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  תודה

    

המידע על , המקצועיו ליווי הצמודעל ה, זכריה מדר 'פרופתודות מקרב לב ל

  . לרגלי ועל הדחיפה המתמדת למצויינותוהחוכמה הרבה שהיו כנר

  

אבי שמאי שהצליח תמיד להאיר והבהיר את הדברים מזווית ' תודות רבות לדר
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  תקציר
א כי הוא מעורב במטבוליזם של שומן מצנאדיפונקטין הוא הורמון המופרש מרקמת השומן ו

בכבד ובשרירי השלד , AdipoR2 - וAdipoR1, אדיפונקטין נקשר לשני רצפטורים. וגלוקוז

 AMP Kinase (AMPK)השפעותיו משוייכות לשפעול האנזים . ומפעיל שרשרת של קינאזות

ר  ובכך מפחית את ייצוacetyl-CoA carboxylase (ACC)המזרחן ומעכב את האנזים 

מחקרים מראים כי ככל הנראה לצריכה הקלורית תפקיד בבקרה על רמות . CoA-מלוניל

ידי שינויים בהרגלי  נמצא כי הגבלה קלורית וירידה במשקל המושגת על. אדיפונקטין בסרום

 2השמנה וסוכרת סוג , להבדיל. זמן קשורות לרמות אדיפונקטין גבוהות בסרוםלאורך אכילה 

מטרת המחקר הנוכחי היתה להעריך .  ברמות אדיפונקטין בפלסמהנמצאו קשורות לירידה

 והחלבון אדיפונקטין mRNAאת השפעות ההגבלה הקלורית ותזונה עשירה בשומן על ביטוי 

בניסוי התזונה העשירה בשומן נבדקה מידת , בנוסף. ברקמת השומן ועל רמותיו בסרום

  .ובשריר והביטוי של הרצפטורים בכבד ACC - וAMPKהזרחון של 

 60% או (AL) ממין זכר קיבלו תזונה ללא הגבלה Sprague Dawleyארבע עשרה חולדות 

העליה במשקל של .  חודשים4 מהצריכה היומית הממוצעת במשך (CR)הגבלה קלורית 

 היו OGTTעקומות . AL היתה נמוכה במובהק מאשר בקבוצת CRהחולדות בקבוצת 

אולם השטח מתחת לעקומה לא נבדל , סת הגלוקוז דקות לאחר העמ120 - ו60נמוכות מעט 

לא .  לא נבדלו בין הקבוצותHOMA-IRרמות גלוקוז ואינסולין בצום וכן מדד . בין הקבוצות

 של אדיפונקטין וברמות החלבון ברקמת השומן של חולדות mRNAנמצאו הבדלים בביטוי 

ות בחולדות בקבוצת רמות אדיפונקטין היו גבוה, אולם. AL בהשוואה לחיות CRבקבוצת 

CR) 6.61±0.60µg/ml 3.07±0.42  לעומתµg/ml P<0.001 .( נמצא גם קשר הפוך בין

  .רמות אדיפונקטין בסרום ומשקל רקמת השומן האפידידמלית ומשקל הגוף

 או (HF) ממין זכר הוזנו בדיאטה עשירה בשומן C57BL/6Jארבעים עכברים בניסוי אחר 

 היתה HFהעליה במשקל הגוף של העכברים בקבוצת .  חודשים4בדיאטת ביקורת במשך 

 היו HF של קבוצת OGTTעקומות . מובהק משל העכברים בקבוצת הביקורתאופן גדולה ב

רמות . מתחת לעקומה דקות לאחר העמסת סוכר וכן השטח 90 - ו60מובהק אופן גבוהות ב

 היו גבוהים HOMA-IR גלוקוז בצום לא נבדלו בין הקבוצות אולם רמות אינסולין בצום ומדד

 mRNAנמצאה ירידה מובהקת בביטוי .   בהשוואה לקבוצת הביקורתHFבמובהק בקבוצת 

רמות , אולם. HFברקמת השומן של עכברי ) 15%(וברמות החלבון ) 51%(של אדיפונקטין 

נמצא קשר ישיר בין רמות , יחד עם זאת. אדיפונקטין בסרום לא נבדלו בין הקבוצות

  .HFרום למשקל רקמת השומן האפידידמלית של העכברים בקבוצת אדיפונקטין בס

 40% - ירד ב העכברים בכבדAdipoR2 - וAdipoR1 של הרצפטורים mRNAהביטוי של 

לא נמצאה . בשרירים הביטוי של הרצפטורים הוכפל, לעומת זאת.  בהתאמה60% -וב

ה ירידה מובהקת  נמצאבשריר, אולם.  בכבדAMPKהשפעה של התזונה על ביטוי וזרחון 

בשריר .  בכבד לא נבדל בין הקבוצותACCהביטוי והזרחון של . AMPKבזרחון והשפעול של 

  .HF המזורחן בקבוצת ACCנמצאה ירידה מובהקת ברמות 
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הגבלה קלורית . ניכר מהתוצאות כי לתזונה השפעה חשובה על ביטוי ורמות אדיפונקטין

דיאטה עשירה , מצד שני. בביטויו ברקמת השומןהגבילה רמות אדיפונקטין בסרום ללא שינוי 

בשומן גרמה לירידה ברגישות לאינסולין ולביטוי אדיפונקטין ברקמת השריר ללא שינוי 

בשני הניסויים לא נמצא מתאם בין מידת הרגישות לאינסולין . ברמות אדיפונקטין בסרום

ני הבקרה שלאחר מדגישות את מורכבות מנגנותוצאות אלה . ורמות אדיפונקטין בסרום

נמצא כי תזונה עשירה בשומן הגבירה את , בנוסף. התרגום של רמות אדיפונקטין בסרום

ביטוי הרצפטורים לאדיפונקטין בשרירים בעוד שפעילות האנזימים הקשורים לאדיפונקטין 

. בכבד ירד הביטוי של הרצפטורים ואילו פעילות האנזימים לא הושפעה, לעומת זאת. ירדה

הגורמים אלה עולה כי לתזונה עשירה בשומן השפעה ספציפית לרקמה על מתוצאות 

למרות שיש קשר ברור בין תזונה למידת הרגישות , לסיכום. הקשורים בפעילות אדיפונקטין

  .עדיין לא ברור תפקידו של אדיפונקטין בקשר הזה, לאינסולין
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  מונחים וקיצורים
 

  

ACC – Acetyl CoA Carboxylase 

AMPK – adenosine mono phosphate activated kinase 

APS - Ammonium persulfate  

BSA - Bovine serum albumin 

DEPC - diethyl pyrocarbonate 

DTT- Dithiothreitol 

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid 

HEPES - 4-(2-Hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid 

HOMA-IR - Homeostatic model assessment. 

NP-40- Nonidet P-40 

PAGE - Polyacrylamide gel electrophoresis 

PEPCK – phospho enol pyruvate carboxy kinase  

PMSF - Phenylmethanesulfonyl fluoride 

PPAR – peroxisome proliferator activated receptor 

PVP-Polyvinylpyrrolidone 

SDS - Sodium dodecyl sulfate 

TBS- Tris buffer saline 

TBS-t - Tris buffer saline with 0.1% Tween-20 

TEMED - N, N, N, N  – Tetramethylethylenediamine 

Tris - Tris (hydroxymethyl) aminomethane 

TRITON-X 100 polyoxyethylene(10) isooctylphenyl ether 
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  מבוא . 1
זהו גורם סיכון . יתר בעולם המערבי הינה סוגיה בריאותית מדאיגהשמנת הההעליה החדה ב

נה בעולם המערבי וז הת. או מחלות לב2עיקרי למחלות מסכנות חיים כגון סוכרת מסוג 

, מרכיבים תזונתיים בודדיםש נמצא. מאופיינת בתכולה גבוהה של שומן וסוכרים פשוטים

עליה בצריכת . )Yu et al. 2002(אינסולין משפיעים ישירות על תנגודת לכולל חומצות שומן 

 ,)Spiegelman and Flier 1996(השומן בתזונה קשורה גם להצטברות רקמת שומן 

בגדילה מואצת ובלתי תקינה צטברות שומנים בכל תאי הגוף וכן השמנת יתר מאופיינת בהו

 אלא,  רק איבר אוגר אנרגיה השומן אינהכיום ידוע ומקובל כי רקמת. של תאי שומן

 גם רקמה אנדוקרינית המפרישה מגוון היא. משתתפת בוויסות של ההומיאוסטאזיס האנרגטי

, )Shulman 2000( כגון חומצות שומן חופשיות רחב של מולקולות בעלות פעילות ביולוגית

 .Maffei et al. 1995( ,PAI-1 )Shimomura et al(לפטין , )White et al. 1992(אדיפסין 

 ואדיפונקטין )Steppan et al. 2001( ,TNFα )Hotamisligil 1999(רזיסטין , )1996

)Scherer et al. 1995( . הראיות המצטברות מעידות שחלק מהמולקולות המופרשות

גיה של תנגודת לאינסולין וטרשת עורקים הקשורות מרקמת השומן מעורבות בפיזיולו

  .בהשמנה
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  אדיפונקטין 1.1

  הקדמה 1.1.1

רבע קבוצות שונות באמצע שנות התשעים אי "אדיפונקטין הוא חלבון שהתגלה במקביל ע

 ACRP30 וקבוצתו בשם Schererי " ע1995ותואר לראשונה בשנת 

 (adipocyte complement related protein of 30kDa))Scherer et al. 1995( .

 AdipoQ ,GBP28 gelatin binding protein of 28kDa האחרות קראו לו בשמות הקבוצות

   APM1 - adipose most abundant gene transcript 1 -ו

(Hu et al. 1996; Maeda et al. 1996; Nakano et al. 1996).247 - מ החלבון בנוי 

קצה אמיני לא , הרצף הראשוני שלו כולל רצף איתות שנחתך מהחלבון הבוגר, חומצות אמינו

לקצה .  בעל מבנה קולאגני וקצה קרבוקסילי בעל מבנה גלובולריdomainשמור שלאחריו 

למרות היעדר דימיון , tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) - דמיון מבני להקרבוקסילי

החלבון עובר מודיפיקציות לאחר השעתוק הכוללות גליקוזילציות על שיירי . ברצף הראשוני

איזורים ה . בדומיין הקולאגני94 והידרוקסילציה על פרולין 104 - ו68,71,80ליזין במיקומים 

  .)Wang et al. 2002( שמורים מבחינה אבולוציוניתשעוברים מודיפיקציות נמצאו 

   החלבון יוצר מבנה טרימר בסיסי ככל הנראה דרך הדומיין הגלובולרי

)Shapiro and Scherer 1998( ,בתנאים מסויימים אף ניתן לזהות דימר)Scherer et al. 

   באתר הקולאגני39י קשר דיסולפידי על ציסטאין " שנוצר ככל הנראה ע)1995

)Pajvani et al. 2003( .  הטרימר יוצר מבנים מסדר גבוה יותר באמצעות אסוציאציות בין

המבנים מסדר גבוה הם דימרים של . ההליקס המשולש של האתר הקולאגני של הטרימר

הקרויים גם הקסמרים ובסרום מצויים אדיפונקטין בעל משקל מולקולרי נמוך , טרימרים

(LMW) . ההקסמרים יוצרים בינהם מבנים מסדר גבוה יותר שבסרום נמצאים כאדיפונקטין

  .(Shapiro and Scherer 1998) (HMW)בעל משקל מולקולרי גבוה 

  
 (Kadowaki 2005) מבנים מסדר גבוה של אדיפונקטין: 1תמונה 



 10

   מטאבוליות של אדיפונקטיןהשפעות 1.1.2

איזור . ם ומורכב משלושה אקסונים ושני אינטרוני3q27ם על כרומוזום הגן לאדיפונקטין ממוק

 כאתר לגנים מועמדים הקשורים לפנוטיפ התסמונת המטבוליתזה של הכרומוזום נמצא 

(Kissebah et al. 2000) .תפקיד  ממלאהמידע העדכני ביותר מצביע על כך שאדיפונקטין 

אך מנגנוני הפעילות המדוייקים של אדיפונקטין ותפקידו בהגברת , חשוב ברגישות לאינסולין

- הנמדדים בה ההורמון מצוי בריכוזים גבוהים בפלסמ. הרגישות לאינסולין עדיין נחקרים

 µg/ml.בניגוד להורמונים וציטוקינים אחרים המופרשים מרקמת השומן כגון לפטין ו - TNF-

α,בבני אדם ובמכרסמים2תנגודת לאינסולין וסוכרת מסוג ,  ריכוזו יורד במצבים של השמנה  

)Scherer et al. 1995; Hotta et al. 2000; Weyer et al. 2001( . נראה שלמבנים בעלי

גברת המשקלים השונים של ההורמון המצויים בפלסמה פעילות שונה ושעיקר פעילות ה

 Pajvani et al. 2003; Pajvani et(מבנה בעל המשקל הגבוה ל קשורההרגישות לאינסולין 

al. 2004( . ידוע שאדיפונקטין מעורב במטבוליזם של גלוקוז ושומן(Berg et al. 2002).  הוא

י "מן בשריר ומחזק את עיכוב הגלוקוניאוגנזה בכבד שנגרם עמגביר חמצון חומצות שו

, מתן אדיפונקטין לעכברים הביא לירידה חדה ומובהקת ברמות הגלוקוז בפלסמה. אינסולין

לירידה בריכוזי חומצות שומן ו (Berg et al. 2001)ללא תלות ברמות האינסולין בפלסמה 

   . (Fruebis et al. 2001)  חופשיות בפלסמה

  מנגנון הפעולה 1.1.3

 והמנגנונים המביאים לאפקטים תבחמש השנים האחרונות נחקרים ומזוהים מסלולי האיתו

נצפתה ירידה  טיפול באדיפונקטיןלאחר ם שמנים בעכברי. המטבוליים של אדיפונקטין

בהמשך נמצא כי .  על ידי הפחתת תכולת הטריגליצרידים בשריר ובכבד,בתנגודת לאינסולין

לעליה בשעתוק של מולקולות המעורבות בטרנספורט של חומצות שומן יא אדיפונקטין הב

 המשפעל את חומצות השומן בשלב החמצון acyl-CoA oxidase אנזיםה, CD36כגון 

החוקרים שיערו כי אדיפונקטין .  המשתתף בתהליכים צורכי אנרגיהUCP2 חלבוןהראשוני וב

 peroxisome proliferator-activated receptor α (PPARα) משפעל את גורם השעתוק

 ל אולם מנגנון זה טרם פוענח"ובכך מביא לעליה בשעתוק וביטוי הגנים המעורבים הנ

)Yamauchi et al. 2001(.  

חמצון חומצות שומן במנגנון כאשר נבדקו מנגנונים קצרי מועד נמצא כי אדיפונקטין מעורר 

 - וadipoR1, אדיפונקטין נקשר לשני רצפטורים. PPARαשאינו מעורב במסלול של 

adipoR2בכבד ובשריר ומפעיל שרשרת פעילות אנזימטית של קינאזות )Yamauchi et al. 

 AMP Activated Protein Kinaseההשפעות שלו מיוחסות לשפעול של האנזים .)2003

(AMPK) )Tomas et al. 2002; Yamauchi et al. 2002(  שמזרחן ומעכב את האנזים

acetyl-CoA carboxylase (ACC).לירידה בייצור של מלוניל אדיפונקטין בכך גורם -CoA 

כתוצאה מכך חומצות השומן מפונות לחמצון  ו השלב הקובע בסינתזת חומצות שומןשהוא



 11

  . במיטוכונדריה

 משותף הן לשריר והן ACCנון ההגברה של חמצון חומצות שומן דרך עיכוב האנזים מנג

בשריר נמצא .  נמצאו גם השפעות שונות ברקמות השונותAMPKאולם לשפעול של , לכבד

השפעותיו על ב עורר הגברה בספיגת הגלוקוז באופן שאינו תלוי AMPK כי השפעול של

אי תב. )Hardie et al. 1998; Winder and Hardie 1999; Mu et al. 2001(חומצות שומן 

הביא לירידה בביטוי של מולקולות המעורבות  AMPKכבד נמצא גם כי השפעול של 

    phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK)בגלוקוניאוגנזה כגון 

כמו כן נמצא . )glucose-6-phosphatase (G6Pase) )Lochhead et al. 2000 -ו

-Sterol-regulatory-element-binding  בכבד הוביל לירידה בביטוי שלAMPKששפעול 

protein-1 (SREBP-1),)Bronner et al. 2004( .גורם שעתוק המעורב בביטוי של זהו 

חסימת  .עיכובו מוביל לירידה בסינתזה של טריגליצרידים,  ACCאנזימים ליפוגנים כגון

  באמצעות שימוש במוטנט שלילי דומיננטי מעכבת כל אחת מההשפעותAMPKהשפעול של 

גלוקוז המטבוליזם של ל כך שהשפעות אדיפונקטין על מעיד עעיכוב זה  .של אדיפונקטין

  .)AMPK )Yamauchi et al. 2002וחומצות שומן מתרחש דרך השפעול של 

  
  מנגנון הפעילות המשוער של אדיפונקטין בשריר ובכבדסיכום : 2תמונה 
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  אדיפונקטין ותזונה 1.1.4

רמותיו בפלסמה והשפעותיו , מעט ידוע על השפעת ההרכב התזונתי על ביטוי אדיפונקטין

 . גבוהים יותר של אדיפונקטיןכוזיםצריכת אלכוהול מתונה נמצאה קשורה ברי. ברקמות

דיאטה עשירה בפחמימות עם עומס גליקמי גבוה נמצאה קשורה לריכוזי אדיפונקטין נמוכים 

(Pischon et al. 2005) .לא נמצאו , כאשר נבחנה ההשפעה של מקור החלבון בתזונה

הבדלים מובהקים ברמות האדיפונקטין בקבוצה שצרכה חלבון סויה לעומת קזאין 

(Nagasawa et al. 2002) .את העלהחלבון שהופק מדוחן קוריאני ש  נמצא,לעומת זאת 

  .(Choi et al. 2005)רמות האדיפונקטין בפלסמה 

  הגבלה קלורית ואדיפונקטין 1.1.4.1

אולם התערבות תזונתית כגון צום או , קיימות מספר גישות טיפוליות לשינוי המאזן האנרגטי

דיאטה דלת קלוריות היא עדיין היעילה ביותר לקידום אבדן מסת שומן במטופלים 

 שהגבלת כמות המזון  ידוע1935כבר משנת . )Ayyad and Andersen 2000(שמנים

  ידי מכרסמים במעבדה מאריכה את תוחלת החיים שלהם -הנצרכת על

)McCay et al. 1935( . מחקרים תזונתיים במכרסמים הצביעו על כך שגורם המפתח הינו

  ומכאן עלה המושג הגבלה קלורית , כמות הקלוריות בתזונה

)Masoro 1984; Richardon 1985; Weindruch and Walford 1988( . תזונה אופיינית

 מכמות המזון שחיה תאכל אם תינתן לה גישה ללא 60-70% הגבלה קלורית מכילה של

ראה הסתגלות למחזורי כל הנהגבלה קלורית מייצגת כ, מבחינה אבולוציונית. הגבלה למזון

אך שימר את , כל אורגניזם שהצליח להאט תהליכי הזדקנות ורביה בתקופות מחסור. חסר

היה בעל יתרון תחרותי על אורגניזמים אחרים , היכולת להתרבות כאשר הופיע שוב המזון

  . )Harrison and Archer 1989; Holliday 1989(שלא יכלו לעשות זאת 

  היטב  קלורית מאופיינת הגבלה ההשפעה של ,ברמה הפיזיולוגית

)Weindruch and Walford 1988( , תחילתה בשלב אקוטי עם תחילת ההגבלה הקלורית

. יולוגי שונה ויציבולאחריה מספר שבועות של הסתגלות עד להגעה למצב של תפקוד פיז

הפחתה במשקל , ירידה ברמות הגלוקוז והאינסולין,  חום גוף נמוך מהרגילבמצב זה התגלו

נראה גם כי חיות תחת משטר של . )Koubova and Guarente 2003(ורמות השומן בגוף 

  הגבלה קלורית עמידות יותר לעקות חיצוניות כגון עקת חום ועקה חימצונית 

)Sohal and Weindruch 1996( . מחקרים ראשוניים דיווחו על ירידה בקצב המטבולי

באופן התומך , )Weindruch and Walford 1988( תחת הגבלה קלורית  המצויותבחיות

אולם . )Harman 1956(בתיאוריות שמניחות כי הנזק החמצוני הוא הגורם להזדקנות 

 לא , בהם החוקרים נרמלו את הקצב המטבולי למשקל הגוף הרזה,מחקרים מאוחרים יותר

  . )Masoro et al. 1982(נמצאה ירידה בקצב המטבולי של חיות תחת הגבלה קלורית
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צא שהגבלה קלורית יעילה בדחיה ואפילו מניעה מוחלטת של מחלות רבות המופיעות בגיל נמ

  במודלים של עכברים למגוון רחב של מחלות , מבוגר

)Weindruch and Walford 1988; Lane et al. 1999; Stern et al. 2001(.  ירידה

כולל תנגודת לאינסולין ,  המוכרים של השמנההרבה מהסיבוכיםאף משפרת מכוונת במשקל 

)Kahn and Flier 2000(.המנגנונים המולקולריים בהם זה קורה עדיין לא ידועים, אולם  .

 8נמצאו  .)ob/ob )Soukas et al. 2000השפעות ההגבלה הקלורית נחקרו בעכברים 

שעיד על דבר ה, קבוצות של גנים שהביטוי שלהם נבדל בין טיפול בלפטין להגבלה קלורית

האפשרות שהגבלה קלורית בפני עצמה עשויה לווסת ביטוי של גנים ברקמת השומן באופן 

  . עצמאי מאובדן מסת שומן

 נמצא כי , הארכת חיים וירידה במסת השומן: שלהגבלה קלורית שני ביטויים עיקרייםמאחר

  מסת השומן ולא הגיל היא שגרמה לירידה ברגישות לאינסולין הפריפריאלית 

)Colberg et al. 1995( . בעוד ששיפור בפעילות של אינסולין הינה תגובה אופיינית להגבלה

פעילות אינסולין , קלורית ועשויה להיות מעורבת במנגנונים המשפיעים על  אריכות חיים

אחוז מסת השומן ממשקל הגוף כמו כן נמצא כי .  בשיעורי התמותהויה קשורה לעליהלק

 קשה להבחין בשינויים במטבוליזם של בערכים גבוהים יותר. מגיעה לערך קריטי מסויים

רק כאשר יורדים מתחת לערך קריטי זה מושגים שינויים . גלוקוז או ברגישות לאינסולין

מחקרים שונים  .)Barzilai et al. 1998( ללא תלות בגיל ,משמעותיים ברגישות לאינסולין

  נמצאו עדויות לכך שגנים.נערכו על מנת לזהות את ההבדלים בין מאגרי שומן שונים

ובמיוחד במסלולים ליפוליטיים התבטאו במידה שונה בהתאם , המעורבים במטבוליזם

מספר מחקרים אף הראו הבדלים תלויי מגדר . )Vohl et al. 2004(למיקום של השומן בגוף 

מה שיכול להצביע על בקרה הורמונלית על ביטוי גנים אלה , בביטוי גנים מאותם מאגרי שומן

)Klaus and Keijer 2004( .  

 .צריכה הקלורית מעורבת בוויסות רמות אדיפונקטין בסרוםויות שמצטברות עולה כי המעד

 עשוי להיות אחת החוליות המקשרות בין הגבלה קלורית לשיפור רגישות נראה שאדיפונקטין

נמצא שצריכה קלורית גבוהה בתזונה הביאה לירידה מתונה ברמות . הגוף לאינסולין

ידה במשקל שנגרמה בעקבות הוצאה קלורית גבוהה בזמן למרות יר, אדיפונקטין בסרום

הגבלה קלורית וירידה במשקל שהושגו . (Mousavinasab et al. 2005)פעילות גופנית 

באמצעות שינויים ארוכי טווח בסגנון החיים קשורים לריכוזי אדיפונקטין גבוהים בסרום 

(Esposito et al. 2003) .במחקר בו נבחנה תזונה מאוד דלת קלוריות למשך , לעומת זאת

  .(Anderlova et al. 2005)תקופה קצרה לא מצאו השפעות על רמות אדיפונקטין בסרום 
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נמצא שיפור ) ל ליום" קק800( שבועות של הגבלה קלורית חמורה 4רו בנשים שמנות שעב

 של אדיפונקטין ברקמת השומן התת mRNAאולם ביטוי , במדדים של רגישות לאינסולין

    40 - ל30 שנע בין BMIכמו גם רמותיו בסרום לא השתנו אצל נשים עם , עורית

)Garaulet et al. 2004( . בזמן הדיאטה מרבית הקורלציות ההפוכות שנמצאו בין

היעלמות הקורלציות  . הקשורים לתסמונת המטבולית נעלמואדיפונקטין למשתנים אחרים

 בשיפור הרגישות לאינסולין אינו מרכזי  שיתכן שהתפקיד של אדיפונקטין כך עלעשויה להעיד

  . כפי ששיערו

 (BMI>50)נשים שמנות ב) ל ליום" קק573 (בתגובה לדיאטה דלת קלוריותקיימת הטרוגניות 

 של אדיפונקטין ברקמת mRNAרק בחלק מהנשים נצפתה הגדלת הביטוי של . במשך יומיים

השינוי ברמות . )Liu et al. 2003(קן לא נצפתה תגובהבעוד שבחל, שומן תת עורית

מידע זה מעיד על כך .  קטןההי, אצל נשים שנמצאה אצלן עליה בביטוי, אדיפונקטין בפלסמה

שהתרומה של רקמת השומן התת עורית לרמות אדיפונקטין אינה קשורה באופן הדוק 

  .לשיפור ברגישות לאינסולין כתוצאה מהגבלה קלורית

ידוע כי קיים קשר הפוך , ויים במחלוקתהממצאים לגבי רקמת השומן התת עורית שנשבעוד 

  בין רמות אדיפונקטין בפלסמה למסת השומן התוך בטני 

)Asayama et al. 2003; Kwon et al. 2005(.  עליה ברקמת השומן התוך בטנית הינה

 )Enzi et al. 1986; Shimokata et al. 1989(שינוי אופייני בהרכב הגוף בעת הזדקנות 

שינוי זה מתרחש ללא תלות בשינויי . הנמדד על ידי השינוי ביחס שבין היקף המותן לירך

BMI )Shimokata et al. 1989( . מספר מחקרים במטופלים בני כל הגילאים הדגימו כי

עליה במסת רקמת השומן התוך בטנית קשורה לעליה ברמות האינסולין בצום ולאחר 

בניסוי בחולדות . )Bjorntorp 1991; Kissebah 1991(הארוחה ולפגיעה בסבילות לגלוקוז 

  של אדיפונקטין ברקמת השומן התוך בטנית של חולדות שמנותmRNA כי הביטוי של ,נמצא

לא נמצא הבדל בין החיות בביטוי באותו ניסוי  .נמוך במובהק מהביטוי בחיות רזות

 מכמות המזון 40%(כמו כן נמצא כי הגבלה קלורית . אדיפונקטין ברקמת השומן התת עורית

 Milan( של אדיפונקטין ברקמת השומן התוך בטניתmRNAיאה לעליה בביטוי הב) הבסיסית

et al. 2002(.  
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  תזונה עשירה בשומן ואדיפונקטין 1.1.4.2

  שמנת יתר בבני אדם ובחיות לה נחשבת גורם עיקרי צריכה גבוהה של שומן

(Bray and Popkin 1998; Hill et al. 2000).  דיאטה עשירה בשומן משרה תנגודת

כאשר התזונה עשירה בפחמימות בנוסף ו (Wilkes et al. 1998)לאינסולין בשרירי השלד 

תנגודת .  (Surwit et al. 1988) במודלים של חיות 2 היא משרה סוכרת מסוג ,לשומן

 היא גורם סיכון מרכזי , המושרית על ידי דיאטה עשירה בשומן,לאינסולין תלויית השמנה

הרכב . (Reaven 1995; Spiegelman and Flier 1996)לסוכרת ומחלות לב כליליות

חומצות השומן הספציפי עשוי להיות מכריע בקביעת ההשפעות המטבוליות והביוכימיות של 

  PUFA בלתי רוויות-לחומצות שומן רב. השומן בתזונה על הגוף

 (Polyunsaturated fatty acids) יכולת ייחודית להפנות חומצות שומן מסינתזה של 

 הן גם ליגנד יעיל לשפעול של n-6סוג  מPUFAתוצרי החמצון של . טריגליצרידים לחמצון

PPARγ שנמצא בעל השפעה מכריעה על הרגישות לאינסולין   

(Kersten et al. 2000; Willson et al. 2001) .נמצא גם ש- PPARγ מעורב גם בויסות  

קיימות אף עדויות . (Iwaki et al. 2003)כולל אדיפונקטין , ציטוקינים-של ביטוי אדיפו

   AMPK עשויות להיות מתווכות באמצעות PUFAשההשפעות של 

(Suchankova et al. 2005).  

ידי השפעות גומלין בין גורמים - נגרמות עלחוקרים מעריכים שרמות נמוכות של אדיפונקטין

כגון פולימורפיזם בנוקליאוטיד בודד בגן לאדיפונקטין וגורמים סביבתיים כגון דיאטה , גנטיים

היות ששומן המפוזר בעיקר , לתפוצת השומן בגוף עשוי להיות תפקיד.  עשירה בשומן

וף ובאיזור פנים הבטן הוא בעל קשר הדוק יותר עם תנגודת לאינסולין מאשר שומן במרכז הג

ייתכן שיש הבדלים בין מאגרי שומן . (Cnop et al. 2003; Vilarrasa et al. 2005)תת עורי 

ל כך שבפרטים בריאים  מעידה עCnopראיה שנמצאה על ידי . שונים בהפרשת אדיפונקטין

רמות אדיפונקטין בפלסמה קשורות יותר לשומן תוך גופי מאשר לשומן תת עורי וכי , לכאורה

עליה במאגרי . זה יכול להיות מתווך בקשר שבין השמנה באיזור הבטן ובין תנגודת לאינסולין

שיות שומן תוך גופיים מביאה לירידה ברמות אדיפונקטין ועליה ברמות חוצות שומן חופ

בעיקר , בפלסמה שבתורן גורמות לתנגודת לאינסולין בכבד וברקמות הפריפריאליות

  .(Buemann et al. 2005)בשרירים 

מספר קבוצות התייחסו לקשר השלילי בין רמות אדיפונקטין בסיסיות בפלסמה וריכוזי 

 (Hotta et al. 2000; Bernstein et al. 2004)או טריגליצרידים בפלסמה /חומצות שומן ו

י ריכוזי חומצות שומן בפלסמה "שהפרשת אדיפונקטין עשויה להיות מבוקרת ע הניחוו

  ם לא כל המחקרים תומכים בהשערה זאת אול. באמצעות משוב שלילי

(Punyadeera et al. 2005).  
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האכלה של חולדות . דמים על השפעות השומן בתזונה על אדיפונקטיןוקיש מספר דיווחים 

 שבועות הובילה להשמנה ניכרת שצויינה בהכפלה של מסת 16בתזונה עשירה בשומן למשך 

 של אדיפונקטין mRNAנמצאה ירידה גדולה בביטוי . (Naderali et al. 2003)רקמת השומן 

 של אדיפונקטין בחולדות שמנות כתוצאה mRNA של ביטוי תשלילי בקרההמעידה על 

 נמצאו רמות אדיפונקטין בפלסמה גבוהת במובהק אלובחולדות , לעומת זאת. מתזונה

 ירידה הצאנמשם , ממצא זה מנוגד לתוצאות שנצפו בבני אדם.  ביקורתקבוצתבהשוואה ל

  . לא סוכרתיים בעלי משקל נורמלי בהשוואה לאנשיםבבני אדם שמניםרמות אדיפונקטין בב

במחקרים אחרים נבדקו ההשפעות של הרכב חומצות השומן על אדיפונקטין ועל הרגישות 

קיים מידע מועט לגבי ההשפעות של חומצות שומן רוויות או טראנס בתזונה . לאינסולין

במחקר שבו הוזנו חולדות בחומצות .  (Ibrahim et al. 2005)דיפונקטין עשירה בשומן על א

חומצות שומן . שומן רוויות או טראנס נמצאה ירידה ברגישות לאינסולין ועליה של ליפוליזיס

 ובקרה GLUT4לבקרה שלילית של ,  של אדיפונקטיןmRNAרוויות הביאו לירידה בביטוי 

ות שומן טרנס גרמו לבקרה שלילית של  בעוד שחומצlipoprotein lipase (LPL)חיובית של 

PPARγו - LPL (Saravanan et al. 2005) . לא נמצאו הבדלים ברמות אדיפונקטין

  ברים שהוזנו בתזונה עשירה בחומצות שומן רוויות או רב בלתי רוויות בפלסמה של עכ

(You et al. 2005) .נמצא כי לשמן דגים השפעה חיובית על רמות אדיפונקטין , לעומת זאת

  בסוכרוז ולפטין בפלסמה של חולדות בעלות תנגודת לאינסולין שהוזנו בדיאטה עשירה 

(Rossi et al. 2005).  
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  הרצפטורים של אדיפונקטין 1.2

 הרצפטורים שלו )Scherer et al. 1995( 1995 אדיפונקטין זוהה לראשונה בשנת בעוד

   Yamauchiידי - על2003ורצפיהם הגנטיים זוהו לראשונה בשנת 

)Yamauchi et al. 2003( . בתחילה זוהה החלבוןAdipoR1על ידי קשירה ,  בשריר

היות שהיה ידוע כי דפוס ההקשרות של אדיפונקטין גלובולרי , אולם. ירלאדיפונקטין גלובול

חשדו החוקרים כי קיימים לפחות שני ,  ובשרירואדיפונקטין באורך מלא הפוך בכבד

 ברצף 67%ית הגנים נמצא רק גן אחד בעל הומולוגיה של בסקירה ספרי. רצפטורים שונים

 נפוץ AdipoR1כאשר החוקרים המשיכו ובדקו נמצא כי . AdipoR2חומצות האמינו שנקרא 

 ה מה שעשוי להסביר את ההבדלים בקשיר, נפוץ בעיקר בכבדAdipoR2בעיקר בשריר ואילו 

 ßרים מבוטאים גם בתאי  היום ידוע כי הרצפטו.של סוגי אדיפונקטין השונים ברקמות

  . )Bluher et al. 2005( וברקמת השומן)Kharroubi et al. 2003(בלבלב

.  פעמים7 החוצים אותה ,רצפטורים הנם חלבונים אינטגרליים בממברנת התאהככל הנראה 

 מחוץ לתא ,G protein coupled receptors בניגוד לרצפטורים אחרים ממשפחת ,אולם

   טרמינלי N - טרמינלי בעוד שבתוך התא הקצה הC -מצוי הקצה ה

)Yamauchi et al. 2003( . כאשר בוצע ניתוח קשירה על ידי עקומתScatchard  התברר 

. יןקושר טוב יותר את הקצה הגלובולרי של אדיפונקט, הנפוץ יותר בשריר, AdipoR1כי 

  . קושר טוב יותר אדיפונקטין באורך מלא, שנפוץ יותר בכבד, AdipoR2הרצפטור 

  

  
 (Kadowaki 2005) .המבנה המשוער של הרצפטורים לאדיפונקטין: 3תמונה 

  

במחקר שאפיין את הרצפטורים הללו נעשה שימוש באדיפונקטין שהופק במערכות 

 לא אופיינה יכולת הקשירה של ,ן כמו כ.בקטריאליות ולא עבר שינויים לאחר התרגום

  בסרום כמעט ואין).הקסמרים ומעלה(הרצפטורים למבנים מסדר גבוה של אדיפונקטין 

 כי יש בסרום פרוטאז ים משער, אולם.ורלי או את הטרימר של אדיפונקטיןאדיפונקטין גלוב

  ורדוקטאז המפיקים צורות אלו של ההורמון מהקומפלקסים הגדולים של ההורמון 

)Fruebis et al. 2001(  . הראו 2004בשנת Hugו - Lodish כי בתאי כיליה עובריים 

 קומפלקסים גדולים של T-Cadherinלבון  קשר הח, של תאי שרירDNAהמבטאים 

  . )Hug et al. 2004(  שהופקו במערכות אאוקריוטיות,LMW והן HMWהן , פונקטיןיאד
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 לא ידוע כיצד הוא יכול לתווך סיגנל , הוא חלבון חוץ תאיT-cadherin -היות ש,  יחד עם זאת

  .תוך תאי של אדיפונקטין

מצוי עליהם  הבקרה מערךהגורמים המשפיעים על ביטוי הרצפטורים והמחקר לזיהוי 

 של הרצפטורים עולות לאחר צום וכי הזנה חוזרת mRNA -ידוע כי רמות ה. בראשיתו

 כי ביצירת  גםנמצא. )Tsuchida et al. 2004(בה אותן במהירות לרמה שלפני הצום משי

 בעוד , של הרצפטוריםmRNAמצבי היפואינסולינמיה באופן מלאכותי יש עליה חדה ברמות 

 בלבלב נמצאו השפעות שונות ßבתאי   .שמתן אינסולין מדכא את הביטוי של הרצפטורים

חשיפה לחומצה אולאית הביאה להגברת הביטוי של ש בעוד .לחומצות שומן שונות

ברקמת השומן נמצאו . mRNA - פלמיתית לא השפיעה על רמות החומצה, הרצפטורים

בצום הביטוי . )Bluher et al. 2005(הבדלים בביטוי הרצפטורים בין מאגרי השומן השונים 

 היה גבוה יותר ברקמת שומן חום וברקמת שומן אפיגונלי בעוד שברקמת AdipoR1של 

 היה גבוה יותר AdipoR2הביטוי של , במקביל. שומן תת עורית היה הביטוי שלו נמוך יותר

ל צום או אכילה על ביטויו ברקמת ברקמת שומן אפיגונלית אך לא נמצאה עדות לבקרה ש

כמו כן נמצא כי קיים דפוס ביטוי תלוי שעות יום בכל רקמות . שומן תת עורית או בשומן חום

   6:00- ל20:00וכי הביטוי של הרצפטורים היה נמוך יותר בין השעות , השומן

)Bluher et al. 2005(.  
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1.3 AMPK – AMP activated protein kinase  

 הגם שאספקטים של )Carling et al. 1987( 1987 תואר לראשונה בשנת AMPKהאנזים 

   1973 -הפעילות שלו תוארו בשני דיווחים בלתי תלויים כבר ב

)Beg et al. 1973; Carlson and Kim 1973( .טרימר המורכב -האנזים הינו חלבון הטרו

 בעלת  αתת יחידה. γ  - וßיחידות רגולטריות המסומנות -ומשתי תת, αמיחידה קטיליטית 

 C -דרך הקצה הγ  - וß ותת ליחידברומתח,  טרמינלי שלהN -פעילות של קינאז בקצה ה

החלבון שמור מאוד לאורך האבולוציה וחלבונים . )Crute et al. 1998( טרמינלי שלה

  חרקים ויונקים , שמרים, היחידות נמצאו בצמחים- תת3הומולוגיים לכל 

)Hardie et al. 2003( . מתת היחידותביונקים קיימות מספר צורות של כל אחת  

 )(α1, α2, ß1, ß2, γ1, γ2, γ3הצירופים האפשריים 12  כל. שהינן תוצרים של גנים שונים 

 של הגנים מוסיף למורכבות של alternative splicing -קיימים ככל הנראה ביונקים ו

מהות קיומם של האיזופורמים השונים עדיין לא פוענחה . )Carling 2004(המערכת 

אך ככל הנראה הם מאפשרים ספציפיות לרקמה וכן ספציפיות בתגובה לסוגי גירוי , במלואה

  .שונים

 .AMP נעשית באמצעות  שלו שפעולה הבקרה על AMPKכפי שניתן להבין משם האנזים 

. γ תר אלוסטרי בתת יחידה באופן ישיר על ידי קשירה לא  נעשהAMPידי -השפעול על

שנמצא  Thr-172 על LKB1מנגנון שפעול נוסף של האנזים הינו זרחון  באמצעות החלבון 

- עלזרחון מעורר AMPבעקיפין . α (Hong et al. 2003)בלולאת האקטיבציה על תת יחידה 

 ידי פוספטזות-עלשל האנזים פוספורילציה -ומעכב דה )LKB1)Hawley et al. 1995 די י

)Davies et al. 1995(.ההשפעה של , ככל הנראה AMPפוספורילציה - על הזרחון והדה

. AMPK ולא לקינאזות או הפוספאטזות של AMPK -נעשית באמצעות קשירה ישירות ל

 בשלושה מנגנונים משמעה שהמערכת AMPK משפעל את האנזים AMP -העובדה ש

  .  תאייםAMPרגישה מאוד לשינויים קטנים בריכוזי 

 -הקשורים בהמנגנונים זים גבוהים הינו אנטגוניסט של כל שלושת  בריכוATPהנוקליאוטיד 

AMPשינויים ביחס למעשה  מערכת מווסתתה ומכאן שAMP:ATPמגוון מצבים  . התאי

מצבים . AMPKשפעול של  גורמים לATP ומורידים ריכוזי AMPומצבי לחץ המעלים ריכוזי 

בים שונים במטבוליזם של גלוקוז אלו יכולים להגרם כתוצאה מרעלים מטבוליים המעכבים של

כן ייתכנו מצבי עקה פתולוגיים כגון מחסור . או חומרים מפרי צימוד בשרשרת הנשימה

במצבים פיזיולוגיים תקינים . מחסור בחמצן או עקה חמצונית, איסכמיה, )רעב(בגלוקוז 

 .)Winder and Hardie 1996( בשל פעילות גופנית ATPנגרמת עקה שמקורה בצריכת 

. ATP מסלולים צורכי גורם לעיכוב ישיר של בתגובה לפעילות גופנית AMPKהשפעול של 

 רמות להעלות בחזרהיים של פחמימות ושומנים במטרה  מסלולים מטבולבמקביל מוגברים

ATPבשריר  .  

  



 20

   מטפורמין 2ידוע גם כי האנזים משופעל על ידי התרופות לטיפול בסוכרת מסוג 

)Zhou et al. 2001( ותרופות ממשפחת התיאזולידינדיונים )TZD ()Fryer et al. 2002(. 

 חיוני להשפעות AMPK עדיין נדרש מחקר נוסף שיבהיר עד כמה השפעול של ,אולם

  .התרפויטיות של התרופות

  

  
 AMP:ATP (Carling 2004)גיה התוך תאי בתגובה לשינוי ביחס  משמר את מאזן האנרAMPK: 4תמונה 

  

שנידון ,  פרט לאדיפונקטין. ממספר אדיפוקיניםAMPK מושפע AMP:ATPפרט לשינוי ביחס 

המופרש מרקמת השומן , לפטין.  על ידי זרחונוAMPKגם לפטין משפעל את , בהרחבה

עה מרכזית על וויסות של צריכת ידוע כבעל השפ, בכמויות הולכות ועולות ככל שמסתה עולה

 וצריכת גלוקוז על ידי )Minokoshi et al. 2002(לפטין מעורר חמצון חומצות שומן . מזון

כמו כן הוא מונע הצטברות שומנים ברקמות שאינן . )Kamohara et al. 1997(הרקמות 

י הגם שידוע כ. )Unger 2002(שאלמלא כן עלולה לגרום לפגיעה בתפקוד , רקמת השומן

 למסלולים יחסןרבות מהשפעותיו מיידיות מכדי ל, ללפטין השפעה על מסלולי ביטוי גנים

 AMPK של  α נמצא כי לפטין גורם לזרחון ושפעול של תת יחידה 2002בשנת , אכן. אלה

אדיפוקין הידוע כגורם , פרט ללפטין ידוע כי רזיסטין. )Minokoshi et al. 2002( בשרירי שלד

יחד . )Muse et al. 2004(  בכבדAMPKמפחית את הזרחון של , לתנגודת לאינסולין בכבד

  . של רזיסטיןמרכזיתעם זאת זהו מידע ראשוני ועדיין לא ברור האם זוהי השפעה 
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 ובמקביל עוצר ATP קטבוליים המייצרים  גורם להפעלה של מסלוליםAMPKהשפעול של 

 באמצעות זרחון השפעה זאת מתרחשת. ם אנאבולייםבעיקר מסלולי, ATPמסלולים צורכי 

ן באמצעות השפעות ארוכות טווח על ים המעורבים בתהליכים מטבוליים וכישיר של אנזימ

חסנת רגיה ואנשימוש בא,  משפיע על הצריכה האנרגטיתAMPK. ביטוי גנים וחלבונים

הוא מווסת מגוון רחב של מולקולות . אנרגיה באמצעות וויסות צריכת המזון והמטבוליזם

, רקמת השומן, הלב, ומסלולים המבקרים צריכת גלוקוז ושומנים ואחסונם בשרירי השלד

   .ב בלבלßהכבד ותאי 

 AMPK.  הוא חמצון חומצות שומןAMPKאחד המסלולים המרכזיים המושפעים משפעול 

 השלב קובע זהו .CoA מאצטיל CoA-המזרז סינתזה של מלוניל, ACCאת האנזים מזרחן 

 הינו חומר המוצא לסינתזת חומצות CoAמלוניל ש שהיות, חומצות שומן.הקצב בסינתזה של

מעכב את השלב קובע הקצב של כניסת חומצות שומן  CoA-מלונילשומן בריכוזים גבוהים 

מעכב את האנזים ובכך גורם לירידה ברמות  ACCל הזרחון ש. למיטוכונדריה לצורך חמצון

מרכזית ה מסלול זה נחשב להשפעתו. ומצות שומן התאיות ולעליה בחמצון חCoA-מלוניל

 AMPK  מוביל להפחתת מאגרי השומן בשריר ובכבד ומכאן ההשפעה שלהוא, AMPKשל 

  .בהגברת הרגישות לאינסולין

א ווסת חשוב של צריכת מזון באמצעות  הוAMPK, מסלולים מטבוליים פרט להשפעתו על

 צום מגביר , כלומרמושפעת ממחזורי צום ואכילההפעילות שלו בהיפותלמוס . פעילותו במח

לפטין מדכא פעילות .  במח בעוד שהזנה חוזרת מדכאת את פעילותוAMPKאת פעילות 

AMPKיות  דיכוי זה חיוני להשפעות של דיכוי התיאבון והירידה במשקל האופיינ, במח

 AMPKלעומתו פפטידים מעוררי תיאבון כגון גרלין מעוררים פעילות של . ללפטין

הן ,  על כך שמערכת זו מתפקדת בשני הכיווניםותמעידהשפעות הפוכות אלה . בהיפותלמוס

האפשרות ששינויים בפעילות של . )Andersson et al. 2004( לדכא והן לעורר תיאבון

AMPKידי העובדה ששפעול ישיר של - יכולים להסביר שינויים בצריכת המזון מחוזקת על

AMPKעיכובו גורם לירידה .ת צריכת המזון ולעליה במשקל הגוף בהיפותלמוס מביא להגדל 

  .)Minokoshi et al. 2004(  גוףבצריכת המזון ולאבדן משקל
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1.4 ACC – Acetyl-CoA carboxylase  

הינו  CoA-מלוניל. CoA- למלונילCoA- מזרז את הקרבוקסילציה של אצטילACCהאנזים 

 גם ווסת חיוני של מקביל הואב. )Hardie 1989(הפרקורסור המרכזי בסינתזת חומצות שומן 

   על ידי העיכוב של האנזים של חומצות שומן במיטוכונדריהßחמצון 

  palmitoyltransferase-1 (CPT1))McGarry and Brown 1997(.האנזים  CPT1 קובע  

 הוא אנזים ACC, ביונקים. קצב כניסת חומצות שומן ארוכות למיטוכונדריה לצורך חמצוןאת 

השייך למשפחה של אנזימים המזרזים מעבר בין מולקולרי של קבוצת קרבוקסיל , תפקידי-רב

על  באך ידוע כי הוא , המידע על מבנה האנזים מוגבל. באמצעות ביוטין כקבוצה פרוסטטית

כל הדומיינים , ביוטין קרבוקסילאז וקרבוקסיל טרנספראז, קרבוקסילביוטין נושאת קבוצת 

מנגנון ,  המבני המועטלאור המידע. )Hardie 1989( שרשרת חלבונית אחתב מצויים

,  הריאקציה עצמה. מעורפלים בחלקםACCהתגובה המפורט והיבטים רבים של הבקרה של 

. 2קרבוקסיליה של הביוטין . 1: מתרחשת בשני שלבים, כמו בשאר האנזימים במשפחה

 המשקל המולקולרי הנמוך ביותר של .העברת הקרבוקסיל מהביוטין למולקולה המקבלת

-in במערכות.  הינה כדימריםin vivoעיד כי התצורה הקטנה ביותר שלו האנזים הנטיבי מ

vitroאולם קיימת מחלוקת לגבי טיבם ,  נמצאו אף מבנים פולימריים בעלי משקלים גבוהים

  ומהו תפקידם בפעילות של האנזיםin vivoהאם הם אכן קיימים , של פולימרים אלו

)Iverson et al. 1990( . מבחינת המבנה של האנזים עולה כי האתר הפעיל שלו מצוי באיזור

מה שמעיד ,  שמורים היטב במינים שונים בתהליךהשיירים המעורבים.  של הדימרקהממש

  .)Zhang et al. 2003(על כך שמבנה דומה קיים במגוון רחב של מינים 

 בעל משקל ACCß - ו265kDa - בעל משקל של כACCα: לאנזים  שני איזופורמים עיקריים

. ACCß טרמינלי מוארך של Nההבדל במשקל האיזופורמים נובע מקצה , 280kDa -של כ

על מצוי  ACCα - הגן ל,שני האיזופורמים הם תוצרים מובחנים של שני גנים נפרדים

   12 על כרומוזום ACCß -והגן ל )Abu-Elheiga et al. 1995( 17כרומוזום 

)Allred and Roman-Lopez 1988( . כי הזיהוי של שני האיזופורמים העלה את הסברה

שונה הביטוי ה דפוס לאור, קיים ספק באשר לאפשרות זאת,  אולם.ם הטרודימריםימיקי

 ככל הנראה מצומד ACCß הוא ציטוזולי בעוד  ACCαגילוי כיהברקמות שונות ו

קיימת תפוצה נבדלת תלויית רקמה של . )Abu-Elheiga et al. 2000(למיטוכונדריה 

ברקמות ליפוגניות כגון רקמת . האיזופורמים השונים שעשויה להעיד על הבדלים פונקציונליים

 כגון שרירי ,צורכות אנרגיה ברקמות . הוא האיזופורם העיקריACCαהשומן או בלוטות חלב 

בכבד שמקיים הן תהליכים  .)ACCß )Bianchi et al. 1990 נפוץ בעיקר ,השלד והלב

 .)Abu-Elheiga et al. 1997(ליפוגניים והן תהליכים ליפוליטיים מופיעים שני האיזופורמים

 מבוטא בכל התאים לצורך סינתזת ליפידים המעורבים בבניית ACCα ,יחד עם זאת

  .)Mao and Seyfert 2002(תהליכים תוך תאיים בהממברנות ו
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בעוד שבכבד , CoA- קשורה לירידה משמעותית ברמות מלונילßעליה בחמצון , בשריר

הבדלים אלו בין הרקמות . CoA- מתרחשת ללא שינוי ברמות מלונילßהעליה בחמצון 

 - שמקורו בCoA- למלונילש מצוי באיזור מובדל בתא שאינו נגיACCß -מעידים על כך ש

ACCα .ככל הנראה ,ACCß  הבסיס .החיצונית של המיטוכונדריהמצומד לממברנה 

 N - אולם הוא מערב ככל הנראה איזור הידרופובי בקצה ה,המולקולרי לצימוד זה טרם פוענח

מינים שונים אנזימים שמקורם במרבית ההבדלים בין . ACCα -טרמינלי שאיננו קיים ב

  . שאיננו חלק מהאתרים הקטליטיים שלו,מצויים באיזור זה של החלבון

 וקצב סינתזת חומצות שומן ברקמות מפתח משתנה במהירות ACCפעילות של מידת ה

בטווחי זמן ארוכים הבקרה . )Wakil et al. 1983(בתגובה למגוון גורמים פיזיולוגיים 

 מצויות ACCα של mRNA רמות .מתבצעת באמצעות מנגנוני שיעתוק ולאחר השעתוק

 של אנזימים נוספים המשתתפים בתהליכים ליפוגניים כגון mRNAבתיאום עם עם רמות 

FAS.עם רכיבים של מסלולים קשורים אחרים כגון  הן מתואמות גם עם במידה מסויימת 

 .)Shimano et al. 1999( סטרול אסטר ומסלול הסינתזה של פוספוליפידיםכול, גליקוליזה

 הרעבה מדכאת את הביטוי של האנזים , בכבד. תלויה ברקמהACCßהבקרה על שעתוק 

 ,לעומת זאת. )Oh et al. 2003(והזנה חוזרת בארוחה עשירה בפחמימות מעלה את ביטויו 

 CoAבשריר בזמן הרעבה אין שינוי ברמות האנזים אלא רק הורדה של רמות מלוניל 

לביוטין השפעה  .)Winder et al. 1995(  האנזיםבאמצעות מנגנונים המדכאים את פעילות

ייתכן שקיימות גם השפעות ספציפיות . לא ספציפית על כלל משפחת האנזימים תלויי הביוטין

  ככל הנראה באופן תלוי איזופורם , בעיקר ברמת הביטוי, ACCשל ביוטין על 

)Baez-Saldana et al. 2004(.  

 יוצאת לפועל באמצעות מעכבים וזרזים מטבוליים וכן ACCהבקרה בטווח הקצר על פעילות 

, חומרי ביניים במעגל חומצת הלימון .)Kim 1983(ידי זרחון הפיך באמצעות אנזימים -על

משפעל ציטראט משמש כ, לפיכך.  ותהליכי ליפוגנזהACCמשפעלים , ציטראט ואיזוציטראט

 את שני ציטראט מזרז. CoA-אצטיל, בהיותו הפרקורסור המיידי של הסובטראט, קלאסי

שפעול . )Moss and Lane 1972(שינוי קונפורמציה  על ידי ככל הנראה,  הריאקציהשלבי

ה את קצב פעילות האנזים אך איננו משפיע על האפיניות שלו ידי ציטראט מעל-על

.  הנחוץ הן לפעולת האנזים והן לשילוב הציטראטATPהוא מערב ככל הנראה , לסובסטראט

ט  בעלות אפק שהן בעלות שרשרת ארוכהCoA-כמו כן הוא מונע קשירה של קבוצות אציל

ם הוא משפעל אלוסטרי של  גלוטאמט ג. מעכב וגורם לדיסוציאציה של קבוצות קשורות

ACC ,ככל הנראה בשל דימיונו המבני לציטראט )Boone et al. 2000(.הוא משפעל , אולם 

יות רלוונטי גם בתנאים ה עשוי להוא, עדיין. משפיע בריכוזים גבוהים בהרבהחלש מציטראט ו

רמותיו מושפעות מרמות . היות שגלוטאמט מופיע בתא בטווח רחב של ריכוזים, בתוך התא

בוליזם של מטהין ת  עשויה לספק קשר בבקרה זא. גלוטמין דרך פעילות האנזים גלוטאמינז

  .חומצות אמינו למטבוליזם של חומצות שומן ופחמימות
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 Gregolin et(מתפקד כמעכב תחרותי של האנזים , ACCתוצר הריאקציה של , CoA-מלוניל

al. 1968( . העיכוב משמעותי רק אם נוצרים בסביבת האנזים ריכוזים גבוהים יחסית של

  LCACoAs  בעלות שרשרת ארוכהCoA-קבוצות אציל. המולקולה

 (Long-chain acyl-CoAs) ,חוזר קלאסי של -נחשבות מעכב היזון, תוצר המסלול הליפוגני

ACC .הריכוז הכללי של , בתאLCACoAs ,בהרבה מהיכול להיות גבוה - Ki שלהן 

(5.5nM) , אולם היות שמרבית הקבוצות קשורות לחלבוןACBP (acyl-CoA binding 

protein) מעריכים כי הריכוז של LCACoAs 2-10 חופשיות נע בטווחnM   

)Faergeman and Knudsen 1997( . העובדה שמסלולי סינתזת חומצות שומן פעילים

 חופשיות בציטוזול LCACoAs מעידה על כך שריכוזי ,LCACoAs של  נמוךKiבכבד למרות 

 -סביר להניח ש, לפיכך. )5.5nM )Faergeman and Knudsen 1997 -נמוכים מ

LCACoAsולא מלוניל -CoA השלילי בתנאים פיזיולוגיים הינן הרגולטור.  

בעוד ,  עובר זרחון שגורם להשבתה שלוACCידוע כי האנזים , פרט לאפקטורים האלוסטרים

 כי הן נמצא ,in-vitro ם באנזים במערכותבניסויי. שהסרת הזרחון משיבה לו את הפעילות

AMPK והן PKA מזרחנים את ACC . האנזיםPKAמזרחן את האנזים ב - Ser-77וב - Ser-

.  במהירותו המקסימלית ולירידה באפיניות לציטראט30% - מה שמוביל לירידה של כ1200

AMPK מזרחן את ACC מה שמוביל לירידה של ,1215 - ו1200, 79 על סרין בעמדות 

   במהירות המקסימלית ולירידה חזקה במיוחד באפיניות לציטראט 90%

)Davies et al. 1990( . כאשר בוצעה הסרה פרוטיאוליטית של מקטע מהחלבון הכולל את

. הלבוט AMPK - וPKAנמצא כי השפעת הזרחון על ידי , 79 - ו77קבוצות סרין בעמדות 

ולא סרין , PKA - וAMPK להשפעה של  מעיד על כך שזהו האיזור  האחראיממצא זה

   .)Davies et al. 1990(אולם המנגנון של התהליך טרם פוענח , 1200בעמדה 

 על ידי גלוקגון ואדרנלין הביא PKAנמצא ששפעול ,  בתאי שומן והפטוציטיםin-vivoבניסויים 

 in כפי שהיה ידוע מניסויי 77ולא בעמדה , 1200 - ו79 על סרין בעמדות ACCלזרחון של 

vitro )Haystead et al. 1990(. תוצאות אלה הביאו את החוקרים לשער כי השפעות של 

PKA על ACC הינן לא ישירות אלא דרך השפעול של AMPK . השערה זאת נתמכת על ידי

 AMPK באדיפוציטים הביאה לשפעול cAMP כי עליה ברמות Birnbaumהממצא של 

 PKA - וAMPKההשערה שההשפעות של . )Yin et al. 2003(ולעליה בשיעור הליפוליזה 

 נתמכת על ידי העובדה ששייר זה וסביבתו נמצאו 79מתווכות על ידי זרחון סרין בעמדה 

  .שמורים מאוד במספר רב של מינים ובשני האיזופורמים העיקריים של האנזים
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  ACCמנגנון הבקרה המשוער על פעילות : 5תמונה 

  

הפעילות נטו של האנזים בתא או ברקמה הינה תוצאה של האינטראקציה בין , לסיכום

. הרמות של האפקטורים האלוסטריים השונים והפעילות  של הקינאז והפוספאטז הספציפיים

ה של רמות האנזים על צורותיו השונות שעשויות להיות בעלות הפעילות נטו הינה גם תוצא

  .מאפייני בקרה מעט שונים

  

  מטרות המחקר 1.5

  

הגבלה : משטרים תזונתיים שוניםמטרות המחקר הנוכחי היו להעריך את ההשפעה של 

  מידת הרגישות לאינסולין וההורמון אדיפונקטיןתזונה עשירה בשומן רווי על קלורית ו

  

  :יות שנבדקוהשאלות הספציפ

  

השפעות התזונה על משקל הגוף ועל מדדים שונים של סבילות לגלוקוז ורגישות  .1

  לאינסולין

 והחלבון אדיפונקטין ברקמת mRNA ביטויהשפעות משטרי התזונה השונים על  .2

  .השומן ועל רמות אדיפונקטין בסרום

ר ביטוי הרצפטורים לאדיפונקטין בכבד ובשריהשפעת תזונה עשירה בשומן על  .3

  . בכבד ובשרירACC - וAMPKומידת הזרחון של האנזימים 
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  חומרים ושיטות . 2

  חומרים  2.1

  :כימיקלים וביוכימיקלים 2.1.1

  
Abgene 
REVERSE-IT™ RTASE BLEND AMV and MMuLV 

ReddyMix™ PCR Buffer 

 
Amersham International Life Science, England: 
ECL Western Blot Detection Reagents. 

 
Amersham  CFB 
D – Glucose 200Mci/ml 

 
BDH Laboratory Supplies, England: 
EDTA, SDS. 

 
Bio-Rad, CA, USA: 
Bradford reagent- Bio Rad protein assay 

Prestained Broad Range - Precision Protein, Standads 

 
Boehringer Biochemica Mannheim, Germany: 
30% Acrylamid-Bis acrylamid,  

Proteinase inhibitor cocktail tablets. 

 
DiaSorin Inc. MN, USA 
Insulin RIA kit (INSIK5 P2796). 

 
Eastman Kodak NY, USA. 
Agarose. 
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Fiber Sales & Development Corp. 
Cellulose 

 
Fluka, USA: 
Glucose anhydrous, Skim milk powder, TEMED. 

 
Frutarom Chemicals LTD, Haifa, Israel: 
Sucrose,  

Sodium hydroxide  

Potassium chloride  

Ethyl alcohol  

Acetic acid  

Methanol 

Starch. 

 
Fuji Film, Japan: 
Fuji medical x-ray film, 100 nF. 

 
J.T. Baker, USA: 
Sodium chloride . 

Tween 20 (Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate) 

 

LINCO Research, Inc. MO, USA 
Adiponectin Ria Kit (MADP-60HK) 

 
Merck, Germany: 
Glycerol,  

 
Riedel-de Haen, Germany: 
K2HPO4 (di-Potassium hydrogen phosphate). 
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Sigma Chemicals, MO, USA: 
2-Mercaptoethanol 

APS 

Bromophenol Blue 

BSA 

DTT 

EDTA 

Etidium Bromide 

Glycine 

HEPES 

MgSO4 

NP-40 

pyruvic acid 

TEMED 

Tri-Reagent 

Tris  

 

 :נוגדנים 2.1.2

 

Affinity BioReagents, CO, USA 
Adiponectin 

 

Cell Signaling Technology, Inc, USA: 
AMPK 

Phospho-AMPK (Thr-172) 

ACC 

phospho-ACC (Ser-79) 

 
Pierce IL, USA: 
Goat anti Rabbit IgG peroxidase conjugated. 
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  :PCR - לםפריימרי 2.1.3

MBC, Israel: 
Adiponectin - mouse 
Forward GGA GAG AAG GGA GAG AAA GGA G 

Reverse TGT CGA CTG TTC CAT GATT CTC 

 
Adiponectin - rat 
Forward AAT CCT GCC CAG TCA TGA AG 

Reverse GTC CCC TTC CCC ATA CAC TT 

 

AdipoR1 - mouse 
Forward TCT CCT GGC TCT TCC ACA CT 

Reverse GAC AAA GCC CTC AGC GAT AG 

 

AdipoR2 - mouse 
Forward CCC TCT GCA AGA GAA AGT GG 

Reverse TAG CCA GCC TAT CTG CCC TA 

 

18S 
Forward TCG AAC GTC TGC CCT ATC 

Reverse CAG ACT TGC CCT CCA ATG 
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  : עבודהשיטות 2.2

  .חיות הניסוי 2.2.1

 ממין C57BL/J6 עכברים 40 -ר ו" ג250במשקל  ממין זכר Sprague Dawley  חולדות14

 הוחזקו  והעכבריםהחולדות.  ירושליםHarlanסופקו על ידי חברת , ' גר18-20זכר במשקל 

בצפיפות , על מצע של נסורת עץ,  בכלובים סטנדרטים לחקלאותבבית החיות של הפקולטה

התנאים בבית  . למיםו חופשית למזון עם גישה  עכברים בכלוב5 - וכלובב ה בודדתשל חולד

 -  שעות אור ו12בתנאי הארה של ו, ) ºC 22-24(של  טמפרטורהבמבוקרים החיות נשמרו 

 העבודה נעשתה על פי הנחיות הועדה האחראית לניסויים בבעלי .  שעות חושך ביממה12

  .חיים באוניברסיטה העברית בירושלים

  :הגבלה קלורית 2.2.1.1

במהלך השבוע הראשון היתה לחיות ).  חולדות בקבוצה7(צות החולדות חולקו לשתי קבו

החל מהשבוע השני . המזון נשקל על בסיס יומיומי ונאמדה הצריכה, גישה חופשית למזון

 60%יות ובתום השבוע הן קיבלו תהועברה קבוצה אחת של החיות להגבלה קלורית בהדרג

חיות ל.  בקבוצת הניסוי מדי יוםהמזון נשקל וחולק לחולדות. מצריכת המזון הממוצעת ליום

,  החיות נשקלו מדי שבוע.בקבוצת הביקורת היתה גישה חופשית למזון בכמות בלתי מוגבלת

  . שבועות18הניסוי נמשך 

  :דיאטה עשירה בשומן 2.2.1.2

 שתיבאחת מכל קבוצה הוזנה ).  בקבוצהעכברים 20(קבוצות  שתי חולקו לעכבריםה

 42% ברמה של שמן סויה ושומן דקלים האשר הכילדיאטה עשירה בשומן , דיאטות

 16%הכילה שמן סויה ברמה של  קיבלה דיאטה שביקורת ש מהצריכה הקלורית וקבוצת

על מנת למנוע חמצון השמנים   .1 'הרכב הדיאטות מתואר בטבלה מס. מהצריכה הקלורית

חיות נשקלו  ה. וכל יומיים הוחלף המזון בכלי האוכל בכלובי החיות-c200הדיאטות אוחסנו  ב 

  . שבועות20הניסוי נמשך , מדי שבוע
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  .דיאטות הניסוי 2.2.1.3

  ).g/Kg(הרכב הדיאטות : 1'  מסטבלה

 ביקורת עשירה בשומן 

 200 200 קזאין

 3 3  מתיונין

 527 377  עמילן

 100 100 סוכרוז

 50 50 תאית

 70 70 שמן סויה

 0 150 שומן דקלים

 40 40 מינרלים

 10 10 ויטמינים

BHT 0.014 0.014 

 1000 1000 כ"סה

  

   .OGTTהעמסת גלוקוז  2.2.2

על מקלון מדידה עבור , נלקחה טיפת דם מקצה הזנב, שלושה ימים לפני הקרבת החיות

) . Medisence- Precision Q.I.DTM(בדיקת רמות גלוקוז בדם תוך שימוש בגלוקומטר 

בעזרת מזרק ) עכבר/לדה חוgr100  גלוקוז לכל gr)0.3 לאחר מכן הולעטו החיות בגלוקוז 

 דקות 120- ו90, 60 ,30רמות הגלוקוז בדם נמדדו בזמנים . ומחט הלעטה לתוך הקיבה

  .מרגע ההלעטה

  .חושב לפי כלל הטרפז) AUC(השטח תחת העקומה 
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  . דגימות רקמה 2.2.3

 שריר  2.2.3.1

,  לבקבוקוניםו והועברונטחנ,  בחנקן נוזליוהוקפא Gastrocnemius  רגלי שריר נלקחו

  . עד לביצוע הבדיקות80ºc-ת הוקפאו ב הדוגמאו

  דגימות דם 2.2.3.2

 הוריד הנבוב התחתון  נאספו  דגימות דם מ,לאחר הוצאת השרירים, ביום ההקרבה
 במשך  x g 1500 - בורכוזוסהמבחנות  . שנשמרו על קרחEDTA ללא ml10  למבחנות של 

  .עד לביצוע הבדיקות, 20ºc- -הסרום הועבר  להקפאה ב. 4ºc ב דקות10

  כבד 2.2.3.3

 הנטחנ, הוקפאה בחנקן נוזליו  במהירות נשקלההרקמה.  הכבדלאחר הוצאת הדם הוצא

  . עד לביצוע הבדיקות80ºc-הדוגמאות הוקפאו ב , והועברה לבקבוקונים

  שומן 2.2.3.4

הרקמה ונשקלה במהירות  .ללא כלי הדם,שכים הוצאה בשלמותה רקמת השומן מהא

  . עד לשימוש80ºc- שאוחסנו ב יםבקבוקונ נוזלי נטחנה והועברה ל,הוקפאה בחנקןו
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  (Radioimmunoassay) .  בסרום אדיפונקטין ואינסולין בדיקת 2.2.4

 Morgan CR 1963; Feldman H(השיטה מבוססת על השיטה שתוארה על ידי : עקרון

 ספציפיים לו בדוגמא נקשר לנוגדנים )אינסולין/אדיפונקטין(לפי שיטה זו ההורמון , )1971

ככל שרמות ההורמון  . בכמות קבועה וידועה רדיואקטיביהורמון מסומןומתחרה עליהם עם 

  .בסרום גבוהות כמות גדולה ממנו נקשרת לנוגדנים ורמת הקרינה הרדיואקטיבית קטנה

  :ביצוע השיטה

  אינסולין 2.2.4.1

   והוכנות מבחנות דוגמאות הסרום הופשרו, קום כיול עם ריכוזי אינסולין ידועיםהוכן ע

אינסולין מסומן  µl100, פו הוסותמבחנה  לכל. )בשתי חזרות לכל דוגמא( סרום µl100 עם 

  . והודגרו למשל הלילה במקררVortex ת המבחנות עורבבו בעזר. נוגדן 100µl  -ו,  125I -ב

בוצע וורטקס והמבחנות הושארו , ריאגנט השקעה לכל המבחנות ml 1ביום השני הוספו 

 דקות 15לאחר מכן סורכזו כל המבחנות במשך .  דקות בטמפרטורת החדר15לעמוד במשך 

-  לאחר מכן נקראו כל המבחנות ב.וזל העליוןנמיד בתום הסירכוז נשאב ה. 2000Xg -ב

gamma counterלמשך דקה .  

  אדיפונקטין 2.2.4.2

 Non Specific Bindingמבחנת , )125I-רק אדיפונקטין מסומן ב (Totalהוכנו מבחנת 

(NSB)ומבחנת ,  ללא נוגדן- עם אדיפונקטין מסומן בB0) עם אדיפונקטין ) מקסימום קשירה

 אדיפונקטין לא מסומן בריכוזים 100µlכמו כן הוכנו מבחנות עקום כיול עם .  ונוגדן-מסומן ב

לכל ).  מבחנות מכל סוג2(,  דוגמא מהולה100µlידועים ומבחנות של הדוגמאות עם 

לכל המבחנות ). 200µl (B0 -ו) NSB) 300µl -בופר ריאקציה פרט ל100µlהמבחנות הוסף 

 נוגדן לאדיפונקטין פרט 100µl  ולכל המבחנות הוסף 125I - אדיפונקטין מסומן ב100µlהוסף 

משך הלילה בטמפרטורת  והודגרו לvortex -המבחנות עורבבו ב. NSB - וTotalלמבחנות 

 1ml - נוגדן שני לארנב וTotal 10µl -למחרת הוספו לכל המבחנות פרט למבחנות ה. החדר

כל .  דקות20 והושארו למשך vortex -המבחנות עורבבו ב. (4°C) ריאגנט השקעה מצונן 

מיד .  דקות20במשך 4°C  בטמפרטורה 3000g - סורכזו בTotalהמבחנות פרט למבחנות 

 gamma counter-לאחר מכן נקראו כל המבחנות ב. וזל העליוןנסירכוז נשאב הבתום ה

  .למשך דקה



 34

  חישוב התוצאות 2.2.4.3

  : הנוסחההתוצאות חושבו על ידי

100%
0

⋅
−

=
Count

Count

TotalBound
Sample

B
B

  

B0- קר מקסימום קשירה במבחנה ללא הורמון.  

של  והתקבלו תוצאות LogLogit   הוצבו בעקומת הסטנדרטPercent Boundהתוצאות של 

  .1000 -י הכפלה ב" עµg/ml - שהומרו לng/mL - או של אדיפונקטין בµU/mL -אינסולין ב

  .Bradfordקביעת חלבון כללי בשיטת הפקת דוגמאות חלבון  2.2.5

    ליזיס קרבבופרי פוליטרון "ע הומגנו השריר והשומן, רקמת הכבדדוגמאות 

)Tris 20mM, NaCl 145mM, Glycerol 10%, EDTA 5mM, Triton-X 1%,  

NP-40 0.50%, PMSF 100µM, NaF 50µM, Na3VO4 1mM, Protease inhibitors( 

, 8850xg במהירות של 4ºC -הרקמות סורכזו ב.  רקמהgr 0.2 בופר לכל 1mlביחס של 

הפאזה המרכזית נלקחה ,  בדוגמאות שומן נוצרה פאזת שומן עליונה. דקות20במשך 

 קביעת חלבון נעשתה לפי .תחרר מעודפי שומןוסורכזה שוב באותם תנאים על מנת להש

)Bradford 1976( כאשר חלבון אלבומין מסרום בקר )BSA 1nmg/ml ( שימש כסטנדרט

 של יה אל,מה ונמהלהנלקחה דוגשל הדוגמא המסוכרזת  מהנוזל העליון. לעקומת כיול

 5המתנה של טלטול ולאחר .  במים מזוקקים1:5 המהולה Bradfordהוספה תמיסת ריאגנט 

 ELISA reader במכשיר 595nmנמדדה עוצמת הבליעה של הדוגמאות באורך גל , דקות

  . Bio-Rad של חברת 450מודל 

  . Western Immunoblotting: קביעת חלבון ספציפי 2.2.6

, Sample buffer) Stacking buffer ,3.6% SDS -הומסה ב,  חלבוןmg 5דוגמה שהכילה 

20% Glycerol ,5% 2-mercaptoethanol1%- ו Bromophenol blue ( 1:3ביחס של 

 בריכוז המתאים לגודל SDS PAGEל 'הועמסה על גהדוגמא .  עד השימוש-oc20-נשמרה בו

 7.5% - וphospho-AMPK  אוAMPK עבור 10%,  עבור אדיפונקטין15%(החלבון הנבדק 

-Trisל נעשתה עם בופר הרצה ' הרצת הדוגמאות בג,)phospho-ACC או ACC עבור 

Glycine 1% המכיל SDS 45~ שעות בעוצמת זרם של 1-2 וארכהmAל' לכל פלטת ג .

) T.B(החלבונים המופרדים הועברו לממברנת ניטרוצלולוז עם בופר העברה , בתום ההרצה

Tris-Glycineל המכי Methanol  20% בתהליךElectrotransfer . העברת החלבונים

 לאחר העברת החלבונים. 250mA~במשך שעתיים בעוצמת זרם של , 4ºC- בבצעההת

(Blotting) , הממברנה הושרתה בבופר מיסוך)Blocking ( או אבקת חלב רזה 5% שהכיל 

5% BSA באשר הומסו - TBSTבמשך שעתיים בטמפרטורת החדר  .  
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 BSA 5% המכילה TBST בתמיסת 4ºC -הודגרה הממברנה למשך הלילה ב, ם המיסוךבתו

,  עבור עכבר1:4000 במיהול( אדיפונקטין אבקת חלב רזה ונוגדנים ספציפיים נגד 5%או 

  האנזים המזורחןאו נגד, )1:2000 במיהול(AMPK  או נגד ) עבור חולדה1:2000

phospho-AMPK) לשריר1:500,  לכבד1:1000 במיהול ( או נגד ACC) 1:2000 במיהול 

נשטפה ,  ההדגרהבתום. )1:500 במיהול (phospho-ACCאו נגד )  לשריר1:500, לכבד

להסרת )  דקות כל אחת10 שטיפות של 4-שטיפה אחת מהירה ו (TBS-t -הממברנה ב

הודגרה הממברנה עם , לצורך זיהוי אתרי קשירת הנוגדן הספציפי. קשירה לא ספציפית

 Goat anti rabbit בקת חלב רזה ונוגדן שני א5% או BSA 5% המכילה  TBS-tת תמיס

IgG Peroxidase)  נשטפו , בתום הדגרה של שעה בטמפרטורת החדר). 1:20,000במיהול

. ) דקות כל אחת10 שטיפות של 4-שטיפה אחת מהירה ו (TBS-tעודפי הנוגדן השני עם 

 enhancedבשיטת  התחשיפת הממברנה לפילם ופיתוח הפילם נעש

chemiluminescence) ECL.(  

  .דנסיטומטריה 2.2.6.1

בתוכנת  ושימוש Umax 400proעל ידי סריקה בסורק כימות רמת ביטוי חלבון נעשתה 

  .GelProדנסיטומטריה ה

 Total RNAהפקת  2.2.7

 Chomczynski and Sacchi( נעשתה על פי השיטה שתוארה על ידי RNA- הפקת ה

לכל   1ml Tri-Reagentביחס של  -Tri-Reagentבהומגנו   והשרירת הכבדורקמ, )1987

0.2 grרקמת השומן הומגנה ביחס של .  רקמהl Tri-Reagent  0.4  לכלgrרקמת . רקמה

ונוצרה פאזה עליונה  4°C - ב g*12,000  דקות10במשך השומן המהומגנת סורכזה 

  . ך המשך עבודההפאזה הנוזלית התחתונה נאספה לצור, שומנית

 כלורופורם ml0.2, הוסף לכל מבחנה,  דקות בטמפרטורת החדר5לאחר אינקובציה של 

 במהירות של 4°C בהרקמות סורכזו .  שניות עד לקבלת צבע ורוד15-והמבחנה נוערה כ

12000xg , הועברה לאפנדורף ,  נאספה השקופה הפאזה הנוזלית העליונה. דקות15במשך

לאחר מכן .  דקות5-10-ל,  החדרתול והושארה לאינקובציה בטמפרטור איזופרופנml0.5עם 

המשקע . והורחק הנוזל העליון 4°C - דקות ב10במשך  xg-12000 במבחנותה ורכזוס

)RNA (האפנדופים סורכזו ב75%, הורחף באתנול xg-12000 ונשפך הנוזל  דקות 5במשך

ול ולאחר מכן הומסו במים להרחקת האתנ, האפנדורפים הונחו פתוחים במנדף. העליון

  DEPC.-שטופלו  ב
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 קטנות או RNAפוטומטר קפילרי במקרה של כמויות  בספקטרונקבע קריאה, RNAריכוז ה

דוגמאות אשר הראו יחס . 280 ,260באורכי גל  וקריאה בספקטורפוטומטר 40י מיהול פי "ע

  . עד לשימוש-c 200 נשמרו ב260/280=1.7-2

  : לפי הנוסחה בדוגמא חושבRNA-ריכוז ה

RNA(µg/ml) = O.D260 X 40 X שיעור מיהול הדגימה 

10 O.D = 40µg RNA/ml 

   cDNA - PCRקביעת רמות  2.2.8

 PCR (Polymerase Chain Reaction)המאפשרת ריבוי מקטעי ,  הינה שיטהcDNA  

  .המוכנסים למערכת הריאקציה, על ידי שימוש בפריימרים ספציפים, יחודיים

   cDNA. ליצירת mRNA מאפשר שימוש בRT (Reverse Transcriptase( -ה

 .mRNA-מ  cDNAיצירת  

1-5 µg RNA 

1 µl 0.5 µg Oligo dt (0.5µg/ µl) 

2 µl Amplification Primer 1 (10 µM) (ANTISENCE) 

  . וקרור מיידי בקרחmin5 - לc1000-חימום הדוגמאות ל

5 µl 5X PCR Buffer [200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl] 

1.25 µl 10 mM  (each) dNTP Mix (NUCLEOTIDE MIX) 

1 µl M-MLV RT (H-) 

18 µl RNA WATER  

Mix Gently 

  .RT- על פי תוכנית הPCR-חימום במכשיר ה

  .cDNA- יצירת הגדיל המשלים של הc550-c400 דקות 50

  .  אינאקטיבציה של האנזיםc700 דקות 15

  

  PCR על ידי cDNA -הגברת ה

2.5 µl 10X PCR Buffer [200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl] 

1.5 µl 25 mM MgCl2 

0.5 µl 10 mM dNTP Mix (NUCLEOTIDE MIX) 

1 µl Amplification Primer 1 (10 pM) 

1 µl Amplification Primer 2 (10 pM) 

0.25 µl Taq DNA polymerase (2-5 U/µl) 

0.5-5 µl cDNA (from first strand reaction, preferably RNase H-treated) 

Add up to 25 µl Autoclaved DEPC Treated distilled water. 
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PCRלפי הטבלה שלהלן על פי התוכנית :  

  , cDNA דנטורציה של הפריימרים והגדילים של הc940 שניות 30

  ,cDNA הברידיזציה של הפריימרים אל מקטעי הc0X  שניות30

  .  מחזוריםY התארכות הגדילים החדשים וחזרה לדנטורציה c720  שניות30

  .c720  דקות השלמת התארכות ב10

  : לכל גןPCRת תנאי ריאקציי: 2טבלה 

  

חזורים לזיהוי הטווח הלינארי עבור  עם מספר עולה של מPCR  נעשה -PCR: המערכת ל

  .כל גן

  :חולדה 2.2.8.1

  

18S      

  

Adiponectin      

R2 = 0.9947

R2 = 0.9955
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Adiponectin 18S  

    Y cycles X °C גודל תוצר

    שומן שריר  כבד 

       Rat 
    20   18S  

628    24 57 Adiponectin  

       Mouse 
266 15  19 14 55 18S  

599    22 57 Adiponectin  

320 26 25  57 AdipoR1 

415 26 28  57 AdipoR2 

14 16 18 20 22 24

20 22 24 26 28 30
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  עכבר 2.2.8.2

  רקמת שומן
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  רקמת כבד
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20 22 24 26 28 30

10 12 14 16 18 20

14 16 18 20

20 22 24 26 28

20 22 24 26 28 30

R2 = 0.9803

R2 = 0.953

R2 = 0.9916

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

cycle

Rn

18S AR1 AR2



 39

  רקמת שריר

 

18S   

 

 

AdipoR1  

 

 

AdipoR2  

R2 = 0.9916

R2 = 0.9907

R2 = 1
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  . על ידי  אלקטרופורזהcDNAהפרדת מקטעי ה 2.2.8.3

במכשיר , נוכחות אתידיום ברומיד TAEבופר  ב1%ל אגרוז ' הופרדו על ג RT PCRתוצרי ה

  ולאחר Loading Buffer x10 לכל דוגמא הוסף ".תמר "אלקטרפורזה אופקי של חברת

 ללא הגבלת זרם במשך V100  במתח של TAEההרצה נעשתה בבופר . ל'ערבוב הוטען לג

  .קותד~90-כ

  .יטומטריה לצילום ונעשתה דנסUV על שולחן דיגיטלית ל במצלמה'לאחר ההרצה צולם הג

2.2.9 Real-Time Quantitative PCR 

real-time PCRהינה שיטה הדומה במהותה ל - PCRוגם בה יש הגברה ,  שתוארה לעיל

 בשיטה זאת כמות החומר הגנטי הנוצרת במבחנה ,אולם. של החומר הגנטי בעזרת אנזים

במהלך הריאקציה נמדדת .  במהלך התרחשות הריאקציה ולא בסופהנאמדת בזמן אמת

ככל שכמות החומר , DNA הנכלא בין סלילים כפולים של SYBR greenהפלואורסציה של 

פשרת קביעה כמותית של ביטוי אמשיטה זאת . הגנטי גדלה כך גדלה מידת הפלואורסנציה

mRNAלהבדיל משיטת הצות  של גנים והשוואה מדוייקת בין קבו- PCRהמסורתית  .  

14 16 18 20

20 22 24 26 28

23 25 27 29 31 33
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 מהרקמות השונות נמהלו בהתאם לגן הנבדק ונעשה שימוש בפריימרים cDNA -דוגמאות ה

  : לפי הטבלה שלהלןprimer expressשתוכננו בתוכנת 

Gene Forward Reverse 

adiponectin CAG GCA TCC CAG GAC ATC C CCA AGA AGA CCT GCA TCT CCT TT 

adipoR1 AGT TCA TGT ATA AGG TCT GGG AGG CAC ATC TAC GGG ATG ACT CTC CA 

adipoR2 TTC CTA TTA TGA AAA TAG CCC GGA CAT GAT GGG AAT GTA GGA GC 

18S CAC GGA CAG GAT TGA CAG AT CAA ATC GCT CCA CCA ACT AA 

  

  .ABI 7300הריאקציות בוצעו במערכת 

  :בחנה הכילה וכל מ20µlהריאקציה נערכה בנפח 

10 µl 2XQPCR SYBR Green mix  (Buffer, DNA polymerase, SYBR Green, 

dNTP mix, MgCl2) 

1 µl Amplification forward primer  (500 nM) 

1 µl Amplification reverse primer  (500 nM) 

5 µl diluted cDNA (from first strand reaction) 

3 µl autoclaved DEPC Treated distilled water. 

 על מנת לקבוע את מידת המיהול cDNAבשלב ראשון בוצעו עקומי כיול לריכוזים שונים של 

מספר המחזור הראשון בו  (Ctעבור כל ריכוז נקבע סף הדטקציה . הנחוצה עבור כל גן

והוא הוצב על גרף כשהמשתנה ) הסיגנל הפלואורסנטי של החומר הגנטי היה חזק מהרקע

 והגנים 18Sשיפועי הגרפים שנמצאו עבור . cDNA הריכוז של logלוי הוא הבלתי ת

מה שהעיד על כך שיעילות ההגברה של הגנים , בטווח הטעות הניסויית, הנבדקים היו שווים

  .הנבדקים היתה דומה

  :עקומי הכיול

y = -3.1718x + 26.761
R2 = 0.9951

y = -3.3967x + 27.727
R2 = 0.9978

y = -3.1287x + 20.617
R2 = 0.9919

y = -3.3221x + 16.883
R2 = 0.9955
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יטוי נערכו ריאקציות כפולות לקביעת מידת הב,  בטווח הלינאריcDNA -לאחר קביעת ריכוז ה

  :לפי התוכנית שלהלן, של הגן

  :מחזור אחד

  .איתחול C50° דקות  2

  דנטורציה ראשונית C95° דקות 10

  : מחזורים40

  , cDNA דנטורציה של הפריימרים ושל הC95° שניות 15

  .cDNAארכה והגברה של  הC50° שניות 60

 לצורך נרמול 18Sעבור כל דוגמא נערכו בו זמנית ריאקציות כפולות עבור הגן הנבדק ועבור 

 ניתן היה 18S -היות שהריאקציה נעשתה באותה יעילות עבור הגן הנבדק ו. cDNA -כמות ה

  .Ct∆∆ בשיטת 18S - של הגן ביחס לmRNA -לכמת את רמות ה

  : עבור כל דוגמאCt∆−בשלב ראשון חושב הערך 

−∆Ct = Ct 18S  − Ct target gene  

  Ct∆∆לאחר מכן חושב הערך 

∆∆Ct = (median ∆Ct experimental group) − (median ∆Ct control group) 

 Ct(Livak∆∆−2: השינוי בביטוי הגן הנבדק בקבוצת הניסוי ביחס לקבוצת הביקורת חושב כ

and Schmittgen 2001).  

  .ניתוח סטטיסטי 2.3

. נתונים שלא התפלגו נורמלי או היו בעלי אי שוויון שוניות עברו טרנספורמציה לוגריטמית

הבדלים נחשבו . T-Testבמבחן  JMP,נעשה בתוכנה ניתוח סטטיסטי של תוצאות הניסויים 

  .p<0.05 כאשר רמת המובהקות הייתה מובהקים
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  תוצאות . 3

  ניסוי הגבלה קלורית  3.1

 במשך  מהצריכה היומית הממוצעת60% -ל הגבלה קלורית קה ההשפעה שלבניסוי זה נבד

ההגבלה הקלורית ידועה כגורמת להפחתה . Sprague Dawley חודשים בחולדות מזן 4 -כ

כן נבדקה השפעתה על  מדדים שונים של תנגודת  על ,במסת השומן ובמשקל הגוף

  .ביטוי אדיפונקטיןלאינסולין ועל 

  משקל החולדות 3.1.1

 עברו שבוע ולדותהח. 1 מוצגת באיור ההגבלה הקלורית על משקל החולדותהשפעת 

החל מתום השבוע הראשון להגבלה הקלורית נבדלו . הגבלה הקלוריתהסתגלות הדרגתית ל

 שתזונתן ולדות בתום תקופת הניסוי משקל הח).p<0.05(משקלי החיות באופן מובהק 

  .)3טבלה  (גבלו בצריכת המזון ממשקל החיות אשר לא הו30% -הוגבלה היה נמוך ב

  

  . על משקל החיותהגבלה הקלוריתהשפעת ה. 1 איור

 חיות בכל 7התוצאות מוצגות כממוצע משקל של .  שבועות הניסוי19משקל הגוף של החולדות במהלך בשינוי 

  .  שגיאת תקן±קבוצת הניסוי 

 .T-Testלפי מבחן ) p<0.05(לים מובהקים מסמנת הבד* 

  הגבלה קלורית 

  )ביקורת(ללא הגבלת מזון  
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  נתונים ביוכימיים 3.1.2

 . נתונים פיזיולוגיים ומטבולייםהגבלה קלורית עלהשפעת : 4טבלה 

 

  משקל רקמת השומן האפידידמלית  3.1.2.1

 - בקבוצת הניסוי היה נמוך בולדותחמשקל רקמת השומן של ה 3 ניתן לראות בטבלהכפי ש

כאשר נבדק ההבדל . (p<0.01) בקבוצת הביקורת ולדותחה ממשקל רקמת השומן של 52%

 בקבוצת 30% - נמצא כי הוא נמוך במובהק בממשקל הגוף % -במשקל רקמת השומן כ

  .)זוןללא הגבלה במ (הניסוי לעומת קבוצת הביקורת

  רמות גלוקוז בצום 3.1.2.2

 . היו דומותרמות הגלוקוז בצום בין קבוצות הניסוי

  רמות אינסולין בסרום 3.1.2.3

חומרים " כפי שמתואר בפרק Radioimmunoassayרמות אינסולין בצום נמדדו בשיטת 

  . לא נבדלו משמעותיתרמות אינסולין בצום בין קבוצות הניסוי". ושיטות

   לרגישות לאינסוליןHOMA-IRמדד  3.1.2.4

 לרגישות לאינסולין חושב לפי HOMA-IR (Homeostatic model assessment)המדד 

  : בצום לפי הנוסחא הבאה(G0)וגלוקוז ) I0(רמות אינסולין 

405
)/()/( 00 dLmgGmlµUI

HOMA
⋅

=  

 המשמש להערכת שינויים clampזהו מדד קליני בעל קורלציה גבוהה לתוצאות של טכניקות 

  . המדד גבוהות הרגישות לאינסולין נמוכהככל שרמות. ברגישות לאינסולין

  .לא נמצאו הבדלים בין הקבוצות במידת הרגישות לאינסולין

P value CR 
(n=7) 

Control 
(n=7) 

 
 

 )'גר(משקל גוף סופי  418.0±12.5 294.6±2.5 0.001>

 )'גר(משקל רקמת השומן האפידידמלית  5.35±0.52 2.62±0.25 0.001>

  משקל רקמת השומן ממשקל הגוף% 1.3±0.1 0.9±0.1 0.05>

 (mg/dL)לוקוז בצום גרמות  85.1±1.4 86.7±1.8 0.5

 (µIU)רמות אינסולין בצום 32.3±3.3 30.5±2 0.6

0.8 6.5±0.5 6.7±0.6 HOMA-IR  
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  גלוקוזהעמסת  3.1.3

. 2 העמסת גלוקוז שתוצאותיה מתוארות באיור ולדותבשבוע האחרון של הניסוי בוצעה בח

 120 - ו60 בקבוצת הניסוי לעומת קבוצת הביקורת (p<0.05)נמוכות היו רמות הגלוקוז 

כאשר נבדק השטח שתחת העקומה לא , יחד עם זאת). A(דקות לאחר ביצוע ההעמסה 

  ).B (נמצאו הבדלים מובהקים בין הקבוצות
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  .רמות הגלוקוז בדם לאחר העמסת גלוקוזהשפעת ההגבלה הקלורית על . 2 איור

)A( לאחר העמסת גלוקוז  דקות 120 - ו90, 60, 30 -רמות גלוקוז בדם בצום וgr)0.3 גלוקוז לכל  gr100 

  ).חולדה

)B( השטח מתחת לעקומת העמסת הגלוקוז כפי שחושב לפי חוק הטרפז.  

  .  שגיאת תקן± חיות בכל קבוצת הניסוי 7התוצאות מוצגות כממוצע של 

 .T-Testלפי מבחן ) p<0.05(מסמנת הבדלים מובהקים * 
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  ומןאדיפונקטין ברקמת הש ל RNAביטוי  3.1.4

כתוצאה מהדיאטות ) p=0.33( שומן לא השתנתה ברקמת האדיפונקטין של mRNA-מת הר

  .השונות

  

  

0

20

40

60

80

100

120

140

C CR

A
di

po
ne

ct
in

 R
N

A
 (A

.U
.)

  

  . לאדיפונקטין ברקמת השומןRNAהשפעת ההגבלה הקלורית על ביטוי .  3 איור

  . שהוטענהRNA- מהווה ביקורת לכמות ה18S  ריבוזומליRNA . חזרות בלתי תלויות7התמונה מייצגת 
 אדיפונקטיןשל  אחוזים מדיאטת הביקורת ב(A.U. Arbitrary Units) שרירותיות כיחידות RT-PCR-תוצרי ה

  .  שגיאת תקן± חיות בכל קבוצת ניסוי 7 של שומן בmRNAממוצע ה. שומןברקמת ה

C CR 
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   אדיפונקטין ברקמת השומן החלבוןרמות 3.1.5

היתה דומה בין הקבוצות שניזונו שומן ברקמת ה) 4' איור מס (אדיפונקטיןביטוי החלבון 

  .יאטות השונותבד
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  .אדיפונקטין ברקמת השומןרמות החלבון השפעת ההגבלה הקלורית על . 4 איור

Western Blotחזרות בלתי תלויות7התמונה מייצגת ,  עבור החלבון אדיפונקטין ברקמת השומן .  

החלבון ברקמת  ממוצע ביטוימייצגות את , זים מדיאטת הביקורתכאחו שרירותיות ביחידותהתוצאות המוצגות 

  . שגיאת תקן± חיות בכל קבוצת הניסוי 7של , ומןהש

C CR
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  רמות אדיפונקטין בסרום 3.1.6

רמות .  החולדות של מוצגת השפעת ההגבלה הקלורית על רמות אדיפונקטין בסרום5באיור 

 3.07±0.42µg/ml (ק בקבוצת ההגבלה הקלורית היו גבוהות במובהאדיפונקטין בסרום בצום

איור  ()P<0.001,  בקבוצת ההגבלה הקלורית6.61±0.60µg/mlבקבוצת הביקורת לעומת 

A5 .( נמצא קורלציה שלילית בין משקל גוף לרמות אדיפונקטין בסרום(R2=0.613, 

P<0.05) ) איורB5(טין בסרום  וכן קורלציה שלילית בין משקל רקמת השומן לרמות אדיפונק

(R2=0.349, P<0.05) ) איורC5( עבור כלל החיות בניסוי (n=14) . לא נמצאה קורלציה בין

  .HOMA-IRי מדד "רמות אדיפונקטין בסרום למידת הרגישות לאינסולין כפי שנבדקה ע

  

  

  

  .בסרוםאדיפונקטין רמו עת ההגבלה הקלורית על השפ.5 איור

(A) מסמנת הבדלים . *  שגיאת תקן± בכל קבוצת ניסוי  חולדות7האדיפונקטין בסרום בצום של  ממוצע רמות

 .T-Testלפי מבחן ) p<0.05(מובהקים 

(B) חולדות14אדיפונקטין בסרום בצום של  קורלציה בין משקל הגוף לרמות .  

(C)חולדות14אדיפונקטין בסרום בצום של שקל רקמת השומן לרמות  קורלציה בין מ .  
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  ניסוי תזונה עשירה בשומן 3.2

ודיאטה דלת שומן ) 40%(בניסוי זה נבדקה ההשפעה של צריכה דיאטה עשירה בשומן 

על , כקבוצת ביקורת במשך כארבעה חודשים על  מדדים שונים של תנגודת לאינסולין) 16%(

  .C57BL/J6 בעכברים מזן ים הקשורים אליוגורמביטוי אדיפונקטין ו

  השפעת תזונה עשירה בשומן על משקל הגוף בעכברים 3.2.1

מתן  לשביעיהחל מהשבוע ה. 6השפעת הדיאטות על משקל העכברים מוצגת באיור 

 )p<0.05(מובהק  שקיבלו תזונה עשירה בשומן היו גבוהים בעכברים משקלי ההדיאטות

בתום תקופת הניסוי משקל . )A6איור ( שומן דיאטה דלת שקיבלו עכבריםממשקלי ה

 בקבוצת עכברים ממשקל ה20% -בגבוה  היה קיבלו דיאטה עשירה בשומן שעכבריםה

טבלה , B6איור ( הפיזור של משקלי החיות בתום הניסוי היה גדול בשתי הקבוצות .הביקורת

החיות בעלות  10תחילה השווינו בין . בהמשך ניתחנו את המידע בשני אופניםלפיכך , )5

לעומת ,  העליונים50% -  (HW)עשירה בשומן התזונה בקבוצת ההמשקל הגבוה ביותר 

כמו כן השווינו בין שתי .  התחתונים50% – (LW)החיות הרזות ביותר בקבוצת הביקורת 

  . )ביקורת(דיאטה דלה שומן דיאטה עשירה בשומן לעומת , ) חיות בקבוצה20(קבוצות הניסוי 

  

   

  .השפעת דיאטה עשירה בשומן על משקל הגוף. 6 איור

(A)  חיות 20התוצאות מוצגות כממוצע משקל של .  שבועות הניסוי20שינוי משקל הגוף של העכברים במהלך 

  .T-Testלפי מבחן ) p<0.05(מסמנת הבדלים מובהקים *  .  שגיאת תקן±בכל קבוצת הניסוי 

(B) פיזור של משקל הגוף הסופי של העכברים  בשתי קבוצות הניסוי.  

  )עשירה בשומן( שומן 40%דיאטה עם  

  )ביקורת ( שומן16%דיאטה עם  
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  נתונים ביוכימיים 3.2.2

 .השפעת דיאטה עשירה בשומן נתונים פיזיולוגיים ומטבוליים: 5טבלה 

 

 הביקורת  בקבוצת(LW) ביותרמשקל נמוך 
 (HW)ביותר המשקל הגבוה לעומת 

  * בקבוצת הניסוי

  כלל הקבוצה

P 
value 

HF 
(n=10) 

Control 
(n=10) 

P 
value 

HF 
(n=20) 

Control 
(n=20) 

 

 )'גר(משקל גוף סופי  31.2±0.50 38.1±0.90 0.001> 29.5±0.60 41.6±0.90 0.001>

משקל רקמת השומן  1.07±0.05 1.5±0.09 0.001> 0.92±0.06 1.76±0.11 0.001>
 )'גר(האפידידמלית 

 משקל רקמת השומן % 3.8±0.1 4.2±0.2 0.05> 3.4±0.2 4.7±0.3 0.01>
 ממשקל הגוף

לוקוז בצום גרמות  117±6.71 130±5.92 0.13 105±4.94 132±4.80 0.01>
(mg/dL) 

רמות אינסולין  9.3±0.83 15.6±2.3 0.01> 7.5±1.26 20.7±3.74 0.01>
 (µIU)בצום

<0.01 7.1±1.50 2±0.42 <0.01 5.3±0.89 2.8±0.39 HOMA-IR  

 

  שגיאת תקן± הנתונים המוצגים הינם הממוצע  

לעומת ,  העליונים50% -  (HW) החיות בעלות המשקל הגבוה ביותר בקבוצת התזונה העשירה בשומן 10* 

 . התחתונים50% – (LW)החיות הרזות ביותר בקבוצת הביקורת 

  ת השומן האפידידמלית משקל רקמ 3.2.2.1

 בקבוצת 30% -היה גבוה ב משקל רקמת השומן של העכברים 4ות בטבלה כפי שניתן לרא

. LW (P<0.01) לעומת HW בקבוצת 48% - וב(p<0.01)הניסוי לעומת קבוצת הביקורת 

 10% - בגבוהממשקל הגוף נמצא כי הוא  % -כאשר נבדק ההבדל במשקל רקמת השומן כ

 LW לעומת HW בקבוצת 28% - וב(p<0.05) עומת קבוצת הביקורתבקבוצת הניסוי ל

(P<0.01).  

  רמות גלוקוז בצום 3.2.2.2

רמות גלוקוז בצום היו גבוהות אך לא באופן מובהק בכלל קבוצת הניסוי לעומת קבוצת 

  .LW (P<0.01) לעומת HWהן היו גבוהות בקבוצת . הביקורת



 50

  רמות אינסולין בסרום 3.2.2.3

-היו גבוהות במובהק ב, radioimmunoassayשנמדדו בשיטת כפי , רמות האינסולין בסרום

 בהשוואה לקבוצת HW בקבוצת 2.7 בכלל קבוצת הניסוי לעומת קבוצת הביקורת ופי 67%

LW.  

   לרגישות לאינסוליןHOMA-IRמדד  3.2.2.4

המדד .  לרגישות לאינסולין חושב לפי רמות אינסולין וגלוקוז בצוםHOMA-IRהמדד 

HOMA-IRהן בכלל קבוצת הניסוי לעומת הביקורת והן בקבוצת  היה גבוה במובהק HW 

 מעידות על הירידה ברגישות לאינסולין HOMAהרמות הגבוהות במובהק של . LWלעומת 

  .בעקבות הצריכה של דיאטה עשירה בשומן
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  העמסת סוכר 3.2.3

. 7גלוקוז שתוצאותיה מתוארות באיור בשבוע האחרון של הניסוי בוצעה בעכברים העמסת 

 90 - ו30רמות הגלוקוז נמצאו גבוהות במובהק בקבוצת הניסוי לעומת קבוצת הביקורת 

 נמצאו רמות גלוקוז גבוהות במובהק HWבקבוצת . )7Aאיור (דקות לאחר ביצוע ההעמסה 

השטח . )7Bאיור ( LW דקות לאחר העמסת הגלוקוז בהשוואה לקבוצת 90 - ו60, 30

לל קבוצת הניסוי לעומת הביקורת והן בהשוואה בין שתחת העקומה היה גדול במובהק הן בכ

  .)7Cאיור  (LW - וHWקבוצות 

  

  
  . על רמות גלוקוז בדם לאחר העמסת סוכרהשפעת דיאטה עשירה בשומן. 7 איור

 gr100  גלוקוז לכל gr)0.3 דקות לאחר העמסת גלוקוז 120 - ו90, 60, 30 -השינוי ברמות גלוקוז בדם בצום ו

  . )B( LW לעומת קבוצת HWובקבוצת  )A(.  בכלל קבוצת הניסוי לעומת הביקורת)עכבר/חולדה

)C( השטח מתחת לעקומת העמסת הגלוקוז כפי שחושב לפי חוק הטרפז.  

 שגיאת ±  שלמהבכל קבוצת ניסוי חיות 20ושל   LW - וHW בקבוצות  חיות10התוצאות מוצגות כממוצע של 

 .T-Testלפי מבחן ) p<0.05(מסמנת הבדלים מובהקים * .  תקן

  )עשירה בשומן( שומן 40%דיאטה עם  

  )ביקורת ( שומן16%דיאטה עם  
  )עשירה בשומן( שומן 40%דיאטה עם  
  )ביקורת ( שומן16%דיאטה עם  
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   של עכבריםאדיפונקטין ברקמת השומןשל  RNAביטוי 3.2.4

   PCR - כפי שנבדקו ב של אדיפונקטיןmRNA רמות 8לראות באיור כפי שניתן 

 HW בקבוצת 79% -ב ירדו באופן מובהק Quantitative Real time PCR (QPCR) -וב

  . בכלל קבוצת הניסוי לעומת קבוצת הביקורת51% -ב וLWלעומת 

  

  

  

  . לאדיפונקטין ברקמת השומןRNA על ביטוי השפעת דיאטה עשירה בשומן. 8 איור

  .בכל ניסוי18S  ריבוזומליRNA-התבטאות הגן מיוחסת ל .PCR - ב חזרות בלתי תלויות20התמונה מייצגת 
  . שימש כגן ייחוס18S  ריבוזומליRNA. שומן ברקמת הפונקטיןאדילגן ל  QPCRתוצאות באיור מוצגות 

 שגיאת ±  שלמהבכל קבוצת ניסוי חיות 14 ושל  LW - וHW בקבוצות  חיות7התוצאות מוצגות כממוצע של 

 .T-Testלפי מבחן ) p<0.05(מסמנת הבדלים מובהקים * .  תקן
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   של עכברים אדיפונקטין ברקמת השומן החלבוןרמות 3.2.5

 בקבוצת 24% -ב באופן מובהק רדי, )9' איור מס (אדיפונקטין ברקמת השומןחלבון ביטוי ה

HW לעומת LWבכלל קבוצת הניסוי לעומת קבוצת הביקורת15% -ב ו .  

  

  

  

  .חלבון אדיפונקטין ברקמת השומן על רמות ההשפעת דיאטה עשירה בשומן. 9 איור

Western Blot חזרות בלתי תלויות20התמונה מייצגת  . ברקמת השומןאדיפונקטין לש .  
 עכברים 10של  ומןהחלבון ברקמת הש מייצגות את מממוצע ביטויוהתוצאות מוצגות כאחוז מדיאטת הביקורת 

מסמנת הבדלים מובהקים * .  ת תקן שגיא±  שלמהבכל קבוצת ניסוי חיות 20 ושל  LW - וHWבקבוצות 

)p<0.05 ( לפי מבחןT-Test. 
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   אדיפונקטין בסרום 3.2.6

 ת לעומ7.22±0.55µg/mlהיו  HWרמות אדיפונקטין בסרום בצום בקבוצת 

7.23±0.64µg/mlב - LW. מובהקת ברמות אדיפונקטין אך לא קלה נמצאה ירידה , כמו כן

 קבוצת הביקורתל בהשוואה שומןבסרום של כלל הקבוצה שקיבלה תזונה עשירה ב

(7.12±0.34 µg/ml vs. 6.44±0.38 µg/ml, P=0.2).  

 קורלציה חיובית בין משקל רקמת השומן של חיות שקיבלו תזונה עשירה בשומן נמצאה

(n=20) לרמות אדיפונקטין בסרום (R2=0.414, P<0.05) ) לא נמצאה קורלציה , )10איור

לא נמצאה קורלציה בין רמות . (n=40)ל החיות בניסוי דומה בקבוצת הביקורת או  עבור כל

  .HOMA-IRי מדד "אדיפונקטין בסרום למידת הרגישות לאינסולין כפי שנבדקה ע
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 בצום למשקל רקמת השומן האפידידימלית בעכברים שקיבלו  רמות אדיפונקטין בסרוםביןמתאם . 10 איור
  .n=20, תזונה עשירה בשומן
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  רצפטורים לאדיפונקטין 3.2.7

 AdipoR1הרצפטור . AdipoR2 - וAdipoR1, אדיפונקטין נקשר ברקמות לשני רצפטורים

 של שני RNAרמות .  נפוץ יותר בכבדAdipoR2נפוץ יותר בשריר ובעוד שהרצפטור 

  .הרצפטורים נבדקו  הן בכבד והן בשריר של החיות

  בכבדרצפטורים לאדיפונקטין  3.2.7.1

ירדו באופן מובהק , QPCR -כפי שנבדקו ב, י הרצפטורים של אדיפונקטין של שנRNAרמות 

 והן בכלל LW לעומת HWהן בקבוצת ,  שהוזנו בתזונה עשירה בשומןבכבד של עכברים

 בקבוצת 40% - בה ירדAdipoR1 של התבטאות.  הביקורתבהשוואה לקבוצתקבוצת הניסוי 

HWאיור ( בכלל הקבוצה 31% - ובA11 .(של  ההתבטאותAdipoR260% - בה ירד 

  ).B11איור ( בכלל הקבוצה 55% - ובHWבקבוצת 

  
  

  .בכבד  של הרצפטורים לאדיפונקטין RNA - על ביטוי ההשפעת דיאטה עשירה בשומן. 11 איור

לאחר טרנספורמציה כבד  בAdipoR2  של AdipoR1 (B)  של real-time PCR (A)תוצאות : בגרפים

 - וHW בקבוצות עכברים 7התוצאות מוצגות כממוצע של .  שימש כגן ייחוס18S ריבוזומלי RNA. לוגריתמית

LW  מסמנת הבדלים מובהקים * .   שגיאת תקן±  שלמהבכל קבוצת ניסויעכברים  14 ושל)p<0.05 ( לפי מבחן

T-Test.  

 AdipoR1 (B) (A) הרצפטורים לאדיפונקטין  עבורPCR-וצרי הל של ת'צילום הג  מובא להמחשהבתמונות

AdipoR2חזרות בלתי תלויות20תמונה מייצגת כל .  בכבד .   
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  בשריררצפטורים לאדיפונקטין  3.2.7.2

 עלו באופן מובהק בחיות שהוזנו  בשריר של שני הרצפטורים של אדיפונקטיןRNAרמות 

 בכלל קבוצת הניסוי לעומת  והןLW לעומת HWהן בקבוצת , בתזונה עשירה בשומן

.  בכלל הקבוצה24% -וב) 12Aאיור ( HW בקבוצת 2פי  עלה AdipoR1 של RNA. הביקורת

RNA של AdipoR2 בקבוצת 2.4פי  עלה HW ) 12איורB (בכלל הקבוצה39% -וב ..  

  

  .שריר של הרצפטורים לאדיפונקטין  בRNA - ביטוי ההשפעת דיאטה עשירה בשומן על. 12 איור

 בשריר לאחר טרנספורמציה AdipoR2  של AdipoR1 (B) של real-time PCR (A)תוצאות : בגרפים

 - וHWעכברים בקבוצות  7התוצאות מוצגות כממוצע של  . שימש כגן ייחוס18S ריבוזומלי RNA. לוגריתמית

LW  מסמנת הבדלים מובהקים * .   שגיאת תקן±  שלמהבכל קבוצת ניסוי עכברים 14 ושל)p<0.05 ( לפי מבחן

T-Test.  

 AdipoR1 (B) (A) הרצפטורים לאדיפונקטין  עבורPCR-ל של תוצרי ה'צילום הג  מובא להמחשהבתמונות

AdipoR2חזרות בלתי תלויות20תמונה מייצגת כל . שריר ב .   

  
  )40%(שומן עשירה בדיאטה  
  ביקורת 
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  pAMPK - וAMPKהאנזים  3.2.8

  Thr172 על AMPK זרחון של האנזים מתרחש של אדיפונקטין לרצפטורים הריעם הקש

נבדקו בכבד  Thr172 -ב ורמות האנזים המזורחן AMPKרמות כלליות של האנזים . ושפעולו

  .Western Blotובשריר באמצעות 

  בכבד AMPKרמות החלבון  3.2.8.1

 בין קבוצת נמצאו דומות phospho-AMPKוהחלבון המזורחן בכבד  AMPKרמות החלבון 

  ).13איור  (LW - לHWהניסוי לקבוצת הביקורת או בין קבוצת 

  
  

  . מזורחן בכבדAMPK - וAMPK רמות השפעת דיאטה עשירה בשומן על. 13 איור

Western Blot של (A) AMPK (B) והחלבון המזורחן phospho-AMPK  20התמונה מייצגת  .כבדברקמת 

  חזרות בלתי תלויות

 10של  החלבון  מייצגות את מממוצע ביטוי,  כאחוזים מדיאטת הביקורת ביחידות שרירותיותמוצגותהתוצאות 

הבדלים מובהקים מסמנת * .   שגיאת תקן±  שלמהבכל קבוצת ניסוי חיות 20 ושל  LW - וHW בקבוצות חיות

)p<0.05 ( לפי מבחןT-Test. 
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  בשריררמות החלבון  3.2.8.2

קבוצת הניסוי לקבוצת הביקורת או בשריר לא נבדלו בין הלא מזורחן  AMPKרמות החלבון 

  ברמות16%נמצאה ירידה מובהקת של לעומת זאת ). 14Aאיור  (LW - לHWבין קבוצת 

  שניזונה מתזונה עשירה בשומןניסויקבוצת הב phospho-AMPKהחלבון המזורחן והפעיל 

איור (LW לעומת קבוצת  24%נמצאה ירידה של  HW בקבוצת .הביקורתקבוצת לעומת 

14A .(על פעילות מופחתת של האנזים בהשפעת הירידה ברמות האנזים המזורחן מעידות 

  .דיאטה עשירה בשומן

  
  

  .בשריר מזורחן AMPK - וAMPK השפעת דיאטה עשירה בשומן על רמות . 14 איור

Western Blot של (A) החלבון AMPK (B)  החלבון המזורחןphospho-AMPKהתמונה  . שריר ברקמת

  . חזרות בלתי תלויות20מייצגת 

של  החלבון  וימייצגות את מממוצע ביט,  כאחוזים מדיאטת הביקורת ביחידות שרירותיותמוצגותה ,התוצאות

מסמנת הבדלים * .   שגיאת תקן±  שלמהבכל קבוצת ניסוי חיות 20 ושל  LW - וHW בקבוצות  חיות10

 .T-Testלפי מבחן ) p<0.05(מובהקים 

  
  

C HF 

Thr 172 pAMPK 
C HF 

AMPK 

(A) (B) 

0

20

40

60

80

100

120

HF-C HW-LW

A
M

PK
 m

us
cl

e 
(A

.U
.)

C
HF

0

20

40

60

80

100

120

HF-C HW-LW

pA
M

PK
 m

us
cl

e 
(A

.U
.)

C
HF



 59

  pACC - וACCהאנזים  3.2.9

האנזים המזורחן אינו , Ser79 על ACC מזרחן את האנזים phospho-AMPKהאנזים הפעיל 

רמות .  במיטוכונדריהß לחמצון ן מופנות של חומצות שומן וה הסינתזהוכך נפסקת פעיל

 Western ורמות האנזים המזורחן נבדקו בכבד ובשריר באמצעות ACCכלליות של האנזים 

Blot.  

  

  בכבד ACCרמות החלבון  3.2.9.1

 בין קבוצת הניסוי  היו דומותבכבד phospho-ACC והחלבון המזורחן ACCרמות החלבון 

  ).15איור  (LW - לHW קבוצת לקבוצת הביקורת או בין

  

  
  

  . מזורחן בכבדACC - וACC השפעת דיאטה עשירה בשומן על רמות . 15 איור

Western Blot של (A)החלבון  ACC )B ( והחלבון המזורחןphospho-ACCהתמונה מייצגת  . ברקמת כבד

   חזרות בלתי תלויות20

 10של  החלבון  מייצגות את מממוצע ביטוי,  כאחוזים מדיאטת הביקורת ביחידות שרירותיותמוצגותהתוצאות 

מסמנת הבדלים מובהקים * .   שגיאת תקן±  שלמהבכל קבוצת ניסוי חיות 20 ושל  LW - וHW בקבוצות חיות

)p<0.05 ( לפי מבחןT-Test. 
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  בשריר ACCרמות החלבון  3.2.9.2

, בין קבוצת הניסוי לקבוצת הביקורתהיו דומות  בשריר ACC זורחן הלא מרמות החלבון

רמות ). 16Aאיור  (LW (p=0.064) - לHW מגמת ירידה ברמות החלבון בין קבוצת נראתה

 בכלל קבוצת 16% -פעיל ירדו באופן מובהק ב שאיננו phospho-ACCהחלבון המזורחן 

מה שמעיד , )16Bאיור (LW וצת  לעומת קבHW בקבוצת 24% -הניסוי לעומת הביקורת וב

  .על פעילות מופחתת של האנזים בהשפעת דיאטה עשירה בשומן

  
  

  .שריר מזורחן בACC - וACCהשפעת דיאטה עשירה בשומן על רמות .  16 איור

Western Blotשל (A)החלבון  ACC )B ( והחלבון המזורחןphospho-ACCהתמונה מייצגת .  שריר ברקמת

   חזרות בלתי תלויות20

 10של  החלבון  מייצגות את מממוצע ביטוי,  כאחוזים מדיאטת הביקורת ביחידות שרירותיותמוצגותהתוצאות 

מסמנת הבדלים מובהקים * .   שגיאת תקן±  שלמהבכל קבוצת ניסוי חיות 20 ושל  LW - וHW בקבוצות חיות

)p<0.05 (בחן לפי מT-Test. 
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  דיון . 4
תזונה עשירה בשומן והגבלה :  השפעות של שני משטרים תזונתייםהנוכחי בחןהמחקר 

. מטבוליים אחרים םומשתני אדיפונקטין , רגישות לאינסולין, קלורית על מטבוליזם של גלוקוז

  . חולדותבבעוד שניסוי ההגבלה הקלורית דיאטה עשירה בשומן נערך בעכברים שבחן הניסוי 

 מהצריכה היומית 60% - לSprague Dawley של חולדות כמות המזוןהגבלת 

בעוד , הביאה לירידה במשקל ושמירה על משקל גוף קבוע במהלך תקופת הניסוי, הממוצעת

 בסוף הניסוי .שהחולדות שגישתן למזון לא הוגבלה עלו במשקל לאורך מרבית תקופת הניסוי

בהתאמה מלית ירקמת השומן האפידידוף  וב ג במשקל52% -ו 30% של ים הבדלונמצא

רמות אינסולין ,  רגישות לאינסוליןכמושונים לא נמצאו הבדלים במדדים ). 4טבלה , 1איור (

נמצאו שינויים קלים .  היו דומים בשתי הקבוצותאשר, HOMA-IRוגלוקוז בצום ומדד 

  .  דקות לאחר העמסת סוכר60 - ו30  בזמןבסבילות לגלוקוז

אחרים של הגבלה קלורית בחולדות נמצאו בתום תקופת הניסוי הבדלים במשקל בניסויים 

כמו כן נצפו רמות דומות . )Barzilai et al. 1998(מלית יהגוף ומשקל רקמת השומן האפידיד

 רמות האינסולין בתום תקופת הניסוי היו נמוכות , אולם.של גלוקוז בין קבוצות הניסוי

 הרגישות .במובהק בקבוצה שהצריכה הקלורית שלה הוגבלה לעומת קבוצת הביקורת

  אף היא היתהHyperinsulinemic euglycemic clamp לאינסולין כפי שנאמדה בשיטת

 .)Barzilai et al. 1998; Barzilai et al. 1998(שהוגבלה במזון  הבקבוצ יותר גבוהה

בהם  במחקרים .שויים להיות תוצאה של משך הניסויהאינסולין עההבדלים שנצפו ברמות 

 הסופי של שתי הקבוצות היה גבוה מאוד בהשוואה  הגוף משקל, חודשים18הניסוי נמשך 

גם רמות הגלוקוז הבסיסיות כפי שנבדקו . למשקל הגוף הסופי של הקבוצות בניסוי הנוכחי

רמות האינסולין שנמצאו . הללו היו גבוהות בהרבה מאלו שנמצאו בניסוי הנוכחיבמחקרים 

 חודשים בתחילת 4 דומות לרמות האינסולין בחיות בנות  בניסוי הנוכחיבקבוצת הביקורת

מכאן  .)Barzilai et al. 1998( או בחיות שמשקלן נמוך יחסית )Barzilai et al. 1998(הנסוי 

למרות , ורתהרמות הנמוכות הן של גלוקוז והן של אינסולין בקבוצת הביקשבניסוי הנוכחי 

 על כך שהחולדות ות מעיד,ההבדל במשקל הגוף ומשקל רקמת השומן האפידידמלית

  .  לא פיתחו תנגודת לאינסולין בניסוי הנוכחיבקבוצת הביקורת

במחקרים בבני אדם נמצא שהגבלה קלורית לתקופה דומה הובילה לירידה ברמות האינסולין 

  נוי ברמות הגלוקוז הבסיסיות  למידת התנגודת לאינסולין ללא שיHOMAובמדד 

)Brehm et al. 2003; Farnsworth et al. 2003; Brinkworth et al. 2004;  

Brinkworth et al. 2004( .הגבלה קלורית בבני אדם בוצעהמרבית הניסויים בהם ב ,אולם 

עם  בעלי עודף משקל או השמנת יתר יו השפעותיה על אנשים שבתחילת הניסוי הנבחנו

מכאן שיש כמובן הבדל . 2ואפילו חולי סוכרת מסוג הגברה מסויימת של תנגודת לאינסולין 

שכן בניסוי זה החיות החלו במשקל תקין וככל , וי ובתוצאות הנצפותפן עריכת הניסמהותי באו

  .הנראה כפי שנידון לעיל לא פתחו מצבי תנגודת לאינסולין
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 והחלבון אדיפונקטין ברקמת השומן בין הקבוצות mRNAביטוי הבדלים ב נמצאולא 

לה הקלורית אולם רמותיו עלו באופן מובהק בסרום והיו כפולות בקבוצת ההגב, )3,4איורים (

 קודמים  במחקריםממצאים אלה דומים לממצאים). A5איור (בהשוואה לקבוצת הביקורת 

 כי הגבלה קלורית וירידה במשקל מביאה לעליה ברמות אדיפונקטין בסרום דיווחוש

  ;Berg et al. 2001; Esposito et al. 2003( חולדות ובני אדם, בעכברים

Zhu et al. 2004( . ככל מתרחשתדווח בעבר כי העליה ברמות אדיפונקטין בסרום כבר 

 לא נמצאו הבדלים ברמות  שזאת על אף ,הנראה בשלבים שלאחר שעתוק ותרגום החלבון

mRNA )Combs et al. 2003( . במקביל נמצאו גם מתאמים שליליים בין רמות אדיפונקטין

גם תוצאות אלה ). C5 - וB5איורים (בדם למשקל הגוף ומשקל רקמת השומן האפידידמלית 

 על ירידה ברמות אדיפונקטין בסרום בבני אדם ככל שיש המוריםדומות לדיווחים קודמים 

יחד עם זאת לא . )Asayama et al. 2003; Kwon et al. 2005(עליה במסת רקמת השומן 

ין רמות אדיפונקטין בסרום למידת הרגישות לאינסולין כפי שנאמדה במשמעותי נמצא מתאם 

למות  ירידה מתונה במשקל הובילה להיע דיווחו כיו ועמיתיHOMA-IR. Garauletי "ע

  בסרום לפרמטרים שונים של תנגודת לאינסוליןהמתאם בין רמות אדיפונקטין 

)Garaulet et al. 2004( . המתאם בין אדיפונקטין לרמות חוסרהחוקרים הסבירו את 

בעוד , כמו כן.  רמות האדיפונקטין לא השתנו בעקבות הדיאטהאינסולין בסרום בכך ש

לא נמצאו , וריד רמות גלוקוז בדם ללא הגברת ההפרשה של אינסוליןשאדיפונקטין אמור לה

 ואילו רמות שעתיים לאחר העמסת סוכרו  בצוםבדםהבדלים בין הקבוצות ברמות הגלוקוז 

ייתכן שהיעדר המתאם במחקר הנוכחי נובע מכך שאין הבדלים בין הקבוצות . האינסולין ירדו

  . ינסוליןברמות האינסולין בצום ובמידת הרגישות לא

 מהקלוריות מקורן 42%( בתזונה עשירה בשומן C57BL/6Jהאכלה של עכברים מזן 

במשקל רקמת השומן , במשך כארבעה חודשים גרמה לעליה במשקל הגוף) בשומן

 תוצאות .)6איור , 5טבלה (משקל רקמת השומן ביחס למשקל הגוף  % -האפידידמלית וב

יכולה להוביל להשמנה במודלים של , שירה בשומןאלה מחזקות דיווחים קודמים כי תזונה ע

וי היה גדול בשתי הקבוצות פיזור משקלי החיות בתום הניס .(Hill et al. 2000)מכרסמים 

 מצב זה אופייני ,והבדלי המשקל הסופי היו מובהקים אך לא גדולים) 5טבלה , B6איור (

לא כל .  תגובה שונה של פרטים באוכלוסיה לתזונה דומה וקורה גם בבני אדםומשקף

לאור  .וליים והתנהגותייםמטב, הפרטים עולים במשקל באותה המידה בשל הבדלים גנטיים

תחילה השווינו .  בחרנו בהמשך לנתח את המידע בשני אופניםזור הרחב במשקל הגוףהפי

 50% -  (HW) החיות בעלות המשקל הגבוה ביותר בקבוצת התזונה העשירה בשומן 10בין 

כמו כן .  התחתונים50% – (LW)לעומת החיות הרזות ביותר בקבוצת הביקורת , העליונים

דיאטה עשירה בשומן לעומת דיאטה דלה , ) חיות בקבוצה20(השווינו בין שתי קבוצות הניסוי 

ללא תלות באופן ניתוח הנתונים נמצאו הבדלים מובהקים עבור מרבית . )ביקורת(שומן 

 .המשתנים שנבדקו

  



 63

ופגיעה בסבילות  )5טבלה  (HOMAי "ירידה ברגישות לאינסולין כפי שנאמדה ע נמצאה

 הקשר בין השמנה לירידה ברגישות .)7איור (ז  כפי שנאמדה על ידי העמסת גלוקולגלוקוז

כמו כן ידוע . )Rabinowitz and Zierler 1962( 60 -לאינסולין נצפה כבר בראשית שנות ה

כי תזונה עשירה בשומן גורמת לפגיעה בקצב כניסת הגלוקוז לשריר לאחר העמסת סוכר 

)Grundleger and Thenen 1982( ולירידה ברגישות הרקמות המגיבות לאינסולין 

)Kraegen et al. 1991; Boden et al. 1993(.  

 של mRNAנמצא קשור לירידה בביטוי של  תזונה עשירה בשומן בשלמשקל גוף גבוה 

במחקרים אחרים . )8,9איורים (אדיפונקטין המלווה בירידה ברמות החלבון ברקמת השומן 

 (Statnick et al. 2000) 2 בבני אדם עם סוכרת מסוג  נמצאהירידה בביטוי של אדיפונקטין

ממצא זה . (Naderali et al. 2003)ובחולדות שניזונו מתזונה עשירה בשומן או בפחמימות 

רגישות לאינסולין יכול לספק הסבר חלקי לאופן שבו שומן בתזונה יכול להוביל לירידה ב

במחקר הנוכחי ירידה בביטוי אדיפונקטין לא ,  אולם.כתוצאה מהירידה בביטוי אדיפונקטין

נמצא לא מכרסמים של במודלים . הובילה לירידה משמעותית ברמות אדיפונקטין בסרום

. (Naderali et al. 2003)באופן עקבי קשר הפוך בין משקל ורמות אדיפונקטין בסרום 

 הבוחנת את כלל radioimmunoassayבמחקר זה נבדקו רמות אדיפונקטין בסרום בשיטת 

 .רמות האדיפונקטין מבלי לאמוד את ההבדלים בתפוצת הקומפלקסים השונים המצויים בדם

Pajvani כי רמות אדיפונקטין בעל משקל מולקולרי גבוה הינן פרופורציונליות  ועמיתיו מצאו 

 ן בסרום ובעלות קורלציה טובה יותר למידת הרגישות לאינסוליןלכלל רמת האדיפונקטי

)Pajvani et al. 2004( .רמות האדיפונקטיןבלמרות היעדר הבדלים קיימת אפשרות ש 

 HMWתזונה עשירה בשומן גרמה להבדלים ביחס בין רמות אדיפונקטין ,  בסרוםהכלליות

 השפעה של תזונה עשירה בשומן על ייתכן וזו הסיבה לחוסר .LMWלרמות אדיפונקטין 

ות ומדוייקות למדידת רגיש,  טרם פותחו שיטות,יחד עם זאת. רמות אדיפונקטין בסרום

  .   ולא התאפשרה בדיקה של הנחה זאתההבדלים בין הקומפלקסים השונים של אדיפונקטין

 חיובי בין מתאםנמצא  ,למרות היעדר הבדלים ברמות האדיפונקטין בסרום בין הקבוצות

יכול זה  ממצא .ומשקל הגוף) 10איור  (משקל רקמת השומן ,יפונקטין בסרוםדרמות א

עדות התומכת .   כך שהעלייה במסת השומן מפצה על הירידה בביטוי אדיפונקטיןלהצביע על

 רמות אדיפונקטין בסרום של עכברים בעלי משקל מסת בדקנובתאוריה זאת נמצאה כאשר 

 כי רמות אדיפונקטין בסרום היו נמוכות במובהק בעכברים שקיבלו תזונה ,נמצאושומן דומה 

  .בוצת הביקורתעכברים מקל בהשוואהעשירה בשומן 
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 .Yoda et al)ממצאים של דיווחים אחרים הנוכחי וכאשר בוחנים את ממצאי המחקר 

2001; Zhang et al. 2002; Combs et al. 2003; Esposito et al. 2003; Naderali et 

al. 2003; Tsuchida et al. 2004)רמות אדיפונקטין בדם אינן קשורות  ניתן לראות ש

במחקר הנוכחי בניסוי . ברקמת השומן של אדיפונקטין mRNA בביטוי בהכרח לשינוי

רמות ההורמון בסרום למרות שלא נמצאו הבדלים בביטויו בההגבלה הקלורית נצפתה עליה 

 בניסוי ההזנה בדיאטה עשירה בשומן לא נמצאו הבדלים ברמות ההורמון .שומןהברקמת 

ככל הנראה רמות אדיפונקטין בדם מבוקרות על . בדם למרות הירידה בביטוי ברקמת השומן

  .ידי מנגנונים מורכבים בשלב שלאחר השעתוק שטרם נחקרו לעומק

 השונות שנמצאו בניסויים מורכבות מנגנוני הבקרה באה לידי ביטוי גם במגמות המתאם

בניסוי ההגבלה הקלורית נמצאה קורלציה הפוכה בין משקל הגוף ומשקל רקמת . השונים

לעומתו בניסוי התזונה העשירה בשומן נמצאה קורלציה . השומן לרמות אדיפונקטין בסרום

חיובית בין רמות ההורמון בסרום משקל הגוף ומשקל רקמת השומן של קבוצת הניסוי ואילו 

שהבקרה על רמות ההורמון בדם אינה , מכאן. בקבוצת הביקורת לא נמצאה קורלציה כלל

תלויה רק בתכולה הקלורית של התזונה אלא גם בהרכב התזונה וספציפית בהרכב חומצות 

  .השומן

נמדד , להעריך את ההשפעה של צריכה של דיאטה עשירה בשומןלהמשיך ועל מנת 

 בכבד ובשרירי AdipoR2 - וAdipoR1, פונקטין של הרצפטורים של אדיmRNAביטוי 

 הוא רצפטור של החלק הגלובולרי של אדיפונקטין ונפוץ בעיקר AdipoR1ככל הנראה . השלד

 הוא רצפטור של החלבון השלם ומבוטא בעיקר בכבד AdipoR2-בעוד ש, בשריר

(Yamauchi et al. 2003).  לכל רקמה בביטוי ספציפיתנצפתה תגובה RNA של 

בשריר נמצאה עליה בביטוי  ,)11איור (וד שבכבד נמצאה ירידה בביטוי  בע.הרצפטורים

RNA 12איור ( של הרצפטורים( .  

 ביטוי הרצפטורים של אדיפונקטין אינם ברורים אחראים לרגולציה שלהמנגנונים ה

 ועמיתיו Tsuchida .ם סותרים לגבי השפעות אינסולין על ביטוי הרצפטוריםוקיימים דיווחי

 של שני הרצפטורים הן mRNAביטוי דיווחו כי קיים מתאם שלילי בין רמות אינסולין בדם ו

 יש ירידה בביטוי הרצפטורים ברקמות שונות בעכברים מזן ,במקביל. בשריר והן בכבד

ob/ob.  על ידי שפעול של הרצפטורים מתן אינסולין דיכא ביטוי שלPI3 קינאז ועיכוב של 

Foxo1 (Tsuchida et al. 2004) .מידת ההבדלים במשך הניסוי במחקר זה ו, יחד עם זאת

 אך לא של AdipoR1 דיווח כי הביטוי בתאי שריר של Inukai. דווחוהרגישות לאינסולין לא 

Adipor2 דוכא בעקבות מתן אינסולין (Inukai et al. 2005).נמצא ,  בניגוד לדיווחים הללו

אך  ,(Staiger et al. 2004) בשרירי שלד AdipoR1מתאם חיובי בין רמות אינסולין לביטוי 

 בשרירים של מטופלים סוכרתיים או בריאים AdipoR1לא נמצאו הבדלים בביטוי של 

(Kharroubi et al. 2003; Debard et al. 2004) .  
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גורמים אחרים פרט לאינסולין שעשויים להיות מעורביים בבקרה של ביטוי הרצפטורים 

 או (Staiger et al. 2004)דיכוי הביטוי בעת האכלה חוזרת ,  הגברת הביטוי בצום:כוללים

ייתכן  לאור האמור לעיל .(Kharroubi et al. 2003) בדםרמות של חומצות שומן חופשיות 

 שעשוי להוביל מלווה בשינוי בפרופיל השומנים בדם בצוםשהשינוי ברמות האינסולין 

  . במחקר הנוכחייטוי הרצפטוריםלהבדלים שנצפו בב

זאת לאור העובדה  .בצורתם המזורחנת  ACC - וAMPKשל   נבדקו הרמות,במחקר זה

 AMPKהגברת חמצון חומצות שומן באמצעות זרחון ושפעול של ל גורםאדיפונקטין כי ידוע ש

. )ACC )Tomas et al. 2002; Yamauchi et al. 2002שלאחר מכן מזרחן ומעכב את 

 בעוד שלא נמצאו , אלואנזימים שומן ית רקמה של תזונה עשירתנמצאה השפעה תלוי

הרי , )13,15איורים  ( בכבדACC - וAMPKת במידת הזרחון של והבדלים בין הקבוצ

 phophoACC - וphospho-AMPK ירידה ברמות האנזימים המזורחנים היתהבשריר ש

  . )14,16איורים (בקבוצה שניזונה מתזונה עשירה בשומן 

.  עדיין אינה ברורהACC - וAMPK הפעילות של השפעות תזונתיות על מידת הזרחון

Wilkes רקמה של תזונה עשירה בשומן על זרחון של ל ספציפית מתאר גם הוא השפעה

AMPK . בעוד שהזרחון שלAMPKלא נמצאו הבדלים בכבד,  בשריר ירד כתוצאה מהתזונה 

(Wilkes et al. 2005).  שעות והגבלה קלורית לא 24מחקרים קודמים כבר הראו שצום של 

בעוד ,  הן בכבד והן בשריר למרות רמות שונות של לפטיןAMPKהשפיעו על הזרחון של 

 Tanaka .(Gonzalez et al. 2004) היו נמוכות  בכבדphspho-ACC - וACCשרמות 

ועמיתיו אף דיווחו כי בעכברים טרנסגניים המבטאים לפטין ביתר נמצאה עליה משמעותית 

 הזנה בדיאטה עשירה .wild type בהשוואה לעכברים ACC - וAMPKבמידת הזרחון של 

אולם במחקר זה לא , בשומן הביאה לביטול ההבדלים שנמצאו בהשוואה לקבוצת הביקורת

  . )Tanaka et al. 2005( רמות אדיפונקטין לאחר מתן הדיאטהשינויים בנבדקו 

 על רמות מסוגים שוניםקיימים דיווחים לא עיקביים לגבי ההשפעות של חומצות שומן 

AMPKו - ACCבעוד ש.  בכבד מזורחנים- Suchankovaדיווחו על עליה ברמת ה ועמיתי 

 .Suchankova et al) ימים של תזונה מועשרת בשמן דגים 7האנזימים המזורחנים לאחר 

2005)  ,Dobrzyn ימים על 14 השפעה של העשרת התזונה בשמן דגים במשך דיווח על לא 

 בכבד ACCכמו כן נמצא ש . (Dobrzyn et al. 2005) בכבד ובשריר phspho-AMPKרמות 

היה פעיל ביותר בחולדות שקיבלו תזונה עשירה בחומצות שומן רוויות ומידת הפעילות היתה 

  . )Takeuchi et al. 2001(בעלת מתאם חיובי עם רמות טריגליצרידים בכבד ובפלסמה 

קיימת השפעה שונה ברשמות , ולחומצות השומן בתזונה בפרט,  כי לתזונהאין ספק

באף אחד מהמחקרים שנסקרו לעיל לא , יחד עם זאת. ACC - וAMPKהשונות על זרחון 

ופרט למחקר בו נבדקה , הוערכה מידת התנגודת לאינסולין או רמות אדיפונקטין בסרום

, (Gonzalez et al. 2004; Tanaka et al. 2005) התזונה על הסיגנל של לפטיןהשפעת 

גורם לפגיעה  יתכן כי השומן בתזונה .לא צויינו הבדלים במשקל הגוף בין הקבוצות הנחקרות

 - וAMPKאו לפטין בשריר ועל כן נגרמת ירידה במידת הזרחון של /בסיגנל של אדיפונקטין ו
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ACC, נתמכת על ידי המחקר של ש תיאוריהTsuchida )Tsuchida et al. 2004(.אולם , 

 פגיעה במנגנון הסיגנל .מנת לבדוק השפעות אפשריות אלהיש צורך לבצע ניסויים נוספים על 

  . לא יכולה להסביר את ההבדלים שנמצאו בין הרקמות בתגובה לתזונה

 בין השריר לכבד ACC - וAMPK שניתן להסביר חלקית את ההבדלים בשפעול של ,יתכן

 - וHMW( ההבדלים בתפוצת קומפלקסים של אדיפונקטין בעלי משקל שונה באמצעות

LMW ( כפי שתוארו על ידיWilkes (Wilkes et al. 2005)ידי ההבדלים בביטוי - ועל

פרופורציונליות לכלל רמות ) HMW(מאחר שרמות אדיפונקטין בעל משקל גבוה . הרצפטורים

הן האחראיות להיעדר הבדלים ברמות , האדיפונקטין ורלוונטיות לרגישות הכבד לאינסולין

phospho-AMPKו - phospho-ACCמצד שני.  בכבד בין קבוצת הניסוי לקבוצת הביקורת ,

ובעקבות כך פחות פחות זמין בדם ) LMW(אדיפונקטין בעל משקל מולקולרי נמוך 

באה לפצות על מיעוט העליה בביטוי הרצפטורים ו יתכן. פונקטין גלובולרי היה זמין לשריראדי

הירידה במידת הזרחון  הסיכוי לאינטראקציה עם ההורמון וממתנת ובכך להגדיל אתההורמון 

   .ACC - וAMPKשל 

.  מחקר זה הראה השפעות שונות של משטרים תזונתיים שונים על ביטוי אדיפונקטין,םלסיכו

הגבלה קלורית גרמה לירידה משקל הגוף ולעליה ברמות אדיפונקטין בסרום של חולדות 

 דיאטה עשירה בשומן גרמה .למרות שלא נמצאו שינויים בביטוי החלבון ברקמת השומן

ירידה בביטוי של אדיפונקטין כמו כן נמצאה . סוליןלעליה במשקל ולירידה ברגישות לאינ

נמצאה עליה בביטוי  ,בשריר.  לידי ביטוי ברמות אדיפונקטין בסרוםהברקמת השומן שלא בא

בכבד חלה ירידה , בניגוד לשריר.  מזורחניםACC - וAMPKהרצפטורים וירידה ברמות 

היעדר .  המזורחניםACC - וAMPKבביטוי הרצפטורים אולם לא נמצאו שינויים ברמות 

ידי -המתאם בין רמות אדיפונקטין בסרום למידת התנגודת לאינסולין כפי שנמדדה על

HOMA-IRיחד עם הממצאים השונים ברקמות היעד של אדיפונקטין ,  בשני הניסויים

 רמות אדיפונקטין כלליות בין  אופי הקשרהכבד והשריר מעלה סימן שאלה לגבי, שנבדקו

   .לל הגוף לאינסולין ורגישות כבסרום

תזונה עשירה תזונה השפעה חשובה על ביטוי רמות אדיפונקטין וכי לל כי ,מעבודה זו עולה

למרות שיש , אולם. בשומן השפעה תלויית רקמה על אדיפונקטין ואנזימים הקשורים אליו

עדיין לא ברור תפקידו של אדיפונקטין , קשר ברור בין תזונה למידת הרגישות לאינסולין

  .בקשר הזה
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Abstract 
 

Adiponectin is an adipocyte-secreted hormone that has been shown to be involved in 

glucose and lipid metabolism. Adiponectin binds to 2 different receptors, AdipoR1 and 

AdipoR2 in liver and skeletal muscle activating a protein kinase cascade. Its effects are 

attributed to the activation of AMP-kinase (AMPK) that leads to increased acetyl-CoA 

carboxylase (ACC) phosphorylation and inactivation reduced malonyl-CoA production. 

Studies suggest that caloric intake may be involved in the regulation of serum adiponectin 

levels. Caloric restriction and weight loss achieved by long-term lifestyle change are 

associated with higher adiponectin concentrations. On the other hand, diet-induced obesity 

and type-2 diabetes are associated with decreased plasma adiponectin levels. The aim of 

the present study was to assess the effect of either caloric restriction or high-fat (HF) diet 

on adiponectin mRNA and protein expression in adipose tissue and serum levels.  In 

addition, AMPK and ACC phosphorylation in the liver and skeletal muscles and 

adiponectin receptors expression was determined in the HF diet experiment.  

Fourteen Sprague Dawley male rats were fed either ad libitum (AL) or 60% caloric 

restriction (CR) of average daily food intake for 4 months. AL rats exhibited significantly 

greater weight gain than CR. OGTT curves were slightly lower in the CR group, but AUC 

did not differ between the groups. Fasting glucose and insulin levels, and consequently 

HOMA-IR did not differ between the groups.  No differences were observed in adiponectin 

RNA expression and protein levels in adipose tissue of CR animals compared with AL. 

However, serum adiponectin levels significantly higher in the CR rats (6.61±0.60 vs. 

3.07±0.42µg/ml P<0.001). Serum adiponectin levels also negatively correlated with both 

body weight and epididymal fat weight. 

Forty C57bl/6J male mice were fed either a HF or control diet for 4 months. HF mice 

exhibited significantly greater weight gain, abnormal OGTT curves and elevated HOMA 

(5.3±0.89 vs. 2.8±0.39).  A significant reduction of adiponectin RNA expression (51%) and 

protein levels (15%) was observed in adipose tissue of HF animals. However, serum 

adiponectin levels did not differ between groups (7.12±0.34 µg/ml vs. 6.44±0.38 µg/ml). 

Yet, serum adiponectin levels of the HF group positively correlated with epididymal fat 

weight. Expression of hepatic mRNA of AdipoR1 and AdipoR2 was reduced by 40% and 

60% respectively in HF-High Weight animals. In contrast, receptor mRNA expression 

increased twofold in muscle tissues. No effect was found on hepatic AMP-activated protein 

kinase (AMPK) expression however, a significant  reduction of phospho-AMPK levels in 
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muscles was observed. Hepatic Acetyl-CoA carboxylase (ACC) was similar between 

groups but in muscles, the inactive form phospho-ACC was significantly reduced (P<0.05).   

It is apparent from these results that nutrition has an important effect on adiponectin 

expression and levels. Caloric restriction led to increased serum adiponectin levels not 

associated with changes in its expression in adipose tissue. On the other hand, a high-fat 

diet led to decreased insulin sensitivity and down-regulated adiponectin expression in 

adipose tissue, but did not affect its serum levels. No correlation was found between 

insulin sensitivity and adiponectin serum levels in both experiments. These results 

emphasize the complexity of post-transcriptional control mechanisms for circulating 

adiponectin levels. HF diet also lowered related enzymes activity in skeletal muscles while 

receptor expression was elevated. In contrast, hepatic receptor abundance was decreased 

but related enzymes activity was not affected. These results suggest that HF diet has a 

tissue specific effect on adiponectin and associated enzyme expression. Yet, though there 

is a clear association of nutrition and insulin sensitivity, the role of adiponectin in this 

relation remains to be investigated. 
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