιποκύτταρα εκφράζουν πληθώρα πρωτεϊνών της εξωκυττάριας ουσίας, τα 

επίπεδα των οποίων υποστηρίζεται ότι ρυθμίζονται σε μεγάλο βαθμό από 

αλλαγές στη διαθεσιμότητα των θρεπτικών συστατικών (Maquoi et al., 2002). 

Κατά την παχυσαρκία παρατηρείται αύξηση των επιπέδων των πρωτεϊνών 

της εξωκυττάριας ουσίας. Οι πρωτεΐνες αυτές συμμετέχουν στη διατήρηση της 

δομής του λιποκυττάρου. Κατά την επέκταση αυτού οριοθετούν την 
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αποθηκευτική του ικανότητα,  γεγονός που οδηγεί σε ενεργοποίηση οδών που 

σχετίζονται με την υποξία, τη φλεγμονή, τον κυτταρικό θάνατο και  την έκτοπη 

εναπόθεση λιπιδίων σε άλλους ιστούς (Sun et al., 2013). Χαρακτηριστικό 

παράδειγμα των παραπάνω αποτελεί το γονίδιο Col6a1 που κωδικοποιεί την 

πρωτεΐνη κολλαγόνο τύπου VI. Έλλειψη του Col6a σε ποντίκια οδηγεί σε 

ανάπτυξη μεγαλύτερου μεγέθους λιποκυττάρων και αυξημένο σωματικό 

βάρος σε συνδυασμό ωστόσο με μειωμένη φλεγμονή και βελτιωμένες 

παραμέτρους που σχετίζονται με την ομοιόσταση της γλυκόζης (Khan et al., 

2009).  

Το κυτταρικό στρες που παρατηρείται κατά την υπερτροφία του 

λιπώδους ιστού είναι επιπροσθέτως άμεσα συνδεδεμένο με την αύξηση του 

αριθμού των μακροφάγων στον ιστό (Chawla et al., 2011). Φαινοτυπικά τα 

μακροφάγα διακρίνονται σε Μ1 και Μ2 με τα πρώτα να ενεργοποιούνται 

κλασσικά και να έχουν προφλεγμονώδη δράση και τα δεύτερα να 

ενεργοποιούνται εναλλακτικά και να έχουν επουλωτική δράση. Τα Μ2 είναι ο 

κυρίαρχος τύπος μακροφάγων στον λιπώδη ιστό των αδύνατων ζώων, 

ωστόσο κατά την παχυσαρκία αυξάνεται εκλεκτικά ο αριθμός των Μ1 

μακροφάγων, και κατά συνέπεια ο λόγος Μ1/Μ2,  ευνοώντας την ανάπτυξη 

μίας προφλεγμονώδους κατάστασης στον ιστό (Oh et al., 2012) (Εικόνα 1.5). 

Αξίζει επίσης να σημειωθεί ότι όλες οι κατηγορίες κυττάρων του 

ανοσοποιητικού έχει βρεθεί ότι εμπλέκονται στην ανάπτυξη φλεγμονής του 

λιπώδους ιστού που παρατηρείται κατά την παχυσαρκία, ενώ τα ακριβή 

εναρκτήρια σήματα που οδηγούν σε αυτή και η χρονική στιγμή κατά την 

εξέλιξη της νόσου που εμφανίζεται, παραμένουν ασαφή  (Mathis, 2013) .  
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Εικόνα 1.5: Η αναδιαμόρφωση του λιπώδους ιστού κατά την 
υπερτροφική παχυσαρκία (Rosen and Spiegelman, 2014). 

 

 

1.1.5 O λιπώδης ιστός ως θεραπευτικός στόχος 

Δεδομένου του κεντρικού ρόλου του λιπώδους ιστού στη μεταβολική 

υγεία του οργανισμού και την ανάπτυξη της παχυσαρκίας, η πιθανότητα 

αξιοποίησης των γνώσεων της βιολογίας αυτού για την ανάπτυξη 

θεραπευτικών προσεγγίσεων έχει αποτελέσει αντικείμενο πολλών μελετών 

και συνεχίζει να διερευνάται. Παρακάτω περιγράφονται συνοπτικά τα 

αποτελέσματα ορισμένων από αυτές.  

 

 

Λιπεκτομή 

Μία απλή προσέγγιση για την απώλεια βάρους είναι η χειρουργική 

αφαίρεση της περίσσειας λιπώδους ιστού. Στα τρωκτικά, αφαίρεση του 

σπλαχνικού λίπους οδηγεί σε βελτίωση των μεταβολικών παραμέτρων 
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βραχυπρόθεσμα, ωστόσο αφαίρεση του ιστού που εντοπίζεται υποδόρια έχει 

μικρή επίδραση (Shi et al., 2007). Στον άνθρωπο απομάκρυνση του 

υποδόριου λιπώδους ιστού σε ποσοστό μεγαλύτερο του 40% δεν συνδέεται 

με σημαντική βελτίωση της μεταβολικής υγείας (Klein et al., 2004). Δεν είναι 

σαφές αν η έλλειψη αποτελεσματικότητας της λιποαναρρόφησης σχετίζεται με 

τις διαφορές μεταξύ των δύο ειδών του λευκού λίπους ή αν έγκειται στην 

αδυναμία της τεχνικής να διορθώσει την ενεργειακή ανισορροπία που 

χαρακτηρίζει την επέκταση του ιστού. Είναι επίσης σαφές ότι αφαίρεση 

αποθηκών λίπους χειρουργικά που δεν συνοδεύεται από ταυτόχρονη 

διόρθωση της ενεργειακής ισορροπίας μπορεί να οδηγήσει σε 

επαναδημιουργία μάζας λίπους είτε στο σημείο εκτομής είτε σε άλλες θέσεις 

εναπόθεσης. Στα τρωκτικά, το φαινόμενο αυτό εμφανίζεται μέσα σε διάστημα 

μερικών εβδομάδων (Mauer et al., 2001), ενώ στον  άνθρωπο η διαδικασία 

μπορεί να διαρκέσει μήνες (Hernandez et al., 2011). 

 

 

Θειαζολιδινεδιόνες (Thiazolidinediones, ΤΖDs)  

Oι TZDs δρουν ως αγωνιστές των ενεργοποιούμενων από 

πολλαπλασιαστές των υπεροξυσωμάτων υποδοχέων (peroxisome 

proliferator-activated receptors PPARγ) και παρουσιάζουν θετικές επιδράσεις 

στον λιπώδη ιστό συμπεριλαμβανομένων των: αύξηση της ευαισθησίας στην 

ινσουλίνη, επαγωγή της δημιουργίας μπεζ λιποκυττάρων και 

αντιφλεγμονώδης δράση. Η κλινική ωστόσο χρησιμότητα των TZDs είναι 

περιορισμένη λόγω των ανεπιθύμητων ενεργειών που προκύπτουν από τη 

χρήση τους, παραδείγματα των οποίων αποτελούν η κατακράτηση υγρών, η 

οστεοπόρωση και η αυξημένη πιθανότητα εμφάνισης καρδιαγγειακών 

νοσημάτων (Ahmadian et al., 2013; Lebovitz, 2019).  
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Επαγωγή φαιών και μπεζ λιποκυττάρων 

Δεδομένου του πολύ υψηλού μεταβολικού ρυθμού του φαιού 

λιπώδους ιστού, η εκλεκτική επαγωγή μπεζ και φαιών λιποκυττάρων με στόχο 

τη μείωση του συνολικού σωματικού λίπους αποτελεί προσέγγιση που 

διερευνάται. Ενεργοποίηση των β3-αδρενεργικών υποδοχέων έχει αποδειχθεί 

ότι δρα θετικά στη διαδικασία της θερμογένεσης. Το ενδιαφέρον της 

επιστημονικής κοινότητας  για την ανάπτυξη αγωνιστών ειδικών για τους 

συγκεκριμένους υποδοχείς στο παρελθόν ήταν μεγάλο. Ωστόσο αν κι 

ορισμένα από τα μόρια που μελετήθηκαν βρέθηκε να επάγουν τη 

θερμογένεση, η απόλυτη εκλεκτικότητα τους για τους β3 υποδοχείς ήταν 

δύσκολο να επιτευχθεί και η βιοδιαθεσιμότητα τους κατά την από του 

στόματος χορήγηση δεν είναι ικανοποιητική, με αποτέλεσμα τα δημοσιευμένα 

αποτελέσματα από μελέτες αρχικών σταδίων να μην είναι ενθαρρυντικά (Arch, 

2002). Οι θειαζολιδινεδιόνες, όπως προαναφέρθηκε, υποστηρίζεται ότι 

αυξάνουν τη δημιουργία μπεζ λιποκυττάρων στο λευκό λίπος  ωστόσο το 

παράδοξο είναι ότι προκαλούν αύξηση και όχι απώλεια βάρους (Ahmadian et 

al., 2013).  

Μεταξύ των παραγόντων που η παρουσία ή η δράση τους έχει 

συσχετιστεί με την ανάπτυξη καφέ και μπεζ λιποκυττάρων 

συμπεριλαμβάνονται και οι οστικές μορφογενετικές πρωτεΐνες 7 και 8b (bone 

morphogenetic protein 7 and 8b, BMP7, BMP8b), ο αυξητικός παράγοντας 

ινοβλαστών 21 (fibroblast growth factor 21, FGF21), τα νατριουρητικά 

πεπτίδια τύπου Α και Β (natriuretic peptides A and B, ANP, BNP) και η 

κυκλοξυγενάση 2 (cyclooxygenase 2, COX2). Η πιθανότητα βελτίωσης της 

μεταβολικής υγείας μεσώ της ρύθμισης των επιπέδων τους στον οργανισμό 

έχει εξεταστεί. Η χρησιμότητα ωστόσο προσεγγίσεων που αφορούν τους 

παραπάνω παράγοντες προς κλινικό όφελος περιορίζεται είτε από τα 

αρνητικά αποτελέσματα που προέκυψαν όσον αφορά την αύξηση βάρους, 

είτε από τις ανεπιθύμητες ενέργειες λόγω της ύπαρξης πληθώρας άλλων, 
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πέραν της θερμογένεσης, δράσεων (Becker et al., 2010; Vegiopoulos et al., 

2010; Woo et al., 2013). 

 

 

Λιποκίνες 

Η ανακάλυψη της λεπτίνης και των θετικών δράσεων της στη 

μεταβολική υγεία υπέδειξε ότι χορήγηση αυτής θα μπορούσε να αποτελέσει 

θεραπευτική προσέγγιση για την παχυσαρκία. Τα αποτελέσματα ωστόσο που 

προέκυψαν από τη χρήση της δεν υποστήριξαν την παραπάνω υπόθεση 

(Heymsfield et al., 1999; Mittendorfer et al., 2011). Επιπροσθέτως, η 

ανακάλυψη ότι οι παχύσαρκοι ασθενείς αναπτύσσουν αντίσταση στη λεπτίνη 

και επομένως χαρακτηρίζονται από αυξημένα και όχι ελαττωμένα επίπεδα 

αυτής (Myers et al., 2012) οδήγησε σε δοκιμές  συγχορήγησης της με άλλους 

παράγοντες που προάγουν την απώλεια βάρους, με το σκεπτικό ότι η μείωση 

της αντοχής στη λεπτίνη θα μπορούσε να ενισχύσει τη δράση της. Μερικοί 

από αυτούς τους παράγοντες, όπως η αμυλίνη, η  μετφορμίνη, ο FGF21 και 

η εξενδίνη-4, οδήγησαν σε θετικά αποτελέσματα σε μελέτες που έγιναν σε 

τρωκτικά, ωστόσο στον άνθρωπο τα δεδομένα που προέκυψαν δεν ήταν 

εξίσου εντυπωσιακά (Kim et al., 2006; Roth et al., 2008; Woo et al., 2013).  Οι 

ερευνητικές μελέτες συνεχίζονται ενώ η χορήγηση της λεπτίνης προς το 

παρόν αποτελεί εγκεκριμένη ένδειξη σε σπάνιες περιπτώσεις ασθενών με 

συγγενή ανεπάρκεια αυτής ή συγγενή λιποδυστροφία (Montague et al., 1997). 

Η αδιπονεκτίνη ανήκει επίσης στις λιποκίνες των οποίων η χρήση 

προς κλινικό όφελος έχει εξεταστεί. Οι δυσκολίες που προκύπτουν στην 

άμεση χορήγηση αυτής λόγω των μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων που 

απαιτούνται για τον πολυμερισμό της, σε συνδυασμό με το μικρό χρόνο 

ημιζωής της στον οργανισμό και τα υψηλά επίπεδα της υπό φυσιολογικές 

συνθήκες, έστρεψαν τις προσπάθειες στην αναζήτηση έμμεσων 
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προσεγγίσεων αύξησης των επιπέδων ή της ενεργότητας της.  

Χαρακτηριστικά παραδείγματα τέτοιων προσεγγίσεων που διερευνώνται είναι 

οι TZDs, που υποστηρίζεται ότι προωθούν τη σύνθεση και έκκριση της 

αδιπονεκτίνης καθώς επίσης και μόρια που αποτελούν ενεργοποιητές των 

υποδοχέων της (Okada-Iwabu et al., 2013; Shetty et al., 2009). 

Tέλος, η αναστολή λιποκινών με αρνητική δράση για τον μεταβολισμό 

αποτελεί επίσης προσέγγιση που διερευνάται. Χορήγηση της φενρετινίδης σε 

παχύσαρκα τρωκτικά μειώνει τα επίπεδα της RBP4 στoν ορό, οδηγεί σε 

απώλεια βάρους και βελτιώνει την ευαισθησία στην ινσουλίνη και την ανοχή 

στη γλυκόζη (Campos-Sandoval et al., 2011; Yang et al., 2005a). Ωστόσο η 

θετική δράση της στην απώλεια βάρους παρατηρείται και σε πειραματόζωα 

με έλλειψη της  RBP4 (Preitner et al., 2009). Φαρμακολογική αναστολή της 

δεσμεύουσας με λιπαρά οξέα πρωτεΐνης 4 (fatty acid-binding protein 4, 

FABP4) έχει βρεθεί επίσης να δρα θετικά έναντι της αντίστασης στην 

ινσουλίνη και της αθηροσκλήρωσης σε μοντέλα τρωκτικών (Furuhashi and 

Hotamisligil, 2008). 
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1.2 Το υδρόθειο 

 

Για πάρα πολλές δεκαετίες τo υδρόθειο (H2S) ήταν ευρέως γνωστό 

κυρίως για την τοξικότητα του και η πλειοψηφία των δημοσιευμένων μελετών 

σχετικά με τις βιολογικές του δράσεις, εστίαζαν σε αυτή. Στα μέσα του 19ου 

αιώνα, παραγωγή του H2S ανιχνεύτηκε σε βακτηριακά είδη ενώ το 1942 το 

υδρόθειο αναγνωρίστηκε για πρώτη φορά ως προϊόν που συντίθενται στα 

θηλαστικά. Οι ερευνητικές μελέτες ωστόσο που αποκαλύπτουν τις πολλαπλές 

ρυθμιστικές λειτουργίες του H2S στον οργανισμό έχουν διεξαχθεί κυρίως τις 

τελευταίες δύο δεκαετίες, χρονικό διάστημα κατά το οποίο σημειώθηκε και 

ραγδαία αύξηση του αριθμού των σχετικών με το υδρόθειο δημοσιευμένων 

άρθρων (Szabõ, 2007) (Εικόνα 1.6). 

Σήμερα το H2S αναγνωρίζεται πλέον ως ενδογενές σηματοδοτικό 

μόριο, που εμπλέκεται σε πληθώρα φυσιολογικών λειτουργιών και 

παθολογικών καταστάσεων (Kimura, 2014a; Szabo, 2018; Wang, 2012). 

Θεωρείται επίσης το τρίτο μέλος της οικογένειας των φυσιολογικών αέριων 

διαβιβαστών η οποία συμπληρώνεται από τα: μονοξείδιο του αζώτου (NO) και 

μονοξείδιο του άνθρακα (CO) (Gadalla and Snyder, 2010). Η κατανόηση των 

δράσεων του υδροθείου, η ταυτοποίηση των σηματοδοτικών μονοπατιών 

μέσω των οποίων τις ασκεί και η διερεύνηση της πιθανότητας χρήσης αυτών 

προς κλινικό όφελος εξακολουθούν να αποτελούν αντικείμενο εντατικής 

έρευνας. 
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Εικόνα 1.6: Η βιολογία του υδροθείου αποτελεί αντικείμενο μελέτης με 
αυξανόμενο ενδιαφέρον τις τελευταίες δύο δεκαετίες. Απεικόνιση του 

αριθμού των σχετικών με το υδρόθειο άρθρων που δημοσιεύθηκαν από το 

1960 έως το 2017 (Szabo, 2018). 

  

 

1.2.1 Η ενδογενής παραγωγή του υδροθείου 

 Στον ανθρώπινο οργανισμό το υδρόθειο μπορεί να συντεθεί μέσω 

ενζυμικά καταλυόμενων αντιδράσεων αλλά και μη ενζυμικών οδών. Η 

βιοσύνθεση του πραγματοποιείται μέσω της δράσης των ενζύμων: β-συνθάση 

της κυσταθειονίνης (cystathionine β synthase, CBS), γ-λυάση της 

κυσταθειονίνης (cystathionine γ lyase, CSE) και σουλφοτρανσφεράση του 3-

μερκαπτοπυροσταφυλικού (3-mercaptopyruvate sulfurtransferase, MPST ή 3-

MST). Τα CBS, CSE και MPST παρουσιάζουν σημαντικές διαφορές όσον 

αφορά τον τρόπο ρύθμισης τους, τα συνένζυμα και τα υποστρώματα που 

απαιτούν για τη δράση τους, τον κυτταρικό τους εντοπισμό και το προφίλ 

έκφρασης τους στους ιστούς.   

 To ενδογενές υδρόθειο από τη στιγμή που θα παραχθεί στον 

οργανισμό μπορεί είτε να ασκήσει άμεσα τις δράσεις του, είτε να αποθηκευτεί 

ως "δεσμευμένο θείο" δημιουργώντας ενδοκυττάριες αποθήκες αυτού. 
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Παραδείγματα τέτοιων μορφών αποτελούν τα: θειοθειικό ιόν (thiosulfate, S2O3
-

2), οργανικά πολυσουλφίδια (polysulfides, R-Sn-R), και στοιχειακό θείο 

(elemental sulfur, S0) (Ishigami et al., 2009; Shen et al., 2012) (Εικόνα 1.7). Η 

απελευθέρωση του H2S πραγματοποιείται μέσω αντιδράσεων 

οξειδοαναγωγής. Δεσμευμένο θείο εντοπίζεται επίσης σε πρωτεΐνες που 

έχουν τροποποιηθεί με την αντίδραση της S-σουλφυδριλίωσης και μπορούν 

να αποδώσουν υδρόθειο μη ενζυμικά ή μέσω της δράσης της θειορεδοξίνης 

(Wedmann et al., 2016). Θα πρέπει να σημειωθεί ότι η ακριβής συμβολή των 

ενζυμικών έναντι των μη ενζυμικών πηγών H2S στα επίπεδα του σε βιολογικά 

συστήματα δεν έχει αποσαφηνιστεί πλήρως.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.7: Ενδοκυττάριες αποθήκες δεσμευόμενου θείου στον 
οργανισμό (Shen et al., 2012).  
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Β-συνθετάση της κυσταθειονίνης  

Το CBS εκφράζεται κυρίως στον εγκέφαλο η παρουσία του ωστόσο έχει 

ταυτοποιηθεί σε μικρότερο βαθμό και σε άλλους ιστούς όπως στην καρδιά, τα 

αγγεία, τους πνεύμονες και τον γαστρεντερικό σωλήνα (Bucci et al., 2014; 

Kimura, 2014b; Whiteman et al., 2011). Ενδοκυτταρικά εντοπίζεται κυρίως στο 

κυτταρόπλασμα με μελέτες να υποστηρίζουν ότι υπό ορισμένες συνθήκες  

μπορεί να παρατηρηθεί μετατόπιση του στα μιτοχόνδρια (Szabo et al., 2013; 

Teng et al., 2013). Έχει αναφερθεί  επιπροσθέτως, ότι το ένζυμο υφίσταται 

μετα-μεταφραστική τροποποίηση (σουµοϋλίωση) ικανή να ρυθμίζει τον 

πυρηνικό του εντοπισμό, ωστόσο η σημαντικότητα της παρουσίας του στον 

πυρήνα δεν έχει διευκρινιστεί (Kabil et al., 2006) . 
Το CBS καταλύει αντιδράσεις στις οποίες εμπλέκονται η κυστεΐνη, η 

σερίνη και η ομοκυστεΐνη. Οι κυριότερες από αυτές αφορούν την μετατροπή 

της L-κυστεΐνης και L-ομοκυστεΐνης σε L-κυσταθειονίνη και Η2S, καθώς επίσης 

και την υδρόλυση της L-κυστεΐνης από την οποία προκύπτουν: Η2S, L-σερίνη 

και L-λανθιονίνη. (Kabil and Banerjee, 2014; Singh et al., 2009) (Εικόνα 1.8). 

Το CBS έχει ιδιαίτερα πολύπλοκη δομή και ρύθμιση, ανήκει στην κατηγορία 

των εξαρτώμενων από φωσφορική πυριδοξάλη (pyridoxal-5’-phosphate, 

PLP) ενζύμων και είναι το μόνο ένζυμο της κατηγορίας που απαιτεί ως 

προσθετική ομάδα την αίμη (Singh and Banerjee, 2011). Ο λειτουργικός 

ρόλος της αίμης στη δραστικότητα του ενζύμου παραμένει ασαφής (Banerjee 

and Zou, 2005; Meier et al., 2001). Το καρβοξυτελικό άκρο του ενζύμου 

παρουσιάζει αυτο-ανασταλτικό ρόλο. Πρόσδεση του αλλοστερικού 

ενεργοποιητή του CBS, S-αδενοσυλο-μεθειονίνης (S-adenosyl-L-methinone, 

SAM) στην περιοχή, δρα θετικά έναντι της αυτο-αναστολής του οδηγώντας σε 

αλλαγή της διαμόρφωσης και επακόλουθη ενεργοποίηση του (Ereno-Orbea 

et al., 2014; Shan and Kruger, 1998). 
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Γ-λυάση της κυσταθειονίνης  

Το CSE αποτελεί την κύρια πηγή ενδογενώς παραγόμενου υδρόθειου 

των περιφερειακών οργάνων ενώ η συνεισφορά του στα επίπεδα του Η2S στο 

κεντρικό νευρικό σύστημα δεν θεωρείται σημαντική (Kabil et al., 2011; Kimura, 

2014b; Vitvitsky et al., 2006). Το CSE σε επίπεδο πρωτεΐνης ανιχνεύεται 

επίσης σε πολλά άλλα όργανα συμπεριλαμβανομένων του, καρδιαγγειακού 

συστήματος, του αναπνευστικού συστήματος, των νεφρών, του ήπατος και 

της μήτρας, με διαφορετικό ωστόσο ποσοστό συμμετοχής στα συνολικά 

επίπεδα του H2S σε κάθε ιστό (Kabil and Banerjee, 2014; Kimura, 2014a; 

Wang, 2012). Υπό φυσιολογικές συνθήκες, το CSE εντοπίζεται στο κυτοσόλιο, 

ενώ έχει αναφερθεί και ικανότητα αυτού να μετατοπίζεται στα μιτοχόνδρια 

μετά από παρατεταμένη αύξηση της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης ασβεστίου. 

Δεν έχει αναφερθεί κανένα φυσιολογικό ερέθισμα που να μεταβάλλει την 

υποκυτταρική  κατανομή του CSE  (Fu et al., 2012).  

Το CSE χρησιμοποιώντας ως κύρια υποστρώματα την κυσταθειονίνη 

και την L-κυστεΐνη προκαλεί απελευθέρωση Η2S, αμμωνίας και 

πυροσταφυλικού (Singh et al., 2009; Sun et al., 2009) (Εικόνα 1.8). Η 

ομοκυστεΐνη έχει επίσης αναφερθεί ότι μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως 

υπόστρωμα από το ένζυμο για την παραγωγή υδροθείου (Kabil and Banerjee, 

2014). Το CSE όπως και το CBS ανήκει στην κατηγορία των PLP-

εξαρτώμενων ενζύμων και υπάρχουν μελέτες που υποστηρίζουν ότι το 

ασβέστιο με την καλμοδουλίνη καθώς επίσης και οι δότες μονοξειδίου του 

αζώτου, μπορούν να επιφέρουν θετικά αποτελέσματα στην ενεργότητα του 

(Coletta et al., 2012; Singh and Banerjee, 2011; Sun et al., 2009; Yang et al., 

2008).   
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Σουλφοτρανσφεράση του 3-μερκαπτοπυροσταφυλικού  

Η παρουσία του MPST έχει ανιχνευθεί σε όλους τους ιστούς των 

θηλαστικών, παρατήρηση που βρίσκεται σε απόλυτη συμφωνία με το μοτίβο 

του υποκινητή του, που παρουσιάζει χαρακτηριστά παρόμοια με αυτά των 

γονιδίων οικιακής οικονομίας (Kimura, 2015; Nagahara et al., 2004). Τα 

επίπεδα έκφρασης του ενζύμου ωστόσο, διαφέρουν μεταξύ των ιστών, με 

τους:  εγκέφαλο, ήπαρ, νεφρούς, και θύμο αδένα να εμφανίζουν την 

υψηλότερη έκφραση αυτού (Shibuya et al., 2013; Tomita et al., 2016). Σε 

επίπεδο κυττάρου το MPST υπό φυσιολογικές συνθήκες συναντάται στο 

κυτοσόλιο και τα μιτοχόνδρια (Shibuya et al., 2009).   

Το MPST απαιτεί ψευδάργυρο για τη δράση του και παράγει H2S με 

τη συζευγμένη δράση του ενζύμου CAT (PLP-εξαρτώμενο ένζυμο) από την 

κυστεΐνη. Παρουσία του CAT η κυστεΐνη μετατρέπεται σε 3-

μερκαπτοπυροσταφυλικό οξύ (3-MP), ακολούθως το MΡST καταλύει την 

αντίδραση μεταβολισμού του 3-MP σχηματίζοντας Η2S και πυροσταφυλικό 

(Mikami et al., 2011). Το υδρόθειο που προκύπτει βρίσκεται στη δεσμευμένη 

του μορφή και απελευθερώνεται παρουσία αναγωγικών συνθηκών. Ο 

μηχανισμός κατάλυσης του ενζύμου περιλαμβάνει τη μεταφορά θείου από το 

3-ΜΡ στην πυρηνόφιλη κυστεΐνη 247 αυτού (Nagahara, 2013; Nagahara et 

al., 2007). Το σχηματιζόμενο δισουλφίδιο αποδίδει υδρόθειο παρουσία 

αναγωγικών παραγόντων ή  ειδικών ενζύμων (Mikami et al., 2011; Nagahara, 

2013) (Εικόνα 1.8).  
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Εικόνα 1.8:  Βιοσυνθετικές οδοί του Η2S στα κύτταρα θηλαστικών (Szabo 

and Papapetropoulos, 2017). 

 

 

1.2.2 Φαρμακολογικές προσεγγίσεις ρύθμισης των επιπέδων του Η2S 
στον οργανισμό 

Προκειμένου να καταστεί δυνατή η διερεύνηση των δράσεων του 

υδροθείου και των σηματοδοτικών μονοπατιών μέσω των οποίων αυτές 

ασκούνται καθώς επίσης και να εξεταστεί η πιθανή χρησιμότητα της ρύθμισης 

των επιπέδων του Η2S στον οργανισμό προς κλινικό όφελος, έχουν 

αναπτυχθεί αρκετά γενετικά μοντέλα και φαρμακολογικές προσεγγίσεις για τη 

μελέτη του. Όσον αφορά τις δεύτερες, μείωση της βιοδιαθεσιμότητας του 

υδροθείου έχει επιτευχθεί με τη φαρμακολογική αναστολή των ενζύμων 

ενδογενούς παραγωγής του, ενώ αύξηση των επίπεδων αυτού με τη 

χορήγηση μορίων-δοτών του. Παρακάτω αναφέρονται συνοπτικά οι 

κυριότεροι αντιπρόσωποι των δύο  αυτών κατηγοριών. 
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Δότες υδροθείου 

Ως δότες Η2S χαρακτηρίζονται μόρια που αυθόρμητα ή με αντιδράσεις 

με άλλες ενώσεις (πχ αναγωγικές ουσίες) ή με το μεταβολισμό, 

απελευθερώνουν υδρόθειο. Mε βάση τη χημική τους δομή και τον ρυθμό 

απελευθέρωσης του Η2S μπορούν να ταξινομηθούν σε: ανόργανους ή 

οργανικούς και σε ταχείας ή παρατεταμένης απελευθέρωσης, δότες. 

Ανόργανες ενώσεις που χρησιμοποιούνται ευρέως για αύξηση των επιπέδων 

υδροθείου στον οργανισμό αποτελούν τα: υδροσουλφίδιο του νατρίου 

(NaHS), θειούχο νάτριο (Na2S)  και τρισουλφίδιο του νατρίου (Νa2S3). Και οι 

τρεις αυτοί δότες έχουν αποτελέσει εργαλεία για πληθώρα in vitro και in vivo 

μελετών ωστόσο παρουσιάζουν το μειονέκτημα της ταχείας αποδέσμευσης 

μεγάλων ποσοτήτων υδροθείου. Όπως γίνεται αντιληπτό η δράση τους είναι 

αδύνατον να προσομοιάσει την αργή και παρατεταμένη ενδογενή, ενζυμική 

παραγωγή υδροθείου που πραγματοποιείται στον οργανισμό, ενώ η 

απότομη, υψηλής συγκέντρωσης απελευθέρωση υδροθείου που 

επιτυγχάνουν, μπορεί να οδηγήσει σε τοξικές αποκρίσεις (Papapetropoulos et 

al., 2015). Η δραστική ένωση SG1002 αναγνωρίζεται επιπροσθέτως ως δότης 

υδροθείου και παρέχει τα πλεονεκτήματα της από του στόματος χορήγησης 

και της αργής απελευθέρωσης (Kondo et al., 2013). Στην πραγματικότητα, 

πρόκειται για μείγμα διαφόρων μορίων με κύριο συστατικό ένα κυκλικό 

οκταμελές μόριο θείου (92%) (Εικόνα 1.9). Η αποτελεσματικότητα του 

SG1002 ως προς την αύξηση των επιπέδων του υδροθείου, (στην ελεύθερη 

και τη δεσμευμένη μορφή του), στο αίμα και στους ιστούς, υποστηρίζεται από 

αρκετές μελέτες ωστόσο η σχετική συμβολή των διαφόρων συστατικών του 

στην παρατηρούμενη αύξηση δεν έχει διευκρινιστεί (Barr et al., 2015; E. et al., 

2016; Kondo et al., 2013).  

 Οι οργανικοί δότες υποστηρίζεται ότι οδηγούν σε σταδιακή 

απελευθέρωση υδροθείου και καταφέρνουν να διατηρήσουν τα επίπεδα 

αυτού σταθερά. Η συνθετική ένωση GYY4137 και τα θειοαμινοξέα 
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(θειογλυκίνη και θειοβαλίνη) αποτελούν αντιπροσωπευτικά και ευρέως 

χρησιμοποιούμενα παραδείγματα της συγκεκριμένης κατηγορίας δοτών (Li et 

al., 2008; Zhou et al., 2012). Οργανικά μόρια προερχόμενα από φυσικές 

πηγές έχουν επίσης χαρακτηριστεί ως μόρια με ικανότητα απελευθέρωσης 

υδροθείου. Πρόκειται για τα οργανικά πολυσουλφίδια: διάλλυλο δισουλφίδιο 

και διάλλυλο τρισουλφίδιο (diallyl dysulfide, DADs,  και diallyl trisulfide, DATs), 

που εντοπίζονται στο σκόρδο και λειτουργούν ως δότες κατά την αντίδραση 

τους με γλουταθειόνη (Liang et al., 2015). Το AP39 αποτελεί επίσης 

αναγνωρισμένο δότη υδροθείου που διαφοροποιείται από τους άλλους της 

κατηγορίας του, όσο αφορά τη θέση απελευθέρωσης του Η2S. Το AP39 έχει 

σχεδιαστεί για να στοχεύει στα μιτοχόνδρια (Szczesny et al., 2014). Ως δότες 

μπορούν επίσης να δράσουν τα υποστρώματα των ενζύμων ενδογενούς 

ενζυματικής βιοσύνθεσης του υδροθείου, ενώ αξίζει να σημειωθεί ότι η 

ικανότητα απελευθέρωσης H2S του 3-MP έχει αναφερθεί και απουσία του 

MPST (Mitidieri et al., 2018). Τέλος, εμπορικά διαθέσιμα φάρμακα έχουν 

συνδεθεί με τμήματα που αποδεσμεύουν υδρόθειο και εμφανίζουν θετικά 

αποτελέσματα όσον αφορά τη δραστικότητα και την εμφάνιση ανεπιθύμητων 

ενεργειών. Οι υβριδικές αυτές ενώσεις αφορούν κυρίως ανάλογα μη 

στεροειδών αντιφλεγμονωδών φαρμάκων  (S-ΜΣΑΦ), όπως της ασπιρίνης 

και της ναπροξένης (Chattopadhyay et al., 2012; Wallace et al., 2010). 

 

 

Αναστολείς των ενζύμων σύνθεσης υδροθείου 

Ο σχεδιασμός και η ανάπτυξη μορίων με εκλεκτικότητα και ισχυρή 

ανασταλτική δράση έναντι των ενζύμων που συμμετέχουν στην ενδογενή 

παραγωγή υδροθείου αποτελεί σήμερα αντικείμενο εντατικής έρευνας. Οι 

ενώσεις L-προπαργυλογλυκίνη (L-propargylglycine, PAG) και β-κυανο-L-

αλανίνη (β-cyano-L-alanine, BCA) έχουν χρησιμοποιηθεί σε μεγάλο αριθμό 

μελετών ως αναστολείς του ενζύμου CSE (Szabõ, 2007). Ωστόσο 
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παρουσιάζουν μειωμένη ικανότητα διαπερατότητας των βιολογικών 

μεμβρανών και επομένως απαιτούνται υψηλότερες συγκεντρώσεις ώστε να 

εκδηλώσουν τις δράσεις τους. Οι PAG και BCA δρουν εμποδίζοντας την 

πρόσδεση και τη λειτουργία του PLP, επομένως δεν παρουσιάζουν 

εκλεκτικότητα για τα ένζυμα παραγωγής του υδροθείου (Asimakopoulou et al., 

2013). Στην ίδια κατηγορία ανήκει και η τριφθοροαλανίνη (trifluοroalanine). Το 

άμινο οξικό οξύ (aminooxyacetic acid, AOAA) για πολλά χρόνια θεωρούνταν 

ότι δρα ως εκλεκτικός αναστολέας του CBS, πρόσφατες μελέτες ωστόσο 

υποστηρίζουν την ύπαρξη ανασταλτικής δράσης αυτού και έναντι του CSE 

(Asimakopoulou et al., 2013). Το 2017, τέλος, δημοσιεύθηκε η ταυτοποίηση 

ενώσεων που δρουν ως αναστολείς του ενζύμου MPST με το μόριο 2-4-

hydroxy-6-methylpyrimidin-2-yl-sulfanyl-1-naphthalen-1-yl-ethan-1-one 

(ΙΜST-3) να παρουσιάζει την υψηλότερη εκλεκτικότητα για το συγκεκριμένο 

ένζυμο (Hanaoka et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.9: Χημική σύσταση του SG1002 (Szabo and Papapetropoulos, 

2017). 
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1.2.3  Το υδρόθειο ως σηματοδοτικό μόριο  

Το Η2S διαπερνά εύκολα τις κυτταρικές μεμβράνες χωρίς να απαιτεί τη 

δράση συγκεκριμένων μεταφορέων (Riahi and Rowley, 2014). Υπολογίζεται 

μάλιστα ότι το ενδογενές υδρόθειο που προέρχεται από ένα μόνο κύτταρο, 

μπορεί να επηρεάσει περισσότερα από 200 γειτονικά αυτού (Cuevasanta et 

al., 2012). Το Η2S δεν ασκεί τις δράσεις του μέσω ενός συγκεκριμένου 

μονοπατιού ή υποδοχέα αλλά επηρεάζει τη δράση πλήθους κυτταρικών 

μορίων με τρόπο που εξαρτάται από τον κυτταρικό τύπο και το είδος του ιστού 

και του οργανισμού. Παρακάτω περιγράφονται ορισμένοι από τους 

σημαντικότερους μηχανισμούς που υποστηρίζεται ότι εκκινούνται από το 

υδρόθειο και ακολούθως μερικές από τις κυριότερες δράσεις αυτού στον 

οργανισμό. 

 

 

Μηχανισμοί σηματοδότησης που καταλύονται από τη δράση του Η2S 

H S-σουλφυδριλίωση αποτελεί τον κύριο μηχανισμό σηματοδότησης 

του υδροθείου. Πρόκειται για μια μετα-μεταφρασική τροποποίηση που 

πραγματοποιείται σε κατάλοιπα κυστεΐνης των πρωτεϊνών οδηγώντας σε 

μεταβολές στη λειτουργικότητα τους (Iciek et al., 2016; Mustafa et al., 2009; 

Nagy, 2015) (Εικόνα 1.10). H S-σουλφυδριλίωση αποτελεί εξελικτικά 

συντηρημένη διαδικασία και οι πρωτεΐνες-στόχοι της αποτελούν αντικείμενο 

έρευνας (Zivanovic et al., 2020). Μεταξύ των πρωτεϊνών που έχει αποδειχθεί 

ότι υφίστανται S-σουλφυδριλίωση συμπεριλαμβάνονται οι ακόλουθες: 

αφυδρογονάση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης (glyceraldehyde 3-

phopsphate dehydrogenase, GAPDH), πρωτεΐνη  Kelch like ECH-associated 

protein 1 (KEAP1) και υπομονάδα 65 του πυρηνικού παράγοντα ενισχυτή της 

κ-ελαφριάς αλυσίδας των ενεργοποιημένων Β κυττάρων (nuclear factor 

kappa-light-chain enhancer of activated B cells, NFκΒ) (Xie et al., 2016). 
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 Το H2S αναστέλλει άμεσα την καταλυτική δράση των 

φωσφοδιεστερασών, η οποία με τη σειρά της διεγείρει την αύξηση των 

ενδοκυτταρικών επιπέδων των: κυκλική μονοφωσφορική αδενοσίνη (cyclic 

adenosine monophosphate, cAMP) και κυκλική μονοφωσφορική γουανοσίνη 

(cyclic guanosine monophosphate, cGMP) (Bucci et al., 2010)(Módis et al., 

2013). Έχουν επίσης αναφερθεί πολυάριθμες αλληλεπιδράσεις μεταξύ του 

H2S και του ο ΝΟ καθώς και συνεργιστική δράση μεταξύ των δύο αέριων 

διαβιβαστών (Szabo, 2017).  

Πρόσφατες εργασίες  υποστηρίζουν τη σημαντικότητα της δράσης του 

H2S στα μιτοχόνδρια. Σε χαμηλές συγκεντρώσεις, το υδρόθειο λειτουργεί ως 

δότης ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα  μέσω της δράσης του στο 

ένζυμο  sulfide quinone oxidoreductase (SQR) (Szabo et al., 2014). Μπορεί 

επίσης να επηρεάζει τις μιτοχονδριακές λειτουργίες, ασκώντας αντιοξειδωτική 

δράση, επιδρώντας  στην επιδιόρθωση  των βλαβών του μιτοχονδριακού DNA 

και  διεγείροντας τη λειτουργία της ΑΤΡ συνθάσης (Kabil and Banerjee, 2014; 

Módis et al., 2016; Szczesny et al., 2016). Υψηλότερες συγκεντρώσεις  H2S  

οδηγούν σε αναστολή της οξειδάσης του κυτοχρώματος c και κατά συνέπεια 

της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (Nicholls and Kim, 1982; Nicholls et al., 

2013).  
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Eικόνα 1.10: Αντιδράσεις σχηματισμού S-σουλφυδριλιωμένων 
πρωτεϊνών. Η S-σουλφυδριλίωση καταλύεται από τη δράση του H2S στις 

ομάδες A. σουλφονικών οξέων (sulfenic acids, Cys - SOH), Β. δισουλφιδίων 

(disulfides, −S-S) και  Δ,Ε. οξειδωμένων θειολών ή Γ. από τη δράση των 

πολυσουλφιδίων στις ομάδες θειόλης (thiols, Cys - SH,), των καταλοίπων 

κυστεΐνης των πρωτεϊνών (Meng et al., 2018). 

 

 

Βιολογικές δράσεις του υδροθείου 

Στο καρδιαγγειακό σύστημα το υδρόθειο επάγει ενδογενείς 

μηχανισμούς που προστατεύουν το μυοκάρδιο από την ισχαιμία και τις βλάβες 

που ακολουθούνται από την επαναιμάτωση (Dongó et al., 2011). Απαλοιφή 

του ενζύμου CSE σε μύες οδηγεί σε μειωμένη αγγειοχάλαση και υπέρταση 

ενώ εξωγενής χορήγηση υδροθείου προκαλεί δοσο-εξαρτώμενη χάλαση στα 

λεία μυϊκά κύτταρα σε διάφορους τύπους αγγείων, όπως η αορτή και η πυλαία 

φλέβα (Hosoki et al., 1997). Το H2S εμφανίζει επίσης αντιφλεγμονώδη δράση 

και προστατεύει τα αγγεία από ενδεχόμενη ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης 
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(Wang et al., 2009; Zanardo et al., 2006). Όσον αφορά τη διαδικασία της 

αγγειογένεσης, το υδρόθειο επάγει τον πολλαπλασιασμό και τη μετανάστευση 

των ενδοθηλιακών κυττάρων οδηγώντας σε αύξηση αυτής (Papapetropoulos 

et al., 2009). Αξίζει να σημειωθεί ότι η απαλοιφή ή η αποσιώπηση των CSE 

και MPST προκαλεί αντίθετα αποτελέσματα σε διάφορα συστήματα (Coletta 

et al., 2015; Papapetropoulos et al., 2009; Peleli et al., 2020; Saha et al., 2016; 

Szabó and Papapetropoulos, 2011). 

Στο κεντρικό νευρικό σύστημα το υδρόθειο ασκεί αντιφλεγμονώδη και 

νευροπροστατευτική δράση και η πιθανή χρησιμότητα του σε θεραπευτικές 

προσεγγίσεις νευροεκφυλιστικών νόσων διερευνάται. Ασθενείς με Alzheimer 

παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα H2S ενώ η νευροφλεγμονή που εμφανίζουν 

περιορίζεται με τη χορήγηση H2S (Eto et al., 2002; Tang et al., 2008). Σε άτομα 

με ασθένεια Huntington παρατηρείται υποέκφραση  του CSE ενώ η χορήγηση 

κυστεΐνης οδηγεί σε αναστροφή του φαινοτύπου μυών που αποτελούν ζωικό 

μοντέλο για τη συγκεκριμένη νόσο (Paul et al., 2014). 

Αν και η οξεία έκθεση σε χαμηλές συγκεντρώσεις υδρόθειου έχει 

συνδεθεί με ερεθισμό του αναπνευστικού βλεννογόνου, χρόνια έκθεση 

φαίνεται να έχει ευεργετική δράση στο αναπνευστικό σύστημα, ασκώντας 

αντιαποπτωτική και αντιφλεγμονώδη δράση στα κύτταρα του αναπνευστικού 

δέντρου (Faller et al., 2010; Reiffenstein et al., 1992; Wang et al., 2011) 

Μελέτες υποστηρίζουν την ύπαρξη συσχέτισης μεταξύ των: σοβαρότητα του 

άσθματος και μειωμένη συγκέντρωση H2S, υποδεικνύοντας την πιθανή 

χρησιμότητα των επιπέδων του εκπνεόμενου H2S για γρήγορη διάγνωση της 

νόσου (Wang et al., 2011; Wu et al., 2008). Η χρόνια αναπνευστική 

πνευμονοπάθεια (ΧΑΠ) συνδέεται με αυξημένα επίπεδα H2S στον ορό (Chen 

et al., 2005). 

Σύμφωνα με πειραματικές μελέτες, το H2S φαίνεται να επηρεάζει το 

μεταβολισμό της γλυκόζης, οδηγώντας σε αλλαγές στην έκκριση της 

ινσουλίνης. Συγκεκριμένα, έχει αναφερθεί ότι υπερέκφραση ή αποσιώπηση 
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του γονιδίου CSE έχει σαν αποτέλεσμα την αναστολή ή την επαγωγή της 

έκκρισης ινσουλίνης αντίστοιχα (Yang et al., 2005b). Μειωμένα επίπεδα 

υδροθείου στην κυκλοφορία διαβητικών ασθενών και πειραματικών μοντέλων 

υπεργλυκαιμίας και διαβήτη έχουν επίσης αναφερθεί (Brancaleone et al., 

2008; Jain et al., 2010; Whiteman et al., 2010). 

Πρόσφατες μελέτες υποστηρίζουν τη θετική δράση του υδροθείου 

έναντι της φυσιολογικής διαδικασίας της γήρανσης. Tα επίπεδα του CSE και 

του H2S βρέθηκαν αυξημένα σε μοντέλα πειραματοζώων με μεγαλύτερη 

διάρκεια ζωής. Η αξία μάλιστα της αυξημένης συγκέντρωσης υδροθείου έναντι 

της γήρανσης επιβεβαιώθηκε σε μοντέλα: ζυμομύκητα, σκουληκιού, μύγας και 

μυ (Hine et al., 2015). Έχει αποδειχθεί ότι η μετα-μεταφραστική τροποποίηση 

S-σουλφυδριλίωση είναι συντηρημένη εξελικτικά, με τη γήρανση να συνδέεται 

με μειωμένα επίπεδα συνολικών σουλφυδριλιωμένων πρωτεϊνών και την 

παρατεταμένη επιβίωση να σχετίζεται με αυξημένα επίπεδα S-

σουλφυδριλιωμένων πρωτεϊνών (Zivanovic et al., 2020). 

Τέλος οι δράσεις του υδροθείου έχουν διερευνηθεί εκτενώς και στην 

ανάπτυξη και την εξέλιξη του καρκίνου με τα αποτελέσματα να υποδεικνύουν 

διττό ρόλο αυτού ως προ-καρκινικό ή αντι-καρκινικό παράγοντα, ανάλογα με 

το είδος του όγκου που μελετάται. Ενθαρρυντικά αποτελέσματα προκύπτουν 

από μελέτες που εξετάζουν το ρόλο του CBS στον καρκίνο του παχέος 

εντέρου και των ωοθηκών, τα οποία υποστηρίζουν ότι οι δύο αυτοί τύποι 

καρκίνου σχετίζονται με αυξημένα επίπεδα του ενζύμου και η αναστολή αυτού 

οδηγεί σε περιορισμό της ανάπτυξης του όγκου (Bhattacharyya et al., 2013; 

Szabo et al., 2013). Χρήση του αναστολέα ΑΟΑΑ με ταυτόχρονη χορήγηση 

χημειοθεραπείας σε μοντέλα μυών, έχει βρεθεί ότι οδηγεί σε μεγαλύτερη 

ευαισθητοποίηση των κυττάρων (Chao et al., 2014).  
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2. Σκοπός 

Η παχυσαρκία θεωρείται μια πολυπαραγοντική και χρόνια νόσος η 

οποία πλήττει το 10% του παγκόσμιου πληθυσμού και αποτελεί τη δεύτερη 

αιτία θανάτου στις Η.Π.Α.. Συνδέεται άμεσα με την εκδήλωση πολλαπλών 

νοσημάτων μεταξύ των οποίων συγκαταλέγονται ο σακχαρώδης διαβήτης 

τύπου 2, η αρτηριακή υπέρταση, η καρδιαγγειακή νόσος, το σύνδρομο 

άπνοιας ύπνου καθώς και οι ορμονοεξαρτώμενοι τύποι καρκίνου (Kahn et al., 

2006; Williams et al., 2015). Η κλινική εκτίμηση της παχυσαρκίας στηρίζεται 

κυρίως στη μέτρηση του δείκτη μάζας σώματος που αντικατοπτρίζει το 

συνολικό σωματικό λίπος, ωστόσο μελέτες των τελευταίων ετών αποκάλυψαν 

ότι o λιπώδης ιστός παρουσιάζει ετερογένεια και κατά συνέπεια ο κίνδυνος για 

την υγεία σχετίζεται επιπροσθέτως και με τη μορφολογία και τη θέση 

εναπόθεσης αυτού στο σώμα (Rosen and Spiegelman, 2014; Rutkowski et 

al., 2015). Η ανάπτυξη φαρμακευτικών προσεγγίσεων έναντι της 

παχυσαρκίας αποδείχθηκε ιδιαίτερα δύσκολο εγχείρημα. Μέχρι σήμερα 

τέσσερα εγκεκριμένα φάρμακα έχουν αποσυρθεί λόγω σοβαρών 

ανεπιθύμητων ενεργειών, ενώ αμφισβήτηση υπάρχει όσον αφορά την 

αποτελεσματικότητα ή/και την ασφάλεια των ορλιστάτη, λορκασερίνη και 

φαιντερμίνη/τοπιραμάτη που χρησιμοποιούνται σήμερα μακροχρόνια κατά 

της παχυσαρκίας (Li, 2011; Tchernof and Després, 2013; Williams, 2010). Η 

ανάπτυξη νέων υποψήφιων φαρμάκων για την απώλεια βάρους αποτελεί 

αντικείμενο συνεχούς έρευνας. Η αποκάλυψη νέων σηματοδοτικών 

μονοπατιών που εμπλέκονται στη ρύθμιση των λειτουργιών του λιπώδους 

ιστού και της ενεργειακής ομοιόστασης των λιποκυττάρων κατά την αύξηση 

σωματικού βάρους, θα μπορούσε να υποδείξει νέους  μοριακούς στόχους για  

την ανάπτυξη καινοτόμων φαρμακευτικών προσεγγίσεων κατά της 

παχυσαρκίας. 

Το υδρόθειο (H2S) είναι ένα άχρωμο, εύφλεκτο αέριο που για πάρα 

πολλές δεκαετίες ήταν ευρέως γνωστό μόνο για την τοξικότητα του. Μελέτες 
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των τελευταίων ετών απέδειξαν ότι συντίθεται στους ζωντανούς οργανισμούς 

και ότι τα CBS, CSE και MPST καταλύουν την ενδογενή ενζυμική σύνθεση του 

(Szabo, 2018). Οι δράσεις του υδροθείου σε διάφορες λειτουργίες του 

οργανισμού έχουν διερευνηθεί και εξακολουθούν να αποτελούν αντικείμενο 

μελέτης. Ιδιαίτερα ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι πολλές παθολογικές 

καταστάσεις χαρακτηρίζονται από μεταβολές στα επίπεδα του H2S, 

υποδεικνύοντας ότι ρύθμιση της συγκέντρωσης του θα μπορούσε πιθανόν να 

έχει θετική δράση στην αντιμετώπιση αυτών (Szabo and Papapetropoulos, 

2017). Αρκετά μόρια που δρουν ως δότες υδροθείου ή ως αναστολείς της 

ενδογενούς παραγωγής του, και επομένως θα μπορούσαν να μεταβάλουν τα 

επίπεδα του στον οργανισμό, έχουν αναπτυχθεί μέχρι σήμερα (Szabo and 

Papapetropoulos, 2017). 

Σκοπό της συγκεκριμένης μελέτης αποτέλεσε η διερεύνηση του ρόλου 

του ενδογενώς παραγομένου και εξωγενώς χορηγούμενου υδροθείου στη 

φυσιολογία του λιπώδους ιστού και την παθογένεια της παχυσαρκίας με στόχο 

την αποκάλυψη νέων σηματοδοτικών μονοπατιών που εμπλέκονται στην 

ανάπτυξη αυτής καθώς επίσης και πιθανών υποψήφιων στόχων για την 

αντιμετώπιση της. 
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3. Μεθοδολογία 
 

3.1 Πειραματόζωα 

Όλα τα πειραματόζωα που χρησιμοποιήθηκαν στις μελέτες που 

περιγράφονται παρακάτω στεγάστηκαν σε αυτόνομα εξαεριζόμενους 

κλωβούς σε συνθήκες απουσίας ειδικών παθογόνων (Specific Pathogen 

Free, SPF) και σε πλήρη συμμόρφωση με τις οδηγίες της Ευρωπαϊκής 

Ομοσπονδίας Εταιρειών Ζώων Εργαστηρίου (Federation of European 

Laboratory Animal Science Association, FELASA), στην Μονάδα Ζωικών 

Προτύπων του Ιδρύματος Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών 

(ΙΙΒΕΑΑ). Η θερμοκρασία και η υγρασία του περιβάλλοντος διατηρούνταν 

σταθερές και η εναλλαγή ημέρας και νύχτας ήταν προγραμματισμένη ανά 12 

ώρες. Η πρόσβαση στο νερό και την τροφή ήταν ελεύθερη. Όλα τα πειράματα 

πραγματοποιήθηκαν σε μύες μεικτής γενεαλογίας, αρσενικού φύλου και 

διαφόρων ηλικιών. Οι μύες άγριου τύπου (wild type, WT), γενετικού 

υποβάθρου C57BL/6, παραχωρήθηκαν από τη Μονάδα Ζωικών Προτύπων 

του ΙΙΒΕΑΑ. Τα ποντίκια με απαλοιφή του γονιδίου Μpst (Mpst knockout, Mpst 
-/-) δωρίστηκαν από τον Καθηγητή Noriyuki Nagahara (Nippon Medical 

School). Για τις μελέτες που περιγράφονται στο μοντέλο λήψης δίαιτας 

υψηλής περιεκτικότητας λίπους (High Fat Diet, HFD), στα ποντίκια 

χορηγήθηκε τροφή με σύσταση: 45% λίπος, 20% πρωτεΐνη και 35% 

υδατάνθρακες (D12451, Research Diets, NJ., USA. ή E15744-34, Ssniff, 

Germany). Στα ποντίκια αναφοράς χορηγήθηκε δίαιτα φυσιολογικής 

περιεκτικότητας λίπους (Chow Diet, CD) με σύσταση: 10% λίπος, 20% 

πρωτεΐνη και 70% υδατάνθρακες (D12450K, Research Diets, NJ, USA ή 

E157452-04, Ssniff, Germany, αντίστοιχα). Σε όλες τις άλλες μελέτες που 

περιγράφονται οι μύες έλαβαν δίαιτα  φυσιολογικής περιεκτικότητας λίπους 

(4RF22, Mucedola, Italy). Όλες οι πειραματικές διαδικασίες που αφορούν  

σύγκριση γονοτύπων (WT, Mpst -/-) σε HFD πραγματοποιήθηκαν από τη 10η 
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έως τη 16η εβδομάδα χορήγηση της δίαιτας. Oι πειραματικές διαδικασίες που 

αφορούν χορήγηση CD ή HFD παρουσία δότη υδροθείου 

πραγματοποιήθηκαν από τη 18η έως την 20η εβδομάδα χορήγησης της 

δίαιτας. Η θυσία των μυών έγινε με ακαριαία διαρραγή του νωτιαίου μυελού, 

μετά από αναισθησία με σεβοφλουράνιo (4456, AbbVie, Ελλάδα). Τα είδη 

λίπους που μελετήθηκαν ήταν: υποδόριος λευκός λιπώδης ιστός (inguinal 

white adipose tissue, iWAT), σπλαχνικός λευκός λιπώδης ιστός (gonadal 

white adipose tissue, gWAT)  και φαιός λιπώδης ιστός (interscaptular brown 

adipose tissue, iBAT) (Εικόνα 3.1). Για τον προσδιορισμό του βάρους των 

ιστών χρησιμοποιήθηκαν τα iWAT, gWAT και iBAT της δεξιάς πλευράς του 

πειραματόζωου.  Για τον προσδιορισμό βάρους του ήπατος χρησιμοποιήθηκε 

ο αριστερός πλευρικός λοβός. Όλες οι πειραματικές διαδικασίες εγκρίθηκαν 

από την Θεσμική Επιτροπή για την Ηθική των Πειραμάτων σε Ζώα του ΙΙΒΕΑΑ 

και τη διεύθυνση Κτηνιατρικής, Γενική Διεύθυνση Περιφέρειας Αγροτικής 

Οικονομίας και Κτηνιατρικής της Περιφέρειας Αττικής, σύμφωνα με εθνική 

καταχώρηση (Προεδρικό διάταγμα 56/2013) σε εναρμόνιση  με το Ευρωπαϊκό 

διάταγμα 63/2010. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.1: Ανατομική θέση των ιστών iWAT, gWAT και iBAT στο ποντίκι 
(Bartelt and Heeren, 2014). 
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3.2 Έμμεση θερμιδομετρία 

H μελέτη μεταβολικών παραμέτρων πραγματοποιήθηκε με τη χρήση 

του συστήματος έμμεσης θερμιδομετρίας: Columbus Instruments 

Comprehensive Lab Animal Monitoring System, CLAMS (Columbus 

Instruments, OH, USA) και του υπολογιστικού λογισμικού Oxymax 4.73. Οι 

μύες αφού στεγάστηκαν σε μεμονωμένα κλουβιά για διάστημα 72 ωρών, 

ζυγίστηκαν και μεταφέρθηκαν στους ειδικά σχεδιασμένους κλωβούς του 

συστήματος, για 96 ώρες σε συνθήκες: ελεύθερης πρόσβασης σε τροφή, 

προγραμματισμένης εναλλαγής ημέρας και νύχτας ανά 12 ώρες και 

θερμοκρασίας περιβάλλοντος. Οι τιμές της κατανάλωσης οξυγόνου (VO2), της 

παραγωγής διοξειδίου του άνθρακα (VCO2) και του μεταβολικού ρυθμού, 

προσδιορίστηκαν υπό τις εξής ρυθμίσεις του συστήματος Oxymax: 0,6 

L/λεπτό ροή αέρα και 0,5 L/λεπτό ροή δείγματος. Προκειμένου να 

πραγματοποιηθούν οι μετρήσεις των VO2 και VCO2, το σύστημα 

βαθμονομήθηκε με τη χρήση μείγματος αερίων γνωστών συγκεντρώσεων. Η 

κατανάλωση οξυγόνου, η παραγωγή διοξειδίου του άνθρακα, ο μεταβολικός 

ρυθμός, η πρόσληψη τροφής και η δραστηριότητα αξιολογήθηκαν για περίοδο 

72 ωρών. Οι πρώτες 24 ώρες παραμονής των ζώων στο σύστημα CLAMS 

θεωρήθηκαν περίοδος εγκλιματισμού των πειραματόζωων. 

 

 

3.3 Δοκιμασία ανοχής στη γλυκόζη (Glucose Tolerance Test, GTT) 

Μετά από νηστεία 16 ωρών οι μύες ενέθηκαν ενδοπεριτοναϊκά 

(intraperitoneal i.p.) με διάλυμα γλυκόζης (A16828, Alfa Aesar, Germany) σε  

ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (phosphate buffered saline (PBS), P04-

36500, PAN-Biotech, Germany) και δόση 1g/kg. 0,15, 30, 60, 90 και 120 λεπτά 

μετά την ένεση γλυκόζης, συλλέχθηκε αίμα από τις ουρές των μυών και 

προσδιορίστηκαν τα επίπεδα σακχάρου με τη χρήση γλυκόμετρου (Contour 
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XT, Bayer, Germany) και ταινιών μέτρησης γλυκόζης (Contour Next, Bayer, 

Germany.).  

 

 

3.4 Δοκιμασία ανοχής στην ινσουλίνη (Insulin Tolerance Test, ITT) 

Μετά από νηστεία 5 ωρών οι μύες ενέθηκαν ενδοπεριτοναϊκά με 

διάλυμα ινσουλίνης (HI 0319, Humulin NPH, Lilly, Greece.) σε PBS και δόση 

0,25 U/kg (CD ομάδα) ή 1U/kg (HFD ομάδα). 0,15, 30, 60, 90 και 120 λεπτά 

μετά την ένεση ινσουλίνης, συλλέχθηκε αίμα από τις ουρές των μυών και 

προσδιορίστηκαν επίπεδα σακχάρου με τη χρήση γλυκομέτρου και ταινιών 

μέτρησης γλυκόζης.  

 

 

3.5 Δείκτης αντίστασης στην ινσουλίνη (Homeostatic Model 
Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR) 

Μετά από νηστεία 16 ωρών οι μύες αναισθητοποιήθηκαν και 

ακολούθησε λήψη αίματος από την οπίσθιο-οφθαλμική φλέβα με τη χρήση 

ηπαρινισμένων τριχοειδών σωλήνων (22-362-566, Fisher Scientific, U.S.A.) 

Αφού μετρήθηκαν τα επίπεδα σακχάρου (όπως στην παράγραφο 3.3), το αίμα 

φυγοκεντρήθηκε (8.000rpm, 4oC, 10 λεπτά) και το υπερκείμενο 

χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό των επιπέδων ινσουλίνης στον ορό. 

Oι τιμές ινσουλίνης προέκυψαν με ανοσοπροσροφητική ενζυμική μέθοδο 

στερεάς φάσης (Enzyme Linked Iimmunosorbent Assay, ELISA, 10-1247-01, 

Mercodia, Sweden), σύμφωνα με το πρωτόκολλο της εταιρείας. Ο 

υπολογισμός των επιπέδων του δείκτη HOMA-IR υπολογίστηκε με το 

μαθηματικό μοντέλο: HOMA-IR= επίδεδα ινσουλίνης νηστείας στον ορό 

(μU/mL) x επίπεδα γλυκόζης στo αίμα (mg/dL)/ 405 (Matthews et al., 1985b). 
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3.6 Απομόνωση και καλλιέργεια πρωτογενών προ-λιποκυττάρων 

Ιστοί iWAT μυών 10 εβδομάδων, απομονώθηκαν, τεμαχίστηκαν και 

τοποθετήθηκαν σε διάλυμα πέψης (digestion buffer) με σύσταση: 

κολλαγενάση 10mg/ml (collagenase D, 11088882001, Roche, Switzerland), 

dispaseΙΙ 1Χ (04942078001, Roche, Switzerland), 10mM χλωριούχο ασβέστιο 

(calcium chloride (CaCl2), 223506, Sigma-Aldrich, MO, USA) και 1% 

πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη (penicillin/streptomycin (P/S), LM-A4118, BioSera, 

France) σε PBS, στους 37οC για 45 λεπτά. Τα ώριμα λιποκύτταρα 

απορρίφθηκαν με τη χρήση φίλτρου κυττάρων (cell strainer) με διάμετρο 

πλέγματος 100μm και το μίγμα φυγοκεντρήθηκε (500g, 10 λεπτά) μετά την 

προσθήκη τριπλάσιου όγκου θρεπτικού μέσου DMEM/F-12 (10565018, 

Gibco, MA, USA)  εμπλουτισμένου με 10% ορό (fetal bovine serum (FBS), 

10270-106, Gibco, MA, USA) και 1% P/S (complete DMEM/F-12, cDMEM/F-

12). Το υπερκείμενο απορρίφθηκε και το ίζημα που αποτελούνταν από το  

αγγειακό κλάσμα στρώματος (stromal vascular fraction, SVF) πλύθηκε και στη 

συνέχεια επαναδιαλυτοποιήθηκε σε cDMEM/F-12. Τυχόν εναπομείναντα 

λιποκύτταρα απορρίφθηκαν με τη χρήση φίλτρου κυττάρων διαμέτρου 

πλέγματος 40μm. Το μίγμα φυγοκεντρήθηκε (500g, 10 λεπτά) και το ίζημα  

που προέκυψε επαναδιαλυτοποιήθηκε σε cDMEM/F-12. Τα κύτταρα 

τοποθετήθηκαν σε φλάσκες και στη συνέχεια σε κλίβανο επώασης (37οC, 5%  

CO2, 21% O2). Η αλλαγή θρεπτικού μέσου γίνονταν κάθε 48 ώρες και η 

ανακαλλιέργεια όταν η πυκνότητα των κυττάρων στην επιφάνεια της φλάσκας 

έφτανε το 70% με τη χρήση θρυψίνης (LM-T1705/100, BioSera, France). 

 

 

3.7 Διαφοροποίηση προ-λιποκυττάρων 

Tα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε πιάτα 12 ή 24 πηγαδιών και όταν 

παρατηρήθηκε πυκνότητα 100% (ημέρα διαφοροποίησης 0) το θρεπτικό μέσο 
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αντικαταστάθηκε από θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης με σύσταση: 850nΜ 

ινσουλίνη (I5500, Sigma-Aldrich, MO, USA), 2μΜ δεξαμεθαζόνη (D4902, 

Sigma-Aldrich, MO, USA), 0,5mΜ 3-ισοβούτυλο-10-μεθυλοξανθίνη (3-

isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), i5879, Sigma-Aldrich, MO, USA) και 1μΜ 

ροσιγλιταζόνη (R2408, Sigma-Aldrich, MO, USA) σε cDMEM/F-12. Tην 2η 

ημέρα διαφοροποίησης το θρεπτικό μέσο αντικαταστάθηκε από θρεπτικό 

μέσο που περιείχε 850nΜ ινσουλίνη και 1μΜ ροσιγλιταζόνη και την 4η ημέρα 

από θρεπτικό μέσο που περιείχε μόνο 850nΜ ινσουλίνη. H αλλαγή θρεπτικού 

μέσου συνέχισε να πραγματοποιείται κάθε 48 ώρες με cDMEM/F-12 

εμπλουτισμένο με ινσουλίνη. Tην 7η ημέρα διαφοροποίησης τα προ-

λιποκύτταρα έχουν διαφοροποιηθεί πλέον σε λευκά λιποκύτταρα και μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν για πειραματικές διαδικασίες. Όλες οι μελέτες που 

περιγράφονται παρακάτω πραγματοποιήθηκαν την 7η-10η ημέρα. Το 

συμπλήρωμα λιπαρών οξέων (fatty acids supplement (FA), F7050, Sigma-

Aldrich, MO, USA) προστέθηκε στα κύτταρα, στις μελέτες που αναφέρεται, τις 

τελευταίες 23-24 ώρες του πειράματος και σε αναλογία 0,5Χ. 

 

 

3.8 Καλλιέργεια και διαφοροποίηση της κυτταρικής σειράς 3Τ3-L1 

Η καλλιέργεια των κυττάρων 3Τ3-L1 (ATCC, VA, USA) έγινε σε 

θρεπτικό μέσο DMEM (P04-03590, PAN-Bioteck, Germany) εμπλουτισμένο 

με 10% FBS και 1% P/S (complete DMEM, cDMEM) και συνθήκες επώασης  

37οC, 5%  CO2, 21% O2. Η αλλαγή θρεπτικού μέσου γίνονταν κάθε 72 ώρες 

και η ανακαλλιέργεια όταν η πυκνότητα των κυττάρων στην επιφάνεια του 

πιάτου έφτανε το 70%, με τη χρήση θρυψίνης. Για τη διαδικασία της 

διαφοροποίησης τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε πιάτα 12 πηγαδιών και όταν 

παρατηρήθηκε πυκνότητα 100% (ημέρα διαφοροποίησης 0) το θρεπτικό μέσο 

αντικαταστάθηκε από θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης με σύσταση: 10μg/ml 

ινσουλίνη, 1μΜ δεξαμεθαζόνη και 0,5mM IBMX σε cDMEM. Την 3η ημέρα 
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διαφοροποίησης το θρεπτικό μέσο αντικαταστάθηκε από θρεπτικό μέσο που 

περιείχε μόνο 10μg/ml ινσουλίνη και η αλλαγή του συγκεκριμένου θρεπτικού 

μέσου συνέχισε να πραγματοποιείται κάθε 72 ώρες. Την 7η ημέρα τα 3Τ3-L1 

έχουν διαφοροποιηθεί πλέον σε λευκά λιποκύτταρα και μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για πειραματικές διαδικασίες. Η πειραματική διαδικασία που 

περιγράφεται παρακάτω και αφορά τα 3Τ3-L1 πραγματοποιήθηκε την 7η -9η 

ημέρα.  

 

 

3.9  Φαρμακολογική αύξηση των επιπέδων του Η2S 

Για την αύξηση των επιπέδων του υδροθείου χρησιμοποιήθηκαν οι 

φαρμακολογικοί δότες αυτού: SG1002 (Sulfagenix, AZ, USA), και 

τρισουλφίδιο του νατρίου (sodium trisulfide (Na2S3), SB03-10, Dojindo, 

Japan). To SG1002 τοποθετήθηκε στις τροφές CD (E157452-04, Ssniff, 

Germany) και HFD (E15744-34, Ssniff, Germany) από την εταιρεία 

παραγωγής και χορηγήθηκε στα ποντίκια σε δόση 40mg/kg/ημέρα (40mg 

SG1002 ανά kg σωματικού βάρους ποντικού) για διάστημα 10 εβδομάδων. 

Το Na2S3 διαλύθηκε σε PBS και χορηγήθηκε στα ποντίκια σε δόση 

5mg/kg/ημέρα (5mg  Na2S3 ανά kg σωματικού βάρους ποντικού) με 

ενδοπεριτοναική ένεση (intraperitoneal injection, i.p.) για διάστημα 7 

εβδομάδων. Αντίστοιχη ποσότητα PBS/ημέρα χορηγήθηκε i.p. στα ποντίκια 

της ομάδας αναφοράς. Στα διαφοροποιημένα λιποκύτταρα το Na2S3 

προστέθηκε σε συγκέντρωση 100μΜ (σε PBS) για διάστημα 24 ωρών. Ως 

ομάδα αναφοράς (vehicle) χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα στα οποία προστέθηκε 

ίδια ποσότητα PBS για το ίδιο χρονικό διάστημα.  
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3.10  Φαρμακολογική αναστολή του MΡST 

Για την επίτευξη φαρμακολογικής αναστολής του ενζύμου ΜPST στα 

διαφοροποιημένα λιποκύτταρα προστέθηκαν 50μΜ ΙΜST-3 (Molport, Latvia) 

σε διμεθυλοσουλφοξείδιο (dimethylsulfoxide (DMSO), A3672, PanReac 

AppliChem, Germany)  για διάστημα 48 ωρών.  Ομάδα αναφοράς: 1% DMSO, 

48ώρες. 

 

 

3.11 Φαρμακολογική αναστολή της μεταφοράς πρωτεϊνών μέσω του 
ΤΙΜ/ΤΟΜ complex 

Ως φαρμακολογικοί αναστολείς της εισαγωγής πρωτεϊνών στα 

μιτοχόνδρια χρησιμοποιήθηκαν τα Mitobock 12 (Μ12) (522-51-0, Focus 

Biomolecules,PA, USA) και MitoBloCK 6 (Μ6) (505759, Merk, Germany). Oι 

συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 4μM και 5μM (24ώρες) 

αντίστοιχα. Οι ουσίες διαλύθηκαν σε DMSO και ως ομάδα αναφοράς 

χρησιμοποιήθηκε το 0,4% (για τις πειραματικές διαδικασίες με τη χρήση Μ12) 

και 0,1% (για τις πειραματικές διαδικασίες με τη χρήση Μ6) DMSO για 24ώρες. 

 

 

3.12 Φαρμακολογική επαγωγή του HIF1α 

Στα διαφοροποιημένα λιποκύτταρα προστέθηκε ο αγωνιστής του 

HIF1α διμεθυλοξαγλυκίνη (Dimethyloxallyl Glycine (DMOG), 71210, Cayman 

Chemical, Michigan, USA) σε συγκέντρωση 1mM  σε DMSO για διάστημα 48 

ωρών. Ομάδα αναφοράς: 0,1% DMSO, 48ώρες. 
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3.13 Δημιουργία συνθηκών υποξίας 

Οι συνθήκες υποξίας επιτεύχθηκαν στα διαφοροποιημένα 

λιποκύτταρα είτε με έκθεση αυτών σε 1% Ο2  για διάστημα 48 ωρών, είτε 

φαρμακολογικά, με την προσθήκη  διαλύματος χλωριούχου κοβάλτιου (cobalt 

chloride (CoCl2), 131257, PanReac AppliChem, Germany) σε PBS (300μΜ, 

24 ώρες). Iδια ποσότητα PBS προστέθηκε στην ομάδα αναφοράς. 

 

 

3.14 Αποσιώπηση της έκφρασης των γονιδίων Τomm7, Tomm40l, 
Timm50 και Timm17b με παροδική διαμόλυνση 

H αποσιώπηση των Τomm7, Τomm40l, Τimm50 και Τimm17b στα 

διαφοροποιημένα λιποκύτταρα πραγματοποιήθηκε με τη χρήση siRNA 

ειδικών για το γονίδιο στόχο (s124785, s82717, s83419 και s75153, 

Invitrogen, CA, USA) και λιποφεκταμίνης (lipofectamine™ RNAimax 

transfection reagent, 13778150, Invitrogen, CA, USA) σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο της εταιρείας. Στα κύτταρα προστέθηκαν 12,5 pmol siRNA/ 

πηγάδι (πιάτο 24 πηγαδιών) και διατηρήθηκε στο θρεπτικό για 48 ώρες μετά 

την αρχική διαμόλυνση. Η ομάδα αναφοράς διαμολύνθηκε με μη ειδικό siRNA 

(Silencer™ negative control no. 1 siRNA, AM4611, Invitrogen, CA, USA). 

 

 

3.15 Υπερέκφραση των πρωτεϊνών MΡST και HIF1α με παροδική 
διαμόλυνση 

Η υπερέκφραση των MPST και HIF1α στα διαφοροποιημένα 

λιποκύτταρα πραγματοποιήθηκε  με τη χρήση των πλασμιδιακών φορέων: 

V5-MPST-pCDNA 3.1 (προϋπήρχε στο εργαστήριο) και HA-HIF1α 

P402A/P564A-pcDNA3 (18955, Addgene, USA) αντίστοιχα και του 

αντιδραστηρίου διαμόλυνσης (JetPrime 114-15, Polyplus transfection, NY, 
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USA) σύμφωνα με το πρωτόκολλο της εταιρείας. Η ποσότητα πλασμιδιακού 

φορέα που χρησιμοποιήθηκε ήταν 1μg/πηγάδι (πιάτο 12 πηγαδίων) και 

διατηρήθηκε στο θρεπτικό για 48 ώρες μετά την αρχική διαμόλυνση. Στην 

ομάδα αναφοράς προστέθηκε ο πλασμιδιακός φορέας pCDNA 3.1. 

 

 

3.16 Χρώση Αιματοξυλίνης & Ηωσίνης (Hematoxylin & Eosin, H&E) 

Οι ιστοί απομονώθηκαν και μονιμοποιήθηκαν σε διάλυμα 4% 

παραφορμαλδεΰδης σε PBS (paraformaldehyde (PFA), P6148, Sigma-

Aldrich, MO, USA) για 16 ώρες. Ακολούθως μεταφέρθηκαν σε 70% αιθανόλη 

και εγκλείστηκαν σε παραφίνη. Οι τομές παραφίνης πάχους 5μM που 

προέκυψαν με τη  χρήση μικροτόμου (RM2265, Leica Biosystems, Germany), 

αποπαραφινοποιήθηκαν  (60 οC για 10 λεπτά, ξυλόλη για 10 λεπτά (Χ2), 100% 

αιθανόλη για 3 λεπτά (Χ2), 95% αιθανόλη για 2 λεπτά, 75% αιθανόλη για 2 

λεπτά, 50% αιθανόλη για 2 λεπτά και νερό βρύσης για 5 λεπτά) και 

ακολούθησε χρώση με αιματοξυλίνη (95057-844, VWR, PSU, USA) (1 λεπτό), 

πλύση με νερό (Χ3), χρώση με ηωσίνη (95057-848, VWR, PSU, USA) (1 

λεπτό), και πλύση με νερό (Χ3). Οι τομές αφυδατώθηκαν (80% αιθανόλη για 

30 δευτερόλεπτα, 90% αιθανόλη για 30 δευτερόλεπτα, 100% αιθανόλη για 1 

λεπτό (Χ2)), τοποθετήθηκαν σε ξυλόλη (10 λεπτά (Χ2)) και καλύφθηκαν με 

καλυπτρίδα και συγκολλητικό υλικό (DPX 100504-938, VWR, PSU, USA). Για 

τη λήψη φωτογραφιών χρησιμοποιήθηκε το φωτονικό μικροσκόπιο LEICA 

DMLS2 (Leica Biosystems, Germany) και για τις μετρήσεις της επιφάνειας των 

λιποκυτάτταρων το λογισμικό imageJ (NIH,MD, USA). 
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3.17 Χρώση Oil Red O 

Tα διαφοροποιημένα λυποκύτταρα μονιμοποιήθηκαν για διάστημα 2 

ωρών σε 10% διάλυμα φορμαλίνης (ΗΤ501128, Sigma-Aldrich, MO, USA), 
ξεπλύθηκαν με 60% ισοπροπανόλη και χρωματίστηκαν με διάλυμα 0,3% Oil 

Red O (Sigma-Aldrich, MO, USA) σε 60% ισοπροπανόλη (30 λεπτά). 

Ακολούθως ξεπλύθηκαν με νερό (3Χ) και παρατηρήθηκαν σε φωτονικό 

μικροσκόπιo. Η εκτίμηση των επιπέδων της συσσώρευσης λιπιδίων 

πραγματοποιήθηκε επίσης με τη μέτρηση της απορρόφησης του OilRedO 

(O0625, Sigma-Aldrich, MO, USA) στα 500nm, αφού τα κύτταρα 

αποχρωματίστηκαν με την προσθήκη 100% ισοπροπανόλης.  

Όσον αφορά τη χρώση τομών ήπατος, οι ιστοί απομονώθηκαν και 

τοποθετήθηκαν σε ΟCT (optimal cutting temperature compound, Tissue-Tek, 

4583, Sakura Finetek, Japan) στους -80οC. Οι τομές που προέκυψαν με τη  

χρήση κρυοτόμου μονιμοποιήθηκαν σε 10% διάλυμα φορμαλίνης (10 λεπτά), 

ξεπλύθηκαν με PBS και τοποθετήθηκαν σε 60% ισοπροπανόλη (5 λεπτά). 

Ακολούθησε χρώση με διάλυμα 0,3% Oil Red O σε 60% ισοπροπανόλη (10 

λεπτά). Oι τομές ξεπλύθηκαν με 60% ισοπροπανόλη, PBS, χρωματίστηκαν με 

αιματοξυλίνη (1λεπτό) και τοποθετήθηκαν σε νερό. Για τη λήψη φωτογραφιών 

χρησιμοποιήθηκε φωτονικό μικροσκόπιο. 

 

 

3.18 Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης με τη χρήση ποσοτικής αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Real-time quantitative 
(q-RT) polymerase chain reaction (PCR)) 

Ολικό RNA απομονώθηκε από ιστούς λίπους και διαφοροποιημένα 

λιποκύτταρα με τη χρήση φαινόλης (TRIzolTM ,15596026, Invitrogen, CA, 

USA) σύμφωνα με το πρωτόκολλο της εταιρείας. Στο RNA που προέκυψε 

προστέθηκε DNAάση, (DNAase I, AM2222, Invitrogen, CA, USA) και τα 
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δείγματα τοποθετήθηκαν στους 37οC (30 λεπτά) προκειμένου να 

διασπαστούν τυχόν εναπομείναντα κομμάτια γονιδιωματικού DNA. Η 

DNAάση απενεργοποιήθηκε στου 75οC (10 λεπτά) και 500ng ολικού RNA 

χρησιμοποιήθηκαν για τη δημιουργία cDNA με την τεχνική της αντίστροφης 

μεταγραφής (PrimeScript RT Reagent Kit, RR037A, Japan). Οι αντιδράσεις q-

RT PCR πραγματοποιήθηκαν με την προσθήκη του αντιδραστηρίου KAPA 

SYBR Fast Master Mix (KK4618, Kapa Biosystems, Germany) και εκκινητών 

ειδικά σχεδιασμένων για τα γονίδια στόχους (Πίνακας 3.1), ακολουθώντας της 

οδηγίες του κατασκευαστή. Τα επίπεδα γονιδιακής έκφρασης υπολογίστηκαν 

με τη μέθοδο 2-^ΔΔCt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Μεθοδολογία 

 - 80 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 3.1: Αλληλουχίες εκκινητών qRT-PCR. 

 

 

3.19 Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης με τη χρήση RNA αλληλούχισης 
(RNA sequencing) 

Τα πειράματα RNA αλληλούχισης που παρουσιάζονται παρακάτω 

πραγματοποιήθηκαν στο Ελληνικό Κέντρο Γονιδιωματικής (ΙΙΒΕΑΑ). Για την 

 Αλληλουχία (5'--->3') 
β-Actin F CCCAGGCATTGCTGACAGG 

β-Actin R TGGAAGGTGGACAGTGAGGC 

18s F GTAACCCGTTGAACCCCATT 

18s R CCATCCAATCGGTAGTAGCG 

Tomm6 F CGACTTCCGGAGGAACTTGAT 

Tomm6 R CGGGGAAACACAGGAGAACT 

Tomm7 F ACCGTCGGTTTTAAGCCTACTT 

Tomm7 R CCACTCTGCCACAGAATCGT 

Tomm40l F TTTCCAAGATGGCGCCTACG 

Tomm40l R GCTAGACCATCTCAGACCATCC 

Timm17b F CAAAAGAGAAACGCTGGGCA 

Timm17b R GTCGAATTCCAACAGGGGCA 

Timm50 F CTCGGCGGCTCTGTTCTC 

Timm50 R CCCACGGTTGGCAATTTCAG 

mtDNA F ATGACCCCAATACGCAAAAT 

mtDNA R CGAAGTTTCATCATGCGGAG 

nuDNA F CCCGCAGCCGAGCCGCGGGG 

nuDNA R TCTTCCAACTGCCTCTCTGGCCCTCCG 
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προετοιμασία των βιβλιοθηκών για την αλληλούχιση χρησιμοποιήθηκαν 

500ng ολικού RNA που απομονώθηκαν από ιστούς iWAT σύμφωνα με την 

παράγραφο 3.18. Tα διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια και μονοπάτια μεταξύ 

των υπό σύγκριση γονοτύπων προέκυψαν μετά από βιοπληροφορική 

ανάλυση χρησιμοποιώντας τα εξής λογισμικά και αλγορίθμους: SAMtools 

v.1.9 (http://www.htslib.org/), HTSeq v.0.11.1 

(https://htseq.readthedocs.io/en/master/),  DESeq2 v.1.24.0 (Bioconductor 

R), gage v.2.34.0 (Bioconductor R) και clusterProfiler v.3.12.0 (Bioconductor 

R). 

 

 

3.20 Προσδιορισμός αριθμού αντιγράφων μιτοχονδριακού DNA 
(mitochondrial DNA (mtDNA) copy number) 

Ολικό DNA απομονώθηκε από ιστούς λίπους με τη χρήση του 

NucleoSpin Tissue Mini kit for DNA from cells and tissue (740952, Macherey-

Nagel, PA, USA) σύμφωνα με το πρωτόκολλο της εταιρείας. Ως δείκτης για τα 

επίπεδα του mtDNA χρησιμοποιήθηκε η έκφραση του γονιδίου mt-cyb. Για την 

ομαλοποίηση των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκαν τα επίπεδα γονιδίου-δείκτη 

του πυρηνικού DNA (nuclear DNA, nucDNA). Ο προσδιορισμός των 

επιπέδων μιτοχονδριακού DNA πραγματοποιήθηκε με την τεχνική της qRT-

PCR όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.18. Οι αλληλουχίες των ειδικά 

σχεδιασμένων, για να στοχεύουν στα προαναφερόμενα γονίδια, εκκινητών 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1. 

 

 

3.21 Απομόνωση πρωτεϊνών 

Για την απομόνωση ολικής πρωτεΐνης ιστοί λίπους ή διαφοροποιημένα 

λιποκύτταρα ομογενοποιήθηκαν σε διάλυμα λύσης (RIPA buffer: 150mM 
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χλωριούχο νάτριο (sodium chloride (NaCl), 7760, Calbiochem, Germany), 1% 

NP-40 (74385, Sigma-Aldrich, MO, USA), 0,5% sodium deoxycholate 

(A1531,0025, AppliChem, Germany), 0,1% sodium dodecyl sulfate (SDS, 

A2572, PanReac AppliChem, Germany), 50mM Tris hydrochloride (Tris-

HCL), pH=6,8 (T1503, Sigma-Aldrich, MO, USA)), εμπλουτισμένο με μείγμα 

αναστολέων πρωτεασών (protease inhibitors (PI), 5892970001, Roche, 

Switzerland ) και φωσφατασών (phosphatase inhibitors (PhoI), 4906837001, 

Roche, Switzerland). Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν (13.000 rpm, 15 λεπτά, 

4oC) και η συγκέντρωση πρωτεΐνης στο υπερκείμενο υπολογίστηκε με τη 

μέτρηση απορρόφησης στα 280nm (NanoDropTM 200/c, Thermo Fischer 

Scientific, MA, USA). 

Για την απομόνωση μιτοχονδριακών πρωτεϊνών ιστοί λίπους 

ομογενοποιήθηκαν σε διάλυμα απομόνωσης μιτοχονδρίων (1mM 

(Ethylenedinitrilo)tetraacetic Acid, Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA), 

4005, Merk, Germany), 0,32M sucrose (573113, Sigma-Aldrich, MO, USA), 

10mM Τris-HCL pH=7,4 σε νερό) εμπλουτισμένο με μείγμα αναστολέων 

πρωτεασών και φωσφατασών. Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν (4.500 rpm, 5 

λεπτά, 4oC)  και το υπερκείμενο συλλέχθηκε και φυγοκεντρήθηκε ξανά (13.000 

rpm, 10 λεπτά, 4oC). Το ίζημα που προέκυψε, αποτελούνταν από τα 

μιτοχόνδρια του ιστού ενώ το υπερκείμενο από τις πρωτεΐνες του κυτοσολίου. 

Οι κυτοσολικές πρωτεΐνες συλλέχθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν για ανάλυση 

ανοσοαποτύπωσης κατά Western. Το ίζημα ξεπλύθηκε (Χ3) με το διάλυμα 

απομόνωσης μιτοχονδρίων και οι μιτοχονδριακές μεμβράνες λύθηκαν στη 

συνέχεια με την προσθήκη RIPA buffer που περιείχε PI και PhoI. Ο 

διαχωρισμός των πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε με φυγοκέντρηση (13.000 

rpm, 10 λεπτά, 4oC) και συλλογή του υπερκείμενου. Η ποσοτική μέτρηση των 

πρωτεϊνών υπολογίστηκε με τη μέτρηση απορρόφησης στα 280nm. 

Για την απομόνωση πυρηνικών πρωτεϊνών ιστοί λίπους 

ομογενοποιήθηκαν σε διάλυμα απομόνωσης πυρήνων (50mM Hepes pH=7,9 
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(A3724,0250 AppliChem, Germany), 140mM NaCl, 1mM EDTA, 0,5% NP-40, 

0,25% Triton X-100 (T9284 Sigma-Aldrich, MO, USA)) εμπλουτισμένο με 

μείγμα αναστολέων πρωτεασών (PI) και φωσφατασών (PhoI). Τα δείγματα 

φυγοκεντρήθηκαν (4.000 rpm, 10 λεπτά, 4oC) και το ίζημα των πυρήνων 

επαναδιαλυτοποιήθηκε σε  διάλυμα πλύσης (10mM Tris-HCl pH=8,1, 200mM 

NaCl, 1mM EDTA pH=8, 0,5mM EGTA pH=8 (A0878,0022, AppliChem, 

Germany)), ακολούθησε φυγοκέντρηση (4.000 rpm, 10 λεπτά, 4oC) και 

απόρριψη του υπερκείμενου και η διαδικασία επαναλήφθηκε για τρεις ακόμα 

φορές. Οι πυρηνικές μεμβράνες λύθηκαν με την προσθήκη RIPA buffer και τα 

δείγματα φυγοκεντρήθηκαν (13.000 rpm, 10 λεπτά, 4oC) προκειμένου να 

διαχωριστούν οι πρωτεΐνες. Η συγκέντρωση πρωτεΐνης στο υπερκείμενο 

προσδιορίστηκε με τη μέτρηση της απορρόφησης στα 280nm. 

 

 

3.22 Σήμανση σουλφυδριλιωμένων πρωτεϊνών (Dimedone Switch 
Method) 

Ιστοί υποδόριου λευκού λιπώδους ιστού ομογενοποιήθηκαν σε Hens 

Buffer (50mM Hepes, 1mM EDTA, 2% SDS, 0,1mM neucoproine (208745, 

Cayman, Chemical, Michigan, USA)) εμπλουτισμένο με 1% ΡΙ και 20mM 4-

chloro-7-nitrobenzofurazan (NBF-CL, 10199-89-0, Merk, Germany) 

προκειμένου να σημανθούν οι σουλφυδριλιωμένες κυστεΐνες των πρωτεΐνών. 

Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν (13.000 rpm, 15 λεπτά, 4oC) και το 

υπερκείμενο επωάστηκε στου 37οC για 60 λεπτά. Ακολούθησε καθαρισμός 

των δειγμάτων με τη χρήση μεθανόλης και χλωροφόρμιου σε αναλογία: δείγμα 

(4)/ μεθανόλη (4)/ χλωροφόρμιο (1), ανάδευση με τη χρήση vortex και 

φυγοκέντρηση (13.000 rpm, 15 λεπτά, 4oC).  Στο ίζημα που προέκυψε από 

κάθε δείγμα προστέθηκαν ακολούθως νερό (4)/ μεθανόλη (4)/ χλωροφόρμιο 

(1), τα δείγματα αναδεύτηκαν και φυγονεντρήθηκαν (13.000 rpm, 15 λεπτά, 

4oC). Το ίζημα ξεπλύθηκε με μεθανόλη (2Χ) και επαναδιαλυτοποιήθηκε σε 
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διάλυμα: 50mM Hepes, 1% SDS, 1% PI και 50μΜ cysteine sulfenic acid probe, 

DCP-Bio1 (NS1266, Merk, Germany) προκειμένου να επιτευχθεί ή σήμανση 

των σουλφυδριλιωμένων πρωτεϊνών με βιοτίνη. Ακολούθησε επώαση στους 

37οC για 60 λεπτά και επανάληψη των πλύσεων: δείγμα (4)/ μεθανόλη (4)/ 

χλωροφόρμιο (1), νερό (4)/ μεθανόλη (4)/ χλωροφόρμιο (1) και μεθανόλη (2Χ) 

όπως περιγράφηκαν παραπάνω. Τέλος, το ίζημα επαναδιαλυτοποιήθηκε σε 

50mM Hepes, 1% SDS, 1% PI και τα δείγματα που προέκυψαν 

χρησιμοποιήθηκαν για ανάλυση Western Blot. H ανίχνευση των 

σουλφυδριλιωμένων πρωτεϊνών επιτεύχθηκε με τη χρήση αντισώματος 

ειδικού για τη βιοτίνη. 

 

 

3.23 Ανάλυση πρωτεϊνικών επιπέδων με ανοσοαποτύπωση κατά 
Western  (Western Blot) 

Στα δείγματα πρωτεϊνών προστέθηκε διάλυμα με σύσταση: 4%SDS, 

10% β-μερκαπτοαιθανόλη (M6250 Sigma-Aldrich, MO, USA), 20% γλυκερόλη 

(GI345, Melford), 0,004% μπλε της βρωμοφαινόλης (A2331,0025, 

AppliChem, Germany) και 0,125Μ Tris-HCL και ακολούθησε θέρμανση στους 

95oC για 10 λεπτά. Ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε με 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα ακρυλαμίδης (1610156. Bio-Rad, CA, USA) 

παρουσία του αποδιατακτικού παράγοντα SDS (SDS-Precast Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis (PAGE)) και ακολούθως οι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν από 

το πήκτωμα σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης ή διφθοριούχου πολυβινυλιδένιου 

(polyvinylidene difluorid (PVDF)). Οι μεμβράνες επωάστηκαν σε 5% γάλα 

(A0830, PanReac AppliChem, Germany) (1ώρα, RT) και στη συνέχεια σε 

πρωτογενές, ειδικό για τον επιθυμητό επίτοπο, αντίσωμα. Ακολούθησε 

επώαση των μεμβρανών σε δευτερογενές αντίσωμα (2 ώρες, RT) και 

εμφάνιση του ανοσοαποτυπώματος της πρωτεΐνης στη μεμβράνη με τη χρήση 

του αντιδραστηρίου Immobilon Classico Western HRP substrate 
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(WBLUC0500, Merk, Germany) και έκθεση σε φωτογραφικό φιλμ (RX1318, 

FujiFilm, Japan). Tα πρωτογενή αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα 

εξής: anti-β-Αctin (ab8227, Abcam, MA, USA), anti-β-Τubulin (ab15568, 

Abcam, MA, USA), anti-MTCO1 (ab14705, Abcam, MA, USA), anti-CBS 

(14787-1-AP, Proteintech, United Kindom), anti-CSE (12217-1-AP, 

Proteintech, United Kindom ή ab151769 Abcam, MA, USA), anti-MPST 

(HPA001240, Atlas Antibodies, Sweden), anti-Citrate Synthase (ab96600, 

Abcam, MA, USA ), anti-SOD2 (13141, Cell Signaling, MA, USA), anti-

TOM40L (ab236421,Abcam, MA, USA), anti-TIM50 (ab109436, Abcam, MA, 

USA), anti-HIF1a (sc-13515, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA), anti-H3 

(ab176842, Abcam, MA, USA), anti-V5 (AB3792, Merk Germany), anti-HA 

(3724, Cell Signaling, ΜΑ, USA) και anti-Biotin (HRP Conjugate) (5571, Cell 

Signaling, ΜΑ, USA), Τα δευτερογενή αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν 

ήταν: anti-rabbit (AP132P, Merk, Germany) και anti-mouse (7076, Cell 

Signaling, ΜΑ, USA). Για την ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης των 

πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό imageJ (NIH, MD, USA). 

 

 

3.24 Μέτρηση των επιπέδων Η2S με τη μέθοδο μπλε του μεθυλενίου 
(Methylene Blue Assay). 

Ιστοί λίπους ομογενοποιήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 

(K2HPO4, P3786, Sigma-Aldrich, MO, USA και KH2PO4, 60353, Sigma-

Aldrich, MO, USA), pH=7.4. Στα δείγματα προστέθηκαν 8μΜ φωσφορική 

πυριδοξάλη (P9255, Sigma-Aldrich, MO, USA), 0,4mM L-κυστεΐνη (168149, 

Sigma-Aldrich, MO, USA), 0,08mM ομοκυστεΐνη (H4628, Sigma-Aldrich, MO, 

USA) και 8μΜ 3-μερκαπτοπυροσταφυλικό (90374, Sigma-Aldrich, MO, USA) 

και τοποθετήθηκαν στου 37οC για 30 λεπτά. Η αντίδραση σταμάτησε με την 

προσθήκη 1% Zinc Acetate (ZnAc, Z0625, Sigma-Aldrich, MO, USA) για 

δέσμευση του υδροθείου, και 10%, τριχλωροοξικού οξέος (TCA, T4885, 
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Sigma-Aldrich, MO, USA) για την καταβύθιση των πρωτεϊνών. Ακολούθησε 

προσθήκη διαλύματος 20mM N,N-dimethyl-p-Phenylenediamine sulphate 

(DPD, 186384-25, Sigma-Aldrich, MO, USA) σε 7,2M υδροχρώριο (HCL) και 

30mM χλωριούχου σιδήρου (FeCl3, 31232, Sigma-Aldrich, MO, USA) σε 1,2M 

HCL. Τα δείγματα αφέθηκαν για 15 λεπτά στο σκοτάδι προκειμένου να 

σχηματιστεί το μπλε του μεθυλενίου και η απορρόφηση μετρήθηκε στα 

655nm. Τα επίπεδα του Η2S υπολογίστηκαν έναντι μιας πρότυπης καμπύλης 

συγκεντρώσεων 0-250μΜ του δότη υδροθείου  θειούχο νάτριο (sodium sulfide 

(Νa2S, 208043, Sigma-Aldrich, MO, USA). 

 

 

3.25 Προσδιορισμός επιπέδων υπεροξειδίου του υδρογόνου 

Ιστοί λευκού υποδόριου λιπώδους λίπους ομογενοποιήθηκαν σε PBS 

εμπλουτισμένο με PI και PhoI και φυγοκεντρήθηκαν (2.000g, 10 λεπτά, 4oC). 

To υπερκείμενο συλλέχθηκε και η ποσότητα πρωτεϊνών προσδιορίστηκε με 

τη μέτρηση απορρόφησης στα 280nm. Σε 10μg πρωτεΐνης προστέθηκαν 

100μΜ NADPH (N5130, Sigma-Aldrich, MO, USA), 100μΜ ΑmpliFlue Red 

(90101, Sigma-Aldrich, MO, USA) 1U/ml Horse Radish Peroxidase (P8250, 

Sigma-Aldrich, MO, USA) και ο φθορισμός μετρήθηκε στους 37oC σύμφωνα 

με τις ρυθμίσεις: excitation=535nm, emission= 595 nm, gain= 50. 

 

 

3.26 Ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης (Chromatin immunoprecipitation, 
ChIP) ακολουθούμενη από αλληλούχιση (Sequencing, Seq) 

Oι ιστοί λίπους αφού ομογενοποιήθηκαν σε PBS, μονιμοποιήθηκαν με 

την προσθήκη 1% φορμαλδεΰδης (A0877,0250, AppliChem, Germany) για 15 

λεπτά. Ακολούθησε προσθήκη γλυκίνης (S0046, Sigma-Aldrich, MO, USA), 

σε συγκέντρωση 0,125Μ και φυγοκέντρηση (4.000 rpm, 7 λεπτά, 4oC) των 
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δειγμάτων. Το ίζημα κυττάρων που προέκυψε ξεπλύθηκε με PBS (1X) και οι 

κυτταρικές μεμβράνες λύθηκαν μετά από επώαση (15 λεπτά, 4oC) με διάλυμα 

απομόνωσης πυρήνων (παράγραφος 3.21). Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν 

και το ίζημα πυρήνων που προέκυψε, αφού ξεπλύθηκε (3Χ) με διάλυμα 

πλύσης (παράγραφος 3.21), επαναδιαλυτοποιήθηκε σε διάλυμα (shearing 

buffer) με σύσταση: 0,1% SDS, 1mM EDTA pH=8, 10mM Tris-HCl pH=8,1. 

Mετά από επώαση μίας ώρας στους 4oC, η χρωματίνη κατακερματίστηκε με 

τη χρήση υπερήχων (Covaris S220, Covarism Inc, MA, USA) στις ακόλουθες 

συνθήκες: χρόνος: 12 λεπτά, peak power: 75, duty factor: 25, cycles per burst: 

200. Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν (13.000, 30 λεπτά, 4οC) και το 

υπερκείμενο συλλέχθηκε. Ακολούθως προστέθηκαν Triton X-100 και NaCl σε 

τελικές συγκεντρώσεις 1% and 150mM, αντίστοιχα, και  τα δείγματα 

χρησιμοποιήθηκαν για την ανοσοκατακρήμνιση.  

10μg αντισώματος (anti-HIF1α, ab2185, abcam, MA, USA) 

προστέθηκαν σε 15μg χρωματίνης και τα δείγματα επωάστηκαν για 16 ώρες 

στους 4οC. Ακολούθησε προσθήκη μαγνητικών σφαιριδίων πρωτεΐνης G 

(DynabeadsTM protein G, 10003D, Ivitrogen, CA, USA) και επώαση 4 ωρών 

στους 4οC με περιστροφή. Τα σφαιρίδια πλύθηκαν με RIPA buffer (3X) και 

διάλυμα ΤΕ/10 (10mM Tris HCL, pH=8, 0,1mM EDTA) και η χρωματίνη 

εκλούσθηκε με την προσθήκη διαλύματος : 0,5% SDS, 20mM Hepes pH=7,9, 

1mM EDTA  και επώαση στους 65 οC για 30 λεπτά. Στα δείγματα προστέθηκαν 

20mg RNAάση (A3832,0250 AppliChem, Germany) και τοποθετήθηκαν για 30 

λεπτά στους 37οC. Ακολούθησε προσθήκη 30mg πρωτεΪνάσηςΚ (031158360, 

Roche, Switzerland) και επώαση για 30 λεπτά στους 50οC.Τέλος στα δείγματα 

προστέθηκε 0,8Μ NaCl και τοποθετήθηκαν για 16 ώρες στους 65oC. Ο 

καθαρισμός του DNA πραγματοποιήθηκε με τη χρήση beads (NucleoMag™ 

NGS Beads, 15889167, Macherey-Nagel, PA, USA) σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο της εταιρείας. Ποσότητα χρωματίνης που δεν επωάστηκε με το 
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αντίσωμα χρησιμοποιήθηκε ως δείγμα αναφοράς για την αλληλούχιση (input 

DNA). 

Η προετοιμασία των βιβλιοθηκών και η αλληλούχιση 

πραγματοποιήθηκε στο Ελληνικό Ίδρυμα Γονιδιωματικής. Η 

βιολπληροφορική ανάλυση από την οποία προέκυψαν τα γονίδια στόχοι που 

παρουσιάζονται πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο του Ακαδημαϊκού 

Δημήτρη Θάνου.   

 

 

3.27 Μεταβολομική ανάλυση 

Ιστοί υποδόριου λευκού λίπους WT και Mpst -/- μυών απομονώθηκαν 

και στάλθηκαν στο  Institute for Vascular Signalling  του Vascular Research 

Centre (Frankfurt, Germany). Η προετοιμασία των δειγμάτων, η πειραματική 

ανάλυση και η επεξεργασία των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε στο 

εργαστήριο της Καθηγήτριας Ingrid Fleming. 

 

 

3.28 Στατιστική ανάλυση 

Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα 

της μέσης τιμής (mean ±  SEM). Στις συγκρίσεις μεταξύ δύο ομάδων, η 

στατιστική σημαντικότητα καθορίστηκε με τη χρήση του Student’s t-test με 

δίπλευρο κριτήριο ελέγχου (two-tailed). Πολλαπλές συγκρίσεις 

πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση του one way ANOVA. Τιμές με p value 

(p)<0,05 θεωρήθηκαν ως σημαντικές. 
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4. Αποτελέσματα 
 

4.1 Η παχυσαρκία συνδέεται με μειωμένα επίπεδα έκφρασης του 
ενζύμου MPST στον λιπώδη ιστό  

Προκειμένου να ελεγχθεί η πιθανότητα ύπαρξης συσχέτισης μεταξύ 

του ενδογενώς παραγόμενου υδροθείου και της αύξησης σωματικού βάρους, 

εξετάστηκαν αρχικά τα επίπεδα των CBS, CSE και MPST στον λιπώδη ιστό 

παχύσαρκων ποντικιών. Μύες άγριου τύπου χωρίστηκαν σε δύο ομάδες  

σύμφωνα με τη δίαιτα που έλαβαν: CD ή HFD. Η χορήγηση της δίαιτας 

διήρκησε 14-16 εβδομάδες και ακολούθως οι δύο κύριες αποθήκες λίπους 

που συναντώνται στα θηλαστικά, iWAT και gWAT, καθώς επίσης και η κύρια 

αποθήκη καφέ λιπώδους ιστού iBAT, απομονώθηκαν. Όπως ήταν 

αναμενόμενο η χορήγηση HFD οδήγησε σε αύξηση του σωματικού βάρους 

και του βάρους των ιστών λίπους (Εικόνα 4.1 Α, Β). Η δημιουργία 

παχυσαρκίας επιβεβαιώθηκε επιπλέον με ιστολογικές μελέτες, τα 

αποτελέσματα των οποίων απέδειξαν την ύπαρξη αυξημένης συσσώρευσης 

λιπιδίων και στους τρεις υπό μελέτη ιστούς μετά τη λήψη της υψηλής σε 

περιεκτικότητα λίπους, δίαιτας. (Εικόνα 4.1 Γ).  
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Εικόνα 4.1: Σωματικό βάρος, βάρος και μορφολογία λιπώδους ιστού WT 
μυών μετά τη λήψη CD ή HFD. Α. Σωματικό βάρος, Β. Βάρος των ιστών 

iWAT, gWAT, iBAT, Γ. Αντιπροσωπευτικές εικόνες από τομές iWAT, gWAT, 

iBAT με χρώση Η&Ε. Μπάρα κλίμακας: 300μΜ. (A, B) Τα αποτελέσματα 

εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± 

SEM), *p<0,05, (Α-Β) N=8 και (Γ) N=4 ποντίκια/ομάδα. 

 

 

Τα επίπεδα των ενζύμων ελέγχθηκαν ακολούθως, ως προς την 

πρωτεϊνική έκφραση ενώ παράλληλα εξετάστηκαν και τα επίπεδα υδρόθειου 

στον λιπώδη ιστό των υπό μελέτη μυών. Καμία διαφορά δεν παρατηρήθηκε 

στα επίπεδα έκφρασης των CBS και CSE στους ιστούς iWAT, gWAT, iBAT 

μεταξύ των φυσιολογικού βάρους και παχύσαρκων μυών. Ωστόσο, η έκφραση 

του MPST ήταν μειωμένη μετά τη λήψη HFD  και στους τρεις τύπους λιπώδους 

ιστού που εξετάστηκαν (Εικόνα 4.2 Α-Γ). Σε συμφωνία με τη μειωμένη 

πρωτεϊνική έκφραση του ενζύμου MPST, τα επίπεδα υδροθείου στις 

αποθήκες λευκού λίπους των παχύσαρκων μυών βρέθηκαν επίσης 

ελαττωμένα (Εικόνα 4.2 Δ). 
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Εικόνα 4.2: Ανάλυση πρωτεϊνικής έκφρασης των CBS, CSE και MPST 
σε  ιστούς λίπους παχύσαρκων ποντικιών. Επίπεδα των πρωτεϊνών CBS, 

CSE, ΜPST τα οποία προέκυψαν από ανάλυση western blot στους ιστούς  A. 
iWAT, B. gWAT, Γ. iBAT, WT ποντικιών μετά από λήψη CD ή HFD τροφής 

για 14-16 εβδομάδες. Η έκφραση παρουσιάζεται ως αναλογία σε σχέση με την 

ομάδα που έλαβε CD. Η κανονικοποίηση των τιμών έγινε με τη χρήση των 

επιπέδων έκφρασης της β-τουμπουλίνης. Δ. Επίπεδα υδροθείου στις 

αποθήκες λίπους μυών μετά τη χορήγηση CD η HFD. Τα αποτελέσματα 

εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± 

SEM), *p<0,05, (Α-Γ) N=7-10 και (Δ) N=6-7 ποντίκια/ομάδα. 
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4.2 H απαλοιφή του Mpst οδηγεί σε αύξηση σωματικού βάρους κατά τη 
λήψη υπερθερμιδικής δίαιτας ή τη γήρανση 

Έχοντας αποδείξει ότι η παχυσαρκία χαρακτηρίζεται από μειωμένα 

επίπεδα του MPST στο λιπώδη ιστό, ο ρόλος του ενζύμου διερευνήθηκε 

ακολούθως στην παθογένεια της παχυσαρκίας. Για τη συγκεκριμένη μελέτη 

χρησιμοποιήθηκαν μύες με γενετική τροποποίηση που οδηγεί σε απαλοιφή 

του γονιδίου Μpst. Η επιτυχημένη απαλοιφή του Μpst στον λιπώδη ιστό 

επιβεβαιώθηκε με έλεγχο των πρωτεϊνικών του επιπέδων. Παράλληλα 

εξετάστηκε το ενδεχόμενο η έλλειψη του Mpst να οδηγεί σε αλλαγή έκφρασης 

των CBS και CSE. Στον υποδόριο λευκό λιπώδη ιστό των Mpst-/- μυών δεν 

ανιχνεύθηκε έκφραση του MPST και δεν παρατηρήθηκαν αλλαγές στα 

επίπεδα των CBS και CSE συγκριτικά με τα WT ποντίκια (Εικόνα 4.3 Α).  

Τα  γενετικά τροποποιημένα ποντίκια εκτέθηκαν ακολούθως σε 

συνθήκες πρόσληψης δίαιτας υψηλής περιεκτικότητας λιπιδίων. Η χορήγηση 

πραγματοποιήθηκε σε μύες ηλικίας 6-7 εβδομάδων και είχε διάρκεια 4 μηνών. 

Κατά το διάστημα χορήγησης της δίαιτας το σωματικό βάρος των υπό μελέτη 

μυών ελέγχονταν εβδομαδιαία και συγκρίνονταν με αυτό των WT ποντικιών 

που είχαν εκτεθεί στις ίδιες συνθήκες. Τα αποτελέσματα των μετρήσεων 

απέδειξαν ότι αν και η απαλοιφή του Mpst δεν οδηγεί σε αλλαγές στο 

σωματικό βάρος μυών νεαρής ηλικίας που τρέφονται με φυσιολογική δίαιτα, 

σε συνθήκες λήψης δίαιτας υψηλής περιεκτικότητας λιπιδίων το σωματικό 

βάρος των Mpst-/- μυών είναι αυξημένο (Εικόνα 4.3 Β, Γ).   

Η ύπαρξη συσχέτισης της έλλειψης του ενζύμου MPST με την αύξηση 

σωματικού βάρους επιβεβαιώθηκε σε ένα επιπλέον μοντέλο μυών. 

Δεδομένου ότι η λειτουργία του μεταβολισμού επιβραδύνεται κατά τη γήρανση 

(Azzu and Valencak, 2017), το σωματικό βάρος των Mpst-/- ποντικιών σε 

συνθήκες λήψης φυσιολογικής δίαιτας εξετάστηκε για διάστημα 18 μηνών. Σε 

συμφωνία με τα αποτελέσματα που προέκυψαν κατά τη χορήγηση 

υπερθερμιδικής δίαιτας σε νεαρής ηλικίας ποντίκια, οι γηρασμένοι γενετικά 
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τροποποιημένοι μύες, παρουσίασαν αυξημένο σωματικό βάρος συγκριτικά με 

τους WT αντίστοιχης ηλικίας (Εικόνα 4.3 Δ). Αξίζει να σημειωθεί ότι η διαφορά 

βάρους μεταξύ των δύο γονοτύπων παρατηρήθηκε μετά το πέρας των 10 

μηνών. 

Συγκεντρωτικά, τα παραπάνω αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι 

απαλοιφή του Mpst στα ποντίκια, συνδέεται με την εκδήλωση πρόωρου 

φαινοτύπου παχυσαρκίας σε συνθήκες που ευνοούν την ανάπτυξη του όπως 

κατά τη διάρκεια λήψης υπερθερμιδικής δίαιτας και κατά τη γήρανση.  Η κύρια 

αιτία εμφάνισης παχυσαρκίας στις ημέρες μας είναι η αυξημένη κατανάλωση 

τροφής σε συνδυασμό με τη μειωμένη σωματική άσκηση, επομένως το 

μοντέλο της λήψης υπερθερμιδικής δίαιτας επιλέχθηκε για τις επόμενες 

μελέτες και τα κύρια ευρήματα που προέκυψαν επιβεβαιώθηκαν 

επιπροσθέτως στο μοντέλο της γήρανσης. 
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Εικόνα 4.3: Το σωματικό βάρος των Mpst-/-  μυών είναι αυξημένο κατά τη 
λήψη υπερθερμιδικής δίαιτας και τη γήρανση. A. Επίπεδα των πρωτεϊνών 

CBS, CSE, MPST τα οποία προέκυψαν από ανάλυση western blot στον iWAT, 

WT κα Mpst-/-  ποντικιών ηλικίας 10 εβδομάδων. Η έκφραση παρουσιάζεται 

ως αναλογία σε σχέση με την ομάδα WT. Η κανονικοποίηση των τιμών έγινε 

με τη χρήση των επιπέδων έκφρασης της β-τουμπουλίνης. Kαμπύλη 

σωματικού βάρους και αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες WT και Mpst-/- μυών 

κατά τη χορήγηση B. CD και Γ. HFD για 16 εβδομάδες. Δ. Σωματικό βάρος 

και αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες WT και Mpst-/-  μυών που έλαβαν CD για 

διάρκεια 18 μηνών. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό 

σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± SEM),*p<0,05, N=6-7ποντίκια/ομάδα. 
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4.3 Τα Mpst-/- HFD ποντίκια εμφανίζουν μειωμένο μεταβολικό ρυθμό και 
αυξημένη ανοχή στη γλυκόζη και την ινσουλίνη  

Προκείμενου να διερευνηθεί περαιτέρω ο μεταβολικός φαινότυπος των 

Mpst-/-  HFD μυών, τα πειραματόζωα υποβλήθηκαν σε επιπλέον μετρήσεις και 

δοκιμασίες. Συγκεκριμένα, κατά την 11η εβδομάδα χορήγησης δίαιτας 

εξετάστηκαν σημαντικές παράμετροι του μεταβολισμού με τη χρήση του   

συστήματος Columbus Instruments Comprehensive Lab Animal Monitoring 

System (CLAMS). Η κατανάλωση οξυγόνου (Ο2), η παραγωγή διοξειδίου του 

άνθρακα (CO2) και ο μεταβολικός ρυθμός αξιολογήθηκαν για διάρκεια 72 

ωρών. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα που προέκυψαν, η έλλειψη του γονιδίου 

Mpst συνδέεται με μείωση των προαναφερόμενων παραμέτρων, γεγονός που 

υποδηλώνει τον μειωμένο ρυθμό μεταβολισμού των Mpst-/- HFD μυών (Εικόνα 

4.4 A-Γ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.4: Μετρήσεις παραμέτρων του μεταβολισμού WT και Mpst-/-  
μυών κατά τη χορήγηση HFD. Μέτρηση Α. κατανάλωσης Ο2, B. παραγωγής 

CO2 και Γ. μεταβολικού ρυθμού, κατά τη χορήγηση HFD, σε WT και Mpst-/- 
ποντίκια. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα 

της μέσης τιμής (mean ± SEM),*p<0,05, N=7ποντίκια/ομάδα. 



Αποτελέσματα 

 - 96 - 

 Δεδομένου ότι η παχυσαρκία έχει συσχετιστεί με υψηλή πιθανότητα 

εκδήλωσης διαβήτη (Chobot et al., 2018), ελέγχθηκαν επίσης ορισμένες 

παράμετροι που αποτελούν δείκτες διάγνωσης της μεταβολικής αυτής 

ασθένειας. Κατά τη 12η  και 13η εβδομάδα λήψης δίαιτας,  πραγματοποιήθηκαν 

οι δοκιμασίες: ανοχής στη γλυκόζη (glucose tolerance test, GTT) και ανοχής 

στην ινσουλίνη (insulin tolerance test, ITT) αντίστοιχα. Τα Mpst-/- HFD ποντίκια 

αποδείχθηκε ότι χαρακτηρίζονται από αυξημένη αντίσταση στη γλυκόζη και 

την ινσουλίνη (Εικόνα 4.5 Α, Β). Η αυξημένη ανοχή των γενετικά 

τροποποιημένων μυών στην ινσουλίνη επιβεβαιώθηκε επίσης με τη χρήση 

του δείκτη Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance (HOMA-IR). 

Ο HOMA-IR αποτελεί μαθηματικό μοντέλο, η τιμή του οποίου προκύπτει ως  

συνισταμένη των τιμών γλυκόζης και ινσουλίνης νηστείας. Οι τιμές των δύο 

αυτών παραμέτρων ήταν αυξημένες στα Mpst-/- HFD και κατά συνέπεια 

μειωμένα ήταν και τα επίπεδα του ΗΟΜΑ-ΙR (Εικόνα 4.5 Γ-Ε). 
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Εικόνα 4.5: Τα Mpst-/- HFD ποντίκια χαρακτηρίζονται από αυξημένη 
αντίσταση στη γλυκόζη και την ινσουλίνη. Δοκιμασία ανοχής στη Α. 
γλυκόζη και στην Β. ινσουλίνη, WT και Mpst-/- μυών κατά τη χορήγηση HFD. 

Γ. Επίπεδα γλυκόζης νηστείας στο αίμα, Δ. επίπεδα ινσουλίνης νηστείας στον 

ορό και Ε. επίπεδα ΗΟΜΑ-ΙR, WT και Mpst-/- HFD μυών. Τα αποτελέσματα 

εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± 

SEM),*p<0,05, N=7ποντίκια/ομάδα. AUC: εμβαδόν κάτω από την καμπύλη 

(area under the curve). 
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4.4 Η έλλειψη του Mpst συνδέεται με αυξημένη συσσώρευση λίπους 

 Στο τελευταίο μέρος της ανάλυσης του φαινοτύπου των Mpst-/- HFD 
μυών εξετάστηκε το βάρος και η μορφολογία των κύριων ιστών που 

εμπλέκονται στην αποθήκευση λίπους. Συγκεκριμένα οι δύο κύριες αποθήκες 

λευκού λίπους: iWAT, gWAT και ο ιστός καφέ λίπους iBAT απομονώθηκαν   

και το βάρος τους προσδιορίστηκε. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν 

απέδειξαν ότι τα Mpst-/- HFD ποντίκια χαρακτηρίζονται από αυξημένη μάζα 

iWAT, ενώ δεν παρατηρούνται διαφορές στους ιστούς gWAT και iBAT. 

(Εικόνα 4.6 Α). Το αυξημένο βάρος του υποδόριου λευκού λιπώδους ιστού 

φαίνεται να οφείλεται στη μεγαλύτερη συσσώρευση λίπους, όπως 

διαπιστώθηκε από τη χρώση H&E (Εικόνα 4.6 Β). Η συγκεκριμένη 

παρατήρηση επιβεβαιώθηκε επιπροσθέτως και με τον υπολογισμό του 

εμβαδού της επιφάνειας των λιποκυττάρων, όπου βρέθηκε αυξημένο στον 

ιστό iWAT μετά την απαλοιφή του Mpst. Σε συμφωνία με το βάρος των ιστών, 

δεν διαπιστώθηκαν αλλαγές στον ιστό gWAT (Εικόνα 4.6 Γ). 

Τα παραπάνω αποτελέσματα επεκτάθηκαν σε μελέτες που 

πραγματοποιήθηκαν στο μοντέλο της γήρανσης. Σε συμφωνία με τις 

παρατηρήσεις που προέκυψαν από τα πειράματα κατανάλωσης 

υπερθερμιδικής δίαιτας, τα γηρασμένα ποντίκια με ανενεργό το MPST  
παρουσίασαν διαφορές μόνο στον iWAT μεταξύ των υπό μελέτη ιστών 

λίπους. Συγκεκριμένα στην ηλικία των 18 μηνών, οι γενετικά τροποποιημένοι 

μύες χαρακτηρίζονται από αυξημένη συσσώρευση λιπιδίων στην αποθήκη 

λευκού λίπους που εντοπίζεται υποδόρια, παρατήρηση που προέκυψε από 

το αυξημένο βάρος του ιστού iWAT και το μεγαλύτερο εμβαδό της επιφάνειας 

των λιποκυττάρων του (Εικόνα 4.6 Δ-Ζ). 
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Εικόνα 4.6: Η γενετική απαλοιφή του Mpst συνδέεται με αλλαγές στο 
βάρος και τη μορφολογία του υποδόριου λευκού λιπώδους ιστού. Α. 

Βάρος, Β. αντιπροσωπευτικές εικόνες τομών με χρώση  Η&Ε και Γ. εμβαδόν 

επιφάνειας λιποκυττάρων των ιστών iWAT και gWAT, WT και Mpst-/- μυών 

μετά τη χορήγηση δίαιτας HFD για διάστημα 16 εβδομάδων. Δ. Βάρος, Ε. 
αντιπροσωπευτικές εικόνες τομών με χρώση  Η&Ε και Ζ. εμβαδόν επιφάνειας 

λιποκυττάρων των ιστών iWAT και gWAT, WT και Mpst-/- μυών ηλικίας 18 

μηνών που έλαβαν φυσιολογική δίαιτα. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως 

μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± SEM), *p<0,05, 

(A,Δ) N=6-7 (Β,Γ,Ε,Ζ) και N=4 ποντίκια/ομάδα. Μπάρα κλίμακας: 200μΜ
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Δεδομένου του ότι σε μεγάλης διάρκειας περιόδους λήψης 

υπερθερμιδικής δίαιτας η συσσώρευση λίπους επεκτείνεται εκτός του 

λιπώδους ιστού και στο ήπαρ (Azzu et al., 2020), το βάρος και η μορφολογία 

του στα WT και Mpst-/- HFD εξετάστηκε. Απαλοιφή του ενζύμου Mpst σχετίζεται 

με αύξηση του βάρους του ήπατος και αυξημένη αποθήκευση λίπους στον 

ιστό. Η ανίχνευση λιπιδίων στο ήπαρ πραγματοποιήθηκε με δύο διαφορετικές 

ιστολογικές μελέτες: χρώση Η&E και ΟilRed O (Εικόνα 4.7 Α, Β). Παρόμοια 

αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και στο μοντέλο της γήρανσης, με την 

απαλοιφή του Mpst να οδηγεί σε αυξημένο βάρος ήπατος και μεγαλύτερη  

αποθήκευση λιπιδίων στον ιστό σε μύες ηλικίας 18 μηνών (Εικόνα 4.7 Γ, Δ). 
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Εικόνα 4.7: Tα Mpst-/- ποντίκια εμφανίζουν αυξημένη εναπόθεση λίπους 
στο ήπαρ σε συνθήκες λήψης HFD ή κατά τη γήρανση.  Α. Βάρος ήπατος 

και Β. αντιπροσωπευτικές εικόνες τομών ήπατος με χρώση Η&Ε και ΟilRed 

O, WT και Mpst-/- μυών μετά τη χορήγηση δίαιτας HFD για διάστημα 16 

εβδομάδων. Γ. Βάρος ήπατος και Δ. αντιπροσωπευτικές εικόνες τομών 

ήπατος με χρώση  Η&Ε και ΟilRed O, WT και Mpst-/- μυών ηλικίας 18 μηνών 

που έλαβαν φυσιολογική δίαιτα. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή 

± το σταθερό σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± SEM), *p<0,05, (A, Γ) N=6-7 

και (Β, Δ), N=4 ποντίκια/ομάδα. Μπάρα κλίμακας: 200μΜ. 
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4.5 Η φαρμακολογική αναστολή του Mpst επάγει τη συσσώρευση 
λιπιδίων 

Έχοντας  αποδείξει ότι σε γενετικά τροποποιημένα ποντίκια η 

απαλοιφή του Mpst κατά τη λήψη HFD συνδέεται με αύξηση της 

συσσώρευσης λίπους στον ιστό iWAT, εξετάστηκε ακολούθως αν η 

φαρμακολογική αναστολή του ενζύμου οδηγεί στον ίδιο φαινότυπο. Για το 

σκοπό αυτό, απομονώθηκαν πρόδρομα λιποκύτταρα από το λευκό υποδόριο 

λιπώδη ιστό WT μυών και στη συνέχεια διαφοροποιήθηκαν σε λιποκύτταρα. 

Τα διαφοροποιημένα κύτταρα εκτέθηκαν ακολούθως στο φαρμακολογικό 

αναστολέα του MPST, I3MT-3, παρουσία ή απουσία συμπληρώματος 

λιπαρών οξέων και η συσσώρευση λίπους εκτιμήθηκε με τη χρήση της 

χρώσης Oil Red O. Η προσθήκη FA οδήγησε σε αύξηση του μεγέθους των 

λιποσταγόνων των κυττάρων, η οποία ήταν μεγαλύτερη παρουσία του 

αναστολέα του MPST (Εικόνα 4.8 Α). Η επαγωγή της συσσώρευσης λίπους 

μετά την ταυτόχρονη δράση των I3MT-3 και FA, επιβεβαιώθηκε και ποσοτικά 

με τη μέτρηση της οπτικής πυκνότητας του εκλουσμένου από τα 

λιποσταγονίδια Οil Red O (Εικόνα 4.8 Β). Tα αποτελέσματα αυτά παρέχουν 

επιπλέον απόδειξη της ύπαρξης συσχέτισης μεταξύ της αναστολής της 

λειτουργίας του MPST και της αυξημένης συσσώρευσης λιπιδίων.  
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Εικόνα 4.8: Aυξημένη συσσώρευση λιπιδίων σε WT διαφοροποιημένα 
λιποκύτταρα μετά από φαρμακολογική αναστολή του ΜPST. Α. 

Αντιπροσωπευτικές εικόνες και Β. οπτική πυκνότητα εκλουσμένης χρωστικής, 

που προέκυψαν με τη χρήση χρώσης Oil Red O σε WT λιποκύτταρα 

παρουσία ή απουσία I3MT-3 (50μΜ, 48ώρες) και FA (0,5Χ, 24ώρες). Η οπτική 

πυκνότητα παρουσιάζεται ως αναλογία σε σχέση με την ομάδα vehicle. Τα 

αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης 

τιμής (mean ± SEM). (Β) Τα σύμβολα *,#,+ υποδηλώνουν σύγκρισή με τις 

ομάδες: vehicle, I3MT-3 και FA, αντίστοιχα. *,#,+p<0,05, N=5-6 ανεξάρτητες 

καλλιέργειες κυττάρων/ομάδα. Μπάρα κλίμακας: 100μΜ. 

 

 

4.6 Ο υποδόριος λευκός λιπώδης ιστός των Mpst -/- μυών χαρακτηρίζεται 
από ελαττωμένα επίπεδα έκφρασης γονιδίων που συμμετέχουν στη 
συγκρότηση του ΤΙΜ/ΤΟΜ 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των προαναφερόμενων μελετών, 

έλλειψη του ενζύμου MPST κατά τη λήψη τροφής υψηλής περιεκτικότητας 

λιπιδίων, οδηγεί σε μεγαλύτερη συσσώρευση λίπους στο λευκό υποδόριο ιστό 

και αυξημένο σωματικό βάρος. Το επόμενο ερώτημα που εξετάστηκε ήταν ο 

μηχανισμός μέσω του οποίου δημιουργείται ο συγκεκριμένος φαινότυπος. 

Αρχικά ελέγχθηκε η κατανάλωση τροφής και η δραστηριότητα των υπό μελέτη 

μυών. Καμία διαφορά δεν παρατηρήθηκε μεταξύ των δύο γονοτύπων και 



Αποτελέσματα 

 

 - 104 - 

επομένως απορρίφθηκε η πιθανότητα τα Mpst-/- HFD ποντίκια να έχουν 

μεγαλύτερο βάρος, λόγω αυξημένης κατανάλωσης τροφής ή μειωμένης 

δραστηριότητας (Εικόνα 4.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.9: Πρόσληψη τροφής και συνολική δραστηριότητα WT, και 
Mpst-/- μυών σε συνθήκες HFD. Μετρήσεις Α. ημερήσιας κατανάλωσης 

τροφής, Β. οριζόντιας κίνησης, Γ. κάθετης κίνησης και Δ. συνολικής 

δραστηριότητας WT και Mpst -/- HFD ποντικιών. Οι συγκεκριμένες παράμετροι 

αξιολογήθηκαν για διάρκεια 72 ωρών με τη χρήση του συστήματος CLAMS. 

Οι τιμές της ημερήσιας πρόσληψης τροφής παρουσιάζονται ως αναλογία σε 

σχέση με την ομάδα WT HFD. Οι τιμές συνολικής δραστηριότητας 

παρουσιάζονται σε αριθμό καταγραφών (counts). Τα αποτελέσματα 

εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± 

SEM), *p<0,05, N=7 ποντίκια/ομάδα. 
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Ακολούθως προκειμένου να ανιχνεύσουμε τις βιολογικές διαδικασίες 

που επηρεάζονται από την απαλοιφή του Mpst αλλά και να κατανοήσουμε τη 

μοριακή βάση της αύξησης σωματικού βάρους στην οποία αυτή οδηγεί, 

πραγματοποιήσαμε ανάλυση γονιδιακής έκφρασης με αλληλούχιση RNA 

(RNA-sequencing, RNA-seq). Δεδομένου ότι μεταξύ των ιστών λίπους που 

μελετήθηκαν συγκριτικά στους δύο γονοτύπους, εντοπίσαμε διαφορές στο 

βάρος και τη μορφολογία μόνο στον iWAT, ο υποδόριος λευκός λιπώδης ιστός 

επιλέχθηκε για την αλληλούχιση RNA και για όλες τις πειραματικές διαδικασίες 

που περιγράφονται παρακάτω.  

Η βιοπληροφορική ανάλυση των αποτελεσμάτων του RNA-seq 

αποκάλυψε πληθώρα γονιδίων των οποίων η έκφραση επηρεάζεται από την 

απαλοιφή του ενζύμου ΜPST στο υπό μελέτη μοντέλο. Η ανάλυση γοvιδιακής 

οντολογίας (Gene Ontology, GO) στα  γονίδια των οποίων η έκφραση 

επάγεται στα Mpst -/- HFD ποντίκια υπέδειξε τα μονοπάτια που σχετίζονται με 

τη φλεγμονή και την ανοσολογική απόκριση, ως αυτά που κατεξοχήν 

επηρεάζονται (Εικόνα 4.10). Δεδομένου ότι η παχυσαρκία θεωρείται 

κατάσταση ήπιας φλεγμονής (Reilly and Saltiel, 2017), τα συγκεκριμένα 

αποτελέσματα φαίνεται να δικαιολογούνται από τον φαινότυπο αυξημένου 

σωματικού βάρους των μυών με απαλοιφή του Mpst. Η ίδια ανάλυση  

πραγματοποιήθηκε και στο σύνολο των υποεκφραζόμενων, στα Mpst-/-  HFD 

ποντίκια, γονιδίων. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν υπέδειξαν ότι οι 

διαφορές γονιδιακής έκφρασης που εντοπίστηκαν επηρεάζουν κυρίως τα 

μιτοχόνδρια του υποδόριου λευκού λιπώδους ιστού των γενετικά 

τροποποιημένων μυών και ειδικότερα τις μιτοχονδριακές μεμβράνες και τα 

σύμπλοκα που συγκροτούν την αναπνευστική αλυσίδα (Εικόνα 4.10). 

Πράγματι η γονιδιακή έκφραση της πλειοψηφίας των γονιδίων που 

συμμετέχουν στην οξειδωτική φωσφορυλίωση ήταν μειωμένη στον ιστό iWAT 

των μυών με έλλειψη του Mpst (Εικόνα 4.11). Είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον το 

γεγονός ότι μεταξύ των υποεκφραζόμενων γονιδίων που σχετίζονται με τις 
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λειτουργίες των μιτοχονδρίων, εντοπίστηκαν γονίδια που συμμετέχουν στη 

δημιουργία του μιτοχονδριακού συμπλέγματος μεταφοράς πρωτεϊνών 

(Transclocase of Inner Membrane)TIM/ (Translocase of Outer Membrane) 

TOM (Εικόνα 4.12 Α).  

Tα μιτοχόνδρια εισάγουν περισσότερες από 1000 διαφορετικές 

πρωτεΐνες από το κυτοσόλιο, επομένως η ορθή λειτουργία του μεταφορέα 

ΤΙΜ/ΤΟΜ είναι ζωτικής σημασίας για τη σωστή λειτουργία των μιτοχονδρίων. 

Η μειωμένη έκφραση  μεγάλου αριθμού γονιδίων της αναπνευστικής αλυσίδας 

που παρατηρείται στoν λιπώδη ιστό των Mpst-/- HFD μυών είναι πιθανόν να 

οδηγεί σε μειωμένη λειτουργία αυτής. Ωστόσο ενδεχόμενη υπολειτουργία του 

μιτοχονδριακού μεταφορέα των πρωτεϊνών στον λιπώδη ιστό των Mpst-/- HFD  

μυών, θα μπορούσε να επηρεάσει αρνητικά όχι μόνο τη λειτουργία της 

αναπνευστικής αλυσίδας, αλλά και άλλες μιτοχονδριακές λειτουργίες που 

φαίνεται να μην επηρεάζονται, στο επίπεδο της γονιδιακής έκφρασης, από την 

απαλοιφή του Mpst. Δεδομένου ότι οι μιτοχονδριακές λειτουργίες είναι 

απαραίτητες για το μεταβολισμό των λιπαρών οξέων και πιθανή διαταραχή 

αυτών θα μπορούσε να οδηγήσει σε ατελή ή ελλιπή αποικοδόμηση τους, και 

κατά συνέπεια σε αυξημένη αποθήκευση λίπους στον ιστό, το εύρημα που 

προέκυψε από την RNA-seq ανάλυση και υποδεικνύει την ύπαρξη μειωμένης 

έκφρασης διαφόρων υπομονάδων του ΤΙΜ/ΤΟΜ συμπλόκου στα γενετικά 

τροποποιημένα ποντίκια διερευνήθηκε με επιπλέον μελέτες. 
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Εικόνα 4.10: GO ανάλυση στον υποδόριο λευκό λιπώδη ιστό WT και 
Mpst-/-  μυών μετά τη λήψη υπερθερμιδικής δίαιτας. GO ανάλυση Α. 
κυτταρικά οργανίδια Β. βιολογικές διαδικασίες, των γονιδίων των οποίων η 

έκφραση μειώνεται ή αυξάνεται στα Mpst-/- HFD. Τα δεδομένα προέκυψαν 

μετά από ανάλυση αλληλούχισης RNA στον ιστό iWAT. N=3 ποντίκια/ομάδα. 
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Εικόνα 4.11: Τα επίπεδα έκφρασης μεγάλου αριθμού γονιδίων που 
συμμετέχουν στην αναπνευστική αλυσίδα είναι μειωμένα στο iWAT των 
Mpst-/- HFD ποντικιών. Διάγραμμα heatmap που απεικονίζει τα επίπεδα 

έκφρασης των γονιδίων που συμμετέχουν στη συγκρότηση της 

αναπνευστικής αλυσίδας, στα Mpst-/- HFD ποντίκια σε αναλογία με τα WT 

HFD. Τα δεδομένα προέκυψαν μετά από ανάλυση αλληλούχισης RNA στον 

ιστό iWAT. N=3 ποντίκια/ομάδα. 
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Εικόνα 4.12: Απεικόνιση των επιπέδων γονιδιακής έκφρασης των 
ΤΙΜ/ΤΟΜ υπομονάδων μετά την απαλοιφή του Mpst  και κατά τη λήψη 
υπερθερμιδικής δίαιτας. A. Διάγραμμα heatmap της έκφρασης των γονιδίων 

που αποτελούν υπομονάδες του μιτοχονδριακού μεταφορέα πρωτεϊνών 

ΤΙΜ/ΤΟΜ, στον υποδόριο λευκό λιπώδη ιστό των Mpst-/- HFD μυών. Τα 

δεδομένα προέκυψαν από την ανάλυση RNA-seq και παρουσιάζονται σε 

αναλογία με τα WT HFD. Β. Σχηματική απεικόνιση της δομής του συμπλόκου 

ΤΙΜ/ΤΟΜ. (Α) Ν=3/ποντίκια ανά ομάδα. 
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O μιτοχονδριακός μεταφορέας TIM/TOM αποτελείται από τα 

σύμπλοκα: μεταφορέας της εξωτερικής μεμβράνης (translocase of outer 

membrane, ΤΟΜ), μεταφορέας της εσωτερικής μεμβράνης 23 (translocase of 

inner membrane, ΤΙΜ23) και μεταφορέας της εσωτερικής μεμβράνης 22 

(translocase of inner membrane, ΤΙΜ22) ΤΙΜ22 (Schmidt et al., 2010). To 

σύμπλοκο ΤΟΜ θεωρείται η κύρια πύλη εισόδου των πρωτεϊνών στα 

μιτοχόνδρια. Ο πόρος εισαγωγής του ΤΟΜ συγκροτείται από την πρωτεΐνη 

ΤΟΜM40 και την ισομορφή αυτής TOMM40L και περιβάλλεται από τις μικρές 

υπομονάδες ΤΟΜΜ5, ΤΟΜΜ6 και TOMM7 οι οποίες συμμετέχουν στη 

συνοχή και τη σταθερότητα του συμπλόκου. Οι πρωτεΐνες ΤΟΜΜ20, 

ΤΟΜΜ22, ΤΟΜΜ70 και ΤΟΜΜ34 αναφέρονται ως υποδοχείς του ΤΟΜ και η 

λειτουργία τους έγκειται στην αναγνώριση των αλληλουχιών-σημάτων, που 

εμπεριέχονται στις μιτοχονδριακές πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από το 

DNA του πυρήνα, και σηματοδοτούν την εισαγωγή τους σε αυτό (Wang et al., 

2020) (Εικόνα 4.12 Β). Αφού μεταφερθούν μέσω του ΤΟΜ, οι πρωτεΐνες 

ακολούθως κατευθύνονται στο μιτοχονδριακό υπό-διαμέρισμα που θα 

ασκήσουν την λειτουργία τους και καθορίζεται από την αλληλουχία-σήμα που 

εμπεριέχουν. Πρωτεΐνες με κατεύθυνση τη μήτρα του μιτοχονδρίου 

μεταφέρονται μέσω του συμπλόκου ΤΙΜ23 με τη βοήθεια του κινητήρα 

υποβοήθησης εισόδου (Presequence translocase-Associated Motor, PAM). 

Oι υπομονάδες ΤΙΜΜ23, ΤΙΜΜ17Α και ΤΙΜΜ17Β σχηματίζουν το δίαυλο 

εισόδου του συμπλόκου ενώ οι ΤΙΜΜ50 και ΤΙΜΜ21 υποστηρίζεται ότι 

συμμετέχουν στη προώθηση των πρωτεϊνών από το ΤΟΜ στο ΤΙΜ23 

(Schmidt et al., 2010) (Εικόνα 4.12 Β). Ο κινητήρας PAM αποτελείται από τις 

υπομονάδες PAM16, PAM17, PAM18 και ΤΙΜΜ44 (Bolender et al., 2008). Το 

σύμπλοκο της διαμεμβρανικής περιοχής ΤΙΜ8-13 φαίνεται να συμμετέχει στην 

πρωτεϊνική μεταφορά μεσώ του ΤΙΜ23, ωστόσο μόνο υπό ορισμένες 

συνθήκες (Paschen et al., 2000). Όπως γίνεται κατανοητό τα περισσότερα 

ένζυμα που συμμετέχουν στο μεταβολισμό και αποτελούν πρωτεΐνες της 
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μήτρας εισάγονται στα μιτοχόνδρια ακολουθώντας την πορεία διαμέσου των 

ΤΟΜ-ΤΙΜ23-PAM (Schmidt et al., 2010). Πρωτεΐνες που μεταφέρονται μέσω 

του συμπλόκου ΤΙΜ22 απελευθερώνονται στην εσωτερική μεμβράνη του 

μιτοχονδρίου. Οι ΤΙΜΜ9, ΤΙΜΜ10 και ΤΙΜΜ10b θεωρούνται πρωτεΐνες 

συνοδοί, εντοπίζονται διαμεμβρανικά και υποστηρίζεται ότι λαμβάνουν μέρος 

στη μεταφορά πρωτεϊνών από το ΤΟΜ στο ΤΙΜΜ22, σχηματίζοντας 

σύμπλοκα με την υπομονάδα ΤΙΜ12 του δεύτερου (Wiedemann et al., 2006). 

Η υπομονάδα TIMM54 φαίνεται επίσης να παίζει ρόλο στη διαδικασία 

μεταφοράς μεταξύ των δύο συμπλόκων. Η πρωτεΐνη ΤΙΜΜ22 σχηματίζει το 

δίαυλο μεταφοράς, ενώ η ΤΙΜΜ18 συμμετέχει στη συνοχή του μεταφορέα της 

εσωτερικής μεμβράνης 22 (Bolender et al., 2008) (Εικόνα 4.12 Β). Μεταφορά 

στην εσωτερική μεμβράνη μπορεί να πραγματοποιηθεί και διαμέσου του 

συμπλόκου ΤΙΜ23. Αξίζει να σημειωθεί ότι ο ακριβής ρόλος όλων των 

υπομονάδων του συμπλόκου ΤΙΜ/ΤΟΜ δεν έχει διαλευκανθεί πλήρως και η 

λειτουργία και θέση πολλών από αυτές στο μιτοχονδριακό μεταφορέα 

πρωτεϊνών εξακολουθεί να αποτελεί αντικείμενο επιστημονικής μελέτης. 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την αλληλούχιση 

RNA, η γονιδιακή έκφραση των Tomm6, Tomm7, Tomm40l, Tomm34, 

Timm17b, Timm50, Timm8b, Timm13, και Pam16  βρέθηκε να είναι στατιστικά 

σημαντικά μειωμένη, απουσία του Μpst σε μύες που έλαβαν HFD (Εικόνα 

4.12 Α). Τα αποτελέσματα της RNA αλληλούχισης επιβεβαιώθηκαν 

ακολούθως με qRT-PCR επιλέγοντας αντιπροσωπευτικά τέσσερα από τα 

παραπάνω γονίδια (Εικόνα 4.13 Α). Εξετάστηκε επιπροσθέτως εάν η 

μειωμένη γονιδιακή έκφραση συνεπάγεται τη μειωμένη έκφραση σε επίπεδο 

πρωτεΐνης. Αντιπροσωπευτικά επιλέχθηκαν οι πρωτεΐνες: ΤOMM40L και 

TIMM50. Η ανάλυση western blot αποκάλυψε τα μειωμένα επίπεδα των 

συγκεκριμένων υπομονάδων του TIM/TOM στο iWAT των Mpst-/- HFD μυών 

(Εικόνα 4.13  Β). 
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Στη συνέχεια διερευνήθηκε η υπόθεση η παρατηρούμενη υποέκφραση 

των υπομονάδων του μιτοχονδριακού μεταφορέα να οφείλεται σε μειωμένο 

αριθμό μιτοχονδρίων στον υποδόριο λευκό λιπώδη ιστό των γενετικά 

τροποποιημένων μυών. Ως δείκτης του αριθμού μιτοχονδρίων στον ιστό 

χρησιμοποιήθηκε ο αριθμός αντιγράφων μιτοχονδριακού DNA. Καμία 

διαφορά δεν παρατηρήθηκε στις μετρήσεις μεταξύ των δύο γονότυπων και 

επομένως η συγκεκριμένη υπόθεση απορρίφθηκε (Εικόνα 4.13 Γ).  

 Δεδομένου ότι κατά την ιστολογική μελέτη των iWAT, gWAT και iBAT 

παρατηρηθήκαν διαφορές στην αποθήκευση λίπους μόνο στο λευκό 

υποδόριο ιστό των γενετικά τροποποιημένων μυών, θεωρήσαμε ότι αν η 

παρατηρούμενη μειωμένη έκφραση των ΤΙΜ/ΤΟΜ υπομονάδων εμπλέκεται 

στη δημιουργία του φαινοτύπου αυξημένου σωματικού βάρους των μυών, η 

γονιδιακή έκφραση των συγκεκριμένων γονιδίων στους ιστούς gWAT και iBAT 

θα έπρεπε να μην επηρεάζεται από την έλλειψη του ενζύμου. Τα Tomm7, 

Τοmm40l, Timm50 και Timm17b επιλέχθηκαν ως αντιπροσωπευτικό δείγμα 

των γονιδίων-υπομονάδων του ΤΙΜ/ΤΟΜ που υποεκφράζονται στον iWAT 

των Mpst -/- HFD μυών και τα επίπεδα των μεταγράφων τους προσδιορίστηκαν 

στον σπλαχνικό και τον καφέ λιπώδη ιστό με τη χρήση qRT-PCR ανάλυσης. 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν απέδειξαν τη μη ύπαρξη διαφορών μεταξύ 

των δύο γονοτύπων  (Εικόνα 4.13 Δ, Ε). 

 Τέλος το εύρημα της ύπαρξης μειωμένης έκφρασης γονιδίων του 

μιτοχονδριακού μεταφορέα μετά την απαλοιφή του Mpst επιβεβαιώθηκε 

επιπροσθέτως στο μοντέλο των γηρασμένων μυών. Συγκεκριμένα τα επίπεδα 

mRNA των Tomm7, Τοmm40l, Timm50 και Timm17b προσδιορίστηκαν στον 

υποδόριο λευκό λιπώδη ιστό WT και Mpst-/- CD μυών ηλικίας 18 μηνών με τα 

αποτελέσματα να υποδεικνύουν τη μειωμένη γονιδιακή έκφραση των Timm50 

και Timm17b, απουσία του υπό μελέτη ενζύμου (Εικόνα 4.13 Ζ). 
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Εικόνα 4.13: Αποσιώπηση του Mpst κατά τη λήψη υπερθερμιδικής 
δίαιτας οδηγεί σε ελάττωση της γονιδιακής έκφρασης πολλών 
υπομονάδων του ΤΙΜ/ΤΟΜ συμπλόκου. Α. Επίπεδα γονιδιακής έκφρασης 

των Tomm7, Τοmm40l, Timm50 και Timm17b, Β. επίπεδα πρωτεϊνικής 

έκφρασης των ΤΟΜΜ40L και TIMM50 και Γ. επίπεδα αντιγράφων 

μιτοχονδριακού DNA στον ιστό iWAT, WT και Mpst-/- HFD μυών. Επίπεδα 
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γονιδιακής έκφρασης των Tomm7, Τοmm40l, Timm50 και Timm17b στους 

ιστούς Δ. gWAT και Ε. iBAT WT και Mpst-/- μυών μετά την κατανάλωση 

υπερθερμιδικής δίαιτας. Ζ. Επίπεδα γονιδιακής έκφρασης των Tomm7, 

Τοmm40l, Timm50 και Timm17b στον λευκό υποδόριο λιπώδη ιστό WT και 

Mpst-/- γηρασμένων μυών. Η έκφραση παρουσιάζεται ως αναλογία σε σχέση 

με την ομάδα (Α-Ε) WT HFD ή (Z) WT CD. Η κανονικοποίηση των τιμών έγινε 

με τη χρήση των επιπέδων έκφρασης της (Α,Β, Δ-Ζ) β-ακτίνης ή της 18s. Τα 

αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης 

τιμής (mean ± SEM), *p<0,05, N=3-7 ποντίκια/ομάδα. 
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4.7 Η διαμεσολαβούμενη από το ΤΙΜ/ΤΟΜ μεταφορά πρωτεϊνών εντός 
των μιτοχονδρίων είναι μειωμένη στον iWAT των Mpst-/- HFD μυών 

 Έχοντας αποδείξει τα μειωμένα επίπεδα έκφρασης υπομονάδων 

του μιτοχονδριακού μεταφορέα πρωτεϊνών στο iWAT μυών με έλλειψη του 

ενζύμου ΜPST, εξετάστηκε ακολούθως αν η παρατηρούμενη μειωμένη 

έκφραση των ΤΙΜ/ΤΟΜ υπομονάδων είναι επαρκής ώστε να οδηγήσει σε 

μειωμένη λειτουργία του μιτοχονδριακού μεταφορέα. Για το σκοπό αυτό, οι 

συνολικές πρωτεΐνες, οι πρωτεΐνες που εντοπίζονται στο κυτοσόλιο και οι 

πρωτεΐνες των μιτοχονδρίων, ιστών λευκού υποδόριου λίπους, WT και Mpst-

/- HFD μυών απομονώθηκαν και προσδιορίστηκαν ενδεικτικά τα επίπεδα δύο 

πρωτεϊνών που εισάγονται στη μήτρα του μιτοχονδρίου από το σύμπλοκο 

TIM/TOM, των: συνθετάση του κιτρικού (citrate synthase, CS) και δισμουτάση 

του υπεροξειδίου 2 (superoxise dismutase 2, SOD2). Αν και δεν 

παρατηρήθηκαν διαφορές στα επίπεδα των CS και SOD2 στο σύνολο των 

πρωτεϊνών του iWAT μεταξύ των υπό μελέτη ομάδων, τα επίπεδα τους εντός 

των μιτοχονδρίων του ιστού ήταν μειωμένα στα Mpst-/- HFD ποντίκια (Εικόνα 

4.14 Α). Σε συμφωνία με τα παραπάνω αποτελέσματα τα επίπεδα των CS και 

SOD2 βρέθηκαν αυξημένα στο κυτοσόλιο του λιπώδους ιστού των 

τροποποιημένων μυών (Εικόνα 4.14 Α). Τα παραπάνω αποτελέσματα 

αποδεικνύουν τη μειωμένη μεταφορά των CS και SOD2 στα μιτοχόνδρια του 

iWAT των Mpst-/- HFD μυών υποδεικνύοντας τη δυσλειτουργία του  

συμπλόκου ΤΙΜ/ΤΟΜ απουσία του υπό μελέτη ενζύμου.  

 Δεδομένης της μειωμένης μεταφοράς πρωτεϊνών εντός των 

μιτοχονδρίων του iWAT των Mpst-/- HFD ποντικιών, εξετάστηκε ακολούθως η 

ορθότητα των λειτουργιών που αυτές συμμετέχουν. Για το σκοπό αυτό 

υποδόριοι λευκοί λιπώδης ιστοί, WT και Mpst-/- μυών που έλαβαν 

υπερθερμιδική δίαιτα, απομονώθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν για στοχευμένη 

μεταβολομική ανάλυση. Τα επίπεδα της πλειοψηφίας των μεταβολιτών που 
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προκύπτουν από τις διαδικασίες της β-οξείδωσης και του κύκλου του κιτρικού 

οξέος προσδιορίστηκαν και τα αποτελέσματα που προέκυψαν υπέδειξαν ότι 

η απαλοιφή του Mpst σχετίζεται με ελαττωμένα επίπεδα πολλών από αυτών 

(Εικόνα 4.14 Β). Συγκεκριμένα, η πλειοψηφία των μεταβολιτών που 

παράγονται κατά τη βήτα οξείδωση παρουσίασε ελάττωση επιπέδων στους 

γενετικά τροποποιημένους μύες σε ποσοστό 65-80%, ενώ η πλειοψηφία 

αυτών που προκύπτουν από τον κύκλο του Krebs σε ποσοστό μεγαλύτερο 

του 85% (Εικόνα 4.14 Β). Τα ελαττωμένα επίπεδα των συγκεκριμένων 

μεταβολιτών, υποδεικνύουν τη δυσλειτουργία των δύο αυτών μιτοχονδριακών 

διαδικασιών. 
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Εικόνα 4.14: Τα Mpst -/- HFD ποντίκια παρουσιάζουν μειωμένη εισαγωγή 
πρωτεϊνών στη μήτρα των μιτοχονδρίων του iWAT και ελαττωμένα  
επίπεδα μεταβολιτών της β-οξείδωσης και του κύκλου του Krebs. Α. 

Western blot ανάλυση των επιπέδων έκφρασης των CS και SOD2 στο σύνολο 
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των ολικών, μιτοχονδριακών και των πρωτεϊνών κυτοσολίου που 

απομονώθηκαν από ιστούς iWAT WT και Mpst-/- HFD μυών. Η 

κανονικοποίηση των τιμών έγινε με τη χρήση των επιπέδων έκφρασης της β-

ακτίνης (ολικές πρωτεΐνες) ή της οξειδάσης του κυττοχρώματος c1 

(Mitochondrial-encoded cytochrome oxidase I, MT-CO1) (μιτοχονδριακές 

πρωτεΐνες) ή της β-τουμπουλίνης (πρωτεΐνες κυτοσολίου). Β. Επίπεδα 

μεταβολιτών-προϊόντων της β-οξείδωσης και του κύκλου του κιτρικού οξέος 

που προέκυψαν από στοχευμένη μεταβολομική ανάλυση στον υποδόριο 

λευκό λιπώδη ιστό WT και Mpst-/- HFD μυών. Η έκφραση και τα επίπεδα 

μεταβολιτών παρουσιάζονται ως αναλογία σε σχέση με την ομάδα WT HFD. 

Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης 

τιμής (mean ± SEM), *p<0,05, (Α) N=6-7 και (Β) Ν=3ποντίκια/ομάδα. 
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4.8 Μειωμένα επίπεδα έκφρασης υπομονάδων του ΤΙΜ/ΤΟΜ ή 
αναστολή της λειτουργίας του σε λιποκύτταρα, επάγει τη συσσώρευση 
λιπιδίων 

 Δεδομένου ότι οι μιτοχονδριακές λειτουργίες είναι υπεύθυνες για το 

μεταβολισμό των λιπαρών οξέων, τα οποία όταν δεν μεταβολιστούν 

αποθηκεύονται με τη μορφή των τριγλυκεριδίων, εξετάστηκε ακολούθως αν η 

αναστολή του ΤΙΜ/ΤΟΜ σε λιποκύτταρα μπορεί να οδηγήσει σε αλλαγές στο 

περιεχόμενο τους σε λίπος. Προκειμένου να προσομοιαστεί η ταυτόχρονη  

μείωση γονιδιακής έκφρασης αρκετών υπομονάδων του TIM/TOM που 

παρατηρήθηκε στους Μpst-/- HFD μύες, πραγματοποιήθηκε  αποσιώπηση 

διαφορετικών υπομονάδων του μεταφορέα σε λιποκύτταρα με τη χρήση 

siRNA, ειδικών για τα γονίδια στόχους, και της τεχνικής της παροδικής 

διαμόλυνσης. Για τη συγκεκριμένη πειραματική διαδικασία, επιλέχθηκαν 

αντιπροσωπευτικά τέσσερα από τα γονίδια που παρουσίασαν μειωμένα 

επίπεδα έκφρασης στους γενετικά τροποποιημένους μύες, τα: Tomm7, 

Tomm40l, Timm17b και Τimm50. Η παροδική διαμόλυνση πραγματοποιήθηκε 

σε πρόδρομα λιποκύτταρα που απομονώθηκαν από λευκούς υποδόριους 

λιπώδεις ιστούς WT ποντικιών και διαφοροποιήθηκαν για διάστημα 7 ημερών. 

Στην ομάδα αναφοράς χρησιμοποιήθηκε μη ειδικό siRNA (siNeg). Η 

επιτυχημένη σε υψηλό ποσοστό μείωση της έκφρασης των παραπάνω 

υπομονάδων μετά τη διαμόλυνση με τα αντίστοιχα siRNA, επιβεβαιώθηκε με 

qRT-PCR ανάλυση (Εικόνα 4.15 Α-Δ) και η ικανότητα συσσώρευσης λίπους 

των κυττάρων αξιολογήθηκε με τη χρήση της  χρώσης Oil Red O (Εικόνα 4.15 

Ε). Σε συμφωνία με τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τις  ιστολογικές 

μελέτες στο iWAT των Μpst-/- HFD μυών, η ταυτόχρονη αποσιώπηση των 

Tomm7, Tomm40l, Timm17b και Τimm50 παρουσία λιπαρών οξέων οδήγησε 

σε αυξημένη συσσώρευση λιπιδίων στα διαφοροποιημένα λιποκύτταρα 

(Εικόνα 4.15 Ζ).  
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Ακολούθως, τα siRNA για τους προαναφερόμενους στόχους 

προστέθηκαν ξεχωριστά στις κυτταρικές καλλιέργειες προκειμένου να 

αξιολογηθεί η συμμετοχή του κάθε γονιδίου στην αυξημένη συσσώρευση 

λίπους. Παρουσία συμπληρώματος λιπαρών οξέων η αποθήκευση λίπους 

ήταν μεγαλύτερη στα κύτταρα με αποσιώπηση του Tomm7 ή του Tomm40l 

(Εικόνα 4.15 Η, Θ). Οι υπομονάδες αυτές συμμετέχουν στη συγκρότηση του 

μιτοχονδριακού μεταφορέα της εξωτερικής μεμβράνης, που αποτελεί την  

πρώτη πύλη εισόδου των πρωτεϊνών εντός του μιτοχονδρίου και η 

παρατήρηση αυτή επιβεβαιώνει τη σημαντικότητα τους για την ορθή 

λειτουργία του συμπλόκου.  
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Εικόνα 4.15: Αυξημένη συσσώρευση λιπιδίων μετά την αποσιώπηση 
γονιδίων που συμμετέχουν στη συγκρότηση του μεταφορέα TIM/TOM. 
Επίπεδα γονιδιακής έκφρασης των Α. Tomm7, Β. Τοmm40l, Γ. Timm50 και 

Δ. Timm17b σε διαφοροποιημένα λιποκύτταρα που διαμολύνθηκαν με siRNA 

ειδικά για τα συγκεκριμένα γονίδια. Η ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης 

πραγματοποιήθηκε  με qRT-PCR. Η κανονικοποίηση των τιμών έγινε με τη 

χρήση των επιπέδων έκφρασης της β-ακτίνης. Ε, H. Αντιπροσωπευτικές 

εικόνες και Ζ, Θ. οπτική πυκνότητα εκλουσμένης χρωστικής, που προέκυψαν 

με τη χρήση χρώσης Oil Red O σε WT λιποκύτταρα παρουσία FA (0,5Χ, 
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24ώρες) και των siRNA που υποδεικνύονται. H έκφραση και η οπτική 

πυκνότητα παρουσιάζονται ως αναλογία σε σχέση με την ομάδα siΝeg. Τα 

αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης 

τιμής (mean ± SEM). (Β) Τo σύμβολο * υποδηλώνει σύγκρισή με την ομάδα: 

siΝeg. *p<0,05, (Α-Δ) N=5-7 και (Ε-Θ) Ν=14 ανεξάρτητες καλλιέργειες 

κυττάρων/ομάδα. Μπάρα κλίμακας: 100μΜ 

 

 

Η ύπαρξη σύνδεσης μεταξύ της λειτουργίας του μιτοχονδριακού 

μεταφορέα και της συσσώρευσης λίπους που αποδείχθηκε με το γενετικό 

μοντέλο της αποσιώπησης ΤΙΜ/ΤΟΜ υπομονάδων σε λιποκύτταρα, 

επικυρώθηκε επιπροσθέτως και με τη χρήση φαρμακολογικής προσέγγισης. 

Συγκεκριμένα, πρόδρομα λιποκύτταρα απομονώθηκαν από ιστούς iWAT WT 

μυών, διαφοροποιήθηκαν και εκτέθηκαν στους φαρμακολογικούς αναστολείς 

του μιτοχονδριακού μεταφορέα πρωτεϊνών: Mitoblock 12 (Μ12)  και Μitoblock  

6 (Μ6), παρουσία συμπληρώματος λιπαρών οξέων (Dabir et al., 2013; Miyata 

et al., 2014). Μετά από χρώση Oil Red O παρατηρήθηκε αύξηση της 

αποθήκευσης λιπιδίων στα κύτταρα παρουσία των αναστολέων του ΤΙΜ/ΤΟΜ 

(Εικόνα 4.16 Α, Γ). Η δράση των Μ12 και Μ6 στη συσσώρευση λίπους 

επιβεβαιώθηκε και ποσοτικά με τη μέτρηση της οπτικής πυκνότητας της 

εκλουσμένης χρωστικής (Εικόνα 4.16 Β, Δ).  
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Εικόνα 4.16: Αναστολή της λειτουργίας του μιτοχονδριακού μεταφορέα 
πρωτεϊνών έχει αρνητική δράση έναντι της συσσώρευσης λιπιδίων. Α.  

Αντιπροσωπευτικές εικόνες και Β. οπτική πυκνότητα εκλουσμένης χρωστικής, 

που προέκυψαν με τη χρήση χρώσης Oil Red O σε σε WT λιποκύτταρα 

παρουσία ή απουσία Μ12 (4μΜ, 24ώρες) και FA (0,5Χ, 23ώρες). Γ.  

Αντιπροσωπευτικές εικόνες και Δ. οπτική πυκνότητα εκλουσμένης χρωστικής, 

που προέκυψαν με τη χρήση χρώσης Oil Red O σε σε WT λιποκύτταρα 

παρουσία ή απουσία Μ6 (5μΜ, 24ώρες) και FA (0,5Χ, 23ώρες).  H οπτική 

πυκνότητα παρουσιάζεται ως αναλογία σε σχέση με την ομάδα vehicle. Τα 

αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης 

τιμής (mean ±  SEM). *p<0,05, N=6 ανεξάρτητες καλλιέργειες 

κυττάρων/ομάδα. Μπάρα κλίμακας: 100μΜ. 
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4.9 Υποξία ή ενεργοποίηση του HIF1α σχετίζεται με ελαττωμένα  
επίπεδα έκφρασης ΤΙΜ/ΤΟΜ υπομονάδων 

Tα αποτελέσματα που προέκυψαν από την αποσιώπηση 

υπομονάδων του ΤΙΜ/ΤΟΜ και τους φαρμακολογικούς αναστολείς αυτού στα 

λιποκύτταρα, αποκάλυψαν τη σημαντικότητα της ορθής λειτουργίας του 

μεταφορέα έναντι της συσσώρευσης λιπιδίων, ισχυροποιώντας έτσι την 

υπόθεση της πιθανής συμμετοχής της υπολειτουργίας του TIM/TOM στην 

εκδήλωση του μεταβολικού φαινοτύπου των Μpst-/- HFD μυών. Οι μελέτες 

που ακολούθησαν είχαν ως στόχο τη διερεύνηση του μηχανισμού μέσω του 

οποίου η απαλοιφή του Μpst μπορεί να οδηγήσει σε υποέκφραση διαφόρων 

γονιδίων-υπομονάδων του μιτοχονδριακού αυτού συμπλόκου.  

Η αύξηση της μάζας του λευκού υποδόριου λίπους και κατά συνέπεια 

το αυξημένο σωματικό βάρος των Μpst-/- σε σύγκριση με τα WΤ ποντίκια, 

παρατηρείται μόνο υπό συνθήκες που συμβάλουν στην ανάπτυξη 

φαινοτύπου παχυσαρκίας, όπως η κατανάλωση υπερθερμιδικής δίαιτας ή η 

γήρανση. Δεδομένου αυτού, διάφορες παράμετροι που συνδέονται άμεσα με 

την παχυσαρκία και θα μπορούσαν να επηρεάζονται σε μεγαλύτερο βαθμό 

από την έλλειψη του υπό μελέτη ενζύμου, εξετάστηκαν ως προς το ρόλο τους  

στη δημιουργία του φαινοτύπου των Μpst-/- HFD μυών. Κατά τη λήψη 

υπερθερμιδικής δίαιτας η αυξημένη αποθήκευση λίπους οδηγεί σε αύξηση του 

μεγέθους των λιποκυττάρων. Τα υπερτροφικά λιποκύτταρα χαρακτηρίζονται 

από μειωμένα επίπεδα οξυγόνου αφού η απόσταση τους από το αγγειακό 

σύστημα ξεπερνά συχνά την απόσταση διάχυσης του Ο2 εντός του ιστού 

(Trayhurn, 2013). Η πιθανή ύπαρξη συσχέτισης μεταξύ της υποξίας που 

εντοπίζεται στα λιποκύτταρα παχύσαρκων οργανισμών και της αλλαγής στα 

επίπεδα έκφρασης των TIM/TOM υπομονάδων, διερευνήθηκε.  

Πρόδρομα λιποκύτταρα απομονώθηκαν από τους ιστούς iWAT WT 

μυών και αφού διαφοροποιήθηκαν για διάστημα 7 ημέρων εκτέθηκαν σε 
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χαμηλά επίπεδα οξυγόνου (1%). Tα επίπεδα mRNA έκφρασης των Tomm6, 

Tomm7, Tomm40l και Τιmm50 που συμπεριλαμβάνονται στις TIM/TOM 

υπομονάδες με χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης στο iWAT των Μpst-/- HFD 

μυών, προσδιορίστηκαν. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την qRT- 

PCR ανάλυση απέδειξαν ότι η υποξία οδηγεί σε υποέκφραση των Tomm6, 

Tomm7 και Timm50 στα διαφοροποιημένα λιποκύτταρα (Εικόνα 4.17 Α). Η 

παρατήρηση αυτή επιβεβαιώθηκε επιπροσθέτως σε συνθήκες χημικά 

επαγόμενης υποξίας με τη χρήση του  χλωριούχου κοβάλτιου (Muñoz-

Sánchez and Chánez-Cárdenas, 2019). Ειδικότερα τα  επίπεδα mRNA 

έκφρασης των Tomm6, Tomm7 και Timm50 ελαττώθηκαν σε ποσοστό 

μεγαλύτερο του 50% μετά την έκθεση των λιποκυττάρων στο CoCL2 (Εικόνα 

4.16 Β). 

 Αρκετοί  μεταγραφικοί  παράγοντες έχει αποδειχθεί ότι επάγονται σε 

απάντηση στην υποξία (Cummins and Taylor, 2005) και ενδεχομένως θα 

μπορούσαν να  εμπλέκονται στη μειωμένη γονιδιακή έκφραση των Tomm6, 

Tomm7 και Timm50 που παρατηρείται στα διαφοροποιημένα λιποκύτταρα 

κατά την έκθεση τους σε συνθήκες χαμηλών επιπέδων οξυγόνου. Τα μέλη της 

οικογένειας HIF αποτελούν κύριους εκπροσώπους της κατηγορίας των  

επαγόμενων από την υποξία μεταγραφικών παραγόντων, ενώ ο ιδιαίτερα 

σημαντικός ρόλος του HIF1α στο λιπώδη ιστό υποστηρίζεται από πολλές 

επιστημονικές μελέτες (Gonzalez et al., 2018; Lee et al., 2014). Η επίδραση 

του HIF1α στη γονιδιακή έκφραση των ΤΙΜ/ΤΟΜ υπομονάδων διερευνήθηκε 

με τη χρήση του φαρμακολογικού αγωνιστή αυτού, DMOG. Επαγωγή του 

HIF1α σε διαφοροποιημένα λιποκύτταρα οδήγησε σε μείωση της γονιδιακής 

έκφρασης των Tomm6, Tomm7 ενώ δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στα 

επίπεδα του Timm50 (Εικόνα 4.17 Γ). Τα παραπάνω αποτελέσματα 

επικυρώθηκαν ακολούθως με την αύξηση των επιπέδων HIF1α σε 

διαφοροποιημένα 3Τ3-L1 λιποκύτταρα με τη χρήση του πλασμιδιακού φορέα 

HA-HIF1α P402A/P564A-pcDNA3 κατά τη διάρκεια παροδικής διαμόλυνσης. 
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Πρόκειται για μεταλλαγμένη μορφή του HIF1α όπου τα αμινοξέα προλίνης στις 

θέσεις 402, και 565 έχουν αντικατασταθεί από αμινοξέα αλανίνης ώστε ο 

μεταγραφικός παράγοντας να μην υφίσταται αποικοδόμηση σε συνθήκες 

φυσιολογικών επιπέδων οξυγόνου (Yan et al., 2007a). Η επιτυχημένη 

υπερέκφραση του HIF1α επιβεβαιώθηκε με western blot ανάλυση (Eικόνα 

4.17 Δ) και οι διαφορές στα επίπεδα των υπομονάδων του μιτοχονδριακού 

μεταφορέα της εξωτερικής μεμβράνης αξιολογήθηκαν με qRT-PCR ανάλυση. 

Σε συμφωνία με τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την έκθεση των 

λιποκυττάρων σε DMOG, η γονιδιακή έκφραση των Tomm6 και Tomm7 

μειώθηκε σημαντικά παρουσία του πλασμιδιακού φορέα που φέρει τον HIF1α 

(Εικόνα 4.17 Ε). 
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Εικόνα 4.17: Επίδραση της ενεργοποίησης του HIF1α στα επίπεδα 
έκφρασης γονιδίων-υπομονάδων του ΤΙΜ/ΤΟΜ. Επίπεδα γονιδιακής 

έκφρασης των Τomm6, Tomm7, Τοmm40l, και Timm50 σε συνθήκες Α. 
υποξίας (1% Ο2, 48h), B. CoCL2 -επαγόμενης υποξίας (300μΜ, 24h) και Γ. 

έκθεσης σε DMOG (1mM, 48h). Οι πειραματικές διαδικασίες 

πραγματοποιήθηκαν σε διαφοροποιημένα λιποκύτταρα που προήλθαν από 

ιστούς iWAT WT μυών. Επίπεδα  Δ. έκφρασης πρωτεΐνης HIF1α και Ε. 
γονιδιακής έκφρασης των Τomm6, Tomm7 και Τοmm40l σε 3Τ3-L1 

διαφοροποιημένα λιποκύτταρα που επιμολύνθηκαν με τον πλασμιδιακό 

φορέα HA-HIF1α P402A/P564A-pcDNA3 (48ώρες). Η ανάλυση της 

γονιδιακής έκφρασης πραγματοποιήθηκε  με  qRT-PCR και παρουσιάζεται ως 

αναλογία με την ομάδα (Α) 21% Ο2 ή (Β, Γ) vehicle ή (Ε) vector. Η 

κανονικοποίηση των τιμών έγινε με τη χρήση των επιπέδων έκφρασης της 

18s. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της 

μέσης τιμής (mean ±  SEM), *p<0,05, N=5-8 ανεξάρτητες καλλιέργειες 

κυττάρων/ομάδα.  
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4.10 Ο HIF1α εντοπίζεται σε αυξημένα επίπεδα στους πυρήνες των 
κυττάρων του λευκού υποδόριου λιπώδους ιστού των Μpst-/- HFD μυών 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την έκθεση των λιποκυττάρων 

σε συνθήκες υποξίας και κατά την ενεργοποίηση του HIF1α, αποτελούν 

απόδειξη της εμπλοκής του επαγόμενου από την υποξία μεταγραφικού 

παράγοντα 1α στη μεταγραφή των γονιδίων Tomm6 και Tomm7. Τα μειωμένα 

επίπεδα των συγκεκριμένων υπομονάδων του μεταφορέα της εξωτερικής 

μεμβράνης μετά την ενεργοποίηση του ΗΙF1α υποδεικνύουν μάλιστα την 

ανασταλτική δράση  του παράγοντα στη μεταγραφή τους.  

Σύμφωνα με την RNA-seq ανάλυση στους ιστούς iWAT WT και Μpst-

/- HFD μυών, απαλοιφή του Μpst φαίνεται να σχετίζεται με υπερέκφραση 

γονιδίων χαρακτηριστικών για τη φλεγμονή και την ανοσολογική απόκριση 

(Εικόνα 4.10). Η  ύπαρξη σύνδεσης μεταξύ των δύο αυτών διαδικασιών και 

της ενεργοποίησης του ΗIF1α  έχει περιγραφεί από πολλές επιστημονικές 

μελέτες (Palazon et al., 2014). Τα αποτελέσματα πολλών ερευνών 

υποστηρίζουν επιπροσθέτως την αντιοξειδωτική δράση του ενζύμου ΜPST 

(Kimura et al., 2017; Nagahara, 2018; Nagahara et al., 2013). Μετρήσεις των 

επιπέδων του υπεροξειδίου του υδρογόνου (hydrogen peroxide, H2O2) στο 

λευκό λιπώδη ιστό WT και Μpst-/- μυών που έλαβαν υπερθερμιδική δίαιτα, 

υπέδειξαν αύξηση του H2O2 μετά την απαλοιφή του ενζύμου, παρέχοντας 

επιπλέον απόδειξη για το ρόλο του στη δημιουργία του οξειδωτικού στρες 

(Εικόνα 4.18 Α). Οι δραστικές μορφές οξυγόνου (reactive oxygen species, 

ROS) υποστηρίζεται ότι συμμετέχουν στη ρύθμιση της ενεργοποίησης του 

HIF1α (Bonello et al., 2007; Chandel et al., 2000; Mansfield et al., 2005). 

Τέλος, τα επίπεδα γονιδιακής έκφρασης του επαγόμενου από την υποξία 

μεταγραφικού παράγοντα 1α βρέθηκαν αυξημένα στο iWAT των παχύσαρκων 

μυών με έλλειψη του Μpst (Εικόνα 4.18 Β).  
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H πιθανότητα ύπαρξης αυξημένης πυρηνικής εντόπισης του ΗΙF1α 

στον λευκό υποδόριο λιπώδη ιστό των Μpst-/- μυών που έλαβαν 

υπερθερμιδική δίαιτα, εξετάστηκε ακολούθως. Πυρήνες από ιστούς iWAT, WT 

και Μpst-/- HFD ποντικιών, απομονώθηκαν και οι μεμβράνες τους λύθηκαν 

προκειμένου να απελευθερωθούν οι πυρηνικές πρωτεΐνες. Tα εκχυλίσματα 

που προέκυψαν χρησιμοποιήθηκαν στη συνέχεια για ανάλυση western blot. 

Αυξημένα επίπεδα του HIF1α ανιχνεύθηκαν στο σύνολο των πυρηνικών 

πρωτεϊνών των Μpst-/- HFD μυών σε σύγκριση με των WΤ (Εικόνα 4.18 Γ). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.18: O HIF1α εντοπίζεται σε υψηλότερα επίπεδα στους πυρήνες 
του λευκού υποδόριου λίπους των Μpst-/- HFD μυών. Α. Eπίπεδα Η2Ο2, 

Β. διάγραμμα heatmap της γονιδιακής έκφρασης του Hif1α και Γ. επίπεδα του 

HIF1α στο σύνολο των πυρηνικών πρωτεϊνών, στον iWAT, WT και Μpst-/- 

μυών μετά τη λήψη υπερθερμιδικής δίαιτας. Τα επίπεδα Η2Ο2 προέκυψαν με 

τη χρήση του αντιδραστηρίου ΑmpliFlue red και μέτρηση φθορισμού. Τα 

επίπεδα γονιδιακής έκφρασης του Hif1α προσδιορίστηκαν με RNA-seq 

ανάλυση και τα επίπεδα της πρωτεϊνικής έκφρασης  με ανάλυση western blot. 

Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως αναλογία με την ομάδα WT HFD. (Γ) Η 

κανονικοποίηση των τιμών έγινε με τη χρήση των επιπέδων έκφρασης της 

ιστόνης 3 (histone 3, H3). Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το 

σταθερό σφάλμα της μέσης τιμής (mean ±  SEM), *p<0,05, N=3-5 

ποντίκια/ομάδα.  



Αποτελέσματα 

 

 - 130 - 

4.11 Ο HIF1α προσδένεται στους υποκινητές ΤΟΜ υπομονάδων στον 
ιστό iWAT των Μpst-/- HFD μυών 

 Η μειωμένη γονιδιακή έκφραση των Tomm6 και Tomm7 που 

εντοπίζεται στο λευκό υποδόριο λιπώδη ιστό των Μpst-/- HFD μυών σε 

συνδυασμό με τα αυξημένα επίπεδα του HIF1α στους πυρήνες των κυττάρων 

του, είναι σε συμφωνία με τα αποτελέσματα των πειραμάτων σε 

διαφοροποιημένα λιποκύτταρα που υποδεικνύουν την κατασταλτική δράση 

τουHIF1α στην έκφραση τους. Προκειμένου να επιβεβαιώσουμε την εμπλοκή 

του ΗΙF1α στην έκφραση των συγκεκριμένων ΤΟΜ υπομονάδων στο iWAT 

των Μpst-/- HFD μυών μελετήσαμε τις περιοχές πρόσδεσης του μεταγραφικού 

παράγοντα με τη χρήση της ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης (Chomatin 

Immunopercipitation, ChIP), ακολουθούμενης από αλληλούχιση (ChIP-Seq).  

 O θερμικός χάρτης που προέκυψε από την πειραματική προσέγγιση 

του ChΙP παρουσιάζει χαρακτηριστικό πρότυπο επιτυχημένης 

ανοσοκατακρήμνισης (Εικόνα 4.19). Ακολούθως ελέγχθηκε η πρόσδεση του 

HIF1α σε περιοχές του γονιδιώματος. Η βιοπληροφορική ανάλυση 

αποκάλυψε την εμπλοκή του HIF1α στη μεταγραφή μεγάλου αριθμού 

γονιδίων στον λευκό υποδόριο λιπώδη ιστό των γενετικά τροποποιημένων 

μυών. Μεταξύ αυτών εντοπίστηκαν 156 γονίδια που σύμφωνα με τα 

αποτελέσματα του RNA-seq υποεκφράζονται στο iWAT των Μpst-/- HFD 

ποντικιών. GO ανάλυση των γονιδίων αυτών υπέδειξε το μιτοχόνδριο ως το 

κυτταρικό οργανίδιο που κατεξοχήν επηρεάζεται. Είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον 

το γεγονός ότι τα γονίδια που προέκυψαν σχετίζονται τόσο με το μεταφορέα 

της εξωτερικής μεμβράνης του μιτοχονδρίου όσο και με την αναπνευστική 

αλυσίδα (Εικόνα 4.20 Α), υποδεικνύοντας έτσι την εμπλοκή του επαγόμενου 

από την υποξία μεταγραφικού παράγοντα στις αλλαγές στο προφίλ 

μεταγραφής γονιδίων με σημαντικό ρόλο στην εκδήλωση του φαινοτύπου των 

Μpst-/- HFD μυών. Πρόσδεση του ΗΙF1α ανιχνεύθηκε στoυς υποκινητές των 
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Tomm6 και Tomm7, επιβεβαιώνοντας τη συσχέτιση του με τη ρύθμιση της 

έκφρασης των υπομονάδων του ΤΟΜ και παρέχοντας επιπλέον ένδειξη για 

την κατασταλτική του δράση (Εικόνα 4.20 Β) στη μεταγραφή τους. ΗΙF1α 

πρόσδεση εντοπίστηκε επίσης στις εγγύς ρυθμιστικές περιοχές των Cox14, 

Ndufv1, και Atp5g1, τα οποία συμμετέχουν στη συγκρότηση της 

αναπνευστικής αλυσίδας και παρουσιάζουν ελαττωμένη έκφραση στο iWAT 

των Μpst-/- HFD μυών (Εικόνα 4.20 Β).  
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Εικόνα 4.19: Θερμικός χάρτης που προέκυψε από HIF1α-ChIP σε ιστούς 
iWAT Μpst-/- HFD μυ. Ο θερμικός χάρτης παρουσιάζει την ισχύ πρόσδεσης 

κατά μήκος περιοχών του γονιδιώματος στις οποίες ανιχνεύτηκε στατιστικά 

σημαντική πρόσδεση του HIF1α +/- 3 kb από το κέντρο κάθε περιοχής. 
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Εικόνα 4.20: Ο HIF1α εμπλέκεται στη ρύθμιση της μεταγραφής γονιδίων 
που υποεκφράζονται στον ιστό iWAT Μpst-/- HFD και συμμετέχουν στη 
συγκρότηση του μιτοχονδριακού μεταφορέα πρωτεϊνών και της 
αναπνευστικής αλυσίδας. Α. Διάγραμμα Venn που απεικονίζει τη συσχέτιση 

μεταξύ των υποεκφραζόμενων γονιδίων που εντοπίζονται στο σύνολο των 

διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων (Differentially expressed genes, DEGs) 

στο iWAT των Μpst-/- HFD  μυών και προήλθαν από RNA-Seq και των 

γονιδίων που προέκυψαν από την ChIP-Seq ανάλυση για τον ΗΙF1α. GO 

ανάλυση των γονιδίων που προέκυψαν από την συσχέτιση για την κατηγορία 

κυτταρικά οργανίδια. Β. Πρόσδεση του HIF1α στα Tomm6, Tomm7, Cox14, 

Ndufv1 και Atp5g1 στο iWAT των Μpst-/- HFD. Ν=1-3/ποντίκια/ ομάδα. 
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4.12 Αύξηση των επιπέδων του MPST λειτουργεί θετικά έναντι της 
συσσώρευσης λιπιδίων 

Όλες οι παραπάνω μελέτες ανέδειξαν το σημαντικό ρόλο του ενζύμου 

ΜPST στη φυσιολογία του λιπώδους ιστού και την παθογένεια της 

παχυσαρκίας. Οι μελέτες που ακολούθησαν επικεντρώθηκαν στη διερεύνηση 

της χρησιμότητας των παραπάνω ευρημάτων για τη θεραπεία της 

μεταβολικής αυτής νόσου. Δεδομένου ότι η απαλοιφή του Mpst συνδέεται με 

επαγωγή της συσσώρευσης λιπιδίων και κατά συνέπεια της αύξησης 

σωματικού βάρους, η πιθανότητα τα αυξημένα επίπεδα του ενζύμου να έχουν 

θετική δράση έναντι της συσσώρευσης του λίπους, εξετάστηκε. Πρόδρομα 

λιποκύτταρα απομονώθηκαν από τον ιστό iWAT WT μυών και αφού 

διαφοροποιήθηκαν, επιμολύνθηκαν με τον πλασμιδιακό φορέα pcDNA3.1-V5-

MPST. Η επιτυχημένη επιμόλυνση των κυττάρων επιβεβαιώθηκε με την 

ανίχνευση αυξημένων επιπέδων του ΜPST με ανάλυση western blot (Eικόνα 

4.21 A) και οι διαφορές στη συσσώρευση λίπους αξιολογήθηκαν με τη χρήση 

της χρώσης Οil Red O. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα που προέκυψαν, η 

υπερέκφραση του MPST οδήγησε σε μείωση του μεγέθους των 

λιποσταγονιδίων (Eικόνα 4.21 Β) και κατά συνέπεια σε ελάττωση της 

συνολικής αποθήκευσης λίπους εντός των λιποκυττάρων  (Eικόνα 4.21 Γ). Η 

παρατήρηση αυτή αποτελεί επιπλέον απόδειξη της ύπαρξης συσχέτισης 

μεταξύ των επιπέδων έκφρασης του MPST και της συσσώρευσης λιπιδίων και 

αποδεικνύει τη θετική δράση του ενζύμου έναντι αυτής. 
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Εικόνα 4.21: Υπερέκφραση του ΜPST σε λιποκύτταρα συνδέεται με 
ελαττωμένη συσσώρευση λιπιδίων. Α. Επίπεδα έκφρασης του ΜPST, B. 
αντιπροσωπευτικές εικόνες και Γ. οπτική πυκνότητα εκλουσμένης χρωστικής, 

που προέκυψαν με (Α) ανάλυση western blot και (Β, Γ) χρώση Oil Red O σε 

WT λιποκύτταρα που επιμολύνθηκαν με τον πλασμιδιακό φορέα pcDNA3.1-

V5-3-MPST (48ώρες). Η κανονικοποίηση των τιμών έγινε με τη χρήση των 

επιπέδων έκφρασης της β-τουμπουλίνης. Η οπτική πυκνότητα παρουσιάζεται 

ως αναλογία σε σχέση με την ομάδα vector. Τα αποτελέσματα εκφράζονται 

ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± SEM). *p<0,05, 

N=4-6 ανεξάρτητες καλλιέργειες κυττάρων/ομάδα. Μπάρα κλίμακας: 100μΜ. 
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4.13 H χορήγηση SG1002 σε παχύσαρκους μύες μειώνει τη 
συσσώρευση λίπους στον iWAT και βελτιώνει τον φαινότυπο αύξησης 
βάρους 

Το MPST αποτελεί σημαντική πηγή ενδογενούς παραγωγής 

υδροθείου. Η θετική δράση του έναντι της συσσώρευσης λίπους αποτελεί 

απόδειξη της σημαντικότητας του ρόλου των επιπέδων του H2S για τη 

μεταβολική υγεία του οργανισμού. Η αξία των παραπάνω αποτελεσμάτων στη 

θεραπεία της παχυσαρκίας, εξετάστηκε ακολούθως in vivo με τη χρήση του 

δότη πολυσουλφιδίων SG1002. Συγκεκριμένα, WT ποντίκια έλαβαν 

υπερθερμιδική δίαιτα και το σωματικό τους βάρος ελέγχθηκε εβδομαδιαία. 

Μετά το πέρας 10 εβδομάδων, οι παχύσαρκοι μύες χωρίστηκαν τυχαία σε δύο 

ομάδες: μύες που συνέχισαν να λαμβάνουν HFD (WT HFD) και μύες που 

συνέχισαν να λαμβάνουν HFD παρουσία του δότη υδροθείου SG1002 στη 

τροφή (WT HFD+SG1002). Κατά το διάστημα χορήγησης του SG1002 

πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις σωματικού βάρους τα αποτελέσματα των 

οποίων απέδειξαν την αντίσταση στην προκαλούμενη από HFD αύξηση 

σωματικού βάρους, των μύων που έλαβαν το δότη. Ειδικότερα, τα 

πειραματόζωα παρουσία του SG1002, αύξησαν το σωματικό τους βάρους 

κατά μέσο όρο 8 γραμμάρια λιγότερο από ότι απουσία αυτού (Εικόνα 4.22 Α). 

Η επιτυχημένη προσθήκη του δότη στην τροφή και η απορρόφηση του 

επιβεβαιώθηκαν με τη μέτρηση των επιπέδων σουλφυδριλιωμένων 

πρωτεϊνών στον λευκό υποδόριο ιστό των υπό μελέτη ομάδων. Tο SG1002 

οδήγησε σε αύξηση κατά μέσο όρο 60% των επιπέδων των πρωτεϊνών που 

έχουν υποστεί τη μετα-μεταφραστική τροποποίηση της σουλφυδριλίωσης 

(Εικόνα 4.22 Β). Η αντίστοιχη πειραματική διαδικασία πραγματοποιήθηκε 

παράλληλα σε πειραματόζωα με λήψη φυσιολογικής δίαιτας. Καμία διαφορά 

σωματικού βάρους δεν παρατηρήθηκε στα ποντίκια που έλαβαν CD (WT CD) 

σε σύγκριση με αυτά που έλαβαν τη δίαιτα παρουσία του δότη (WT 

CD+SG1002) και επομένως απορρίφθηκε η πιθανότητα ο φαινότυπος 
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μειωμένου βάρους των WT HFD SG1002 μυών να οφείλεται σε τοξική δράση 

του δότη (Εικόνα 4.22 Γ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.22: Το SG1002 οδηγεί σε ελαττωμένη αύξηση βάρους κατά τη 
λήψη υπερθερμιδικής δίαιτας. A. Kαμπύλη σωματικού βάρους, 

αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες και Β. προσδιορισμός επιπέδων 

σουλφυδριλιωμένων πρωτεϊνών υποδόριου λευκού λιπώδους ιστού, WT 

μυών κατά τη χορήγηση HFD παρουσία ή απουσία SG1002. Γ. Kαμπύλη 

σωματικού βάρους των ομάδων WT CD και WT CD+SG1002. Τα επίπεδα 

πρωτεϊνών προσδιορίστηκαν με την μέθοδο dimedone switch ακολουθούμενη 

από ανάλυση western blot. (Β) Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως 
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αναλογία με την ομάδα WT HFD και η κανονικοποίηση των τιμών έγινε με τη 

χρήση των επιπέδων έκφρασης της β-ακτίνης. Τα αποτελέσματα εκφράζονται 

ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± SEM),*p<0,05, 

(Α, Γ) N=7 και (Β) Ν=4 ποντίκια/ομάδα. 

 

 

Κατά τη διάρκεια λήψης ΗFD, τα πειραματόζωα τοποθετήθηκαν στα 

CLAMS προκειμένου να εξεταστούν διάφορες σημαντικές παράμετροι του 

μεταβολισμού. Οι διαφορές που παρατηρήθηκαν ήταν αντίθετες από αυτές 

που ανιχνεύθηκαν στις αντίστοιχες παραμέτρους στα Μpst-/- HFD ποντίκια. Η 

κατανάλωση Ο2, η παραγωγή CO2 και ο μεταβολικός ρυθμός ήταν αυξημένα 

μετά τη χορήγηση του δότη, υποδεικνύοντας τη θετική δράση του SG1002 στο 

μεταβολισμό (Εικόνα 4.23 Α-Γ). Η λήψη του φαρμακολογικού δότη υδροθείου 

οδήγησε επιπλέον σε μειωμένη αντίσταση στη γλυκόζη και την ινσουλίνη, 

βελτιώνοντας τον φαινότυπο διαβήτη που παρατηρείται μετά από μεγάλα 

διαστήματα κατανάλωσης υπερθερμιδικής δίαιτας (Εικόνα 4.23 Δ, Ε). 
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Εικόνα 4.23: Η χορήγηση SG1002 αυξάνει το μεταβολικό ρυθμό και 
βελτιώνει την αντίσταση στη γλυκόζη και την ινσουλίνη των 
παχύσαρκων μυών. Μέτρηση Α. κατανάλωσης Ο2, B. παραγωγής CO2, Γ. 
μεταβολικού ρυθμού, και δοκιμασία ανοχής στην Δ. γλυκόζη και Ε. ινσουλίνη 

WT μυών κατά τη χορήγηση HFD, παρουσία ή απουσία του SG1002. Τα 

αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης 

τιμής (mean ± SEM),*p<0,05, (Α-Γ) N=4 και (Δ, Ε) Ν=7ποντίκια/ομάδα. 

 

 

 Όσον αφορά το βάρος και τη μορφολογία των ιστών iWAT, gWAT και 

iBAΤ, σε συμφωνία με τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη μελέτη του 

φαινοτύπου των μυών με απαλοιφή του Mpst, διαφορές παρατηρήθηκαν μόνο 

στον λευκό υποδόριο λιπώδη ιστό (Εικόνα 4.24 A). Το βάρος του ήταν 

μειωμένο στην ομάδα μυών που έλαβε το δότη ενώ η χρώση Η&Ε σε τομές 
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που προέκυψαν από τους ιστούς λίπους αποκάλυψε τη μειωμένη 

συσσώρευση λιπιδίων στο iWAT των WT HFD+SG1002 μυών (Εικόνα 4.24 

Β). Το εμβαδόν της επιφάνειας των λιποκυττάρων στους ιστούς iWAT και 

sWAT προσδιορίστηκε ακολούθως. Το μέγεθος των λιποκυττάρων ήταν 

μειωμένο στον υποδόριο λευκό λιπώδη ιστό των ποντικιών που έλαβαν το 

δότη ενώ δεν παρατηρήθηκαν αλλαγές στο σπλαχνικό λιπώδη ιστό, 

επιβεβαιώνοντας την παρατήρηση της θετικής επίδρασης του SG1002 στην 

αποθήκευσή λίπους (Εικόνα 4.24 Γ).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.24: H αποθήκευση λίπους είναι μειωμένη στον υποδόριο λευκό 
λιπώδη ιστό WT μυών που έλαβαν υπερθερμιδική δίαιτα παρουσία 
SG1002. Α. Βάρος, Β. αντιπροσωπευτικές εικόνες τομών με χρώση  Η&Ε και 

Γ. εμβαδόν επιφάνειας λιποκυττάρων των ιστών iWAT και gWAT, WT HFD 

και HFD+SG1002 μυών. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το 

σταθερό σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± SEM), *p<0,05, (A) N=7 (Β, Γ) και 

N=4 ποντίκια/ομάδα. Μπάρα κλίμακας: 200μΜ. 
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Επιπροσθέτως αξίζει να σημειωθεί ότι η χορήγηση του δότη 

παράλληλα με την υπερθερμιδική δίαιτα δεν επηρέασε την ποσότητα 

ημερήσιας πρόσληψης τροφής και δεν είχε καμία επίδραση στη 

δραστηριότητα των μυών (Εικόνα 4.25 Α-Δ). Τα παραπάνω αποτελέσματα 

απέκλεισαν το ενδεχόμενο ο φαινότυπος μειωμένου σωματικού βάρους των 

ποντικιών της ομάδας WT HFD+SG1002 να οφείλεται σε μειωμένη 

κατανάλωση τροφής ή αυξημένη δραστηριότητα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.25: Πρόσληψη τροφής και συνολική δραστηριότητα WT HFD 
μυών παρουσία ή απουσία του SG1002. Μετρήσεις Α. ημερήσιας 

κατανάλωσης τροφής, Β. οριζόντιας κίνησης, Γ. κάθετης κίνησης και Δ. 
συνολικής δραστηριότητας, WT μυών που έλαβαν υπερθερμιδική δίαιτα 

παρουσία ή απουσία δότη υδροθείου. Οι συγκεκριμένες παράμετροι 
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αξιολογήθηκαν για διάρκεια 72 ωρών  με τη χρήση του συστήματος CLAMS. 

Οι τιμές της ημερήσιας πρόσληψης τροφής παρουσιάζονται ως αναλογία σε 

σχέση με την ομάδα WT HFD. Οι τιμές συνολικής δραστηριότητας 

παρουσιάζονται σε αριθμό καταγραφών (counts). Τα αποτελέσματα 

εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± 

SEM), *p<0,05, N=4 ποντίκια/ομάδα. 

 

 

Η ικανότητα του δότη SG1002 ως προς την αντιστροφή του 

φαινοτύπου παχυσαρκίας αποδείχθηκε επιπροσθέτως και στα Μpst-/- HFD 

ποντίκια. Σε αντιστοιχία με τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν στα WT 

ποντίκια, μύες με απαλοιφή του Μpst-/- έλαβαν υπερθερμιδική δίαιτα για 

διάστημα 10 εβδομάδων και ακολούθως χωρίστηκαν τυχαία στις ομάδες Μpst-

/- HFD και Μpst-/- HFD+SG1002. Οι μετρήσεις σωματικού βάρους απέδειξαν 

ότι η χορήγηση του δότη στα Μpst-/- HFD δρα θετικά στον φαινότυπο των 

πειραματόζωων, παρέχοντας επιπλέον απόδειξη για τη σημαντικότητα  του 

ρόλου των επιπέδων H2S στην παχυσαρκία (Εικόνα 4.26). 
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Εικόνα 4.26: Η χορήγηση SG1002 αντιστρέφει τον φαινότυπο πρόωρης 
παχυσαρκίας που εμφανίζουν τα Μpst-/- ποντίκια κατά τη λήψη HFD. 
Kαμπύλη σωματικού βάρους Μpst-/- HFD μυών παρουσία ή απουσία SG1002. 

Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό σφάλμα της μέσης 

τιμής (mean ± SEM),*p<0,05, N=7ποντίκια/ομάδα. 
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4.14 Το Νa2S3 δρα θετικά έναντι της αύξησης σωματικού βάρους και της 
συσσώρευσης λίπους 

 Έχοντας αποδείξει τη θετική δράση του SG1002 έναντι της 

παχυσαρκίας, διερευνήθηκε ακολούθως αν η δράση αυτή συνδέεται μόνο με 

το συγκεκριμένο δότη υδροθείου ή χαρακτηρίζει όλη την ομάδα 

φαρμακολογικών δοτών αυτού. Για το σκοπό αυτό, η πειραματική μελέτη 

χορήγησης υδροθείου σε παχύσαρκους μύες, επαναλήφθηκε με τη χορήγηση 

Na2S3. Τα WT ποντίκια αφού έγιναν παχύσαρκα με την κατανάλωση 

υπερθερμιδικής δίαιτας για διάστημα 3 μηνών, συνέχισαν να λαμβάνουν HFD 

για χρονικό διάστημα 8  ακόμα εβδομάδων με παρουσία ή απουσία του Na2S3. 

Οι μύες έλαβαν το δότη με ημερήσια ενδοπεριτοναϊκή ένεση (WT HFD+ 

Na2S3) ενώ στην ομάδα αναφοράς πραγματοποιήθηκαν ενέσεις με PBS (WT 

HFD). Σε συμφωνία με τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη χορήγηση 

SG1002, το Na2S3 βελτίωσε τον φαινότυπο παχυσαρκίας των μυών 

οδηγώντας σε μικρότερη αύξηση βάρους κατά τη λήψη της υπερθερμιδικής 

δίαιτας (Εικόνα 4.27 Α). 

 Η θετική δράση του εξωγενώς χορηγούμενου υδρόθειου στη μείωση 

συσσώρευσης λίπους που παρατηρήθηκε στους παχύσαρκους μύες, 

επιβεβαιώθηκε επιπροσθέτως και στο in vitro μοντέλο των διαφοροποιημένων 

κυττάρων που περιγράφηκε παραπάνω. Τα λιποκύτταρα εκτέθηκαν σε Na2S3 

παρουσία ή απουσία συμπληρώματος λιπαρών οξέων και η αποθήκευση 

λίπους παρατηρήθηκε με τη χρήση χρώσης Oil Red O. Η εξωγενής χορήγηση 

δότη υδροθείου οδήγησε σε μείωση της προκαλούμενη από τα FA 

συσσώρευσης λιπιδίων (Εικόνα 4.27 Β). Η παρατήρηση αυτή επικυρώθηκε 

και ποσοτικά με τη μέτρηση της απορρόφησης της χρωστικής (Εικόνα 4.27Γ). 
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Εικόνα 4.27: Η δράση του Νa2S3 στη συσσώρευση λίπους και το 
σωματικό βάρος. Α. Καμπύλη σωματικού βάρους WT HFD μυών κατά τη 

χορήγηση Νa2S3. B. Αντιπροσωπευτικές εικόνες και Γ. οπτική πυκνότητα 

εκλουσμένης χρωστικής, που προέκυψαν με χρώση Oil Red O σε WT 

λιποκύτταρα παρουσία ή απουσία Νa2S3 (100μΜ, 24ώρες) και FA (0,5Χ, 

24ώρες). Η οπτική πυκνότητα παρουσιάζεται ως αναλογία σε σχέση με την 

ομάδα vehicle. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέση τιμή ± το σταθερό 

σφάλμα της μέσης τιμής (mean ± SEM). (Γ) Τα σύμβολα *,#,+ υποδηλώνουν 

σύγκρισή με τις ομάδες: vehicle, Νa2S3 και FA, αντίστοιχα. *,#,+p<0,05, N=5-

6 ανεξάρτητες καλλιέργειες κυττάρων/ομάδα. Μπάρα κλίμακας: 100μΜ.
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5. Συζήτηση 

Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε ο ρόλος του ενζύμου MPST, που 

συμμετέχει στην ενδογενή παραγωγή υδροθείου, στην παθογένεια της 

παχυσαρκίας και ακολούθως εξετάστηκε η δράση του Η2S στην θεραπεία 

αυτής (Εικόνα 5.1). Τα κύρια ευρήματα που προέκυψαν ήταν τα εξής: 1) Τα 

επίπεδα έκφρασης του ΜPST είναι μειωμένα στους ιστούς λίπους (iWAT, 

gWAT, iBAT) των παχύσαρκων μύων, 2) τα Μpst-/- ποντίκια εμφανίζουν 

αυξημένη συσσώρευση λιπιδίων στον υποδόριο λευκό λιπώδη ιστό και 

πρόωρο φαινότυπο παχυσαρκίας κατά τη λήψη υπερθερμιδικής δίαιτας, 3) 

παρόμοιος φαινότυπος αυξημένου σωματικού βάρους εκδηλώνεται επίσης 

στα Μpst-/- CD ποντίκια κατά τη φυσιολογική διαδικασία της γήρανσης, 4) η 

γονιδιακή έκφραση πολλών υπομονάδων του συμπλόκου TIM/TOM και κατά 

συνέπεια η μεταφορά πρωτεϊνών στο εσωτερικό των μιτοχονδρίων και οι 

μιτοχονδριακές λειτουργίες, είναι μειωμένα στον iWAT των Μpst-/- ΗFD 

ποντικιών, 5) αναστολή της λειτουργίας του ΤΙΜ/ΤΟΜ προκαλεί αυξημένη 

συσσώρευση λίπους 6) συνθήκες υποξίας και ενεργοποίησης του HIF1α 

συνδέονται με ελαττωμένα επίπεδα γονιδιακής έκφρασης ΤΙΜ/ΤΟΜ 

υπομονάδων, 7) ο HIF1α εντοπίζεται σε αυξημένα επίπεδα στους πυρήνες 

του λευκού υποδόριου λιπώδους ιστού των Μpst-/- ΗFD μυών και προσδένεται 

στους υποκινητές ή στις εγγύς περιοχές μεταγραφικής ρύθμισης γονιδίων-

υπομονάδων του ΤΟΜ και της αναπνευστικής αλυσίδας και 8) χορήγηση  του 

δότη πολυσουλφιδίων SG1002 αντιστρέφει τον φαινότυπο αύξησης βάρους 

των παχύσαρκων μυών.  

 

 

 

 



Συζήτηση 

 - 147 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5.1: Ο ρόλος του Μpst στην ενεργειακή ομοιόσταση του 
υποδόριου λευκού λιπώδους ιστού κατά τη λήψη υπερθερμιδικής 
δίαιτας. Απαλοιφή του Μpst σε μύες που λαμβάνουν HFD οδηγεί σε μειωμένη 

γονιδιακή έκφραση διαφόρων υπομονάδων του ΤΙΜ/ΤΟΜ και της 

αναπνευστικής αλυσίδας του iWAT. Ελάττωση της έκφρασης των γονιδίων 

του μεταφορέα συνεπάγεται την υπολειτουργία του συμπλόκου και έχει ως 

αποτέλεσμα τη μειωμένη εισαγωγή πρωτεϊνών εντός των μιτοχονδρίων. 

Λειτουργίες, όπως η β-οξείδωση και ο κύκλος του κιτρικού οξέος, στις όποιες 

συμμετέχουν οι συγκεκριμένες πρωτεΐνες, μειώνονται, υποδεικνύοντας την 

ελαττωμένη ικανότητα  του κυττάρου ως προς το μεταβολισμό των λιπαρών 

οξέων. Η περίσσεια λιπαρών οξέων που προσλαμβάνεται από την 

υπερθερμιδική δίαιτα και είναι αδύνατον να μεταβολιστεί, αποθηκεύεται  στο 



Συζήτηση 

 - 148 - 

λιποκύτταρο με τη μορφή τριγλυκεριδίων με συνέπεια την αύξηση του 

μεγέθους του και την επέκταση του υποδόριου λευκού λιπώδους ιστού.  

 

 

Στο πρώτο μέρος της παρούσας μελέτης εξετάστηκαν τα επίπεδα 

έκφρασης των CBS, CSE και ΜPST στον λιπώδη ιστό φυσιολογικού βάρους 

και παχύσαρκων μυών. Ελάχιστες μελέτες έχουν δημοσιευθεί όσον αφορά την 

έκφραση των ενζύμων ενδογενούς παραγωγής υδροθείου σε λιποκύτταρα και 

ιστούς λίπους. Επίπεδα πρωτεϊνικής έκφρασης των CSE και CBS έχουν 

ανιχνευθεί τόσο στον σπλαχνικό λευκό όσο και στον φαιό λιπώδη ιστό των 

μυών, ωστόσο η παρουσία του MPST σε επίπεδο πρωτεΐνης είχε επικυρωθεί 

μόνο στον gWAT (Feng et al., 2009; Liu et al., 2018; Yang et al., 2018). Τα 

ευρήματα που παρουσιάζονται στη συγκεκριμένη μελέτη αποδεικνύουν την 

ύπαρξη έκφρασης των CBS, CSE και MPST στους ιστούς λευκού (υποδόριου 

και σπλαχνικού) και φαιού λίπους. Σημειώνεται ότι έκφραση των τριών 

ενζύμων βιοσύνθεσης υδροθείου έχει ανιχνευθεί επίσης σε 3Τ3-L1 

διαφοροποιημένα λιποκύτταρα (Tsai et al., 2015).  

Τα επίπεδα του CSE στους λιπώδεις ιστούς παχύσαρκων 

πειραματόζωων έχουν διερευνηθεί, ωστόσο τόσο αύξηση όσο και μείωση 

αυτών έχει αναφερθεί (Geng et al., 2013; Liu et al., 2018; Velmurugan et al., 

2015). Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης αποδεικνύουν ότι χορήγηση 

υπερθερμιδικής δίαιτας σε ποντίκια οδηγεί σε μείωση των επιπέδων του 

MPST στο iWAT, gWAT και iBAT, ενώ η έκφραση των CBS και CSE δεν 

επηρεάζεται σε κανέναν από τους ιστούς αυτούς. Οι διαφορές μεταξύ των 

ευρημάτων θα μπορούσαν να οφείλονται στις διαφορές στη σύσταση της 

δίαιτας και τη διάρκεια χορήγησης της μεταξύ των μελετών. Είναι ιδιαίτερα 

ενδιαφέρον το γεγονός ότι μειωμένη έκφραση του ΜPST έχει επίσης 

ανιχνευθεί στο ήπαρ παχύσαρκων μύων, ενώ καμία διαφορά δεν εντοπίζεται 
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στα επίπεδα του ενζύμου στους πνεύμονες και τους νεφρούς των HFD ζώων 

(Peh et al., 2014).  

Σε συμφωνία με τα ελαττωμένα επίπεδα του ΜPST στο λιπώδη ιστό 

μετά τη λήψη υπερθερμιδικής δίαιτας, μειωμένη βρέθηκε και η συγκέντρωση 

του υδροθείου στους ιστούς iWAT και gWAT των HFD πειραματόζωων. 

Μελέτες αναφέρουν ότι ο φαινότυπος παχυσαρκίας συνδέεται επιπροσθέτως 

με χαμηλότερα επίπεδα του αέριου διαβιβαστή στο αίμα. Η παρατήρηση αυτή 

δεν αντικατοπτρίζει μόνο την ελαττωμένη παραγωγή Η2S στον λιπώδη ιστό, 

αλλά και στο καρδιαγγειακό σύστημα, το ήπαρ, τους πνεύμονες και τους 

νεφρούς (Barr et al., 2015; Geng et al., 2013; Jenkins et al., 2016). 

Επιπροσθέτως, δεδομένου ότι η αύξηση σωματικού βάρους συνδέεται με 

υψηλότερα επίπεδα ROS αλλά και του ότι το υδρόθειο μεταβολίζεται σε 

συνθήκες οξειδωτικού στρες, τα μειωμένα επίπεδα του κατά την παχυσαρκία 

πιθανώς να είναι συνέπεια της συνύπαρξης ελαττωμένης παραγωγής και 

αυξημένου καταβολισμού (Fernández-Sánchez et al., 2011; Ruskovska and 

Bernlohr, 2013; Stein and Bailey, 2013; Suzuki et al., 2011). 

 Την παρατήρηση των ελαττωμένων επιπέδων έκφρασης του ΜPST 

στον λιπώδη ιστό παχύσαρκων μυών, ακολούθησε σειρά πειραμάτων με 

στόχο τη διερεύνηση του ρόλου αυτού στην αύξηση σωματικού βάρους. Τα 

Μpst-/- ποντίκια  χρησιμοποιήθηκαν ως in vivo μοντέλο μελέτης του ενζύμου. 

Συγγενή ανεπάρκεια ή έλλειψη του ΜPST στον άνθρωπο έχει συσχετισθεί με 

την εμφάνιση της ασθένειας mercaptolactate-cysteine disulfiduria. Πρόκειται 

για κληρονομική μεταβολική διαταραχή που σχετίζεται με μη φυσιολογική 

συμπεριφορά, νοητική καθυστέρηση, επιληπτικές κρίσεις και ψυχικές 

διαταραχές (Crawhall et al., 1968). Τα Μpst-/- ποντίκια αναφέρεται ότι 

εμφανίζουν αυξημένο άγχος που εκδηλώνεται μέσω της συμπεριφοράς τους 

(Nagahara et al., 2013). Ο φαινότυπος των συγκεκριμένων μυών έχει επίσης 

μελετηθεί στο καρδιαγγειακό σύστημα με έλλειψη του ενζύμου υπό 

φυσιολογικές συνθήκες να μην φαίνεται να επηρεάζει τις κύριες λειτουργίες 
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αυτού (Peleli et al., 2020). Κατανάλωση υπερθερμιδικής δίαιτας οδήγησε σε 

μεγαλύτερη αύξηση του σωματικού βάρους, των  Μpst-/- μυών σε σύγκριση με 

τα WT που εκτέθηκαν στις ίδιες συνθήκες. Αξίζει να σημειωθεί ότι η πρωτεΐνη 

σουλφοτρανσφεράση του θειοθειικού (thiosulfate sulfurtransferase, TST), η 

οποία παρουσιάζει υψηλού ποσοστού ομολογία με την MPST υποστηρίζεται 

επίσης ότι ασκεί θετική δράση έναντι της παχυσαρκίας (Morton et al., 2016). 

Επιπροσθέτως, σε συμφωνία με τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τα 

Μpst-/- ποντίκια, υπερέκφραση του CBS σε αρουραίους κατά τη λήψη 

υπερθερμιδικής δίαιτας, συνεπάγεται μείωση του σωματικού τους βάρους 

(Zheng et al., 2018). Τα ευρήματα ωστόσο μελετών που χρησιμοποιούν 

γενετική απαλοιφή ή φαρμακολογική αναστολή του CSE με ταυτόχρονη 

χορήγηση HFD οδηγούν σε μικρότερη ή καμία διαφορά στην αύξηση 

σωματικού βάρους, υποδεικνύοντας την ύπαρξη διαφορετικού ρόλου μεταξύ 

των CSE και MPST στο μεταβολισμό (Geng et al., 2013; Guo et al., 2019; 

Mani et al., 2015; Yang et al., 2018). Το αυξημένο σωματικό βάρος των Μpst-

/- CD μυών που παρατηρήθηκε κατά τη γήρανση παρέχει επιπλέον απόδειξη 

για την ύπαρξη ισχυρής συσχέτισης μεταξύ του ρόλου του MPST και της 

παθογένειας της παχυσαρκίας. 

 Η εκδήλωση διαβήτη θεωρείται ως μία από τις πιο συνηθισμένες 

συνέπειες αυτής (Chobot et al., 2018). O ρόλος του ΜPST στην ομοιόσταση 

της γλυκόζης δεν είχε διερευνηθεί έως σήμερα. Τα αποτελέσματα που 

παρουσιάζονται παραπάνω υποστηρίζουν την ύπαρξη υψηλότερων 

επιπέδων γλυκόζης και ινσουλίνης και αυξημένης αντίστασης σε αυτές στα 

Μpst-/- HFD ποντίκια. Υπερέκφραση του CBS σε αρουραίους που έλαβαν 

υπερθερμιδική δίαιτα οδήγησε σε βελτιωμένη ευαισθησία στη γλυκόζη και την 

ινσουλίνη (Zheng et al., 2018). Τα ευρήματα μελετών που εξετάζουν τον ρόλο 

του ενδογενώς παραγομένου από το CSE υδροθείου στην ανάπτυξη 

φαινοτύπου διαβήτη κατά την παχυσαρκία δεν είναι ξεκάθαρα. Απαλοιφή του 

Cse σε μύες που κατανάλωσαν HFD αναφέρεται ότι προκαλεί μειωμένη 
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αντίσταση στη γλυκόζη (Okamoto et al., 2013). Τα αποτελέσματα άλλης 

ομάδας ερευνητών υποστηρίζουν το αντίθετο (Guo et al., 2019). Τα γενετικά 

τροποποιημένα ποντίκια με έλλειψη του CSE που χρησιμοποιούνται στα δύο 

δημοσιευμένα άρθρα που αφορούν τις αντίστοιχες μελέτες είναι  διαφορετικά. 

Φαρμακολογική αναστολή του CSE με τη χρήση PAG σε HFD αναφέρεται ότι 

οδηγεί σε βελτίωση της ευαισθησίας στη γλυκόζη και την ινσουλίνη (Geng et 

al., 2013). 

 Η επαγωγική δράση της έλλειψης δραστικότητας του MPST στη 

συσσώρευση λιπιδίων των λευκών λιποκυττάρων που εντοπίζονται υποδόρια 

υπό συνθήκες υπολειτουργίας του μεταβολισμού, αποδεικνύεται στη 

συγκεκριμένη μελέτη με τρεις διαφορετικές προσεγγίσεις: Μpst-/- HFD 

ποντίκια, γηρασμένα Μpst-/- CD ποντίκια και in vitro με τη χρήση του 

φαρμακολογικού αναστολέα του ενζύμου και συμπληρώματος λιπαρών 

οξέων. Ο ρόλος του MPST στη φυσιολογία του λιπώδους ιστούς δεν είχε 

αποτελέσει αντικείμενο έρευνας έως σήμερα, επομένως όσα δεδομένα 

υπάρχουν για την επίδραση του ενδογενώς παραγόμενου υδροθείου σε αυτή 

προέχονται από μελέτες του ρόλου των CBS και CSE. Υπερέκφραση τoυ CBS 

σε αρουραίους κατά τη λήψη υπερθερμιδικής δίαιτας έχει συσχετιστεί με 

μειωμένη μάζα του λευκού λιπώδους ιστού (Zheng et al., 2018).  Σε ποντίκια 

απαλοιφή του CSE σε HFD έχει αναφερθεί ότι οδηγεί σε μείωση της μάζας και 

του μεγέθους λιποκυττάρων του gWAT, ωστόσο άλλη μελέτη υποστηρίζει την 

αύξηση της εναπόθεσης λίπους στον ίδιο ιστό (Guo et al., 2019; Yang et al., 

2018). Χορήγηση PAG προκαλεί ελάττωση στο βάρος των iWAT και gWAT 

παχύσαρκων μυών (Geng et al., 2013). In vitro, ο ρόλος του ενδογενώς 

παραγόμενου υδροθείου έχει εξεταστεί μόνο στα 3T3-L1 κύτταρα κατά τη 

διαφοροποίηση τους σε λιποκύτταρα. Τα κυριότερα ευρήματα των μελετών 

αυτών υποστηρίζουν, αυξημένη συσσώρευση λίπους μετά από αποσιώπηση 

του Cbs ή υπερέκφραση του Cse και μειωμένη μετά από αποσιώπηση του 

Cse ή έκθεση σε PAG (Cai et al., 2016; Comas et al., 2020; Yang et al., 2018). 
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Αν και τα συγκεκριμένα αποτελέσματα δεν είναι απόλυτα συγκρίσιμα με αυτά 

της παρούσας μελέτης αφού προέρχονται από άλλο κυτταρικό τύπο και οι 

πειραματικοί χειρισμοί πραγματοποιούνται κυρίως κατά την διαφοροποίηση, 

υποδεικνύουν παρόμοια δράση των CBS και ΜPST στην επέκταση των 

λιποσταγονιδίων. 

Αύξηση στο βάρος και στην εναπόθεση λιπιδίων παρατηρήθηκε 

επίσης στο ήπαρ των Μpst-/- ΗFD και γηρασμένων Μpst-/- CD μυών. Το 

εύρημα αυτό είναι σε συμφωνία με την επαγωγή της συσσώρευσης λίπους 

στο λευκό λιπώδη ιστό, το αυξημένο βάρος και τη μειωμένη ευαισθησία στην 

ινσουλίνη αυτών, αφού η εκδήλωση στεάτωσης συνδέεται συχνά με τον 

φαινότυπο της παχυσαρκίας (Samuel et al., 2004). Πρόσφατη μελέτη 

υποστηρίζει ότι μείωση των επιπέδων του MPST με τη χρήση είτε αδενοϊού  

είτε ετερόζυγων Μpst-/+ μυών βελτιώνει τον φαινότυπο στεάτωσης που 

προκαλείται από τη λήψη HFD. Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρούνται από 

την έλλειψη του ενζύμου σε καλλιέργεια ηπατοκυττάρων παρουσία λιπαρών 

οξέων. Στην ίδια μελέτη, αναφέρεται ότι μείωση του MPST οδηγεί σε αυξημένα 

και όχι μειωμένα επίπεδα υδροθείου. Η συγκεκριμένη ομάδα υποστηρίζει ότι 

ο φαινότυπος βελτιωμένης εναπόθεσης λίπους στο ήπαρ καθώς επίσης και η 

αύξηση της συγκέντρωσης του H2S στα ζώα με έλλειψη MPST, οφείλεται στην 

παρουσία υψηλότερων επιπέδων έκφρασης του CSE, παρέχοντας αποδείξεις 

για την αλληλεπίδραση των δύο ενζύμων στα ηπατοκύτταρα (Li et al., 2017). 

Σημειώνεται ότι στη συγκεκριμένη μελέτη έχει χρησιμοποιηθεί διαφορετικό 

γενετικό μοντέλο Μpst-/- μυών και διαφορετική διάρκεια  χορήγησης δίαιτας 

από ότι στα πειράματα που παρουσιάζουμε παραπάνω. Όσον αφορά το ρόλο 

του CSE στη συσσώρευση λίπους στο ήπαρ, παρά τα αντίθετα αποτελέσματα 

που υποστηρίζονται σχετικά με την αύξηση βάρους και την ευαισθησία στη 

γλυκόζη των Cse-/- HFD μυών, οι ερευνητικές ομάδες φαίνεται να συμφωνούν 

στο ότι τα συγκεκριμένα ποντίκια παρουσιάζουν αυξημένη εναπόθεση λίπους 

στο ήπαρ (Guo et al., 2019; Mani et al., 2015). 
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Πολλές δημοσιευμένες μελέτες υποστηρίζουν ότι αυξημένη 

κατανάλωση τροφής οδηγεί σε μιτοχονδριακή δυσλειτουργία μέσω 

διαφορετικών μηχανισμών, συμπεριλαμβανομένης της εμφάνισης 

οξειδωτικού στρες και φλεγμονής (Fernández-Sánchez et al., 2011; Gao et 

al., 2010; Sutherland et al., 2008; Valerio et al., 2006). Η αυξημένη έκφραση 

γονιδίων που σχετίζονται με την ανάπτυξη φλεγμονής, τα μειωμένα επίπεδα 

έκφρασης των υπομονάδων της αναπνευστικής αλυσίδας, η μειωμένη 

εισαγωγή πρωτεϊνών εντός των μιτοχονδρίων και οι μειωμένες μιτοχονδριακές 

λειτουργίες, που παρατηρούνται στα Μpst-/- HFD ποντίκια βρίσκονται σε 

συμφωνία με τις μελέτες αυτές. Η μειωμένη έκφραση των υπομονάδων της 

οξειδωτικής φωσφορυλίωσης που παρατηρείται στoυς υπό μελέτη μύες 

υποστηρίζεται από τα ευρήματα δημοσιευμένων μελετών που συνδέουν τον 

φαινότυπο της παχυσαρκίας με μειωμένα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων 

που συμμετέχουν στην αναπνευστική αλυσίδα (Fischer et al., 2015; Heinonen 

et al., 2015). Μειωμένα επίπεδα  υπομονάδων του ΤΟΜ έχουν εντοπιστεί στα 

μιτοχόνδρια των λιποκυττάρων ασθενών με διαβήτη τύπου 2 ενώ η ύπαρξη 

μεταβολών των ΤΙΜ/ΤΟΜ υπομομάδων κατά την αύξηση σωματικού βάρους 

δεν έχει διερευνηθεί (Gómez-Serrano et al., 2017). Στην παρούσα μελέτη 

αποδεικνύουμε την ύπαρξη ελαττωμένης έκφρασης των Tomm6, Tomm7, 

Tomm40l, Tomm34, Timm17b, Timm50, Timm8b, Timm13, και Pam16  στον 

υποδόριο λευκό λιπώδη ιστό των Μpst-/- HFD. Η σημαντικότητα της 

παρατήρησης αυτής για την λειτουργία του ΤΙΜ/ΤΟΜ complex υποστηρίζεται 

από την μειωμένη εισαγωγή πρωτεϊνών εντός των μιτοχονδρίων του iWAT 

των υπό μελέτη μυών.  

Ο ρόλος του ΤΙΜ/ΤΟΜ στην φυσιολογία του λιπώδους ιστούς και στην 

συσσώρευση λίπους δεν έχει διερευνηθεί. Σε συμφωνία με τα ευρήματα που 

παρουσιάζουμε, πρόσφατη έρευνα αναφέρει την ύπαρξη μειωμένης 

εισαγωγής πρωτεϊνών στα μιτοχόνδρια παχύσαρκων μυών, ωστόσο η 

ελαττωμένη εισαγωγή σχετίζεται με φραγή του πόρου και δεν εξετάζεται η 
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συμμετοχή της παρατήρησης αυτής στην επέκταση του λιπώδους ιστού (An 

et al., 2019). Στην παρούσα μελέτη αποδεικνύουμε ότι η ταυτόχρονα μειωμένη 

γονιδιακή έκφραση συνδυασμού TIM/TOM υπομονάδων που παρατηρείται 

στα Μpst-/- HFD είναι ικανή να προκαλέσει αυξημένη συσσώρευση λίπους στα 

λιποκύτταρα του iWAT, παρουσία FA. Τα ευρήματα μας υποδεικνύουν 

επιπροσθέτως την σημαντικότητα των ΤOMM7 και ΤOMM40L τόσο για τη 

λειτουργικότητα του συμπλέγματος  όσο και για την εναπόθεση λίπους, αφού 

μείωση της γονιδιακής έκφρασης έστω και μίας υπομονάδας εξ’ αυτών, είναι 

ικανή να επάγει περεταίρω την προκαλούμενη από FA συσσώρευση λιπιδιών. 

Η σημαντικότητα των υπομονάδων που συγκρατούν το συμπλόκο ΤΟΜ στη 

μεταφορά των πρωτεϊνών ενισχύεται από το γεγονός ότι αν και τουλάχιστον 

πέντε διαφορετικές κατηγορίες πρόδομων πρωτεϊνών που ακολουθούν 

διαφορετική πορεία μεταφοράς κατά την εισαγωγή τους εντός των 

μιτοχονδρίων έχουν αναφερθεί, κοινή πρώτη πύλη εισόδου για την 

πλειοψηφία αυτών αποτελεί ο μεταφορέας της εξωτερικής μεμβράνης 

(Schmidt et al., 2010). To ΤΟΜΜ40L αποτελεί ισομορφή του ΤOMM40 

(Kinoshita et al., 2007). Υποέκφραση του Tomm40 οδηγεί σε μειωμένη 

εισαγωγή πρωτεϊνών στα μιτοχόνδρια (Billing et al., 2011; Gottschalk et al., 

2014). To TOMM7 συμμετέχει στη συνοχή και σταθερότητα του ΤΟΜ και 

υποστηρίζεται ότι δρα συμπληρωματικά με την υπομονάδα ΤΟΜΜ6 

(Hönlinger et al., 1996). O ακριβής ρόλος του στη μεταφορά πρωτεϊνών δεν 

έχει αποσαφηνιστεί πλήρως και τόσο αύξηση όσο και μείωση αυτής παρουσία 

μειωμένων επιπέδων της συγκεκριμένης υπομονάδας έχει αναφερθεί 

(Hönlinger et al., 1996; Shi et al., 2018; Yamano et al., 2010). H σύνδεση 

μεταξύ μειωμένης λειτουργίας του ΤΙΜ/ΤΟΜ και αυξημένης συσσώρευσης 

λίπους υποστηρίζεται στην παρούσα μελέτη και με τη χρήση των 

φαρμακολογικών αναστολέων αυτού Μ12 και Μ6 (Dabir et al., 2013; Miyata 

et al., 2014). 
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Αν και υπάρχουν αρκετές μελέτες που με in vitro προσεγγίσεις 

μεταβολής της γονιδιακής έκφρασης διαφόρων  υπομονάδων του TIM/TOM 

αποδεικνύουν τη σημαντικότητα αυτής για τη λειτουργία του μεταφορά, ο 

τρόπος ενδογενούς ρύθμισης της έκφρασης των γονιδίων που τον 

συγκροτούν δεν έχει μελετηθεί. Τα αποτελέσματα που παρουσιάζουμε  

υποδεικνύουν την κατασταλτική δράση του HIF1α στην έκφραση των Tomm6, 

Tomm7 στα λιποκύτταρα. Αποδεικνύουν επιπροσθέτως ότι τα Μpst-/- HFD 

χαρακτηρίζονται από αυξημένα επίπεδα του επαγόμενου από την υποξία 

μεταγραφικού παράγοντά 1α στους πυρήνες των κυττάρων του iWAT και 

επιβεβαιώνουν την πρόσδεση του HIF1α στους υποκινητές των Tomm6, 

Tomm7 στον συγκεκριμένο ιστό. 

Πρόσδεση του HIF1α ανιχνεύθηκε επίσης στις εγγύς περιοχές 

μεταγραφής των Cox14, Ndufv1, και Atp5g1 στον υποδόριο λευκό λιπώδη 

ιστό των Μpst-/- HFD ποντικιών. Η παρατήρηση αυτή σε συνδυασμό με τα 

μειωμένα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων στο iWAT των υπό μελέτη μυών 

βρίσκεται σε συμφωνία με τα αποτελέσματα ερευνών που υποστηρίζουν την 

ύπαρξη κατασταλτικής δράσης του HIF1α στις υπομονάδες της 

αναπνευστικής αλυσίδας (Okamoto et al., 2017; Soro-Arnaiz et al., 2016). 

Η εμπλοκή του HIF1α στην εκδήλωση του μεταβολικού φαινοτύπου 

των Μpst-/- HFD υποστηρίζεται επίσης από επιστημονικές εργασίες που 

αναφέρουν ότι επαγωγή αυτού οδηγεί σε επιδείνωση της προκαλούμενης από 

την παχυσαρκία φλεγμονής και αντίστασης στην ινσουλίνη, ενώ η έλλειψη του 

μειώνει την εναπόθεση λίπους και την αύξηση σωματικού βάρους και 

βελτιώνει την ευαισθησία στην ινσουλίνη κατά την πρόσληψη υπερθερμιδικής 

δίαιτας (Jiang et al., 2011; Krishnan et al., 2012; Lee et al., 2014, 2019; Zhang 

et al., 2010). Aξίζει να σημειωθεί ότι η επαγωγή του HIF1α έχει συσχετισθεί 

επίσης με την αυξημένη εναπόθεση λίπους που εμφανίζεται κατά τη γήρανση 

(Soro-Arnaiz et al., 2016). O ρόλος του MPST στη ρύθμιση του HIF1α δεν έχει 

διερευνηθεί, ωστόσο τα αποτελέσματα πρόσφατης μελέτης αποδεικνύουν ότι 
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το ενδογενώς παραγόμενο από το CBS υδρόθειο σουλφυδριλιώνει το ένζυμο 

υδροξυλάση της προλίνης 2 (prolyl 2 hydoxylase, PHD2) που πυροδοτεί την 

αποικοδόμηση του HIF1α, αυξάνοντας έτσι την ενεργότητά του. Κατά 

συνέπεια έλλειψη του CBS οδηγεί σε μείωση της λειτουργίας της PHD2 και 

σταθεροποίηση του HIF1α (Dey et al., 2020).  Στην ίδια κατεύθυνση φαίνεται 

να είναι και τα αποτελέσματα που προέρχονται από πειραματικές 

προσεγγίσεις με τη χρήση δοτών υδροθείου και υποστηρίζουν ότι αύξηση των 

επιπέδων αυτού δρα ανασταλτικά έναντι της ενεργοποίησης του HIF1α (Kai 

et al., 2012; Wu et al., 2012a). 

H δημιουργία οξειδωτικού στρες στο λευκό λιπώδη ιστό  επάγεται κατά 

την ανάπτυξη του φαινοτύπου της παχυσαρκίας (Masschelin et al., 2020; 

McMurray et al., 2016). Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται στη 

συγκεκριμένη μελέτη αποδεικνύουν την ύπαρξη υψηλότερων επιπέδων ROS 

στον ιστό iWAT των Μpst-/- HFD μυών. Η αντιοξειδωτική δράση του MPST 

έχει υποστηριχθεί και από άλλες επιστημονικές ομάδες (Kimura et al., 2017; 

Nagahara, 2018; Nagahara et al., 2013) ενώ αυξημένα επίπεδα H2O2 έχουν 

επίσης ανιχνευθεί στην καρδιά των Μpst-/- μυών και σε zebrafish με έλλειψη 

του ενζύμου (Katsouda et al., 2020; Peleli et al., 2020). Δεδομένων των 

αποτελεσμάτων των μελετών που υποστηρίζουν ότι αύξηση των ROS 

συνδέεται με αυξημένη ενεργοποίηση του επαγόμενου από την υποξία 

μεταγραφικού παράγοντα 1α, η επαγωγή της δημιουργίας  οξειδωτικού στρες 

στον υποδόριο λευκό λιπώδη ιστό των Μpst-/- HFD μυών θα μπορούσε 

πιθανόν να εμπλέκεται στον αυξημένο πυρηνικό εντοπισμό του μεταγραφικού 

παράγονται που παρατηρείται (Bonello et al., 2007; Chandel et al., 2000; 

Mansfield et al., 2005). 

Στο τελευταίο μέρος της παρούσας μελέτης διερευνήθηκε η 

χρησιμότητα των ευρημάτων που προέκυψαν από τη μελέτη του μεταβολικού 

φαινοτύπου των Μpst-/- HFD στη θεραπεία της παχυσαρκίας. Χορήγηση 

SG1002 αναστρέφει τον φαινότυπο παχύσαρκων ποντικιών, μειώνει την 
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συσσώρευση λίπους στον iWAT και βελτιώνει τις δυσμενείς συνέπειες που 

εμφανίζονται κατά την παχυσαρκία. Η θετική δράση της αύξησης των 

επιπέδων του υδροθείου έναντι της αύξησης σωματικού βάρους που 

παρατηρείται κατά τη λήψη υπερθερμιδικής δίαιτας επιβεβαιώθηκε 

επιπροσθέτως με τη χρήση του δότη Νa2S3. Παρόμοιες μελέτες έχουν 

πραγματοποιηθεί με τη χρήση του δότη ΝaHS. Χορήγηση αυτού σε 

παχύσαρκους μύες οδηγεί σε μείωση της επαγόμενης από HFD αύξησης  του 

σωματικού βάρους ωστόσο παρόμοια μελέτη σε αρουραίους αναφέρει τη μη 

ύπαρξη μεταβολής (Gomez et al., 2019; Sun et al., 2015; Wu et al., 2015, 

2016). Οι μελέτες αυτές παρουσιάζουν θετικά αποτελέσματα στο ρόλο του 

δότη στην εναπόθεση λίπους στο ήπαρ, στην δημιουργία ίνωσης στους 

νεφρούς και σε διάφορες παραμέτρους της ορθής λειτουργίας της καρδιάς, 

ωστόσο σε καμία από αυτές δεν εξετάζεται η επίδραση του NaHS στην 

παρατηρούμενη επέκταση του υποδόριου λευκού λιπώδους ιστού κατά την 

παχυσαρκία (Gomez et al., 2019; Sun et al., 2015; Wu et al., 2015, 2016). 

Χορήγηση GYY4137 κατά τη λήψη HFD δεν οδηγεί σε αλλαγές στο σωματικό 

βάρος σύμφωνα με δημοσιευμένη μελέτη (Geng et al., 2013). Ωστόσο η 

συγκεκριμένη ερευνητική ομάδα εξετάζει τη δράση του δότη στο μοντέλο 

πρόληψης και όχι σε μοντέλο θεραπείας της παχυσαρκίας αφού η χορήγηση 

του ξεκινά από την πρώτη ημερά λήψης της υπερθερμιδικής δίαιτας. 

Ταυτόχρονη λήψη SG1002 και HFD έχει αναφερθεί από μία μόνο ερευνητική 

ομάδα έως σήμερα, ωστόσο στη συγκεκριμένη μελέτη χορηγείται HFD με 60% 

περιεκτικότητα σε λίπος και για διάστημα 24 εβδομάδων. Η λήψη 60% HFD 

απέχει από τη συνήθη ανθρώπινη υπερθερμιδική δίατα. Η μελέτη αυτή 

επιπροσθέτως εστιάζει σε παραμέτρους της ορθής λειτουργίας της καρδιάς 

ενώ δεν διερευνάται η  δράση του δότη στη φυσιολογία του λιπώδους ιστού 

(Barr et al., 2015). Τέλος αξίζει να σημειωθεί ότι χρήση του SG1002 έχει 

πραγματοποιηθεί σε κλινικές μελέτες φάσης I για την καρδιακή ανεπάρκεια 

(Polhemus et al., 2015).  
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Συγκεντρωτικά, στη συγκεκριμένη μελέτη εξετάζεται για πρώτη φορά 

ο ρόλος του ενζύμου MPST στην φυσιολογία του υποδόριου λευκού λιπώδους 

ιστού και στην ανάπτυξη της παχυσαρκίας. Αποδεικνύεται η καταλυτική 

σημασία της ορθής λειτουργίας του μιτοχονδριακού μεταφορέα πρωτεϊνών για 

την αποικοδόμηση των λιπαρών οξέων και κατά συνέπεια την αποφυγή 

εμφάνισης αυξημένης συσσώρευσης λιπιδίων στα λιποκύτταρα. 

Παρουσιάζεται ένας νέος τρόπος ρύθμισης της λειτουργίας του ΤΙΜ/ΤΟΜ που 

σχετίζεται με την έκφραση των υπομονάδων του και αποδεικνύεται η θετική 

δράση του SG1002 έναντι της παχυσαρκίας και των δυσμενών συνεπειών 

που σχετίζονται με αυτή. Όλα τα παραπάνω ευρήματα, υποδεικνύουν το 

MPST/H2S και τα σηματοδοτικά μονοπάτια στα μιτοχόνδρια που ρυθμίζονται 

από αυτό ως νέους υποψήφιους στόχους για τη ρύθμιση της ενεργειακής 

ομοιόστασης  στον λιπώδη ιστό και την αντιμετώπιση της παχυσαρκίας.
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