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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

 

 Η εκπόνηση της παρούσας διατριβής πραγµατοποιήθηκε στο 

εργαστήριο της καθηγήτριας Φαρµακολογίας του Ιατρικού Τµήµατος του 

Πανεπιστηµίου Κρήτης κ. Θερµού Κυριακής. Θα ήθελα να την ευχαριστήσω 

ολόψυχα για την εµπιστοσύνη που µου έδειξε από την πρώτη στιγµή που 

εµφανίστηκα στο γραφείο της ως προπτυχιακή φοιτήτρια, για την απεριόριστη 

επιστηµονική της συµβολή που πάντα απλόχερα και ακούραστα µου παρείχε, 

για την ενθάρρυνσή της και την ηθική της συµπαράσταση όλα αυτά τα 

χρόνια. Με έµαθε να είµαι µια σωστή επαγγελµατίας και µου έδειξε πώς είναι 

ένας άνθρωπος που πραγµατικά αγαπά και κοπιάζει για τη δουλειά του, αφού 

αποτελεί ένα περίτρανο παράδειγµα. 

 Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω και τα υπόλοιπα µέλη της 

επταµελούς εξεταστικής µου επιτροπής: τον κ. Ι. Παλλήκαρη, τον κ. Μ. 

Τσιλιµπάρη, τον κ. Α. Γραβάνη, τον κ. Α. Πλαϊτάκη, τον κ. Ν. Σακελλαρίδη και 

ιδιαίτερα την κ. Άννα Βασιλάκη µια και ήταν εκείνη που µε εκπαίδευσε στις 

τεχνικές του εργαστηρίου, µε στήριξε στα πρώτα αλλά και στα µετέπειτα 

βήµατά µου και µε καθοδηγούσε σε όλη τη διάρκεια της διατριβής µου. 

 Ένα µεγάλο ευχαριστώ οφείλω σε όλους τους συναδέλφους που 

πέρασαν όλα αυτά τα χρόνια (κι ήταν πραγµατικά πολλοί) από το εργαστήριο 

αλλά και από άλλα εργαστήρια που συνέβαλαν µε κάθε τρόπο, µικρότερο ή 

µεγαλύτερο, στην πραγµατοποίηση της διατριβής µου. Όµως, ένα ιδιαίτερο 

ευχαριστώ θα ήθελα να δώσω στη Φωτεινή Κιαγιαδάκη, τόσο για την εκτέλεση 

κάποιων πειραµάτων της διατριβής µου αλλά και για την άψογη συνεργασία 

µας. Πραγµατικά δε χρειαζόταν να πω πολλά για να µε καταλάβει σε όλα τα 

επίπεδα. Για το ιδιαίτερα καλό κλίµα συνεργασίας, υποστήριξης και ευχάριστης 

ατµόσφαιρας, τόσο µέσα στο εργαστήριο, αλλά και µε τους περισσότερους 

και έξω από αυτό, θα ήθελα να ευχαριστήσω: τη ∆έσποινα Παπασάββα, τη 

Στέλλα Γιακουµάκη, την Αντωνέλλα Μαραζιώτη, την Έφη Καραγιάννη, τη Θέκλα 

Παπαδάκη, την Έλενη Ρενιέρη, τη ∆έσποινα Κοκονά και τη Γιώτα Ιορδανίδου. 

 Ευχαριστώ πολύ τον κ. Ανδρέα Καστελλάκη, Αναπληρωτή Καθηγητή 

Ψυχοφυσιολογίας του Τµήµατος Ψυχολογίας του Πανεπιστηµίου Κρήτης για τις 
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εύστοχες πάντα παρατηρήσεις του στις εβδοµαδιαίες συναντήσεις µας καθώς 

και την κ. Μαίρη Παπαδοκωστάκη. 

 Ένα ακόµα µεγαλύτερο ευχαριστώ οφείλω στους εκτός εργαστηρίου 

φίλους µου που φρόντιζαν να περνάω ευχάριστα και ξέγνοιαστα τον ελεύθερό 

µου χρόνο. Ιδιαίτερα η Άννα Μουσογιάννη, η Λένα Λατσούδη, ο Μάκης Σενίκ, 

η Κλαίρη Γκιόκα και ο Σπύρος Περδικάκης ήταν κοντά µου, ειδικά τον τελευταίο 

καιρό, µε µεγάλη υποµονή, συµπαράσταση και κατανόηση. 

 Τελευταίες άφησα τις θερµότερες ευχαριστίες µου για τους δικούς µου 

ανθρώπους. Ευχαριστώ πολύ την αδερφή µου Σεµέλη, για την υποµονή της, 

την ηθική της υποστήριξη και τη βοήθειά της ανά πάσα στιγµή. Το πιο γλυκό 

µου ευχαριστώ χρωστώ στο σύντροφο της ζωής µου Κώστα Νικολόπουλο,  

που µε αγάπη και κυρίως υποµονή είναι δίπλα µου στηρίζοντάς µε σε κάθε µου 

προσπάθεια, αλλά και στο Χρήστο και στη Σοφία που απλά κάνουν τη ζωή 

µου οµορφότερη. Τέλος, το ευχαριστώ είναι πολύ µικρό για τη µαµά µου, Σοφία 

Ανδριανάκη. Ήταν αυτή που µε στήριξε ηθικά και υλικά, που µε δίδαξε τις αξίες 

της ζωής, που µου έµαθε να παλεύω γι’αυτό που θέλω µε σεβασµό απέναντι 

στους άλλους, αλλά και απέναντι στον εαυτό µου. Πάντα ένιωθα πολύ δυνατή 

γνωρίζοντας ότι υπάρχει κάποιος που πιστεύει πραγµατικά σε µένα. 



 

 ix 

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 

 

ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ                                                       vii 

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ                                                       ix 

ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ                                                      xiii  

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 1 

1.1 ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΗΣ................................................................................ 1 

1.1.1 ∆οµή του αµφιβληστροειδή....................................................................1 

1.1.2 Οπτική επεξεργασία.................................................................................5 

1.2 ΠΑΘΗΣΕΙΣ ΤΟΥ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆Η ...................................................... 10 

1.2.1 Αµφιβληστροειδική ισχαιµία..................................................................10 

1.2.2 Νεοαγγείωση..........................................................................................13 

1.2.3 Απόφραξη της κεντρικής αρτηρίας του αµφιβληστροειδή ..............13 

1.2.4 Αµφιβληστροειδοπάθεια προωρότητας.............................................14 

1.2.5 ∆ιαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια .....................................................15 

1.2.6 Θεραπείες αµφιβληστροειδοπαθειών .................................................16 

1.3 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΑ ΜΟΝΤΕΛΑ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΙΚΗΣ ΙΣΧΑΙΜΙΑΣ ............... 18 

1.4 ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗ.................................................................................... 19 

1.4.1 Ανακάλυψη της σωµατοστατίνης .......................................................19 

1.4.2 Βιοσύνθεση της σωµατοστατίνης .......................................................20 

1.4.3 Περιοχές έκφρασης και απελευθέρωσης σωµατοστατίνης.............21 

1.4.4 ∆ράσεις της σωµατοστατίνης .............................................................22 

1.4.5 Υποδοχείς σωµατοστατίνης .................................................................23 

1.4.6 Κλωνοποίηση σωµατοστατινεργικών υποδοχέων ............................23 

1.4.7 Κατανοµή σωµατοστατινεργικών υποδοχέων...................................26 

1.4.8 ∆ηµιουργία σωµατοστατινεργικών αναλόγων..................................27 

1.4.9 Εκτελεστικά συστήµατα .........................................................................29 

1.4.10 Εντοπισµός της σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή...........30 

1.4.11 Υποδοχείς σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή ....................30 

1.4.12 Ρόλος της σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή ....................34 

1.5 ΚΟΡΤΙΣΤΑΤΙΝΗ.......................................................................................... 36 



 

 x 

1.5.1 Ανακάλυψη της κορτιστατίνης.............................................................36 

1.5.2 Περιοχές έκφρασης και απελευθέρωσης κορτιστατίνης ..................38 

1.5.3 ∆ράσεις της κορτιστατίνης...................................................................39 

1.5.4 Υποδοχείς κορτιστατίνης.......................................................................39 

1.6 ΕΛΕΥΘΕΡΗ ΡΙΖΑ ΤΟΥ ΜΟΝΟΞΕΙ∆ΙΟΥ ΤΟΥ ΑΖΩΤΟΥ – ΝΟ. .................... 40 

1.6.1 NO. και αµφιβληστροειδής....................................................................41 

1.6.2 NO. και σωµατοστατίνη ........................................................................42 

1.7 ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΣΤΙΣ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΟΠΑΘΕΙΕΣ....... 43 

1.7.1 ∆ιαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια .....................................................43 

1.7.2 Νεοαγγείωση..........................................................................................44 

1.7.3 Η σωµατοστατίνη ως νευροπροστατευτικός παράγοντας .............44 

2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 45 

3. ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑ 47 

3.1 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΣ ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ SST1 ΥΠΟ∆ΟΧΕΩΝ ΣΤΟΝ 

ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆Η ΑΡΟΥΡΑΙΟΥ...................................................................... 47 

3.1.1 Μελέτη της νευρωνικής απελευθέρωσης της σωµατοστατίνης......48 

3.1.2 Μελέτη της ενεργοποίησης του υποδοχέα sst1 στην απελευθέρωση 

σωµατοστατίνης................................................................................................48 

3.1.3 Προσδιορισµός επιπέδων σωµατοστατίνης µε ραδιοανοσολογική 

τεχνική (RadioImmunoAssay) ...........................................................................49 

3.2 ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ cGMP.................................................................................. 51 

3.2.1 Επίδραση σωµατοστατίνης και αναλόγων στα επίπεδα cGMP στον 

αµφιβληστροειδή ...............................................................................................51 

3.2.2 Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της κυκλικής GMP ...........................54 

3.2.3 Ρόλος της τυροσινοφωσφατάσης SHP-1...........................................56 

3.3 ΜΟΝΤΕΛΑ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΙΚΗΣ ΙΣΧΑΙΜΙΑΣ ΣΕ ΑΡΟΥΡΑΙΟ ............... 59 

3.3.1 ∆ιεγερτοτοξικότητα ................................................................................59 

3.3.2 Χηµική ισχαιµία .......................................................................................59 

3.3.3 Μελέτες βιωσιµότητας ιστού.................................................................60 

 

 



 

 xi 

3.4 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΙΣΧΑΙΜΙΑΣ .................................................................. 60 

3.4.1 Μελέτες ανοσοφθορισµού µε αντίσωµα ενάντια στην 

ακετυλοτρανσφεράση της χολίνης (ChAT) ....................................................60 

3.4.2 Μελέτες φθορισµού µε χρώση TUNEL .................................................61 

3.5 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΚΑΙ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΕΡΓΙΚΩΝ ΑΝΑΛΟΓΩΝ 

ΣΤΗ ΧΗΜΙΚΗ ΙΣΧΑΙΜΙΑ ........................................................................................ 61 

3.5.1 Φαρµακολογική επίδραση σωµατοστατίνης.....................................62 

3.5.2 Φαρµακολογικές επιδράσεις µε σωµατοστατινεργικά ανάλογα.....62 

3.6 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΝΕΥΡΟΠΡΟΣΤΑΣΙΑΣ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΩΝ 

∆ΙΑΦΟΡΩΝ ΤΥΠΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΕΠΕΙΤΑ ΑΠΟ ΤΗΝ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ 

ΚΑΙ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΕΡΓΙΚΩΝ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΣΤΗ ΧΗΜΙΚΗ ΙΣΧΑΙΜΙΑ ................... 63 

3.7 ΜΕΤΡΗΣΗ ΕΠΙΠΕ∆ΩΝ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΣΤΟ ΜΕΣΟ ΕΠΩΑΣΗΣ ............ 64 

3.8 ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΝΕΥΡΟΠΡΟΣΤΑΣΙΑΣ......................................................... 65 

3.8.1 Επίδραση του SIN-1/L-κυστεΐνη στη Χηµική Ισχαιµία..........................66 

3.8.2 Επίδραση του SIN-1................................................................................66 

3.8.3 Επίδραση του αναστολέα της συνθάσης της ΝΟ. στη 

νευροπροστατευτική δράση του ΒΙΜ23014....................................................66 

3.8.4 Επίδραση των αναστολέων της γουανυλικής κυκλάσης στη 

νευροπροστατευτική δράση του ΒΙΜ23014....................................................67 

4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 69 

4.1 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΣ ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ SST1 ΥΠΟ∆ΟΧΕΩΝ ΣΤΟΝ 

ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆Η ΑΡΟΥΡΑΙΟΥ...................................................................... 69 

4.2 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΚΑΙ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΣΤΑ ΕΠΙΠΕ∆Α ΤΗΣ cGMP  

ΣΤΟΝ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆Η ................................................................................. 73 

4.2.1 Ρόλος της  cGMP ..................................................................................73 

4.2.2 Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της κυκλικής GMP ...........................78 

4.2.3 Ρόλος της τυροσινοφωσφατάσης SHP-1...........................................80 

4.3 ΜΟΝΤΕΛΑ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΙΚΗΣ ΙΣΧΑΙΜΙΑΣ ΣΕ ΑΡΟΥΡΑΙΟ ............... 81 

4.3.1 ∆ιεγερτοτοξικότητα ................................................................................81 

4.3.2 Χηµική ισχαιµία .......................................................................................82 

4.3.3 Μελέτες βιωσιµότητας ιστού.................................................................84 



 

 xii

4.4 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΚΑΙ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΕΡΓΙΚΩΝ ΑΝΑΛΟΓΩΝ 

ΣΤΗ ΧΗΜΙΚΗ ΙΣΧΑΙΜΙΑ ........................................................................................ 86 

4.5 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΝΕΥΡΟΠΡΟΣΤΑΣΙΑΣ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΩΝ 

∆ΙΑΦΟΡΩΝ ΤΥΠΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΕΠΕΙΤΑ ΑΠΟ ΤΗΝ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ 

ΚΑΙ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΕΡΓΙΚΩΝ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΚΑΤΑ ΤΗ ΧΗΜΙΚΗ ΙΣΧΑΙΜΙΑ ........... 87 

4.6 ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΝΕΥΡΟΠΡΟΣΤΑΣΙΑΣ......................................................... 94 

4.6.1 Επίδραση του SIN-1/L-κυστεΐνη στη Χηµική Ισχαιµία........................101 

4.6.2 Επίδραση του SIN-1..............................................................................102 

4.6.3 Επίδραση του αναστολέα της συνθάσης της ΝΟ. ΝΜΜΑ στη 

νευροπροστατευτική δράση του ΒΙΜ23014..................................................104 

4.6.4 Επίδραση των αναστολέων της γουανυλικής κυκλάσης στη 

νευροπροστατευτική δράση του ΒΙΜ23014..................................................106 

5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 109 

5.1 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΣ ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ SST1 ΚΑΙ SST2 ΥΠΟ∆ΟΧΕΩΝ ΣΤΟΝ 

ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆Η ΑΡΟΥΡΑΙΟΥ.................................................................... 109 

5.1.1 Λειτουργική χαρτογράφηση των sst2 υποδοχέων............................110 

5.1.2 Λειτουργική χαρτογράφηση των sst1 υποδοχέων............................114 

5.2 ΝΕΥΡΟΠΡΟΣΤΑΤΕΥΤΙΚΕΣ ∆ΡΑΣΕΙΣ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΣΤΑ ΜΟΝΤΕΛΑ 

ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΙΚΗΣ ΙΣΧΑΙΜΙΑΣ ΣΕ ΑΡΟΥΡΑΙΟ........................................... 116 

6. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΙΚΑ 131 

7. ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΕΣ ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 133 

8. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 135 

9. SUMMARY 139 

10. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 143 

11. ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ 179 

12. ∆ΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ 187 

 



 

 xiii

ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 

 

AchE: Acetylcholinesterase 

ACTH: Adrenocorticotropic Hormone 

AMPA: α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

ATP: Adenosine-5'-triphosphate 

bNOs: brain Nitric Oxide synthase 

BSA: Bovine Serum Albumin  

cGMP: cyclic Guanosine Monophosphate  

ChAT: Choline Acetyl Transerase  

CST: Cortistatin 

DME: Diabetic Macular Edema  

DR: Diabetic Retinopathy  

EDRF: Endothelial-Derived Relaxation Factor  

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

FDA: Food and Drug Administration 

GABA: γ-Aminobutyric acid 

GDP: Guanosine Diphosphate 

GH: Growth Hormone 

GTP: Guanosine-5'-triphosphate 

HRP: Horseradish Peroxidase 

IBMX: 3 - Isobutyl-1-methylxanthine  

IGF-I: Insulin-like Growth Factor-I,  

KA: Kainic Acid 

MAPK: Mitogen-activated Protein Kinase 

NADPH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate  

NDS: Normal Donkey Serum 

NGS: Normal Goat Serum 

NMDA: N-Methyl-D-Aspartate  

NMMA: NG-Methyl-L-Arginine 

NOS: Nitric Oxide Synthase 

ODQ: 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1 

PAGE: Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

PB: Phosphate Buffer 



 

 xiv

PBS: Phosphate Buffer Saline 

PDR: Proliferative Diabetic Retinopathy 

PKC: Protein Kinase C 

PMSF: Phenylmethanesulfonyl fluoride  

RIA: RadioImmuno Assay  

RT-PCR: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction  

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 

sGC: soluble Guanylate Cyclase 

SNP: Sodium NitroPrusside  

SRIF: Somatotropin Release Inhibitory Factor 

TBS: Tris Buffer Saline 

TCA: TrichloroAcetic Acid 

TH: Tyrosine Hydroxylase 

TSH: Thyrotrophin-stimulating Hormone 

TUNEL: Terminal UTP Nick-End Labeling 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 

ΓΚ: Γαγγλιακή στιβάδα 

Εσ∆:  Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα 

ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα 

ΧΙ: Χηµική Ισχαιµία 

 

 

 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 1 

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1 ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΗΣ 

 

Ο αµφιβληστροειδής είναι ένας λεπτός ιστός στο πίσω µέρος του 

µατιού, ο οποίος αποτελείται από φωτοευαίσθητα νευρικά κύτταρα και ίνες. Tο 

πάχος του κυµαίνεται από 0,5 χιλιοστά στο κέντρο, µέχρι 0,1 µε 0,2 χιλιοστά 

στην περιφέρεια. Αποτελεί το σηµαντικότερο τµήµα του µατιού αφού σ’ αυτόν 

πραγµατοποιείται η µετατροπή των φωτεινών ερεθισµάτων σε ηλεκτρικά 

σήµατα, τα οποία µέσω του οπτικού νεύρου, µεταβιβάζονται σε ανώτερα 

κέντρα του εγκεφάλου για περαιτέρω επεξεργασία.  

Ο αµφιβληστροειδής αναπτύσσεται απευθείας από το νευρικό 

εξώδερµα, δηλαδή την εξειδικευµένη µοίρα του εξωδέρµατος από την οποία 

αναπτύσσεται  ο εγκέφαλος και η συναπτική του οργάνωση είναι όµοια µε 

εκείνην άλλων δοµών του κεντρικού νευρικού συστήµατος. Πρόκειται για ένα 

απλό µέρος του κεντρικού νευρικού συστήµατος, αφού αποτελείται µόνο από 

πέντε µεγάλες κατηγορίες νευρώνων. Οι νευρώνες συνδέονται µεταξύ τους 

κατά ένα περίπλοκο τρόπο, αλλά µε µια ανατοµικά απλή στιβαδωτή διάταξη. Η 

απλότητά του αυτή σε σχέση µε άλλες δοµές του κεντρικού νευρικού 

συστήµατος τον καθιστά πρότυπο για την κατανόηση του τρόπου 

επεξεργασίας των πληροφοριών από τα σύνθετα νευρωνικά κυκλώµατα του 

εγκεφάλου. 

 

 

1.1.1 ∆οµή του αµφιβληστροειδή 

 

Ο αµφιβληστροειδής χιτώνας αποτελείται από δύο πέταλα, το 

µελάγχρουν επιθήλιο προς τα έξω και τον κατεξοχήν αµφιβληστροειδή προς τα 

µέσα. Το µελάγχρουν επιθήλιο αποτελείται από µια σειρά κυβοειδών κυττάρων, 

που επικάθονται στη µεµβράνη του Bruch µε την οποία συνδέονται σταθερά. 

Αντίθετα, η σύνδεση µε τον υπόλοιπο αµφιβληστροειδή είναι χαλαρή και η 

αποκόλλησή του εύκολη.  
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Ο κατεξοχήν αµφιβληστροειδής εκτείνεται από την πριονωτή περιφέρεια 

που σχηµατίζουν οι αποφύσεις των φωτοϋποδοχέων µέχρι την έξοδο του 

οπτικού νεύρου. Στον αµφιβληστροειδή υπάρχουν πέντε κύριοι τύποι νευρικών 

κυττάρων: από έξω, οι φωτοϋποδοχείς οι οποίοι είναι τα φωτοευαίσθητα 

κύτταρα του αµφιβληστροειδή, και προς τα µέσα, τα δίπολα κύτταρα και τα 

γαγγλιακά κύτταρα των οποίων οι φυγόκεντρες ίνες σχηµατίζουν το οπτικό 

νεύρο το οποίο καταλήγει στα έξω γονατώδη σώµατα. Μεταξύ των παραπάνω 

κυττάρων υπάρχουν δύο ακόµα τύποι νευρώνων, τα οριζόντια και τα βραχύινα 

κύτταρα (Εικόνα 1).  

 

 

Εικόνα – 1: Φ: Στιβάδα των κατεξοχήν φωτοϋποδοχέων, ΕξΚ: εξωτερική κοκκώδης στιβάδα, 
Εξ∆: εξωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΕσΚ: εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆: εσωτερική δικτυωτή 
στιβάδα, Γ: Στιβάδα των γαγγλιακών κυττάρων. Την ΕξΚ αποτελούν τα κύρια τµήµατα των 
φωτοϋποδοχέων, την ΕσΚ τα δίπολα κύτταρα και την Γ τα γαγγλιακά κύτταρα. Εκτός από τις τρεις 
αυτές στιβάδες που αποτελούνται από τα κυτταρικά σώµατα των νευρώνων, σχηµατίζονται και 
δύο στιβάδες συνάψεων. Στην Εξ∆ εντοπίζονται οι αποφύσεις των φωτοϋποδοχέων, των 
δίπολων κυττάρων και των οριζόντιων κυττάρων, ενώ στην Εσ∆ εντοπίζονται οι αποφύσεις των 
δίπολων, των βραχύινων και γαγγλιακών κυττάρων. 
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Οι φωτοϋποδοχείς, γνωστοί και ως οπτικά κύτταρα,  εµφανίζουν δύο 

τµήµατα. Το εξωτερικό κύριο τµήµα, το οποίο ανάλογα µε το σχήµα του δίνει 

και το όνοµα στο κύτταρο (ραβδιοφόρο ή κωνιοφόρο), και το εσωτερικό 

τµήµα, όπου βρίσκεται ο πυρήνας του κυττάρου. Τα εξωτερικά κύρια τµήµατα 

των οπτικών κυττάρων σχηµατίζουν τη στιβάδα των κατεξοχήν 

φωτοϋποδοχέων, ενώ τα εσωτερικά τµήµατα την εξωτερική κοκκώδη στιβάδα.  

Τα δίπολα κύτταρα εντοπίζονται στην εσωτερική κοκκώδη στιβάδα.  

Φέρουν εσωτερικές και εξωτερικές αποφύσεις µε τις οποίες ενώνονται µε 

παρόµοιες αποφύσεις των οπτικών και γαγγλιακών κυττάρων στην εξωτερική 

και εσωτερική δικτυωτή στιβάδα, αντίστοιχα.  

Τα γαγγλιακά κύτταρα βρίσκονται στη στιβάδα των γαγγλιακών 

κυττάρων. Μαζί µε τα δίπολα και τους φωτοϋποδοχείς συµµετέχουν στη 

δηµιουργία του κάθετου µονοπατιού µετάδοσης της οπτικής πληροφορίας 

(κάθετο µονοπάτι µεταβίβασης του σήµατος). Οι νευράξονες των γαγγλιακών 

κυττάρων σχηµατίζουν το οπτικό νεύρο, µέσω του οποίου καταλήγουν σε 

διάφορες περιοχές του διεγκεφάλου και του µέσου εγκεφάλου (Εικόνα -2). 

Όπως προαναφέρθηκε, στους νευρώνες του αµφιβληστροειδή 

συγκαταλέγονται και δύο ακόµη τύποι νευρώνων, τα οριζόντια και τα βραχύινα 

κύτταρα. Τα οριζόντια κύτταρα τροποποιούν τη µετάδοση της οπτικής 

πληροφορίας µεταξύ φωτοϋποδοχέων - δίπολων κυττάρων, ενώ τα βραχύινα 

κύτταρα µεταξύ δίπολων - γαγγλιακών κυττάρων, δηµιουργώντας έτσι το 

οριζόντιο µονοπάτι µεταβίβασης σήµατος. Οι αποφύσεις των οριζόντιων 

κυττάρων εντοπίζονται στην εξωτερική δικτυωτή στιβάδα, των βραχύινων στην 

εσωτερική δικτυωτή στιβάδα ενώ τα κυτταρικά τους σώµατα βρίσκονται στην 

εσωτερική κοκκώδη στιβάδα.  

Εκτός από τα νευρικά κύτταρα στον κατεξοχήν αµφιβληστροειδή 

υπάρχουν και ερειστικά στοιχεία κύτταρα, στα οποία συγκαταλέγονται τα 

κύτταρα Müller, τα αστεροειδή νευρογλοιακά και µικρονευρογλοιακά κύτταρα.  

Μακροσκοπικά, ο αµφιβληστροειδής εµφανίζει τρεις χαρακτηριστικές 

περιοχές: την ωχρά κηλίδα, το βοθρίο και την οπτική θηλή. 

 Η ωχρά κηλίδα αποτελεί χαρακτηριστικό γνώρισµα των πρωτεύοντων 

θηλαστικών. Πρόκειται για µια κεντρική περιοχή του αµφιβληστροειδή, 

διαµέτρου περίπου 5 χιλιοστών η οποία είναι υπεύθυνη για την αναγνώριση 
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των λεπτοµερειών του σηµείου στο χώρο στο οποίο εστιάζουµε την προσοχή 

µας.  

Το βοθρίο βρίσκεται στην κεντρική περιοχή της ωχράς κηλίδας, έχει 

διάµετρο 1,5 χιλιοστών και αποτελείται αποκλειστικά από κωνιοφόρα κύτταρα. 

Η κεντρική του περιοχή αποτελεί το κεντρικό βοθρίο µε πάχος 0,15 χιλιοστά. Το 

κεντρικό βοθρίο, παρουσιάζει µέγιστη ικανότητα ευκρίνειας λόγω της υψηλής 

πυκνότητας κωνιοφόρων κυττάρων που εµφανίζει. 

 Η θηλή του οπτικού νεύρου αποτελεί την περιοχή από την οποία οι ίνες 

του οπτικού νεύρου εγκαταλείπουν τον αµφιβληστροειδή. Η θηλή δεν περιέχει  

φωτοϋποδοχείς και γι’ αυτό δηµιουργεί ένα τυφλό σηµείο στο οπτικό µας 

πεδίο.   

  

Τροποποιηµένο από Neuroscience, 2001  

 
Εικόνα – 2: Κεντρικές προβολές των γαγγλιακών κυττάρων του αµφιβληστροειδή. Οι άξονες 
των γαγγλιακών κυττάρων του αµφιβληστροειδή καταλήγουν στο έξω γονατώδες σώµα στον 
θάλαµο, το άνω διδύµιο, την προτετραδυµική περιοχή καθώς επίσης και στον υποθάλαµο. Οι 
νευρώνες των κυττάρων του έξω γονατώδους σώµατος, όπως αυτοί των υπόλοιπων πυρήνων 
του θαλάµου, στέλνουν προβολές προς τον πρωτογενή οπτικό (ή ραβδωτό) φλοιό. Το µονοπάτι 
αυτό µεταφέρει πληροφορίες οι οποίες αποτελούν ουσιαστικά αυτό που αποκαλούµε όραση. Η 
προτετραδυµική περιοχή η οποία εντοπίζεται µεταξύ θαλάµου και µεσεγκεφάλου, είναι ιδιαίτερα 
σηµαντική ως κέντρο ρύθµισης του αντανακλαστικού της κόρης. Στον τρίτο πυρήνα, στο άνω 
διδύµιο γίνεται ο συντονισµός των κινήσεων κεφαλής και µατιών. Τέλος, ο υπερχιασµατικός 
πυρήνας του υποθαλάµου, επιτρέπει την επίδραση του κύκλου ηµέρας/νύκτας σε ένα µεγάλο 
αριθµό σπλαχνικών λειτουργιών (π.χ. κιρκάδιος ρυθµός παραγωγής ορµονών). 
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1.1.2 Οπτική επεξεργασία 

 

Κάθε άνθρωπος είναι εφοδιασµένος µε ένα οπτικό σύστηµα για τη 

λήψη, τη µεταφορά και την αναγνώριση των οπτικών πληροφοριών του 

περιβάλλοντος κόσµου. Όπως ήδη αναφέρθηκε, η οπτική πληροφορία 

µεταφέρεται από τους οφθαλµούς µέσω του οπτικού νεύρου στο έξω 

γονατώδες σώµα και από εκεί  στον οπτικό φλοιό του (Εικόνα - 2). 

Για να πραγµατοποιηθεί η οπτική επεξεργασία, το φως αρχικά περνά 

από τον κερατοειδή χιτώνα και τον κρυσταλλοειδή φακό των οφθαλµών και 

στη συνέχεια εστιάζεται στον αµφιβληστροειδή όπου απορροφάται από τους 

φωτοαισθητηριακούς υποδοχείς των ραβδιοφόρων και κωνιοφόρων 

κυττάρων (Εικόνα - 3). Ο αµφιβληστροειδής χιτώνας είναι σε θέση να αποφύγει 

την παραµόρφωση που υφίσταται η εικόνα µέσω µιας σειράς µηχανισµών 

τους οποίους διαθέτει: i) Οι στιβάδες του αµφιβληστροειδή είναι αµύελες και 

σχετικά διαφανείς µε αποτέλεσµα το φως να φθάνει στους φωτοϋποδοχείς 

χωρίς να απορροφάται ή να διαχέεται σε µεγάλο βαθµό, ii) το φως το οποίο δε 

δεσµεύεται από τον αµφιβληστροειδή απορροφάται από τη µελανίνη που 

περιέχουν τα κύτταρα του µελάγχρουν επιθηλίου και iii) τα κυτταρικά σώµατα 

των εγγύς νευρώνων του αµφιβληστροειδή στο βοθρίο µετατοπίζονται προς 

τα πλάγια έτσι ώστε να µπορέσουν οι φωτοϋποδοχείς να δεχθούν την εικόνα 

µε ακόµη µικρότερη παραµόρφωση. Η µετατόπιση αυτή είναι µέγιστη στο 

κεντρικό βοθρίο.  

Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, ο αµφιβληστροειδής του 

ανθρώπου έχει δύο είδη φωτοϋποδοχέων, τα κωνιοφόρα και τα ραβδιοφόρα 

κύτταρα. Τα κωνιοφόρα κύτταρα είναι υπεύθυνα για την όραση κατά τη 

διάρκεια της ηµέρας αλλά και για τη διάκριση των χρωµάτων. Η διάκριση των 

χρωµάτων είναι εφικτή λόγω της ύπαρξης τριών τύπων κωνιοφόρων κυττάρων 

καθένας από τους οποίους περιέχει µια ξεχωριστή οπτική χρωστική ευαίσθητη 

σε ένα διαφορετικό τµήµα του φάσµατος. Η συγκέντρωση των κωνιοφόρων 

κυττάρων, όπως προαναφέρθηκε, είναι αυξηµένη στο βοθρίο και η αναλογία, 

κωνιοφόρα / δίπολα κύτταρα στο σηµείο αυτό είναι µικρή. Ειδικά στο κεντρικό 

βοθρίο δεν υπάρχει καθόλου σύγκλιση, αφού κάθε δίπολο κύτταρο δέχεται 

πληροφορίες από ένα κωνιοφόρο κύτταρο.  
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Εικόνα – 3: Το φως εστιάζεται από τον κερατοειδή χιτώνα και τον κρυσταλλοειδή φακό στον 
κεντρικό βόθρο. Η εικόνα γίνεται δεκτή µε την ελάχιστη παραµόρφωση από τους φωτοϋποδοχείς 
της περιοχής εξαιτίας της µετατόπισης των κυτταρικών σωµάτων των παρακείµενων νευρώνων. 

 

Τα ραβδιοφόρα κύτταρα διεκπεραιώνουν την όραση στο σκοτάδι. 

Λειτουργούν δηλαδή στο αµυδρό φως της αυγής και του λυκόφωτος, καθώς 

και τη νύχτα, όταν τα περισσότερα ερεθίσµατα είναι πολύ αδύνατα για να 

διεγείρουν τα κωνιοφόρα κύτταρα. Τα ραβδιοφόρα κύτταρα είναι είκοσι 

περίπου φορές περισσότερα από τα κωνιοφόρα. Το σύστηµά τους είναι 

συγκλίνον, µια και πολλά ραβδιοφόρα κύτταρα συνάπτονται µε το ίδιο δίπολο 

κύτταρο. Έτσι ενισχύονται τα σήµατα, δυναµώνοντας την προκαλούµενη από 

το φως απόκριση των εγγύς κυττάρων του αµφιβληστροειδή  και αυξάνοντας 

την ικανότητα του εγκεφάλου να ανιχνεύει αµυδρό φως, σε βάρος φυσικά της 

ευκρίνειας.  

Στο εξωτερικό τµήµα των ραβδιοφόρων και κωνιοφόρων κυττάρων 

εντοπίζονται οι οπτικές χρωστικές. Οι χρωστικές αυτές απορροφούν το φως 

προκαλώντας έναν “καταρράκτη” γεγονότων τα οποία οδηγούν σε αλλαγή 

της ροής ιόντων διαµέσου της κυτταρικής τους µεµβράνης και κατά συνέπεια, 

σε αλλαγή του δυναµικού της µεµβράνης. Μόριο κλειδί σε αυτές τις αλλαγές 

αποτελεί το νουκλεοτίδιο 3’, 5’-κυκλική µονοφωσφορική γουανοσίνη (cGMP). 

Η cGMP ελέγχει τη ροή ιόντων, ανοίγοντας έναν ειδικό τύπο διαύλων ιόντων, οι 

οποίοι επιτρέπουν την εισροή ρεύµατος στο κύτταρο, προκαλούµενου κυρίως 

Τροποποιηµένο από Kandel και συν, 1995Τροποποιηµένο από Kandel και συν, 1995
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από Na+. Η συγκέντρωση της cGMP είναι σχετικά µεγάλη στο σκοτάδι, 

προκαλώντας το άνοιγµα των διαύλων που ελέγχει, µε αποτέλεσµα να 

διατηρείται το κύτταρο σε κατάσταση σχετικής εκπόλωσης. Το φως ενεργοποιεί 

τις οπτικές χρωστικές, οι οποίες µε τη σειρά τους διεγείρουν τη 

φωσφοδιεστεράση της cGMP. Το ένζυµο αυτό, ελαττώνει τη συγκέντρωση της 

cGMP στο κυτταρόπλασµα µε συνέπεια το κλείσιµο των ελεγχόµενων από την 

cGMP διαύλων. Έτσι προκαλείται η υπερπόλωση του φωτοϋποδοχέα.  

Τα γαγγλιακά κύτταρα, σε αντίθεση µε τους φωτοϋποδοχείς, οι οποίοι 

αποκρίνονται στο φως µε βαθµιαίες αλλαγές του δυναµικού µεµβράνης 

διαβιβάζουν τις πληροφορίες ως σειρές δυναµικών ενέργειας. Καθώς οι 

οπτικές πληροφορίες µεταφέρονται από τους φωτοϋποδοχείς στα γαγγλιακά 

κύτταρα, διαχωρίζονται σε παράλληλες οδούς φωτεινού κέντρου και σκοτεινού 

κέντρου. Ο διαχωρισµός αυτός γίνεται ανάλογα µε την απόκριση των 

γαγγλιακών κυττάρων σε µια µικρή κηλίδα που φωτίζει το κέντρο του 

υποδεκτικού τους πεδίου. 

Τα γαγγλιακά κύτταρα φωτεινού κέντρου διεγείρονται όταν το φως 

κατευθύνεται προς το κέντρο του υποδεκτικού τους πεδίου και αναστέλλονται 

όταν το φως ερεθίζει την περιφέρεια του πεδίου. Τα γαγγλιακά κύτταρα 

σκοτεινού κέντρου εµφανίζουν τις αντίθετες αποκρίσεις: αναστέλλονται όταν το 

φως ερεθίζει το κέντρο του υποδεκτικού πεδίου και διεγείρονται όταν το φως 

ερεθίζει την περιφέρεια του πεδίου τους. Τα γαγγλιακά κύτταρα των δύο ειδών 

υπάρχουν σε ίσους σχεδόν αριθµούς και κάθε φωτοϋποδοχέας στέλνει ώσεις 

στα κύτταρα και των δύο ειδών. Οι µετασχηµατισµοί αυτοί του οπτικού 

σήµατος βοηθούν τα ανώτερα κέντρα στην ανίχνευση ασθενών αντιθέσεων 

και ταχέων αλλαγών στην ένταση του φωτός. Τα γαγγλιακά κύτταρα είναι 

εξειδικευµένα στην επεξεργασία διαφόρων χαρακτηριστικών της εικόνας, όπως 

είναι η κίνηση, οι µικρές λεπτοµέρειες στον χώρο ή στο χρώµα.  

Οι οπτικές πληροφορίες µεταδίδονται από τα κωνιοφόρα στα γαγγλιακά 

κύτταρα κατά µήκος δύο τύπων οδών του αµφιβληστροειδή. Τα κωνιοφόρα 

κύτταρα στο κέντρο του υποδεκτικού πεδίου ενός γαγγλιακού κυττάρου 

πραγµατοποιούν άµεσες συνδέσεις µε δίπολα κύτταρα τα οποία στη συνέχεια 

συνάπτονται άµεσα µε γαγγλιακά κύτταρα. Οι συνδέσεις αυτές είναι γνωστές 

ως άµεσες ή κατακόρυφες. Σήµατα από τα κωνιοφόρα κύτταρα της 

περιφέρειας του υποδεκτικού πεδίου του γαγγλιακού κυττάρου µεταδίδονται 
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επίσης στο γαγγλιακό κύτταρο µέσω δίπολων κυττάρων, αλλά µόνο έµµεσα, 

µέσω οριζόντιων και βραχύινων κυττάρων. Οι έµµεσες αυτές οδοί ονοµάζονται 

πλάγιες οδοί. Τα οριζόντια κύτταρα µεταδίδουν πληροφορίες από 

αποµακρυσµένα µεταξύ τους κωνιοφόρα κύτταρα σε δίπολα, ενώ ορισµένοι 

τύποι βραχύινων κυττάρων µεταφέρουν πληροφορίες από αποµακρυσµένα 

δίπολα κύτταρα σε γαγγλιακά κύτταρα. 

Όπως τα γαγγλιακά κύτταρα, έτσι και τα δίπολα κύτταρα έχουν 

υποδεκτικό πεδίο µε ανταγωνιστική δράση κέντρου-περιφέρειας και 

διακρίνονται σε κύτταρα φωτεινού κέντρου και σε κύτταρα σκοτεινού κέντρου. 

Όταν ενεργοποιούνται κωνιοφόρα κύτταρα του κέντρου του υποδεκτικού 

πεδίου, εκπολώνονται τα δίπολα κύτταρα φωτεινού κέντρου, ενώ 

υπερπολώνονται τα κύτταρα σκοτεινού κέντρου. Όταν ενεργοποιούνται 

κωνιοφόρα κύτταρα στην περιφέρεια του υποδεκτικού πεδίου ενός δίπολου 

κυττάρου, η απόκριση των δίπολων κυττάρων είναι αντίθετη από εκείνη που 

προκαλείται µε φωτισµό του κέντρου (Εικόνα 4).  

 Ο αµφιβληστροειδής µεταφέροντας τις οπτικές πληροφορίες µέσω των 

αµέσων και έµµεσων οδών, επιτυγχάνει την ολοκληρωµένη και επαρκή 

µεταφορά των µηνυµάτων στον εγκέφαλο ώστε να µπορούµε να ‘’βλέπουµε’’. 
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Τροποποιηµένο από Kandel και συν, 1995
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Κωνιοφόρο
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κύτταρο
φωτεινού
κέντρου

Κωνιοφόρο
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Οριζόντιο
κύτταρο

Τροποποιηµένο από Kandel και συν, 1995

Συνάψεις που διατηρούν την πολικότητα

Συνάψεις που αναστρέφουν την πολικότητα

Συνάψεις που διατηρούν την πολικότητα

Συνάψεις που αναστρέφουν την πολικότητα

 

Εικόνα - 4: Ένα κωνιοφόρο κύτταρο συνάπτεται µε δύο δίπολα κύτταρα, που το καθένα 
πραγµατοποιεί µια διεγερτική σύναψη µε ένα γαγγλιακό κύτταρο του ίδιου τύπου. Όταν το 
κωνιοφόρο κύτταρο υπερπολώνεται από το φωτισµό του κέντρου του υποδεκτικού πεδίου και 
ελαττώνεται η απελευθέρωση του νευροδιαβιβαστή, το δίπολο κύτταρο φωτεινού κέντρου 
διεγείρεται και εν συνεχεία εκπολώνει το γαγγλιακό κύτταρο φωτεινού κέντρου, ενώ το δίπολο 
κύτταρο σκοτεινού κέντρου αναστέλλεται και µε τη σειρά του υπερπολώνει το γαγγλιακό κύτταρο 
σκοτεινού κέντρου. Ο φωτισµός ενός κωνιοφόρου κυττάρου στην περιφέρεια του υποδεκτικού 
πεδίου του δίποπου κυττάρου υπερπολώνει το κύτταρο αυτό, το οποίο µε τη σειρά του 
υπερπολώνει το µετασυναπτικό οριζόντιο κύτταρο, µε αποτέλεσµα τη µείωση της 
απελευθέρωσης του ανασταλτικού διαβιβαστή από το οριζόντιο κύτταρο στα µετασυναπτικά 
κωνιοφόρα κύτταρα του κέντρου του υποδεκτικού πεδίου και την εκπόλωση αυτών. Το δίπολο 
κύτταρο φωτεινού κέντρου υπερπολώνεται κι έτσι έχουµε το αντίθετο αποτέλεσµα φωτισµού στο 
κέντρο του υποδεκτικού πεδίου.  
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1.2 ΠΑΘΗΣΕΙΣ ΤΟΥ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆Η 

 

Ο αµφιβληστροειδής είναι ένας λεπτός χιτώνας που είναι αρκετά 

ευαίσθητος και µπορεί να υποστεί πληθώρα παθήσεων. Οι παθήσεις του 

αµφιβληστροειδή µπορούν να παρουσιαστούν κατά τη γέννηση ενός ατόµου 

αλλά και σε µεγαλύτερη ηλικία. Η αµφιβληστροειδική ισχαιµία, το εξοίδηµα της 

ωχράς κηλίδας και η νεοαγγείωση του αµφιβληστροειδή, είναι τρεις σηµαντικές 

παθολογικοί παράµετροι ασθενειών όπως το γλαύκωµα, η διαβητική 

αµφιβληστροειδοπάθεια, η απόφραξη των αµφιβληστροειδικών 

αγγείων/φλεβών, η φλεγµονή της ίριδας και η γεροντική εκφύλιση της ωχράς 

κηλίδας. Στο κεφάλαιο αυτό, θα γίνει µια σύντοµη ανασκόπηση των 

παραµέτρων που συµβάλουν στην εµφάνιση των παθήσεων του 

αµφιβληστροειδή καθώς επίσης και ορισµένων από αυτές τις ασθένειες.  

 

 

1.2.1 Αµφιβληστροειδική ισχαιµία 

 

Η ισχαιµία είναι η παθολογική κατάσταση κατά την οποία παρατηρείται 

ανεπαρκής ροή αίµατος προς κάποιο ιστό, που έχει σα συνέπεια τη µη 

ικανοποίηση των ενεργειακών απαιτήσεων των κυττάρων. Η ισχαιµία στερεί 

έναν ιστό από τρία στοιχεία: το οξυγόνο, τα µεταβολικά υποστρώµατα και την 

αποµάκρυνση βιολογικών παραπροϊόντων – τοξικών ουσιών. 

Η αµφιβληστροειδική ισχαιµία είναι η πιο κοινή αιτία της οπτικής 

εξασθένισης και τύφλωσης. Σε κυτταρικό επίπεδο, οι βλάβες κατά την 

αµφιβληστροειδική ισχαιµία περιλαµβάνουν νευρωνική εκπόλωση, αύξηση της 

εξωκυττάριας συγκέντρωσης γλουταµινικού οξέος (διεγερτοτοξικότητα) και 

άλλων νευροδιαβιβαστών καθώς επίσης και οξειδωτικό στρες, εισροή ιόντων 

ασβεστίου, νατρίου και νερού. Τα παραπάνω γεγονότα έχουν σαν αποτέλεσµα  

την εξοίδηση και τελική νέκρωση των κυττάρων του αµφιβληστροειδή, καθώς 

επίσης και την επαγωγή µηχανισµών απόπτωσης σε αυτά (Εικόνα 5). Η 

ισχαιµία στον αµφιβληστροειδή έχει µελετηθεί ευρέως λόγω του προτεινόµενου 

ρόλου της στο γλαύκωµα, στη διαβητική αµφιβληστροπάθεια, στην 

αµφιβληστροπάθεια προωρότητας και στην αµφιβληστροειδική και χοριοειδική 

αγγειακή απόφραξη (Osborne και συν. 1999, 2004). Ο αµφιβληστροειδής έχει 
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διπλή τροφοδοσία αίµατος αντανακλώντας την εµβρυολογική του προέλευση 

και το δικαιολογηµένο συνυπολογισµό του ως µια ξεχωριστή συνιστώσα του 

κεντρικού νευρικού συστήµατος.  

 

Τροποποίηση από Osborne και συν., 2004 

 
Εικόνα - 5: Ο καταρράκτης των γεγονότων που σχετίζονται µε την εµφάνιση 
αµφιβληστροειδικής ισχαιµίας. 

 

∆ιακοπή παροχής αίµατος
στον αµφιβληστροειδή

ΙΣΧΑΙΜΙΑ

Ενεργειακή ανεπάρκεια

ATP

Αναστολή αντλίας
Νa+/ K+ - ATPάσης

Μεµβρανική εκπόλωση

[γλουταµινικό]ο

Αναστολή αντλίας
Ca2+- ATPάσης

Αναστροφή
ανταλλαγής
Ca2+/Na+

Άνοιγµα
διαύλων Ca2+

Ενεργοποίηση
των mGluR Ενεργοποίηση

των iGluR

[Ca2+]i

Επαγωγή
ενζύµων

Παραγωγή

ελευθέρων ριζώνΚαταστροφή
µιτοχονδρίων

Καταστροφή
DNA

Καταστροφή
µακροµορίων

Υπεροξείδωση
λιπιδίων

ΑΠΟΠΤΩΣΗ
Καστροφή
µεµβρανών

Φλεγµονή

ΝΕΚΡΩΣΗ

[Na+]i

Άνοιγµα
καναλιών Na+

Γλυκόλυσης

[Γαλακτικό]i

pHi

Νεοαγγείωση

Κυτταρική
διόγκωση/οίδηµα

Αναστροφή
πρόσληψη

γλουταµινικού

∆ιακοπή παροχής αίµατος
στον αµφιβληστροειδή

ΙΣΧΑΙΜΙΑ

Ενεργειακή ανεπάρκεια

ATP

Αναστολή αντλίας
Νa+/ K+ - ATPάσης

Μεµβρανική εκπόλωση

[γλουταµινικό]ο

Αναστολή αντλίας
Ca2+- ATPάσης

Αναστροφή
ανταλλαγής
Ca2+/Na+

Άνοιγµα
διαύλων Ca2+

Ενεργοποίηση
των mGluR Ενεργοποίηση

των iGluR

[Ca2+]i[Ca2+]i

Επαγωγή
ενζύµων

Παραγωγή

ελευθέρων ριζώνΚαταστροφή
µιτοχονδρίων

Καταστροφή
DNA

Καταστροφή
µακροµορίων

Υπεροξείδωση
λιπιδίων

ΑΠΟΠΤΩΣΗ
Καστροφή
µεµβρανών

Φλεγµονή

ΝΕΚΡΩΣΗ

[Na+]i[Na+]i

Άνοιγµα
καναλιών Na+

ΓλυκόλυσηςΓλυκόλυσης

[Γαλακτικό]i[Γαλακτικό]i

pHipHi

Νεοαγγείωση

Κυτταρική
διόγκωση/οίδηµα

Αναστροφή
πρόσληψη

γλουταµινικού
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Πιο συγκεκριµένα, κατά την αµφιβληστροειδική ισχαιµία παρατηρείται 

απώλεια οξυγόνου και γλυκόζης και εποµένως µείωση των επιπέδων του 

ενδοκυττάριου ATP ([ΑΤP]i) αλλά και των αποθεµάτων του. Η ενεργειακή αυτή 

ανεπάρκεια του ιστού προκαλεί µια ακολουθία πολύπλοκων βιοχηµικών 

αντιδράσεων, προξενώντας µορφολογικές και λειτουργικές αλλαγές οι οποίες 

οφείλονται σε δραστικές µεταβολές στη µετακίνηση ιόντων και στα επίπεδα 

µεταβολιτών και νευροδιαβιβαστών. Ειδικότερα, η µείωση [ΑΤP]i αναστέλλει τη 

δράση της αντλίας Na+/K+ ATPάσης οπότε διαταράσσεται  η ισορροπία του 

µεµβρανικού δυναµικού και τα ιόντα νατρίου εισέρχονται σταδιακά στο 

κύτταρο εκπολώνοντάς το. Η εκπόλωση αυτή οδηγεί στην απελευθέρωση του 

γλουταµινικού οξέος, στην αύξηση της συγκέντρωσής του στο νευρώνα και 

στην ενεργοποίηση των ιονοτροπικών υποδοχέων του (NMDA/AMPA/KA). Οι 

NMDA υποδοχείς ενεργοποιούνται και αυξάνεται η εισροή ιόντων ασβεστίου 

µέσα στο κύτταρο, όπως ενεργοποιούνται και οι AMPA/KA υποδοχείς 

οδηγώντας σε εισροή ιόντων ασβεστίου, νατρίου και χλωρίου (Lipton και συν., 

1999).  

Υπάρχουν πολλοί ερευνητές που ασχολούνται µε την αποσαφήνιση του 

µηχανισµού µέσω του οποίου οδηγούµαστε στον κυτταρικό θάνατο κατά την 

ισχαιµία. Πολλές από τις µελέτες εστιάζονται στο ρόλο του γλουταµινικού και 

του ασπαρτικού οξέος, των οποίων οι συγκεντρώσεις αυξάνονται εξωκυττάρια 

κατά την ισχαιµία (Drejer και συν., 1985, Hagberg και συν., 1985, Dávalos και 

συν., 1997). Εκτός όµως από την απελευθέρωση του γλουταµινικού, κατά την 

αµφιβληστροειδική ισχαιµία απελευθερώνεται γλυκίνη, ντοπαµίνη, 

ακετυλοχολίνη, αδενοσίνη καθώς και ο κύριος ανασταλτικός 

νευροδιαβιβαστής GABA. Η απελευθέρωση των µορίων αυτών οδηγεί στην  

ενεργοποίηση των υποδοχέων τους, συνεισφέροντας έτσι στο κυτταρικό 

θάνατο ή την επιβίωση των αµφιβληστροειδικών νευρώνων (Neal και συν., 

1994, Roth και συν., 1996, Perlman και συν., 1996, Napper και Kalloniatis, 1999).  

Τέλος, µια σειρά από µελέτες απέδειξαν ότι οι νευρώνες του έσω 

αµφιβληστροειδή φαίνεται ότι είναι πιο ευαίσθητοι στην ισχαιµία και αυτό 

οφείλεται πιθανότατα στο γεγονός ότι στα κύτταρα αυτά εκφράζονται υψηλά 

επίπεδα ιονοτροπικών γλουταµινικών υποδοχέων, η υπερδιέργεση των οποίων 

οδηγεί τελικά στον κυτταρικό θάνατο (Brandstatter και συν., 1994). 
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1.2.2 Νεοαγγείωση 

 

Η νεοαγγείωση είναι η ανάπτυξη νεόπλαστων αγγείων τα οποία 

προέρχονται από τον πολλαπλασιασµό των ενδοθηλιακών κυττάρων των 

φλεβιδίων, που στην αρχή εξαπλώνονται ενδοαµφιβληστροειδικά. Κύρια αιτία 

της νεοαγγείωσης αποτελεί η ισχαιµία (Cohen και συν., 1977, Εικόνα 5).  

H αµφιβληστροειδική νεοαγγείωση εµφανίζεται πιο συχνά στο σηµείο 

επαφής του αµφιβληστροειδή που αιµατώνεται φυσιολογικά, µε αυτό που δεν 

αγγειώνεται επαρκώς. Το υαλοειδές προσφέρεται σαν στήριγµα για την 

επέκταση της νεοαγγείωσης µέσα στην υαλοειδική κοιλότητα. Τα νέα αγγεία 

είναι εύθραυστα, µε τάση να αιµορραγούν προκαλώντας ποικίλης έκτασης 

αιµορραγίες στο υαλοειδές, γεγονός που αποτελεί απειλή για την όραση του 

ασθενούς. O ιστός αυτός επίσης έχει την προδιάθεση να υφίσταται ίνωση, 

προκαλώντας άλλες απειλητικές για την όραση επιπλοκές, όπως εκτόπιση της 

ωχράς κηλίδας λόγω έλξης, οίδηµα της ωχράς, ελκτική καθώς και 

ρηγµατογενή αποκόλληση του αµφιβληστροειδή.  

 Σε καταστάσεις ισχαιµίας αυξάνεται η απελευθέρωση διαφόρων 

αυξητικών παραγόντων, όπως ο αυξητικός παράγοντας του αγγειακού 

ενδοθηλίου (vascular endothelial growth factor, VEGF) και ο αυξητικός 

παράγοντας τύπου ινσουλίνης (insulin-like growth factor-I, IGF-I), οι οποίοι 

συντελούν στην ανάπτυξη νέων αγγείων. (Merimee και συν., 1983, Hyer και 

συν., 1989, Dills και συν., 1991, Paques και συν., 1997, Cai και Boulton, 2002) 

 

 

1.2.3 Απόφραξη της κεντρικής αρτηρίας του αµφιβληστροειδή 

 

 Η πάθηση αυτή χαρακτηρίζεται από απότοµη και συχνά πλήρη απώλεια 

της όρασης από το ένα µάτι. ∆ε συνοδεύεται από πόνο και το οίδηµα που 

προκαλείται στον αµφιβληστροειδή εντοπίζεται στη στιβάδα των γαγγλιακών 

κυττάρων. Η πρόγνωση είναι βαριά και η νόσος καταλήγει σε τύφλωση. 

 Η απόφραξη της κεντρικής αρτηρίας του αµφιβληστροειδή συχνά 

δηµιουργείται από εµβολικά στοιχεία της συστηµατικής κυκλοφορίας που 

βρίσκονται µακριά από το αγγειακό δίκτυο του αµφιβληστροειδή. Την πιο 
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συνηθισµένη αιτία αποτελούν οι αθηρωµατικές πλάκες της κοινής καρωτίδας. 

Σπανιότερα, οι θρόµβοι προέρχονται από τις βαλβίδες της καρδιάς. 

 Σε µερικές περιπτώσεις η απόφραξη περιορίζεται σε κάποιο κλάδο της 

κεντρικής αρτηρίας του αµφιβληστροειδή. Περισσότερο επιρρεπής είναι ο άνω 

κροταφικός κλάδος, η απόφραξη του οποίου έχει άµεση επίδραση στην ωχρά 

κηλίδα και κατά συνέπεια στην κεντρική όραση. Όπως είναι αναµενόµενο, κατά 

την απόφραξη κλάδου της κεντρικής αρτηρίας χάνεται τµήµα του οπτικού 

πεδίου αντίστοιχα προς την περιοχή που αρδεύεται από το αγγείο που 

αποφράσσεται. Έτσι, η πρόγνωση της απόφραξης του κλάδου ευνόητα είναι 

καλύτερη από αυτή της κεντρικής αρτηρίας του αµφιβληστροειδή.  

  

 

1.2.4 Αµφιβληστροειδοπάθεια προωρότητας 

 

 Είναι επίκτητη ανωµαλία και παρατηρείται σε πρόωρα νεογνά µε βάρος 

γέννησης, κάτω από 1500γρ. Το αγγειακό δίκτυο του αµφιβληστροειδή δεν έχει 

πλήρως αναπτυχθεί, ακόµη και στα τελειόµηνα νεογνά. Τα πρόωρα νεογνά 

τοποθετούνται σε θερµοκοιτίδα γιατί έχουν άµεση ανάγκη οξυγόνου για να 

ζήσουν. Εάν µέσα στην θερµοκοιτίδα η πίεση του αρτηριακού οξυγόνου 

βρίσκεται συνεχώς στο επίπεδο των 90mmHg, ή υπερβεί την τιµή αυτή, τότε 

έχουµε σύσπαση των αγγείων του αµφιβληστροειδή (ιδιαίτερα αυτών στην 

περιφέρεια που δεν έχουν ακόµα πλήρως αναπτυχθεί). Η αγγειοσύσπαση 

δηµιουργεί σοβαρό πρόβληµα ανοξαιµίας στον αµφιβληστροειδή που µε τη 

σειρά της οδηγεί στη δηµιουργία παθολογικής νεοαγγείωσης. Η νεοαγγείωση 

αυτή είναι δυνατό να επεκταθεί και στο υαλοειδές. Επιπρόσθετα, αναπτύσσεται 

ινώδης συνδετικός ιστός που έλκει µε τη σειρά του τα παθολογικά νεοαγγεία 

προξενώντας αιµορραγίες και αποκόλληση του αµφιβληστροειδή.  

Αυτή τη στιγµή, δεν υπάρχει κατάλληλη θεραπεία για την αντιµετώπιση 

της ανάπτυξης αµφιβληστροειδοπάθειας προωρότητας. Η προσπάθεια 

αντιµετώπισης της ασθένειας έγκειται αποκλειστικά στην πρόληψη µε µέτρηση 

σε τακτά χρονικά διαστήµατα των επιπέδων του αρτηριακού οξυγόνου.  
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1.2.5 ∆ιαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια  

 

Η διαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια (diabetic retinopathy, DR) είναι 

συχνά εµφανιζόµενη επιπλοκή της νόσου του διαβήτη (diabetes mellitus), 

επηρεάζει τα αγγεία του αµφιβληστροειδή και αποτελεί σηµαντική αιτία 

τύφλωσης στην παραγωγική ηλικία ανθρώπων σε βιοµηχανοποιηµένες χώρες. 

Εµφανίζεται στο 90% των ατόµων µε διαβήτη τύπου Ι (ινσουλινο-εξαρτώµενος) 

και στο 65% των ατόµων µε διαβήτη τύπου ΙΙ (µη εξαρτώµενος από ινσουλίνη). 

Οι πιθανότητες ανάπτυξης της DR σε κάποιον είναι µεγαλύτερες όσο πιο 

µεγάλο είναι το διάστηµα που αυτός έχει διαβήτη. Η νόσος µπορεί να διακριθεί 

σε δύο στάδια: µη πολλαπλασιαστική (ή µη παραγωγική) DR και 

πολλαπλασιαστική (ή παραγωγική) DR.  

Η µη πολλαπλασιαστική µορφή της νόσου χαρακτηρίζεται από 

µικροανευρύσµατα και µικρές αιµορραγίες, που αν δεν επηρεάσουν την ωχρά 

κηλίδα δεν προκαλούν βλάβες στην όραση. 

 Η πολλαπλασιαστική µορφή της νόσου, από την άλλη, είναι 

αποτέλεσµα µιας πιο εκτεταµένης ισχαιµικής κατάστασης και χαρακτηρίζεται 

από την ανάπτυξη νέων αιµοφόρων αγγείων στην επιφάνεια του ιστού ή του 

οπτικού δίσκου και αµφιβληστροειδικές αιµορραγίες. Τα νεοσχηµατιζόµενα 

αγγεία µπορούν να αιµορραγήσουν και να εµφανιστεί αιµορραγία στο 

υαλώδες σώµα, ακολούθως να εµφανιστεί ίνωση (σχηµατισµός υπερβολικού 

ινώδους συνδετικού ιστού) και αποκόλληση του αµφιβληστροειδή. Το διαβητικό 

οίδηµα της ωχράς κηλίδας (diabetic macular edema, DME) είναι, επίσης, ένα 

επακόλουθο σύµπτωµα του διαβήτη και χαρακτηρίζεται από αυξηµένη 

αγγειακή διαπερατότητα και εναπόθεση σκληρών υπολειµµάτων στο κέντρο 

του αµφιβληστροειδή. Το DME είναι κύρια αιτία απώλειας της όρασης στους 

ασθενείς µε διαβήτη τύπου 2 (Cuilla και συν., 2003, Porta & Allione, 2004, Pemp 

& Schmetterer, 2008, Aiello, 2008). 

 Πέρα από τις παρατηρούµενες αγγειακές αλλαγές στην περίπτωση της 

διαβητικής αµφιβληστροειδοπάθειας, υπάρχουν αρκετά βιβλιογραφικά 

δεδοµένα που υποστηρίζουν ότι πρόκειται για µια νευροεκφυλιστική νόσο του 

οφθαλµού (για ανασκόπηση βλ. Barber, 2003), που εκδηλώνει λειτουργικές 

αλλαγές στην όραση πριν και ανεξάρτητα από τον ανώµαλο σχηµατισµό νέων 

αγγείων (Lieth και συν., 2000). Αυτές οι αλλαγές έχουν άµεσες συνέπειες στους 
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νευρώνες του αµφιβληστροειδή και καταλήγουν σε απόπτωση. Η οµάδα του 

Barber το 1998 χρησιµοποιώντας το µοντέλο της στρεπτοζοτοκίνης για 

επαγωγή διαβήτη τύπου Ι σε αρουραίους παρατήρησε αύξηση στα 

αποπτωτικά νευρικά και/ή γλοιακά κύτταρα, αλλά όχι και αλλαγές σε επίπεδο 

αγγειακών κυττάρων (Barber και συν., 1998). Επίσης, στην ίδια µελέτη σε 

αµφιβληστροειδείς διαβητικών ασθενών παρατήρησαν ότι τα αποπτωτικά 

κύτταρα δεν περιορίζονταν µόνο στις περιοχές µε αγγειακές βλάβες. Κατά 

συνέπεια, τα δεδοµένα αυτά έδειξαν ότι η αµφιβληστροειδική απόπτωση είναι 

µια γενικευµένη απόκριση των νευρώνων του ιστού στην περίπτωση του 

διαβήτη. 

 

 

1.2.6 Θεραπείες αµφιβληστροειδοπαθειών 

 

Οι σπουδαιότερες θεραπείες για τις αµφιβληστροειδικές αγγειογενετικές 

παθήσεις έχουν εστιαστεί στην αντιµετώπιση της ανώµαλης ανάπτυξης των 

αιµοφόρων αγγείων. Αυτές οι θεραπείες είναι µη ειδικές, περιλαµβάνουν την 

επέµβαση µε laser και διακρίνονται στην εστιασµένη και σκεδασµένη 

“φωτοθρόµβωση” (photocoagulation). Η εστιασµένη φωτοθρόµβωση µπορεί 

να χρησιµοποιηθεί για την καταστροφή των διαρρεόντων αιµοφόρων αγγείων, 

ενώ η σκεδασµένη φωτοθρόµβωση για τον έλεγχο της ανάπτυξης µη 

φυσιολογικών αγγείων. Η θεραπεία µε laser φωτοθρόµβωση εφαρµόζεται 

µόνη της ή σε συνδυασµό µε την verteporfin, µια φωτοευαίσθητη πορφυρίνη. 

 Τα τελευταία πέντε χρόνια, νέα φάρµακα µε στόχο το σύστηµα του VEGF 

δοκιµάζονται σε ασθενείς για την αντιµετώπιση αµφιβληστροειδοπαθειών. Ο 

ισχαιµικός ιστός απελευθερώνει αυξητικούς παράγοντες οι οποίοι ευθύνονται 

για την δηµιουργία νέων αγγείων. ∆ύο φάρµακα, το  ranibizumab (Lucentis) 

και το pegaptanib (Macugen) έχουν λάβει έγκριση για την κυκλοφόρηση και 

χρήση τους στη θεραπεία της γεροντικής εκφύλισης της ωχράς κηλίδας από 

τον Οργανισµό Τροφίµων και Φαρµάκων στις ΗΠΑ (FDA, Food and Drug 

Administration). Αυτά τα φάρµακα εµποδίζουν την αγγειογένεση όταν 

χορηγούνται ενδοφθάλµια. Το ranibizumab είναι ένα αντίσωµα που 

αναγνωρίζει και προσδένεται στον VEGF-A (Ferrara και συν., 2006) ενώ το 

pegaptanib είναι ένα τροποποιηµένο ολιγονουκλεοτίδιο που προσδένεται σε 
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µια ειδική ισοµορφή του VEGF, την VEGF165, η οποία εµπλέκεται στην 

οφθαλµική νεοαγγείωση κι έτσι εµποδίζει την ανάπτυξη νέων αγγείων (Ng και 

συν., 2006).  

Παρόλο που οι νέες anti-VEGF προσεγγίσεις είναι ελπιδοφόρες γιατί τα 

θεραπευτικά αποτελέσµατα είναι θεαµατικά, κλινικές µελέτες βρίσκονται σε 

εξέλιξη για τη µελέτη της αποτελεσµατικότητάς τους στην αντιµετώπιση της  

διαβητικής αµφιβληστροειδοπάθειας. Επιπλέον, τα φάρµακα αυτά δεν 

στερούνται παρενέργειες όπως η αύξηση της ενδοφθάλµιας πίεσης, η 

αιµορραγία του επιπεφυκότα, ο πόνος και η ενδοφθάλµια φλεγµονή, η 

ενδοφθαλµίτιδα, η αποκόλληση του αµφιβληστροειδή και ο τραυµατικός 

καταρράκτης. Επίσης, αξίζει να σηµειωθεί ότι η αναστολή της δηµιουργίας 

νέων αγγείων είναι αναστρέψιµη µε τη διακοπή της ενδοφθάλµιας χορήγησης 

των anti-VEGF φαρµάκων (Vasilaki και Thermos, 2009). Τέλος, είναι γνωστό ότι 

η απελευθέρωση του VEGF από το µελάγχρουν επιθήλιο παίζει σηµαντικό ρόλο 

για την ανάπτυξη του ιδίως αµφιβληστροειδή, τη διατήρηση του χοριοειδικού 

πλέγµατος και την προστασία έναντι της ισχαιµικών προσβολών (Nishijima και 

συν., 2007). Κατά συνέπεια, η ανάσχεση της φυσιολογικής απελευθέρωσης 

του VEGF από το µελάγχρουν επιθήλιο µε τη χρήση αντι-VEGF παραγόντων 

µπορεί - σε βάθος χρόνου - να έχει ανεπιθύµητες (και για την ώρα άγνωστες) 

συνέπειες (Feigl, 2009). 

Παρότι η νεοαγγείωση αντιµετωπίζεται µε τη βοήθεια των παραπάνω 

αντιαγγειογενετικών παραγόντων, δεν υπάρχει θεραπεία για την αντιµετώπιση 

της εκφύλισης των νευρώνων του αµφιβληστροειδή. Είναι προφανές ότι, για 

την αποκατάσταση της οπτικής οξύτητας των ασθενών θα πρέπει να 

αντιµετωπιστούν τόσο τα συµπτώµατα της νεοαγγείωσης όσο και της 

νευροεκφύλισης. Απαιτούνται κατά συνέπεια νευροπροστατευτικά φάρµακα 

γιια τη µελέτη και την ανακάλυψη των οποίων είναι απαραίτητα αξιόπιστα 

πειραµατικά µοντέλα αµφιβληστροειδοπαθειών και νέοι θεραπευτικοί στόχοι. 
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1.3 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΑ ΜΟΝΤΕΛΑ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΙΚΗΣ ΙΣΧΑΙΜΙΑΣ 

 

Σε αναζήτηση ενός κατάλληλου µοντέλου, που να προσοµοιάζει την 

αµφιβληστροειδική ισχαιµία του ανθρώπου, το τελευταίο µισό του 20ου αιώνα 

έως και σήµερα, έχει αναπτυχθεί ένας µεγάλος αριθµός in vivo και ex vivo 

πειραµατικών µοντέλων σε θηλαστικά. Η αναζήτηση αυτή είναι αρκετά 

δύσκολη εξαιτίας της µεγάλης ποικιλοµορφίας που εµφανίζει το 

αµφιβληστροειδικό αγγειακό µοτίβο, στα διάφορα είδη. Καθένα από τα κοινά 

µικρά εργαστηριακά θηλαστικά, (αρουραίος, κουνέλι, ινδικό χοιρίδιο) έχει 

διαφορετική αγγειακή τροφοδοσία. Ωστόσο, η αγγειακή τροφοδοσία του 

αρουραίου είναι πιο κοντά σε αυτή του ανθρώπου, µε αποτέλεσµα τη χρήση 

αρουραίων για την ανάπτυξη µοντέλων αµφιβληστροειδικής ισχαιµίας. 

 Ένα από τα πρώτα µοντέλα in vivo που αναπτύχθηκαν ήταν αυτό της 

αύξησης της ενδοφθάλµιας πίεσης από τους Smith και Baird το 1952, το οποίο 

περιέγραψαν αναλυτικότερα ο Buchi και οι συνεργάτες του το 1991. Το µοντέλο 

αυτό περιλαµβάνει την τοποθέτηση βελόνας στον πρόσθιο θάλαµο, η οποία 

είναι συνδεδεµένη µε µια µικρή δεξαµενή ορού, ανυψωµένη σε κατάλληλο ύψος 

έτσι ώστε να ασκεί πίεση 110mmHg, δηλαδή πίεση µεγαλύτερη από αυτή που 

φυσιολογικά υπάρχει στο µάτι. Ευρέως χρησιµοποιούµενα µοντέλα 

αµφιβληστροειδικής ισχαιµίας είναι επίσης τα µοντέλα της αγγειακής επίδεσης 

του οπτικού νεύρου, των οπίσθιων βλεφαριδωτών αγγείων ή των κεντρικών 

αρτηριών, όπως φαίνονται και στον πίνακα 1. 

 

 Πίνακας – 1: Μοντέλα αµφιβληστροειδικής ισχαιµίας σε ζώα και σχετιζόµενες µε αυτά 

ανθρώπινες ασθένειες. 

Τροποποίηση από Osbornne και συν., 2004 

Πειραµατική Μέθοδος Βαθµός Ισχαιµίας Σχετιζόµενες Ανθρώπινες Ασθένειες Επιλεκτικές Αναφορές

Υψηλή ενδοφθάλµια πίεση Ολοκληρωτική απόφραξη της κεντρικής αρτηρίας Smith και Baird, 1952, 
του αµφιβληστροειδή Buchi και συν., 1991

Επίδεση οπτικού νεύρου Ολοκληρωτική απόφραξη της κεντρικής αρτηρίας Stefansson και συν., 1988
του αµφιβληστροειδή

Επίδεση οφθαλµικών αγγείων Ολοκληρωτική απόφραξη της κεντρικής αρτηρίας Otori και συν., 1997
του αµφιβληστροειδή Vidal-Sanz και συν., 2001

Αµφίπλευρη απόφραξη της κοινής Μερική απόφραξη της κεντρικής αρτηρίας Osborne και συν. 1992
καρωτίδας του αµφιβληστροειδή

Φωτοδυναµική αποκόλληση Μερική απόφραξη κλάδου της κεντρικής αρτηρίας Mosinger και Onley 1991,
του αµφιβληστροειδή Daugeliene και συν., 2000
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Πολυάριθµες µελέτες έχουν πραγµατοποιηθεί για τον εντοπισµό νέων 

θεραπευτικών στόχων για την αντιµετώπιση των αµφιβληστροειδοπαθειών 

(Osborne και συν., 2004). Η παρούσα διατριβή θα εστιάσει στην πιθανή 

νευροπροστατευτική δράση της του νευροπεπτιδίου σωµατοστατίνη. 

 

 

1.4 ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗ 

  

 Η σωµατοστατίνη-14 (SRIF-14, Somatotropin Release Inhibitory Factor-14 

είναι ένα κυκλικό δεκατεραπεπτίδιο που ανακαλύφθηκε στον υποθάλαµο από 

τον Brazeau και τους συνεργάτες του το 1973. Η σωµατοστατίνη-28 (SRIF-28) η 

οποία αποτελείται από 28 αµινοξέα,  εκτείνεται προς το αµινο-τελικό άκρο της 

σωµατοστατίνης-14, και µεταβολίζεται στη σωµατοστατίνη-14, ανακαλύφθηκε 

λίγο αργότερα στα σπλάχνα (Pradayrol και συν., 1980). Οι δύο αυτές ορµόνες 

είναι βιολογικά ενεργές. Παράγονται σε διάφορες ποσότητες από διαφορετικά 

κύτταρα και δρουν είτε τοπικά σε γειτονικά κύτταρα, είτε πιο εκτεταµένα µέσω 

της κυκλοφορίας για να ρυθµίσουν διάφορες φυσιολογικές λειτουργίες όπως 

η κυτταρική έκκριση, η νευροδιαβίβαση, η συσταλτικότητα των λείων µυών των 

αγγείων, η απορρόφηση θρεπτικών συστατικών και ο κυτταρικός 

πολλαπλασιασµός. Τα δύο αυτά πεπτίδια δρουν ως νευροδιαβιβαστές, 

αυτοκρινικοί ή παρακρινικοί ρυθµιστές και φαίνεται να εµπλέκονται στην 

παθοφυσιολογία διαφόρων νόσων όπως ο σακχαρώδης διαβήτης, η νόσος 

του Alzheimer, η νόσος του Huntington, η νόσος του Parkinson και η επιληψία 

(Epelbaum, 1986, Reichlin, 1987, Patel, 1990, Timmers και συν., 1996, Eve και 

συν., 1997, van de Nes και συν., 2002).  

 

 

1.4.1 Ανακάλυψη της σωµατοστατίνης 

 

 Η σωµατοστατίνη (SRIF) ανακαλύφθηκε κατά την προσπάθεια της 

οµάδας του Krulich να αποµονώσει τα υποθαλαµικά εκείνα παρασκευάσµατα 

που ήταν υπεύθυνα για την απελευθέρωση της αυξητικής ορµόνης (GH). Στα 

πλαίσια αυτών των ερευνών, εντόπισαν µια ουσία, χαµηλού µοριακού βάρους, 

η οποία ήταν ικανή να αναστείλει την απελευθέρωση της αυξητικής ορµόνης 
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(Krulich και συν., 1968). Η αποµόνωση και ταυτοποίηση του µορίου έγινε 

ωστόσο το 1973 από τον Brazeau και τους συνεργάτες του οι οποίοι 

ανίχνευσαν το κυκλικό δεκατετραπεπτίδιο SRIF-14 σε καλλιέργειες κυττάρων 

αδενοϋπόφυσης αρουραίου (Brazeau et al., 1973). 

 

 

1.4.2 Βιοσύνθεση της σωµατοστατίνης 

 

 Η σωµατοστατίνη προέρχεται από ένα µεγάλο πρόδροµο µόριο 116 

αµινοξέων, την προ-προσωµατοστατίνη (prepro-SRIF), το οποίο µε ταχεία 

πρωτεολυτική διάσπαση παράγει την προορµόνη προσωµατοστατίνη (pro-

SRIF). Στα θηλαστικά η προσωµατοστατίνη βάρους 10kDa, αποτελείται από 92 

αµινοξέα και φέρει τρεις χαρακτηριστικές θέσεις πρωτεόλυσης, µια διβασική 

(αργινίνης - λυσίνης, Arg – Lys) και µια µονοβασική (αργινίνης, Arg) στο 

κάρβοξυ-τελικό άκρο καθώς και µια µονοβασική θέση (λυσίνης, Lys) στο 

αµινο-τελικό άκρο. Από την πέψη της προορµόνης στη διβασική θέση Arg-Lys 

προκύπτει η σωµατοστατίνη-14 και η σωµaτοστατίνη-28[1-76] (8kDa), ενώ από 

την πέψη της στη µονοβασική θέση Arg προκύπτει η σωµατοστατίνη-28 και η 

προσωµατοστατίνη[1-63] (7kDa, Εικόνα 6). Τέλος, από την πέψη της 

προσωµατοστατίνης στη µονοβασική θέση πρωτεόλυσης Lys προκύπτει η 

προσωµατοστατίνη[1-10] ή αντρίνη (Goodman και συν., 1983, Benoit και συν., 

1987, Patel and O’Neil, 1988, Rabbani and Patel, 1990). 

 Όπως προαναφέρθηκε, στους ιστούς των θηλαστικών υπάρχουν 

διάφορες αναλογίες των µορφών της σωµατοστατίνης. Τα µόρια αυτά 

απελευθερώνονται από τα σωµατοστατινεργικά κύτταρα, αλλά µόνο η 

σωµατοστατίνη-14 και η σωµατοστατίνη-28 έχουν βιολογική δραστικότητα. Η 

σωµατοστατίνη-14 επικρατεί στους νευρικούς ιστούς, ενώ στο πάγκρεας, στο 

στοµάχι και στα περιφεριακά νεύρα είναι ουσιαστικά η µόνη µορφή. Η 

σωµατοστατίνη-28 αποτελεί το 20-30% της συνολικής ανοσοεντοπιζόµενης της 

σωµατοστατίνης στον εγκέφαλο και την κυρίαρχη µορφή στο έντερο (Patel και 

συν., 1981). 

 Στα θηλαστικά οι µορφές της σωµατοστατίνης προέρχονται όλες από 

ένα γονίδιο, σε αντίθεση µε τα ψάρια όπου υπάρχουν δύο διαφορετικά γονίδια 

σωµατοστατίνης τα οποία εκφράζονται σε διαφορετικούς υποπληθυσµούς 
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κυττάρων και κωδικοποιούν δύο προϊόντα ανάλογα της σωµατοστατίνης-14 

και της σωµατοστατίνης-28. Η σωµατοστατίνη-14 παρουσιάζεται 

πανοµοιότυπη σε ψάρια και θηλαστικά ενώ η σωµατοστατίνη-28 φέρει 

οµολογία µόνο κατά 40-60% ανάµεσα σε αυτά τα είδη (Patel, 1999). 

 

 Βασιλάκη 2001 

 
Εικόνα - 6: Σχηµατική αναπαράσταση της προσωµατοστατίνης και των προϊόντων της στα 
θηλαστικά. 

 

 

1.4.3 Περιοχές έκφρασης και απελευθέρωσης σωµατοστατίνης 

 

 Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η σωµατοστατίνη-14 και η 

σωµατοστατίνη-28 παράγονται κυρίως από νευρώνες και εκκριτικά κύτταρα 

του κεντρικού αλλά και περιφερικού κεντρικού συστήµατος, καθώς και από το 

γαστρεντερικό σωλήνα. Η σωµατοστατίνη εκφράζεται επίσης και σε άλλα 

ενδοκρινή ή εξωκρινή κύτταρα, στο θυρεοειδή, στα επινεφρίδια, στον 

πλακούντα, στο νεφρό, σε κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος αλλά και 

στον αµφιβληστροειδή (Reichlin 1983, Aguila 1994, Epelbaum και συν., 1994, 

Elliott και συν., 1998, Tannenbaum & Epelbaum, 2000). Οι δύο αυτές µορφές 

εντοπίζονται επίσης στο αίµα οι οποίες απενεργοποιούνται ταχέως στο συκώτι 

και τα νεφρά (Patel και συν., 1981, Shoelson και συν., 1986).  

Η απελευθέρωση της σωµατοστατίνης από τους νευρώνες και τα 

εκκριτικά κύτταρα συνήθως εξαρτάται από τη µεµβρανική εκπόλωση ή την 
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Προ - SS 

SS - 14
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SS - 28

7kDa
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αύξηση του ασβεστίου στο κυτταρόπλασµα και διεγείρεται από ιόντα, ορµόνες, 

αυξητικούς παράγοντες και θρεπτικά συστατικά (Patel, 1999). 

 

 

1.4.4 ∆ράσεις της σωµατοστατίνης 

 

 Η πολλαπλή κατανοµή της σωµατοστατίνης υποδεικνύει το ευρύ φάσµα 

δράσης της εκτός την ικανότητά της να αναστέλλει την έκκριση της αυξητικής 

ορµόνης από την υπόφυση. Το πεπτίδιο αυτό δρα σε πολλαπλούς στόχους 

όπως ο εγκέφαλος, τα σπλάχνα, το ενδοκρινές και εξωκρινές πάγκρεας, τα 

επινεφρίδια, ο θυρεοειδής και τα νεφρά. Οι δράσεις της είναι κυρίως 

ανασταλτικές ενώ έχει αντιπολλαπλασιαστικές ιδιότητες και είναι µία από τις 

κύριες νευροδιαβιβαστικές ουσίες στον εγκέφαλο και τα περιφερικά νευρικά 

κύτταρα (Patel και συν., 1999).  

 Αναλυτικότερα, στον εγκέφαλο η σωµατοστατίνη, ως 

νευροδιαβιβαστική ουσία, φαίνεται να εµπλέκεται σε διάφορες συµπεριφορικές 

λειτουργίες όπως η γνώση, η µάθηση, η πείνα, ο κορεσµός, ο ύπνος και η 

αναλγησία (Reichlin, 1983, Patel, 1999). Επιπλέον, το πεπτίδιο αυτό, αναστέλλει 

εκτός από την έκκριση της αυξητικής ορµόνης (GH) και αυτή της διεγερτικής 

θυρεοειδικής ορµόνης (TSH), ενώ δρα κατασταλτικά στην αύξηση των 

επιπέδων της αδρενοκορτικοτροπικής ορµόνης (ACTH) στη νόσο του Addison 

και σε όγκους που παράγουν ACTH. Όπως προαναφέρθηκε, η 

σωµατοστατίνη φαίνεται επίσης ότι εµπλέκεται σε διάφορες νευρολογικές 

νόσους όπως η νόσος του Alzheimer (Craft και συν., 1999, Davis και συν., 

1999, van de Nes και συν., 2002), του Parkinson (Eve και συν., 1997), του 

Huntington (Norris και συν., 1996, Timmers και συν., 1996) και η επιληψία.  

 Στο γαστρενερικό σωλήνα η σωµατοστατίνη αναστέλλει όλες τις 

σπλαχνικές ορµόνες και τις εξωκρινείς εκκρίσεις όπως το γαστρικό υγρό, την 

πεψίνη, τη χολή και µειώνει τη γαστρική κένωση και τη συστολή της χοληδόχου 

κύστης. 

 Στο θυρεοειδή αδένα, το µόριο αυτό αναστέλλει την επαγόµενη από την 

TSH απελευθέρωση θυροξίνης (Τ4) και τριιωδοθυρονίνης (Τ3) που διεγείρεται 

από την TSH, ενώ στα επινεφρίδια αναστέλλει την επαγόµενη από την 
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αγγειοτενσίνη και την ακετυλοχολίνη έκκριση αλδοστερόνης και κατεχολαµινών 

(Patel, 1999). 

 Οι δράσεις αυτές της σωµατοστατίνης επιτυγχάνονται µέσω της 

αλληλεπίδρασης µε ειδικούς µεµβρανικούς υποδοχείς οι οποίοι απαντώνται σε 

διαφορετικές αναλογίες στους ιστούς στόχους της (Srikant and Patel, 1986, 

Patel και συν., 1990, Olias και συν., 2004).  

 

 

1.4.5 Υποδοχείς σωµατοστατίνης 

 

Οι υποδοχείς της σωµατοστατίνης αναγνωρίστηκαν αρχικά σε 

κυτταρικές σειρές υποφυσιακών κυττάρων (Schonbrunn and Tashjian,1978, 

Thermos και Reisine, 1988) και στη συνέχεια έγιναν πολλές προσπάθειες να 

αποµονωθούν είτε από περιφερικά όργανα όπως το πάγκρεας (Sakamoto και 

συν., 1984, Srikant and Patel, 1986a, Susini και συν., 1986, Knuhtsen και συν., 

1990, Thermos και συν., 1990), το φλοιό των επινεφριδίων (Srikant and Patel, 

1986β), το στοµάχι (Reyl-Desmars και συν., 1989) και την υπόφυση (Lewis and 

Williams, 1987, Bruno και Berelowitz, 1989, Murthy και συν., 1989) ή από τον 

εγκέφαλο (He και συν., 1989, Kimura, 1989, Thermos και συν., 1989).  

 

 

1.4.6 Κλωνοποίηση σωµατοστατινεργικών υποδοχέων 

 

Η ταυτοποίηση των υποδοχέων της σωµατοστατίνης, σχεδόν 20 χρόνια 

µετά την ανακάλυψη του πεπτιδίου, ήταν ένα µεγάλο βήµα για την περαιτέρω 

µελέτη των δράσεων και των λειτουργιών του µορίου. ∆ιαπιστώθηκε ότι 

υπήρχαν πέντε διαφορετικοί υπότυποι των υποδοχέων της σωµατοστατίνης, οι 

sst1, sst2, sst3, sst4 και sst5 (Bruno και συν., 1992, Meyerhof και συν., 1992, 

O’Carroll και συν., 1992, Yamada και συν., 1992). Στα θηλαστικά, όλοι οι 

σωµατοστατινεργικοί υποδοχείς κωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια σε 

ξεχωριστά χρωµοσώµατα. Υπάρχουν δύο µορφές του sst2 υποδοχέα, οι sst2A 

και sst2B οι οποίες προέρχονται από το ίδιο γονίδιο ως συνέπεια εναλλακτικού 

µατίσµατος (Baumeister και Meyerhof, 2000). Οι υπότυποι των υποδοχέων της 
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σωµατοστατίνης ακολουθούν την τυπική µοριακή αρχιτεκτονική των 

υποδοχέων που συνδέονται µε G πρωτεΐνες (G protein couple receptor, 

GPCR), δηλαδή αποτελούνται από επτά διαµεµβρανικές περιοχές µε τρεις 

ενδοκυττάριους και εξωκυττάριους βρόγχους, µε την αλληλουχία DRY (Asp-

Arg-Tyr) στην τρίτη διαµεµβρανική περιοχή για τη σύζευξή τους µε τις G-

πρωτεΐνες και τέσσερις θέσεις γλυκοζυλίωσης στο αµινο-τελικό άκρο. 

Σηµαντική είναι και η διατήρηση της αλληλουχίας YANSCANPI/VLY στην έβδοµη 

διαµεµβρανική περιοχή η οποία θεωρείται η “υπογραφή” των 

σωµατοστατινεργικών υποδοχέων στα θηλαστικά (Olias και συν., 2004). Τα 

γονίδια των σωµατοστατινεργικών υποδοχέων κωδικοποιούν πρωτεΐνες οι 

οποίες ποικίλουν σε µήκος και φέρουν από 356 έως 391 κατάλοιπα αµινοξέων. 

Η µεγαλύτερη οµολογία στην αλληλουχία αυτών των πρωτεϊνών παρατηρείται 

στις διαµεµβρανικές έλικες (55-70%) ενώ διαφέρουν κυρίως στα άµινο- και 

κάρβοξυ-τελικά άκρα τους (Reisine and Bell, 1995, Patel και συν., 1995, Patel, 

1999).    

Με βάση τη δοµή και το φαρµακολογικό τους προφίλ, οι υπότυποι των 

υποδοχέων της σωµατοστατίνης χωρίζονται σε δύο οµάδες: την SRIF1 και την 

SRIF2. Η οµάδα SRIF1 περιλαµβάνει τους υπότυπους sst2, sst3 και sst5 και η οµάδα 

SRIF2 τους sst1 και sst4. Το φυλογενετικό δέντρο που βασίζεται στην αλληλουχία 

των αµινοξέων των υποδοχέων της σωµατοστατίνης παρουσιάζεται στην 

εικόνα 7. Οι υποδοχείς της SRIF1 αλλά όχι της SRIF2 δεσµεύονται άµεσα στα 

κλασσικά οκταπεπτιδικά ή εξαπεπτιδικά ανάλογα οκτρεοτίδη, λανρεοτίδη, 

σεγλιτίδη και βαπρεοτίδη (βλ.1.4.6). 

Οι πέντε υπότυποι σωµατοστατίνης παρουσιάζουν σηµαντικό βαθµό 

δοµικής οµολογίας στα διάφορα είδη. Στον άνθρωπο δεν υπάρχουν πολλές 

πιθανότητες για την ανακάλυψη νέων σωµατοστατινεργικών υποδοχέων σε 

αντίθεση µε τα µη-θηλαστικά όπου τα τελευταία χρόνια έχουν βρεθεί 

περισσότερα από πέντε γονίδια έκφρασής τους. Στον τετραπλοειδή τελεόστεο 

για παράδειγµα, Carassius auratus, κλωνοποιήθηκαν δύο γονίδια για τον sst1, 

ένα για τον sst2, δύο για τον sst3 και τρία για τον sst5 (Lin και συν., 1999, 2000α, 

2000β, 2002, Lin και Peter, 2003). Στα ασπόνδυλα, δεν έχει βρεθεί µέχρι σήµερα 

κάποιος σωµατοστατινεργικός υποδοχέας, ενώ στα έντοµα το γονίδιο που είχε 

αποµονωθεί µε αλληλουχία παρόµοια µε αυτή των υποδοχέων της 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 25 

σωµατοστατίνης αποδείχθηκε υποδοχέας για αλλατοστατινεργικά πεπτίδια 

(Birgül και συν., 1999, Auerswald και συν., 2001, Kreienkamp, 2002). 

 

 Τροποποίηση από Olias και συν., 2004 

Εικόνα – 7: Φυλογενετικό δέντρο βασισµένο στην αλληλουχία των αµινοξέων των υποδοχέων 
σωµατοστατίνης στα σπονδυλωτά. π: προγονικό. 
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1.4.7 Κατανοµή σωµατοστατινεργικών υποδοχέων 

 

Η κυτταρική έκφραση των υποδοχέων της σωµατοστατίνης έχει 

αναγνωριστεί σε ιστούς τρωκτικών και ανθρώπων αλλά και σε διάφορους 

όγκους και κυτταρικές σειρές όγκων µε τη χρήση ποικίλων τεχνικών όπως η 

αλυσιδωτή αντίδραση της αντίστροφης µεταγραφάσης (RT-PCR), η in situ 

υβριδοποίηση, η ανάλυση κατά Nothern και η ανάλυση της προστασίας της 

ριβονουκλεάσης (Bruno και συν., 1993, Kong και συν., 1994, Reisine και Bell, 

1995, Patel και συν., 1995, Thoss και συν., 1996). Η ανάπτυξη αντισωµάτων τα 

τελευταία χρόνια άνοιξε το δρόµο για τον ανοσοϊστοχηµικό εντοπισµό των 

σωµατοστατινεργικών υποδοχέων. Οι µελέτες αυτές αποκάλυψαν ένα 

πολύπλοκο µοτίβο κατανοµής των υποδοχέων της σωµατοστατίνης σε όλο το 

κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστηµα, το οποίο αν και είναι 

επικαλυπτόµενο, παρουσιάζει εκλεκτικότητα ανάλογα µε τον υπότυπο, τον ιστό 

και το είδος (Patel και συν., 1995, Reisine και Bell, 1995, Patel, 1997). 

Στον αρουραίο, τα mRNA των sst1-sst5 υπότυπων των 

σωµατοστατινεργικών υποδοχέων εντοπίζονται στον εγκεφαλικό φλοιό, το 

ραβδωτό σώµα, τον ιππόκαµπο, την αµυγδαλή, τον οσφρητικό βολβό και την 

προ-οπτική περιοχή (Bruno και συν. 1993). Με ανοσοϊστοχηµικές µελέτες στον 

εγκέφαλο αρουραίου διακρίνονται οι sst1, sst2 και sst3 σωµατοστατινεργικοί 

υποδοχείς. Ο sst1 εντοπίζεται στις στιβάδες 2, 3, 5 και 6 του εγκεφαλικού φλοιού, 

στον ιππόκαµπο, στον υποθάλαµο και στο µέσο εγκέφαλο (Hervieu και Emson, 

1998), ενώ ο sst2 εµφανίζει µεγάλη έκφραση στο οσφρητικό φύµα, στον 

απιοειδή φλοιό, στις στιβάδες 2, 3, 5 και 6 του εγκεφαλικού φλοιού, στα βασικά 

γάγγλια, στον ιππόκαµπο, στην αµυγδαλή, στο εγκεφαλικό στέλεχος και στον 

προµήκη µυελό (Dournaud και συν., 1996). Ο sst3 είναι ο επικρατέστερος 

υπότυπος στις στιβάδες 5 και 6 του εγκεφαλικού φλοιού και στην κοκκώδη 

στιβάδα της παρεγκεφαλίδας (Kumar και συν., 1996). Στον υποθάλαµο του 

αρουραίου εντοπίζονται ανοσοϊστοχηµικά όλοι οι υπότυποι των 

σωµατοστατινεργικών υποδοχέων (Helboe και συν., 1998, Kumar και συν., 

1999), υποδηλώνοντας µια πιθανή συµµετοχή της σωµατοστατίνης σε 

αυτόνοµες και ενδοκρινικές λειτουργίες (Tannenbaum & Epelbaum, 2000), µε 

τον sst1 να είναι αυτός που επικρατεί και τους sst2, sst3, sst4 και sst5 να 

εκφράζονται σε µικρότερες ποσότητες (Kumar και συν., 1999). 
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 Το mRNA όλων των σωµατοστατινεργικών υποδοχέων έχει επίσης 

εντοπιστεί και σε περιφερειακούς ιστούς του αρουραίου, όπως στο στοµάχι, το 

δωδεκαδάκτυλο, τον ειλεό, το κόλον και την αορτή (Krempels και συν., 1997, 

Khare και συν., 1999). 

Στο ανθρώπινο στοµάχι, εµφανίζεται έκφραση των mRNA όλων των 

υποτύπων της σωµατοστατίνης, ενώ στο φυσιολογικό θύµο αδένα αυτό των 

sst1, sst2A και sst3 (Le Romancer και συν., 1996, Ferone και συν., 1999). Υψηλή 

συγκέντρωση των sst2 υποδοχέων απαντάται στα επινεφρίδια, µε τους sst1 και 

τους sst3 να εµφανίζονται σε µικρότερες ποσότητες (Bruno και συν., 1993, Patel 

και συν., 1995). Ο sst3 εντοπίζεται επίσης στο συκώτι και στη σπλήνα, ο sst4 στην 

καρδιά, στους πνεύµονες και στον πλακούντα, ενώ οι sst1, sst2 και sst3 στα 

σπερµατοκύτταρα και στα κύτταρα Sertoli των όρχεων (Bruno και συν., 1993, 

Caron και συν., 1997, Patel και συν., 1995, Rohrer και συν., 1993, Zhu και συν., 

1998). Ο sst2 εµφανίζεται επίσης σε ενεργοποιηµένα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού, όπως µακροφάγα, Τ και Β λεµφοκύτταρα, αλλά και σε 

κύτταρα του θύµου στο ποντίκι (Elliott και συν., 1994, 1998). 

Σε κυτταρικές σειρές όγκων το mRNA του sst2 υποτύπου της 

σωµατοστατίνης είναι αυτό που εντοπίζεται σε υψηλή συχνότητα, ενώ 

ακολουθούν κατά σειρά οι sst1, sst3 και sst4. Η έκφραση του sst5 φαίνεται να 

παρουσιάζει µια εξειδίκευση για τους όγκους, αφού σε κάποιους όγκους 

εκφράζεται, όπως σε αυτό του µαστού, ενώ σε κάποιους άλλους να 

απουσιάζουν (Reisine και Bell, 1995, Patel, 1997, 1999). 

 

 

1.4.8 ∆ηµιουργία σωµατοστατινεργικών αναλόγων 

 

Οι ποικίλες δράσεις της σωµατοστατίνης-14 και σωµατοστατίνης-28 

επιτυγχάνονται µέσω της δέσµευσής τους στους σωµατοστατινεργικούς 

υποδοχείς µε συγγένεια της τάξης των nM. Εξαιτίας της έλλειψης εκλεκτικότητας 

των πεπτιδίων αυτών για κάποιο συγκεκριµένο υπότυπο των υποδοχέων τους 

και του µικρού χρόνου ηµιζωής τους, έγιναν πολλές προσπάθειες για την 

ανάπτυξη σωµατοστατινεργικών αναλόγων µε αυξηµένη σταθερότητα και µε 

την ικανότητα να δεσµεύονται εκλεκτικά σε κάθε ένα από τους υπότυπους των 

υποδοχέων της σωµατοστατίνης (Πίνακας-2). Κατά τις µελέτες αυτές έγινε 
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φανερό ότι το µοτίβο FWKT (7-10) της σωµατοστατίνης ήταν κρίσιµης 

σηµασίας για τη δέσµευσή της µε τους υποδοχείς, µε τα δύο κεντρικά αµινοξέα 

να παίζουν το κυριότερο ρόλο (Patel, 1999). ∆ιατηρώντας λοιπόν σταθερά τα 

αµινοξέα αυτά και µεταβάλλοντας τα υπόλοιπα δηµιουργήθηκαν διάφορα 

σωµατοστατινεργικά ανάλογα όπως η οκτρεοτίδη (SMS201-995), η λανρεοτίδη 

(ΒΙΜ23014) και η βαπρεοτίδη (RC-160), εκλεκτικά για τους υποδοχείς της 

οµάδας SRIF1 (Lamberts και συν., 2002).  Το πρώτο εκλεκτικό ανάλογο για τους 

υποδοχείς της οµάδας SRIF2, το CH275 συντέθηκε στα µέσα της περασµένης 

δεκαετίας (Liapakis και συν., 1996). Τα τελευταία χρόνια έχουν κάνει επίσης την 

εµφάνισή τους αρκετοί πεπτιδικοί ή µη αγωνιστές, εκλεκτικοί για τους 

διάφορους υπότυπους των υποδοχέων της σωµατοστατίνης, αλλά και 

σωµατοστατινεργικοί ανταγωνιστές, όπως το CYN154806, το NVP-SRA880, το 

BIM23627, το BIM23454, το sst3-ODN-8 και το BIM23056 (Βass και συν., 1996, 

Wilkinson και συν., 1996, Reubi και συν. 2000, Hoyer και συν., 2002, Tulipano και 

συν., 2002). 

 

 

Πίνακας- 2: Συγγένεια σωµατοστατινεργικών αναλόγων µε τους υπότυπους των υποδοχέων 

της σωµατοστατίνης (τιµές IC50 ή Ki σε nM).   

sst1 sst2 sst3 sst4 sst5
Octreotide (SMS 201-995) 290-1140 0,28-2,1 4,4-38 >1000 0,77-32
Lanreotide (BIM 23014) 500-2330 0,5-1,8 43-107 66-2100 0,6-14
Vapreotide (RC-160) 481->1000 5,4 31 45-351 0,7-7,5
BIM 23244 >1000 0,3 133 >1000 0,7
Seglitide (MK-678) >10000 0,05-1,5 27-230 127-4949 0,06-232
BIM 23052 6,3-100 10-13,5 2,1-5,6 16-141 1,2-18
BIM 23056 110->1000 132->1000 10,8-177 17-234 5,7-158
L-362,855 830->1000 1,0-2,0 5,1-6,2 63->1000 0,002-63
BIM 23268 18,4 15,1 61,6 16,3 0,37
CYN 154806 1200 3,6 150 650 2
CH 275 1,8-4,9 740->1000 12->1000 4,3-874 980->1000
NNC 26-9100 5000 3300 6800 100 4100
L-054,264 1740 1,6 2950 2000 4470
L-054,522 2392 0,01 31 81 163
L-363,301 >1000 5,1 129 >1000 25
L-797,591 1,4-3,5 1875 2240 170 3600
L-779,976 2760 0,05 729 310 4260
L-796,778 1255 >10000 24 8650 1200
L-803,087 199 4720 1280 0,7 3880
L-817,818 3,3 52 64 82 0,4

 Τροποποίηση από Olias και συν., 2004 
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1.4.9 Εκτελεστικά συστήµατα 

 

Οι σωµατοστατινεργικοί υποδοχείς ρυθµίζουν µια πληθώρα 

συστηµάτων µεταγωγής σήµατος µέσω της ενεργοποίησης ευαίσθητων ή µη 

στην τοξίνη του κοκίτη G πρωτεϊνών (Μeyerhof 1998, Csada and Dournard, 

2001). Όπως είναι γνωστό, η G πρωτεΐνη είναι µια περιφερική µεµβρανική 

πρωτεΐνη που αποτελείται από µια υποµονάδα α (45kd), µια β (35kd) και µια γ 

(7kd) (Gilman, 1987). Η πρωτεΐνη αυτή µεταπίπτει µεταξύ µιας στερεοδιάταξης 

που δεσµεύει GDP και µιας που δεσµεύει GTP. Το σύµπλοκο σωµατοστατίνης - 

υποδοχέας δεσµεύεται µε την G πρωτεΐνη, επάγει την απελευθέρωση του 

δεσµευµένου GDP και επιτρέπει τη δέσµευση GTP. Η υποµονάδα α που φέρει 

GTP διίσταται από την υποµονάδα βγ οι οποίες στη συνέχεια αλληλεπιδρούν µε 

διάφορα εκτελεστικά συστήµατα του κυττάρου στόχου (Stryer, 1988). 

Η αδενυλική κυκλάση ήταν ένα από τα πρώτα εκτελεστικά συστήµατα 

που φάνηκε να επηρεάζονται και να αναστέλλονται από την ενεργοποίηση των  

σωµατοστατινεργικών υποδοχέων (Mahy και συν., 1988, Tallent & Reisine, 

1992, Patel και συν., 1994). Επιπλέον, η σωµατοστατίνη µέσω της δέσµευσής 

της στους υποδοχείς της, είναι δυνατό να αυξήσει (Wang και συν., 1989, de 

Weille και συν., 1989, White και συν., 1991, Sims και συν., 1991), ή να µειώσει 

(Karschin και συν., 1994, Karschin, 1995) την αγωγιµότητα διαφόρων τύπων 

διαύλων ιόντων καλίου. Αλλαγές στην αγωγιµότητα των κυττάρων µπορούν 

επίσης να επέλθουν εξαιτίας της ενεργοποίησης της φωσφολιπάσης Α2 

(Schweitzer και συν., 1990, Lammers και συν., 1996) ή τη διέγερση της 

φωσφολιπάσης C από τη σωµατοστατίνη (Csada and Dournaud, 2001, 

Rosskopf και συν., 2003). Επιπλέον, µείωση της αγωγιµότητας διαύλων 

ασβεστίου έχει επίσης παρατηρηθεί µετά από ενεργοποίηση διαφόρων 

υποτύπων των υποδοχέων της σωµατοστατίνης σε πολυάριθµες κυτταρικές 

σειρές (Csada and Dournaud, 2001). Παράλληλα, η ενεργοποίηση των 

σωµατοστατινεργικών υποδοχέων είναι δυνατό να οδηγήσει στην 

ενεργοποίηση της φωσφατάσης της τυροσίνης (Buscail και συν., 1994, Florio 

και συν., 1994, Reardon και συν., 1997), στην αναστολή (Dent και συν., 1997, 

Cattaneo και συν., 1999, Douziech και συν., 1999, Florio και συν., 2001, 2003) ή 

τη διέγερση (Florio και συν., 1999) της µιτωτικής πρωτεϊνικής κινάσης (mitogen-
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activated protein kinase, ΜΑΡΚ), ή ακόµα στην ενεργοποίηση του ανταλλάκτη 

Na+/H+ (Barber και συν., 1989, Hou και συν., 1994, Lin και συν., 2003). 

 

 

1.4.10 Εντοπισµός της σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή 

 

Ανοσοδραστική και βιολογικά ενεργή σωµατοστατίνη ανακαλύφθηκε 

για πρώτη φορά στον αµφιβληστροειδή αρουραίου (Rorstad και συν., 1979, 

Shapiro και συν., 1979, Kirsch and Leonhardt, 1979), αργότερα το πεπτίδιο 

εντοπίστηκε και σε άλλα είδη (Rorstad και συν., 1980, Sagar και συν., 1982, 

Tornqvist και συν., 1982, Sagar and Marshall, 1988). Πιο πρόσφατα η παρουσία 

της ανιχνεύτηκε µε τεχνικές in situ υβριδισµού, ραδιοανοσοανάλυσης (RIA) και 

RT-PCR (Larsen και συν., 1990, Yamaguchi και συν., 1990, Thermos, 2003). 

Η ανοσοδραστικότητα της σωµατοστατίνης εντοπίζεται σε έναν 

σποραδικά κατανεµηµένο πληθυσµό βραχύινων και µετατοπισµένων 

βραχύινων κυττάρων στον αµφιβληστροειδή ποντικιού, αρουραίου (Sagar και 

συν., 1985, Larsen και συν., 1990), ινδικού χοιρίδιου (Tornqvist και συν., 1982, 

Spira και συν., 1984) και ανθρώπου (Tornqvist και Ehinger, 1988). Στον 

αµφιβληστροειδή κουνελιού, γάτας και πρωτευόντων θηλαστικών η 

πλειοψηφία των κυττάρων στα οποία εντοπίζεται η σωµατοστατίνη είναι έκτοπα 

βραχύινα κύτταρα (Sagar, 1987, Marshak, 1989, Rickman και συν., 1996). Ένα 

µικρό ποσοστό γαγγλιακών κυττάρων φαίνεται ότι περιέχουν επίσης 

σωµατοστατίνη στον αµφιβληστροειδή του πιθήκου Tupaia belangeri 

(Engelmann και Peichl, 1996) και της γάτας (White και Chalupa, 1991). Επίσης, 

σωµατοστατίνη εντοπίστηκε σε γαγγλιακά κύτταρα που παρουσιάζονται 

προσωρινά κατά την αναπτυξιακή φάση – τις πρώτες µέρες µετά τη γέννηση  

των νεογνών - σε αµφιβληστροειδή αρουραίου (Fontanesi και συν., 1997, 

Xiang και συν., 2001). 

 

1.4.11 Υποδοχείς σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή 

 

Αρχικά, πριν ακόµα κλωνοποιηθούν οι σωµατοστατινεργικοί υποδοχείς, 

υπήρχαν φαρµακολογικές µελέτες που φανέρωναν την παρουσία θέσεων 
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δέσµευσης της σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή (Kossut και συν., 1989, 

Liapakis και συν., 1993). Με την κλωνοποίηση όµως των υποδοχέων της 

σωµατοστατίνης δόθηκε η ευκαιρία στους ερευνητές να µελετήσουν τη 

φυσιολογική δράση των υποδοχέων αυτών στα διάφορα όργανα, 

συµπεριλαµβανοµένου και του αµφιβληστροειδή. Με την τεχνική της 

αντίστροφης αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (RT-PCR) διαπιστώθηκε 

για πρώτη φορά η ύπαρξη του mRNA όλων των σωµατοστατινεργικών 

υποδοχέων σε αµφιβληστροειδή αρουραίου (Mori και συν., 1997). Στον 

αµφιβληστροειδή αρουραίου και ποντικιού το mRNA των sst2 και sst4 υποτύπων 

των υποδοχέων της σωµατοστατίνης φαίνεται ότι υπάρχει σε αφθονία (Mori και 

συν., 1997, Cristiani και συν., 2002), σε αντίθεση µε τον αµφιβληστροειδή 

κουνελιού όπου το mRNA του sst1 υπότυπου βρίσκεται σε υψηλότερα επίπεδα, 

µε το mRNA του sst2 υπότυπου να ακολουθεί και µε τα επίπεδα των sst3, sst4 και 

sst5 υποτύπων να είναι πολύ χαµηλά (Cristiani και συν., 2000). Γενικά, το mRNA 

όλων των υποτύπων των υποδοχέων της σωµατοστατίνης έχει εντοπιστεί στον 

αµφιβληστροειδή αρουραίου, ποντικιού και κουνελιού. Όσον αφορά τον 

ανθρώπινο αµφιβληστροειδή, υπάρχει συµφωνία στην ύπαρξη των mRNA των 

sst1, sst2 και sst3 υποτύπων, ενώ για τους sst4 και sst5 υπάρχουν αντικρουόµενες 

απόψεις που πιθανότατα οφείλονται σε τεχνικούς λόγους. 

Η πρόσφατη ανάπτυξη αντισωµάτων έναντι όλων των υποτύπων των 

σωµατοστατινεργικών υποδοχέων είχε σαν αποτέλεσµα τη λεπτοµερή 

χαρτογράφηση της έκφρασης των υποδοχέων στον αµφιβληστροειδή 

διαφόρων ειδών, όπως αναφέρεται και παρακάτω. 

 

sst1 

 Η ανοσοδραστικότητα του sst1 υπότυπου εντοπίζεται σε βραχύινα 

κύτταρα της εσωτερικής πυρηνικής στιβάδας που εκφράζουν σωµατοστατίνη, 

σε εκτοπισµένα βραχύινα κύτταρα της γαγγλιακής στιβάδας και σε ένα µικρό 

αριθµό γαγγλιακών κυττάρων, καθώς και σε αποφύσεις κυττάρων κατά µήκος 

όλης της εσωτερικής δικτυωτής στιβάδας, σε αιµοφόρα αγγεία και στο 

µελάγχρουν επιθήλιο αρουραίου (Helboe και συν., 1997, Vasilaki και συν., 

2002). Στο κουνέλι, ο sst1 υπότυπος εντοπίζεται σε βραχύινα κύτταρα που 

φέρουν ή όχι το ένζυµο υδροξυλάση της τυροσίνης, καθώς επίσης και σε 

εκτοπισµένα βραχύινα κύτταρα και στη στιβάδα των γαγγλιακών κυττάρων 
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(Cristiani και συν., 2000). Στον άνθρωπο ο υπότυπος αυτός εκφράζεται στο 

µελάγχρουν επιθήλιο,  σε µεµβράνες των εξωτερικών και εσωτερικών τµηµάτων 

των ραβδιοφόρων και των κωνιοφόρων κυττάρων, όπως επίσης και σε 

µεµονωµένα κύτταρα στην εξωτερική και εσωτερική πυρηνική στιβάδα αλλά και 

στη στιβάδα των γαγγλιακών κυττάρων (Van Hagen και συν., 2000, Klisovic και 

συν., 2001). 

 

sst2A 

 Η έκφραση του sst2A υπότυπου των υποδοχέων της σωµατοστατίνης µε 

ανοσοϊστοχηµικές µελέτες στο κουνέλι εντοπίζεται σε δίπολα κύτταρα που 

σχετίζονται µε τα ραβδιοφόρα κύτταρα (Johnson και συν., 1998, Vasilaki και 

συν., 2001) και σποραδικά σε ευρέως πεδίου βραχύινα κύτταρα στα όρια της 

εσωτερικής πυρηνικής και δικτυωτής στιβάδας (Johnson και συν., 1998). Σε 

αναπτυξιακές µελέτες, ο sst2A εντοπίστηκε επίσης σε δίπολα κύτταρα που 

σχετίζονται µε τα ραβδιοφόρα κύτταρα και σε βραχύινα κύτταρα κάποια από 

τα οποία έφεραν το ένζυµο υδροξυλάση της τυροσίνης (Fontanesi και συν., 

2000), ενώ τέλος εντοπίστηκε σε αποµονωµένα δίπολα κύτταρα που 

σχετίζονται µε τα ραβδιοφόρα κύτταρα (Petrucci και συν., 2001). 

 Στον αρουραίο sst2A ανοσοδραστικότητα εντοπίζεται σε κωνιοφόρα και 

οριζόντια κύτταρα, καθώς επίσης και σε δίπολα κύτταρα που σχετίζονται τόσο 

µε ραβδιοφόρα όσο και µε κωνιοφόρα κύτταρα και σε µεσαίου και µεγάλου 

µεγέθους βραχύινα κύτταρα που περιέχουν την υδροξυλάση της τυροσίνης 

(Johnson και συν., 1999). Σε άλλες µελέτες, µε διαφορετικά αντισώµατα, οι sst2A 

υπότυποι εντοπίστηκαν σε µεγάλου µεγέθους βραχύινα κύτταρα της 

εσωτερικής πυρηνικής στιβάδας που περιέχουν υδροξυλάση της τυροσίνης, 

στα εσωτερικά τµήµατα των κωνιοφόρων κυττάρων και σε ίνες κυττάρων 

Müller (Helboe και Møller, 1999), όπως και σε δίπολα κύτταρα που σχετίζονται 

µε τα ραβδιοφόρα κύτταρα (Vasilaki και συν., 2001).  

 Στο ποντίκι sst2A ανοσοδραστικότητα εντοπίζεται επίσης σε δίπολα 

κύτταρα που σχετίζονται µε τα ραβδιοφόρα κύτταρα, αλλά και σε οριζόντια 

κύτταρα και βραχύινα κύτταρα που περιέχουν υδροξυλάση της τυροσίνης και 

γλυκίνη (Cristiani και συν., 2002). 

 Στον άνθρωπο sst2Α ανοσοδραστικότητα παρουσιάζεται στην εσωτερική 

και εξωτερική πυρηνική αλλά και τη δικτυωτή στιβάδα, όπως και το µελάγχρουν 
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επιθήλιο (van Hagen και συν., 2000). Επίσης, η sst2 ανοσοδραστικότητα 

εντοπίζεται στα εσωτερικά και εξωτερικά τµήµατα των ραβδιοφόρων και 

κωνιοφόρων κυττάρων, σε µεµονωµένα κύτταρα στην εξωτερική και εσωτερική 

πυρηνική στιβάδα, αλλά και στη γαγγλιακή στιβάδα, σε ενδοθηλιακά κύτταρα 

των αιµοφόρων αγγείων, στο κυτταρόπλασµα και την κυτταρική µεµβράνη 

µεµονωµένων κυττάρων σε καλλιέργεια από µελάγχρουν επιθήλιο (Klisovic και 

συν., 2001). Το αντίσωµα που χρησιµοποιήθηκε για την παραπάνω µελέτη έχει 

µια αµινοξική αλληλουχία που είναι η ίδια και για τους sst2Α αλλά και για τους 

sst2Β οπότε µπορεί να υποτεθεί η ύπαρξη και των δύο υποτύπων υποδοχέων 

στα παραπάνω κύτταρα.  

 Στα κατώτερα σπονδυλωτά ο sst2A υπότυπος εντοπίζεται στα κωνιοφόρα 

και ραβδιοφόρα κύτταρα, στα δίπολα και στα βραχύινα κύτταρα στην 

εξωτερική και εσωτερική δικτυωτή στιβάδα και διάχυτα στη γαγγλιακή στιβάδα 

αµφιβληστροειδή σαλαµάνδρας (Akopian και συν., 2000), ενώ στην αµφίβια 

σαλαµάνδρα εµφανίζεται στα δίπολα κύτταρα που σχετίζονται µε τα 

ραβδιοφόρα, στα εσωτερικά τµήµατα των κωνιοφόρων και το συνδετικό 

κροσσό των ραβδίων (Grigoryan και συν, 2003). 

 

sst2B 

 Αντίθετα µε τον sst2A υπότυπο των σωµατοστατινεργικών υποδοχέων 

δεν υπάρχουν πολλές αναφορές για τον ανοσοϊστοχηµικό εντοπισµό του sst2Β 

υπότυπου. Μόνο σε φωτοϋποδοχείς του αµφιβληστροειδή αρουραίου έχει 

εντοπιστεί (Vasilaki και συν., 2001), καθώς επίσης και σε καλλιέργειες κυττάρων 

ανθρώπινου µελάγχρουν επιθηλίου (Vasilaki και συν., 2004).  

 

 sst3 

 Στον αµφιβληστροειδή των θηλαστικών δεν έχει εντοπιστεί ο sst3 

υπότυπος παρόλη την ύπαρξη του αγγελιοφόρου RNA στον αρουραίο και τον 

άνθρωπο (Mori και συν., 1997, van Hagen και συν., 2000). Σε κατώτερα όµως 

σπονδυλωτά όπως η αµφίβια σαλαµάνδρα παρατηρήθηκε sst3 

ανοσοδραστικότητα κυρίως στα εσωτερικά τµήµατα των κωνιοφόρων και τους 

συνδετικούς κροσσούς των ραβδιοφόρων (Grigoryan και συν, 2003). 
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 sst4 

 Η έκφραση του sst4 υπότυπου στον αµφιβληστροειδή αρουραίου 

εµφανίζεται στα κυτταρικά σώµατα, τους δενδρίτες και τους νευράξονες των 

γαγγλιακών κυττάρων (Vasilaki και συν., 2002), ενώ στο ποντίκι εντοπίζεται σε 

κύτταρα της γαγγλιακής στιβάδας που φέρουν ή όχι την ασβεστοδεσµευτική 

πρωτεΐνη (Cristiani και συν., 2002). Επίσης, σε αµφιβληστροειδή αρουραίου και 

ποντικιού εντοπίζεται σε πολλαπλές διαστρωµατώσεις των γαγγλιακών 

κυττάρων και σε αποφύσεις σε όλες τις υποστιβάδες της εσωτερικής δικτυωτής 

στιβάδας (Brecha και συν., 2002). 

 

 

sst5 

 Η ανοσοδραστικότητα του sst5 υπότυπου έχει εντοπισθεί µόνο σε 

καλλιέργειες κυττάρων ανθρώπινου µελάγχρουν επιθηλίου (Vasilaki και συν., 

2004) παρόλο που το mRNA του υπότυπου αυτού φαίνεται να εκφράζεται, 

έστω και σε χαµηλά επίπεδα, στον αµφιβληστροειδή αρουραίου και ποντικιού 

(Mori και συν., 1997, Cristiani και συν., 2002). Πρόσφατα, οι Ke και Zhong 

εντόπισαν την έκφραση του sst5 υποτύπου σε χολινεργικά, ντοπαµινεργικά και 

GABAεργικά βραχύινα κύτταρα στον αµφιβληστροειδή αρουραίου (Ke και 

Zhong, 2007). 

 

 

1.4.12 Ρόλος της σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή 

 

Η σωµατοστατίνη στον αµφιβληστροειδή φαίνεται να δρα σαν 

νευροδιαβιβαστής, νευροτροποιητής ή τροφικός παράγοντας. Σύµφωνα µε 

πρόσφατες µελέτες, η σωµατοστατίνη επηρεάζει την κυτταρική δραστηριότητα 

και τη νευρωνική απελευθέρωση στους φωτοϋποδοχείς αλλά και στον έσω 

αµφιβληστροειδή ρυθµίζοντας τα κανάλια ιόντων καλίου και ασβεστίου 

(Akopian και συν., 2000, Ayoub και Matthews, 1992, Johnson και συν., 2001). Η 

δράση αυτή της σωµατοστατίνης έχει διαπιστωθεί σε αποµονωµένα δίπολα 

κύτταρα και διαµεσολαβείται από τους sst2 υποδοχέων (Petrucci και συν., 

2001), οι οποίοι παρουσιάζονται επίσης υπεύθυνοι για τη ρύθµιση της 

απελευθέρωσης του γλουταµινικού οξέος. Σε συµφωνία µε τα παραπάνω, σε 
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αµφιβληστροειδή µε έλλειψη sst2 υποδοχέων η σωµατοστατίνη και ο αγωνιστής 

έναντι των sst2 υποδοχέων οκτρεοτίδη, δεν επηρέασαν την απελευθέρωση του 

γλουταµινικού (Dal Monte και συν., 2003α). Αντίθετα, σε αµφιβληστροειδή 

ποντικιών µε έλλειψη των sst1 υποδοχέων, όπου υπερεκφράζονται οι sst2 

υποδοχείς, παρατηρήθηκε αύξηση της αναστολής της επαγόµενης από τη 

σωµατοστατίνη απελευθέρωσης του γλουταµινικού (Bigiani και συν., 2004).  

Επίσης βρέθηκε ότι η σωµατοστατίνη σε χαµηλές συγκεντρώσεις έχει 

διεγερτικές δράσεις στα γαγγλιακά κύτταρα, ενώ επηρεάζει τη δραστηριότητα 

των δίπολων και βραχύινων κυττάρων και του δικτύου των οριζόντιων 

κυττάρων (Zalutsky και Miller, 1990).  

Το σωµατοστατινεργικό σύστηµα παίζει κεντρικό ρόλο στη ρύθµιση του 

µονοπατιού των ραβδιοφόρων κυττάρων, αλληλεπιδρώντας µε άλλους 

νευροτροποποιητές κατά τη διαδικασία προσαρµογής στο φωτός. Μελέτες 

έδειξαν ότι τα επίπεδα της εξωκυττάριας ντοπαµίνης αυξάνονται στον 

αµφιβληστροειδή καθώς αυξάνεται η ένταση του φωτός (Djamgoz και 

Wagner, 1992, Boelen και συν., 1998) και ρυθµίζονται µέσω της 

αλληλεπίδρασης της σωµατοστατίνης και της ουσίας P (Casini και συν., 2002). 

Τόσο οι υποδοχείς σωµατοστατίνης όσο και της ουσίας P εκφράζονται σε 

βραχύινα κύτταρα που περιέχουν ντοπαµίνη (Casini και συν., 1997, 2002, 

Helboe και Møller, 1999, Johnson και συν., 1999, Cristiani και συν., 2000, 2002, 

Catalani και συν., 2004). Πρόσφατες µελέτες στο εργαστήριό µας έδειξαν ότι η 

σωµατοστατίνη µέσω ενεργοποίησης των sst1 και sst2 υποδοχέων αυξάνει τα 

επίπεδα της ντοπαµίνης στον αµφιβληστροειδή αρουραίου (Kouvidi και συν., 

2006). Με δεδοµένο ότι η σωµατοστατίνη δρα στον αµφιβληστροειδή του 

κοτόπουλου ως σήµα σκότους (Ishimoto και συν., 1986, Yang και συν., 1997) 

και ότι η ουσία P προκαλεί απελευθέρωση της ντοπαµίνης (Casini και συν., 

2004) πιθανότατα δρώντας ως σήµα φωτός, µπορούµε να εικάσουµε ότι η 

αλληλεπίδραση των πεπτιδίων αυτών θα µπορούσε να ρυθµίσει την 

απελευθέρωση της ντοπαµίνης και κατά συνέπεια την προσαρµογή στο φως.  
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1.5 ΚΟΡΤΙΣΤΑΤΙΝΗ 

 

Η κορτιστατίνη είναι ένα νευροπεπτίδιο συγγενές µε τη σωµατοστατίνη. 

Το πεπτίδιο αυτό ανακαλύφθηκε και ονοµάστηκε έτσι τόσο λόγω της ευρείας 

κατανοµής του στον εγκεφαλικό φλοιό, όσο και της ικανότητάς του να 

καταστέλλει τη δραστηριότητα σε αυτόν (de Lecea και συν., 1996). Παρόλο 

που η κορτιστατίνη-14 µοιράζεται τα έντεκα από τα δεκατέσσερα αµινοξέα µε τη 

σωµατοστατίνη-14, η νουκλεοτιδική της αλληλουχία και ο χρωµοσωµικός της 

εντοπισµός υποδηλώνουν ότι είναι το προϊόν ενός ξεχωριστού γονιδίου. Η 

κορτιστατίνη δεσµεύεται σε όλους τους υπότυπους των σωµατοστατινεργικών 

υποδοχέων και µιµείται πολλές από τις φαρµακολογικές και λειτουργικές 

ιδιότητες της σωµατοστατίνης (Siehler και συν., 1998).  

 

 

1.5.1 Ανακάλυψη της κορτιστατίνης 

 

Μόλις το 1996 η οµάδα του de Lecea κατάφερε να αποµονώσει το 

cDNA που κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο 112 αµινοξέων, την 

προπροκορτιστατίνη (preproCST) από τον εγκέφαλο αρουραίο (de Lecea και 

συν., 1996). Η προπροκορτιστατίνη η οποία έχει εντυπωσιακή οµοιότητα µε την 

προπροσωµατοστατίνη στο καρβοξυ-τελικό άκρο της και µεταβολίζεται στην 

προορµόνη προκορτιστατίνη (proCST). Η προκορτιστατίνη του αρουραίου και 

του ανθρώπου έχει τρεις διβασικές χαρακτηριστικές θέσεις πρωτεόλυσης, ενώ 

του ποντικού δύο, µία διβασική και µία µονοβασική. Από την πέψη των 

προορµονών αυτών προκύπτουν οι: κορτιστατίνη-17 (rCST-17), κορτιστατίνη-

31(rCST-31), κορτιστατίνη-29(rCST-29) και κορτιστατίνη-14(rCST-14) για τον 

αρουραίο, κορτιστατίνη-44(mCST-44) και κορτιστατίνη-14(mCST-14) για το 

ποντίκι, κορτιστατίνη-21(hCST-21), κορτιστατίνη-31(hCST-31), κορτιστατίνη-

29(hCST-29) και κορτιστατίνη-17(hCST-17) για τον άνθρωπο (de Lecea και 

συν., 1996, Fukusumi και συν., 1997)(Εικόνα 8).  
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Τροποποίηση από Spier and de Lecea, 2000

ΑΡΟΥΡΑΙΟΣ

ΠΟΝΤΙΚΙ

ΑΝΘΡΩΠΟΣ

rCST17

rCST31

rCST29

rCST14

mCST44

mCST14

hCST31

hCST29

hCST17

hCST21

Arg - Arg Lys - Arg Lys - Lys

Lys - LysArg

Arg - Lys Arg - Arg Arg - Arg

Τροποποίηση από Spier and de Lecea, 2000

ΑΡΟΥΡΑΙΟΣ

ΠΟΝΤΙΚΙ

ΑΝΘΡΩΠΟΣ

rCST17

rCST31

rCST29

rCST14

mCST44

mCST14

hCST31

hCST29

hCST17

hCST21

Arg - Arg Lys - Arg Lys - Lys

Lys - LysArg

Arg - Lys Arg - Arg Arg - Arg

 

Εικόνα – 8: Σχηµατική αναπαράσταση της προ-κορτιστατίνης και των προϊόντων της στα 
θηλαστικά. 

 

 Οι παραπάνω µορφές περιλαµβάνουν το τετραµερές FWKT το οποίο 

είναι υπεύθυνο για τη δέσµευση της σωµατοστατίνης στους υποδοχείς της 

(Siehler και συν., 1998), καθώς και κυστεΐνες που επιτρέπουν στο πεπτίδιο να 

κυκλοποιείται (Εικόνα 9). 

 Παρόλο που οι οµοιότητες µε τη σωµατοστατίνη είναι φανερές, το νέο 

αυτό πεπτίδιο είναι ξεχωριστό από τη σωµατοστατίνη, αφού α) η σειρά των 

πεπτιδίων στα δεκατετραµερή τους πεπτίδια διαφέρουν κατά ένα κατάλοιπο µια 

και το πεπτίδιο της κορτιστατίνης ξεκινά από το κατάλοιπο 2 της 

σωµατοστατίνης, β) οι αλληλουχίες των cDNA των δύο πεπτιδίων δεν 

παρουσιάζουν οµολογία µε εξαίρεση την περιοχή που κωδικοποιεί τα 

δεκατετραµερή, και γ) στο ποντίκι, το γονίδιο της κορτιστατίνης εντοπίστηκε στο 

χρωµόσωµα 4, ενώ της σωµατοστατίνης στο χρωµόσωµα 16 (de Lecea και 

συν., 1997). 
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Τροποποίηση από Spier and de Lecea, 2000 

 

Εικόνα – 9: Σχηµατική αναπαράσταση της σωµατοστατίνης και της κορτιστατίνης των 
θηλαστικών. Οι κυστεΐνες επιτρέπουν στα µόρια να κυκλοποιούνται, ενώ η κοινή θέση 
δέσµευσης των πεπτιδίων οριοθετείται από το πορτοκαλί περίγραµµα. 

 

1.5.2 Περιοχές έκφρασης και απελευθέρωσης κορτιστατίνης 

 

Στο κεντρικό νευρικό σύστηµα, το mRNA της κορτιστατίνης εντοπίζεται 

µε in situ υβριδοποίηση στον εγκεφαλικό φλοιό και στον ιππόκαµπο (de Lecea 

και συν., 1996), σε πολύ µικρές ποσότητες στο ραβδωτό και στον οσφρητικό 

βολβό αρουραίου, ενώ µόνο στον εγκέφαλο ποντικού εντοπίζεται σε 

µικρότερες ποσότητες στην αµυγδαλή και στον υποθάλαµο, σε αντίθεση µε τη 

σωµατοστατίνη που εκφράζεται σε µεγάλες ποσότητες στις δύο αυτές περιοχές 

(Spier και de Lecea, 2000). Μελέτες συνεντοπισµού έδειξαν ότι η κορτιστατίνη 

εκφράζεται αποκλειστικά σε GABAεργικούς ενδoνευρώνες, διαφορετικούς από 

αυτούς στους οποίους εκφράζεται η σωµατοστατίνη, καθώς και σε κύτταρα 

θετικά στις ασβεστο-εξαρτώµενες πρωτεΐνες καλβιδίνη και παραλβουµίνη, του 

φλοιού και του ιππόκαµπου (de Lecea και συν., 1997). 

Το mRNA της κορτιστατίνης εκφράζεται επίσης και σε περιφερικούς 

ιστούς όπως το πάγκρεας, ο γαστρεντερικός σωλήνας, το συκώτι, οι νεφροί, 

τα επινεφρίδια, οι πνεύµονες και ο θυρεοειδής αδένας (Dalm και συν., 2004). 

Σωµατοστατίνη-14 θηλαστικών

Ala Gly Cys Asn Phe Phe

Trp

Lys

ThrSerCys Thr Phe

14

1

AlaAla Gly Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaLys

Gly Cys Asn Phe Phe

Trp

Lys

ThrSerCys Thr Phe

14

1

Pro Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaLys

AlaAlaLys

Κορτιστατίνη-14
αρουραίου και ποντικιού

Ala Gly Cys Asn Phe Phe

Trp

Lys

ThrSerCys Thr Phe

17

1

AlaMet Pro Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaArgAlaAlaAsp AlaAlaArg

AlaAlaLys

Κορτιστατίνη-17
ανθρώπου

Σωµατοστατίνη-14 θηλαστικών

Ala Gly Cys Asn Phe Phe

Trp

Lys

ThrSerCys Thr Phe

14

1

AlaAla Gly Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaLys

Σωµατοστατίνη-14 θηλαστικών

Ala Gly Cys Asn Phe Phe

Trp

Lys

ThrSerCys Thr Phe

14

1

AlaAla Gly Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaLysAlaAla Gly Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

14

1

AlaAla Gly Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaAlaLys

Gly Cys Asn Phe Phe

Trp

Lys

ThrSerCys Thr Phe

14

1

Pro Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaLys

AlaAlaLys

Κορτιστατίνη-14
αρουραίου και ποντικιού

Gly Cys Asn Phe Phe

Trp

Lys

ThrSerCys Thr Phe

14

1

Pro Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaLys

AlaAlaLys

Gly Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

14

1

Pro Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaAlaLys

AlaAlaAlaLys

Κορτιστατίνη-14
αρουραίου και ποντικιού

Ala Gly Cys Asn Phe Phe

Trp

Lys

ThrSerCys Thr Phe

17

1

AlaMet Pro Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaArgAlaAlaAsp AlaAlaArg

AlaAlaLys

Κορτιστατίνη-17
ανθρώπου

Ala Gly Cys Asn Phe Phe

Trp

Lys

ThrSerCys Thr Phe

17

1

AlaMet Pro Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaArgAlaAlaAsp AlaAlaArg

AlaAlaLys

AlaAla Gly Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

17

1

AlaMet Pro Cys Asn Phe Phe

TrpTrp

LysLys

ThrThrSerCys Thr Phe

AlaAlaAlaArgAlaAlaAlaAsp AlaAlaAlaArg

AlaAlaAlaLys

Κορτιστατίνη-17
ανθρώπου
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1.5.3 ∆ράσεις της κορτιστατίνης 

 

Η κορτιστατίνη φαίνεται να αποτελεί ρυθµιστικό παράγοντα της 

διαδικασίας του ύπνου, µια και η έκφραση του mRNA της ακολουθεί ένα 

κιρκάδιο ρυθµό και αυξάνεται κατά την απώλεια του ύπνου. Παράλληλα, το 

πεπτίδιο αυτό ανταγωνίζεται τις δράσεις της ακετυλοχολίνης στον ιππόκαµπο 

και στο φλοιό και σχετίζεται µε την κινητική συµπεριφορά (de Lecea και συν., 

1996). Η κορτιστατίνη φαίνεται επίσης να εµπλέκεται σε διαδικασίες µνήµης 

τόσο σε ποντίκια όσο και σε αρουραίους, επιδεινώνοντας τη µνήµη µέσω 

απορρύθµισης του σχηµατισµού του cAMP σε νευρώνες του ιππόκαµπου 

(Flood και συν., 1997, Sánchez-Alavez και συν., 2000). Πρόσφατες µελέτες 

προσδίδουν στην κορτιστατίνη ένα νευροπροστατευτικό ρόλο από την 

προκαλούµενη µε το καϊνικό οξύ διεγερτοξικότητα σε εγκέφαλο αρουραίου 

(Braun και συν., 1998), καθώς και ένα ρόλο ρυθµιστή, µια και φαίνεται να 

αναστέλλει τη βασική έκκριση της ινσουλίνης (Broglio και συν., 2002).  

 

 

1.5.4 Υποδοχείς κορτιστατίνης 

 

Όπως προαναφέρθηκε, η κορτιστατίνη δεσµεύεται σε όλους τους 

υπότυπους των σωµατοστατινεργικών υποδοχέων. Ωστόσο, οι διαφορετικές 

βιολογικές δραστηριότητες της κορτιστατίνης σε σχέση µε αυτές της 

σωµατοστατίνης, υποδεικνύουν την πιθανή ύπαρξη εκλεκτικών για την 

κορτιστατίνη υποδοχέων  (Spier and de Lecea, 2000). Πράγµατι, πρόσφατα 

ανακαλύφθηκε ένας υποδοχέας που ονοµάζεται MrgX2 (Mas related gene X2) 

και έχει υψηλή συγγένεια για την κορτιστατίνη-14 in vitro (Robas και συν., 2003). 

Ο MrgX2 ανήκει στους υποδοχείς που συνδέονται µε G πρωτεΐνες και αποτελεί 

µέλος µιας οικογένειας κωδικευµένων αλληλουχιών που σχετίζονται µε το Mas1 

ογκογονίδιο (Dong και συν., 2001). 

Ο MrgX2 εντοπίστηκε σε διάφορες ποσότητες στο νωτιαίο µυελό, σε 

κάποιους νευρώνες του ιππόκαµπου, στον υποθάλαµο, στο θυρεοειδή, στην 

υπόφυση, στο πάγκρεας, στους πνεύµονες, στους όρχεις, στις ωοθήκες και 
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στο γαστρεντερικό σωλήνα αλλά όχι στον εγκεφαλικό φλοιό όπου εκφράζεται 

κυρίως η κορτιστατίνη (Robas και συν., 2003, Allia και συν., 2005). 

O MrgX2 δεν ενεργοποιείται µόνο από την κορτιστατίνη αλλά και από 

δυο ακόµη πεπτίδια τα PAMP-12 και PAMP-20 (proadrenomedullin N-terminal 

peptides) (Kamohara και συν., 2005). Η κορτιστατίνη και τα PAMP πιθανότατα 

δεσµεύονται στον MrgX2 στην ίδια θέση λόγω ενός κοινού δοµικού µοτίβου και 

είναι δυνατό να δεσµεύονται ανταγωνιστικά το ένα σε σχέση µε το άλλο 

(Nothacker και συν., 2005). Πάντως, κανένα από τα παραπάνω δεν 

ενεργοποιεί τον υποδοχέα in vivo.  

 

 

1.6 ΕΛΕΥΘΕΡΗ ΡΙΖΑ ΤΟΥ ΜΟΝΟΞΕΙ∆ΙΟΥ ΤΟΥ ΑΖΩΤΟΥ – ΝΟ. 

 

Η ελεύθερη ρίζα του µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ.) είναι ένα αέριο, µε 

χρόνο ηµιζωής µερικών δευτερολέπτων, το οποίο διαπερνά εύκολα την 

κυτταρική µεµβράνη. Αρχικά, η ΝΟ. αναγνωρίστηκε ως ο παραγόµενος από το 

ενδοθήλιο παράγοντας χάλασης (Endothelial-Derived Relaxation Factor, 

EDRF) των λείων µυϊκών ινών των αγγείων, αλλά είναι πλέον γνωστό ότι δρα 

σαν αγγελιοφόρο µόριο σε διάφορα συστήµατα (Furchgott και Zawadzki, 

1980, Palmer και συν., 1987, Goldstein και συν., 1996). Στο κεντρικό νευρικό 

σύστηµα η ΝΟ. δρα ως νευροδιαβιβαστής/νευροτροποποιητής (Bredt και 

Snyder, 1992), ενώ παράγεται τόσο σε νευρικά όσο και σε κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήµατος και ενδοθηλικά κύτταρα από το ένζυµο της 

συνθάσης της NO. µε οξείδωση της L-αργινίνης σε L-κιτρουλίνη παρουσία 

καλµοδουλίνης, της ανηγµένης µορφής του φωσφορικού νικοτιναµιδο-

αδενινο-δινουκλεοτιδίου (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NADPH), 5,6,7,8 τετραυδροβιοπτερίνη (BH4), φλάβινο-αδενινο-δινουκλεοτιδίου 

(FAD), φλαβινοµονονουκλεοτιδίου (FMN) και τετραϋδροβιοπτερίνης (Marletta, 

1994, Dawson και Snyder, 1994, Εικόνα 10).  

Υπάρχουν τρεις ισοµορφές της συνθάση της NO., ανάλογα µε τον ιστό 

έκφρασής τους. Από αυτές, η νευρωνική (nNOS) και η ενδοθηλιακή (eNOS) 

ενεργοποιούνται µε αύξηση των επιπέδων της ενδοκυττάριας ασβέστιο-

καλµοδουλίνης και παράγουν NO. σε συγκέντρωση της τάξης των picomolar 

µέσα σε λίγα δευτερόλεπτα έως λεπτά, ενώ η ανοσολογική (iNOS) η οποία είναι 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 41 

ανεξάρτητη του ασβεστίου και ενεργοποιείται παρουσία παραγόντων 

φλεγµονής όπως οι κυτοκίνες και οι λιποπολυσακχαρίτες παράγοντας NO. σε 

µεγαλύτερες συγκεντρώσεις (τάξη nanomolar) που µπορεί να παραµείνουν 

υψηλά ως και για αρκετές ηµέρες (Hardy και συν., 2000).  

 

Εικόνα – 10: Η βιοσύνθεση της ΝΟ. από την αργινίνη συντελείται σε  δύο στάδια. Η οξείδωση 
της L-αργινίνης σε Νω-ύδροξυ-L-αργινίνη αποτελεί το πρώτο στάδιο, ενώ η µετατροπή της σε L-
κιτρουλίνη και ΝΟ. αποτελεί το δεύτερο. 

 

 

1.6.1 NO. και αµφιβληστροειδής 

 

Με τη χρήση της ιστοχηµικής χρώσης της NADPH-διαφοράσης, η οποία 

χρησιµοποιείται ως µάρτυρας της παρουσίας όλων των ισοµορφών της 

συνθάσης της NO. στον ιστό, πιστοποιήθηκε η παρουσία της NOS σε όλο το 

οπτικό σύστηµα (Vincent και Hope, 1992). H NOS έχει εντοπιστεί σε όλους τους 

τύπους νευρώνων του αµφιβληστροειδή (βραχύινα, δίπολα, οριζόντια 

φωτοϋποδοχείς και γαγγλιακά κύτταρα), σε νευρικές ίνες της εξωτερικής και 

εσωτερικής δικτυωτής στιβάδας του καθώς επίσης και στο µελάγχρουν 

επιθήλιο και τον χοριοειδή χιτώνα (Bredt και συν., 1990, Goureau και συν., 

1993, Yamamoto και συν., 1993, Koistinaho και συν., 1993, Hardy και συν., 

2000, Haverkamp και συν., 2000). Σε ότι αφορά τις διάφορες ισοµορφές του 

ενζύµου, η νευρωνική NOS συντίθεται από µια πλειάδα νευρώνων, η 

ενδοθηλιακή ΝΟS σε αγγεία και η ανοσολογική σε χαµηλά επίπεδα σε κύτταρα 

L-αργινίνη Νω- ύδροξυ-L-αργινίνη L-κιτρουλίνη Νιτρικό οξύ

Τροποποίηση από Dawson και Snyder, 1994

L-αργινίνη Νω- ύδροξυ-L-αργινίνη L-κιτρουλίνη Νιτρικό οξύL-αργινίνη Νω- ύδροξυ-L-αργινίνη L-κιτρουλίνη Νιτρικό οξύ

Τροποποίηση από Dawson και Snyder, 1994
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Müller και στο µελάγχρουν επιθήλιο (López-Costa και συν., 1997, Shin και συν., 

1999, Cheon και συν., 2003).  

H ΝΟ. δεσµεύεται σε µία διαλυτή µορφή της γουανυλικής κυκλάσης 

(sGC), η οποία είναι υπεύθυνη για την παραγωγή cGMP στα δίπολα κύτταρα. 

Η δέσµευση της ΝΟ. στην sGC οδηγεί στην ενεργοποίηση της τελευταίας µε 

αποτέλεσµα την αύξηση των επιπέδων της cGMP, µορίου κλειδιού στη 

µεταβίβαση της οπτικής πληροφορίας (Shiells & Falk, 1992, Ahmad και 

Barnstable, 1993, Koistinaho & Sagar, 1995, Blute και συν., 1998). Η cGMP µε τη 

σειρά της, ρυθµίζει τις χασµατοσυνδέσεις µεταξύ των δίπολων κυττάρων 

φωτεινού πεδίου που σχετίζονται µε τα κωνιοφόρα κύτταρα και των ΑΙΙ 

βραχύινων κυττάρων στον αµφιβληστροειδή κουνελιού αλλά και τις 

χασµατοσυνδέσεις µεταξύ των οριζόντιων κυττάρων (De Vries και Swartz, 1989, 

Mills και Massey, 1995, Xin και Bloomfield, 1999). Η ΝΟ. επηρεάζει πιθανόν και τη 

συναπτική µεταβίβαση από τους φωτοϋποδοχείς στα δίπολα κύτταρα 

σκοτεινού κέντρου που σχετίζονται µε τα κωνιοφόρα κύτταρα µέσω της 

αλληλεπίδρασής της µε τη ντοπαµίνη (Maguire και Werblin, 1994), η 

απελευθέρωση της οποίας φαίνεται να ρυθµίζεται από την ΝΟ. (Bugnon και 

συν., 1994, Djamgoz και συν., 1995). 

 

 

1.6.2 NO. και σωµατοστατίνη 

 

Σύµφωνα µε πρόσφατες µελέτες, η ΝΟS φαίνεται να συνυπάρχει στον 

αµφιβληστροειδή µε τους sst2 σωµατοστατινεργικούς υποδοχείς, αφού η 

χρώση της NADPH-διαφοράσης συνεντοπίστηκε µε τους sst2A υποδοχείς στα 

δίπολα κύτταρα που σχετίζονται µε τα ραβδιοφόρα του κουνελιού και του 

αρουραίου, αλλά και µε τους sst2B στους φωτοϋποδοχείς αρουραίου (Vasilaki 

και συν., 2001). Επιπλέον, η σωµατοστατίνη αυξάνει τα επίπεδα των 

µεταβολιτών της ΝΟ. µέσω των sst2 σωµατοστατινεργικών υποδοχέων τόσο 

στον αµφιβληστροειδή όσο και σε καλλιέργειες ανθρώπινων κυττάρων 

µελάγχρουν επιθηλίου (Vasilaki και συν., 2002, 2004), και φαίνεται να παίζει ένα 

ρυθµιστικό ρόλο στο σηµατοδοτικό µονοπάτι της ΝΟ./cGMP.  
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1.7 ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΣΤΙΣ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΟΠΑΘΕΙΕΣ 

 

Σύµφωνα µε τα ως τώρα δεδοµένα, φαίνεται ότι διάφορα 

σωµατοστατινεργικά ανάλογα έχουν πιθανή θεραπευτική δράση κατά της 

αµφιβληστροειδικής ισχαιµίας, της εξοίδησης της ωχράς κηλίδας και της 

νεοαγείωσης του αµφιβληστροειδή οι οποίες αποτελούν σηµαντικές κλινικές 

παραµέτρους ασθενειών όπως η διαβητική αµφιβληστοειδοπάθεια, η 

απόφραξη της αµφιβληστροειδικής αρτηρίας, η γεροντική εκφύλιση της ωχράς 

κηλίδας και το γλαύκωµα. 

 

 

1.7.1 ∆ιαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια  

 

Στις αρχές της δεκαετίας του ‘90 τα ανάλογα της σωµατοστατίνης 

χρησιµοποιήθηκαν σε συνδυασµό µε τη χρήση της φωτοπηξίας σε κλινικές 

µελέτες για τη θεραπεία της διαβητικής αµφιβληστροπάθειας. Ενθαρρυντικά 

αποτελέσµατα προέκυψαν από κλινικές µελέτες οι οποίες εστιάστηκαν στη 

χρήση σωµατοστατινεργικών αναλόγων για τη θεραπεία της διαβητικής 

αµφιβληστροειδοπάθειας και πιο συγκεκριµένα της πολλαπλασιαστικής 

διαβητικής αµφιβληστροειδοπάθειας [Proliferative Diabetic Retinopathy (PDR)] 

(Kirkegaard και συν., 1990, McCombe και συν., 1991). Τα αποτελέσµατα των 

µελετών αυτών σε συνδυασµό τόσο µε την έκφραση των sst2A υποδοχέων στα 

νεοσχηµατιζόµενα αγγεία (van Hagen και συν., 2000), όσο και µε µελέτες οι 

οποίες υπέδειξαν ότι, η αµφιβληστροειδική φωτοπηξία σε ασθενείς µε 

πολλαπλασιαστική διαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια δεν ήταν αρκετή για την 

ενδοφθάλµια µείωση των αυξητικών παραγόντων τύπου-ινσουλίνης [insulin-

like growth factors’ (IGFs)] που προέρχονται από την κυκλοφορία (Spranger 

και συν., 2000, 2001), υποδηλώνουν ότι τα σωµατοστατινεργικά ανάλογα 

µπορεί να έχουν τόσο άµεση δράση στον πολλαπλασιασµό των 

ενδοθηλιακών κυττάρων όσο και έµµεση, µέσω της µείωσης της αυξητικής 

ορµόνης. Κατά συνέπεια, η αµφιβληστροειδική φωτοπηξία θα µπορούσε να 

συνδυαστεί µε σωµατοστατινεργικά φάρµακα για την αντιµετώπιση της 

νεοαγγείωσης, την πρόληψη περαιτέρω έκπτωσης της οπτικής οξύτητας σε 

ασθενείς µε πολλαπλασιαστικής διαβητικής αµφιβληστροειδοπάθειας. Το 
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σωµατοστατινεργικό ανάλογο οκτρεοτίδη, προκάλεσε επιβράδυνση της 

εξέλιξης της διαβητικής αµφιβληστροειδοπάθειας (Pawlikowski και Melen-

Mucha, 2003, Gargiulo και συν., 2004).  

 

1.7.2 Νεοαγγείωση 

 

Μελέτες σε ζώα και χρήση του µοντέλου της επαγόµενης από την 

ισχαιµία νεοαγγείωση του αµφιβληστροειδή νεογνών, συνηγορούν υπέρ της 

έµµεσης ανασταλτικής δράσης του σωµατοστατινεργικού αναλόγου ΜΚ678 

στα επίπεδα της αυξητικής ορµόνης µε συνεπακόλουθη µείωση της σύνθεσης 

των IGF-I (Smith και συν., 1997). Σε παρόµοιες έρευνες, ανάλογα αποτελέσµατα 

έδωσαν και δύο ακόµα σωµατοστατινεργικά ανάλογα, η οκτρεοτίδη και το 

Wox4D (Higgins και συν., 2002). Επιπλέον, σε πρόσφατες κλινικές µελέτες η 

χρήση σωµατοστατινεργικών αναλόγων κρίθηκε αναγκαία για την 

αντιµετώπιση της νεοαγγείωσης του αµφιβληστροειδή, µια και οι ουσίες αυτές 

φαίνεται ότι αναστέλλουν την έκκριση του VEGF και τον πολλαπλασιασµό των 

ανθρώπινων ενδοθηλιακών κυττάρων (Grant και συν., 1993, Danesi και συν., 

1997, Lawnicka και συν., 2000, García de la Torre και συν., 2002).  

 

1.7.3 Η σωµατοστατίνη ως νευροπροστατευτικός παράγοντας 

 

Στο τέλος της δεκαετίας του 90, µελέτες στον εγκέφαλο υποστήριξαν ότι 

η σωµατοστατίνη και τα εκλεκτικά για τον sst2 υπότυπό της ανάλογα 

προστάτευσαν νετρώνες του εγκεφαλικού φλοιού από διεγερτοτοξικότητα 

οφειλόµενη στα διεγερτικά αµινοξέα NMDA και καϊνικό οξύ (Forloni και συν., 

1997, Braun και συν., 1998). Επίσης, η σωµατοστατίνη και το sst2/5 ανάλογό της 

οκτρεοτίδη, προστάτεψαν νευρώνες του αµφιβληστροειδή σε µοντέλο αύξησης 

της ενδοφθάλµιας πίεσης (Celiker και Iihan, 2002). Οι µελέτες αυτές 

συνηγορούν υπέρ της νευροπροστατευτικής δράσης των 

σωµατοστατινεργικών αναλόγων στο κεντρικό νευρικό σύστηµα και δίνουν το 

έναυσµα για την πραγµατοποίηση επιπλέον µελετών µε στόχο τη διαλεύκανση  

των µηχανισµών που υποστηρίζουν τη δράση τους ως νευροπροστατευτικά 

και τη χρησιµότητά τους σε νόσους του αµφιβληστροειδή. 
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 

 

Τα παραπάνω δεδοµένα, κυρίως από µελέτες στον εγκέφαλο αλλά και 

τον αµφιβληστροειδή,  υποστηρίζουν ότι η  σωµατοστατίνη και τα εκλεκτικά για 

τους υποδοχείς της ανάλογα παρουσιάζουν το φαρµακολογικό προφίλ ενός 

νευροπροστατευτικού φαρµάκου που δυνητικά θα µπορούσε να 

χρησιµοποιηθεί στη θεραπευτική αγωγή ασθενών που πάσχουν από σοβαρές 

αµφιβληστροειδοπάθειες.  

 

 Ο σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν α) να µελετηθεί περαιτέρω ο 

ρόλος της σωµατοστατίνης και της κορτιστατίνης στον αµφιβληστροειδή και β) 

να εξεταστεί η πιθανή νευροπροστατευτική τους δράση στην 

αµφιβληστροειδική ισχαιµία. 

 

 Οι κύριοι στόχοι που τέθηκαν ήταν οι εξής: 
 

� Ο προσδιορισµός του ρόλου των υποδοχεών sst1 και sst2 της 

σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή  

 

� Η δηµιουργία µοντέλου αµφιβληστροειδικής ισχαιµίας σε αρουραίο 

 

� Η διερεύνηση της πιθανής δράσης της σωµατοστατίνης, των εκλεκτικών 

για τους διάφορους υπότυπους των υποδοχέων της αναλόγων και της 

κορτιστατίνης ως νευροπροστατευτικά στην αµφιβληστροειδική ισχαιµία 

 

� Η µελέτη των µηχανισµών που εµπλέκονται στην πιθανή 

νευροπροστατευτική δράση των σωµατοστατινεργικών αναλόγων 
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3. ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑ 

 

Πειραµατόζωα 

  Χρησιµοποιήθηκαν ενήλικοι θηλυκοί Sprague Dawley αρουραίοι, 

βάρους 250-300 γρ. Τα ζώα διατηρήθηκαν σε κλουβιά µε ελεύθερη πρόσβαση 

σε νερό και τροφή. Τηρήθηκε κύκλος ηµέρας-νύχτας 12 ωρών. 

 Τα πειραµατόζωα θανατώθηκαν µε εισπνοή διαιθυλαιθέρα κατά την 

παραµονή τους σε κλειστό θάλαµο για 10 περίπου λεπτά. Οι συνθήκες 

διαβίωσης και χειρισµού των πειραµατόζωων ήταν σύµφωνες µε την ελληνική 

νοµοθεσία (Π.∆.160/91). 

 

Υλικά 

 Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν ήταν από την Sigma - Aldrich. Στις 

περιπτώσεις που χρησιµοποιήθηκαν υλικά από άλλες εταιρίες, αναγράφεται 

στις παρενθέσεις δίπλα τους. 

 

 

 

 

3.1 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΣ ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ SST1 ΥΠΟ∆ΟΧΕΩΝ ΣΤΟΝ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆Η 

ΑΡΟΥΡΑΙΟΥ 

 

 Για τη διερεύνηση του λειτουργικού ρόλου των sst1 υποδοχέων 

πραγµατοποιήθηκαν µελέτες προσδιορισµού των επιπέδων σωµατοστατίνης 

σε ex vivo ιστοκαλλιέργειες αµφιβληστροειδή αρουραίου. 

Οι οφθαλµοί αµέσως µετά την εξαγωγή τους από το ζώο 

τοποθετήθηκαν σε θρεπτικό υλικό (Μ-199, Gibco) το οποίο περιείχε βακιτρακίνη 

1mg/ml. Ο πρόσθιος πόλος τους αποµακρύνθηκε, ενώ από τον οπίσθιο 

πόλο, ο αµφιβληστροειδής αποχωρίστηκε από τον σκληρό χιτώνα µετά από 

απόξεσή του µε σπάτουλα.  
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3.1.1 Μελέτη της νευρωνικής απελευθέρωσης της σωµατοστατίνης 

 

Για να εξεταστεί αν η απελευθέρωση της σωµατοστατίνης είναι 

νευρωνικής µορφής, µελετήθηκε η κάλιο- και ασβέστιο- εξαρτηµένη 

απελευθέρωσή της. Κάθε αµφιβληστροειδής τοποθετήθηκε σε θρεπτικό υλικό 

(500µl) στους 37οC για 1 ώρα σε 5% CO2/95% αέρα. Στη συνέχεια ο ιστός 

επωάστηκε για δεύτερη φορά σε θρεπτικό υλικό (500µl) (δείγµατα µάρτυρες) ή 

σε θρεπτικό υλικό (500µl) παρουσία KCl (50, 100mM) ή EGTA (10mM) στους 

37οC για 1 ώρα σε 5% CO2/95% αέρα. 

 

 

3.1.2 Μελέτη της ενεργοποίησης του υποδοχέα sst1 στην απελευθέρωση 

σωµατοστατίνης  

 

Για να διερευνηθεί ο ρόλος του sst1 υπότυπου ως αυτοϋποδοχέα 

απαιτούνται λειτουργικές µελέτες που να δείχνουν ότι η ενεργοποίησή του 

µειώνει τα επίπεδα της σωµατοστατίνης. Έτσι, χρησιµοποιήθηκε ο sst1 εκλεκτικός 

αγωνιστής CH 275.  

Οι αµφιβληστροειδείς επωάστηκαν σε θρεπτικό υλικό (500µl) που 

περιείχε το CH 275 (10-5, 10-6, 10-7Μ) στους 37οC για 1 ώρα σε 5% CO2/95% 

αέρα. 

Για να διαπιστωθεί η φαρµακολογική εκλεκτικότητα του αναλόγου, έγινε 

επώαση του ιστού σε θρεπτικό υλικό (500µl) που περιείχε τον sst1 ανταγωνιστή,  

NVP-SRA 880 (10-5Μ) και έπειτα σε θρεπτικό υλικό (500µl) που περιείχε CH 275 

(10-5Μ). Επίσης ιστός επωάστηκε σε θρεπτικό υλικό (500µl) που περιείχε µόνο 

NVP-SRA 880 (10-5Μ). Ο sst2 εκλεκτικός αγωνιστής ΜΚ 678 (10-5, 10-6, 10-7Μ) 

χρησιµοποιήθηκε για να εξακριβωθεί αν η ενεργοποίηση του sst2 υποδοχέα 

επηρεάζει την απελευθέρωση της σωµατοστατίνης. Όλες οι επωάσεις έγιναν 

στους 37οC για 1 ώρα σε 5% CO2/95% αέρα, ενώ το CH 275, το NVP-SRA 880 

και το ΜΚ 678 ήταν µια συνεισφορά του Dr Hoyer. 

 

Μετά το τέλος των επωάσεων έγινε συλλογή του θρεπτικού υλικού που 

περιείχε τους αµφιβληστροειδείς. Το θρεπτικό υλικό φυγοκεντρήθηκε (Biofuge 
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15, Heraeus, Sepatech) για 15 λεπτά στις 12000 στροφές ανά λεπτό στους 

4οC. Το υπερκείµενο της φυγοκέντρησης απορρίφθηκε και στο ίζηµα 

προστέθηκε οξικό οξύ (2Ν, 300µl) και εµβυθίστηκε για 10 λεπτά σε νερό στους 

100οC. Στη συνέχεια, τα δείγµατα ηχοβολήθηκαν, κρατήθηκαν 50µl από το 

καθένα στους -20οC για τον προσδιορισµό των πρωτεϊνών µε τη µέθοδο 

Bradford και τα υπόλοιπα φυλάχτηκαν στους -80οC για 24-48 ώρες. Έπειτα τα 

δείγµατα αποψύχθηκαν και φυγοκεντρήθηκαν για 20 λεπτά στις 13000 στροφές 

ανά λεπτό στους 4οC. Το υπερκείµενο του κάθε δείγµατος µοιράστηκε σε 

διπλέτες των 100µl, λυοφιλοποιήθηκε και φυλάχτηκε στους -80οC µέχρι τον 

προσδιορισµό των επιπέδων σωµατοστατίνης µε ραδιοανοσολογική τεχνική 

(RIA). 

 

 

3.1.3  Προσδιορισµός επιπέδων σωµατοστατίνης µε ραδιοανοσολογική 

τεχνική (RadioImmunoAssay) 

 

 Η τεχνική της ραδιοανοσοανάλυσης βασίζεται στην αντίδραση: 

  

[S] + [S*] + [Ab] �� [AbS] + [AbS*] + [S’] + [S*’] 

 
[S]: Συγκέντρωση ελεύθερης σωµατοστατίνης  

[S*]: Συγκέντρωση ελεύθερης ραδιοσηµασµένης σωµατοστατίνης πριν 

την αντίδραση 

[Ab]: Συγκέντρωση ελεύθερου αντισώµατος πριν την αντίδραση 

[AbS]: Συγκέντρωση συµπλόκου αντισώµατος-µη ραδιοσηµασµένης 

ουσίας 

[AbS*]: Συγκέντρωση συµπλόκου αντισώµατος-ραδιοσηµασµένης ουσίας 

[S’]: Συγκέντρωση ελεύθερης µη ραδιοσηµασµένης σωµατοστατίνης 

µετά την αντίδραση 

[S*’]:  Συγκέντρωση ελεύθερης ραδιοσηµασµένης σωµατοστατίνης µετά 

την αντίδραση 

 

Μετά την αντίδραση, προστίθεται διάλυµα ενεργού άνθρακα/δεξτράνης 

(Pharmacia), οπότε γίνεται κατακρήµνιση της ελεύθερης ραδιοσηµασµένης 

σωµατοστατίνης S*’ και διαχωρισµός της από αυτή που έχει προσδεθεί στο 



ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑ 

 50 

αντίσωµα της σωµατοστατίνης AbS*, η οποία και µετριέται σε µετρητή γ-

ακτινοβολίας. Όσο µεγαλύτερος είναι ο αριθµός των κρούσεων, τόσο 

µεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση του συµπλόκου αντισώµατος-

ραδιοσηµασµένης σωµατοστατίνης, τόσο µικρότερη η συγκέντρωση του 

συµπλόκου αντισώµατος-σωµατοστατίνης και εποµένως τόσο µικρότερη η 

αρχική συγκέντρωση της σωµατοστατίνης. Έτσι προσδιορίζεται έµµεσα η 

αρχική συγκέντρωση της σωµατοστατίνης. 

 

Για τις µελέτες αυτές κατασκευάστηκαν πρότυπες καµπύλες µε χρήση 

διαλυµάτων σωµατοστατίνης σε R.I.A. buffer Ι (0,15Μ NaCl, 0,1% ζελατίνη, 0,1% 

BSA, 0,02% βακιτρακίνη, 0,02% NaN3 / 0,1 M NaNa2) (NaNa2: Na2HPO4/ 

NaH2PO4) και σε συγκεντρώσεις: 200pgr/100µl, 150pgr/100µl, 100pgr/100µl, 50 

pgr/100µl, 25 pgr/100µl, 12,5pgr/100µl, 6,25pgr/100µl, 3,125pgr/100µl, 

1,56pgr/100µl, 0,78pgr/100µl και 0pgr/100µl.  

Σε σωληνάρια πολυστυρενίου 55Χ12 χιλιοστών, εις διπλούν, 

προστέθηκαν100µl από τα παραπάνω δείγµατα της πρότυπης καµπύλης ή 

δείγµα που επαναδιαλυτοποιήθηκε µε 100µl R.I.A. buffer Ι. Στη συνέχεια 

προστέθηκαν 100µl διαλύµατος ραδιενεργής σωµατοστατίνης [125I]-Tyr11-SRIF-

14 (Amersham) που περιείχαν περίπου 20000 κρούσεις ανά λεπτό(cpm), 100µl 

αντισώµατος σωµατοστατίνης (συνεισφορά του Dr Sperk) σε συγκέντρωση 

1/3000 και R.I.A. buffer Ι έτσι ώστε ο τελικός όγκος του υγρού επώασης να είναι 

500µl. Το µίγµα επωάστηκε για 24 ώρες στους 4οC. Στη συνέχεια προστέθηκαν 

σε κάθε δείγµα από 900µl διαλύµατος 2,5% ενεργού άνθρακα/0,25% δεξτράνης 

σε R.I.A. buffer ΙΙ (0,15Μ NaCl, 0,1% BSA, 0,02% βακιτρακίνη, 0,02% NaN3 / 0,1 M 

NaNa2), φυγοκεντρήθηκαν για 20 λεπτά στους 4οC στις 3000 στροφές ανά 

λεπτό. 700µl από το υπερκείµενο του κάθε δείγµατος µετρήθηκε σε µετρητή γ-

ακτινοβολίας (LKB-Wallak MiniGamma 1275, απόδοσης 75%). 

 

Η ανάλυση των µετρήσεων έγινε µε τη βοήθεια του λογισµικού 

προγράµµατος GraphPad Prism 2.01. Σχεδιάστηκαν σιγµοειδείς καµπύλες µε 

συντεταγµένες: στον άξονα των x, τις λογαριθµικές τιµές των συγκεντρώσεων 

της µη ραδιοσηµασµένης ουσίας (log [M], λογάριθµος της συγκέντρωσης σε 

molar) και στον άξονα των y, τις τιµές των κρούσεων ανά λεπτό του 

συµπλόκου του αντισώµατος µε τη ραδιοσηµασµένη σωµατοστατίνη.  
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3.2 ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ cGMP 

3.2.1 Επίδραση σωµατοστατίνης και αναλόγων στα επίπεδα cGMP στον 

αµφιβληστροειδή 

 

  Για τη διερεύνηση της επίδρασης της σωµατοστατίνης, αναλόγων της, 

αλλά και της NO. στα επίπεδα της cGMP διενεργήθηκαν µελέτες 

προσδιορισµού των επιπέδων της cGMP µε την τεχνική της ενζυµικής 

ανοσοανάλυσης (ELISA). Η µέθοδος βασίζεται στον ανταγωνισµό µεταξύ της 

ελεύθερης cGMP και ενός συµπλόκου cGMP – ακετυλοχολινεστεράσης 

(cGMP-AchE), που ονοµάζεται cGMP tracer, για περιορισµένο αριθµό θέσεων 

αντισώµατος κουνελιού που είναι ειδικό για τη cGMP (Εικόνα 11).  

 Σε επιστρωµένη πλάκα µε µονοκλωνικό αντίσωµα ποντικιού ενάντια σε 

κουνέλι (A) προστίθενται σταθερή ποσότητα cGMP-AchE και αντισώµατος 

ανεπτυγµένου σε κουνέλι ενάντια στη cGMP, καθώς και δείγµα γνωστής και 

άγνωστης συγκέντρωσης cGMP (B), οπότε να λαµβάνει χώρα η αντίδραση: 

 

cGMP-AchE + Αντίσωµα + cGMP-->Αντίσωµα-cGMP-AchE + Αντίσωµα-cGMP 

 

Τα σύµπλοκα αυτά προσδένονται στο µονοκλωνικό αντίσωµα ποντικιού µε το 

οποίο είναι επιστρωµένη η πλάκα. Ξεπλένουµε ώστε να αποµακρυνθούν όλα 

τα αδέσµευτα αντιδραστήρια (Γ) και προσθέτουµε αντιδραστήριο Ellman’s το 

οποίο καταλύεται από την AchE και δίνει ένα προϊόν µε διακριτό κίτρινο χρώµα 

(∆) που έχει µέγιστο απορρόφησης στα 412nm.  

 

Εικόνα – 11: Σχηµατική αναπαράσταση της µεθόδου της ενζυµικής ανοσοανάλυσης.      : 
µονοκλωνικό αντίσωµα ενάντια σε κουνέλι ανεπτυγµένο σε ποντίκι.    : αντίσωµα ενάντια στη 
cGMP ανεπτυγµένο σε κουνέλι      : cGMP.       :σύµπλοκο AchE – cGMP.      

 

 

A B Γ ∆ 
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Μετά την θανάτωση των ζώων αφαιρέθηκαν τα µάτια και 

τοποθετήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων (0,1Μ PBS) που 

περιείχε φαινυλµεθυλσουλφονυλφλορίδιο (PMSF, 0,1mM) και λευπεπτίνη 

(1µg/ml) (αναστολείς πρωτεασών), καθώς και  3-ισοβουτυλ-1-µεθυλξανθίνη 

(IBMX, 1mM), του µη ειδικού αναστολέα της φωσφοδιεστεράσης – ∆ιάλυµα Ι. 

Αποµακρύνθηκε ο πρόσθιος πόλος των µατιών, ο φακός και το υαλώδες. Ο 

αµφιβληστροειδής αποκολλήθηκε µηχανικά και τοποθετήθηκε σε διάλυµα Ι, 

ενώ ακολούθησε επώαση 15 λεπτών σε υδατόλουτρο στους 25οC υπό ήπια 

ανάδευση.  

 

 

3.2.1.1 Μελέτη της δράσης της αργινίνης και των σωµατοστατινεργικών 

αναλόγων στα επίπεδα της cGMP 

 

 Για να εξεταστεί η δράση της αργινίνης και των σωµατοστατινεργικών 

αναλόγων στα επίπεδα της cGMP, οι ιστοί επωάστηκαν για 30 λεπτά σε 

υδατόλουτρο στους 37oC υπό ήπια ανάδευση µε ∆ιάλυµα Ι που περιείχε 

αργινίνη (250µΜ), ή σωµατοστατίνη (0,01-10µΜ), ή τον sst2 εκλεκτικό αγωνιστή 

ΒΙΜ23014 (0,01-10µΜ), ή το sst3  εκλεκτικό αγωνιστή L-796,778 (10µΜ, Merck), ή 

σωµατοστατίνη (0,1µΜ) σε συνδυασµό µε το sst2 ανταγωνιστή CYN154806 

(1µΜ). Μελετήθηκε επίσης η δυνατότητα του µη εκλεκτικού αναστολέα της 

συνθάσης της ελεύθερης ρίζας του µονοξειδίου του αζώτου ΝΜΜΑ (250µΜ), 

να αναστέλλει την επίδραση της σωµατοστατίνης (0,1µΜ) στα επίπεδα της 

cGMP. Για τη βασική έκκριση χρησιµοποιήθηκαν ιστοί που είχαν επωαστεί µε το 

ρυθµιστικό διάλυµα που περιείχε µόνο τους αναστολείς πρωτεασών και της 

φωσφοδιεστεράσης.  

Ακολούθησε συλλογή των ιστών σε  PB (50mM, 300µl) οµογενοποίηση 

των ιστών, ενώ από το οµογενοποίηµα κρατήθηκαν 50µl στους -20οC για να 

γίνει ο ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεïνών του κάθε δείγµατος µε τη 

µέθοδο Bradford. Στη συνέχεια έγινε προσθήκη τριχλωρο-οξικού οξέος (TCA, 

10% κ.ο.) και φυγοκέντρηση στις 15000 στροφές ανά λεπτό για 10 λεπτά στους 

4οC. Στο υπερκείµενο έγιναν πέντε εκχυλίσεις µε πενταπλάσιο όγκο αιθέρα, ενώ 

τα ίχνη αυτού αποµακρύνθηκαν µε θέρµανση των δειγµάτων σε νερό (70οC) 

για πέντε περίπου λεπτά. Τα δείγµατα φυλάχτηκαν στους -80οC.  
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Για τις µετρήσεις των επιπέδων της cGMP µε τη µέθοδο της ενζυµικής 

ανοσοανάλυσης χρησιµοποιήθηκε το κιτ ACETM EIAs (Cayman Chemical) και 

ακολουθήθηκαν οι οδηγίες της εταιρίας.  

 

 

3.2.1.2 Ποσοτικός προσδιορισµός πρωτεïνών µε τη µέθοδο Bradford 

 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεϊνών του οµογενοποιήµατος, 

το οποίο προκύπτει κατά τη διαδικασία λήψης των µεµβρανικών 

παρασκευασµάτων αµφιβληστροειδή, προσδιορίσθηκε µε τη µέθοδο Bradford 

(Bradford, 1976). Η χρωστική Coomanssie Blue G-250 (Merck), που 

χρησιµοποιείται στη συγκεκριµένη τεχνική, συζεύγνυται µε τις πρωτονιωµένες 

αµινοοµάδες των υπολειµµάτων των αµινοξέων της πολυπεπτιδικής αλυσίδας 

γεγονός που προκαλεί την µετατροπή του µέγιστου απορρόφησης της από τα 

465 στα 595nm. Η σύνδεση πρωτεΐνης-χρωστικής πραγµατοποιείται πολύ 

γρήγορα (περίπου σε δύο λεπτά) και υπάρχει πολύ καλή σταθερότητα του 

χρώµατος - για περίπου µια ώρα - µετά την προσθήκη της χρωστικής. Το 

σύµπλοκο πρωτεΐνης-χρωστικής έχει υψηλό συντελεστή απορρόφησης, 

γεγονός το οποίο παρέχει µεγάλη ευαισθησία κατά τον ποσοτικό 

προσδιορισµό των πρωτεϊνών.  

Σε σωληνάρια ependorff (1.5ml, εις διπλούν) προστέθηκαν 200µl 

δειγµάτων γνωστών ποσοτήτων αλβουµίνης ορού βοδιού B.S.A. (0, 5, 10, 20, 

30, 40 και 50 µg) ή οµογενοποιηµάτων αµφιβληστροειδή σε ρυθµιστικό 

διάλυµα-I και 800µl διαλύµατος Bradford (0,01% κ.β. Coomanssie Blue G-250, 

5%κ.ο. 95% αιθανόλη, 10%κ.ο. 85% φωσφορικό οξύ).  Η οπτική πυκνότητα των 

δειγµάτων µετρήθηκε σε φασµατοφωτόµετρo σε µήκος κύµατος 600nm. 

Η ποσότητα της πρωτεΐνης στα δείγµατα αµφιβληστροειδή 

υπολογίστηκε µε τη χρήση της πρότυπης καµπύλης η οποία προκύπτει από την 

ταυτόχρονη µέτρηση των δειγµάτων γνωστής συγκέντρωσης B.S.A.. Η ελάχιστη 

διακριτική ικανότητα της µεθόδου ήταν 5µg/ml. Τα αποτελέσµατα εκφράστηκαν 

σε µg πρωτεΐνης ανά ml διαλύµατος.  
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3.2.2 Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της κυκλικής GMP   

 

Μετά την θανάτωση των ζώων αφαιρέθηκαν τα µάτια και 

τοποθετήθηκαν σε θρεπτικό υλικό (Dulbecco’s Eagles Medium, Gibco BRL) το 

οποίο περιείχε PMSF (0,1mM) και λευπεπτίνη (1µg/ml), καθώς και IBMX (1mM) – 

διάλυµα Ι. Έπειτα αφαιρέθηκε ο πρόσθιος πόλος, ενώ ο αµφιβληστροειδής 

χιτώνας, το µελάγχρουν επιθήλιο και ο σκληρός χιτώνας ξεπλύθηκαν καλά σε 

διάλυµα Ι για 15 λεπτά σε υδατόλουτρο στους 37oC υπό ήπια ανάδευση.  

Οι ιστοί επωάστηκαν για 30 λεπτά σε υδατόλουτρο στους 37oC υπό 

ήπια ανάδευση µε διάλυµα Ι ή µε διάλυµα Ι που περιείχε το sst2 εκλεκτικό 

ανάλογο L-779,976 (Merck, 10µΜ) ή νιτροπρουσίδιο του νατρίου (Sodium 

NitroPrusside, SNP, 1mM).  

Μετά τις φαρµακολογικές επιδράσεις οι οπίσθιοι πόλοι 

µονιµοποιήθηκαν σε διάλυµα 4% παραφολµαδεΰδης σε PB (0,1Μ) για 1 ώρα 

στους 4οC και έπειτα επωάστηκαν σε διάλυµα 30% σουκρόζης / ΡΒ (0,1M) για 

16-18 ώρες στους 4οC για κρυοπροστασία. Ακολούθησε ταχεία ψύξη των 

ιστών, µε εµβύθισή τους σε ισοπεντάνιο για 1 λεπτό στους -45οC και φύλαξή 

τους στους -80οC µέχρι την κοπή τους. Στη συνέχεια κόπηκαν κάθετες τοµές 

πάχους 10 µm σε κρυοστάτη (Leica CM 1850) στους -25οC, τοποθετήθηκαν σε 

ζελατινοποιηµένες αντικειµενοφόρες πλάκες και η συλλογή γινόταν µε τέτοιο 

τρόπο ώστε η µια τοµή να απέχει από τη διπλανή 100µm. Οι τοµές φυλάχτηκαν 

στους -20οC µέχρι να χρησιµοποιηθούν. Οι τοµές παίρνονταν κοντά στο 

οπτικό νεύρο, ενώ εννιά τοµές τοποθετούνταν σε κάθε αντικειµενοφόρο πλάκα.  

 

Για την ανοσοϊστοχηµική σήµανση των τοµών, χρησιµοποιήθηκε η 

µέθοδος του έµµεσου φθορισµού, κατά τον οποίο, οι τοµές επωάζονται µε 

πολυκλωνικά ή µονοκλωνικά αντισώµατα και έπειτα µε κατάλληλα φθορίζοντα 

δεύτερα αντισώµατα. 

 Για τη µελέτη της ανοσοδραστικότητας της cGMP χρησιµοποιήθηκε 

αντίσωµα ανεπτυγµένο σε πρόβατο ενάντια στη cGMP σε συγκέντρωση 

1:1000 (προσφορά του Dr de Vente), ενώ το δεύτερο αντίσωµα ήταν 

αντίσωµα αίγας ή γαϊδουριού κατά των IgG (H+L) ανοσοσφαιρινών 

προβάτου, συνδεδεµένο µε ερυθρό του Τέξας (Jackson ImmunoResearch 
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Laboratories,Inc.) ή φλουορεσκεΐνη (Molecular Probes) σε συγκέντρωση 1:100 

ή 1:300 αντίστοιχα.  

 Πραγµατοποιήθηκαν επίσης µελέτες συνεντοπισµού ώστε να 

χαρακτηριστεί ο τύπος των κυττάρων που παρουσιάζουν cGMP 

ανοσοδραστικότητα. Χρησιµοποιήθηκε και το µονοκλωνικό αντίσωµα 

ανεπτυγµένο σε ποντίκι ενάντια στην πρωτεϊνική κινάση C (PKC) για τη 

σήµανση των δίπολων κυττάρων που συνάπτονται µε τα ραβδιοφόρα, σε 

συγκέντρωση 1:50 (Leinco Technologies Inc.), ενώ το δεύτερο αντίσωµα ήταν 

αντίσωµα αίγας κατά των IgG (H+L) ανοσοσφαιρινών ποντικού, συνδεδεµένο 

µε ροδαµίνη (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Ιnc.) σε συγκέντρωση 

1:100. 

Αρχικά οι τοµές ήρθαν σε θερµοκρασία δωµατίου και ξεπλύθηκαν δύο 

φορές µε ρυθµιστικό διάλυµα TBS (Tris-HCl, 0,1Μ  και NaCl, 0,9%, pH=7,4). Στη 

συνέχεια επωάστηκαν σε διάλυµα 3,3% φυσιολογικού ορού αίγας ή  

γαϊδουριού (NGS ή NDS) / TBS (0,1M) για 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου, 

ώστε να αποφευχθεί η µη ειδική δέσµευση του δεύτερου αντισώµατος. Οι τοµές 

ξεπλύθηκαν τρεις φορές µε TBS και επωάστηκαν µε διάλυµα που περιείχε το 

πρώτο αντίσωµα έναντι της cGMP για 16-18 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Το διάλυµα αυτό περιείχε 0,5% NGS ή NDS και 0,3% Triton X-100 σε ΤBS (0,1Μ). 

Έπειτα, οι τοµές ξεπλύθηκαν τρεις φορές µε TBS και επωάστηκαν µε διάλυµα του 

φθορίζοντος δευτέρου αντισώµατος για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Τελικά καλύφθηκαν µε υλικό κάλυψης φθορισµού (fluorescent mounting 

medium, Vector Laboratories) και παρατηρήθηκαν µε τη βοήθεια οπτικού 

µικροσκοπίου. 

Στις µελέτες συνεντοπισµού, ακολουθήθηκε η παραπάνω διαδικασία 

χωρίς να γίνει η κάλυψη των τοµών. Οι τοµές ξεπλύθηκαν ξανά και 

επωάστηκαν µε διάλυµα που περιείχε το πρώτο αντίσωµα έναντι της PKC για 

16-18 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια εφαρµόστηκε η διαδικασία 

που περιγράφεται παραπάνω για την επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα και την 

κάλυψη. Τελικά, οι τοµές εξετάστηκαν σε µικροσκόπιο συνεστίασης. 
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3.2.2.1 Ζελατινοποίηση αντικειµενοφόρων πλακών 

 

Η ζελατινοποίηση των αντικειµενοφόρων πλακών πραγµατοποιήθηκε µε 

την εµβύθισή τους σε µίγµα 0,5 κ.β. ζελατίνης (~300 bloom, Merck) και 0,05 κ.β.  

θειϊκού χρωµιούχου καλίου (K[Cr(SO6H4)(H2O)]*6H2O, AlCrO3, Merck) σε 

θερµοκρασία 62οC και στέγνωµα στους 300C για 16-18 ώρες. 

 

3.2.2.2 Μικροσκοπία 

 

Τα παρασκευάσµατα των ανοσοϊστοχηµικών και ιστοχηµικών µελετών 

παρατηρήθηκαν σε συµβατικό µικροσκόπιο [µικροσκόπιο Zeiss Axioskop 

(Zeiss), µε φακό Plan-Neofluar x40/ 0,75] και µικροσκόπιο συνεστίασης 

[συνεστιακό µικροσκόπιο laser, Leica DM RE (Leica), (He/Ne laser) µε φακό HP 

Plan APO x 20/0,70 και ελαιοκαταδυτικό φακό Plan Fluotar x 40/1,00]. Η 

ρύθµιση της φωτεινότητας και της αντίθεσης των φωτογραφιών έγινε µε το 

λογισµικό πρόγραµµα Adobe Photoshop 5.0. 

 

 

3.2.3 Ρόλος της τυροσινοφωσφατάσης SHP-1  

 

3.2.3.1 Εντοπισµός της τυροσινοφωσφατάσης SHP-1 µε την τεχνική της 

ανοσοαποτύπωσης 

Παρασκευή µεµβρανικών παρασκευασµάτων 

Φυσιολογικοί ενήλικες αρουραίοι Sprague-Dawley θανατώθηκαν µε 

εισπνοή διαιθυλαιθέρα και αποµονώθηκαν τόσο οι αµφιβληστροειδείς όσο και 

ο εγκεφαλικός φλοιός. Οµογενοποιήθηκαν µε τη βοήθεια οµογενοποιητή 

(Ultra-Turrax;IKA Works) σε Tris-Cl pH 7,4. Το οµογενοποίηµα του κάθε ιστού 

φυγοκεντρήθηκε σε 1000xg για 10min και το παραγόµενο υπερκείµενο 

φυλάχθηκε. Το ίζηµα επαναδιαλύθηκε και ξαναφυγοκεντρήθηκε. Κατόπιν, το 

παραγόµενο αυτό δεύτερο υπερκείµενο ενώθηκε µε το προηγούµενο και το 

µίγµα φυγοκεντρήθηκε στα 11000xg για 20min. Το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 

ρυθµιστικό διάλυµα Tris και φυγοκεντρήθηκε στα 27000xg για 10min. Τελικά, το 
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ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε lysis buffer (10mM Tris-HCl, pH 7.4, 250 mM σουκρόζη, 

1mM EDTA, 1mM PMSF, 1% Triton, 2µg/mL λευπεπτίνη, 2µg/mL απροτινίνη). 

Όλη η παραπάνω διαδικασία πραγµατοποιήθηκε στους 4οC. Το πρωτεϊνικό 

περιεχόµενο των δειγµάτων προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο Bradford (βλέπε 

παράγραφο 3.2.1.2). 

Hλεκτροφόρηση πρωτεïνών 

Οι πρωτεΐνες είναι φορτισµένες θετικά ή αρνητικά εξαιτίας των θετικά ή 

αρνητικά φορτισµένων αµινοξέων τους. Όταν βρεθούν σε ηλεκτρικό πεδίο 

µετακινούνται προς τον θετικό ή αρνητικό πόλο ανάλογα µε το φορτίο τους. Ο 

βαθµός µετακίνησης τους εξαρτάται από την πυκνότητα του φορτίου της κάθε 

πρωτεΐνης, δηλαδή, το λόγο “φορτίο/µάζα”. Η τεχνική µε την οποία 

επιτυγχάνεται ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών σε ένα ηλεκτρικό πεδίο 

ονοµάζεται ηλεκτροφόρηση.  

Η ηλεκτροφόρηση των µεµβρανικών παρασκευασµάτων 

αµφιβληστροειδή και φλοιού αρουραίου έγινε σε σύστηµα ασυνεχούς 

ηλεκτροφόρησης σε πήγµα SDS-πολυακρυλαµιδίου, (SDS-PAGE, SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis) σύµφωνα µε τον Laemmli (1970). Ως 

µέσο υποστήριξης χρησιµοποιήθηκε πηκτή πολυακρυλαµιδίου (10%) όπου, 

κάτω από συνθήκες αποδιάταξης, η µετακίνηση των περισσότερων 

πολυπεπτιδικών αλυσίδων είναι απολύτως ανάλογη µε τον λογάριθµο της 

µάζας τους. 

Τα µεµβρανικά παρασκεύασµατα αµφιβληστροειδή και εγκεφαλικού 

φλοιού αρουραίου (60µg) (θετικός µάρτυρας) πρώτα διαλύθηκαν σε διάλυµα 

(sample buffer: 0,1M Tris-Cl, 4% SDS, 0,2% µπλε βρωµοφαινόλης, 20% 

γλυκερόλη) δωδεκυλοθεϊκού νατρίου (SDS, Sodium Dodesyl Sulphate), ενός 

απορρυπαντικού που καταστρέφει σχεδόν όλες τις µη οµοιοπολικές 

αλληλεπιδράσεις µιας φυσικής πρωτεΐνης ενώ τα ανιόντα του δεσµεύονται στις 

κύριες αλυσίδες των πρωτεϊνών γεγονός που δίνει στο σύµπλοκο του SDS µε 

την αποδιαταγµένη πρωτεΐνη ένα µεγάλο φορτίο, περίπου ανάλογο µε τη µάζα 

της πρωτεΐνης. Τα παρασκευάσµατα έβρασαν σε υδατόλουτρο για 5 λεπτά 

στους 100οC για τη µετουσίωση των πρωτεϊνών και στη συνέχεια 

τοποθετήθηκαν στα πηγαδάκια του πηκτώµατος επιστίβαξης Η 

ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε θερµοκρασία δωµατίου µε, αρχικά, 
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σταθερή τάση 80V και κατόπιν 110V, µετά το πέρασµα του µετώπου των 

πρωτεϊνών στην πηκτή διαχωρισµού. 

Τεχνική ανοσοαποτύπωσης (Western blot) 

Οι πρωτεΐνες που διαχωρίστηκαν κατά την SDS ηλεκτροφόρηση 

πολυακρυλαµιδίου µεταφέρθηκαν µε αποτύπωση σε µεµβράνες 

νιτροκυτταρίνης (Nitrocellulose membranes 0,45µm, Sigma) µε την εφαρµογή 

ηλεκτρικού ρεύµατος κατά τη διάρκεια της νύχτας στους 4οC. Έπειτα, 

προστέθηκε αντίσωµα ειδικό για την SHP-1 (1:500, Chemicon International). 

Το σύµπλοκο αντιγόνου-αντισώµατος ανιχνεύθηκε µε την προσθήκη 

δεύτερου αντισώµατος ειδικού για το πρώτο αντίσωµα το οποίο ήταν 

συναρµοσµένο µε το ένζυµο υπεροξειδάση ραπανιού (HRP: horseradish 

peroxidase) [πολυκλωνικό αντίσωµα αίγας κατά των IgG (H+L) 

ανοσοσφαιρινών ποντικιού συζευγµένο µε HRP, (Chemicon)]. Στη συνέχεια, το 

σύµπλοκο ανιχνεύθηκε µε την τεχνική της χηµειοφωταύγειας και την προσθήκη, 

ως υπόστρωµα του ενζύµου, λουµινόλης (luminol, Chemiluminescence 

Chemicon) γεγονός που έχει σαν αποτέλεσµα την εκποµπή φωτός το οποίο 

αποτυπώνεται σε φωτογραφικό φιλµ (ECL, Hyperfilm, Amersham). 

 

3.2.3.2 Μελέτη της επίδρασης του ανταγωνιστή της SHP-1 στα επίπεδα της 

cGMP 

 Για να µελετηθεί η πιθανή εµπλοκή της SHP-1 στις δράσεις της 

σωµατοστατίνης στα επίπεδα της cGMP, ο ιστός προετοιµάστηκε όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.1. Οι ιστοί επωάστηκαν για 30 λεπτά σε 

υδατόλουτρο στους 37oC υπό ήπια ανάδευση µε ∆ιάλυµα Ι που περιείχε 

σωµατοστατίνη (0,1µΜ) και ορθοβαναδικό νάτριο (1µΜ), το οποίο αποτελεί  

τον ανταγωνιστή της SHP-1. Στη συνέχεια ακολουθήθηκε η πειραµατική 

διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.1.1. 
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3.3 ΜΟΝΤΕΛΑ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΙΚΗΣ ΙΣΧΑΙΜΙΑΣ ΣΕ ΑΡΟΥΡΑΙΟ 

 

 Για την πρόκληση ισχαιµίας χρησιµοποιήθηκαν δυο µοντέλα, αυτό της 

διεγερτοτοξικότητας και αυτό της χηµικής ισχαιµίας 

Μετά την θανάτωση των ζώων αφαιρέθηκαν τα µάτια και 

τοποθετήθηκαν σε ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών οξέων pH=7.4 (ΡΒ: 

NaH2PO4 / K2HPO4)(0.1Μ), αποµακρύνθηκε ο πρόσθιος πόλος, ενώ ο 

αµφιβληστροειδής χιτώνας, το µελάγχρουν επιθήλιο και ο σκληρός χιτώνας 

ξεπλύθηκαν καλά σε PBS (0,1M) για 15 λεπτά στους 37oC σε ατµόσφαιρα 

5%CO2 /95% αέρα υπό ήπια ανάδευση. 

 

3.3.1 ∆ιεγερτοτοξικότητα 

 

Για την πρόκληση ισχαιµίας οι ιστοί επωάστηκαν σε PBS (0,1Μ) που 

περιείχε γλουταµινικό οξύ (1, 3 mM), ή RS-alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid (AMPA, Tocris) (1, 3 mM), ή N-methyl-D-aspartic acid 

(NMDA, Tocris) (0,5, 1,5, 3 mM), ή καϊνικό οξύ (1, 2, 4 mM) για µία ώρα στους 

37οC, σε 5% CO2/95% αέρα, υπό ήπια ανάδευση. Οι ιστοί στη συνέχεια 

ξεπλύθηκαν σε PBS για 15 λεπτά.  

 

3.3.2 Χηµική ισχαιµία 

  

 Για την πρόκληση ισχαιµίας µε το µοντέλο της χηµικής ισχαιµίας, οι ιστοί 

επωάστηκαν στους 37oC σε 5% CO2/95% αέρα, υπό ήπια ανάδευση µε PBS 

(0,1Μ) που περιείχε: 

 

Ιωδο-οξικό οξύ 

(mM) 

Κυανιούχο νάτριο 

(mM) 

0,5 2,5 

5 25 

50 250 

100 500 
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σε διάφορους χρόνους: 15, 30, 45, 60 ή 120 λεπτά, καθώς και µε PBS (0,1M) 

στους ίδιους χρόνους για τους αντίστοιχους µάρτυρες. 

 

 

3.3.3 Μελέτες βιωσιµότητας ιστού 

 

Για την εξέταση της βιωσιµότητας των ιστών κάτω από τις δεδοµένες 

πειραµατικές συνθήκες, οι ιστοί επωάστηκαν για 2, 6, 12 ή 24 ώρες µε PBS 

(0,1Μ) στους 37οC, σε 5% CO2/95% αέρα, υπό ήπια ανάδευση και τελικά 

ξεπλύθηκαν σε PBS (0,1Μ) για 15λεπτά.  

Μετά τις παραπάνω επιδράσεις, οι οπίσθιοι πόλοι µονιµοποιήθηκαν σε 

διάλυµα 4% παραφολµαδεΰδης σε PB (0,1Μ) για 1 ώρα στους 4οC και έπειτα 

επωάστηκαν σε διάλυµα 30% σουκρόζης / ΡΒ (0,1M) για 16-18 ώρες στους 4οC 

για κρυοπροστασία. Ακολούθησε ταχεία ψύξη των ιστών, µε εµβύθισή τους σε 

ισοπεντάνιο για 1 λεπτό στους -45οC και φύλαξή τους στους -80οC µέχρι την 

κοπή τους. Στη συνέχεια κόπηκαν κάθετες τοµές πάχους 10 µm σε κρυοστάτη 

(Leica CM 1850) στους -25οC, τοποθετήθηκαν σε ζελατινοποιηµένες 

αντικειµενοφόρες πλάκες και η συλλογή γινόταν µε τέτοιο τρόπο ώστε η µια 

τοµή να απέχει από τη διπλανή 100µm. Οι τοµές φυλάχτηκαν στους -20οC µέχρι 

να χρησιµοποιηθούν. Οι τοµές παίρνονταν κοντά στο οπτικό νεύρο, ενώ εννιά 

τοµές τοποθετούνταν σε κάθε αντικειµενοφόρο πλάκα. 

 

 

3.4 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΙΣΧΑΙΜΙΑΣ 

3.4.1 Μελέτες ανοσοφθορισµού µε αντίσωµα ενάντια στην 

ακετυλοτρανσφεράση της χολίνης (ChAT) 

 

Για την ανοσοϊστοχηµική σήµανση των τοµών, χρησιµοποιήθηκε η 

µέθοδος του έµµεσου φθορισµού, κατά τον οποίο, οι τοµές επωάζονται µε 

πολυκλωνικά ή µονοκλωνικά αντισώµατα και έπειτα µε κατάλληλα φθορίζοντα 

δεύτερα αντισώµατα. 
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Το πρώτο αντισώµα που χρησιµοποιήθηκε για τη διαπίστωση της 

επίτευξης της ισχαιµίας, ήταν µονοκλωνικό αντίσωµα ανεπτυγµένο σε ποντίκι 

ενάντια στην ακέτυλο-τρανσφεράση της χολίνης (ChAT), για τη σήµανση των 

χολινεργικών κυττάρων, σε συγκέντρωση 1:100 (Bio Trend, Γερµανία). Το 

δεύτερο αντίσωµα που χρησιµοποιήθηκε ήταν αντίσωµα αίγας κατά των IgG 

(H+L) ανοσοσφαιρινών ποντικού, συνδεδεµένο συνδεδεµένο µε ροδαµίνη 

(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.) ή φλουορεσκεΐνη (Molecular 

Probes) σε συγκέντρωση 1:100 ή 1:300 αντίστοιχα. 

Η πειραµατική διαδικασία που ακολουθήθηκε περιγράφεται στην 

παράγραφο 3.2.2.  

 

 

3.4.2 Μελέτες φθορισµού µε χρώση TUNEL 

 

Για τη σήµανση των αποπτωτικών κυττάρων στις τοµές που 

χρησιµοποιήθηκαν για τις µελέτες βιωσιµότητας του ιστού, καθώς και σε αυτές  

που είχαν επωαστεί µε το µίγµα χηµικής ισχαιµίας χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος 

TUNEL (Terminal UTP Nick-End Labeling). Η µέθοδος στηρίζεται στην in situ 

ενζυµική σήµανση των τελικών θραυσµάτων του DNA των αποπτωτικών 

κυττάρων µε TMR-dUTP µέσω της τελικής δεοξυνουκλεοτυδικής τρανσφεράσης 

(TDT). Στις έρευνές µας χρησιµοποιήθηκε το TUNEL assay της Roche και 

ακολουθήθηκαν οι οδηγίες της εταιρίας.  

 

 

3.5 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΚΑΙ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΕΡΓΙΚΩΝ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΣΤΗ 

ΧΗΜΙΚΗ ΙΣΧΑΙΜΙΑ  

 

 Για να διερευνηθεί η ενδεχόµενη προστατευτική δράση της 

σωµατοστατίνης και των αναλόγων της κατά τη χηµική ισχαιµία, έγιναν µελέτες 

αρχικά µε τη χρήση σωµατοστατίνης σε διάφορους χρόνους επώασης και 

σχηµάτων σε σχέση µε το µίγµα της χηµικής ισχαιµίας. 
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3.5.1 Φαρµακολογική επίδραση σωµατοστατίνης 

 

 Οι ιστοί επωάστηκαν στους 37οC σε 5% CO2/95% αέρα, υπό ήπια 

ανάδευση µε PBS (0,1Μ) που περιείχε το µίγµα της χηµικής ισχαιµίας (5mM 

ιωδο-οξικό οξύ/25mM κυανιούχου νατρίου, Χ. Ι.) παρουσία σωµατοστατίνης 

ταυτόχρονα, πριν ή µετά από την επώαση µε το µίγµα αυτό, όπως φαίνεται και 

στον ακόλουθο πίνακα: 

µΜ 
Χρόνος επώασης 
πριν την επώαση µε 
το µίγµα Χ.Ι. (λεπτά) 

Χρόνος επώασης 
παράλληλα µε το 
µίγµα Χ.Ι.  (λεπτά) 

Χρόνος επώασης 
µετά την επώαση µε 
το µίγµα Χ.Ι. (λεπτά) 

10 30 2 x 30 - 

10 - 2 x 30 - 

10 - 2 x 30 2 x 30 

100 - 2 x 30 - 

1 - 2 x 30 2 x 30 

1 - 2 x 30 4 x 30 

1 - - 2 x 30 

 

 

3.5.2 Φαρµακολογικές επιδράσεις µε σωµατοστατινεργικά ανάλογα 

 

Οι ιστοί επωάστηκαν εκτός της σωµατοστατίνης και µε άλλα ανάλογα, 

εκλεκτικά για τους υποδοχείς της σωµατοστατίνης όπως µε το ΒΙΜ23014 (0,1, 1 

ή 10 µΜ) και το ΜΚ678 (0,1, 1 ή 10 µΜ) (sst2 εκλεκτικά ανάλογα), την 

κορτιστατίνη (0,1, 1 ή 10 µΜ), το L-803,087 (1µΜ)(sst4 εκλεκτικό ανάλογο) και το 

L-817,818 (1µΜ)(sst5 εκλεκτικό ανάλογο). 

 Οι επιδράσεις έγιναν σε PBS (0,1Μ) που περιείχε το µίγµα της χηµικής 

ισχαιµίας (5mM ιωδο-οξικό οξύ/25mM κυανιούχου νατρίου) παρουσία των 

σωµατοστατινεργικών αναλόγων για 2 x 30 λεπτά και στη συνέχεια σε PBS 

(0,1Μ) που περιείχε µόνο το ανάλογο αυτό για 2 x 30 λεπτά στους 37οC σε 5% 

CO2/95% αέρα, υπό ήπια ανάδευση.  

 

Σε κάθε ένα από τα παραπάνω πειράµατα, υπήρχε πάντα ένας ιστός 

που επωαζόταν για 2 Χ 30 λεπτά µε PBS (0,1Μ) που περιείχε το µίγµα της 

χηµικής ισχαιµίας και για το υπόλοιπο χρονικό διάστηµα µε 0,1Μ PBS ως 

µάρτυρας για τη χηµική ισχαιµία. Επίσης υπήρχε και ένας ιστός που επωαζόταν 
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για όλη τη χρονική διάρκεια των επωάσεων µε PBS (0,1Μ) ως µάρτυρας 

φυσιολογικού ιστού. 

 

Μετά το τέλος των επιδράσεων, οι οπίσθιοι πόλοι µονιµοποιήθηκαν σε 

διάλυµα 4% παραφολµαδεΰδης σε PB (0,1Μ) για 1 ώρα στους 4οC και έπειτα 

επωάστηκαν σε διάλυµα 30% σουκρόζης / ΡΒ (0,1M) για 16-18 ώρες στους 4οC 

για κρυοπροστασία. Ακολούθησε ταχεία ψύξη των ιστών, µε εµβύθισή τους σε 

ισοπεντάνιο για 1 λεπτό στους -45οC και φύλαξή τους στους -80οC µέχρι την 

κοπή τους. Στη συνέχεια κόπηκαν κάθετες τοµές πάχους 10 µm σε κρυοστάτη 

(Leica CM 1850) στους -25οC, τοποθετήθηκαν σε ζελατινοποιηµένες 

αντικειµενοφόρες πλάκες και η συλλογή γινόταν µε τέτοιο τρόπο ώστε η µια 

τοµή να απέχει από τη διπλανή 100µm. Οι τοµές φυλάχτηκαν στους -20οC µέχρι 

να χρησιµοποιηθούν. Οι τοµές παίρνονταν κοντά στο οπτικό νεύρο, ενώ εννιά 

τοµές τοποθετούνταν σε κάθε αντικειµενοφόρο πλάκα. 

 

 

3.6 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΝΕΥΡΟΠΡΟΣΤΑΣΙΑΣ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΩΝ 

∆ΙΑΦΟΡΩΝ ΤΥΠΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΕΠΕΙΤΑ ΑΠΟ ΤΗΝ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ 

ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΚΑΙ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΕΡΓΙΚΩΝ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΣΤΗ ΧΗΜΙΚΗ 

ΙΣΧΑΙΜΙΑ  

 

 Για τον προσδιορισµό της νευροπροστασίας έγιναν µελέτες 

ανοσοφθορισµού µε αντίσωµα ενάντια στην ακετυλοτρανσφεράση της 

χολίνης όπως αναφέρεται και στην παράγραφο 3.4.1. 

 Κατά τη χρώση αυτή, έγινε καταµέτρηση του αριθµού των χολινεργικών 

κυττάρων στους ιστούς µετά από τις διάφορες επιδράσεις. Η κάθε τοµή προς 

καταµέτρηση τοποθετούνταν στο κέντρο του οπτικού πεδίου του HP Plan APO x 

20/0,70 φακού. Η περιοχή στην οποία γινόταν η καταµέτρηση ήταν πάντα 

κοντά στο οπτικό νεύρο. Για τις µετρήσεις εξετάστηκαν 21 τοµές από πέντε 

διαφορετικούς αµφιβληστροειδείς στους ιστούς µάρτυρες, 13 τοµές από 

τέσσερις αµφιβληστροειδείς που είχαν επωαστεί µε το µίγµα της χηµικής 

ισχαιµίας και ΒΙΜ23014 (1µΜ), 9 τοµές από τρεις αµφιβληστροειδείς µε ΜΚ678 

(1µΜ) και 12 τοµές από τέσσερις αµφιβληστροειδείς µε κορτιστατίνη (1µΜ). 
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 Μελετήθηκαν επίσης οι πιθανές διαφορές στην έκφραση των διαφόρων 

τύπων κυττάρων έπειτα από επίδραση του µίγµατος της χηµικής ισχαιµίας τόσο 

χωρίς όσο και µε την επίδραση σωµατοστατινεργικών αναλόγων.  

Για τις µελέτες αυτές χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα, ανεπτυγµένα σε 

κουνέλι, πολυκλωνικά αντισώµατα ενάντια:  

� στην υδροξυλάση της τυροσίνης (ΤΗ) για τη σήµανση των 

ντοπαµινεργικών κυττάρων, σε συγκέντρωση 1:1000 (Chemicon 

International) 

� στη νευρωνική µορφή της συνθάσης της ελεύθερης ρίζας του 

µονοξειδίου του αζώτου (bNOs), σε συγκέντρωση 1:3000 

 

καθώς και τα ακόλουθα µονοκλωνικά αντισώµατα ανεπτυγµένα σε ποντίκι 

ενάντια: 

� στην πρωτεϊνική κινάση C (PKC) για τη σήµανση των δίπολων κυττάρων 

που συνάπτονται µε τα ραβδιοφόρα, σε συγκέντρωση 1:50 (Leinco 

Technologies Inc.) 

� στην πρωτεΐνη που σχετίζεται µε τους µικροσωληνίσκους-1A (MAP-1A) 

για τη σήµανση των γαγγλιακών κυττάρων, σε συγκέντρωση 1:100 

 

 Η πειραµατική διαδικασία που ακολουθήθηκε περιγράφεται στην 

παράγραφο 3.2.2. Για τα πολυκλωνικά αντισώµατα το δεύτερο αντίσωµα που 

χρησιµοποιήθηκε ήταν αντίσωµα αίγας κατά των IgG (H+L) ανοσοσφαιρινών 

κουνελιού συνδεδεµένο µε φλουορεσκεΐνη (Vector Laboratories) σε 

συγκέντρωση 1:150. Για τα µονοκλωνικά αντισώµατα το δεύτερο αντίσωµα 

που χρησιµοποιήθηκε ήταν αντίσωµα αίγας κατά των IgG (H+L) 

ανοσοσφαιρινών ποντικού, συνδεδεµένο µε ροδαµίνη (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, Ιnc.) σε συγκέντρωση 1:100 ή µε 

φλουορεσκεΐνη (Molecular Probes) σε συγκέντρωση 1:300. 

 

 

3.7 ΜΕΤΡΗΣΗ ΕΠΙΠΕ∆ΩΝ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΣΤΟ ΜΕΣΟ ΕΠΩΑΣΗΣ 

 

Οι ιστοί προετοιµάστηκαν όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.3 και 

επωάστηκαν σε PBS (0,1Μ, 800µl) που περιείχε ιωδοοξικό οξύ (5 mΜ), 
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κυανιούχο νάτριο (25mM) και σωµατοστατίνη (1µΜ) στους 37oC σε 5% 

CO2/95% αέρα, υπό ήπια ανάδευση για 1 ώρα (2Χ30λεπτά).  

 

Μετά τις επωάσεις έγινε συλλογή του µέσου επώασης που περιείχε τους 

αµφιβληστροειδείς και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 12000rpm 

στους 4οC. Στο κάθε υπερκείµενο προστέθηκαν 91µl οξικού οξέος (2Ν). Στη 

συνέχεια τα δείγµατα τοποθετήθηκαν για 10 λεπτά στους 100οC και 

ηχοβολήθηκαν. Από το κάθε οµογενοποίηµα κρατήθηκαν 50µl στους -20οC για 

τον προσδιορισµό των πρωτεϊνών (Bradford, 1976) (βλέπε παράγραφο 3.2.1.2) 

και τα υπόλοιπα φυλάχτηκαν στους -80οC για 24-48 ώρες. Έπειτα τα δείγµατα 

ξεπαγώθηκαν και φυγοκεντρήθηκαν για 20 λεπτά στις 13000rpm στους 4οC. 

Από το υπερκείµενο φτιάχτηκαν τριπλέτες των 100µl από το κάθε δείγµα, 

λυοφιλοποιήθηκαν και φυλάχτηκαν στους -80οC µέχρι τη µέτρησή τους µε 

ραδιοανοσολογική τεχνική (RIA) (βλέπε παράγραφο 3.1.3.). 

 

 

3.8 ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΝΕΥΡΟΠΡΟΣΤΑΣΙΑΣ 

 

 Για την εξέταση του µηχανισµού νευροπροστασίας, οι ιστοί 

προετοιµάστηκαν όπως αναφέρεται στην παράγραφο 3.3 και επωάστηκαν µε 

PBS (0,1Μ) που περιείχε ιωδοοξικό οξύ (5mΜ) και κυανιούχου νατρίου (25mM) 

παρουσία: 

- αργινίνης (0,05, 0,125, 0,25, 0,5, 1 ή 2 mM) η οποία αποτελεί το υπόστρωµα 

για την παραγωγή της ΝΟ.  

- νιτροπρουσίδιου του νατρίου (SNP, 0,25, 0,5, 1, 2 ή 4 mM) το οποίο 

απελευθερώνει ΝΟ.  

- spermine NONOate (Tocris) (1, 5 ή 10 µΜ) το οποίο απελευθερώνει ΝΟ. αργά 

- SIN-1 (Tocris) (0,1, 0,3 ή 1mM) το οποίο απελευθερώνει ΝΟ. και υπεροξείδιο. 

Μεταβολίζεται σε δύο στάδια, αρχικά σε SIN-1A και στη συνέχεια σε ΝΟ. και SIN-

1C  (Feelisch και συν., 1989, Singh και συν., 1998) 

- 8-Br-cGMP (Tocris) (0,1, 0,5 ή 1mM) το οποίο είναι ένα ανάλογο της cGMP 

που διαπερνά ευκολότερα τις µεµβράνες 
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για 1 ώρα (2x30λεπτά) στους 37oC σε 5% CO2/95% αέρα, υπό ήπια ανάδευση 

και στη συνέχεια έγινε επώαση για 1 ώρα (2x30λεπτά) µε PBS παρουσία της 

αργινίνης ή νιτροπρουσίδιου του νατρίου ή του NONOate ή του SIN-1 ή της 8-

Br-cGMP στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις. 

 

 

3.8.1 Επίδραση του SIN-1/L-κυστεΐνη στη Χηµική Ισχαιµία 

 

 Για να ελέγξουµε αν η πιθανή προστατευτική δράση του SIN-1 κατά τη 

χηµική ισχαιµία οφείλεται στο περοξυνιτρώδες, εξετάσαµε αν η  L-κυστεΐνη, η 

ουσία που αποµακρύνει το ανεπιθύµητο περοξυνιτρώδες, θα αναστείλει τις 

δράσεις του. Οι ιστοί επωάστηκαν µε PBS (0,1Μ) που περιείχε ιωδοοξικό οξύ 

(5mΜ) και κυανιούχου νατρίου (25mM) παρουσία SIN-1 (0,1mΜ) και L-

κυστεΐνης (5mΜ) για 1 ώρα (2x30λεπτά) στους 37oC σε 5% CO2/95% αέρα, υπό 

ήπια ανάδευση και στη συνέχεια έγινε επώαση για 1 ώρα (2x30λεπτά) µε PBS 

παρουσία του SIN-1 και L-κυστεΐνης στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις. 

 

 

3.8.2 Επίδραση του SIN-1 

 

 Για να εξεταστεί η επίδραση του SIN-1 στον αµφιβληστροειδή, οι ιστοί 

επωάστηκαν µε PBS (0,1Μ) ή µε PBS που περιείχε SIN-1 (0,1, 0,3, 1 ή 3mΜ) για 2 

ώρες (4x30λεπτά) στους 37oC σε 5% CO2/95% αέρα, υπό ήπια ανάδευση.  

 

 

3.8.3 Επίδραση του αναστολέα της συνθάσης της ΝΟ. στη 

νευροπροστατευτική δράση του ΒΙΜ23014 

 

 Για να διαπιστωθεί αν η πιθανή νευροπροστατευτική δράση του 

ΒΙΜ231014 οφείλεται στην ΝΟ. χρησιµοποιήθηκε ο αναστολέας της συνθάσης 

της ΝΟ., ΝΜΜΑ. Οι ιστοί επωάστηκαν µε PBS (0,1Μ) που περιείχε ιωδοοξικό οξύ 

(5mΜ) και κυανιούχου νατρίου (25mM) παρουσία ΒΙΜ23014 (1µΜ) και ΝΜΜΑ 

(0,5mΜ) για 1 ώρα (2x30λεπτά) στους 37oC σε 5% CO2/95% αέρα, υπό ήπια 
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ανάδευση και στη συνέχεια έγινε επώαση για 1 ώρα (2x30λεπτά) µε PBS 

παρουσία του ΒΙΜ23014  και του ΝΜΜΑ στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις. 

 

 

3.8.4 Επίδραση των αναστολέων της γουανυλικής κυκλάσης στη 

νευροπροστατευτική δράση του ΒΙΜ23014 

 

 Εξετάστηκε επίσης η επίδραση εκλεκτικών αναστολέων της διαλυτής 

γουανυλικής κυκλάσης, ODQ (Tocris) και NS2028 στη δράση του sst2 

σωµατοστατινεργικού αναλόγου ΒΙΜ23014 κατά τη χηµική ισχαιµία. Ο ODQ 

είναι ο αναστολέας που χρησιµοποιείται συνήθως, όµως στα πειράµατά µας 

χρησιµοποιήθηκε και ο NS2028 εξαιτίας της καλύτερης δραστικότητας και 

εκλεκτικότητάς του. Οι ιστοί επωάστηκαν µε PBS (0,1Μ) που περιείχε ιωδοοξικό 

οξύ (5mΜ) και κυανιούχου νατρίου (25mM) παρουσία ΒΙΜ23014 (1µΜ) και 

ODQ (100µΜ) ή NS2028 (50µΜ) για 1 ώρα (2x30λεπτά) στους 37oC σε 5% 

CO2/95% αέρα, υπό ήπια ανάδευση και στη συνέχεια έγινε επώαση για 1 ώρα 

(2x30λεπτά) µε PBS παρουσία του ΒΙΜ23014 και του ODQ ή του NS2028 στις 

αντίστοιχες συγκεντρώσεις. 

   

Σε κάθε ένα από τα παραπάνω πειράµατα, υπήρχε πάντα ένας ιστός 

που επωαζόταν για 2 Χ 30 λεπτά µε PBS (0,1Μ) που περιείχε το µίγµα της 

χηµικής ισχαιµίας και για το υπόλοιπο χρονικό διάστηµα µε 0,1Μ PBS ως 

µάρτυρας για τη χηµική ισχαιµία. Επίσης υπήρχε και ένας ιστός που επωαζόταν 

για όλη τη χρονική διάρκεια των επωάσεων µε PBS (0,1Μ) ως µάρτυρας 

φυσιολογικού ιστού. 

 

Μετά το τέλος των επιδράσεων, οι οπίσθιοι πόλοι µονιµοποιήθηκαν σε 

διάλυµα 4% παραφολµαδεΰδης σε PB (0,1Μ) για 1 ώρα στους 4οC και έπειτα 

επωάστηκαν σε διάλυµα 30%σουκρόζης / ΡΒ (0,1M) για 16-18 ώρες στους 4οC 

για κρυοπροστασία. Ακολούθησε ταχεία ψύξη των ιστών, µε εµβύθισή τους σε 

ισοπεντάνιο για 1 λεπτό στους -45οC και φύλαξή τους στους -80οC µέχρι την 

κοπή τους. Στη συνέχεια κόπηκαν κάθετες τοµές πάχους 10 µm σε κρυοστάτη 

(Leica CM 1850) στους -25οC, τοποθετήθηκαν σε ζελατινοποιηµένες 

αντικειµενοφόρες πλάκες και η συλλογή γινόταν µε τέτοιο τρόπο ώστε η µια 
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τοµή να απέχει από τη διπλανή 100µm. Οι τοµές φυλάχτηκαν στους -20οC µέχρι 

να χρησιµοποιηθούν. Οι τοµές παίρνονταν κοντά στο οπτικό νεύρο, ενώ εννιά 

τοµές τοποθετούνταν σε κάθε αντικειµενοφόρο πλάκα.  

Ακολούθησαν µελέτες ανοσοφθορισµού µε τη χρήση του αντισώµατος 

έναντι της ChAT, όπως περιγράφεται στη παράγραφο 3.4.1. Σε κάποιες 

επιλεγµένες τοµές πραγµατοποιήθηκαν µελέτες και µε τη µέθοδο TUNEL (3.4.2). 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

 Στόχοι της παρούσας διατριβής ήταν α) η περαιτέρω µελέτη του ρόλου 

της σωµατοστατίνης και της κορτιστατίνης στον αµφιβληστροειδή µε τη 

βοήθεια εκελκτικών αναλόγων για τους διάφορους υπότυπους των υποδοχέων 

της σωµατοστατίνης και β) η πιθανή νευροπροστατευτική τους δράση στην 

αµφιβληστροειδική ισχαιµία. 

Σχετικά µε τον πρώτο στόχο, στον αµφιβληστροειδή έχουν εντοπιστεί 

ανοσοϊστοχηµικά οι υποδοχείς σωµατοστατίνης sst1, sst2, sst4 και τελευταία ο sst5. 

Ο sst2 υποδοχέας είναι ο επικρατέστερος σωµατοστατινεργικός υποδοχέας 

στον ιστό και ο ρόλος του έχει µελετηθεί περισσότερο από όλους τους άλλους 

υπότυπους. Ωστόσο, περαιτέρω µελέτες απαιτούνται για την πληρέστερη 

διαλεύκανση του ρόλου του. Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στην 

παράγραφο 4.2 συνεισφέρουν στα ήδη δηµοσιευµένα αποτελέσµατα και 

συµβάλλουν στην αναγνώριση του µηχανισµού µέσου του οποίου 

επιτυγχάνεται η νευροπροστατευτική δράση της σωµατοστατίνης (βλέπε 

παράγραφο 4.3).  

Στην παρούσα µελέτη, επιλέξαµε να µελετήσουµε κυρίως τον ρόλο του 

sst1 υποδοχέα γιατί βιβλιογραφικά ανοσοϊστοχηµικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι 

ο sst1 υποδοχέας είναι ο αυτοϋποδοχέας της σωµατοστατίνης. Για να 

εξακριβωθεί ο ρόλος του sst1 ως αυτοϋποδοχέας, απαιτούνται λειτουργικές 

µελέτες που να δείχνουν ότι η ενεργοποίηση του µειώνει τα επίπεδα της 

σωµατοστατίνης. Τα αποτελέσµατα των µελετών που στόχο είχαν την 

εξακρίβωση του ρόλου του sst1 υποδοχέα ως αυτοϋποδοχέα παρουσιάζονται 

στην παρακάτω παράγραφο (4.1). 

 

 

4.1 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΣ ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ SST1 ΥΠΟ∆ΟΧΕΩΝ ΣΤΟΝ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆Η 

ΑΡΟΥΡΑΙΟΥ 

 

 Για τη µελέτη του λειτουργικού ρόλου του sst1, aρχικά 

πραγµατοποιήθηκαν µελέτες για τον προσδιορισµό της νευρωνικής 

απελευθέρωσης της σωµατοστατίνης από τον αµφιβληστροειδή. Τα επίπεδα 
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της σωµατοστατίνης µετρήθηκαν µε ραδιοανοσολογική µέθοδο στον ιστό (pgr 

SRIF) και εκφράστηκαν ως προς µgr της πρωτεΐνης που περιείχε ο κάθε 

αµφιβληστροειδής. Στη συνέχεια εκφράστηκαν ως το επί τοις εκατό (%) της 

βασικής απελευθέρωσης.  

Τα επίπεδα της σωµατοστατίνης µετρήθηκαν στα 1,815 ± 0,206 pgr 

σωµατοστατίνης / µgr πρωτεΐνης (n=23). Η επώαση του ιστού µε 50mM KCl δεν 

επηρέασε την απελευθέρωση της σωµατοστατίνης. Κατά την προσθήκη όµως 

100mM KCl τα επίπεδα της σωµατοστατίνης αυξήθηκαν µε ένα στατιστικά 

σηµαντικό τρόπο (p<0,05 t-τεστ µε µονόπλευρο έλεγχο ανεξάρτητων 

δειγµάτων) στα 151,2 ± 20,0% (n=4), ενώ τα επίπεδα της σωµατοστατίνης 

απουσία ιόντων ασβεστίου (10mM EGTA) είχαν µείωση που ήταν στατιστικά 

σηµαντική (p<0,005 t-τεστ µε αµφίπλευρο έλεγχο ανεξάρτητων δειγµάτων) στα 

31,2 ± 6,7% (n=4), Τα αποτελέσµατα αυτά υποστηρίζουν ότι η απελευθέρωση 

της σωµατοστατίνης είναι νευρωνικής φύσης (κάλιο και ασβέστιο εξαρτώµενη 

απελευθέρωση) (Σχήµα 1). 

Σχήµα 1: Νευρωνική απελευθέρωση της σωµατοστατίνης από τον αµφιβληστροειδή 
αρουραίου: επίδραση της παρουσίας KCl (Α) και της έλλειψης ιόντων ασβεστίου (Β, 10mM 
EGTA). Η απελευθέρωση της  σωµατοστατίνης από τον αµφιβληστροειδή αυξήθηκε παρουσία 
KCl (100mM, n=4) και µειώθηκε παρουσία EGTA (10mM, n=4), * p<0,05 t-τεστ µε µονόπλευρο 
έλεγχο ανεξάρτητων δειγµάτων, ** p<0,005 t-τεστ µε αµφίπλευρο έλεγχο ανεξάρτητων δειγµάτων.  
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Η επίδραση του sst1 αγωνιστή CH275 µε τον αµφιβληστροειδή είχε ως 

αποτέλεσµα τη µείωση της απελευθέρωσης της σωµατοστατίνης από τον ιστό 

κατά ένα συγκεντρωσο-εξαρτώµενο τρόπο, δίνοντας στατιστικά σηµαντική 

µείωση 59,84% (p<0,0001 t-τεστ µε αµφίπλευρο έλεγχο ανεξάρτητων δειγµάτων) 

στη συγκέντρωση 10-5Μ και 47,93% (p<0,005 t-τεστ µε αµφίπλευρο έλεγχο 

ανεξάρτητων δειγµάτων) στη συγκέντρωση 10-6Μ, αφού τα επίπεδα που 

µετρήθηκαν ήταν 0,729 ± 0,128 pgr σωµατοστατίνης / µgr πρωτεΐνης (n=13) και 

0,945 ± 0,160 pgr σωµατοστατίνης / µgr πρωτεΐνης (n=9), αντίστοιχα, σε σχέση 

µε τα βασικά που ήταν 1,815 ± 0,206 pgr σωµατοστατίνης / µgr πρωτεΐνης 

(n=23). Στη χαµηλότερη συγκέντρωση 10-7Μ η µείωση δεν ήταν σηµαντική 

αφού τα επίπεδα ήταν 1,704 ± 0,285 pgr σωµατοστατίνης / µgr πρωτεΐνης 

(n=10)(Σχήµα 2). 

Σχήµα 2: Επίδραση του εκλεκτικού sst1 αγωνιστή CH-275 στην απελευθέρωση σωµατοστατίνης 
από τον αµφιβληστροειδή αρουραίου. Το CH-275 µείωσε τηναπελευθέρωση της 
σωµατοστατίνης µε τρόπο εξαρτώµενο από τη συγκέντρωση (n=9-23), ** p<0,005 t-τεστ µε 
αµφίπλευρο έλεγχο ανεξάρτητων δειγµάτων, *** p<0,0001 t-τεστ µε αµφίπλευρο έλεγχο 
ανεξάρτητων δειγµάτων.  
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Σχήµα 3: Επίδραση του sst1 ανταγωνιστή NVP-SRA 880 στην απελευθέρωση σωµατοστατίνης 
από τον αµφιβληστροειδή αρουραίου. Το NVP-SRA 880 (n=8) δεν επηρέασε από µόνο του την 
απελευθέρωση της σωµατοστατίνης από τον αµφιβληστροειδή, ενώ όταν προηγήθηκε της 
επίδρασης του sst1 αγωνιστή CH-275 ανέστρεψε την από το CH-275 (n=8) προκαλούµενη µείωση 
της απελευθέρωσης σωµατοστατίνης από τον ιστό. *συγκρινόµενο µε το µάρτυρα, # 
συγκρινόµενο µε το CH-275, p<0,05 t-τεστ µε αµφίπλευρο έλεγχο ανεξάρτητων δειγµάτων, *** 
p<0,0001 t-τεστ µε αµφίπλευρο έλεγχο ανεξάρτητων δειγµάτων. 

 

 

Η µείωση της απελευθέρωσης της σωµατοστατίνης ανεστράφη όταν 

προηγήθηκε της χορήγησης του CH-275 η επώαση του ιστού µε τον sst1 

ανταγωνιστή NVP-SRA 880. Συγκεκριµένα, σε αυτή την περίπτωση τα επίπεδα 

της απελευθερούµενης σωµατοστατίνης ήταν 1,096± 0,217 pgr 

σωµατοστατίνης / µgr πρωτεΐνης(n=8), ενώ µόνο υπό την επίδραση του 

ανταγωνιστή (απουσία αγωνιστή) τα επίπεδα ήταν 1,707 ± 0,092 pgr 

σωµατοστατίνης / µgr πρωτεΐνης(n=8)(Σχήµα 3). 

 

Σε αντίθεση µε τα παραπάνω, ο sst2 αγωνιστής ΜΚ678 (n=4) δεν 

επηρέασε τα βασικά επίπεδα απελευθέρωσης της σωµατοστατίνης από τον 

ιστό (n=11) σε καµία από τις συγκεντρώσεις στις οποίες χρησιµοποιήθηκε 

(Σχήµα 4).  
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Σχήµα 4: Επίδραση του sst2 αγωνιστή MK-678 στην απελευθέρωση σωµατοστατίνης από τον 

αµφιβληστροειδή αρουραίου. Το ΜΚ-678 δεν επηρέασε την απελευθέρωση της σωµατοστατίνης 

από τον ιστό (n=4). 

 

 

Τα αποτελέσµατα αυτά υποστηρίζουν για πρώτη φορά ότι ο sst1 

υποδοχέας δρα ως αυτοϋποδοχέας της σωµατοστατίνης στον 

αµφιβληστροειδή και πιθανά ρυθµίζει τη σύνθεση και απελευθέρωσή της.  

 

 

 

4.2 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΚΑΙ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΣΤΑ ΕΠΙΠΕ∆Α ΤΗΣ cGMP  ΣΤΟΝ 

ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆Η 

4.2.1 Ρόλος της  cGMP 

 

Η cGMP είναι ένας σηµαντικός ρυθµιστής της φυσιολογίας διαφόρων 

συστηµάτων συµπεριλαµβανοµένου και του αµφιβληστροειδή. Επηρεάζει 

διαύλους ιόντων και τροποποιεί την κυτταρική λειτουργία. Τα επίπεδα τη cGMP 

αυξάνονται µετά από ενεργοποίηση της διαλυτής γουανυλικής κυκλάσης από 

την ελεύθερη ρίζα του αζώτου (ΝΟ.). Από προηγούµενες µελέτες του 

εργαστηρίου µας, έγινε γνωστό ότι η ενεργοποίηση του sst2 υποδοχέα αυξάνει 

τα επίπεδα της ΝΟ. στον αµφιβληστροειδή (Vasilaki και συν., 2002, 2004).  

Στόχος των ερευνών µας ήταν η µελέτη της δράσης της 

σωµατοστατίνης στα επίπεδα της cGMP στον αµφιβληστροειδή. 
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Πραγµατοποιήθηκαν µελέτες ΕLISA για την µέτρηση των επιπέδων cGMP µετά 

από ποικίλους φαρµακολογικούς χειρισµούς. 

Επώαση του ιστού µε σωµατοστατίνη αύξησε τα επίπεδα της cGMP µε 

τρόπο εξαρτώµενο από την συγκέντρωσή της. Στη µικρότερη συγκέντρωση 

(0,01µΜ, n=7) η σωµατοστατίνη αύξησε τα επίπεδα της cGMP σε σχέση µε τα 

βασικά (n=16, 100 ± 7,6%,) στα 146,1 ± 25,4%, ενώ στις µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις 0,1µΜ, 1µΜ και 10µΜ προκάλεσε στατιστικά σηµαντική αύξηση 

κατά 290,1 ± 24,6% (n=10), 227,0 ± 34,1% (n=10) και 271,8 ± 25,7% (n=13), 

αντίστοιχα (p<0,01 κριτήριο πολλαπλών συγκρίσεων Dunnett)(Σχήµα 5).  

Επώαση του ιστού µε σωµατοστατίνη (0,1µM) παρουσία του εκλεκτικού 

ανταγωνιστή έναντι των sst2 υποδοχέων CYN-154806 (1µΜ, n=8) είχε ως 

αποτέλεσµα την επαναφορά των επιπέδων cGMP στα βασικά επίπεδα, 

οδηγώντας µας στο συµπέρασµα ότι η αύξηση των επιπέδων της cGMP 

οφείλεται στην ενεργοποίηση του sst2 υποδοχέα (Σχήµα 6).  

 

Σχήµα 5: Eπίδραση της σωµατοστατίνης στα επίπεδα cGMP στον αµφιβληστροειδή 
αρουραίου. Η σωµατοστατίνη επηρεάζει τα επίπεδα cGMP στον ιστό κατά ένα συγκεντρωσο-
εξαρτώµενο τρόπο (n=7-16), ** p<0.01 κριτήριο πολλαπλών συγκρίσεων Dunnett.  
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Σχήµα 6: Αναστροφή της δράσης της σωµατοστατίνης (0,1µΜ, n=10) στα επίπεδα της cGMP 
του αµφιβληστροειδή αροραίου από τον εκλεκτικό ανταγωνιστή των sst2 σωµατοστατινεργικών 
υποδοχέων, CYN-154806 (1µΜ, n=8), ** p<0.01 κριτήριο πολλαπλών συγκρίσεων Dunnett.  

 

 

Για περαιτέρω µελέτη του ρόλου του sst2 υποδοχέα στη ρύθµιση των 

επιπέδων της cGMP, µελετήθηκε η επίδραση του εκλεκτικού για τον sst2 

αγωνιστή ΒΙΜ23014. Το ανάλογο αυτό µιµήθηκε τη δράση της σωµατοστατίνης 

αφού αύξησε τα επίπεδα της cGMP στον ιστό σε σχέση µε τα βασικά (n=16) 

κατά 184,3 ± 30,6% (n=6), 185,3 ± 34,6% (n=9), 147,3 ± 34,1% (n=9) και 251,8 ± 

53,3% (n=10) σε συγκέντρωση 0,01µΜ, 0,1µΜ, 1µΜ και 10µΜ, αντίστοιχα. Η 

αύξηση των επιπέδων της cGMP που προκάλεσε το ΒΙΜ23014 ήταν στατιστικά 

σηµαντική στη µεγαλύτερη συγκέντρωση 10µΜ (p<0,01 κριτήριο πολλαπλών 

συγκρίσεων Dunnett, Σχήµα 7).  

Αντίθετα, ο εκλεκτικός αγωνιστής για τον sst3 υπότυπο (L-796-778) δεν 

είχε καµία δράση, αφού σε συγκέντρωση 10µΜ (n=5) δεν επηρέασε τα βασικά 

επίπεδα της cGMP (n=16, Σχήµα 8). Ο sst3 υπότυπος δεν έχει εντοπιστεί στον 

αµφιβληστροειδή, και τα ευρύµατα αυτά χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρες. 

Εποµένως, τα παραπάνω αποτελέσµατα µας οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι 

η αύξηση των επιπέδων της cGMP οφείλεται στην ενεργοποίηση των sst2 

υποδοχέων.  

Στη συνέχεια εξετάστηκε  η εµπλοκή της ΝΟ. στην αύξηση των επιπέδων 

της cGMP που προκλήθηκε από την σωµατοστατίνη. Αρχικά διερευνήθηκε η 

δράση της αργινίνης, που αποτελεί πρόδροµο ουσία στην συνθετική πορεία 

%
 Β
α
σ
ικ
ή
ς
Έ
κκ
ρ
ισ
η
ς

Μάρτυρας

**

SRIF SRIF/CYN

0

100

200

300

400

%
 Β
α
σ
ικ
ή
ς
Έ
κκ
ρ
ισ
η
ς

Μάρτυρας

**

SRIF SRIF/CYN

0

100

200

300

400



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 76 

της ΝΟ.,  στα επίπεδα της cGMP. Η αργινίνη (250µΜ, n=5) αύξησε τα επίπεδα 

της cGMP κατά στατιστικά σηµαντικό τρόπο 134,5±17,0% (p<0,05 κριτήριο 

πολλαπλών συγκρίσεων Newman-Keuls). Για τη µελέτη της εµπλοκής της ΝΟ. 

στη δράση της σωµατοστατίνης, ο αµφιβληστροειδής επωάστηκε παρουσία 

της σωµατοστατίνης (0,1µM) και του µη ειδικού αναστολέα της συνθάσης της 

ΝΟ., ΝΜΜΑ (250µΜ, n=8). Τα αποτελέσµατα υποστηρίζουν ότι η αναστολή της 

NOS µείωσε την αύξηση των επιπέδων της cGMP που προκλήθηκε από τη 

σωµατοστατίνη στα βασικά επίπεδα (Σχήµα 9).  

 

Συµπερασµατικά, η σωµατοστατίνη µέσω ενεργοποίησης των sst2 

υποδοχέων αυξάνει τα επίπεδα της ΝΟ. και στη συνέχεια της cGMP. 

 

Σχήµα 7: Επίδραση του sst2 αγωνιστή ΒΙΜ23014 στα επίπεδα της cGMP στον αµφιβληστροειδή 
αρουραίου. Το ΒΙΜ23014 αύξησε τα επίπεδα της cGMP κατά συγκεντρωσο-εξαρτώµενο 
τρόπο(n=6-16), ** p<0.01 κριτήριο πολλαπλών συγκρίσεων Dunnett.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

%
 Β
α
σ
ικ
ή
ς
Έ
κκ
ρ
ισ
η
ς

**

0

100

200

300

400

Μάρτυρας 0,1µΜ0,01µΜ 10µΜ1µΜ

BIM23014

%
 Β
α
σ
ικ
ή
ς
Έ
κκ
ρ
ισ
η
ς

**

0

100

200

300

400

Μάρτυρας 0,1µΜ0,01µΜ 10µΜ1µΜ

BIM23014



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 77 

 

Σχήµα 8: Επίδραση του sst3 αγωνιστή L-796,778 (10µΜ) στα επίπεδα της cGMP στον 
αµφιβληστροειδή αρουραίου. Τα επίπεδα της cGMP δεν επηρεάστηκαν από την επίδραση του 
sst3 εκλεκτικού αναλόγου L-796,778 (10µΜ) στον αµφιβληστροειδή αρουραίου (n=5).   
 
 

 

Σχήµα 9: Επίδραση των επιπέδων της ΝΟ. στην επαγόµενη από τη σωµατοστατίνη αύξηση των 
επιπέδων cGMP στον αµφιβληστροειδή αρουραίου. Η αργινίνη (250µΜ, n=5) αύξησε τα επίπεδα 
της cGMP στον ιστό. Ο µη εκλεκτικός αναστολέας της συνθάσης της ΝΟ. ΝΜΜΑ (250µΜ, n=8) 
παρουσία της σωµατοστατίνης (0,1µΜ, n=10) ανέστειλε την από τη σωµατοστατίνη 
προκαλούµενη αύξηση, * p<0,05 κριτήριο πολλαπλών συγκρίσεων Newman-Keuls, *** p<0,001 
κριτήριο πολλαπλών συγκρίσεων Newman-Keuls. 
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4.2.2 Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της κυκλικής GMP   

ΑνοσοΪστοχηµικές µελέτες έχουν δείξει την ύπαρξη της cGMP σε 

κύτταρα του αµφιβληστροειδή (Johansson και συν., 2000). Για να µελετηθεί 

περαιτέρω η επίδραση της σωµατοστατίνης στα επίπεδα της cGMP 

πραγµατοποιήθηκαν ανοσοϊστοχηµικές µελέτες σε τοµές αµφιβληστροειδή. 

 Η ανίχνευση της cGMP ανοσοδραστικότητας στο φυσιολογικό 

αµφιβληστροειδή ή στον αµφιβληστροειδή που είχε υποστεί την επίδραση sst2 

σωµατοστατινεργικού αναλόγου, δεν έγινε εφικτή. Ωστόσο, επώαση του ιστού 

µε το δότη της ΝΟ. SNP (1mM) αύξησε τα επίπεδα της cGMP, µε αποτέλεσµα η 

cGMP ανοσοδραστικότητα να είναι εµφανής σε σώµατα, άξονες και απολήξεις 

δίπολων κυττάρων, Μελέτες συνεντοπισµού της cGMP µε το δείκτη των 

δίπολων κυττάρων που σχετίζονται µε τα ραβδιοφόρα κύτταρα, PKC, απέδειξαν 

ότι τα κύτταρα αυτά είναι δίπολα κύτταρα που σχετίζονται µε τα ραβδιοφόρα 

κύτταρα τα κύτταρα δηλαδή που εκφράζουν τους sst2 υποδοχείς. (Σχήµα 10).  

 

 Η ενεργοποίηση των sst2 υποδοχέων και η περαιτέρω αύξηση των 

επιπέδων της cGMP δεν ήταν επαρκής για να αυξηθεί η cGMP 

ανοσοδραστικότητα. 
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Σχήµα 10: Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της cGMP στον αµφιβληστροειδή 
αρουραίου έπειτα από διέγερση µε SNP (1mM). cGMP ανοσοδραστικότητα 
παρατηρήθηκε σε δίπολα κύτταρα (Α). Τα δίπολα αυτά κύτταρα σχετίζονται µε τα 
ραβδιοφόρα αφού η PKC ανοσοδραστικότητα (Β) που εντοπίζεται σε αυτό τον τύπο 
κυττάρων συνεντοπίζεται µε αυτή της cGMP (Γ). ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, 
Εσ∆:  Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα. 
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4.2.3 Ρόλος της τυροσινοφωσφατάσης SHP-1  

 

Προκειµένου να διαπιστώσουµε την εµπλοκή της τυροσινο-

φωσφατάσης SHP-1 στο µηχανισµό κατά τον οποίο η cGMP δρα 

νευροπροστατευτικά στον αµφιβληστροειδή, µελετήσαµε την παρουσία της 

SHP-1 στον ιστό καθώς επίσης και το ρόλο της στην επαγόµενη από τη 

σωµατοστατίνη αύξηση της cGMP. Με την τεχνική της ανοσοαποτύπωσης, και 

µε ιστό µάρτυρα τον εγκεφαλικό φλοιό (Horvat και συν., 2001), διαπιστώσαµε 

ότι, η SHP-1 εντοπίζεται στον αµφιβληστροειδή (Σχήµα 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 11: Ανοσοαποτύπωση SHP-1 κατά Western πρωτεϊνικών δειγµάτων αµφιβληστροειδή 
και εγκεφαλικού φλοιού αρουραίου. Στο σχήµα παρατηρούµε τα επίπεδα έκφρασης της SHP-1 
(µοριακό βάρος: 50kDa) στον αµφιβληστροειδή και στον εγκεφαλικό φλοιό (ιστός µάρτυρας). 

 

Ταυτόχρονη χορήγηση του ανταγωνιστή της SHP-1 ορθοβαναδικού 

νατρίου και σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή οδηγεί στη µείωση της 

επαγόµενης από τη σωµατοστατίνη αύξησης των επιπέδων της cGMP (Σχήµα 

12) γεγονός που υποδεικνύει την ύπαρξη στον ιστό ενός µηχανισµού δράσης 

της σωµατοστατίνης στον οποίο εµπλέκεται η τυροσινο-φωσφατάση SHP-1.  



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 81 

 

%
 Β
α
σ
ικ
ή
ς
Έ
κκ
ρ
ισ
η
ς

Μάρτυρας SRIF/VanadateSRIF

0

100

200

300

400

**

**

#

%
 Β
α
σ
ικ
ή
ς
Έ
κκ
ρ
ισ
η
ς

Μάρτυρας SRIF/VanadateSRIF

0

100

200

300

400

**

**

#

 

Σχήµα 12: Επίδραση του ανταγωνιστής της SHP-1 ορθοβαναδικό νάτριο στην επαγόµενη από 
τη σωµατοστατίνη αύξηση των επιπέδων cGMP στον αµφιβληστροειδή αρουραίου. Το 
ορθοβαναδικό νάτριο (1µΜ) µείωσε την επαγόµενη από τη σωµατοστατίνη (SRIF, 0,1µΜ) αύξηση 
των επιπέδων της cGMP στον ιστό.  *, # p<0,05 κριτήριο πολλαπλών συγκρίσεων Dunnett, ** 
p<0,01 κριτήριο πολλαπλών συγκρίσεων Dunnett (* σε σχέση µε τον µάρτυρα, # σε σχέση µε τη 
σωµατοστατίνη).  
 

 

 Ο δεύτερος και κύριος ερευνητικός στόχος της συγκεκριµένης 

διδακτορικής διατριβής ήταν η δηµιουργία µοντέλων ισχαιµίας του 

αµφιβληστροειδή και η µελέτη του νευροπροστατευτικού ρόλου της 

σωµατοστατίνης. Οι µελέτες µας εστιάστηκαν στη δηµιουργία δύο µοντέλων 

ισχαιµίας αυτού της διεγερτοτοξικότητας και εκείνου της χηµικής ισχαιµίας. 

 

 

4.3 ΜΟΝΤΕΛΑ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΙΚΗΣ ΙΣΧΑΙΜΙΑΣ ΣΕ ΑΡΟΥΡΑΙΟ  

4.3.1 ∆ιεγερτοτοξικότητα 

 

Για την πρόκληση διεγερτοτοξικότητας χρησιµοποιήθηκαν τα διεγερτικά 

αµινοξέα: καïνικό οξύ (1, 2, 4mM), NMDA (0,5, 1,5, 3mM), AMPA (1, 3mM) και 

γλουταµινικό οξύ (1, 3mM). Η ανίχνευση πιθανής νευροτοξικής βλάβης στον 

ιστό µελετήθηκε ανοσοϊστοχηµικά µε τη χρήση εκλεκτικού αντισώµατος ενάντια 

στην ακετυλοτρανσφεράση της χολίνης (Choline AcetyloTransfarase, ChAT), η 

δραστηριότητα της οποίας φαίνεται να µειώνεται στον αµφιβληστροειδή µε την 
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επίδραση διεγερτικών αµινοξέων και ισχαιµικής προσβολής του ιστού 

(Siliprandi και συν., 1992, Osborne και συν., 1995, Kapin και συν., 1999). 

 

Όπως φαίνεται και στο σχήµα 13, τα τρία διεγερτικά αµινοξέα δεν 

κατάφεραν να επιφέρουν εξάληψη της ChAT ανοσοδραστικότητας κάτω από 

τις παρούσες συνθήκες. Παρόλο που φαίνεται να µειώνεται η ChAT 

ανοσοδραστικότητα σε σχέση µε τον ιστό µάρτυρα στις πιο υψηλές 

συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν, το σήµα δεν εξαλείφθηκε (Σχήµα 13). 

Παράλληλα, εστιάσαµε στη δηµιουργία του µοντέλου χηµικής ισχαιµίας. 

 

 

4.3.2 Χηµική ισχαιµία 

 

 Για την πρόκληση χηµικής ισχαιµίας χρησιµοποιήθηκε πρωτόκολλο από 

τη βιβλιογραφία στο οποίο οι χηµικές ουσίες  κυανιούχο νάτριο και ιωδοοξικό 

οξύ προκάλεσαν ισχαιµία σε φέτες ιππόκαµπου (Reiner et al., 1990). Οι ουσίες 

αυτές µιµούνται την ανοξία και την υπογλυκαιµία που παρατηρούνται σε 

περιπτώσεις ισχαίµιας. Το κυανιούχο νάτριο αναστέλλει την οξειδάση του 

µιτοχονδριακού κυτοχρώµατος c, ενώ το ιωοδοοξικό οξύ αναστέλει το 

γλυκολυτικό ένζυµο της 3-φωσφογλυκεραλδεϋδικής αφυδρογωνάσης.  

Πραγµατοποιήθηκαν πιλοτικές µελέτες για την ανεύρεση των 

κατάλληλων συνθηκών για την πρόκληση ισχαιµίας στον αµφιβληστροειδή 

αρουραίου. Χρησιµοποιήθηκε η ChAT ανοσοδραστικότητα για την ανίχνευση 

χολινεργικών κυττάρων στον ιστό µάρτυρα και στον ισχαιµικό ιστό. 

Σύµφωνα µε τη ChAT ανοσοδραστικότητα, η επώαση του ιστού µε 5, 50, 

100 mM και 25, 250, 500 mM ιωδο-οξικό οξύ και κυανιούχο νάτριο, αντίστοιχα 

για 60 και 120 λεπτά προκαλεί αµφιβληστροειδική ισχαιµία. Στις περαιτέρω 

µελέτες µας χρησιµοποιήθηκαν τα 5mM ιωδο-οξικoύ οξέος και 25mM 

κυανιούχου νατρίου για 60 λεπτά ως οι ιδανικές συνθήκες για την πρόκληση 

χηµικής ισχαιµίας (Σχήµα 14). 

Η επίτευξη της ισχαιµίας επιβεβαιώθηκε επίσης και από τη χρώση TUNEL, 

η οποία χρησιµοποιήθηκε στις χαµηλότερες συγκεντρώσεις (5mM ιωδο-οξικό 

οξύ και 25mM κυανιούχο νάτριο) για 60 λεπτά (Σχήµα 15). Στον ιστό µάρτυρα 

δεν παρατηρήθηκαν αποπτωτικά κύτταρα. Αντίθετα, στον ιστό που είχε υποστεί 
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χηµική ισχαιµία, η παρουσία των αποπτωτικών κυττάρων ήταν ορατή σε όλες 

σχεδόν τις στιβάδες, εκτός από τη γαγγλιακή.  

Τα αποτελέσµατα αυτά δηλώνουν ότι το µοντέλο της ex vivo χηµικής 

ισχαιµίας είναι κατάλληλο για τη µελέτη της νευροπροστατετυτικής / 

αντιαποπτωτικής δράσης των σωµατοστατινεργικών αναλόγων. Στη συνέχεια, 

όλες οι µελέτες της παρούσας διατριβής εστίασαν στη χρήση του µοντέλου 

αυτού. 

 

 

 

Σχήµα 13: Ex vivo επίδραση των διεγερτικών αµινοξέων ΝΜDA, AMPA, καϊνικό και γλουταµινικό 
οξύ στον ανοσοϊστοχηµικό εντοπισµό των κυττάρων που εκφράζουν την ακετυλο τρανσφεράση 
της χολίνης στον αµφιβληστροειδή αρουραίου. Στον ιστό µάρτυρα (Α), η ChAT 
ανοσοδραστικότητα εντοπίζεται σε βραχύινα της εσωτερικής κοκκώδους και γαγγλιακής 
στιβάδας, καθώς και σε αποφύσεις κυττάρων στην εσωτερική δικτυωτή στιβάδα. Η χρώση 
µειώθηκε αλλά παρέµεινε στα κύτταρα του ιστού που είχαν επωαστεί µε καϊνικό οξύ (4mM, Β), 
ΝΜDA (3mM, Γ), AMPA (3mM, ∆), γλουταµινικό οξύ (3mM, Ε). ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης 
στιβάδα, Εσ∆:  Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα. Κλίµακα: 40µm. 
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Σχήµα 14: Επίδραση της ex vivo χηµικής ισχαιµίας στον ανοσοϊστοχηµικό εντοπισµό των 
κυττάρων που εκφράζουν την ακετυλο τρανσφεράση της χολίνης στον αµφιβληστροειδή 
αρουραίου. Η ChAT ανοσοδραστικότητα σε ιστό που έχει επωαστεί µε PΒS (Α), εντοπίζεται σε 
βραχύινα κύτταρα της εσωτερικής κοκκώδους (ΕσΚ) και γαγγλιακής στιβάδας (ΓΚ), καθώς και σε 
αποφύσεις κυττάρων της εσωτερικής δικτυωτής στιβάδας (Εσ∆). Καµία χρώση δεν παρατηρείται 
σε ιστό που είχε επωαστεί µε το µίγµα χηµικής ισχαιµίας (5mM ιωδοοξικό οξύ/25 mM κυανιούχου 
νατρίου) για 60 λεπτά (B) ή παρουσία µόνο του δεύτερου αντισώµατος (Γ). Κλίµακα: 40µm. 
 

 

  

Σχήµα 15: Επίδραση της ex vivo χηµικής ισχαιµίας στον απόπτωση των κυττάρων του 
αµφιβληστροειδή αρουραίου. Εντοπισµός των αποπτωτικών κυττάρων µέσω της χρώσης TUNEL 
σε ιστό µάρτυρα (Α) και σε ιστό που έχει υποστεί χηµική ισχαιµία (Β). ΓΚ: Γαγγλιακή στιβάδα. 
Κλίµακα: 40µm. 
 

 

4.3.3 Μελέτες βιωσιµότητας ιστού 

 

 Ο ιστός έπειτα από 2 ώρες επώαση σε ρυθµιστικό διάλυµα παρουσίασε 

έντονη ChAT ανοσοδραστικότητα τόσο σε χολινεργικά κύτταρα της εσωτερικής 

κοκκώδους και γαγγλιακής στιβάδας, όσο και σε αποφύσεις των χολινεργικών 

κυττάρων στην εσωτερική δικτυωτή στιβάδα σε όλο το µήκος του 

αµφιβληστροειδή. Μετά από 6 ώρες δεν παρατηρήθηκε χρώση στις 
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αποφύσεις, ενώ ο αριθµός των χολινεργικών κυττάρων που εντοπίστηκαν είναι 

σηµαντικά µικρότερος. Στις 12 και 24 ώρες επώασης σε ρυθµιστικό διάλυµα η 

χρώση έχει εξαλειφθεί πλήρως, οδηγώντας µας στο συµπέρασµα ότι ο ιστός 

µας δεν είναι πλέον λειτουργικός (Σχήµα 16).  

Το παραπάνω αποτέλεσµα επιβεβαιώθηκε και µε τη χρώση TUNEL που 

χρησιµοποιήθηκε στους ίδιους ιστούς. Στις 2 ώρες δεν παρατηρήθηκε χρώση 

και εποµένως δεν υπήρχαν νεκρά κύτταρα στον ιστό. Αντίθετα, στις 6 ώρες 

νεκρά κύτταρα άρχισαν να εµφανίζονται, ενώ στις 12 και 24 ώρες υπήρχαν 

σχεδόν σε όλο τον ιστό (Σχήµα 17). 
 

 

Σχήµα 16: Επίδραση του χρόνου ex vivo επώασης του ιστού στην ChAT ανοσοδραστικότητα. 
Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της ChAT ανοσοδραστικότητας σε αµφιβληστροειδή αρουραίου 
σε ιστό που έχει επωαστεί  ρυθµιστικό διάλυµα για 2 ώρες (Α), 6 ώρες (Β), 12 ώρες (Γ) και για 24 
ώρες (∆). ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆:  Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή 
στιβάδα. Κλίµακα: 40µm. 
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Σχήµα 17: Επίδραση του χρόνου ex vivo επώασης του ιστού στη βιωσιµότητα των κυττάρων 
του αµφιβληστροειδή αρουραίου. Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της χρώσης TUNEL σε 
αµφιβληστροειδή αρουραίου σε ιστό που έχει επωαστεί ρυθµιστικό διάλυµα για 2 ώρες (Α), 6 
ώρες (Β), 12 ώρες (Γ) και για 24 ώρες (∆). ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα. Κλίµακα: 40µm. 

 
 
 
 
4.4 ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΚΑΙ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΕΡΓΙΚΩΝ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΣΤΗ 

ΧΗΜΙΚΗ ΙΣΧΑΙΜΙΑ  

 

Μία από τις βασικές επιδιώξεις της εργασίας αυτής ήταν η µελέτη των 

πιθανών νευροπροστατευτικών ιδιοτήτων της σωµατοστατίνης σε συνθήκες 

χηµικής ισχαιµίας, δεδοµένης της νευροπροστατευτικής δράσης της ουσίας 

αυτής στην επαγόµενη από το NMDA νευροτοξικότητα στον εγκεφαλικό φλοιό 

και στο µοντέλο απόφραξης της µέσης εγκεφαλικής αρτηρίας (Forloni και συν., 

1997, Rauca και συν., 1999).  

Η σωµατοστατίνη όµως δεν προστάτευσε τον αµφιβληστροειδή υπό τις 

συνθήκες του πειράµατός µας. Θέλοντας να εξακριβώσουµε την αιτία αυτού 

του αρνητικού αποτελέσµατος µετρήσαµε µε ραδιοανοσολογική τεχνική (RIA) 

τα επίπεδα της σωµατοστατίνης στο µέσο επώασης µαζί µε το µίγµα χηµικής 

ισχαιµίας. ∆ιαπιστώσαµε ότι η σωµατοστατίνη µεταβολίζεται υπό τις συνθήκες 

Α

ΓΚ

Β

ΓΚ

Γ

ΓΚ

∆

ΓΚ

Α

ΓΚ

Α

ΓΚ

Β

ΓΚ

Β

ΓΚ

Γ

ΓΚ

Γ

ΓΚ

∆

ΓΚ

∆

ΓΚ



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 87 

της χηµικής ισχαιµίας, δεδοµένου ότι από 1µΜ σωµατοστατίνης παρέµενε 277+ 

33nM µετά από 30 λεπτά. Στο γρήγορο αυτό ρυθµό µεταβολισµού της 

σωµατοστατίνης αποδόθηκε και η έλλειψη προστατευτικής δράσης.  

 

 

4.5 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΝΕΥΡΟΠΡΟΣΤΑΣΙΑΣ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΩΝ 

∆ΙΑΦΟΡΩΝ ΤΥΠΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΕΠΕΙΤΑ ΑΠΟ ΤΗΝ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ 

ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΚΑΙ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΕΡΓΙΚΩΝ ΑΝΑΛΟΓΩΝ ΚΑΤΑ ΤΗ 

ΧΗΜΙΚΗ ΙΣΧΑΙΜΙΑ 

 

Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν για τις µελέτες νευροπροστασίας 

σωµατοστατινεργικά ανάλογα τα οποία είναι σταθερότερα από την ίδια τη 

σωµατοστατίνη, όπως τα sst2 ανάλογα ΒΙΜ23014 και ΜΚ678, αλλά και η 

κορτιστατίνη. Το ΒΙΜ23014 αποτέλεσε το ανάλογο εκείνο µε το οποίο έγιναν οι 

µελέτες σε διαφορετικές συνθήκες ώστε να διαπιστωθούν οι βέλτιστες 

συνθήκες όπου θα µπορούσε να προστατευτεί ο ιστός. 

Το sst2 ανάλογο ΒΙΜ23014 ήταν τελικά ικανό να προστατέψει από τη 

χηµική ισχαιµία όταν ο ιστός επωάστηκε για 1 ώρα (2Χ30 λεπτά) µε το µίγµα της 

χηµικής ισχαιµίας και το ΒΙΜ23014 σε συγκέντρωση 1µΜ και στη συνέχεια για 

µια ακόµη ώρα (2Χ30 λεπτά) µόνο µε το ανάλογο αυτό στην ίδια 

συγκέντρωση. Οι συνθήκες αυτές χρησιµοποιήθηκαν για τις επιδράσεις στις 

υπόλοιπες συγκεντρώσεις και ανάλογα. 

Ο sst2 εκλεκτικός αγωνιστής BIM23014 προστάτευσε τον ιστό κατά ένα 

συγκεντρωσο-εξαρτώµενο τρόπο, αφού σε συγκέντρωση 0,1µΜ δεν 

επανάφερε την ChAT ανοσοδραστικότητα, ενώ στις συγκεντρώσεις 1µΜ και 

10µΜ είχαµε επαναφορά του σήµατος τόσο σε βραχύινα κύτταρα της 

εσωτερικής κοκκώδους και γαγγλιακής στιβάδας όσο και στις αποφύσεις των 

βραχύινων κυττάρων της εσωτερικής δικτυωτής στιβάδας σε όλο το µήκος του 

αµφιβληστροειδή (Σχήµα 18). 

Το ίδιο ακριβώς αποτέλεσµα παρατηρήθηκε και µετά από τη χρήση ενός 

άλλου sst2 εκλεκτικού αγωνιστή, του ΜΚ678 (Σχήµα 19). 

Η κορτιστατίνη προστάτευσε και αυτή τα χολινεργικά κύτταρα της 

εσωτερικής δικτυωτής και γαγγλιακής στιβάδας κατά τον ίδιο συγκεντρωσο-

εξαρτώµενο µε τα sst2 εκλεκτικά ανάλογα (Σχήµα 20).   
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Σύµφωνα µε τις µελέτες αυτές τόσο τα sst2 σωµατοστατινεργικά 

ανάλογα όσο και η κορτιστατίνη, επιτυγχάνουν βέλτιστη νευροπροστασία του 

αµφιβληστροειδή από τη χηµική ισχαιµία σε συγκέντρωση 1µΜ. Οι ιστοί της 

παραπάνω συγκέντρωσης χρησιµοποιήθηκαν για τις περαιτέρω 

ανοσοϊστοχηµικές µελέτες που αφορούσαν τους διάφορους τύπους κυττάρων 

του αµφιβληστροειδή καθώς και για την καταµέτρηση των χολινεργικών 

κυττάρων. 
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 Σχήµα 18: ∆ράση του sst2 αναλόγου ΒΙΜ23014 κατά της χηµικής ισχαιµίας αµφιβληστροειδή 
αρουραίου. Το ΒΙΜ23014 δεν προστάτευσε τον ιστό όταν χρησιµοποιήθηκε σε συγκέντρωση 
0,1µΜ (n=3, Α) αφού δεν παρατηρείται ChAT ανοσοδραστικότητα. Σε συγκεντρώσεις 1µΜ(n=5, 
Β) και 10µΜ (n=3, Γ) το σήµα επανέρχεται. ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆:  Εσωτερική 
δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα. Κλίµακα: 40µm. 
 

 
Σχήµα 19: ∆ράση του sst2 αναλόγου ΜΚ678 κατά της χηµικής ισχαιµίας αµφιβληστροειδή 
αρουραίου. Το ΜΚ678 δεν προστάτευσε τον ιστό όταν χρησιµοποιήθηκε σε συγκέντρωση 0,1µΜ 
(n=3, Α) αφού δεν παρατηρείται ChAT ανοσοδραστικότητα. Σε συγκεντρώσεις 1µΜ(n=4, Β) και 
10µΜ (n=4, Γ) το σήµα επανέρχεται, κυρίως στα βραχύινα κύτταρα της εσωτερικής κοκκώδους 
στιβάδας. ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆:  Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή 
στιβάδα.  Κλίµακα: 40µm. 

 

 
Σχήµα 20: ∆ράση της κορτιστατίνης κατά της χηµικής ισχαιµίας αµφιβληστροειδή αρουραίου. 
Η κορτιστατίνη δεν προστάτευσε τον ιστό όταν χρησιµοποιήθηκε σε συγκέντρωση 0,1µΜ (n=3, 
Α) αφού δεν παρατηρείται ChAT ανοσοδραστικότητα. Σε συγκεντρώσεις 1µΜ(n=5, Β) και 10µΜ 
(n=3, Γ) το σήµα επανέρχεται. ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆:  Εσωτερική δικτυωτή 
στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα. Κλίµακα: 40µm. 
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 Όπως φαίνεται και από τις παραπάνω φωτογραφίες η 

νευροπροστασία σε συγκέντρωση 1µΜ των διαφόρων ουσιών που 

µελετήθηκαν δεν ήταν ούτε πλήρης αλλά και ούτε η ίδια και στις δυο στιβάδες 

για τα διαφορετικά ανάλογα. Για να υπολογιστεί και ποσοτικά η ποιοτική αυτή 

εκτίµηση, έγινε η καταµέτρηση των κυττάρων που εκφράζουν ChAT 

ανοσοδραστικότητα και τα αποτελέσµατα συγκεντρώνονται στον πίνακα-3. Η 

κορτιστατίνη και το ΒΙΜ23014 φαίνεται να προστατεύουν τα κύτταρα της 

εσωτερικής κοκκώδους και της γαγγλιακής στιβάδας εξίσου, µε ποσοστό που 

φτάνει περίπου το 58% για την κορτιστατίνη και το 75% για το ΒΙΜ23014 των 

κυττάρων που καταµετρούνται στον ιστό µάρτυρα. Το ΜΚ678 φαίνεται να 

δείχνει µια εκλεκτικότητα, προστατεύοντας σε µεγαλύτερο ποσοστό τα κύτταρα 

της εσωτερικής κοκκώδους στιβάδας, περίπου 72%, σε αντίθεση µε τα κύτταρα 

της γαγγλιακής στιβάδας όπου φαίνεται να τα προστατεύει σε ποσοστό µόλις 

24%.    

 

Πίνακας-3: Ο αριθµός των κυττάρων που εκφράζουν ChAT ανοσοδραστικότητα 
εκφρασµένος ως προς τον % αριθµό κυττάρων του ιστού που είχε επωαστεί µόνο µε 
ρυθµιστικό διάλυµα κατά τη διάρκεια του πειράµατος (n=21). Κορτιστατίνη (n=12), 
BIM23014 (n=13) και ΜΚ678 (n=9). ΕσΚ: Εσωτερική Κοκκώδους στιβάδα, ΓΚ: Γαγγλική 
στιβάδα. 
 

  % κυττάρων στον ιστό µάρτυρα 
Επίδραση 
νευροπροστασίας ΕσΚ ΓΚ Αµφιβληστροειδής 

        

    
Κορτιστατίνη 58,6 ± 11,5 58,1 ± 5,8 58,3 ± 3,9 
    
ΒΙΜ23014 77,8 ± 4,9 73,9 ± 7,7 75,9 ± 4,9 
    
ΜΚ678 72,4 ± 5,2 24,1 ± 4,2 49,4 ± 4,6 
        

 

 

Κάποιοι τύποι κυττάρων του αµφιβληστροειδή, όπως τα δίπολα κύτταρα 

που συνδέονται µε τα ραβδία και τα βραχύινα που παράγουν υδροξυλάση της 

τυροσίνης και νευρωνική συνθάση του ΝΟ. φαίνεται ότι επηρεάζονται από τη 

χηµική ισχαιµία. Στις περιπτώσεις αυτές, η ανοσοδραστικότητα των αντίστοιχων 

κυτταρικών δεικτών εξαλείφθηκε κάτω από τις συνθήκες της χηµικής ισχαιµίας, 
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ενώ παρέµεινε έπειτα από την επίδραση των νευροπροστατευτικών ουσιών 

(Σχήµατα 21, 22, 23).  

 

 

 

Σχήµα 21: Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της PKC µετά από χηµική ισχαιµία αµφιβληστροειδή 
αρουραίου. Η PKC εντοπίζεται στα κυτταρικά σώµατα, τους άξονες και τις απολήξεις των 
δίπολων κυττάρων που σχετίζονται µε τα ραβδιοφόρα κύτταρα σε ιστό µάρτυρα (n=5, A). Καµία 
χρώση δεν παρατηρείται στον ιστό που έχει υποστεί χηµική ισχαιµία (n=5, Β) ή επωάστηκε 
παρουσία µόνο δεύτερου αντισώµατος (Γ). Η κορτιστατίνη (1µΜ, n=4, ∆), το ΒΙΜ23014 (1µΜ, 
n=3, Ε) και το ΜΚ678 (1µΜ, n=3, Ζ) επαναφέρουν την PKC ανοσοδραστικότητα παρουσία του 
µίγµατος της χηµικής ισχαιµίας. Εξ∆:  Εξωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης 
στιβάδα, Εσ∆:  Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα. Κλίµακα: 40µm. 
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Σχήµα 22: Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της ΤΗ µετά από χηµική ισχαιµία αµφιβληστροειδή 
αρουραίου. Η ΤΗ εντοπίζεται στα κυτταρικά σώµατα και τις αποφύσεις των βραχύινων κυττάρων 
της εσωτερικής κοκκώδους και δικτυωτής στιβάδας σε ιστό µάρτυρα (n=5, A). Καµία χρώση δεν 
παρατηρείται στον ιστό που έχει υποστεί χηµική ισχαιµία (n=5, Β) ή επωάστηκε παρουσία µόνο 
δεύτερου αντισώµατος (Γ). Η κορτιστατίνη (1µΜ, n=3, ∆), το ΒΙΜ23014 (1µΜ, n=3, Ε) και το ΜΚ678 
(1µΜ, n=3, Ζ) επαναφέρουν την ΤΗ ανοσοδραστικότητα παρουσία του µίγµατος της χηµικής 
ισχαιµίας. ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆:  Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα. Κλίµακα: 40µm. 
 
 
 

ΕσΚ

Εσ∆

Α Β

ΕσΚ

Εσ∆

Γ

ΕσΚ

Εσ∆

∆

ΕσΚ

Εσ∆

Ε

ΕσΚ

Εσ∆

Ζ

ΕσΚ

Εσ∆

ΕσΚ

Εσ∆

Α

ΕσΚ

Εσ∆

Α Β

ΕσΚ

Εσ∆

Β

ΕσΚ

Εσ∆

Γ

ΕσΚ

Εσ∆

Γ

ΕσΚ

Εσ∆

∆

ΕσΚ

Εσ∆

∆

ΕσΚ

Εσ∆

Ε

ΕσΚ

Εσ∆

Ε

ΕσΚ

Εσ∆

Ζ

ΕσΚ

Εσ∆

Ζ

ΕσΚ

Εσ∆



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 93 

 
Σχήµα 23: Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της bNOs µετά από χηµική ισχαιµία αµφιβληστροειδή 
αρουραίου. Η bNOs εντοπίζεται στα κυτταρικά σώµατα και τις αποφύσεις των βραχύινων 
κυττάρων της εσωτερικής κοκκώδους και δικτυωτής στιβάδας σε ιστό µάρτυρα (n=5, A). Καµία 
χρώση δεν παρατηρείται στον ιστό που έχει υποστεί χηµική ισχαιµία (n=5, Β) ή επωάστηκε 
παρουσία µόνο δεύτερου αντισώµατος (Γ). Η κορτιστατίνη (1µΜ, n=3, ∆), το ΒΙΜ23014 (1µΜ, 
n=3, Ε) και το ΜΚ678 (1µΜ, n=3, Ζ) επαναφέρουν την bNOs ανοσοδραστικότητα παρουσία του 
µίγµατος της χηµικής ισχαιµίας. ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆:  Εσωτερική δικτυωτή 
στιβάδα. Κλίµακα: 40µm. 

 

Αντίθετα, τα γαγγλιακά κύτταρα δεν φάνηκαν να επηρεάζονται από τη 

χηµική ισχαιµία (Σχήµα 24). Ως εκ τούτου, ανάλογα του sst4 υποδοχέα ο οποίος 

εντοπίζεται στα γαγγλιακά κύτταρα δεν επέφεραν καµία προστασία κατά τη 

συγχορήγησή τους µε το µίγµα της Χ. Ι.  

 

∆εδοµένης της νευροπροστατευτικής δράσης των sst2 αναλόγων 

µελετήσαµε την πιθανή επίδραση της χηµικής ισχαιµίας στην έκφραση του sst2A 

υποδοχέα. Καµία µεταβολή δεν παρατηρήθηκε.  
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Σχήµα 24: Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της MAP1A µετά από χηµική ισχαιµία 
αµφιβληστροειδή αρουραίου. Η MAP1A εντοπίζεται στα κύτταρα της γαγγλιακής στιβάδας σε 
ιστό µάρτυρα (A). ∆εν παρατηρούνται µεταβολές στη χρώση του ιστού που έχει υποστεί χηµική 
ισχαιµία (Β) παρουσία κορτιστατίνης (1µΜ, Γ), ΒΙΜ23014 (1µΜ, ∆) ή ΜΚ678 (1µΜ, Ε) 
επαναφέρουν την ΤΗ ανοσοδραστικότητα παρουσία του µίγµατος της χηµικής ισχαιµίας. ΓΚ: 
γαγγλιακή στιβάδα. Κλίµακα: 50µm. 

 

 

 Απώτερος στόχος της παρούσας µελέτη ήταν η διαλεύκανση του 

µηχανισµού µέσω του οποίου τα σωµατοστατινεργικά ανάλογα 

διεκπεραιώνουν τις νευροπροστατευτικές τους δράσεις.  

 

 

4.6  ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΝΕΥΡΟΠΡΟΣΤΑΣΙΑΣ 

 

Μελέτες σε τοµές εγκεφαλικού φλοιού έδειξαν ότι η σωµατοστατίνη και 

το ανάλογό της οκτρεοτίδη προστατεύει τον φλοιό από ΝMDA 

διεγερτοτοξικότητα µέσω ενός cGMP-εξαρτώµενου µονοπατιού (Forloni et al., 

1997). Επιπρόσθετα, από τις µελέτες του εργαστηρίου µας γνωρίζαµε ότι η 

σωµατοστατίνη ρυθµίζει τα επίπεδα της ΝΟ. (Vasilaki et al 2002) και της cGMP 

(παρούσα µελέτη) µέσω των sst2 υποδοχέων. Τα δεδοµένα αυτά µας οδήγησαν 

στην υπόθεση ότι τα σωµατοστατινεργικά ανάλογα παρέχουν προστασία 

µέσω ενός ΝΟ./ cGMP εξαρτώµενου µηχανισµού.  

Προκειµένου να ερευνήσουµε αυτήν την υπόθεση µελετήσαµε αρχικά 

τον προστατευτικό ρόλο της ΝΟ. και της cGMP στον αµφιβληστροειδή 

χρησιµοποιώντας µόρια που αυξάνουν τα επίπεδα της ΝΟ. καθώς και το 

ανάλογο της cGMP 8-βρωµο cGMP.    

ΓΚ
ΓΚ ΓΚ ΓΚ

ΓΚ

Α Β Γ ∆ Ε

ΓΚΓΚ
ΓΚΓΚ ΓΚΓΚ ΓΚΓΚ

ΓΚΓΚ

Α Β Γ ∆ Ε



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 95 

Για την αύξηση των επιπέδων της ΝΟ. χρησιµοποιήθηκε αρχικά η 

αργινίνη, η οποία αποτελεί το υπόστρωµα για την παραγωγή της ΝΟ. και ο 

δότης της ΝΟ. SNP. Στα πειράµατα αυτά, οι ιστοί επωάστηκαν µε το  µίγµα της 

χηµικής ισχαιµίας παρουσία ποικίλλων συγκεντρώσεων των παραπάνω 

ουσιών. Στα Σχήµατα 25 και 26 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των µελετών 

αυτών. Οι ουσίες αυτές δεν φαίνεται να είναι ικανές να προστατέψουν τον 

αµφιβληστροειδή από τη χηµική ισχαιµία δεδοµένου ότι δεν παρατηρήσαµε 

αναστολή της επαγόµενης από την ισχαιµία µείωση της ChAT 

ανοσοδραστικότητας. 

 

Σχήµα 25: ∆ράση της αργινίνης κατά της χηµικής ισχαιµίας αµφιβληστροειδή αρουραίου. 
Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός ChAT ανοσοδραστικότητας σε ιστό που έχει επωαστεί µόνο µε 
ρυθµιστικό διάλυµα (A). Καµία χρώση δεν παρατηρείται σε ιστό που έχει υποστεί χηµική ισχαιµία 
(Β) ή έχει επωαστεί µε το µίγµα της χηµικής ισχαιµίας παρουσία αργινίνης 0,05mM (Γ), 0,25mM 
(∆) ή 2mM (Ε), n=3. ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆: Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: 
Γαγγλιακή στιβάδα. Κλίµακα: 40µm. 
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Σχήµα 26: ∆ράση του SNP κατά της χηµικής ισχαιµίας αµφιβληστροειδή αρουραίου. 
Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός ChAT ανοσοδραστικότητας σε ιστό που έχει επωαστεί µόνο µε 
ρυθµιστικό διάλυµα (A). Καµία χρώση δεν παρατηρείται σε ιστό που έχει υποστεί χηµική ισχαιµία 
(Β) ή έχει επωαστεί µε το µίγµα της χηµικής ισχαιµίας παρουσία SNP 0,5mM (Γ), 1mM (∆), 2mM  
(Ε) ή 4mM (Z), n=3. ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆: Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: 
Γαγγλιακή στιβάδα. Κλίµακα: 40µm. 
 

 

 Αντίθετα, το SIN-1 που απελευθερώνει ΝΟ. και η 8-Βr-cGMP που είναι ένα 

ανάλογο της cGMP περισσότερο διαπερατό στις µεµβράνες, ήταν ικανά να 

επαναφέρουν τη χρώση των χολινεργικών κυττάρων που είχε εξαλειφθεί κατά 
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τη χηµική ισχαιµία (Σχήµα 27, 28). Το ΝΟΝΟate που απελευθερώνει ΝΟ. αργά 

επανέφερε µερικώς τη χρώση των χολινεργικών κυττάρων (Σχήµα 29). Η 

προστασία που παρέχουν αυτά τα ανάλογα είναι συγκέντρωσο-εξαρτώµενη. 

Πιο συγκεκριµένα, το SIN-1 όταν συγχορηγείται µε το µίγµα της χηµικής 

ισχαιµίας σε συγκέντρωση 0,1mM, φαίνεται ότι προστατεύει τον ιστό από αυτή. 

Σε µεγαλύτερες όµως συγκεντρώσεις (0,3 και 1mM), η προστασία φθίνει σαν 

αποτέλεσµα των αυξηµένων επιπέδων της ΝΟ.. Το 8-Βr-cGMP παρέχει τη 

µέγιστη προστασία όταν χρησιµοποιείται σε συγκέντρωση 0,5mM, ενώ σε 

µεγαλύτερες ή µικρότερες συγκεντρώσεις (0,1 και 1mM) δεν προκαλεί 

ικανοποιητική προστασία από τη χηµική ισχαιµία. Το ΝΟΝΟate δρα 

προστατευτικά κυρίως στη συγκέντρωση 5µΜ χωρίς όµως να παρατηρούµε 

πλήρη προστασία από τη χηµική ισχαιµία. 

  

Σχήµα 27: ∆ράση του SIN-1 κατά της χηµικής ισχαιµίας αµφιβληστροειδή αρουραίου. 
Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός ChAT ανοσοδραστικότητας σε ιστό που έχει επωαστεί µόνο µε 
ρυθµιστικό διάλυµα (A). Καµία χρώση δεν παρατηρείται σε ιστό που έχει υποστεί χηµική ισχαιµία 
(Β). Η χρώση επαναφέρεται σε πολύ µεγάλο βαθµό στον ιστό που έχει επωαστεί µε το µίγµα της 
χηµικής ισχαιµίας παρουσία SIN-1 0,1mM (Γ), ενώ αρχίζει να φθίνει εντυπωσιακά ο αριθµός των 
κυττάρων στον ιστό στις συγκεντρώσεις 0,3mM (∆) και 1mM (Ε), n=3. ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης 
στιβάδα, Εσ∆: Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα.  Κλίµακα: 50µm. 
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Σχήµα 28: ∆ράση της 8-Βr-cGMP -1 κατά της χηµικής ισχαιµίας αµφιβληστροειδή αρουραίου. 
Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός ChAT ανοσοδραστικότητας σε ιστό που έχει επωαστεί µόνο µε 
ρυθµιστικό διάλυµα (A). Καµία χρώση δεν παρατηρείται σε ιστό που έχει υποστεί χηµική ισχαιµία 
(Β). Η χρώση επαναφέρεται µερικώς στον ιστό που έχει επωαστεί µε το µίγµα της χηµικής 
ισχαιµίας παρουσία 8-Βr-cGMP 0,1mM (Γ) και 1mM (Ε), ενώ σε συγκέντρωση  0,5mM (∆) η 
επαναφορά είναι σχεδόν πλήρης, n=3. ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆: Εσωτερική 
δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα.  Κλίµακα: 50µm. 
 

 Τα παραπάνω αποτελέσµατα επιβεβαιώνονται και κατά τη σήµανση µε 

TUNEL των αποπτωτικών κυττάρων (Σχήµα 30). Στον ιστό µάρτυρα δεν 

εµφανίζονται αποπτωτικά κύτταρα, όπως και στον ιστό που έχει προστατευτεί 

από τη χηµική ισχαιµία (SIN-1 0,1mM και 8-Βr-cGMP 0,5mM), ενώ µικρός 

αριθµός αποπτωτικών κυττάρων εµφανίζεται στον ιστό που έχει προστατευτεί 

µερικώς (ΝΟΝΟate 5µΜ). Η σήµανση πολλών αποπτωτικών κυττάρων είναι 

εµφανής στους ιστούς που είχαν υποστεί χηµική ισχαιµία, καθώς επίσης και 

στους ιστούς όπου οι ουσίες SIN-1 (1mM), ΝΟΝΟate (1µΜ) και 8-Βr-cGMP 

(0,1mM) δε στάθηκαν ικανές να τον προστατέψουν. 
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Σχήµα 29: ∆ράση του NONOate κατά της χηµικής ισχαιµίας αµφιβληστροειδή αρουραίου. 
Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός ChAT ανοσοδραστικότητας σε ιστό που έχει επωαστεί µόνο µε 
ρυθµιστικό διάλυµα (A). Καµία χρώση δεν παρατηρείται σε ιστό που έχει υποστεί χηµική ισχαιµία 
(Β). Η χρώση επαναφέρεται ελάχιστα στον ιστό που έχει επωαστεί µε το µίγµα της χηµικής 
ισχαιµίας παρουσία NONOate 1µM (Γ) και 10µM (Ε), ενώ σε συγκέντρωση  5µM (∆) 
παρατηρήθηκε η µέγιστη επαναφορά που όµως δεν ήταν πλήρης, n=3. ΕσΚ: Εσωτερική 
κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆: Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα.  Κλίµακα: 50µm. 
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Σχήµα 30: Αντιαποπτωτική δράση των 8-Βr-cGMP, SIN-1 και NONOate κατά της χηµικής 
ισχαιµίας αµφιβληστροειδή αρουραίου. Σήµανση µε TUNEL αποπτωτικών κυττάρων. Στον ιστό 
που έχει επωαστεί µόνο µε ρυθµιστικό διάλυµα (A) δεν εµφανίζονται αποπτωτικά κύτταρα, σε 
αντίθεση µε τον ιστό που έχει υποστεί χηµική ισχαιµία (Β). Απουσία αποπτωτικών κυττάρων 
παρατηρείται  στον ιστό που έχει επωαστεί µε το µίγµα της χηµικής ισχαιµίας παρουσία 8-Βr-
cGMP 0,5mM (Γ) ή SIN-1 0,1mM (Ε) και λίγα αποπτωτικά κύτταρα σε αυτόν που έχει επωαστεί µε 
ΝΟΝΟate 5µΜ (Θ), εξαιτίας της προστασίας που του παρέχουν. Σε συγκεντρώσεις 8-Βr-cGMP 
0,1mM (∆) ή SIN-1 1mM (Ζ) ή ΝΟΝΟate 1µΜ (Η) παρουσία του µίγµατος χηµικής ισχαµίας 
εµφανίζονται αποπτωτικά κύτταρα και καµία προστασία δεν παρέχεται στον ιστό. ΓΚ: γαγγλιακή 
στιβάδα.  Κλίµακα: 50µm. 
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4.6.1 Επίδραση του SIN-1/L-κυστεΐνη στη Χηµική Ισχαιµία 

  

 Όπως προαναφέρθηκε το SIN-1 µεταβολίζεται σε περοξυνιτρώδες το 

οποίο µπορεί να δρα νευροπροστατευτικά. Για να ελεγχθεί λοιπόν αν η 

προστατευτική δράση του SIN-1 οφείλεται στο περοξυνιτρώδες, εξετάστηκε το 

κατά πόσο η L-κυστεΐνη, η ουσία που αποµακρύνει το ανεπιθύµητο 

περοξυνιτρώδες, αναστέλλει τις προστατευτικές δράσεις του SIN-1 στη χηµική 

ισχαιµία. Η L-κυστεΐνη µείωσε µερικώς τη προστατευτική δράση του SIN-1, όπως 

φαίνεται και στο σχήµα 31, αφού υπήρχε σήµανση κάποιων χολινεργικών 

κυττάρων. Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνονται και από τη χρώση TUNEL 

(Σχήµα 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 31: Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός ChAT ανοσοδραστικότητας σε ιστό που έχει 
επωαστεί µόνο µε ρυθµιστικό διάλυµα (A). Καµία χρώση δεν παρατηρείται σε ιστό που έχει 
υποστεί χηµική ισχαιµία (Β). Η χρώση επαναφέρεται στον ιστό που έχει επωαστεί µε το µίγµα της 
χηµικής ισχαιµίας παρουσία SIN-1 0,1mM (Γ), ενώ παρουσία και της L-κυστεΐνης 5mM (∆), 
παρατηρείται χρώση λίγων χολινεργικών κυττάρων. ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆: 
Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα.  Κλίµακα: 50µm. 
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Σχήµα 32: Σήµανση µε TUNEL αποπτωτικών κυττάρων. Στον ιστό που έχει επωαστεί µόνο µε 
ρυθµιστικό διάλυµα (A) δεν εµφανίζονται αποπτωτικά κύτταρα, σε αντίθεση µε τον ιστό που έχει 
υποστεί χηµική ισχαιµία (Β). Απουσία αποπτωτικών κυττάρων παρατηρείται στον ιστό που έχει 
επωαστεί µε το µίγµα της χηµικής ισχαιµίας παρουσία SIN-1 0,1mM (Γ), ενώ παρουσία SIN-1 
0,1mM/L-κυστεΐνης 5mM (∆), παρατηρούνται αρκετά αποπτωτικά κύτταρα που µαρτυρούν τη 
µερική προστασία του ιστού. ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα.  Κλίµακα: 50µm. 

 

 

4.6.2 Επίδραση του SIN-1 

 

 Μετά από την επιτυχή προσπάθεια νευροπροστασίας µε την παροχή 

κατάλληλων συγκεντρώσεων της ΝΟ. µέσω χορήγησης του SIN-1, µελετήσαµε 

την επίδραση του αναλόγου αυτού σε υγιείς ιστούς, για να εξακριβώσουµε εάν 

το SIN-1 σε κάποιες συγκεντρώσεις µπορεί να δρα και τοξικά. Οι ιστοί που 

επωάστηκαν µε SIN-1 σε συγκεντρώσεις 0,1 και 1mM φάνηκαν να µην 

επηρεάζουν τον ιστό στην έκφραση των χολινεργικών κυττάρων. Στη 

µεγαλύτερη συγκέντρωση των 3mM, ο ιστός παρουσίασε µεγάλη µείωση της 
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έκφρασης των χολινεργικών κυττάρων, όπως και πλήθος αποπτωτικών 

κυττάρων, οδηγώντας µας στο συµπέρασµα ότι παρήχθησαν υψηλές 

συγκεντρώσεις της NO., τοξικές για τον ιστό (Σχήµα 33, 34). 

 

 

Σχήµα 33: Συγκριτική δράση διαφορετικών συγκεντρώσεων SIN-1 σε αµφιβληστροειδή 
αρουραίου. Ανοσοϊστοχηµική χρώση για την ChAT σε ιστό που έχει επωαστεί µόνο µε ρυθµιστικό 
διάλυµα (Α). Στον ιστό που έχει επωαστεί µε SIN-1 0,1mM (Β) ή SIN-1 1mM (Γ) δεν εµφανίζεται 
απώλεια των χολινεργικών κυττάρων, όπως συµβαίνει στον ιστό που έχει επωαστεί µε SIN-1 3mM 
(∆), n=2. ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆: Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή 
στιβάδα.  Κλίµακα: 50µm. 
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Σχήµα 34: Αντιαποπτωτική δράση διαφορετικών συγκεντρώσεων SIN-1 κατά τη χηµική ισχαιµία 
σε αµφιβληστροειδή αρουραίου. Σήµανση µε TUNEL αποπτωτικών κυττάρων. Στον ιστό που έχει 
επωαστεί µόνο µε ρυθµιστικό διάλυµα (A) ή µε τη χαµηλή συγκέντρωση SIN-1 0,1mM (Β) δεν 
εµφανίζονται αποπτωτικά κύτταρα. Στον ιστό που έχει επωαστεί µε τη µεγαλύτερη συγκέντρωση 
SIN-1 3mM (Γ) παρουσιάζονται αποπτωτικά κύτταρα. ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα.  Κλίµακα: 50µm. 
 

 

4.6.3 Επίδραση του αναστολέα της συνθάσης της ΝΟ. ΝΜΜΑ στη 

νευροπροστατευτική δράση του ΒΙΜ23014 

 

 Τα παραπάνω αποτελέσµατα συνηγορούν υπέρ της 

νευροπροστατευτικής δράσης της NO. και της cGMP στον αµφιβληστροειδή 

αρουραίου. Το ερώτηµα που αφορά τον αρχικό µας στόχο είναι: Το 

σηµατοδοτικό µονοπάτι NO./ cGMP εµπλέκεται στις νευροπροστατευτικές 

δράσεις της σωµατοστατίνης µέσω των sst2 υποδοχέων στον 

αµφιβληστροειδή; Προκειµένου να απαντηθεί το ερώτηµα, εξετάστηκε αν η 

αναστολή της συνθάσης της ΝΟ. και ως εκ τούτου η µείωση των επιπέδων της 

ΝΟ. είναι ικανή να αναστρέψει την προστατευτική δράση του sst2 αγωνιστή 

ΒΙΜ23014. Το ΝΜΜΑ, ο αναστολέας όλων των ισοµορφών της συνθάσης της 

ΝΟ., ανέστειλε την προστατευτική δράση του ΒΙΜ23014, αφού δεν 

παρουσιάστηκε χρώση χολινεργικών κυττάρων κατά την επώαση του ιστού µε 

το µίγµα της χηµικής ισχαιµίας παρουσία ΒΙΜ23014 1µΜ και ΝΜΜΑ 0,5mM 

(Σχήµα 35). 
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Σχήµα 35: Επίδραση του αναστολέα της συνθάσης της ΝΟ. ΝΜΜΑ στη νευροπροστατευτική 
δράση του ΒΙΜ23014 κατά τη χηµική ισχαιµία στον αµφιβληστροειδή αρουραίου. 
Ανοσοϊστοχηµική χρώση για την ChAT σε ιστό που έχει επωαστεί µόνο µε ρυθµιστικό διάλυµα 
(Α). Καµία χρώση δεν παρατηρείται στον ιστό που έχει επωαστεί µε το µίγµα της χηµικής 
ισχαιµίας (Β). Το σήµα επαναφέρεται στον ιστό που έχει επωαστεί µε το µίγµα της χηµικής 
ισχαιµίας και ΒΙΜ23014 1µΜ (Γ), ενώ εξαφανίζεται όταν έχει επωαστεί µε το µίγµα της χηµικής 
ισχαιµίας/ΒΙΜ23014 1µΜ/ΝΜΜA 5mM (∆). ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆:  Εσωτερική 
δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα.  Κλίµακα: 50µm. 
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4.6.4  Επίδραση των αναστολέων της γουανυλικής κυκλάσης στη 

νευροπροστατευτική δράση του ΒΙΜ23014 

 

 Για να αποδειχθεί ότι η νευροπροστασία που παρέχουν τα sst2 ανάλογα, 

µέσω της αύξησης των επιπέδων της ΝΟ., διαµεσολαβείται από την αύξηση 

των επιπέδων της cGMP λόγω ενεργοποίησης της γουανυλικής κυκλάσης από 

την ΝΟ., χρησιµοποιήσαµε τον ειδικό αναστολέα της γουανυλικής κυκλάσης 

που χρησιµοποιείται ευρέως τον ODQ, αλλά και τον NS2028 για την καλύτερη 

δραστικότητά του. Όταν οι αναστολείς ODQ και NS2028 συγχορηγήθηκαν µε 

το µίγµα της χηµικής ισχαιµίας και το sst2 ανάλογο ΒΙΜ23014, δεν 

παρουσιάστηκε νευροπροστασία αφού δεν παρατηρήθηκε χρώση 

χολινεργικών κυττάρων στους ιστούς (Σχήµα 36). Με τη χρώση ΤUNEL 

επιβεβαιώθηκε το αποτέλεσµα αυτό, αφού στον ιστό που επωάστηκε µε το 

µίγµα της χηµικής ισχαιµίας, το ΒΙΜ23014 και τον αναστολέα ODQ 

παρατηρήθηκε η ύπαρξη πολλών αποπτωτικών κυττάρων όπως και στον ιστό 

που επωάστηκε µόνο µε το µίγµα της χηµικής ισχαιµίας (Σχήµα 37). Αντίθετα 

στους ιστούς που επωάστηκαν µε PBS ή µε το µίγµα της χηµικής ισχαιµίας και 

ΒΙΜ23014 καµία χρώση ΤUNEL δεν ήταν ορατή. 
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Σχήµα 36: Αναστολή της νευροπροστατευτικής δράσης του sst2 αγωνιστή ΒΙΜ23014 από τους 
αναστολείς της γουανυλικής κυκλάσης ODQ και NS2028 κατά τη χηµική ισχαιµία 
αµφιβληστροειδή αρουραίου. Ανοσοϊστοχηµική χρώση για την ChAT σε ιστό που έχει επωαστεί 
µόνο µε ρυθµιστικό διάλυµα (Α). Καµία χρώση δεν παρατηρείται κατά την επώαση µε το µίγµα 
της χηµικής ισχαιµίας (Β), παρουσία ΒΙΜ23014 1µΜ/ODQ 100µΜ (∆) ή ΒΙΜ23014 1µΜ/NS2028 
50µΜ (Ε). Επναφορά του σήµατος παρατηρείται κατά την επώαση µε το µίγµα Χ.Ι. και ΒΙΜ23014 
1µΜ (Γ).  ΕσΚ: Εσωτερική κοκκώδης στιβάδα, Εσ∆:  Εσωτερική δικτυωτή στιβάδα, ΓΚ: γαγγλιακή 
στιβάδα.  Κλίµακα: 50µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 37: Αναστολή της αντιαποπτωτικής δράσης του sst2 αγωνιστή ΒΙΜ23014 από τον 
αναστολέα της γουανυλικής κυκλάσης ODQ ατά τη χηµική ισχαιµία αµφιβληστροειδή 
αρουραίου. TUNEL σε ιστό που έχει επωαστεί µόνο µε ρυθµιστικό διάλυµα (Α), µε το µίγµα Χ.Ι. (Β) 
παρουσία ΒΙΜ23014 1µΜ (Γ) ή ΒΙΜ23014 1µΜ /ODQ 100µΜ (∆). ΓΚ: γαγγλιακή στιβάδα.  Κλίµακα: 
50µm. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

5.1 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΣ ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ SST1 ΚΑΙ SST2 ΥΠΟ∆ΟΧΕΩΝ ΣΤΟΝ 

ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆Η ΑΡΟΥΡΑΙΟΥ 

  

Όπως είναι γνωστό, η σωµατοστατίνη (SRIF) ανακαλύφθηκε το 1968 και 

χαρακτηρίστηκε ως η υποθαλαµική εκείνη ουσία η οποία ήταν ικανή να 

αναστείλει την απελευθέρωση της αυξητικής ορµόνης από την υπόφυση 

(Krulich και συν., 1968). Η αποµόνωση και ταυτοποίησή της σωµατοστατίνης 

ως πεπτίδιο έγινε λίγα χρόνια αργότερα από τον Brazeau και τους συνεργάτες 

του οι οποίοι ανίχνευσαν το κυκλικό δεκατετραπεπτίδιο SRIF-14 σε καλλιέργειες 

κυττάρων αδενοϋπόφυσης αρουραίου (Brazeau et al., 1973). Οι δράσεις 

αυτές διαµεσολαβούνται από υποδοχείς συζευγµένους µε G πρωτεϊνες (Kossut 

και συν., 1990, Vasilaki και συν., 2003). Έχουν κλωνοποιηθεί πέντε διαφορετικοί 

υπότυποι των υποδοχέων της σωµατοστατίνης, οι sst1, sst2 (sst2A και sst2Β), sst3, 

sst4 και sst5 (Bruno και συν., 1992, Meyerhof και συν., 1992, O’Carroll και συν., 

1992, Yamada και συν., 1992). Η κλωνοποίηση αυτή οδήγησε στη µελέτη τους 

σε µοριακό επίπεδο και στη δηµιουργία κυτταρικών σειρών οι οποίες 

εκφράζουν σταθερά τους διάφορους υπότυπους. Στον αµφιβληστροειδή η 

σωµατοστατίνη εντοπίζεται σε βραχύινα κύτταρα της έσω πυρηνικής στιβάδας 

και σε έκτοπα βραχύινα κύτταρα της στιβάδας των γαγγλιακών κυττάρων του 

και φαίνεται να δρα ως νευροδιαβιβαστής, νευροτροποιητής ή τροφικός 

παράγοντας (Shapiro και συν., 1979, Sagar και συν., 1982, Zalutsky και Miller, 

1990, Akopian και συν., 2000). Στον αµφιβληστροειδή των θηλαστικών 

εντοπίζεται η ύπαρξη του mRNA όλων των σωµατοστατινεργικών υποδοχέων 

(Mori και συν., 1997), ενώ ανοσοϊστοχηµικά εκφράζονται οι sst1, sst2, sst4 και sst5 

(Cristiani και συν., 2000, Johnson και συν., 1998, Vasilaki και συν., 2001, Vasilaki 

και συν., 2002, Brecha και συν., 2002, Ke και Zhong, 2007, Kiagiadaki και συν., 

2010).   

Η σύνθεση ενός µεγάλου αριθµού σταθερών σωµατοστατινεργικών 

αγωνιστών και πρόσφατα ανταγωνιστών (Bell & Reisine, 1993, Patel & Srikant, 

1994, Rohrer και συν., 1998, Reubi και συν., 2000, Hoyer και συν., 2002, Tulipano 

και συν., 2002) συνετέλεσε στην πραγµατοποίηση µελετών που οδήγησαν στη 



ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 110

λειτουργική χαρτογράφηση των υποδοχέων σωµατοστατίνης στον 

αµφιβληστροειδή αρουραίου στο πλαίσιο της παρούσας διατριβής. Έµφαση 

δόθηκε στη διασαφήνιση του λειτουργικού ρόλου των sst2 και sst1 

σωµατοστατινεργικών υποδοχέων οι οποίοι αποτελούν µαζί µε τον sst4 τους 

σηµαντικότερου υποδοχείς στον ιστό.  

 

 

5.1.1 Λειτουργική χαρτογράφηση των sst2 υποδοχέων 

 

Στον αρουραίο, η sst2A-ανοσοδραστικότητα εντοπίζεται στα κωνιοφόρα 

και οριζόντια κύτταρα, στα δίπολα κύτταρα που σχετίζονται τόσο µε 

ραβδιοφόρα όσο και µε κωνιοφόρα κύτταρα, σε µεσαίου και µεγάλου 

µεγέθους βραχύινα κύτταρα που περιέχουν την υδροξυλάση της τυροσίνης 

καθώς και σε ίνες κυττάρων Müller (Johnson και συν., 1999, Helboe και Møller, 

1999, Vasilaki και συν., 2001). Ο ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµό του sst2Β 

υπότυπου παρατηρείται µόνο σε φωτοϋποδοχείς (Vasilaki και συν., 2001). 

Η σωµατοστατίνη επηρεάζει την κυτταρική δραστηριότητα και τη 

νευρωνική απελευθέρωση στους φωτοϋποδοχείς αλλά και στον έσω 

αµφιβληστροειδή ρυθµίζοντας ιοντικούς διαύλους καλίου και ασβεστίου 

(Akopian και συν., 2000, Ayoub και Matthews, 1992, Johnson και συν., 2001). 

Σε αποµονωµένα δίπολα κύτταρα έχει διαπιστωθεί ότι η δράση αυτή της 

σωµατοστατίνης διαµεσολαβείται από τους sst2 υποδοχέων (Petrucci και συν., 

2001), οι οποίοι φαίνεται να είναι επίσης υπεύθυνοι και για τη ρύθµιση της 

απελευθέρωσης του γλουταµινικού οξέος από τα κύτταρα αυτά. Επίσης 

βρέθηκε ότι η σωµατοστατίνη και το sst2 ανάλογό της, οκτρεοτίδη, έχουν 

διεγερτικές δράσεις στα γαγγλιακά κύτταρα, ενώ επηρεάζουν και τη 

δραστηριότητα των δίπολων και βραχύινων κυττάρων και αυτή του δικτύου 

των οριζόντιων κυττάρων (Zalutsky και Miller, 1990). Το σωµατοστατινεργικό 

σύστηµα φαίνεται επίσης ότι παίζει κεντρικό ρόλο στη ρύθµιση του µονοπατιού 

των ραβδιοφόρων κυττάρων, αλληλεπιδρώντας µε άλλους 

νευροτροποποιητές κατά τη διαδικασία προσαρµογής στο φως. Συγκεκριµένα, 

µελέτες έδειξαν ότι τα επίπεδα της εξωκυττάριας ντοπαµίνης αυξάνονται στον 

αµφιβληστροειδή καθώς αυξάνεται η ένταση του φωτός (Djamgoz και 

Wagner, 1992, Boelen και συν., 1998), ενώ πρόσφατες µελέτες στο εργαστήριό 
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µας έδειξαν ότι η σωµατοστατίνη µέσω ενεργοποίησης των sst2 υποδοχέων 

αυξάνει τα επίπεδα της ντοπαµίνης στον αµφιβληστροειδή αρουραίου (Kouvidi 

και συν., 2006). 

Άλλες µελέτες του εργαστηρίου µας, έδειξαν ότι οι sst2A και sst2Β 

σωµατοστατινεργικοί υποδοχείς συνεντοπίζονται µε το ένζυµο NADPH-

διαφοράση (Vasilaki και συν., 2001) το οποίο αποτελεί δείκτη της ύπαρξης της 

συνθάσης της ΝΟ.. Όπως είναι γνωστό, η συνθάση της ΝΟ. οξειδώνει την L-

αργινίνη και απελευθερώνει ΝΟ. και κιτρουλίνη. Στη συνέχεια, όπως έχει 

περιγραφεί σε αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα και στο κεντρικό νευρικό 

σύστηµα, η ΝΟ. ενεργοποιεί µια διαλυτή γουανυλική κυκλάση η οποία 

µετατρέπει τη GTP σε cGMP (Moncada και συν., 1988, Knowles και συν., 1989). 

Με δεδοµένο ότι παρατηρείται αύξηση των επιπέδων της ΝΟ. µετά από 

ενεργοποίηση των sst2 υποδοχέων (Vasilaki και συν., 2002), στην παρούσα 

µελέτη εστιάσαµε στη διασαφήνιση της δράσης της σωµατοστατίνης στα 

επίπεδα της cGMP καθώς και τους µηχανισµούς που διέπουν τη διαδικασία 

αυτή.  

Η cGMP µέσω της ενεργοποίησης της PKG ρυθµίζει τη λειτουργία 

διαύλων ιόντων. Προκειµένου να µελετήσουµε την πιθανή εµπλοκή της cGMP 

στις δράσεις της σωµατοστατίνης εξετάσαµε την επίδραση της 

σωµατοστατίνης και των sst2 σωµατοστατινεργικών αναλόγων στα επίπεδα της 

cGMP στον αµφιβληστροειδή. Πραγµατοποιήθηκαν µελέτες ΕLISA για τη 

µέτρηση των επιπέδων cGMP µετά από φαρµακολογική επίδραση στον 

αµφιβληστροειδή και διαπιστώθηκε ότι: η χορήγηση αυξανόµενων 

συγκεντρώσεων (0,01µΜ, 0,1µΜ, 1µΜ και 10µΜ) σωµατοστατίνης  σε 

αποµονωµένο  αµφιβληστροειδή αρουραίου αύξησε τα επίπεδα της cGMP µε 

συγκεντρωσο-εξαρτώµενο τρόπο. Στη συγκέντρωση των 0,1µΜ η 

σωµατοστατίνη αύξησε τα επίπεδα της cGMP κατά το µεγαλύτερο ποσοστό 

(290,1 ± 24,6%) σε σχέση µε τα βασικά επίπεδα. Η αύξηση των επιπέδων της 

cGMP από τη σωµατοστατίνη φαίνεται ότι πραγµατοποιείται µέσω 

ενεργοποίησης των sst2 σωµατοστατινεργικών υποδοχέων, µια και ο sst2 

ανταγωνιστής CYN-154806 (1µΜ), συγχορηγούµενος µε τη σωµατοστατίνη 

(0,1µΜ), µπόρεσε να αναστείλει την προκαλούµενη από αυτή αύξηση των 

επιπέδων της cGMP. Επιπρόσθετα, η χρήση του sst2 εκλεκτικού αγωνιστή 

ΒΙΜ23014 στις ίδιες συγκεντρώσεις (0,1-10µΜ) επιβεβαίωσε το αποτέλεσµα 
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αυτό µια και ο αγωνιστής αυτός προκάλεσε όπως και η σωµατοστατίνη 

αύξηση των επιπέδων της cGMP. Εντούτοις, η µεγαλύτερη αύξηση (251,8 ± 

53,3%) των επιπέδων της cGMP από το BIM23014 πραγµατοποιήθηκε µε τη 

χορήγηση της  υψηλότερης συγκέντρωσης που χρησιµοποιήθηκε (10µΜ). Το 

αποτέλεσµα αυτό έρχεται σε συµφωνία µε προηγούµενη µελέτη του 

εργαστηρίου µας σύµφωνα µε την οποία το ΒΙΜ23014 ήταν ικανό να 

προκαλέσει αύξηση των επιπέδων της ΝΟ. στον αµφιβληστροειδή αρουραίου 

στην ίδια και όχι σε µικρότερη από αυτή συγκέντρωση (Vasilaki και συν., 2002). 

Στις µικρότερες συγκεντρώσεις είναι πιθανό να µην υπήρχε µεγάλη 

διεισδυτικότητα του αναλόγου στον ιστό κι έτσι να µην ήταν ικανό να δράσει. 

Τέλος, στις µελέτες αυτές χρησηµοποιήθηκε το sst3 ανάλογο L-796,778 ως 

αρνητικός µάρτυρας µια και οι sst3 σωµατοστατινεργικοί υποδοχείς δεν 

εκφράζονται στον αµφιβληστροειδή των θηλαστικών (Thermos, 2003). Όπως 

ήταν αναµενόµενο, το ανάλογο αυτό δεν είχε καµία επίδραση στα επίπεδα της 

cGMP.  

Για να επιβεβαιωθεί η εµπλοκή της συνθάσης της ΝΟ. και κατά συνέπεια 

της ΝΟ., στην προκαλούµενη από τη σωµατοστατίνη αύξηση των επιπέδων 

της cGMP, χρησιµοποιήθηκε ο µη εκλεκτικός ανταγωνιστής της συνθάσης της 

ΝΟ., ΝΜΜΑ. Χορήγηση σωµατοστατίνης παρουσία του ανταγωνιστή (250µΜ) 

παρεµπόδισε την προκαλούµενη από τη σωµατοστατίνη αύξηση των επιπέδων 

cGMP γεγονός που υποδηλώνει ότι αναστολή της σύνθεσης της ΝΟ. 

παρεµποδίζει τη δράση της σωµατοστατίνης στα επίπεδα της cGMP. Επιπλέον, 

χορήγηση αργινίνης (250µΜ) στον ιστό, η οποία όπως προαναφέρθηκε 

αποτελεί πρόδροµο µόριο της ΝΟ., µιµήθηκε τη δράση της σωµατοστατίνης, 

αυξάνοντας τα επίπεδα της κυκλικής GMP. Οι παραπάνω µελέτες 

υποδεικνύουν ότι η δράση της σωµατοστατίνης στα επίπεδα cGMP σχετίζεται 

µε την ενεργοποίηση της συνθάσης της ΝΟ. και την παραγωγή ΝΟ.. 

Επιπλέον, µε δεδοµένο ότι, στον αµφιβληστροειδή αρουραίου τόσο οι 

sst2 υποδοχείς (Johnson και συν., 1999) όσο και η διαλυτή µορφή της 

γουανυλικής κυκλάσης (Ahmad και Barnstable, 1993) εντοπίζονται σε δίπολα 

κύτταρα εξετάσαµε την επίδραση της σωµατοστατίνης στα επίπεδα της cGMP 

σε κυτταρικό επίπεδο ανοσοϊστοχηµικά. Γνωρίζοντας ότι η cGMP  µεταβολίζεται 

σε GMP, χρησιµοποιήθηκε ο µη εκλεκτικός αναστολέας των 

φωσφοδιεστερασών, ΙΒΜΧ για την αποτελεσµατικότερη ανίχνευση της cGMP. 
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Ωστόσο, δεν παρατηρήθηκε καµιά ανοσοδραστικότητα στους ιστούς που 

είχαν υποστεί την επίδραση ή όχι του IBMX. Όµως, η επώαση του ιστού µε το 

δότη της ΝΟ. νιτροπρουσσιδίου (SNP) αύξησε τα επίπεδα της cGMP. 

Συγκεκριµένα, εντοπίστηκε cGMP-ανοσοδραστικότητα στα δίπολα κύτταρα 

ανάλογη µε αυτή που διαπίστωσε ο Johansson και οι συνεργάτες του (2000). Η 

χορήγηση σωµατοστατίνης αλλά και του sst2 αναλόγου L-779,976 δεν είχαν 

κανένα αποτέλεσµα µια και όπως στους ιστούς µάρτυρες δεν παρατηρήθηκε 

καθόλου cGMP-ανοσοδραστικότητα στον αµφιβληστροειδή. Αυτό πιθανά 

οφείλεται στο γεγονός ότι, ο τίτλος του αντι-cGMP αντισώµατος που 

χρησιµοποιήσαµε δεν ήταν αρκετά υψηλός µε αποτέλεσµα να µην είναι δυνατή 

η ανίχνευση τόσο της βασικής όσο και της επαγόµενης από τα 

σωµατοστατινεργικά ανάλογα αύξησης των επιπέδων της cGMP στον ιστό. Με 

το συγκεκριµένο αντίσωµα ήταν εφικτή η ανίχνευση της επαγόµενης από το 

νιτροπρουσσίδιο αύξησης της cGMP-ανοσοδραστικότητας πιθανά γιατί, το 

νιτροπρουσσίδιο προκαλεί εξεσηµασµένη αύξηση της ΝΟ. ικανή να οδηγήσει 

σε ανοσοϊστοχηµικά ανιχνεύσιµα επίπεδα cGMP.  

Η σωµατοστατίνη έχει βρεθεί ότι αποτελεί πολύ σηµαντικό ρυθµιστή των 

ιοντικών διαύλων καλίου και ασβεστίου δρώντας µέσω των sst2 υποδοχέων της 

σε αµφιβληστροειδή σαλαµάνδρας και κουνελιού (Akopian και συν., 2000, 

Petrucci και συν., 2001), ρυθµίζοντας ενδεχοµένως και την απελευθέρωση του 

γλουταµικού οξέος. Στις δράσεις αυτές της σωµατοστατίνης είναι πιθανό να 

εµπλέκεται ένα cGMP-εξαρτώµενο µονοπάτι πρωτεϊνικής κινάσης (Meriney και 

συν., 1994). Επίσης, η σωµατοστατίνη µέσω ενεργοποίησης των sst2 

υποδοχέων προκαλεί τη δραστηριοποίηση της τυροσινο-φωσφατάσης SHP-1, 

µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της νευρωνικής µορφής της συνθάσης της 

ΝΟ. (nNOs) (Lopez και συν., 2001). Η nNOs αποτελεί το υπόστρωµα για την 

τυροσινοφωσφατάση SHP-1, η οποία αποφωσφορυλιώνει τη nNOS, αυξάνει 

την παραγωγή της ΝΟ. και εποµένως και τα επίπεδα της cGMP.  

Προκειµένου να διαπιστώσουµε την παρουσία ή όχι ενός ανάλογου 

sst2/SHP-1/NOS/cGMP µονοπατιού στον αµφιβληστροειδή, µελετήσαµε την 

παρουσία της SHP-1 στον ιστό καθώς επίσης και το ρόλο του στην επαγόµενη 

από τη σωµατοστατίνη αύξηση της cGMP. ∆ιαπιστώσαµε ότι, η SHP-1 

εντοπίζεται στον αµφιβληστροειδή, καθώς επίσης και ότι ταυτόχρονη 

χορήγηση του ανταγωνιστή της SHP-1 ορθοβαναδικό νάτριο και 
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σωµατοστατίνης οδηγεί στη µείωση των επαγόµενων από τη σωµατοστατίνη 

επιπέδων της cGMP γεγονός που (i) υποδεικνύει την ύπαρξη στον ιστό ενός 

µηχανισµού δράσης της σωµατοστατίνης στον οποίο εµπλέκεται η τυροσινο-

φωσφατάση SHP-1 και (ii) ενισχύει την άποψη ότι η SHP-1 εµπλέκεται στην 

ενεργοποίηση της συνθάσης της ΝΟ. από τη σωµατοστατίνη.  

Η σωµατοστατίνη, όπως περιγράφηκε στην εισαγωγή, είναι ένα 

ανασταλτικό πεπτίδιο. Ωστόσο, µέσω των παραπάνω µηχανισµών 

αναδείχθηκαν και οι διεγερτικές της δράσεις ως προς την αύξηση των επιπέδων 

της ΝΟ. και της cGMP. 

Συγκεντρωτικά, τα αποτελέσµατα αυτής της µελέτης υποδηλώνουν ότι η 

σωµατοστατίνη διεκπεραιώνει τις φυσιολογικές δράσεις στον αµφιβληστροειδή 

µέσω ενός µηχανισµού που περιλαµβάνει τους sst2 υποδοχείς, την SHP-1, την 

ΝΟ. και την cGMP (SRIF / sst2 / SHP-1 / NO. / cGMP). Η ρύθµιση των επιπέδων 

της cGMP από τη σωµατοστατίνη είναι πολύ σηµαντική για τη λειτουργία του 

αµφιβληστροειδή µια και όπως είναι γνωστό η cGMP παίζει αξιόλογο ρόλο στη 

ρύθµιση ιοντικών διαύλων (Wei και συν., 1998), στη διαµόρφωση των 

χασµατοσυνδέσµων µεταξύ των οριζόντιων κυττάρων (DeVries και Schwartz, 

1989) καθώς επίσης και στη διαµόρφωση των χασµατοσυνδέσµων ανάµεσα 

στα βραχύινα κύτταρα και στα δίπολα κύτταρα που σχετίζονται µε τα 

κωνιοφόρα (Mills και Massey,1995). 

 

 

5.1.2 Λειτουργική χαρτογράφηση των sst1 υποδοχέων 

 

Επόµενος στόχος της παρούσας διατριβής ήταν η διαλεύκανση του 

λειτουργικού ρόλου του sst1 σωµατοστατινεργικού υποδοχέα στον 

αµφιβληστροειδή αρουραίου. Η ανοσοδραστικότητα του sst1 υπότυπου 

εντοπίζεται σε κύτταρα του αµφιβληστροειδή αρουραίου, κουνελιού και 

ανθρώπου (Cristiani και συν., 2000, Klisovic και συν., 2001, Vasilaki και συν., 

2002), µεταξύ των οποίων και βραχύινα κύτταρα που εκφράζουν 

σωµατοστατίνη (Cristiani και συν., 2000, Helboe και Möller, 1999). Ο 

συνεντοπισµός του sst1 υποδοχέα και της σωµατοστατίνης στα βραχύινα 

κύτταρα προτείνει ένα ρόλο αυτοϋποδοχέα για τον sst1. Ο άµεσος τρόπος 

εξακρίβωσης του εκλεκτικού ρόλου του sst1 ως αυτοϋποδοχέα είναι η µελέτη της 
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επίδρασης εκλεκτικού sst1 αγωνιστή στα επίπεδα της σωµατοστατίνης, µια και η 

ενεργοποίηση ενός αυτοϋποδοχέα ρυθµίζει αρνητικά την περαιτέρω 

απελευθέρωση του νευροδιαβιβαστή. Πριν όµως µελετηθεί ο ρόλος της του sst1 

ως αυτοϋποδοχέας ήταν απαραίτητο να εξακριβώσουµε τη νευρωνική 

απελευθέρωση της σωµατοστατίνης, κάτι που δεν είχε µελετηθεί  πρωτύτερα 

στον αµφιβληστροειδή. Τα επίπεδα της σωµατοστατίνης µετρήθηκαν στα 1,815 

± 0,206 pgr/µgr πρωτεΐνης. Η επώαση του ιστού µε ιόντα καλίου (100mM KCl) 

συνέβαλε στην απελευθέρωση της σωµατοστατίνης και στην αύξηση των 

επιπέδων της. Η µικρότερη συγκέντρωση του KCl που χρησιµοποιήθηκε 

(50mM), δεν επηρέασε την απελευθέρωση της σωµατοστατίνης στον 

αµφιβληστροειδή αρουραίου. Αυτό είναι σε συµφωνία µε άλλες έρευνες όπου 

η συγκέντρωση αυτή δεν επηρεάζει την απελευθέρωση νευροδιαβιβαστών 

όπως το γλουταµινικό, το ασπαρτικό και το GABA (Neal και συν., 1994). 

Επιπλέον, η απουσία ιόντων ασβεστίου µείωσαν τα επίπεδα της 

σωµατοστατίνης. Τα αποτελέσµατα αυτά συνηγορούν ότι η απελευθέρωση 

της σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή είναι κάλιο- και ασβέστιο- 

εξαρτώµενη, και άρα νευρωνική. 

Στη συνέχεια διαπιστώθηκε ότι ο εκλεκτικός αγωνιστής για τον sst1 

σωµατοστατινεργικό υποδοχέα CH275 ρύθµισε την απελευθέρωση της 

σωµατοστατίνης µειώνοντας τα επίπεδά της στις συγκεντρώσεις 10-5 και 10-6Μ. 

Η αναγκαιότητα χρήσης τόσο υψηλών συγκεντρώσεων, οφείλεται πιθανότητα 

στη µικρή διεισδυτικότητα του αναλόγου στον ιστό, ή ακόµα και στο µικρό 

αριθµό των βραχύινων κυττάρων τα οποία εκφράζουν τον sst1 υποδοχέα. 

Χορήγηση του sst1 ανταγωνιστή NVP-SRA 880 πριν τη χορήγηση του CH275, 

ανέστρεψε τη δράση του αγωνιστή γεγονός που αποδεικνύει τη 

φαρµακολογική εκλεκτικότητα του αγωνιστή. Κατά την επίδραση µόνο του 

ανταγωνιστή στον αµφιβληστροειδή θα αναµέναµε την επαγωγή της 

απελευθέρωση της σωµατοστατίνης εξαιτίας της παρεµπόδισης των sst1 

υποδοχέων που δρουν ανασταλτικά. Σύµφωνα µε τις µελέτες µας η 

απελευθέρωση της σωµατοστατίνης δε φαίνεται να επηρεάζεται από τη 

χορήγηση του sst1 ανταγωνιστή, γεγονός που έχει παρατηρηθεί και σε άλλες 

εργασίες, στις οποίες η χορήγηση ειδικού ανταγωνιστή του αυτοϋποδοχέα της 

σεροτονίνης δεν οδήγησε σε αύξηση της απελευθέρωσης του 

νευροδιαβιβαστή (de Groote και συν., 2002). Παρουσία όµως KCl, ο 
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ανταγωνιστής των sst1 σωµατοστατινεργικών υποδοχέων αύξησε τα επίπεδα 

της σωµατοστατίνης σε σχέση µε εκείνα παρουσία µόνο του KCl. Εποµένως 

µπορούµε να συµπεράνουµε ότι ο sst1 υποδοχέας δρα σαν αυτοϋποδοχέας, 

όπως προτείνεται σε προηγούµενες ανοσοïστοχηµικές µελέτες τόσο στον 

αµφιβληστροειδή (Helboe και Møller, 1999, Cristiani και συν., 2000, Dal Monte 

και συν., 2003β) όσο και στον εγκέφαλο (Helboe και συν., 1998, Schulz και 

συν., 2000), και επιβεβαιώνεται άµεσα σε µελέτες µικροδιαπίδυσης στον επικλινή 

πυρήνα του διαφράγµατος αρουραίου (Vasilaki και συν., 2004) αλλά και σε 

µεταγενέστερες µελέτες σε κυτταρική σειρά παγκρέατος (Roosterman και συν., 

2007). 

Η χορήγηση του sst2 εκλεκτικού αναλόγου ΜΚ678, δεν επηρεάζει την 

απελευθέρωση της ενδογενούς σωµατοστατίνης, γεγονός που επαληθεύει το 

µη συνεντοπισµό του sst2 υποδοχέα της σωµατοστατίνης σε κύτταρα που 

περιέχουν σωµατοστατίνη (Thermos, 2003) και τον εκλεκτικό ρόλο του sst1 ως 

αυτοϋποδοχέα του νευροπεπτιδίου.  

Τέλος, αξίζει να σηµειωθεί ότι, η µελέτη αυτή απέδειξε τη νευρωνική 

απελευθέρωση της σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή και ήταν η πρώτη 

που ανέδειξε την ύπαρξη ενός αυτοϋποδοχέα πεπτιδίου στον ιστό. 

 

 

5.2 ΝΕΥΡΟΠΡΟΣΤΑΤΕΥΤΙΚΕΣ ∆ΡΑΣΕΙΣ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΟΣΤΑΤΙΝΗΣ ΣΤΑ ΜΟΝΤΕΛΑ 

ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΙΚΗΣ ΙΣΧΑΙΜΙΑΣ ΣΕ ΑΡΟΥΡΑΙΟ  

 

Η ανεύρεση νευροπροστατευτικών παραγόντων για τη θεραπεία 

αµφιβληστροειδοπαθειών, αποτελεί τα τελευταία χρόνια το στόχο έντονης 

ερευνητικής προσπάθειας. Έχει επιτευχθεί σηµαντική πρόοδος στην κατανόηση 

των µηχανισµών που διέπουν τη νεοαγγείωση και τη νευροεκφύλιση του 

αµφιβληστροειδούς οι οποίες αποτελούν κοινό τόπο ασθενειών όπως η 

διαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια, η ηλικιακή εκφύλιση της ωχράς κηλίδας, η 

αµφιβληστροειδοπάθεια της προωρότητας και οι αµφιβληστροειδικές 

αρτηριακές/φλεβικές αποφράξεις και αγγειίτιδες. Η ερευνητική αυτή 

προσπάθεια έχει οδηγήσει την ανάπτυξη επεµβατικών µεθόδων και 

φαρµακολογικών σκευασµάτων χρήσιµων για την αντιµετώπιση της 

νεοαγγείωσης του αµφιβληστροειδή εντούτοις, δεν έχει ακόµα επιτύχει την 



ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 117 

ανάπτυξη κατάλληλων στρατηγικών για την αντιµετώπιση της εκφύλισης του 

αµφιβληστροειδή. Η κύρια θεραπεία της διαβητικής αµφιβληστροειδοπάθειας 

και της γεροντικής εκφύλισης της ωχράς κηλίδας παραµένει ακόµη και σήµερα 

η φωτοπηξία µε laser µόνη ή σε συνδυασµό µε συστηµατική χορήγηση 

φωτοευαίσθητων πορφυρινών (φωτοδυναµική θεραπεία, MPS 1991, 1994α, 

1994β). Τα τελευταία πέντε χρόνια εγκρίθηκε από τον Αµερικάνικο Οργανισµό  

Τροφίµων και Φαρµάκων (FDA) η χρήση αντι-VEGF παραγόντων 

(Cunningham και συν., 2005, Ferrara και συν., 2006, 2007, Brown και συν., 

2006, Rosenfeld και συν., 2005, 2006α, 2006β, Schmidt-Erfurth και συν., 2006, 

The Macugen Diabetic Retinopathy Study Group 2005, 2006, Avery και συν., 

2006). Τα αποτελέσµατα των αντι-VEGF φαρµάκων είναι θεαµατικά και έχουν 

δώσει ελπίδες σε ασθενείς. Ωστόσο, τα φάρµακα αυτά δεν στερούνται 

παρενεργειών και δεν αντιµετωπίζουν την εκφύλιση του αµφιβληστροειδή. 

Για την πιο αποτελεσµατική αντιµετώπιση των ισχαιµικών 

αµφιβληστροειδοπαθειών, η θεραπεία θα πρέπει να στοχεύει όχι µόνο στη 

νεοαγγείωση αλλά και στον κυτταρικό θάνατο. Τα φάρµακα τα οποία θα 

µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν θα πρέπει να µειώνουν τα επίπεδα του 

γλουταµινικού οξέος, να αναστέλλουν τους ιοντοτροπικούς υποδοχείς, να 

µειώνουν τα επίπεδα του ενδοκυττάριου ασβεστίου, να αναστέλλουν τον 

προκαλούµενο από την ισχαιµία αποπτωτικό θάνατο (Εικόνα – 12).  

Η σωµατοστατατίνη ήταν γνωστή για τις αντινεοαγγειακές της δράσεις. 

λόγω της αρνητικής ρύθµισης που προκαλεί στην έκκριση της αυξητικής 

ορµόνης. Τα sst2 εκλεκτικά σωµατοστατινεργικά ανάλογα αναστέλλουν τη 

νεοαγγείωση του αµφιβληστροειδή µέσω µείωσης των επιπέδων της GH και του 

IGF (Grant και συν., 1986, Smith και συν., 1997, Higgins και συν., 2002). 

Πρόσφατες µελέτες υποστηρίζουν επίσης ότι η σωµατοστατίνη ρυθµίζει 

αρνητικά και τα επίπεδα του VEGF (Dal Monte και συν., 2007). 

Αντιαγγειογενετική δραστικότητα διαθέτουν επίσης και τα µη πεπτιδικά 

σωµατοστατινεργικά ανάλογα NISAs (non peptide imidazolidin-2,4-dione SRIF 

receptor agonists) µετά τη συστηµική χορήγησή τους σε συγκεντρώσεις της 

τάξης των µΜ στο µοντέλο της επαγόµενης από το οξυγόνο 

αµφιβληστροειδοπάθειας νεογνών και στο µοντέλο της επαγόµενης από το 

laser χοριοειδούς νεοαγγείωσης, σε ποντίκια (Palii και συν., 2008). 
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Εκτός από τις αντινεοαγγειακές της δράσεις, η σωµατοστατίνη έχει 

πιθανά και νευροπροστατευτική δράση. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται από 

µελέτες στον εγκέφαλο οι οποίες υποστηρίζουν ότι η σωµατοστατίνη και τα 

εκλεκτικά για τον sst2 υποδοχέα ανάλογά της προστάτευσαν νευρώνες του 

εγκεφαλικού φλοιού από διεγερτοτοξικότητα οφειλόµενη στα διεγερτικά 

αµινοξέα NMDA και καινικό οξύ (Forloni και συν., 1997, Braun και συν., 1998). 

Στην εργασία του Forloni και συν. (1997) διαπιστώθηκε ότι η προστασία των 

νευρώνων του φλοιού από το sst2 σωµατοστατινεργικό ανάλογο ήταν 

εξαρτώµενη από την cGMP. Εποµένως, η νευροπροστασία αυτή µπορεί να 

οφείλεται στις δράσεις της σωµατοστατίνης στα επίπεδα ενδοκυττάριου 

ασβεστίου µια και ενεργοποίηση των sst2 και sst5 υποδοχέων οδήγησε σε 

αναστολή των ρευµάτων ασβεστίου µέσω ανασταλτικής ρύθµισης διαύλων 

ασβεστίου (Tallent και συν., 1996), διαµεσολαβούµενης από ένα cGMP-

ευαίσθητο µηχανισµό (Meriney και συν., 1994). Επιπλέον, το γεγονός ότι η 

σωµατοστατίνη και το sst2/5 ανάλογό της οκτρεοτίδη έχουν χρησιµοποιηθεί µε 

επιτυχία για την προστασία των αµφιβληστροειδικών νευρώνων και την 

αποφυγή του οιδήµατος µετά από την αύξηση της ενδοφθάλµιας πίεσης και 

την επαναιµάτωση του αµφιβληστροειδή χοίρων (Celiker και Iihan, 2002) 

ενισχύει την άποψη ότι η σωµατοστατίνη διαθέτει νευροπροστατευτικές δράσεις 

στον ιστό επιπρόσθετες των αντιαγγειογενετικών της. 

Ο κύριος στόχος της παρούσας µελέτης ήταν η ταυτοποίηση της 

νευροπροστατευτικής δράσης της σωµατοστατίνης και των αναλόγων της σε 

διαφορετικά µοντέλα αµφιβληστροειδοπαθειών. Χρησιµοποιήθηκαν δύο 

µοντέλα αµφιβληστροειδικής ισχαιµίας, αυτά της διεγερτοτοξικότητας και της 

χηµικής ισχαιµίας.  

Η χρήση του µοντέλου µε επίδραση διεγερτικών αµινοξέων δεν κατέστη 

δυνατή µια και κάτω από τις δικές µας συνθήκες (συγκεντρώσεις διεγερτικών 

αµινοξέων έως 4mM) δεν ήταν δυνατό να προκληθεί κυτταρικός θάνατος σε 

τέτοιο υψηλό βαθµό ώστε να είναι εύκολα διακριτή η νευροπροστατευτική 

δράση των προς µελέτη ουσιών. Ίσως απαιτούνται µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις της τάξης των 100mΜ και πάνω. Για το λόγο αυτό, στη 

συνέχεια της µελέτης, εστιάσαµε τις προσπάθειες µας στο µοντέλο της χηµικής 

ισχαιµίας µιας και οι πρώτες πιλοτικές µελέτες έδωσαν το επιθυµητό 

αποτέλεσµα ως προς την πρόκληση του κυτταρικού θανάτου. 
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Το µοντέλο της χηµικής ισχαιµίας χρησιµοποιήθηκε αρχικά σε τοµές 

ιπποκάµπου (Reiner και συν., 1990) κι αργότερα σε πρωτογενείς καλλιέργειες 

αµφιβληστροειδικών κυττάρων κοτόπουλου (Ferreira και συν., 1997), και 

αφορά τη χρήση κυανιούχου νατρίου και ιωδοοξικού οξέος. Το κυανιούχο 

νάτριο αποτελεί τον αναστολέα της οξειδάσης του µιτοχονδριακού 

κυτοχρώµατος c, παρεµποδίζει την οξειδωτική φωσφορυλίωση και µιµείται την 

ανοξία. Το ιωδοοξικό οξύ απ’την πλευρά του, είναι ο αναστολέας της 3-

φωσφογλυκεραλδεϋδικής αφυδρογωνάσης η οποία αποτελεί το ένζυµο της 

γλυκόλυσης και οδηγεί σε υπογλυκαιµία. Τα δύο αυτά γεγονότα, ανοξία και 

υπογλυκαιµία, παρατηρούνται σε καταστάσεις ισχαιµίας.  

Κατά την προσαρµογή του µοντέλου αυτού στον αµφιβληστροειδή 

αρουραίου πραγµατοποιήθηκαν εκτεταµένες πιλοτικές µελέτες για την εύρεση 

των πιο αποτελεσµατικών συνθηκών για την επίτευξη της χηµικής ισχαιµίας. 

Απαιτήθηκε επώαση του ιστού για τουλάχιστον µία ώρα στο µίγµα της χηµικής 

ισχαιµίας (κυανιούχο νάτριο 25mM / ιωδοοξικό οξύ 5mM) και σε συνθήκες 

5%CO2/95%αέρα στους 37οC ώστε να παρατηρηθεί ισχαιµία και να 

επηρεαστούν οι κυτταρικοί πληθυσµοί των αµφιβληστροειδικών κυττάρων 

χρησιµοποιώντας αντισώµατα έναντι δεικτών αµφιβληστροειδικών κυττάρων. 

Με ανοσοϊστοχηµικές µελέτες φάνηκε ότι οι κυτταρικοί πληθυσµοί που 

επηρεάζονται, εντοπίζονται κυρίως στην εσωτερική κοκκώδη στιβάδα και 

πρόκειται για βραχύινα κύτταρα που περιέχουν ακετυλοτρανφεράση της 

χολίνης (χολινεργικά),  υδροξυλάση της τυροσίνης (ντοπαµινεργικά) και 

συνθάση της ΝΟ. καθώς και για δίπολα κύτταρα που σχετίζονται µε τα 

ραβδιοφόρα. Επιπρόσθετα επηρεάζονται επίσης και έκτοπα βραχύινα 

χολινεργικά κύτταρα τα οποία εντοπίζονται στη γαγγλιακή στιβάδα. Τα 

αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώθηκαν και µε τη χρήση της TUNEL όπου 

σηµειώθηκε εκτεταµένος κυτταρικός θάνατος µετά την εφαρµογή χηµικής 

ισχαιµίας. 

Η χρονική διάρκεια της επώασης του ιστού µας (60 λεπτά) αλλά και οι 

συγκεντρώσεις του κυανιούχου νατρίου και του ιωδοοξικού οξέος 

(25mM/5mM) για την επίτευξη της ισχαιµίας ήταν µεγαλύτερες σε σχέση µε 

αυτές της οµάδας του Ferreira (1997) (20 λεπτά και 2,5mΜ/0,5mM, αντίστοιχα) 

στις πρωτογενείς καλλιέργειες αµφιβληστροειδικών κυττάρων κοτόπουλου. Το 

γεγονός αυτό οφείλεται πιθανότητα στο ότι η πρόσβαση των ουσιών είναι 
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πολύ πιο εύκολη σε κύτταρα απ’ότι σ’έναν ιστό και εποµένως χρειάζεται 

λιγότερος χρόνος για να δράσουν. Ο χρόνος που απαιτήθηκε στα πειράµατά 

µας για την επίτευξη της ισχαιµίας και για τον εκφυλισµό των κυττάρων της 

εσωτερικής κοκκώδους στιβάδας, είναι σύµφωνος µε µελέτη των Izumi και συν. 

(2003). Στην παραπάνω εργασία, η ισχαιµία προκλήθηκε µε αφαίρεση 

γλυκόζης και αντικατάσταση του οξυγόνου µε άζωτο για 60-90 λεπτά και 

παρατηρήθηκε έντονος εκφυλισµός των κυττάρων της εσωτερικής κοκκώδους 

στιβάδας. Η ευαισθησία των κυττάρων αυτών κατά την ισχαιµία αποδίδεται 

στην απελευθέρωση του γλουταµινικού οξέος και στην ενεργοποίηση των 

NMDA και των µη-NMDA υποδοχέων του. Στην ίδια µελέτη δε γίνεται καµιά 

αναφορά σε µορφολογικές αλλαγές στα γαγγλιακά κύτταρα, γεγονός που 

συµφωνεί µε τα δικά µας ευρήµατα, σύµφωνα µε τα οποία δεν παρατηρείται 

καµία αλλαγή στην ανοσοδραστικότητα του δείκτη των γαγγλιακών κυττάρων 

ΜΑΡ1Α µετά την εφαρµογή χηµικής ισχαιµίας.  

Τέλος, αξίζει να σηµειωθεί ότι υπάρχουν µελέτες οι οποίες δείχνουν ότι ο 

αριθµός των γαγγλιακών κυττάρων είναι δυνατό να επηρεαστεί από την 

ισχαιµία που προκαλείται µε αύξηση της ενδοφθάλµιας πίεσης, αλλά το 

αποτέλεσµα αυτό φαίνεται ότι σχετίζεται άµεσα µε τη χρονική διάρκεια αύξησης 

της ενδοφθάλµιας πίεσης καθώς επίσης και στην επαναιµάτωση του ιστού 

που ακολουθεί (Sellés-Navarro και συν., 1996).  

Στο µοντέλο χηµικής ισχαιµίας το οποίο αναπτύχθηκε παρέχονται 

πληροφορίες για τις πρώιµες αλλαγές που προκαλούνται στη φυσιολογία και 

λειτουργία του αµφιβληστροειδή κατά την πρόκληση της ισχαιµίας και όχι σε 

αυτές που παρατηρούνται σε χρόνιες καταστάσεις. Το γεγονός ότι κατά τη 

χηµική ισχαιµία η εκφύλιση εστιάζεται σε κύτταρα της εσωτερικής κοκκώδους 

στιβάδας, συνάδει µε τα αποτελέσµατα και άλλων εργασιών στις οποίες επίσης 

οι βλάβες που προκαλούνται από την  ισχαιµία στην εσωτερική κοκκώδη 

στιβάδα και στην εσωτερική δικτυωτή στιβάδα ήταν σηµαντικότερες. Για 

παράδειγµα, οι Dijk και Kamphuis (2004) έδειξαν ότι έπειτα από αύξηση της 

ενδοφθάλµιας πίεσης ο αριθµός των αποπτωτικών κυττάρων της εσωτερικής 

κοκκώδους στιβάδας ήταν τριπλάσιος από αυτόν που εντοπίζονταν στη 

γαγγλιακή στιβάδα. 

Κατά τη χαρτογράφηση των σωµατοστατινεργικών υποδοχέων στον 

αµφιβληστροειδή αρουραίου, ο sst2A υπότυπος εντοπίστηκε σε διάφορους 
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πληθυσµούς κυττάρων, κυρίως σε δίπολα κύτταρα που σχετίζονται µε τα 

ραβδιοφόρα αλλά και σε δίπολα κύτταρα που σχετίζονται µε τα κωνιοφόρα, σε 

κωνιοφόρους φωτοϋποδοχείς, σε οριζόντια κύτταρα και σε βραχύινα κύτταρα 

που περιέχουν το ένζυµο υδροξυλάση της τυροσίνης, ενώ ο sst2B στους 

φωτοϋποδοχείς (Thermos, 2003). Επιπλέον, επειδή σύµφωνα µε RT-PCR µελέτες 

ο sst2 υπότυπος της σωµατοστατίνης είναι και ο επικρατέστερος στο µάτι (Mori 

και συν., 1997) δόθηκε ιδιαίτερη έµφαση στη χρήση των sst2 εκλεκτικών 

αγωνιστών ως νευροπροστατευτικά.  

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα µας, η νευροπροστασία που παρείχαν 

στα χολινεργικά κύτταρα οι εκλεκτικοί αγωνιστές ΒΙΜ23014 και ΜΚ678 ήταν 76% 

και 49%, αντίστοιχα. Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και µε τη χρήση 

της κορτιστατίνης - ένα νευροπεπτίδιο το οποίο έχει υψηλή συγγένεια για όλους 

τους υπότυπους των υποδοχέων της σωµατοστατίνης (Siehler και συν., 1998) - 

η οποία προσέφερε κατά 58% προστασία στα χολινεργικά κύτταρα. To 

ΒΙΜ23014 και η κορτιστατίνη παρείχαν προστασία τόσο στα χολινεργικά 

κύτταρα της εσωτερικής κοκκώδους στιβάδας (78% και 59%, αντίστοιχα) όσο 

και σε αυτά της γαγγλιακής στιβάδας (74% και 58%, αντίστοιχα). Αντίθετα, ο 

δεύτερος sst2 αγωνιστής που χρησιµοποιήθηκε ΜΚ678, προστάτευσε εκλεκτικά 

τα χολινεργικά κύτταρα της εσωτερικής κοκκώδους στιβάδας κατά 72% ενώ η 

προστασία των χολινεργικών κυττάρων της γαγγλιακής στιβάδας περιορίστηκε 

µόλις στο 24% αυτών. Η διαφορά της αποτελεσµατικότητας των sst2 αναλόγων 

µπορεί να έγκειται σε διαφορετικές απορροφήσεις των φαρµάκων από τον 

αµφιβληστροειδή εξαιτίας της διαφορετικής τους δοµής.  

Στα πειράµατά µας η νευροπροστασία που παρείχαν και οι τρεις ουσίες 

(ΒΙΜ23014, ΜΚ678 και κορτιστατίνη) ήταν συγκεντρωσο-εξαρτώµενη. Το 

αποτέλεσµα αυτό είναι σε συµφωνία µε προηγούµενη µελέτη στην οποία ο 

Rauca και οι συνεργάτες του, (1999) έδειξαν ότι η σωµατοστατίνη, η οκτρεοτίδη 

και η κορτιστατίνη ήταν αποτελεσµατικές µε ένα συγκεντρωσο-εξαρτώµενο 

τρόπο κατά των βλαβών που προκαλεί η εστιακή ισχαιµία µετά από 

αποκλεισµό της µέσης εγκεφαλικής αρτηρίας. Η µελέτη αυτή συµφωνεί µε τα 

αποτελέσµατα µας όχι µόνο σε ότι αφορά τη συγκεντρωσο-εξαρτώµενη 

δράση των σωµατοστατινεργικών αναλόγων αλλά και στο γεγονός ότι  οι 

συγκεντρώσεις των ουσιών µε τις οποίες επιτυγχάνεται η νευροπροστασία 

ήταν στο ίδιο εύρος. Τα αποτελέσµατά µας είναι επίσης σε συµφωνία µε in vivo 
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µελέτες που δείχνουν ότι τα σωµατοστατινεργικά ανάλογα εµποδίζουν την 

αµφιβληστροειδική νεοαγγείωση σε µοντέλο αµφιβληστροπάθειας 

προκαλούµενη από υψηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου σε ποντίκι (Smith και 

συν., 1997, Higgins και συν., 2002).  

Ωστόσο, στο µοντέλο µας, η ίδια η σωµατοστατίνη δεν ήταν ικανή να 

προστατέψει τον αµφιβληστροειδή από τη χηµική ισχαιµία πιθανότατα εξαιτίας 

της αποικοδόµησής της. Πράγµατι, αποδείξαµε ότι, στις συνθήκες της 

παρούσας µελέτης τα επίπεδα της σωµατοστατίνης στο µίγµα της χηµικής 

ισχαιµίας µειώνονται δραµατικά στο χρόνο µια και µετά από προσθήκη 1µΜ 

σωµατοστατίνης µετρήθηκαν µόλις στα 277+33nM πεπτιδίου, 30 λεπτά µετά την 

έναρξη της ισχαιµίας. Αυτό οφείλεται πιθανά στο γρήγορο µεταβολισµό της 

σωµατοστατίνης µια και ο χρόνος ηµιζωής της είναι µικρότερος των 3 λεπτών. 

Η αδυναµία αυτή δράσης της σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή in vitro 

έχει αναφερθεί και σε προηγούµενες µελέτες και µάλιστα µε χρήση 

µεγαλύτερων συγκεντρώσεων του πεπτιδίου (Vasilaki και συν., 2002).  

Σε αντίθεση µε τους sst2 εκλεκτικούς αγωνιστές, η χορήγηση sst4 και sst5 

εκλεκτικών αναλόγων (L803,087 και L-817,818, αντίστοιχα) δεν ήταν 

αποτελεσµατική στην προστασία του αµφιβληστροειδή από τη χηµική ισχαιµία. 

Όσον αφορά το sst4 ανάλογο, κάτι τέτοιο ήταν αναµενόµενο, µια και οι sst4 

υποδοχείς της σωµατοστατίνης εντοπίζονται µόνο σε γαγγλιακά κύτταρα τα 

οποία, όπως προαναφέρθηκε, δεν επηρεάζονται στο µοντέλο µας. Αντίθετα, οι 

sst5 υποδοχείς εντοπίζονται σε σωµατοστατινεργικά, χολινεργικά και 

ντοπαµινεργικά βραχύινα κύτταρα στον αµφιβληστροειδή αρουραίου (Ke και 

Zhong, 2007) και  εποµένως είναι λογικό να υποθέσουµε ότι η σωµατοστατίνη 

θα µπορούσε να δράσει νευροπροστατευτικά µέσω των sst5 υποδοχέων της σε 

αυτούς τους κυτταρικούς τύπους. Πράγµατι, η νευροπροσατευτική δράση της 

σωµατοστατίνης µετά από ενεργοποίηση των sst5 υποδοχέων της αποδείχθηκε 

από την τελευταία in vivo µελέτη του εργαστηρίου µας στην οποία 

παρατηρήθηκε νευροπροστασία έναντι της προκαλούµενης από το AMPA 

νευροτοξικότητας στον αµφιβληστροειδή αρουραίου in vivo (Kiagiadaki και 

συν., 2010). Ωστόσο, αξίζει να σηµειωθεί ότι, στην παρούσα µελέτη το sst5 

εκλεκτικό ανάλογο L-817,818, χρησιµοποιήθηκε σε συγκέντρωση 1µΜ, (βέλτιστη 

συγκέντρωση δράσης των sst2 αναλόγων) ενώ στην εργασία της Kiagiadaki 

και των συνεργατών της (2010), το ανάλογο αυτό, παρέχει µερική 
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νευροπροστασία σε συγκέντρωση 100µΜ. Επιπλέον, σηµαντικό είναι επίσης το 

γεγονός ότι, στα δύο αυτά µοντέλα (in vitro χηµική ισχαιµία και in vivo 

διεγερτοτοξικότα) οι µηχανισµοί που οδηγούν στη νευροτοξικότητα είναι 

διαφορετικοί. Επιπρόσθετα, δε γνωρίζουµε πόσο λειτουργικοί είναι οι sst5 

υποδοχείς µετά από την πρόκληση χηµικής ισχαιµίας αλλά και κατά πόσο 

υπάρχει πρόσδεση του sst5 αγωνιστή, L-817,818 και στους sst1 αυτoϋποδοχείς 

(ki=3,3nM, πίνακας 2) η οποία θα οδηγούσε σε αναίρεση της πιθανής sst5 

νευροπροστατευτικής του δράσης.  

Συγκεντρωτικά, από τις µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν στο πλαίσιο 

της παρούσας διατριβής, µπορούµε να συµπεράνουµε την εκλεκτική 

νευροπροστατευτική δράση της σωµατοστατίνης µετά από ενεργοποίηση των 

sst2 υποδοχέων της και την αδυναµία επίτευξης νευροπροστασίας κατά της 

χηµικής ισχαιµίας µε τη χρήση sst5 αναλόγων τουλάχιστον στις συγκεντρώσεις 

που αυτά χρησιµοποιήθηκαν στα πλαίσια της διατριβής. 

 Οι µηχανισµοί µέσω των οποίων τα σωµατοστατινεργικά ανάλογα 

αποτρέπουν τις βλάβες που προκαλούνται από τη χηµική ισχαιµία δεν είναι 

γνωστοί. Όπως προαναφέρθηκε, η κύρια αιτία του κυτταρικού θανάτου 

φαίνεται να είναι η αύξηση των επιπέδων του γλουταµινικού οξέος, η 

επακόλουθη διέγερση των ιονοτροπικών υποδοχέων και η αύξηση του 

ενδοκυττάριου ασβεστίου η οποία οδηγεί είτε σε παραγωγή ελευθέρων ριζών 

είτε/και σε καταστροφή του µιτοχονδρίου, είτε στην επαγωγή ενζύµων που 

οδηγούν στην απόπτωση (Osborne και συν., 2004, εικόνα-12). Η 

σωµατοστατίνη αναστέλλει τη λειτουργία των διαύλων ασβεστίου (Tallent και 

συν., 1996) και ως εκ τούτου µπορεί να αποτελέσει νευροπροστατευτικό µόριο. 

Ο µηχανισµός αυτός µπορεί να ισχύει για τη νευροπροστασία που παρέχουν 

τα sst2 σωµατοστατινεργικά ανάλογα στα δίπολα κύτταρα και τα βραχύινα 

ντοπαµινεργικά κύτταρα, δεδοµένου ότι ο sst2 σωµατοστατινεργικός υποδοχέας 

εκφράζεται στα κύτταρα αυτά (Helboe και συν., 1999, Johnson και συν., 1998, 

Vasilaki και συν., 2001). ∆εν εξηγεί όµως τις νευροπροστατευτικές δράσεις στα 

κύτταρα τα οποία δεν εκφράζουν τους sst2 υποδοχείς, όπως για παράδειγµα σε 

άλλες κατηγορίες βραχύινων κυττάρων. Άλλες µελέτες στη βιβλιογραφία 

υποστηρίζουν ότι η σωµατοστατίνη µειώνει τα ρεύµατα ασβεστίου µέσω ενός 

µηχανισµού που εµπλέκει την κυκλική GMP (Meriney και συν., 1994). Στον 

εγκέφαλο, η κυκλική GMP έχει εµπλακεί στις προστατευτικές δράσεις της 
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σωµατοστατίνης κατά το νευρωνικό θάνατο που προκαλείται από το διεγερτικό 

αµινοξύ NMDA σε καλλιέργειες κυττάρων εγκεφαλικού φλοιού (Forloni και συν., 

1997). Εποµένως, η κυκλική GMP µπορεί να αποτελεί ένα σηµαντικό παίκτη στις 

νευροπροστατευτικές δράσεις της σωµατοστατίνης.  
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Τροποποίηση από Osborne και συν., 2004 

 

Εικόνα - 12: Ο καταρράκτης των γεγονότων που σχετίζονται µε την εµφάνιση 
αµφιβληστροειδικής ισχαιµίας. 
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Όπως προαναφέρθηκε, µελέτες του εργαστηρίου µας έδειξαν ότι η 

σωµατοστατίνη αυξάνει τα επίπεδα της ΝΟ. (Vasilaki και συν., 2002) και της 

κυκλικής GMP σε έκτοπες καλλιέργειες αµφιβληστροειδή αρουραίου µέσω ενός 

µηχανισµού που εµπλέκει sst2/SHP-1/NO./cGMP (παρούσα µελέτη). Μπορούµε 

λοιπόν να οδηγηθούµε στην υπόθεση ότι το σηµατοδοτικό µονοπάτι 

ΝΟ./κυκλική GMP µπορεί να στοχεύει τη σύνθεση της κυκλικής GMP στο ίδιο 

κύτταρο που εκφράζονται οι sst2 σωµατοστατινεργικοί υποδοχείς ή σε γειτονικά 

κύτταρα, µια και η ΝΟ. είναι αέριο, και µε τον τρόπο αυτό να εµπλέκεται στη 

νευροπροστατευτική δράση των σωµατοστατινεργικών αναλόγων. 

Θέσαµε λοιπόν το εξής ερώτηµα: εµπλέκονται οι  ΝΟ. και η cGMP στις 

προστατευτικές δράσεις των sst2 αναλόγων της σωµατοστατίνης στον 

αµφιβληστροειδή; 

Για να απαντήσουµε στο παραπάνω ερώτηµα έπρεπε πρώτα να 

µελετήσουµε τις πιθανές νευροπροστατευτικές δράσεις της ίδιας της ΝΟ.. 

Πραγµατοποιήσαµε µελέτες οι οποίες βασίστηκαν στη χρήση αργινίνης και των 

δοτών του µονοξειδίου του αζώτου SNP, SIN-1 και NONOate δεδοµένου ότι η 

ΝΟ. ως αέριο δεν µπορεί να χορηγηθεί κατά την πειραµατική διαδικασία. 

Χρησιµοποιήσαµε ένα ευρύ φάσµα συγκεντρώσεων της αργινίνης (0,05, 0,125, 

0,25, 0,5, 1 και 2mM) και του δότη της ΝΟ. SNP (0,25, 0,5, 1, 2 και 4mM) ώστε να 

επιτύχουµε την κατάλληλη συγκέντρωση ΝΟ. η οποία θα έχει ευεργετική και όχι 

τοξική δράση στον ιστό κατά την πρόκληση χηµικής ισχαιµίας. Καµία από τις 

συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν δε στάθηκε ικανή να προστατέψει τον 

αµφιβληστροειδή. Παρά ταύτα, δεν είµαστε σε θέση να γνωρίζουµε αν 

χρησιµοποιήσαµε υψηλότερες ή χαµηλότερες συγκεντρώσεις των ουσιών από 

αυτές που απαιτούνται για την επίτευξη νευροπροστασίας µια και δεν  ήµασταν 

σε θέση να ξέρουµε τα ακριβή επίπεδα της ΝΟ. στο ιστό. Επιπλέον, ένας άλλος 

παράγοντας που πρέπει να λάβουµε υπόψη στο µοντέλο της χηµικής 

ισχαιµίας, είναι η χρήση του NaCN. Το NaCN είναι αναστολέας της οξειδωτικής 

φωσφορυλίωσης και χρησιµοποιήθηκε για την ικανότητά του να προξενεί 

υποξία. Η υποξία έχει άµεση επίδραση στον µεταφορέα αργινίνης (Block και 

συν., 1995, Zharikov και Block, 2000) και έχει δειχτεί ότι η υποξία αναστέλλει την 

επαναπρόσληψη αργινίνης επηρεάζοντας ενδεχοµένως την παραγωγή της 

ΝΟ.. Η έλλειψη της δράσης του SNP µπορεί να οφείλεται στην απότοµη και 

ταχύτατη απελευθέρωση της ΝΟ., η οποία επαυξάνει τις τοξικές δράσεις του 
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NaCN. Εναλλακτικά, ο σχηµατισµός της ΝΟ. από το SNP, το οποίο συνοδεύεται 

από το σχηµατισµό του κυανιδίου (CN-), µπορεί να ανασταλεί µε την εξωγενή 

προσθήκη κυανιδίου (Yamamoto και Bing, 2000, Bates και συν.,1991). 

Σύµφωνα µε τις µελέτες µας και σε αντίθεση µε την αργινίνη και το SNP, 

το ΝΟΝΟate, το οποίο είναι ένας αργός δότης της ΝΟ., ήταν ικανό να 

προστατέψει τον αµφιβληστροειδή από τη χηµική ισχαιµία, αν και όχι 

ολοκληρωτικά. Το µόριο αυτό είναι σταθερό σε υψηλό pH και ο χρόνος 

ηµιζωής του µπορεί να είναι από µερικά λεπτά έως και αρκετές µέρες ανάλογα 

µε τη δοµή τους (Hrabie και συν., 1993). Το spermine NONOate το οποίο 

χρησιµοποιήσαµε έχει χρόνο ηµιζωής 39 λεπτά στους 37οC και pH=7,4. Είναι 

πιθανό κατά την πειραµατική διαδικασία το pH να µειώθηκε και το ΝΟΝΟate να 

αποσυντέθηκε χωρίς να παράγει ικανά επίπεδα ΝΟ. καθ΄ όλη τη διάρκεια 

επώασης ή για µέρος του χρόνου αυτού παρέχοντας έτσι µόνο µερική 

προστασία. 

Σε ότι αφορά στο SIN-1, ο δότης αυτός της ΝΟ. προστάτεψε τον 

αµφιβληστροειδή από τη χηµική ισχαιµία κατά ένα συγκεντρωσο-εξαρτώµενο 

τρόπο και προσέφερε τη µέγιστη προστασία στα χολινεργικά κύτταρα στη 

συγκέντρωση των 0,1mM. Στην συγκέντρωση των 1mM δεν παρατηρήθηκε 

καµιά προστασία. Το SIN-1 είναι ενεργός αλλά ασταθής µεταβολίτης της 

µολσιδοµίνης (Yamamoto και Bing, 2000, Feelisch και Noack, 1987). 

Μεταβολίζεται σε δύο στάδια, αρχικά σε SIN-1A και στη συνέχεια σε ΝΟ. και SIN-

1C, σε Ο2- και περοξυνιτρώδες, όπως φαίνεται και στην εικόνα-13 (Feelisch και 

Noack, 1987, Schrammel και συν, 1998). Παρότι το περοξυνιτρώδες αποτελεί 

τοξικό µεταβολικό προϊόν της ΝΟ., υπάρχουν ενδείξεις ότι µπορεί να δράσει 

νευροπροστατευτικά (García-Nogales και συν., 2003). Για να ελέγξουµε αν η 

προστατευτική δράση του SIN-1 οφείλεται στο περοξυνιτρώδες, εξετάσαµε αν η 

L-κυστεΐνη, (ουσία η οποία αποµακρύνει το περοξυνιτρώδες), αναστέλλει την 

ευεργετική δράση του SIN-1. Τα αποτελέσµατα µας έδειξαν ότι η L-κυστεΐνη 

µείωσε µερικώς τη νευροπροστατευτική δράση του SIN-1, οδηγώντας µας έτσι 

στο συµπέρασµα ότι ένας µηχανισµός αύξησης της ΝΟ. και του 

περοξυνιτρώδους συµπεριλαµβάνεται στους νευροπροστατευτικούς 

µηχανισµούς δράσεις του SIN-1. 
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Εικόνα-13: Το SIN-1 µεταβολίζεται σε SIN-1A. Παρουσία οξυγόνου παράγεται Ο2.- και η 
ασταθής ρίζα SIN-1.+ η οποία µεταβολίζεται γρήγορα σε ΝΟ. και SIN-1C. Η ΝΟ. και η Ο2.- 
αντιδρούν και παράγουν το περοξυνιτρώδες. 

 

 

Προκειµένου να εξετάσουµε τις πιθανές τοξικές δράσεις του SIN-1 στον 

αµφιβληστροειδή, επωάσαµε τον φυσιολογικό ιστό παρουσία διαφορετικών 

συγκεντρώσεων SIN-1 και απουσία του µίγµατος της χηµικής ισχαιµίας. Στις 

χαµηλότερες συγκεντρώσεις (0,1, 0,3 και 1mM) του SIN-1 - που 

χρησιµοποιήθηκαν και στο µοντέλο της χηµικής ισχαιµίας - δεν επηρεάστηκε η 

ανοσοδραστικότητα του ChAT ή του TUNEL. Στη µεγαλύτερη συγκέντρωση των 

3mM παρατηρήθηκε µείωση των χολινεργικών κυττάρων και αύξηση των 

αποπτωτικών κυττάρων. Το γεγονός αυτό αποδεικνύει ότι το SIN-1 σε χαµηλές 

συγκεντρώσεις δρα ως νευροπροστατευτικό κατά της χηµικής ισχαιµίας, ενώ 

σε υψηλές δόσεις έχει τοξική δράση στον ιστό η οποία οδηγεί σε κυτταρικό 

θάνατο. Με βάση τα αποτελέσµατα µας, είναι αδύνατο να κάνουµε 

οποιαδήποτε εκτίµηση για τις προκύπτουσες από το SIN-1 συγκεντρώσεις της 

ΝΟ. µια και αυτές µπορούν να εξαρτώνται όχι µόνο από την αρχική 

συγκέντρωση του SIN-1, αλλά και από το µοντέλο, τον ιστό ή τον τρόπο 

χορήγησης της ουσίας. Για παράδειγµα, σε πρόσφατη µελέτη όπου 

χρησιµοποιήθηκε ηλεκτρόδιο της ΝΟ. και η τεχνική της in vivo µικροδιαπίδυσης, 

η χορηγήση 1mM SIN-1 δεν ήταν ικανή να αυξήσει τα επίπεδα της NO. στο 

ραβδωτό αρουραίου (Rocchitta και συν., 2004).  

Σε ότι αφορά το µηχανισµό δράσης του SIN-1, υπάρχουν αναφορές στη 

βιβλιογραφία οι οποίες προτείνουν ότι το SIN-1 έχει µια άµεση διεγερτική δράση 

στη διαλυτή γουανυλική κυκλάση (Schrammel και συν, 1998, Kukovetz και 
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Holzmann, 1985, Trakranrungsie και Will, 2001). Έτσι, ένας επιπλέον µηχανισµός 

ο οποίος µπορεί να προταθεί για τη νευροπροστατευτική δράση του SIN-1 που 

παρατηρήσαµε µετά από χορήγηση χαµηλών συγκεντρώσεων της ουσίας 

µπορεί να αφορά την αύξηση της κυκλικής GMP. Επιπρόσθετα, όπως 

προκύπτει και από τα πειράµατά µας µε την L-κυστεΐνη είναι πιθανό ότι το 

περοξυνιτρώδες εµπλέκεται σε ένα µηχανισµό που δικαιολογεί εν µέρη τη 

νευροπροστατευτική δράση του SIN-1. Το αν οι τοξικές δράσεις του SIN-1 

οφείλονται σε εξεσηµασµένη παραγωγή περοξυνιτρώδους, το οποίο είναι 

γνωστό ότι προκαλεί τοξικότητα (Estévez και συν., 1995, Villa και συν., 1994), 

δεν µπορεί να επαληθευτεί από τα πειράµατά µας. Εντούτοις, τόσο η NO. όσο 

και το περοξυνιτρώδες, είναι δύο µόρια τα οποία έχουν την ικανότητα να 

ενεργοποιήσουν τη διαλυτή γουανυλική κυκλάση και να αυξήσουν τα επίπεδα 

της κυκλικής GMP, η οποία µε τη σειρά της µπορεί να δράσει 

νευροποροστατευτικά (Schrammel και συν., 1998, McDonald και Murad, 1996). 

Για να επιβεβαιωθεί η εµπλοκή της κυκλικής GMP στην προστασία του 

αµφιβληστροειδή από τη χηµική ισχαιµία πραγµατοποιήθηκε απευθείας 

χορήγηση της 8-Br-cGMP, ενός αναλόγου της κυκλικής GMP µε υψηλή 

διαπερατότητα στην κυτταρική µεµβράνη. Το ανάλογο αυτό προστάτεψε τον 

αµφιβληστροειδή από τη χηµική ισχαιµία κατά ένα συγκεντρωσο-εξαρτώµενο 

τρόπο, παρέχοντας τη µέγιστη προστασία στη συγκέντρωση των 0,5mM. Η 

µερική προστασία που προσέφερε στα πειράµατα µας η 8-Br-cGMP στη 

συγκέντρωση του 1mM έχει επίσης παρατηρηθεί σε µελέτη στην οποία 

προκλήθηκε κυτταρικός θάνατος σε αναπτυσσόµενο αµφιβληστροειδή µε 

χρήση ανισοµυκίνης (Guimarães και συν., 2001).  

Από τα αποτελέσµατα µας προκύπτει το συµπέρασµα ότι προκειµένου 

να επιτευχθεί νευροπροστασία του αµφιβληστροειδή κατά τη χηµική ισχαιµία 

είναι απαραίτητη η ενεργοποίηση ενός µηχανισµού στον οποίο εµπλέκεται η 

κυκλική GMP. Όπως έχουµε αναφέρει και πρωτύτερα, η σωµατοστατίνη 

αυξάνει τα επίπεδα της ΝΟ. (Vasilaki και συν., 2001) και της κυκλικής GMP στον 

αµφιβληστροειδή µέσω των sst2 σωµατοστατινεργικών υποδοχέων και επιπλέον 

τα sst2 ανάλογα, το SIN-1 και η 8-Br-cGMP προστατεύουν από τη χηµική 

ισχαιµία τον αµφιβληστροειδή. Επιπλέον, στον εγκέφαλο, η σωµατοστατίνη 

λειτουργεί νευροπροστατευτικά µέσω ενός µηχανισµού που περιελάµβανε την 

κυκλική GMP (Forloni και συν., 1997). Η ΝΟ. από την πλευρά της, αποτελεί ένα 
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πολύ σηµαντικό µόριο στη ρύθµιση της λειτουργίας του αµφιβληστροειδή 

λόγω του διττού της ρόλου (Lipton και συν., 1993). Το µόριο αυτό είναι ικανό 

τόσο να προάγει όσο και να αναστέλλει την οφθαλµική νεοαγγείωση. Η 

φαρµακολογική αναστολή της συνθάσης της ΝΟ. µειώνει τη χοριοειδική 

νεοαγγείωση και την επαγόµενη από το VEGF νεοαγγείωση, αλλά δε µειώνει 

την επαγόµενη από την ισχαιµία αµφιβληστροειδική νεοαγγείωση. Οι µελέτες 

αυτές, σε συνδυασµό µε γενετικές προσεγγίσεις - χρήση γονιδιακά 

τροποποιηµένων ποντικιών µε έλλειψη µίας ή όλων των ισοµορφών της 

συνθάσης της ΝΟ. - υποδηλώνουν ότι η επαγωγική και/ή η νευρωνική 

συνθάση της ΝΟ. που βρίσκεται σε νευρικά κύτταρα γειτονικά των ενδοθήλιων 

κυττάρων, έχουν αντινεοαγγειογενετική δράση κατά την ισχαιµία (Ando και 

συν., 2002β). Επίσης, στον αναπτυσσόµενο αµφιβληστροειδή αρουραίου, έχει 

δειχτεί ότι η αργινίνη και ο δότης της ΝΟ. S:-nitroso-acetylpenicillamine (SNAP) 

εµποδίζει τον κυτταρικό θάνατο που προκαλείται από την πρωτεϊνική σύνθεση 

του αναστολέα ανισοµυκίνη. Η αντιαποπτωτική αυτή δράση διαµεσολαβείται 

κατά ένα µέρος από τη cGMP (Guimarães και συν., 2001). Έτσι, για να 

ελέγξουµε αν ένας µηχανισµός αύξησης της NO. και της κυκλική GMP µετά από 

ενεργοποίηση των sst2 υποδοχέων είναι υπεύθυνος για τη νευροπροστασία 

των sst2 σωµατοστατινεργικών αναλόγων στον αµφιβληστροειδή, εξετάσαµε 

αν η αναστολή της συνθάσης της ΝΟ. και της διαλυτής γουανυλικής κυκλάσης 

είναι ικανή να αναστρέψει την προστατευτική δράση του sst2 αγωνιστή 

ΒΙΜ23014. ∆ιαπιστώσαµε ότι, ο αναστολέας της NOS ΝΜΜΑ και οι αναστολείς 

της διαλυτής γουανυλικής κυκλάσης ODQ και NS2028 ανέστειλαν την 

προστατευτική δράση του ΒΙΜ23014 γεγονός που αποδεικνύει την εµπλοκή της 

NO., της διαλυτής γουανυλικής κυκλάσης και της κυκλικής GMP στη επαγόµενη 

από το BIM23014 νευροπροστασία. Για την περαιτέρω επιβεβαίωση της 

σπουδαιότητας της κυκλικής GMP, µετρήθηκαν τα επίπεδα της κυκλικής GMP 

στον αµφιβληστροειδή κατά τη χηµική ισχαιµία, παρουσίας ή µη του ΒΙΜ23014 

ή του ΒΙΜ23014 και του NS2028. Ωστόσο, καµία στατιστικά σηµαντική διαφορά 

δεν παρατηρήθηκε στα επίπεδα της κυκλικής GMP, ενδεχοµένως για τεχνικούς 

λόγους.  

Το επακόλουθο σήµα µέσω του οποίου η κυκλική GMP παρέχει 

προστασία µπορεί να περιλαµβάνει τη ρύθµιση των καναλιών ασβεστίου 

(Meriney και συν., 1994) µε αποτέλεσµα τη µείωση των τοξικών υψηλών 
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επιπέδων του ενδοκυττάριου ασβεστίου που προκαλούνται από την ισχαιµία 

καθώς και τη µείωση νευροδιαβιβαστών όπως το γλουταµινικό οξύ (Osborne 

και συν., 2004). Παρόλο που δεν υπάρχουν σχετικές αναφορές στο 

αµφιβληστροειδικό κύκλωµα για να υποστηριχτεί αυτή η εικασία, έχει δειχτεί ότι η 

ΝΟ. και το κυκλικό GMP διαµεσολαβούν στην αναστολή των καναλιών 

ασβεστίου σε αµφιβληστροειδικά περιαγγειακά κύτταρα και µειώνει την εισροή 

ασβεστίου (Sakagami και συν., 2001).  

Επιπρόσθετα, έχει δειχτεί ότι το περοξυνιτρώδες ενεργοποιεί τασο-

εξαρτώµενους διαύλους ασβεστίου (VDCCs) και επηρεάζει την απελευθέρωση 

νευροδιαβιβαστών (Ohkuma και συν., 2001, 1995). Πρόσφατες µελέτες έχουν 

δείξει επίσης ότι η ΝΟ., η κυκλική GMP και το SIN-1 µπορούν να προκαλέσουν 

την απελευθέρωση του GABA στον αµφιβληστροειδή χελώνας (Yu και Eldred, 

2005). Ανασταλτικοί νευροδιαβιβαστές όπως το GABA είναι πιθανό ότι 

αντενεργούν στην νευροτοξική δράση του γλουταµικού οξέος σε 

αµφιβληστροειδικούς νευρώνες κατά τη διάρκεια της ισχαιµίας και 

προστατεύουν κατά αυτό τον τρόπο τον ιστό (Osborne και συν., 2004). 

Πράγµατι, το GABA έχει προταθεί ως νευροπροστατευτικό σε οξεία εγκεφαλική 

ισχαιµική συµφόρηση (Green και συν., 2000). Εποµένως, δεν µπορεί να 

αποκλειστεί η πιθανότητα η ΝΟ., η κυκλική GMP και το SIN-1 να αυξάνουν την 

απελευθέρωση του GABA στον αµφιβληστροειδή αρουραίου και να βοηθούν 

στη νευροπροστασία στη χηµική ισχαιµία. Παρόλ΄ αυτά, η εικασία αυτή θα 

πρέπει να επαληθευτεί.  

Γεγονός όµως είναι, ότι κατά τη χηµική ισχαιµία τα sst2 ανάλογα και η 

κορτιστατίνη ενεργοποιούν τους sst2 σωµατοστατινεργικούς υποδοχείς µέσω 

της δέσµευσής τους σε αυτούς, αυξάνουν την παραγωγή της ΝΟ. η οποία 

προσδένεται στη διαλυτή γουανυλική κυκλάση, αυξάνοντας τα επίπεδα της 

cGMP η οποία δρα νευροπροστατευτικά. 
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6. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΙΚΑ 

 

 Κατά τη διάρκεια της τελευταίας δεκαετίας τα αποτελέσµατα πολλών 

µελετών οδήγησαν στη λειτουργική χαρτογράφηση των υποδοχέων 

σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή των θηλαστικών και προσέφεραν 

σηµαντικά στοιχεία σχετικά µε το ρόλο της σωµατοστατίνης στα κυκλώµατα και 

τη φυσιολογία του αµφιβληστροειδή. Τα αποτελέσµατα αυτής της διατριβής 

συνέβαλαν µε νέα στοιχεία στη λειτουργική χαρτογράφηση του sst1 υποδοχέα 

και εµπλούτισαν τα υπάρχοντα στοιχεία σχετικά µε το ρόλο του sst2 υποδοχέα 

στον ιστό. 

 Κύριος στόχος της παρούσας διατριβής ήταν η αξιολόγηση των 

σωµατοστατινεργικών αναλόγων ως νευροπροστατευτικά µόρια στην 

αντιµετώπιση της αµφιβληστροειδικής ισχαιµίας. Το µοντέλο της χηµικής 

ισχαιµίας που αναπτύξαµε ήταν αποτελεσµατικό στη µελέτη των 

νευροπροστατευτικών δράσεων των αναλόγων της σωµατοστατίνης και 

µελλοντικά χρήσιµο στη µελέτη άλλων φαρµακευτικών στόχων ως 

νευροπροστατευτικά. 

 Τα αποτελέσµατα της µελέτης αυτής συνηγορούν υπέρ της 

νευροπροστατευτικής δράσης των σωµατοστατινεργικών αναλόγων. Η 

δηµοσίευσή αυτών αποτέλεσε την πρώτη εργασία σχετικά µε τις αντιισχαιµικές 

δράσεις των µορίων αυτών οι οποίες σε συνδυασµό µε τις αντινεοαγγειακές 

τους δράσεις παρέχουν τα θεραπευτικά χαρακτηριστικά για την αξιοποίησή 

τους στην αντιµετώπιση σοβαρών παθήσεων του αµφιβληστροειδή που 

οδηγούν σε τύφλωση.     

 Τα ευρήµατά µας σχετικά µε το µηχανισµό δράσης µέσω του οποίου τα 

σωµατοστατινεργικά ανάλογα προσφέρουν προστασία στον 

αµφιβληστροειδή είναι καινοτόµα γιατί συνηγορούν υπέρ της 

νευροπροστατευτικής δράσης του µονοπατιού NO./cGMP και της εµπλοκής 

του στις δράσεις της σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή ενώ επίσης 

υποστηρίζουν το διττό ρόλο της ΝΟ. ως τοξικό και νευροπροστατευτικό µόριο 

στον ιστό.
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7. ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΕΣ ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ  

  

 Η περαιτέρω διερεύνηση των µονοπατιών που συµµετέχουν στις 

αποπτωτικές ή νεκρωτικές διαδικασίες (π.χ. κασπάσες ή άλλες πρωτεΐνες) θα 

συµβάλλει σηµαντικά στην κατανόηση των εµπλεκόµενων µηχανισµών 

νευροπροστασίας.  

 

 Η επιπλέον µελέτη του µονοπατιού ΝΟ/cGMP και των υποστρωµάτων 

που αυτό επηρεάζει (π.χ. AMPA και NMDA υποδοχείς γλουταµινικού οξέος, 

δίαυλοι ιόντων ασβεστίου) και που εµπλέκονται στις προστατευτικές του 

δράσεις θα συµβάλλει στην καλύτερη κατανόηση της νευροβιολογίας του 

συστήµατος. 

 

 Η περαιτέρω µελέτη νέων αναλόγων της σωµατοστατίνης µε καλύτερα 

φαρµακοκινητικά χαρακτηριστικά (µεγάλο χρόνο ηµιζωής, καλύτερη 

απορρόφηση) θα οδηγήσει στην ανάπτυξη φαρµάκων ικανών να 

χρησιµοποιηθούν σε in vivo βασικές και κλινικές µελέτες. 
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8. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η ανεύρεση νευροπροστατευτικών παραγόντων για τη θεραπεία 

αµφιβληστροειδοπαθειών, όπως η διαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια και η 

ηλικιακή εκφύλιση της ωχράς κηλίδας,  αποτελεί τα τελευταία χρόνια το στόχο 

έντονης ερευνητικής προσπάθειας. Ισχαιµικές καταστάσεις του 

αµφιβληστροειδή οδηγούν σε νεοαγγείωση και σε εκφύλιση των 

αµφιβληστροειδικών νευρώνων. Παρότι σήµερα υπάρχουν επεµβατικές 

µέθοδοι και φαρµακολογικά σκευάσµατα για την αντιµετώπιση της 

νεοαγγείωσης του αµφιβληστροειδή εντούτοις, δεν υπάρχει ακόµη κατάλληλη 

θεραπεία  για την αντιµετώπιση της εκφύλισής του.  Για την πιο αποτελεσµατική 

αντιµετώπιση των ισχαιµικών αµφιβληστροειδοπαθειών και τη συντήρηση της 

οπτικής οξύτητας, είναι επιτακτική η ανάγκη εύρεσης νέων θεραπευτικών 

στόχων για την αντιµετώπιση τόσο της νεοαγγείωσης όσο και του κυτταρικού 

θανάτου.  

Η σωµατοστατίνη αποτελεί ένα κυκλικό νευροπεπτίδιο µε ποικίλες 

δράσεις στο κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστηµα που ανακαλύφθηκε από 

τον Brazeau το 1973, ως ο κύριος ανασταλτικός παράγοντας της έκκρισης της 

αυξητικής ορµόνης από την υπόφυση. Στον αµφιβληστροειδή η 

σωµατοστατίνη εντοπίζεται κυρίως σε βραχύινα κύτταρα της εσωτερικής 

δικτυωτής στοιβάδας, καθώς επίσης και σε ορισµένους τύπους γαγγλιακών 

κυττάρων ή σε έκτοπα βραχύινα κύτταρα. Παρότι έχει επιτευχθεί η λειτουργική 

χαρτογράφηση των υποδοχέων σωµατοστατίνης (SSTR1-5), ο ρόλος της 

παραµένει αδιευκρίνιστος. Λόγω της ανασταλτικής της δράσης στην έκκριση 

της αυξητικής ορµόνης και άλλων αυξητικών παραγόντων, αρκετές µελέτες 

εστίασαν στις αντινεοαγγειακές της δράσεις και προτείνουν ότι η 

σωµατοστατίνη µπορεί να διαδραµατίσει σηµαντικό ρόλο στη διαδικασία της 

αµφιβληστροειδικής νεοαγγείωσης. Επίσης, µελέτες στον εγκέφαλο 

υποστηρίζουν ότι η σωµατοστατίνη και τα sst2/5 ανάλογά της προστατεύουν 

από νευρωνικό θάνατο που προκαλείται από το διεγερτικό αµινοξύ NMDA 

µέσω ενός µηχανισµού που εµπλέκεται  η κυκλική GMP.  

 Με σκοπό τη µελέτη του νευροπροστατευτικού ρόλου της 

σωµατοστατίνης και των αναλόγων της στην αµφιβληστροειδική ισχαιµία 
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εκτελέστηκε η παρούσα διατριβή µε τους εξής στόχους:  α) τη διασαφήνιση του 

λειτουργικού ρόλου των sst1 και sst2 σωµατοστατινεργικών υποδοχέων, β) τη 

δηµιουργία µοντέλου αµφιβληστροειδικής ισχαιµίας, γ) την ταυτοποίηση της 

νευροπροστατευτικής δράσης της σωµατοστατίνης και των αναλόγων της σε 

αυτό, και δ) τη µελέτη του µηχανισµού µέσω του οποίου τα 

σωµατοστατινεργικά ανάλογα προστατεύουν τον αµφιβληστροειδή από τη 

χηµική ισχαιµία.  

Τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής απέδειξαν ότι η 

ενεργοποίηση των sst2 υποδοχέων οδηγεί στην αύξηση των επιπέδων της 

cGMP στον αµφιβληστροειδή αρουραίου µέσω της αύξησης της ΝΟ.. Επίσης 

αποδείξαµε ότι η απελευθέρωση της σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή 

αρουραίου είναι νευρωνικής φύσης, κάλιο και ασβέστο-εξαρτώµενη. Η 

απελευθέρωση αυτή ρυθµίζεται από την ενεργοποίηση του sst1 υποδοχέα ο 

οποίος αποτελεί τον αυτοϋποδοχέα της σωµατοστατίνης. Τα αποτελέσµατα 

αυτά ανέδειξαν για πρώτη φορά την ύπαρξη ενός αυτοϋποδοχέα πεπτιδίου 

στον αµφιβληστροειδή.  

Με στόχο τη µελέτη του νευροπροστατευτικού ρόλου της 

σωµατοστατίνης και των αναλόγων της στην αµφιβληστροειδική ισχαιµία 

αναπτύξαµε το µοντέλο της χηµικής ισχαιµίας στον αµφιβληστροειδή 

αρουραίου. Το µοντέλο αυτό χρησιµοποιήθηκε αρχικά σε τοµές ιππόκαµπου 

και σε πρωτογενείς καλλιέργειες αµφιβληστροειδικών κυττάρων κοτόπουλου, 

και περιλαµβάνει τη χρήση κυανιούχου νατρίου και ιωδο-οξικού οξέος, ουσίες 

οι οποίες µιµούνται συνθήκες ανοξίας και υπογλυκαιµίας. Επώαση του 

αµφιβληστροειδή για µία ώρα στο µίγµα της χηµικής ισχαιµίας (κυανιούχο 

νάτριο 25mM / ιωδοοξικό οξύ 5mM) και σε συνθήκες 5%CO2/95%αέρα στους 

37οC οδήγησε σε µείωση των βραχύινων κυττάρων που περιέχουν 

ακετυλοτρανφεράση της χολίνης (χολινεργικά), υδροξυλάση της τυροσίνης 

(ντοπαµινεργικά) και συνθάση της ΝΟ. καθώς και σε δίπολα κύτταρα που 

σχετίζονται µε τα ραβδιοφόρα, όπως προσδιορίστηκε µε µελέτες 

ανοσοϊστοχηµείας. Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώθηκαν και µε τη χρήση της 

TUNEL όπου σηµειώθηκε εκτεταµένος κυτταρικός θάνατος µετά την εφαρµογή 

χηµικής ισχαιµίας. Η επώαση της σωµατοστατίνης παρουσία του µίγµατος της 

χηµικής ισχαιµίας δεν προστάτευσε τον αµφιβληστροειδή. Αποδείχθηκε µε 

µελέτες ραδιο-ανοσο-ανάλυσης (RIA) ότι η σωµατοστατίνη µεταβολίζεται υπό 
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τις συνθήκες της χηµικής ισχαιµίας και στο µεταβολισµό αυτό οφείλεται η 

έλλειψη της προστατευτικής της δράσης. Ωστόσο, η χρήση των εκλεκτικών 

αγωνιστών του sst2 υπότυπου ΒΙΜ23014 και ΜΚ678 καθώς και της 

κορτιστατίνης παρείχε νευροπροστασία στον ιστό.  

Προκειµένου να µελετηθεί ο µηχανισµός µέσω του οποίου τα 

σωµατοστατινεργικά ανάλογα προστατεύουν τον αµφιβληστροειδή από τη 

χηµική ισχαιµία µελετήθηκε η εµπλοκή του ενδοκυτταρικού σηµατοδοτικού 

µονοπατιού ΝΟ./cGMP. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, µελέτες στον 

εγκέφαλο υποστηρίζουν ότι η cGMP εµπλέκεται στις προστατευτικές δράσεις 

της σωµατοστατίνης κατά το νευρωνικό θάνατο που προκαλείται από το 

διεγερτικό αµινοξύ NMDA. Τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής αλλά και 

προηγούµενων µελετών του εργαστηρίου σχετικά µε την αύξηση των επιπέδων 

cGMP και της ΝΟ., αντίστοιχα, στον αµφιβληστροειδή µετά από ενεργοποίηση 

του sst2 υποδοχέα, µας οδήγησαν αρχικά στη µελέτη της πιθανής 

νευροπροστατευτικής δράσης της ΝΟ. στο µοντέλο της χηµικής ισχαιµίας. Οι 

δότες της ΝΟ., ΝΟΝΟate και SIN-1 προστάτεψαν τον αµφιβληστροειδή από τη 

χηµική ισχαιµία κατά ένα συγκεντρωσο-εξαρτώµενο τρόπο. Παρόµοια 

αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν µε τη χρήση της 8-Br-cGMP, ενός ανάλογου 

της cGMP µε υψηλή διαπερατότητα στην κυτταρική µεµβράνη.  Η αναστολή 

της συνθάσης της ΝΟ. και της διαλυτής γουανυλικής κυκλάσης ανέστρεψαν 

την προστατευτική δράση του sst2 αγωνιστή ΒΙΜ23014.   

Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης υποδεικνύουν νέους ρόλους 

για τους υποδοχείς sst2 και sst1 στον αµφιβληστροειδή. Υποστηρίζουν ότι το 

µοντέλο της χηµικής ισχαιµίας προσφέρεται για τη µελέτη νέων προστατευτικών 

στόχων για την αντιµετώπιση αµφιβληστροειδοπαθειών. Τα 

σωµατοστατινεργικά sst2 ανάλογα προστατεύουν τον αµφιβληστροειδή από τη 

χηµική ισχαιµία µέσω της εµπλοκής του σηµατοδοτικού µονοπατιού 

ΝΟ./cGMP. Τα αποτελέσµατα αυτά µπορούν να αποτελέσουν τη βάση για 

περαιτέρω µελέτη του µηχανισµού της νευροπροστατευτικής δράσης της 

σωµατοστατίνης στον αµφιβληστροειδή, καθώς επίσης και για τη µελέτη νέων 

αναλόγων της σωµατοστατίνης µε καλύτερα φαρµακοκινητικά χαρακτηριστικά 

και µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα για την ανάπτυξη φαρµάκων ικανών να 

χρησιµοποιηθούν σε in vivo βασικές και κλινικές µελέτες 

αµφιβληστροειδοπαθειών. 
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9. SUMMARY 

 

The discovery of neuroprotective agents for the treatment of retinal 

disorders, such as diabetic retinopathy and age-related macular 

degeneration, remains an important target for investigation. Retinal ischemia 

leads to neovascularization and neurodegeneration of retinal neurons. Over 

the years, therapies for ischemic neovascular diseases have been focused on 

the regulation of the aberrant proliferation of blood vessels and involve laser 

treatment (photocoagulation) and most recently the use of drugs that target 

the VEGF system. However, there are no therapeutics that target the 

neurodegenerative component. For the more efficacious treatment of 

ischemic retinopathies and the preservation of vision, both the vascular and 

neural elements of the retina must be treated.   

Somatostatin is a cyclic neuropeptide with diverse actions in the 

central and peripheral nervous system.  It was discovered by Brazeau in 1973, 

as the main inhibitor of growth hormone release from the pituitary. In the 

retina, somatostatin is localized primarily in amacrine cells with processes that 

ramify in the inner plexiform layer and in displaced amacrine cells in the 

ganglion cell layer. Although the functional mapping of somatostatin 

receptors (sst1-5) in the retina has been established, its role must be further 

studied. Due to its inhibitory actions on the secretion of growth hormone, as 

well as other growth factors important players in the neovascularization 

process, somatostatin’s actions as an antivascular agent were investigated. 

The results from these studies support that somatostatin can be a potential 

treatment for ocular neovascularization. In addition, studies in brain suggest 

that somatostatin and its sst2/5 analogues afford neuroprotection against 

NMDA excitoxicity via a mechanism involving cGMP. 

 The main aim of this thesis was to investigate the neuroprotective role 

of somatostatin and its analogues against retinal ischemia. The following 

specific objectives were posed: a) to study the functional role of sst1 and sst2 

somatostatin receptors, b) to establish a retinal model of ischemia, c) to 

ascertain the neuroprotective actions of somatostatin and its analogues in 



SUMMARY 

 140

this model, and d) to elucidate the mechanism involved in the 

neuroprotection. 

 The results of this thesis suggest that activation of sst2 receptors 

regulates cGMP levels in the rat retina by increasing NO., suggesting an 

important role of the sst2 receptor in the regulation of NO/cGMP signaling. In 

addition, we demonstrate that somatostatin release is potassium and 

calcium-dependent, thus neuronally released in rat retina. This release is 

regulated in a negative manner by the activation of the sst1 receptor, 

suggesting an autoreceptor role for somatostatin. These results revealed for 

the first time the existence of a peptide autoreceptor in the retina. 

 In order to investigate the neuroprotective role of somatostatin and its 

analogues in retinal ischemia, we developed the model of chemical 

ischemia in the rat retina. This model was first used in hippocampal slices. It 

includes the use of sodium cyanide and iodo-acetic acid, substances that 

mimic conditions of anoxia and hypoglycemia. Incubation of the retina for 

one hour in a mixture of chemical ischemia (sodium cyanide 25mM / iodo-

acetic acid 5mM) in conditions of 5% CO2/95% air at 37°C resulted in an 

attenuation of the number of amacrine cells containing 

cholineacetyltransfarase (cholinergic), tyrosine hydroxylase (dopaminergic) 

and NO. synthase and rod-bipolar cells, as determined by 

immunohistochemical studies. These results were confirmed by TUNEL assays 

depicting extensive cell death in the chemical ischemia treated samples.   

Co-incubation of somatostatin and the chemical ischemia mixture did not 

protect the retina. However, it was demonstrated with radio-immuno-analysis 

(RIA) studies that under the conditions of chemical ischemia somatostatin was 

strongly metabolized.  However, the use of selective agonists of the sst2 

subtype BIM23014 and MK678 as well as cortistatin provided neuroprotection 

to the retina in a concentration dependent manner. 

 To study the mechanism via which somatostatin analogues protect the 

retina from chemical ischemia, we investigated the involvement of 

intracellular signaling pathway NO. / cGMP. As mentioned above, studies in 

brain suggest that cGMP is involved in the neuroprotective actions of 

somatostatin against NMDA excitotoxicity. Results from the present thesis as 

well as from previous studies of our laboratory suggested an increase in cGMP 
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and NO. levels, respectively, after sst2 receptor activation in the retina.  These 

results prompted us to initially study the possible neuroprotective action of NO. 

in the model of chemical ischemia and subsequently investigate whether this 

mechanism is involved in the retinal neuroprotection afforded by the 

somatostatinergic analogs.  

 NO. donors, NONOate and SIN-1 protected the retina from chemical 

ischemia in a concentration-dependent manner. Similar results were 

observed using the 8-Br-cGMP, an analogue of cGMP with high membrane 

permeability. The blockade of NO. synthase and soluble guanylate cyclase, 

the enzymes that catalyze the synthesis of nitric oxide and cGMP, 

respectively, reversed the neuroprotective effects of the sst2 agonist 

BIM23014. 

 The results of this study suggest new roles for sst2 and sst1 receptors in 

the retina. They support that the model of chemical ischemia could be 

adapted to the retina and will be useful in the study of new neuroprotective 

targets of retinal disease. The sst2 somatostatin analogues provide retinal 

neuroprotection via a mechanism involving the signaling pathway NO. / 

cGMP.   

The present data support future studies to probe further the 

downstream mechanisms of somatostatin’s neuroprotection. In addition, the 

data support the study of the neuroprotective properties of new somatostatin 

analogues with a better pharmacokinetic profile (longer half life, better 

bioavailability) and greater efficacy that may be effective in in vivo 

preclinical and clinical studies and be beneficial as therapeutics in retinal 

disease. 
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The somatostatin receptor (sst1) modulates the release of somatostatin in

rat retina
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Abstract

The aim of this study was to examine the ability of somatostatin receptor (sst1) to regulate the release of somatostatin in rat retina.

Immunohistochemistry studies were performed to locate the somatostatin neurons, and radioligand binding to ascertain the presence of sst1.

The neuronal release of somatostatin was examined ex vivo in rat retinal explants in the presence of KCl (50 and 100 mM), and absence of

Caþþ (EGTA; 10 mM). Somatostatin levels, quantified by radioimmunoassay, were increased in the presence of KCl (100 mM, 151%) and

attenuated in the absence of Caþþ (31%). CH275 (sst1 agonist) reduced the somatostatin levels in a concentration-dependent manner (1025–

1027 M), and this effect was reversed by NVP-SRA 880 (sst1 antagonist;1025 M). MK678 (sst2 agonist; 1025 M) had no effect. These data

suggest an autoreceptor role for sst1 in retina.

q 2003 Published by Elsevier Ireland Ltd.

Keywords: Neuropeptide release; Autoreceptor; Somatostatin ligands

Somatostatin (somatotropin release inhibitory factor, SRIF)

is present in amacrine, ganglion, and interplexiform cells in

retinas of many species and believed to function as a

neurotransmitter, neuromodulator or trophic factor [for a

review see ref. [15]. Its actions are mediated by specific

receptors as substantiated by pharmacological [10,17] and

reverse transcriptase-polymerase chain reaction studies [11].

Recent immunohistochemical studies have permitted the

mapping of the six SRIF receptor subtypes (sst1 – 5; for

classification and nomenclature see ref. [7]) in retinal

circuitry [15]. Their function in the retina is still under

investigation, yet the sst2 receptor has been shown to

regulate nitric oxide [16,18] and glutamate release [2].

Helboe and Moller [6] first reported sst1 immunoreactiv-

ity in displaced amacrine cells in the ganglion cell layer, in a

small number of ganglion cells and in SRIF expressing

amacrine cells located in the inner nuclear layer (INL). This

latter finding suggested that the sst1 receptor might function

as an autoreceptor.

The aim of the present study was to address this issue

directly by performing functional studies to examine the

release of somatostatin and its modulation by the selective

sst1 agonist CH275 in rat retinal explants.

Male and female Sprague–Dawley rats weighing 250–

300 g were housed two to three animals per cage with free

access to food and water. A 12-h light-dark cycle was

maintained. Euthanasia was performed with ether inhala-

tion. All procedures performed on the animals were in

accordance with Greek National Laws (Animal Act, PD

160/91). Female rats were employed for the immunohis-

tochemistry and release studies, while male and female rats

for the binding studies.

Immunohistochemistry studies were performed to exam-

ine the localization of SRIF in rat retinas. Sections (10 mm)

were incubated with a rabbit polyclonal antibody raised

against somatostatin (1/1000; kindly provided by Prof.

G. Sperk) followed by incubation with fluorescein iso-

thiocyanate-conjugated goat anti-rabbit IgG (H þ L) (Vec-

tor Laboratories, USA, 1:150) [16,18]. Immunoreactivity

was examined with Leica DM RE, He/Ne laser scanning

confocal microscope and the images were processed using

Adobe Photoshop (version 6.0). Retinal membranes were

employed in radioligand binding assays [17] in order to

assess the ability of SRIF and CH275 to inhibit the specific

[125I]-Tyr11-somatostatin binding.

For the release studies retinas were mechanically
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detached from the rest of the eyecup and incubated with

continuous shaking in 500 ml medium per retina in a culture

incubator at 37 8C (95% O2, 5% CO2) two times for 60 min

[18]. The first incubation was performed for the stabilization

of the SRIF release and the medium was discarded. In the

second incubation, KCl (50, 100 mM), EGTA (10 mM), sst

analogues CH-275 (sst1) (1025–1027 M), MK-678 (sst2)

(1025–1027 M), and the sst1 antagonist NVP-SRA 880

(1025 M) [8] were added to the retinal explants and

incubated for 60 min further. To examine the selectivity of

the sst1 effect, retinal explants were incubated for 60 min

with NVP-SRA 880 (1025 M) prior to the addition of

CH275 (1025 M). Subsequent to the last incubation, the

whole mixture (medium and tissue) was centrifuged for 15

min at 12,000 rpm, at 4 8C and the sample prepared for

quantification of somatostatin levels using radioimmuno-

assay [14]. Results are given as mean ^ SEM and n is the

number of values. The statistical difference between groups

was assessed by Student’s unpaired t-test using the

GraphPad Prism software (version 2.01).

SRIF immunoreactivity was observed in amacrine,

displaced amacrine cells and processes of the IPL and the

retinal pigment epithelium (RPE) (Fig. 1). SRIF and CH275

inhibited the specific [125I]-Tyr11-somatostatin binding in a

concentration dependent manner with an IC50 value of 7 and

0.22 nM, respectively (Fig. 2). The sst1 binding sites

represented approximately 40% of the total binding sites.

Basal somatostatin levels in retinal explants were found

to be 1.8 ^ 0.2 pg/mg of protein (n ¼ 23). An increase in

somatostatin release (151.2%) was observed in the presence

of KCl (100 mM) (Fig. 3A), while KCl (50 mM) had no

statistically significant effect (data not shown). The absence

of Caþþ resulted in an attenuation of somatostatin levels

(31%) (Fig. 3B).

CH275 attenuated the somatostatin levels in a concen-

tration dependent manner (40% at 1025 M; Fig. 4A). The

sst1 specific antagonist, NVP-SRA 880 (1025 M) reversed

partially but in a statistically significant manner the agonist

effect when administered prior to CH275 (1025 M), yet had

no effect when administered alone (Fig. 4B). The sst2

selective agonist MK678 had no statistically significant

influence on somatostatin levels (Fig. 4C).

The present study attempted to provide functional

evidence for the role of the sst1 somatostatin receptor

subtype in the retina. sst1 immunoreactivity was known to

be present in a number of retinal neurons in rat, rabbit and

human retina [1,9,18], including SRIF [1,6] and tyrosine

hydroxylase (TH)-expressing amacrine cells [1].

In the present study, the radioligand binding data support

the presence of the sst1 subtype in rat retina, which represents

approximately 40% of the total somatostatin binding sites.

These results are in agreement with data previously shown in

rabbit retina [17] and are consistent with the presence of sst2
and sst4 receptors in rat retina [11,18].

The colocalization of sst1 and SRIF in amacrine cells

allude to an autoreceptor role for the sst1 receptor [1,6]. In

the present study, the presence of somatostatin was found in

retinal neurons and RPE (Fig. 1), in agreement with

previous reports [6,15]. However, we were unable to locate

sst1 immunoreactivity in amacrine cells (SRIF or TH-

immunoreactive) [18]. We cannot explain the discrepancy

pertaining to our data and those of previously mentioned

studies [1,6]. To this end, in the present work we performed

direct pharmacological studies examining the effect of

selective SRIF agonists on the release of somatostatin.

Somatostatin was neuronally released as ascertained by

the effects of KCl (100 mM) and EGTA on the basal levels

of somatostatin. The use of a smaller concentration of KCl

(50 mM) had no effect on SRIF levels. This result is in

agreement with data in rat retina showing that 50 mM KCl

does not affect the release of a number of neurotransmitters

such as glutamate, GABA and aspartate, in contrast to what

was observed in cerebrocortical slices where a 10-fold

increase was observed [12].

The selective sst1 agonist CH275 modulated somato-

statin release by reducing its levels at the concentrations of

1025 and 1026 M. The use of such high concentrations of

ligands to obtain a functional response may be due to poor

Fig. 1. SRIF immunoreactivity in the rat retina. SRIF immunoreactivity is

present in amacrine cells in the inner nuclear layer (INL), in displaced

amacrine cells in the ganglion cell layer (GCL), on processes lengthening

through out the inner plexiform layer (IPL) and in the retinal pigment

epithelium (RPE). ONL: outer nuclear layer, OPL: outer plexiform layer.

Scale bar: 50 mM.

Fig. 2. Inhibition of specific [125I] Tyr11-somatostatin binding to rat retinal

membranes. SRIF and CH275 inhibited the specific binding in a

concentration dependent manner (n ¼ 2).
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access of the compounds [18], in conjunction to the small

number of amacrine cells containing the sst1 subtype.

However, the reversal of the CH275 effect by the sst1
antagonist provided the pharmacological relevance of the

agonist effect.

NVP-SRA 880 was found to have high affinity for

human, rat and mouse sst1 and to be a selective sst1
antagonist in forskolin-stimulated cAMP and GTPgS

binding studies [8]. NVP-SRA 880 alone did not influence

the somatostatin levels, even though an increase was

expected. There are reports, however, showing no increase

in neurotransmitter release after administration of the

specific autoreceptor antagonist [4]. NVP-SRA 880 (1025

M) coadministered with KCl (50 mM) did increase SRIF

levels as compared to the KCl effect alone (data not shown).

The sst2 receptor subtype has been localized in most

retinal cell types [15], yet never on the SRIF containing

neurons. Our results showing MK678 not able to regulate the

release of SRIF substantiates the immunohistochemical data.

sst1, sst2, sst4 receptors are primarily present in the

mammalian retina. While limited data do exist to support a

function for the sst2 receptor [2,16,18], the function of sst1
and sst4 (present in ganglion cells [18] remains to be

elucidated. Immunohistochemical studies have supported an

autoreceptor role for the sst1 receptor in retina [1,6] and

brain [5,13] and most recent studies showed that SRIF levels

were significantly increased in retinas of sst1 KO mice [3].

The present data provide for the first time evidence for

the neuronal release of SRIF in the rat retina and a

functional role for the sst1 receptor, as the autoreceptor

modulating SRIF levels. It remains to be elucidated whether

sst1 is a synthesis or release modulating receptor.

Fig. 4. Effect of selective SRIF receptor ligands on somatostatin levels in rat

retinal explants. CH275 (sst1 agonist) decreased the somatostatin levels in a

concentration-dependent manner, (n ¼ 9–13) (A). The sst1 antagonist

NVP-SRA 880 reversed this effect (n ¼ 8) (B). NVP-SRA 880 alone

(n ¼ 8) (B); and MK678 (sst2 agonist, n ¼ 4) (C) had no statistically

significant influence on somatostatin release. * compared to control or #

compared to CH275 effect, P , 0:05 unpaired two tailed t-test.

**P , 0:005; ***P , 0:0001 unpaired two-tailed t-test.

Fig. 3. Effect of KCl and Caþþ on SRIF release. SRIF levels were

increased in the presence of KCl (100 mM; n ¼ 4) (A); and decreased in the

presence of EGTA (10 mM; n ¼ 4) (B), *P , 0:05 unpaired one tailed t-

test, **P , 0:005 unpaired two tailed t-test.
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Abstract This study investigated the neuroprotective ef-
fect of somatostatin, cortistatin and agonists at soma-
tostatin2 (sst2) receptors in retinal explants subjected to
chemical ischaemia. Eyecups of female Sprague-Dawley
rats (250–300 g) were immersed in PBS buffer or PBS
containing iodoacetic acid (IAA; 0.5, 5, 50, 100 mM) and
sodium cyanide (NaCN; 2.5, 25, 250, 500 mM) (chemical
ischaemia solution) for 15, 30, 45, 60, 120min (pilot study).
Subsequently, eyecups were incubated with (1) PBS, (2)
chemical ischaemia solution (5 mM IAA/25 mM NaCN)
or (3) somatostatin, cortistatin, BIM23014 or MK678
(0.1, 1, 10 μM) together with the chemical ischaemia
solution for 60 min, followed by a second 60-min in-
cubation in PBS (control and ischaemia groups) or ligands
in PBS (neuroprotection groups). The eyecups were sub-
sequently fixed and sectioned for immunohistochemistry.
Treatment of the eyecups with IAA/NaCN (5/25 mM)
for 60 min abolished choline acetyltransferase (ChAT),
tyrosine hydroxylase and brain nitric oxide synthase im-
munoreactivity in the inner nuclear, inner plexiform and
ganglion cell layers. It also abolished protein kinase C
immunoreactivity in rod bipolar cells and terminals, but
did not damage ganglion cells labelled for microtubule-
associated protein-1. TUNEL staining provided evidence
of cell death in the ischaemic retina. Cortistatin, BIM23014
and MK678 attenuated the retinal damage caused by the
chemical ischaemia in a concentration dependent manner.
The ligands afforded approximately 58, 76 and 49% neu-
roprotection, respectively, of the ChAT immunoreactive
cells. These results demonstrate that somatostatin analogues

can protect the retina from ischaemic damage. The chemical
ischaemia model is presently employed for the elucidation
of the mechanisms involved in the neuroprotection.

Keywords Ischaemia . Neuroprotection . Cortistatin . sst2
analogues . Retinal markers . Immunoreactivity

Introduction

The neuropeptide somatostatin (Brazeau et al. 1973) is
found in the retina (Shapiro et al. 1979). Recent immu-
nohistochemistry studies have shown the presence of spe-
cific receptor subtypes, ssts (Hoyer et al. 1995) in retinal
neurons and the retinal pigment epithelium (RPE) (for a
recent review, see Thermos 2003). Specifically, sst2A re-
ceptors are localized in rod bipolar, amacrine and photo-
receptor cells (Helboe and Moller 1999; Johnson et al.
1998, 1999; Vasilaki et al. 2001; Petrucci et al. 2001),
while sst2B receptors are localized in photoreceptors and
the RPE (Vasilaki et al. 2001, 2004). In addition, sst1 and
sst4 receptors are present in amacrine (Cristiani et al. 2000)
and ganglion cells (Vasilaki et al. 2002; Cristiani et al.
2002), respectively.

Retinal ischaemia is the underlying cause of many ocular
diseases and leads to neuronal damage and blindness.
Somatostatin has been shown to have neuroprotective
effects in different paradigms of neurotoxicity in the central
nervous system, such as NMDA-induced neurotoxicity in
cortical cultures (Forloni et al. 1997) and middle cerebral
artery occlusion (Rauca et al. 1999). The recently discov-
ered novel neuropeptide cortistatin (de Lecea et al. 1996),
which resembles somatostatin structurally and binds to
somatostatin receptors (Siehler et al. 1998), also protects
against kainate-induced neurotoxicity (Braun et al. 1998)
and ischaemic neuronal damage following middle cerebral
artery occlusion (Rauca et al. 1999).

The importance of somatostatin ligands in the inhibition
of ischaemia-induced neovascularization, one of the major
causes of retinal diseases that result in visual loss, has been
investigated. Somatostatin and its sst2 agonists inhibit the
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ischaemia-induced neovascularization in a mouse model
of oxygen-induced retinopathy (Smith et al. 1997; Higgins
et al. 2002). However, the effect of somatostatin in other
models of ischaemia underlying the pathophysiology of
different retinal diseases, as well as the mechanisms in-
volved, have not been studied adequately.

The aim of the present study was to employ an in vitro
pharmacological model of ischaemia, namely chemical is-
chaemia, known to be useful in the understanding of the
early events underlying ischaemia, and to investigate the
putative neuroprotective effects of somatostatinergic agents.

Methods

Animals

Female Sprague-Dawley rats (250–300 g) were housed
two to three animals per cage with free access to food and
water. A 12-h light-dark cycle was maintained. Rats were
euthanized by ether inhalation. All the procedures involv-
ing animals were in accordance with Greek national law
(Animal Act, P.D. 160/91).

Viability of retinal explants

Eyecups were immersed in PBS buffer for 2, 6, 12 or 24 h
and incubated at 37°C and 5% CO2/95% air, as in the
chemical ischaemia studies. At the end of the incubation
period the eye cups were prepared for immunohistochem-
istry and terminal-deoxynucleotidyl-transferase-mediated
deoxyuridine triphosphate nick end labelling (TUNEL)
assays (see sections below).

Chemical ischaemia

In a pilot study, eyecups were immersed in PBS buffer
alone or in PBS containing iodoacetic acid (IAA; 0.5, 5,
50, 100 mM) and sodium cyanide (NaCN; 2.5, 25, 250,
500 mM) (chemical ischaemia solution) for 15, 30, 45,
60, 120 min. Subsequently, eyecups were incubated with
(1) PBS, (2) chemical ischaemia solution (5 mM IAA/25
mM NaCN) or (3) somatostatin (1, 10 μM) cortistatin,
BIM23014 or MK678 (0.1, 1, 10 μM) together with the
chemical ischaemia solution for 60 min (2×30 min),
followed by 2×30-min incubation in PBS (control and
ischaemia groups) or somatostatin ligands in PBS (neuro-
protection groups). The selective sst4 and sst5 analogues L-
809,087 and L817,818 (Rohrer et al. 1998), respectively,
were also tested for their possible neuroprotective abilities
under the same conditions as for the other ligands. All
incubations were performed at 37°C and 5% CO2/95% air.

Retinas were cultured in PBS, since culture medium with
serum protects chick retinal neurons against cell toxicity
generated by excitatory amino acids and chemical ischae-
mia (Ferreira et al. 1998).

Immunohistochemical studies

Tissue preparation

After completion of the chemical ischaemia protocol, the
eye cups were fixed by immersion in 4% paraformalde-
hyde in 0.1 M phosphate buffer (PB) for 1 h at 4°C. After
fixation, eyecups were rinsed in PB and incubated in 30%
sucrose overnight, at 4°C for cryoprotection. Tissues were
frozen in isopentane at −45°C for 1 min and kept at −80°C
until further use. Eyecups were sectioned vertically into
10-μm slices using a cryostat, the sections thaw-mounted
on gelatine-coated slides and stored at −20°C. Slices were
cut near the optic nerve, every 100 μm. Nine slices were
put on every slide.

Immunohistochemistry

A mouse monoclonal antibody raised against choline acetyl-
transferase (ChAT, 1:100, Biotrend, Cologne, Germany), and
a rabbit polyclonal antibody raised against tyrosine hydrox-
ylase (TH, 1:1,000, Chemicon, Temecula, Calif., USA) were
employed as markers for acetylcholine- and dopamine-con-
taining amacrine cells, respectively. Mouse monoclonal anti-
bodies were used for protein kinase C (PKC, 1:50, Leinco
Technologies, St. Louis, Mo., USA), and for microtubule-
associated protein-1 (MAP1, 1:100, Sigma, St. Louis, MO,
USA) as markers for rod bipolar cells and ganglion cells,
respectively. A rabbit polyclonal antibody raised against
brain nitric oxide synthase (bNOs, 1:3,000, Sigma) was also
employed.

Cryostat sections were incubated in 0.1 M TRIS-
buffered saline (TBS), pH 7.4 containing 3.3% normal
goat serum for 30 min, washed in 0.1 M TBS and in-
cubated with the primary antibodies in 0.1 M TBS con-
taining 0.3% Triton X-100 and 0.5% normal goat serum
overnight at room temperature. The sections were washed
again and incubated for 1 h with the appropriate secondary
antibody, rhodamine; tetramethylrhodamine isothiocya-
nate (TRITC)-conjugated goat affinity purified goat anti-
mouse IgG (H+L) (1:100, Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, Pa., USA) or Alexa Fluor488
goat anti-mouse IgG (H+L) (1:200, Molecular Probes,
Eugene, Ore., USA) for the monoclonal antibodies and
fluorescein; fluoroscein isothiocyanate (FITC)-conjugated
goat anti-rabbit IgG (H+L) (1:150, Vector Laboratories,
Burlingame, Calif., USA) for the polyclonal antibodies.
Finally, the sections were washed and cover-slipped with
mounting medium (Vector). Negative controls were in-
cluded by omitting the primary antibody.

Microscopy

Images were taken with a Leica DM RE laser-scanning
microscope (He/Ne laser) with HP Plan APO ×20/0.70.
Optic sections were taken with a z-axis resolution of 1.1
μm through the immunolabelled cells. Light and contrast
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in the images were adjusted using appropriate software
(Photoshop v. 5.0, Adobe, San Jose, Calif., USA).

Quantification

For quantification studies, each section studied was cen-
tered in the optic field of the HP Plan APO ×20/0.70 lens.
ChAT immunoreactive cells were counted in the area
around the optic nerve. For the control studies 21 sections
were examined from five different experiments (retinas).
The number of sections employed for the neuroprotection
groups was as follows: BIM23014 group, 13 sections from
four different retinas; MK678 group, 9 sections from three
different retinas, cortistatin group, 12 sections from four

different retinas. The n values presented in the Results
section represent the number of retinas studied.

TUNEL staining

To determine cell loss, enzymatic in situ labelling of apop-
tosis induced DNA strand breaks was performed using the
TUNEL assay (Roche, Germany).

Radioimmunoassay

Somatostatin levels were determined in medium obtained
from samples incubated for 30 min in the presence of the
chemical ischaemia solution containing somatostatin 1
μM. The samples were centrifuged for 15 min at 12,000
rpm, at 4°C. Acetic acid (2N) was added to the superna-
tant, the mixture boiled for 10 min, lyophilized and kept at
−80°C. The assay mixture contained the somatostatin an-
tiserum (kindly provided by Prof. G. Sperk) at a final di-
lution of 1:30,000, [125I]-Tyr11-somatostatin (20,000 cpm)
and somatostatin standards (0–200 pg/100 μl) or samples
in a final assay volume of 0.5 ml, according to Sperk and
Widmann (1985). Samples were incubated at 4°C for 24 h.
Bound and free peptide were separated by addition of

Table 1 Effect of chemical ischaemia (iodoacetic acetic acid IAA,
sodium cyanide NaCN) on choline acetyltransferase immunoreac-
tivity (ChAT-IR) in rat retina (+ ChAT immunoreactivity observed,
− ChAT immunoreactivity not observed)

IAA (mM) NaCN (mM) Time (min) ChAT-IR

0.5 2.5 15, 30, 45, 60 +
5 25 60, 120 −
50 250 60, 120 −
100 500 60, 120 −

Fig. 1a–e Choline acetyltransferase (ChAT) immunoreactivity and
TUNEL stain in rat retina. a Control retinas showing ChAT
immunoreactivity in amacrine cells in the inner nuclear (INL) and
ganglion cell (GCL) layers and processes in the inner plexiform

layer (IPL) (n=12) . b, c No immunoreactivity is seen in ischaemic
retinas (n=12, b) or in the presence of the secondary antibody alone
(c). No TUNEL staining is seen in control retinas (d), but is
abundant in the ischaemic retina (e). Scale bars, 40 μm
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900-μl aliquots of a mixture containing 2.5% charcoal and
0.25% dextran T70 and subsequent centrifugation.

Results

To assess retinal ischaemia, a pilot study was performed
using different concentrations and times of incubation of
the eyecups with IAA/NaCN (Table 1). Incubation of the
eyecups with IAA/NaCN (0.5/2.5 mM) had no effect,
whereas treatment with IAA (5, 50, 100 mM)/NaCN (25,

250, 500 mM) for 60 or 120 min abolished ChAT immu-
noreactivity. Therefore, a solution with the lowest concen-
trations of the two chemicals that elicited retinal damage,
namely 5 mM IAA/25 mM NaCN, was used to induce
chemical ischaemia in subsequent experiments. The work-
ing protocol involved incubation of the eyecups with PBS
for a total of 120 min (4×30 min) (control group), the
chemical solution (5 mM IAA/25 mM NaCN) for 60 min
(2×30 min) followed by a 60-min (2×30 min) incubation
with PBS (ischaemia group) or incubation with somato-
statin (1, 10 μM), cortistatin, BIM23014 or MK678 (0.1,

Fig. 2 Viability of rat retinal
tissue. ChAT immunoreactivity
is seen in amacrine cells in the
INL and GCL and processes in
the IPL of retinas incubated for
2 h with PBS. The immunore-
activity is decreased at 6 h and
absent at 12 and 24 h. TUNEL
staining (for apoptosis) appeared
at 6 h and was maximal at 12
and 24 h. The experiments were
performed twice. Scale bars 40
μm
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1, 10 μM) with the chemical ischaemia solution for 60 min
(2×30 min), followed by 2×30-min incubation of the
ligands in PBS (neuroprotection groups).

A representative picture of ChAT immunoreactivity in
sections of retinas from control and chemical ischaemia
groups (n=12) is shown in Fig. 1. ChAT immunoreactivity
is seen in amacrine cells in two layers of the retina, the

Fig. 3 Concentration-dependent attenuation of chemically induced
ischaemic damage to ChAT immunoreactive neurons by somatosta-
tin receptor agonists. ChAT immunoreactivity is seen in amacrine
cells in the INL and GCL and processes in IPL in retina incubated

with cortistatin 1 μM (n=5) or 10 μM (n=3), BIM 23014 1 μM
(n=5) or 10 μM (n=3) or MK678 1 μM (n=4) or 10 μM (n=4) in the
presence of the ischaemia mixture. Scale bars 40 μm
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inner nuclear (INL) and the ganglion cell (GCL) layers,
and in processes in the inner plexiform layer (IPL). ChAT
immunoreactivity was not observed in retinas subjected to
chemical ischaemia (Fig. 1b), nor after incuabtions with
the second antibody alone (Fig. 1c). TUNEL staining sub-
stantiated the cell death produced by the ischaemic solution
(Fig. 1e).

ChAT immunoreactivity and TUNEL staining were
employed to examine cell viability of retinal explants over
a 24-h period. Both markers showed cell viability to be
maximal at 2 h, decreased at 6 h and absent at 12 and 24 h
(Fig. 2). All subsequent observations were therefore made
after 2 h.

To examine the possible neuroprotective effect of soma-
tostatin, cortistatin and analogues, different paradigms were

employed. The somatostatin ligands afforded neuroprotec-
tion when they were incubated with the eye cup in the
presence of the ischaemia solution for 2×30 min, with two
subsequent 30-min additions in the absence of the ischae-
mia solution. The total 60-min incubation was divided into
2×30-min incubations, with addition of new peptide for the
second 30-min period, to limit the degradation of the
peptides. No neuroprotective effect was observed when the
analogues were incubated with the eye cups after the
chemical ischaemia reaction had been established.

When the retina was incubated with somatostatin (1 or
10 μM) in the presence of the ischaemia solution and
subsequently for 2×30 min (n=2) no protection was found.
Somatostatin levels were measured in samples to which
1 μM somatostatin had been added in the presence of
the ischaemia solution, and found to be reduced to 277
±33 nM (n=3). These results suggested that somatostatin
was degraded under the experimental conditions.

To examine the putative neuroprotective effect of
cortistatin and the sst2 analogues BIM23014 and MK678,
a concentration/response relation was constructed (Fig. 3).
The effect of cortistatin [0.1 μM (n=4), 1 μM (n=5), 10 μM
(n=3)], BIM23014 [0.1μM(n=3), 1μM(n=5), 10μM(n=3)],
and MK678 [0.1 μM (n=3), 1 μM (n=4), 10 μM (n=4)]
is shown in Fig. 3. The three ligands reversed the ischaemic
damage concentration dependently. The data obtained from

Table 2 Number of ChAT immunoreactive cells observed in the
neuroprotection groups expressed as a percentage of the value in the
control group. (INL inner nuclear layer, GCL ganglion cell layer)

Neuroprotection group % of control Total

INL GCL

Cortistatin 58.6±11.5 58.1±5.8 58.3±3.9
BIM 23014 77.8±4.9 73.9±7.7 75.9±4.9
MK 678 72.4±5.2 24.1±4.2 49.4±4.6

Fig. 4a–f Effect of somatostatin receptor agonists on chemically
induced ischaemic damage to tyrosine hydroxylase (TH) immuno-
reactive neurons. a Control retina showing TH immunoreactivity in
amacrine cells and processes in the IPL (n=5). b, c No immuno-
reactivity is seen in ischaemic retina (n=5, b) or in the presence of

the secondary antibody alone (c). d–f Cortistatin (n=3, d), BIM
23014 (n=3, e) and MK678 (n=3, f) in the presence of the ischaemia
solution prevent the loss of TH immunoreactive neurons. Scale bars
40 μm
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the smaller concentration of the ligands that afforded neuro-
protection (1μM)were employed for quantification purposes.

ChAT immunoreactivity was present in amacrine cells in
the INL and GCL and in the processes in the IPL. The
numbers of cells immunostained in the control and neuro-
protection group (cortistatin, BIM23014 and MK678) were
determined and are presented in Table 2.

CHAT-immunoreactive cells were counted in the GCL
and INL of control (PBS) and neuroprotection groups. In
the control group a mean of 10.6±0.8 and 11.7±0.8 cells/
field were counted in the GCL and INL, respectively.
BIM23014 protected 74 and 78%, MK678 protected 24
and 72% and cortistatin 58 and 59% of the cells in the
GCL and INL, respectively, compared with cells in the
same layers of the control sections (PBS group). The total
immunostained cells in the control group were 22.3±1.2.
BIM23014, MK678 and cortistatin protected 76, 49 and
58% of these cells, respectively.

When present in the incubation under the same con-
ditions as for cortistatin and the sst2 ligands, sst4- and sst5-
selective ligands (1 μM) did not attenuate the effects of
chemical ischaemia (data not shown).

In addition to ChAT, other retinal markers were also
examined to establish the viability of the ischaemic retina
as well as the neuroprotective properties of the somatosta-

tin agents. Concentration/response curves were constructed
for the three ligands and TH-, bNOS-, and PKC-immuno-
reactivities. The curves for all markers examined were
similar to that shown in Fig. 3 for ChAT immunoreactivity
(data not shown). The data presented below depict the
effect of the somatostatin receptor ligands at 1 μM.

TH immunoreactivity data are presented in Fig. 4. TH
immunoreactive amacrine cells and processes were distrib-
uted throughout the IPL (n=5) (Fig. 4a). No cells or pro-
cesses were visible in the ischaemic retina (n=5) (Fig. 4b),
nor was immunoreactivity observed in the presence of
the second antibody alone (Fig. 4c). Cortistatin (n=3) and
the sst2 agonists BIM23014 (n=3) and MK678 (n=3)
prevented the ischaemic effects in cells and processes
(Fig. 4d–f).

bNOs immunoreactivity is shown in Fig. 5. It is present
in amacrine cells in the INL and processes (n=5) (Fig. 5a),
while no cells or processes are visible in the tissue treated
with the chemical ischaemia solution (n=5) (Fig. 5b), nor
was immunoreactivity observed in the presence of the
second antibody alone (Fig. 5c). Treatment with cortistatin
(n=3) or sst2 receptor agonist (BIM23014, n=3; MK678,
n=3) prevented the disappearance of bNOs immunoreac-
tivity, which remained at control levels (Fig. 5d–f).

Fig. 5a–f Effect of somatostatin receptor agonists on chemically
induced ischaemic damage to brain NO synthase (bNOS) immuno-
reactive neurons. a Control retina showing bNOS immunoreactivity
in amacrine cells and processes in the IPL (n=5). b, c No im-
munoreactivity is seen in ischaemic retina (n=5, b) or in the

presence of the secondary antibody alone (c). Cortistatin (n=3, d),
BIM 23014 (n=3, e) and MK678 (n=3, f) prevented the loss of
bNOS immunoreactive neurons in the presence of the ischaemia
solution. Scale bars 40 μm
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Figure 6 depicts the PKC immunoreactivity data in con-
trol, ischaemic, and cortistatin- and sst2 ligand-treated ret-
inas. PKC immunoreactivity is present in rod bipolar cells
in the INL with axons extending towards the IPL (n=5)
(Fig. 6a). The ischaemic retina is depicted in Fig. 6b and
shows virtually no PKC immunoreactivity. In the corti-
statin (n=4) and sst2 receptor ligand- (BIM23014, n=3;
MK678, n=3) treated retinas, PKC immunoreactivity is
visible in the cell bodies, some axons and terminals of rod
bipolar cells (Fig. 6d–f). MAP1 immunoreactivity labelling
of ganglion cells and processes in the GCL was not affected
by the ischaemic damage (data not shown).

Discussion

To study the possible neuroprotective effects of somato-
statin on ischaemia-induced retinal neurotoxicity, an in
vitro pharmacological model of chemical ischaemia was
used, first employed in hippocampal slices (Reiner et al.
1990). Chemical ischaemia involves the blockade of oxi-
dative phosphorylation and glycolysis and is believed to
be useful in the understanding of the early events un-
derlying the pathophysiology of ischaemia. Incubation of
the rat eye cup with the chemical ischaemia solution for 60
min affected several retinal cell populations, including

cholinergic, rod bipolar, and TH- and NOS-positive cells.
In addition, TUNEL staining revealed increased apoptosis
in the ischaemic retina.

The present results are in agreement with other data
showing that simulated retinal ischaemia (removal of glu-
cose and N2 replacement of 95% O2) for 60 or 90 min, but
not less, results in the degeneration of INL neurons (Izumi
et al. 2003). The vulnerability of these neurons to the
ischaemic insult was attributed to the release of glutamate
and the activation of both NMDA- and non-NMDA re-
ceptors. In the chemical ischaemia paradigm the ganglion
cells were not affected, as shown by MAP1 immunoreac-
tivity. In the paradigm of simulated ischaemia (Izumi et al.
2003), which most resembles the present chemical isch-
aemia model, major morphological changes are observed
in the INL and IPL of the retina. In that study no mention
was made of changes in the morphology of the GCL. This
finding may be attributed to the fact that our model pro-
vides information reflecting the immediate changes caused
by ischaemia. It has been shown that the number of retinal
ganglion cells lost after high-pressure-induced ischaemia
is related directly to the duration of the insult (Selles-
Navarro et al. 1996). The present data are in agreement
with studies that have employed other paradigms of is-
chaemia and have shown that IPL and INL damage is most
prominent (Izumi et al. 1995; Cheon et al. 2002). These

Fig. 6 Effect of somatostatin receptor agonists on chemically in-
duced ischaemic damage to PKC immunoreactive neurons. a Con-
trol retina showing PKC immunoreactivity in rod bipolar cells in the
outer plexiform layer (OPL) with axons extending towards the IPL
(n=5). b, c No immunoreactivity is seen in ischaemic retina (n=5, b)

or in the presence of the secondary alone (c). Cortistatin (n=4, d),
BIM 23014 (n=3, e) and MK678 (n=3, f) prevented the loss of PKC
immunoreactivity in cell bodies of rod bipolar cells, terminals and
some axons in the presence of the ischaemia solution. Scale bars,
40 μm
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results suggest that the model of chemical ischaemia may
be useful in the elucidation of the actions of pharmaco-
logical agents on the prevention of early ischaemic retinal
damage.

The viability of the retinal explants was assessed over
24 h. ChAT immunoreactivity and TUNEL staining showed
that cells were maximally viable at 2 h, less so at 6 h and
not viable at 12 and 24 h. All subsequent neuroprotection
experiments were thus performed only at 2 h. The data at
6 h suggested that at this time the detection of the less
abundant cells (TH- and bNOS-positive) in the control
group was questionable.

Somatostatin receptor subtypes have been mapped in the
rat retina and sst2A receptors have been localized in dif-
ferent cell types, primarily in rod but also cone bipolar
cells, cone photoreceptors, horizontal cells and TH-positive
amacrine cells. The sst2B isoform has been localized in
photoreceptors (for a review, see Thermos 2003), while
RT-PCR studies in rat ocular tissue found the sst2 subtype
to predominate (Mori et al. 1997). In view of this evi-
dence, emphasis was given to the study of the sst2-selective
agonists BIM23014 and MK678 as neuroprotectants. The
present data support a neuroprotection role for these agents
against chemical ischaemia in rat retina, for they protected
76 and 49% of ChAT immunoreactive cells, respectively.
Similar results were obtained with cortistatin (58% pro-
tection), a neuropeptide that binds with high affinity to all
ssts (Siehler et al. 1998). In mouse hypothalamic neurons it
has been shown to affect glutamate sensitivity through its
interaction with the sst2 receptor subtype (Vasilaki et al.
1999). A similar percentage of ChAT immunoreactive cells
in the two retinal layers (INL and GCL) were protected by
BIM23014 (78, 74%) and cortistatin (59, 58%). However,
MK678 appeared to discriminate (INL, 72%; GCL 24%),
thus giving a smaller overall neuroprotection. This dif-
ference between the sst2-selective analogs cannot be easily
explained, but may be due to the absorption properties of
the drug or to a technical artefact.

The three agents afforded neuroprotection in a concen-
tration dependent manner. These data are in agreement with
a previous study showing that somatostatin, octreotide and
cortistatin result in dose-dependent neuroprotection against
lesions induced by focal ischaemia (Rauca et al. 1999). The
protection observed by these investigators was in the same
range as in the present study. The present results are also in
agreement with studies showing that somatostatin ana-
logues inhibit retinal neovascularization in a mouse model
of oxygen-induced retinopathy (Smith et al. 1997; Higgins
et al. 2002).

Somatostatin did not afford any neuroprotection due to
its degradation, and subsequent poor access to the retina.
The latter has also been reported in previous studies with
higher concentrations of the ligand (Vasilaki et al. 2002).
The sst4- and sst5-selective agents, as expected, afforded no
neuroprotection of ChAT immunoreactivity. These agents
were used as controls, since the sst4 receptors are localized
only on ganglion cells, and sst5 receptors have not been
localized in the retina (Thermos 2003). These results sup-

port further the selective neuroprotective effects of the sst2
ligands.

The mechanisms by which somatostatin analogues pre-
vent the damage produced by chemical ischaemia or other
neurotoxic insults are not known. However, somatostatin’s
ability to inhibit voltage-gated Ca2+ channels may be
responsible for the lowering of the intracellular [Ca2+]
(Tallent et al. 1996), responsible for the toxic effects. The
rise in intracellular calcium levels resulting from ischae-
mia-induced activation of voltage-gated calcium channels
and ionotropic glutamate receptors is believed to be the
underlying cause of cell death (Osborne et al. 2004). The
involvement of calcium in our paradigm needs to be
substantiated by measurements of calcium levels, yet this
mechanism would appear to offer a reasonable explana-
tion for the neuroprotection observed by the sst2 ligands
in PKC and TH-containing neurons. Other reports have
shown that sst2 receptors are localized in PKC and TH-
containing neurons (Helboe et al. 1999; Johnson et al.
1998; Vasilaki et al. 2001). The neuroprotection afforded
to the ChAT and bNOS neurons may be due to other
indirect mechanisms that have to be elucidated further. A
possible player in this process may be cGMP. Meriney
et al. (1994) have reported that somatostatin inhibits neu-
ronal Ca2+ current via a cGMP-dependent protein kinase,
while Forloni et al. (1997) have reported that somato-
statin reduces NMDA-induced neuronal death by a cGMP-
dependent mechanism. Studies in our laboratory have
shown that somatostatin increases nitric oxide levels in rat
retina by an sst2-mediated mechanism (Vasilaki et al. 2002)
and we have preliminary data to support the suggestion
that somatostatin and sst2 receptor agonists increase cGMP
levels in rat retinal explants (Mastrodimou et al., unpub-
lished data). Therefore, one can conjecture that NO may
trigger the synthesis of cGMP in neighboring cells, not
containing somatostatin receptors, and provide neuropro-
tection via the mechanisms just described.

Very interesting findings that are not easy to reconcile
with the neuroprotective role of somatostatin relate to its
pro-apoptotic effects. Activation of sst2 receptors in HL-60
cells reportedly promote cell death (Teijeiro et al. 2002).
In addition, expression of sst2 receptors in BxPC-3 cells
stimulates apoptosis through the activation of tyrosine-
phosphatase SHP-1, and sensitizes the cells to apoptosis
induced by TNF (Guillermet et al. 2003). This may be a
characteristic of non-neuronal cells and remains to be
observed in neuronal systems.

In summary, the present study established that the chem-
ical ischaemia model could be adapted to the retina. Chem-
ical ischaemia resulted in the cell loss of different retinal
neurons, a process that was prevented by sst2-selective
somatostatin analogues and cortistatin. Further studies are
in progress to elucidate the mechanisms involved in the
neuroprotection.

52



Acknowledgements The authors thank Dr. de Lecea for cortistatin
and Merck Research Laboratories (Rahway, N.J., USA) for MK678.
This study was supported by grants to K.T. from the Ministry
of Education (EPEAEK-Neuroscience/Chemistry), an EC Contract
(QLG3-CT-1999-00908) and a grant from Novartis (Basel).

References

Braun H, Schulz S, Becker A, Schroder H, Hollt V (1998) Protective
effects of cortistatin (CST-14) against kainate-induced neuro-
toxicity in rat brain. Brain Res 803:54–60

Brazeau P, Vale W, Burgus R, Ling N, Butcher M, Rivier J,
Guillemin R (1973) Hypothalamic polypeptide that inhibits the
secretion of immunoreactive pituitary growth hormone. Science
179:77–79

Cheon EW, Kim YH, Cho YY, Kim HJ, Kang SS, Cho GJ, Yoo JM,
Song JK, Choi WS (2002) Betaxolol, a β1-adrenoceptor
antagonist, protects a transient ischemic injury of the retina.
Exp Eye Res 75:591–601

Cristiani R, Fontanesi G, Casini G, Petrucci C, Viollet C, Bagnoli P
(2000) Expression of somatostatin subtype 1 receptor in the
rabbit retina. Investig Ophthalmol Vis Sci 41:3191–3199

Cristiani R, Petrucci C, Dal Monte M, Bagnoli P (2002) Somato-
statin (SRIF) and SRIF receptors in the mouse retina. Brain Res
936:1–14

de Lecea L, Criado JR, Prospero-Garcia O, Gautvik KM, Schweitzer
P, Danielson PE, Dunlop CL, Siggins GR, Henriksen SJ,
Sutcliffe JG (1996) A cortical neuropeptide with neuronal de-
pressant and sleep-modulating properties. Nature 381:242–245

Ferreira IL, Duarte CB, Neves AR, Carvalho AP (1998) Culture
medium components modulate retina cell damage induced by
glutamate, kainate or “chemical ischemia”. Neurochem Int
32:387–396

Forloni G, Lucca E, Angeretti N, Chiessa R, Vezzani A (1997)
Neuroprotective effect of somatostatin on nonapoptotic NMDA-
induced neuronal death: role of cyclic GMP. J Neurochem
68:319–327

Guillermet J, Saint-Laurent N, Rochaix P, Cuvillier O, Levade T,
Schally AV, Pradayrol L, Buscail L, Susini C, Bousquet C
(2003) Somatostatin receptor subtype 2 sensitizes human pan-
creatic cancer cells to death ligand-induced apoptosis. Proc Natl
Acad Sci USA 100:155–160

Helboe L, Moller M (1999) Immunohistochemical localization of
somatostatin receptor subtypes sst1 and sst2 in the rat retina.
Investig Ophthalmol Vis Sci 40:2376–2382

Higgins RD, Yan Y, Schrier BK (2002) Somatostatin analogs inhibit
neonatal retinal neovascularisation. Exp Eye Res 74:553–559

Hoyer D, Bell GI, Berelowitz M, Epelbaum J, Feniuk W, Humphrey
PP, O’Carroll AM, Patel YC, Schonbrunn A, Taylor JE, Reisine
T (1995) Classification and nomenclature of somatostatin
receptors. Trends Pharmacol Sci 16:86–88

Izumi Y, Benz AM, Kurby CO, Labruyere J, Zorumski CF, Price
MT, Olney JW (1995) An ex vivo rat retinal preparation for
excitotoxicity studies. J Neurosci Methods 60:219–225

Izumi Y, Hammerman SB, Kirby CO, Benz AM, Olney JW,
Zorumski CF (2003) Involvement of glutamate in ischemic
neurodegeneration in isolated retina. Vis Neurosci 20:97–107

Johnson J, Wong H, Walsh JH, Brecha NC (1998) Expression of the
somatostatin subtype 2A receptor in the rabbit retina. J Comp
Neurol 393:93–101

Johnson J, Wu V, Wong H, Walsh JH, Brecha NC (1999)
Somatostatin receptor subtype 2A expression in the rat retina.
Neuroscience 94:675–683

Meriney SD, Gray DB, Pilar GR (1994) Somatostatin-induced
inhibition of neuronal Ca2+ current modulated by cGMP-
dependent protein kinase. Nature 369:336–339

Mori M, Ahara M, Shimizu T (1997) Differential expression of
somatostatin receptors in the rat eye: SSTR4 is intensely
expressed in the iris/ciliary body. Neurosci Lett 223:185–188

Osborne NN, Casson RJ, Wood JP, Chidlow G, Graham M, Melena
J (2004) Retinal ischemia: mechanisms of damage and potential
therapeutic strategies. Prog Retin Eye Res 23:91–147

Petrucci C, Resta V, Fieni F, Bigiani A, Bagnoli P (2001) Modulation
of potassium current and calcium influx by somatostatin in rod
bipolar cells isolated from the rabbit retina via sst2 receptors.
Naunyn-Schmiedebergs Arch Pharmacol 363:680–694

Rauca C, Schafer K, Hollt V (1999) Effects of somatostatin,
octreotide and cortistatin on ischaemic neuronal damage fol-
lowing permanent middle cerebral artery occlusion in the rat.
Naunyn-Schmiedebergs Arch Pharmacol 360:633–638

Reiner PB, Laycock AG, Doll CJ (1990) A pharmacological model
of ischemia in the hippocampal slice. Neurosci Lett 119:175–
178

Rohrer SP, Birzin ET, Mosley RT, Berk SC, Hutchins SM, Shen D-
M, Xiong Y, Hayes EC, Parmar RM, Foor F, Mitra SW, Degrado
SJ, Shu M, Klopp JM, Cai S-J, Blake A, Chan WWS, Pasternak
A, Yang L, Patchett AA, Smith RG, Chapman KT, Schaeffer JM
(1998) Rapid identification of subtype-selective agonists of the
somatostatin receptor through combinatorial chemistry. Science
282:737–740

Selles-Navarro I, Villegas-Perez MP, Salvador-Silva M, Ruiz-
Gomez JM, Vidal-Sanz M (1996) Retinal ganglion cell death
after different transient periods of pressure-induced ischemia
and survival intervals. A quantitative in vivo study. Investig
Ophthalmol Vis Sci 37:2002–2014

Shapiro B, Kronheim S, Pinistone B (1979) The presence of
immunoreactive somatostatin in the rat retina. Horm Metab Res
11:79–80

Siehler S, Seuwen K, Hoyer D (1998) [125I]Tyr10-cortistatin14
labels all five somatostatin receptors. Naunyn-Schmiedebergs
Arch Pharmacol 357:483–489

Smith LEH, Kopchick JJ, Chen W, Knapp J, Kinose F, Daley D,
Foley E, Smith RG, Schaeffer JM (1997) Essential role of
growth hormone in ischemia-induced retinal neovasculariza-
tion. Science 276:1706–1709

Sperk S, Widmann R (1985) Somatostatin precursor in the rat
striatum: changes after local injection of kainic acid. J Neuro-
chem 45:1441–1447

Tallent M, Liapakis G, O’Carroll A-M, Lolait SJ, Dichter M, Reisine
T (1996) Somatostatin receptor subtypes SSTR2 and SSTR5
couple negatively to an L-type Ca2+ current in the pituitary cell
line AtT-20. Neuroscience 71:1073–1081

Teijeiro R, Rios R, Costoya JA, Castro R, Bello JL, Devesa J, Arce
VM (2002) Activation of human somatostatin receptor 2 pro-
motes apoptosis through a mechanism that is independent from
induction of p53. Cell Physiol Biochem 12:31–38

Thermos K (2003) Functional mapping of somatostatin receptors in
the retina: a review. Vis Res 43:1805–1815

Vasilaki A, Lanneau C, Dournaud P, De Lecea L, Gardette R,
Epelbaum J (1999) Cortistatin affects glutamate sensitivity in
mouse hypothalamic neurons through activation of sst2 so-
matostatin receptor subtype. Neuroscience 88:359–364

Vasilaki A, Gardette R, Epelbaum J, Thermos K (2001) NADPH-
diaphorase colocalization with somatostatin receptor subtypes
sst2A and sst2B in the retina. Investig Ophthalmol Vis Sci
42:1600–1609

Vasilaki A, Mouratidou M, Schulz S, Thermos K (2002) Somato-
statin mediates nitric oxide production by activating sst2 re-
ceptors in the rat retina. Neuropharmacology 43:899–909

Vasilaki A, Papadaki T, Notas G, Kolios G, Mastrodimou N, Hoyer
D, Tsilimbaris M, Kouroumalis E, Pallikaris I, Thermos K
(2004) Effect of somatostatin on nitric oxide production in
human retinal pigment epithelium cell cultures. Investig
Ophthalmol Vis Sci 45:1499–1506

53



lsevier.com/locate/regpep
Regulatory Peptides 13
Somatostatin receptors (sst2) regulate cGMP production in rat retina

Niki Mastrodimou a, Foteini Kiagiadaki a, Mira Hodjarova a,b,

Efthimia Karagianni a, Kyriaki Thermos a,*

a Laboratory of Pharmacology, Department Basic Sciences, University of Crete, Faculty of Medicine, Heraklion, Crete, Greece
b Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy Hradec Kralova, Czech Republic

Received 11 May 2005; accepted 8 September 2005

Available online 8 November 2005
Abstract

The present study investigated the effect of somatostatin in the regulation of cGMP levels in rat retina and the mechanisms involved in this

process. Isolated rat retinas were treated alone or in the presence of somatostatin (0.01–10 AM), BIM23014 (sst2 agonist, 0.01–10 AM), L-

796,778 (sst3 agonist, 10 AM), somatostatin (0.1 AM) in combination with CYN154806 (sst2 antagonist, 1 AM), NG-methyl-l-arginine acetate salt

(NMMA, inhibitor of the nitric oxide synthase (NOS), 250 AM), orthovanadate (inhibitor of tyrosine phosphatase, SHP-1, 1 AM), and arginine

alone (250 AM). cGMP levels were quantified by ELISA. Immunohistochemistry studies were performed for the detection of cGMP and nNOS,

while Western blot analysis was employed for the detection of SHP-1. Somatostatin increased cGMP levels in a concentration-dependent manner.

This increase was inhibited by CYN154806. BIM23014 increased cGMP levels only at the concentration of 10 AM, while L-796,778 had no

effect. NMMA blocked completely the somatostatin stimulated increase of cGMP levels and nNOS was detected in rat retina. cGMP

immunoreactivity was observed primarily in bipolar cells only of nitroprusside-treated retinas. SHP-1 inhibition by orthovanadate reduced the

somatostatin effect in a statistically significant manner. These results suggest that a SRIF/SHP-1/NO/cGMP mechanism underlies the actions of

somatostatin in the retina and in its influence of retinal circuitry.

D 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
Keywords: Neuropeptide; Nitric oxide; nNOS; Tyrosine-phosphatase (SHP) immunohistochemistry
1. Introduction

The neuropeptide somatostatin (somatotropin release inhib-

itory factor, SRIF) mediates a diverse number of physiological

actions in the peripheral and central nervous system [1,2]. Five

SRIF receptor subtypes have been cloned, namely sst1–5 [3]

and are responsible for SRIF’s actions. The sst2 receptor has

been demonstrated in mouse and rat to exist as two splice

variants, sst2A and sst2B [4,5].

In the eye, SRIF was initially detected in amacrine,

ganglion, and interplexiform cells of the retina, and is believed

to function as a neurotransmitter, neuromodulator or trophic

factor [6–9]. These actions of SRIF are mediated by specific

G-protein coupled receptors, as substantiated by pharmacolog-

ical [10,11] and reverse transcriptase-polymerase chain reaction

(RT-PCR) studies [12]. More recent studies employing

immunohistochemistry techniques resulted in the identification
0167-0115/$ - see front matter D 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
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and localization of the receptor subtypes in retinal cells of

different species (for a review see Ref. [13]). The colocaliza-

tion of sst2A and sst2B receptors with NADPH-diaphorase in

rod bipolar and photoreceptors cells, respectively, was reported

[14], while pharmacological studies showed that somatostatin

mediates nitric oxide production by activating sst2 receptors in

rat retina [15].

In the present study, further emphasis was given to the

investigation of somatostatin–nitric oxide interactions by

examining the effect of somatostatin and analogues on cGMP

levels in rat retina. In addition, the involvement of nNOS and

SHP-1 in somatostatin’s actions was studied.

2. Methods

2.1. Animals

Female Sprague–Dawley rats weighing 250 to 350 g were

housed two to three animals per cage with free access to food

and water. A 12-h light–dark cycle was maintained. Euthanasia
3 (2006) 41 – 46
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was performed with ether inhalations. Housing conditions and

all procedures performed on the animals were in accordance

with Greek National Laws (Animal Act, P.D. 160/91) and with

the ARVO Statement for the Use of Animals in Opthalmic and

Vision Research.

2.2. Tissue preparation

After dissecting out the eyes, the anterior poles were cut

away and the eyecups were immersed in 0.1 M phosphate-

buffered saline (PBS) containing protease inhibitors leupeptin

(1 Ag/ml) and phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, 0.1 mM).

Retinas were mechanically detached from the rest of the

eyecup and incubated in PBS buffer containing protease

inhibitors and 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX, 1 mM)

for 15 min in room temperature. The retinas are incubated in

fresh buffer (500 Al) for 30 min in the absence or presence of

somatostatin (0.01–10 AM), BIM23014 (0.01–10 AM), so-

matostatin (0.1 AM) in combination with CYN154806 (1 AM,

kindly provided by Dr. D. Hoyer) or NG-methyl-l-arginine

acetate salt (NMMA, 250 AM) or orthovanadate (1 AM).

Arginine (250 AM) and the sst3 analog L-796,778 (10 AM;

[16]) were also tested. Control samples contained PBS buffer

with IBMX and protease inhibitors. One retina was used for

each treatment.

2.3. ELISA assay

The samples were prepared for the ELISA assay according

to Blute et al. [17]. Control or treated retinas were homoge-

nized in Phosphate Buffer (PB, 50 mM), pH 6.5. Trichlor-

oacetic acid (TCA, 10%) was added to the homogenates, the

mixture was centrifuged at 15000 rpm for 10 min and the

supernatants were removed. Water saturated ether was used to

extract the TCA from the supernatant. Five volumes of ether to

one volume of supernatant was used and the procedure was

repeated five times. Trace amounts of ether were removed by

heating the samples in a water bath (70 -C) for 5 min. The

samples were frozen on dry ice and stored at �80 -C until

further use. The samples were analyzed by using a commercial

cGMP ELISA assay (Cayman Chemical Company, Ann

Harbor, MI). Protein concentration was determined according

to Bradford [18].

2.4. Immunohistochemistry studies

Tissue preparation and immunohistochemistry was per-

formed according to Mastrodimou et al. [19]. Cryostat sections

of rat retina were incubated in 0.1 M Tris buffer saline; TBS,

pH 7.4 containing 3.3% normal goat serum for 30 min, washed

in 0.1 M TBS and incubated with the a rabbit polyclonal

antibody raised against bNOs (1:3000, Sigma, St. Louis,

Missouri, USA) in 0.1 M TBS containing 0.3% Triton X-100

and 0.5% normal goat serum overnight at room temperature.

The sections were washed again and incubated for 1 h with a

FITC-conjugated Goat anti-Rabbit IgG (H+L) (1:150, Vector

Laboratories, Burlingame, CA).
For the cGMP immunoreactivity studies, eyecups were

initially treated with Eagle’s medium (Gibco BRL, UK)

containing protease inhibitors leupeptin (1 Ag/ml) and PMSF

(0.1 mM), and IBMX (1 mM) for 30 min at 37 -C in a water

bath. Subsequently, the eyecups were treated in the above

medium to which nitroprusside (1 mM) or somatostatin (10

AM) or the sst2 selective agonist L-779,976 (100 AM) was

added for 10 min at 37 -C. Control samples were treated only

with protease inhibitors and IBMX (1 mM). Tissue prepara-

tion and immunohistochemistry was performed according to

Mastrodimou et al. [19]. cGMP immunoreactivity was

assayed using a sheep anti-formaldehyde-fixed cGMP anti-

body (1:500, kindly provided by Prof. Jan de Vente). Cryostat

sections of rat retina were incubated in 0.1 M TBS, pH 7.4

containing 3.3% normal donkey serum for 30 min, washed in

0.1 M TBS and incubated with the primary antibody in 0.1 M

TBS containing 0.3% Triton X-100 and 0.5% normal donkey

serum overnight at room temperature. The sections were

washed again and incubated for 1 h with an Alexa Fluor 488

Donkey anti-Sheep IgG (H+L) (1:200, Molecular Probes,

Inc., USA).

To examine whether cGMP immunoreactivity is localized in

rod bipolar cells, colocalization studies were performed by

treating the sections from tissues treated with SNP with the

cGMP antibody and a mouse monoclonal antibody against

Protein Kinase C (PKC; 1:50, Leinco Technologies, St. Louis,

Missouri, USA) as a marker for rod bipolar cells, overnight.

Subsequently, the sections were incubated with the secondary

antibody for the cGMP antiserum, washed in TBS and

incubated for 1 h with a TRITC-conjugated Goat anti-Mouse

IgG (H+L) (1:100, Jackson Lab. Inc., West Grove, USA).

Finally, the sections were washed and coverslipped with

mounting medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA).

Negative controls were included by omitting the primary

antibody.

Light microscopy images were taken with a Zeiss Axioskop

with Plan-Neofluar �40/0.75. Confocal images were taken

with a Leica DM RE laser-scanning microscope (He/Ne Laser)

with HP Plan APO �20/0.70. Optic sections were taken with a

z-axis resolution of 1.1 Am through the immunolabeled cells.

Light and contrast adjustment of images were processed with

the use of Adobe Photoshop software (version 5.0).

2.5. Western blot

Retinal or cortical membranes (60 Ag) were analyzed by

SDS/PAGE (10%). Proteins were transferred from the gel to

nitrocellulose overnight at 4 -C, and the residual binding sites

were blocked by incubating the membrane for 2 h in 5% (w/v)

Milk and 0.1% (v/v) Tween-20. The blots were subsequently

incubated with primary antibody SHP-1 (1:500, Chemicon

International, Inc.) in 2.5% Milk in PBS+0.1% Tween-20 in

the cold-room overnight. After being washed, the blots were

incubated for 1 h at RT with peroxidase-conjugated anti-Mouse

IgG made in 2.5% Milk in PBS+0.1% Tween-20. Immunore-

active proteins were visualized by chemiluminescence (Che-

micon International, Temecula, CA).
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2.6. Statistics

Mean and standard errors of the mean (S.E.M.) were

calculated for each group. An analysis of variance was

preformed using the GraphPad Prism software (version 2.01)

to detect statistically significant differences among the groups.

3. Results

3.1. Effect of SRIF and selective analogues on cGMP levels

SRIF increased cGMP levels in rat retina in a concentration-

dependent manner (n =7–16, Fig. 1A). Basal cGMP levels
Fig. 1. Effect of somatostatin and analogues on cGMP levels. (A) SRIF

increased cGMP levels in rat retina in a concentration-dependent manner

(n =7–16). (B) The effect of SRIF (0.1 AM, n =10) was blocked by the sst2
receptor antagonist CYN-154806 (1 AM). (n =8, B). **p <0.01 Dunnett’s

Multiple Comparison Test. (C) The sst2 agonist BIM23014 increased cGMP

levels in a concentration-dependent manner (n =6–16). **p <0.01 Dunnett’s

Multiple Comparison Test.
were found to be 39.6T3.1 pmol/mg protein (n =18). To assess

further the sst2 involvement in SRIF’s actions, the ability of the

selective sst2 antagonist CYN-154806 (1 AM) to block the

SRIF (0.1 AM)-induced increase of cGMP levels was

examined. As shown in Fig. 1B, CYN-154806 blocked the

SRIF-induced increase of cGMP levels (n =8). In addition, the

sst2 agonist BIM23014 mimicked the action of SRIF and

increased in a statistically significant manner the cGMP levels

only at the concentration of 10 AM (n =6–16, Fig. 1C). The

sst3 selective agonist L-796,778 (10 AM, n =5), however, was

not able to increase cGMP levels in a statistically significant

manner (data not shown).

3.2. Involvement of nitric oxide on somatostatin actions

Arginine (250 AM) increased cGMP levels (control 36.3

pmol cGMP/mg protein, n =8, Arginine 53.4 pmol cGMP/mg

protein, n =5, p <0.05). Incubation of the retinal explants in the

presence of SRIF (0.1 AM) and the nonselective NOS inhibitor

NMMA (250 AM, n =8) (Fig. 2A) resulted in the blockade of

the SRIF effect. Immunohistochemistry data support the

presence of neuronal NOS (bNOS) in rat retina (Fig. 2B),

while the second antibody employed alone and used as control

showed no immunostain (Fig. 2C).

3.3. Involvement of SHP-1 on somatostatin actions

The mechanisms via which SRIF increases NO and

subsequent cGMP levels have not been reported to date.

SHP-1 may be involved in somatostatin’s actions and thus its

presence in rat retina was studied. As shown in Fig. 2D,

SHP-1 is expressed in the retina (cortical tissue was

employed as control [20]), while the SHP-1 antagonist

orthovanadate (1 AM) attenuated somatostatin’s (0.1 AM)

mediated increase in cGMP levels in a statistically significant

manner (n =3, Fig. 2A).

3.4. Immunohistochemical localization of cGMP

cGMP immunoreactivity was examined in control, IBMX

and nitroprusside-treated eyecups (n =2). Immunoreactivity

was observed only in the nitroprusside-treated retinas primarily

in bipolar cells (rod and cone) (Fig. 3). Activation of the SRIF

receptors either with SRIF or the sst2 selective agonist L-

779,976 had no effect on the cGMP immunostain and was

comparable to the control or IMBX samples (data not shown).

4. Discussion

The present study focused on the elucidation of SRIF’s

actions on cGMP levels and the mechanisms involved. SRIF

increased cGMP levels in a concentration-dependent manner

via a sst2 receptor mechanism. This was substantiated by the

blocking effect of the sst2 antagonist on SRIF’s actions. The

selective sst2 agonist, BIM23014 also increased cGMP levels,

but only at the higher concentration used (10 AM). The present

data complement previous evidence from our laboratory
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showing that somatostatin and sst2 specific ligands increase

NO levels in retinal explants [15]. Specifically, the BIM23014

data are completely overlapping in the two studies, since only

at the concentration of 10 AM is the increase in both NO and

cGMP levels observed. This was attributed to poor access of

the agonist. The lack of effect of the sst3 analog, which was

employed as a control, was expected, since sst3 receptors have

not been reported in vertebrate retina [13].

Nitric oxide synthase (NOS) oxidizes the guanidine moiety

of l-arginine to liberate NO and citrulline. Consequently, NO

activates a soluble guanylate cyclase converting GTP to cGMP

as reported in vascular endothelial cells and in the central

nervous system [21,22].

In the retina, nNOS has been reported to be localized

primarily in amacrine cells, but also in photoreceptors,

horizontal, bipolar and ganglion cells [23], in agreement with

previous data in our group pertaining to NADPH-diaphorase

histostain in retina [14,15]. To substantiate the involvement of

nitric oxide synthase in the somatostatin-mediated increase of

cGMP levels, experiments focused on the ability of NMMA, a

NOS antagonist, to block somatostatin’s actions. NMMA fully

blocked the somatostatin-mediated increase in cGMP levels,

while arginine mimicked somatostatin’s actions. This effect
was mediated by the neuronal NOS as supported not only by

the previous cited studies [23], but also by the present bNOS

immunohistochemistry findings.

SRIF is synthesized in amacrine cells, but it has never

been found to be colocalized with NADPH-diaphorase or

nNOS [23,24]. In the rat, it activates sst2A and sst2B SRIF

receptors found to be localized on rod and cone bipolar cells

[25] and photoreceptors [14], respectively. SRIF activation of

sst2 receptors in the rat resulted in an increase in NOx

production [15].

To examine the effect of SRIF on cGMP levels at the

cellular level cGMP immunoreactivity was performed. Bipolar

cells of the rat retina express soluble guanylate cyclase [26].

While no immunoreactivity was observed in control or IBMX-

treated tissue, incubation with the NO donor nitroprusside (1

mM) afforded cGMP immunoreactivity primarily in rod and

cone bipolar cells. These results are in agreement with

Johansson et al. [27]. Treatment with somatostatin or the more

lipid soluble sst2 analog L779,976 [16] did not result in any

visible cGMP immunoreactivity. This finding may be due to

the solubility or stability properties of somatostatin and its

agonist. The addition of these agents to the eyecup and not

directly to the retina ex vivo may affect their efficacy.



Fig. 3. cGMP immunoreactivity in rat retina. cGMP immunoreactivity in

nitroprusside-treated eye cups was observed primarily in bipolar cells (A), PKC

immunoreactivity was observed in rod bipolar cells (B). Double labeling of

cGMP and PKC immunoreactivity was observed in a subpopulation of bipolar

cells (yellow ) (C). Scale bars: 20 Am.
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However, the biochemical data leave no doubt that SRIF via

sst2 activation increases cGMP levels. In retina, cGMP influences

a series of biochemical substrates and it is an important regulator

of cellular and retinal physiology. cGMP can modulate gap

junctions between horizontal cells [28] and gap junctions

between amacrine and rod bipolar cells [29]. There is a report

however, stating that SRIF did not affect cGMP levels in a ciliary

ganglion neuron preparation from chick embryos [30].

Meriney et al. [31] reported that besides the membrane-

associated pathway involving GTP-binding proteins, a soluble

pathway involving cGMP-dependent protein kinase modulates

the somatostatin-induced inhibition of neuronal Ca2+ current in

chick ciliary ganglion neurons.

In the salamander retina, SRIF differentially modulated

voltage-gated K+ and Ca2+ currents in rod and cone

photoreceptors, respectively, by its activation of sst2 receptors

and via a pertussis toxin-sensitive mechanism [9]. Also, in

isolated rabbit rod bipolar cells that also contain the sst2
receptor subtype, SRIF modulated K+ and Ca+ currents by

inhibiting IBK and L-type ICa channels [32]. In both

paradigms, SRIF could be regulating glutamate release. It is

therefore possible that a cGMP-dependent protein kinase

pathway may also be involved in the effects of SRIF on ion

channels and glutamate release in the retina as suggested by

Meriney et al. [31] in chick ciliary ganglion neurons.

The question regarding the mechanism via which somato-

statin activates the production of NO, which leads to increases
in cGMP levels in the retina was addressed. It is well

established that nitric oxide synthase in the brain is dependent

on the free calcium ion concentrations [22], while somatostatin

as mentioned above is known to inhibit intracellular calcium

levels [31,33]. However, Lopez et al. [34] reported that

somatostatin sst2 receptor activation induces the activation of

nNOS in vitro by a mechanism that involves tyrosine

phosphatase SHP-1. nNOS was shown to be a substrate for

SHP-1, which dephosphorylates nNOS, increases NO produc-

tion and subsequent cGMP levels that lead to cell growth

arrest. The present findings depicted the presence of SHP-1 in

the retina, while the orthovanadate effects on the SRIF-

mediated increase in cGMP levels suggested the involvement

of SHP-1 in somatostatin’s activation of NOS.

The NO/cGMP signal transduction system is of major

importance in retinal physiology. Many studies have focused

on this system [17,25,35–38], and on its regulation by other

neurotransmitters present in the retina (glutamate, GABA)

[17,38].

This is the first study, in the rat retina, showing that

somatostatin can also modulate the NO/cGMP system.

Furthermore, the present data suggest a SRIF/SHP-1/NO/

cGMP mechanism that may underlie somatostatin’s actions,

something that merits further investigation.
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The Role of Nitric Oxide and cGMP in Somatostatin’s
Protection against Retinal Ischemia

Niki Mastrodimou, Foteini Kiagiadaki, and Kyriaki Thermos

PURPOSE. To investigate whether nitric oxide (NO) and/or
cGMP protects the retina from chemical ischemia and underlie
somatostatin’s neuroprotective effects.

METHODS. Eyecups of female Sprague-Dawley rats were incu-
bated with PBS or the chemical ischemia mixture [iodoacetic
acid (5 mM)/sodium cyanate (25 mM)] in the absence or
presence of (1) arginine (0.05–2.0 mM), the substrate of nitric
oxide synthase (NOS); (2) the NO donors sodium nitroprusside
(SNP; 0.25–4.0 mM), 3-morpholinosydnonimine (SIN-1; 0.1,
0.3, 1.0 mM), SIN-1 (0.1 mM)/L-cysteine (5 mM, peroxynitrite
scavenger), and NONOate (1, 5, 10 ��, slow NO releaser); (3)
8-Br-cGMP (0.1, 0.5, 1.0 mM); (4) BIM23014 (sst2 receptor
agonist; 1 �M), alone or in the presence of (5) the NOS
inhibitor N�-monomethyl-L-arginine (NMMA; 0.5 mM); or (6)
the guanylyl cyclase inhibitors 1H-[1,2,4]oxadiazolol [4,3-a]qui-
noxalin-1-one (ODQ;100 �M) and NS2028 (50 �M) for 60
minutes, at 5%CO2/air in 37°C. The effect of SIN-1 (0.1, 0.3,
1.0, or 3.0 mM) on the retina was also examined. Subsequently,
the eyecups were fixed and sectioned for choline acetyltrans-
ferase (ChAT) immunoreactivity and TUNEL staining.

RESULTS. Arginine and SNP had no effect on the chemical ischemi-
a–induced toxicity. SIN-1, NONOate, and 8-Br-cGMP produced a
concentration-dependent protective effect, as shown by ChAT
immunoreactivity. TUNEL staining also confirmed the neuropro-
tective effect of these agents. L-Cysteine partially reduced the
SIN-1–induced protective effect. SIN-1 alone was toxic only at the
highest concentration used (3 mM). NMMA, ODQ, and NS2028
reversed the protective effect of BIM23014.

CONCLUSIONS. The results suggest that a NO/peroxynitrite/
cGMP mechanism may be important in the protection of the
retina from ischemic insult. Furthermore, the NO/sGC/cGMP
pathway is involved in the neuroprotective effects of sst2
ligands against retinal ischemia. (Invest Ophthalmol Vis Sci.
2008;49:342–349) DOI:10.1167/iovs.07-0341

The neuropeptide somatostatin1 is found in the retina,2

where it activates the somatostatin receptors3 (ssts) found
in retinal neurons and the retinal pigment epithelium (RPE)
(see review by Thermos4). Specifically, sst2A receptors are
localized in rod bipolar, amacrine, and photoreceptor neurons
in the retina,5–9 whereas sst2B receptors are localized in pho-
toreceptors and the RPE.8,10 In addition, sst1 and sst4 receptors

were found to be present in amacrine11 and ganglion cells,12,13

respectively.
Retinal ischemia is the underlying cause of many ocular

diseases and leads to neuronal damage and blindness. The
importance of somatostatin ligands in the inhibition of isch-
emia-induced neovascularization, one of the major causes of
retinal diseases that results in visual loss has been investigated.
Somatostatin and its sst2 agonists inhibited the ischemia-in-
duced neovascularization in a mouse model of oxygen-induced
retinopathy.14,15

In a recent study, an in vitro model16 of chemical ischemia
was used in the retina.17 Chemical ischemia involves the block-
ade of oxidative phosphorylation and glycolysis and is believed
to be useful in the understanding of the early events underlying
the pathophysiology of ischemia. In this model, somatostatin
analogues selective for the sst2 subtype protect the retina from
ischemic insult.17 The mechanisms by which the somatostatin
analogues prevent the damage produced by chemical ischemia
or other neurotoxic insults are not known. However, soma-
tostatin’s ability to inhibit voltage-gated Ca�2 channels may be
responsible for the lowering of the intracellular calcium ion
concentrations,18 responsible for the toxic effects. The rise in
intracellular calcium levels resulting from ischemia-induced
activation of voltage-gated calcium channels and ionotropic
glutamate receptors is believed to be the underlying cause of
retinal cell death.19

A study by Mastrodimou et al.17 suggested that protein
kinase C (PKC) and tyrosine hydroxylase (TH)-sst2–containing
neurons5–8,13,20,21 were protected from ischemic insult, pos-
sibly by sst2 involvement in the attenuation of calcium levels.
However, the neuroprotection afforded to the ChAT- and
bNOS-containing neurons, which lack sst2 receptors, could not
be explained.

Somatostatin and the novel neuropeptide cortistatin,22

which resembles somatostatin structurally and binds to soma-
tostatin receptors,23 have been shown to have neuroprotective
effects against different paradigms of neurotoxicity in the cen-
tral nervous system, such as NMDA, and kainate-induced neu-
rotoxicity24,25 and middle cerebral artery.26 The somatostatin
reduction of NMDA-induced neuronal death in cortical neurons
was mediated by a cGMP-dependent mechanism.24

Somatostatin-induced inhibition of neuronal Ca2� currents has
been suggested to be mediated via a cGMP-dependent protein
kinase.27 Recent studies in our laboratory have shown that soma-
tostatin increases NO12 and cGMP levels in rat retinal explants28

via an sst2 mechanism. Therefore, one can conjecture that NO
triggers the synthesis of cGMP in neighboring cells that do not
contain somatostatin receptors and provides neuroprotection.

The purpose of the present study was to investigate
whether NO and/or cGMP protects the retina from chemical
ischemia insult and whether this effect represents a putative
mechanism for somatostatin’s neuroprotection of the retina.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Female Sprague-Dawley rats (250–300 g) were housed two to three
animals per cage with free access to food and water. A 12-hour
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light-dark cycle was maintained. Euthanasia was performed with ether
inhalations. All procedures that were performed on the animals were
in accordance with the ARVO Statement for the Use of Animals in
Ophthalmic and Vision Research and in compliance with Greek Na-
tional Laws (Animal Act, P.D. 160/91).

Effect of Arginine, Nitroprusside, NONOate, SIN-1,
or 8-Br-cGMP on Chemical Ischemia

After dissecting the eyes, the anterior poles were cut away, and the
eyecups were immersed in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS). To
produce chemical ischemia and study the possible protection by the
different agents, we used the protocol previously used by Mastrodimou
et al.17 Eyecups were incubated with (1) PBS, (2) a chemical ischemia
mixture (5 mM IAA/25 mM NaCN), and (3) arginine, the NOS substrate
(0.05, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, or 2.0 mM), or the NO donors sodium
nitroprusside (SNP; 0.25, 0.50, 1.0, 2.0, or 4.0 mM), spermine NONO-
ate (slow-release NO donor; 1, 5, or 10 �M), SIN-1 (0.1, 0.3, or 1 mM)
or 8-Br-cGMP (0.1, 0.5, or 1 mM), together with the chemical ischemia
mixture, for 60 minutes (two times for 30 minutes), followed by
incubation two times for 30 minutes in PBS (control and ischemia
groups) or arginine/nitroprusside/NONOate/SIN-1/8-Br-cGMP, respec-
tively, in PBS (neuroprotection groups) at the concentrations used
earlier. All incubations were performed at 37°C and 5% CO2/95% air.
These experiments were performed three times.

Effect of SIN-1/L-Cysteine on Chemical Ischemia

Eyecups were incubated in (1) PBS or in the presence of (2) chemical
ischemia mixture, and (3) SIN-1 (0.1 mM)/L-Cysteine, a peroxynitrite
scavenger (5 mM),29 together with the chemical ischemia mixture for
60 minutes (two times for 30 minutes each), followed by incubation
two times for 30 minutes each in PBS (control and ischemia groups) or
SIN-1/L-cysteine in PBS (neuroprotection groups) at the concentrations
used earlier. All incubations were performed at 37°C and 5% CO2/95%
air. These experiments were performed three times.

Effect of SIN-1 Alone

The effect of SIN-1 alone on the retina was also examined. The eyecups
were incubated either in PBS or in PBS containing SIN-1 (0.1, 0.3, 1, or
3 mM) for 120 minutes (four times for 30 minutes each). The experi-
ments were performed twice.

Effect of the NO Synthase Inhibitor NMMA on the
BIM23014-Induced Neuroprotective Effect

Eyecups were incubated in the presence of the chemical ischemia
mixture alone or in the presence of the somatostatin sst2 analogue
BIM23014 (1 �M) and BIM23014 (1 �M) plus N�-monomethyl-L-argi-
nine (NMMA; 0.5 mM) for 60 minutes (two times for 30 minutes each),
followed by incubation two times for 30 minutes each in BIM23014 (1
�M) in the absence or presence of NMMA (0.5 mM), respectively.
Control samples received PBS. These experiments were performed
three times.

Effect of the Guanylate Cyclase Inhibitors ODQ
and NS2028 on the BIM23014-Induced
Neuroprotective Effect

Eyecups were incubated in the presence of the chemical ischemia
mixture, alone or in the presence of (1) the somatostatin sst2 analogue
BIM23014 (1 �M) and (2) BIM23014 (1 �M) and ODQ (100 �M) or
NS2028 (50 �M) for 60 minutes (two times for 30 minutes each),
followed by incubation two times for 30 minutes each in BIM23014 (1
�M), in the absence or presence of ODQ (100 �M) or NS2028 (50 �M)
respectively. ODQ is the most widely used soluble guanylyl cyclase
(sGC) inhibitor, yet we also examined the effect of NS2028, chosen for
its better potency and specificity.30 Control samples received PBS.
These experiments were performed three times.

Immunohistochemical Studies

Tissue Preparation. After completion of the chemical ischemia
protocol, the eyecups were fixed by immersion in 4% paraformalde-
hyde in 0.1 M phosphate buffer (PB) for 1 hour at 4°C. After fixation,
eyecups were rinsed in PB and incubated in 30% sucrose overnight, at
4°C for cryoprotection. Tissues were frozen in isopentane at �45°C for
1 minute and kept at �80°C until further use. Eyecups were sectioned
vertically at 10 �m thickness using a cryostat, thaw mounted on slides
(Superfrost; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) and stored at �20°C.
Slices were cut near the optic nerve, every 100 �m. Nine slices were
put on every slide.

ChAT Immunoreactivity. A mouse monoclonal antibody
raised against ChAT (1:100; Biotrend, Cologne, Germany), was used as
a marker for acetylcholine amacrine cells. Cryostat sections were
incubated in 0.1 M Tris-HCl buffer; TBS (pH 7.4), containing 3.3%
normal goat serum for 30 minutes, washed in 0.1 M TBS and incubated
with the primary antibodies in 0.1 M TBS containing 0.3% Triton X-100
and 0.5% normal goat serum overnight at room temperature. The
sections were washed again and incubated for 2 hours with the
secondary antibody, Alexa Fluor488 goat anti-mouse IgG(H�L) (1:300;
Invitrogen-Molecular Probes, Eugene, OR) Finally, the sections were
washed and coverslipped with mounting medium (Vector Laborato-
ries, Burlingame, CA).

TUNEL Staining. To determine cell loss, enzymatic in situ label-
ing of apoptosis-induced DNA strand breaks was performed using the
terminal deoxynucleotidyl transferase (TDT)–mediated TMR-dUTP
nick-end labeling (TUNEL) assay (Roche, Mannheim, Germany).

Microscopy

Light microscopy images were taken with a microscope equipped with
a �20/0.50 or �40/0.75 lens (Axioskop with a Plan-Neofluar lens; Carl
Zeiss Meditec, Oberkochen, Germany). Confocal images were taken
with a laser-scanning microscope (model DM RE with a He/Ne Laser;
Leica, Wetzlar, Germany; with HP Plan APO; Hewlett-Packard, Palo
Alto, CA). Optic sections were taken with a z-axis resolution of 1.1 �m
through the immunolabeled cells. Light and contrast adjustment of
images were processed with image analysis software (Photoshop, ver.
7.0; Adobe Systems, San Jose, CA).

RESULTS

The chemical ischemia model was successful in producing
cholinergic cell loss (Figs. 1A, 1B), as previously shown.17 To
examine whether NO could provide neuroprotection against
chemical ischemia in the retina, arginine, and NO donors were
used in different concentrations. Neither arginine nor SNP
protected the retina from the ischemic insult when these
agents were co-incubated with the chemical ischemia mixture.
In Figure 1, the effect of a low and a high concentration of
arginine (0.05, 2.0 mM; Figs. 1C, 1D, respectively) and SNP
(0.5, 4 mM; Fig. 1E, 1F, respectively) is shown, while similar
results were obtained with the other concentrations used (data
not shown).

The slow NO releaser NONOate afforded protection from
chemical ischemia in a concentration-dependent manner (Figs.
2C–E). The concentration of 5 �M (Fig. 2D) gave the best
protection, yet it did not reach control levels. TUNEL staining
(Figs. 2F–I) was in agreement with the ChAT immunoreactivity
data depicting an attenuation of apoptotic cells in the presence
of NONOate (5 �M).

Similar results were also obtained in the presence of SIN-1
(Fig. 3). ChAT immunoreactivity was brought to control levels
when SIN-1 (0.1 mM) was co-incubated with the chemical
ischemia mixture. The protection was attenuated at higher
concentrations of SIN-1 (0.3 and 1.0 mM) (Figs. 3C–E). To
assess whether this effect is due to peroxynitrite, we incubated
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SIN-1 in the presence of the chemical ischemia mixture and the
peroxynitrite scavenger L-cysteine. As shown in Figure 3F,
L-cysteine partially reduced the protective effect of SIN-1. The
immunohistochemistry data were substantiated by TUNEL
staining (Figs. 3G–J).

To examine whether SIN-1 alone is toxic to the retina,
eyecups were incubated with SIN-1 at the concentrations of
0.1, 0.3, 1.0, and 3 mM, and for the total time used in the
neuroprotection protocol (120 min). As shown in Figure 4,
ChAT immunoreactivity was not affected at the concentrations
used in the protection experiment (0.1, 0.3, and 1.0 mM).
However, a decrease in cholinergic neurons, but not in the
processes, became evident at the higher concentration of 3
mM. TUNEL immunostain also showed an increase in apoptotic
cells in retinas treated with SIN-1 (3 mM; Fig. 4).

While arginine/nitroprusside at the concentrations used do
not support a role for NO in the neuroprotection from chem-
ical ischemia insults, the NONOate and SIN-1 data support
NO/cGMP-mediated neuroprotection. To study the direct in-
volvement of cGMP in the neuroprotection, the cell-permeable
analogue of cGMP, 8-Br-cGMP was co-incubated with the
chemical ischemia mixture. 8-Br-cGMP produced a concentra-
tion dependent protective effect. The concentration of 0.5 mM
gave maximum protection, as shown by ChAT immunoreactiv-

ity (Fig. 5). The neuroprotective effect of 8-Br-cGMP was also
observed with TUNEL staining (Fig. 5), substantiating the con-
centration-dependent protection.

To examine whether NOS and sGC are involved in soma-
tostatin’s sst2-mediated neuroprotection of the retina, eyecups
were incubated with the chemical ischemia mixture and the
sst2-selective analogue BIM23014, in the absence and presence
of the NOS inhibitor NMMA and the soluble guanylate cyclase
inhibitors ODQ and NS2028. If NO and cGMP are critical in
neuroprotection, inhibition of the NOS and guanylate cyclase
activity would reverse the protective effect of BIM23014. As
shown in Figure 6, NMMA and the sGC inhibitors reversed the
BIM23014-induced neuroprotection against chemical isch-
emia. The involvement of cGMP in the mediation of
BIM23014’s protective effects in the chemical ischemia model
was also suggested by TUNEL staining. Retinas that were incu-
bated with BIM23014 in the presence of ODQ were character-
ized by an increase in apoptotic cells, mimicking the retinas
that received the chemical ischemia insult.

DISCUSSION

The major findings of this study are the following: (1) the slow
NO donor NONOate, the NO/peroxynitrite donor SIN-1, and
8-Br-cGMP protected the retina from chemical ischemia and (2)
a NO/sGC/cGMP pathway was involved in the neuroprotective
effects of the sst2 analogue BIM23014 in the same model.

Ischemia is the underlying cause of retinal neovasculariza-
tion, the major cause of many ocular diseases that lead to
blindness. Ischemia induces the activation of voltage-gated
calcium channels and ionotropic glutamate receptors, which
results in an increase in intracellular calcium levels and the
subsequent formation of NO. These events are believed to be
the underlying cause of cell death.19 The neuropeptide soma-
tostatin and its sst2-specific analogues inhibited ischemia-in-
duced neovascularization in a mouse model of oxygen-induced
retinopathy.14,15 Also, somatostatin depicted neuroprotective
actions in different paradigms of neurotoxicity in the
brain.24–26 In a recent study, a chemical model of ischemia,
initially used in hippocampal slices,16 was used in the retina17

and found to be a good model for examining putative neuro-
protective agents.

Incubation of the rat eyecup with the chemical ischemia
mixture (IAA/NaCN) for 60 minutes affected several retinal cell
populations, including cholinergic, rod bipolar and TH- and
NOS-positive amacrine cells. However, the viability of photo-
receptors and ganglion cells remained intact.17 These data are
in agreement with other studies showing that incubation of
specific retinal cell types to chemical (KCN) and environmen-
tal hypoxia has no effect on photoreceptors.31 Also, in a model
of simulated ischemia, the removal of oxygen and N2 replace-
ment of 95% O2 resulted in the degeneration of retinal neurons
in the INL.32

Somatostatin analogues specific for the sst2 subtype were
successful in reversing retinal cell death in this ischemia
model.17 The mechanisms by which somatostatinergic ligands
act as neuroprotectants is still under investigation. The ability
of somatostatin and analogues to inhibit the release of growth
factors such as GH and IGF have implicated somatostatin as an
antiangiogenic agent.14,15 Somatostatin inhibits IGF-1-mediated
induction of VEGF in hRPE cells,33 and octreotide has been
shown to prevent growth factor–induced proliferation of bo-
vine retinal endothelial cells under hypoxia.34

Somatostatin is also known to inhibit voltage-gated calcium
channels,18 and neuronal calcium currents, the latter via a
mechanism involving a cGMP-dependent protein kinase.27

cGMP was also important in somatostatin’s protective actions

FIGURE 1. Effect of Arg and SNP on the chemical ischemia (CI) in-
duced damage of ChAT containing neurons in the retina. (A) ChAT
immunoreactivity was localized in amacrine cells in the inner nuclear
layer (INL), in displaced amacrine cells in the ganglion cell layer (GCL),
and in processes in the inner plexiform layer (IPL) in retinas treated
with PBS (control). No immunoreactivity was observed in retinas
treated with the CI mixture (B) or with the CI mixture and Arg (0.05
mM, C; 2 mM, D), and SNP (0.5 mM, �; 4 mM, F). Bars, 40 �m.
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against NMDA-induced neuronal death in cortical cultures.24

The second-messenger cGMP is the product of the catalysis of
GTP by the cytosolic enzyme sGC.35,36 sGC is the physiological
target of NO and NO donors such as SIN-1.36,37 NO binds with
high affinity to the heme iron of sGC which leads to its stim-
ulation.36

NO has been found to promote but also antagonize ocular
neovascularization. Pharmacologic inhibition of NOS reduced
choroidal neovascularization and VEGF-induced neovascular-
ization but did not reduce ischemia-induced retinal neovascu-
larization. These studies, complemented with a genetic ap-
proach—namely, the employment of mice lacking individual
or all three NOS isoforms—suggest that iNOS and/or nNOS in
cells adjacent to endothelial cells in the presence of retinal
ischemia has an antiangiogenic effect.38 Also, in the developing
rat retina, it has been shown that arginine and the NO donor
SNAP block cell death induced by the protein synthesis inhib-
itor anisomycin. The antiapoptotic effect is partially mediated
by cGMP.39

In the present study, a wide range of concentrations of
arginine and the NO donor SNP were used to induce NO
release that would be beneficial against chemical ischemia, but
not toxic to the tissue. However, no protection was observed
at any of the concentrations used. It may be that higher con-
centrations than the 2 mM arginine and 4 mM SNP, used in this
study, are needed. Arginine at concentrations of 1, 3, and 10
mM and the NO donor SNAP (10 mM) protect the developing
retina from anisomycin-induced cell death, suggesting a para-
crine neuroprotective effect of nitric oxide.39

NaCN, an inhibitor of oxidative phosphorylation, is used
for its ability to produce hypoxia. One must take into con-
sideration the known effects of hypoxia on the arginine trans-
porter.40,41 It has been shown that hypoxia inhibits L-arginine
uptake, an effect that would influence NO production. The
lack of effect of SNP may be due to abrupt and rapid release of
NO, which would enhance NaCN�s toxic effects. Alternatively,
the formation of NO by SNP, which is accompanied by cyanide
(CN�) formation, may be inhibited by the exogenous cya-
nide.37,42

The slow NO donor NONOate protected the retina from
chemical ischemia, but it did not offer full protection under the
experimental paradigm. SIN-1 protected the retina from chem-
ical ischemia in a concentration-dependent manner and offered
maximum retinal protection at a concentration of 0.1 mM. No
protection was observed at the higher concentration of 1.0
mM. SIN-1, the vasoactive metabolite of molsidomine,37,43 is
metabolized in two steps to SIN-1A and subsequently to NO
and nitrite, nitrate, superoxide anions, and peroxynitrite.43,44

To examine whether the SIN-1 neuroprotective effect is due
to peroxynitrite,29 we examined whether the peroxynitrite
scavenger L-cysteine would reverse its actions. The data show
that L-cysteine only partially decreased the neuroprotective
effects, suggesting that an NO and a peroxynitrite mechanism
may be involved in SIN�s actions. The putative toxic effect of
SIN-1 on the retina was also examined. Eyes cups were treated
with PBS in the absence and presence of different concentra-
tions of SIN-1. SIN-1 did not influence ChAT immunoreactivity
or TUNEL staining in the retina when used at the concentra-

FIGURE 2. Effect of NONOate on
the chemical ischemia (CI)-induced
damage of ChAT-containing neurons
and TUNEL staining in the retina.
ChAT immunoreactivity was present
or absent in (A) control and (�) CI–
treated retinas, respectively. In reti-
nas treated with the CI mixture and
NONOate (1 �M, C; 5 �M, D; 10 �M,
E), a concentration-dependent recov-
ery of ChAT immunoreactivity was
observed. TUNEL staining depicted
major cell loss in retinas treated with
CI (G) compared with control retinas
(F). NONOate (1 �M, H; 5 �M, I) re-
duced the apoptotic damage in a con-
centration-dependent manner com-
pared with (G). INL, inner nuclear
layer; IPL, inner plexiform layer; GCL,
ganglion cell layer. Bars, 50 �m.
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tions of 0.1, 0.3, and 1 mM, concentrations that were used for
the protection study. However, at the higher concentration of
3 mM a reduction of cholinergic and an increase in apoptotic
cells were evident.

It is obvious from these studies that SIN-1 at low concen-
trations (0.1 mM) provides protection against chemical isch-
emia, whereas at high concentrations (3 mM), it leads to cell

death (Fig. 3). It is impossible to make any suggestions as to the
resultant concentrations of NO that may play a role in the
actions of SIN-1. In a recent study in which an NO electrode
and in vivo microdialysis were used, SIN-1 (1 mM) did not
increase NO levels in the striatum.45 There are reports suggest-
ing that SIN-1 has a direct stimulant effect on the soluble
guanylate cyclase.44,46,47 The present data suggest that at low

FIGURE 3. Effect of SIN-1 and
SIN�L-cysteine on the chemical isch-
emia(CI)-induced damage of ChAT
containing neurons and TUNEL stain-
ing in the retina. ChAT immunoreac-
tivity was present and absent in con-
trol (A) and CI-treated (�) retinas,
respectively. In retinas treated with
the CI mixture and SIN-1 (0.1 mM, C;
0.3 mM, D; 1 mM, E) a concentra-
tion-dependent recovery of ChAT im-
munoreactivity was observed. L-Cys-
teine (5 mM) partially reversed the
protective effect of 0.1 mM SIN-1 (F).
TUNEL staining in PBS (G), CI (H),
CI/SIN (I), and CI/SIN/L-Cys (J). INL,
inner nuclear layer; IPL, inner plexi-
form layer; GCL, ganglion cell layer.
Bars, 50 �m.

FIGURE 4. Effect of SIN-1 on ChAT
immunoreactivity and TUNEL stain-
ing in the retina. Retinas were
treated with (A) PBS, (B) 0.1 mM
SIN-1, (C) 0.3 mM SIN-1, (D) 1 mM
SIN-1, and (E) 3 mM SIN-1. Only at
the highest concentration, SIN-1 (3
mM) alone produced loss of ChAT-
stained cell bodies (E), and an in-
crease in TUNEL staining (H). No
TUNEL staining was observed in con-
trol retinas (F) and in retinas treated
with the lower concentration of 0.1
mM SIN-1 (G). INL, inner nuclear lay-
er; IPL, inner plexiform layer; GCL,
ganglion cell layer. Bars, 20 �m.
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concentrations, SIN-1 may promote neuroprotection via a
cGMP mechanism, whereas at higher concentrations, it can be
toxic. Whether the toxic effects are mediated by its metabolite
peroxynitrite, known to induce toxicity in different para-
digms,48,49 could not be ascertained by the present experi-
ments. Instead, a peroxynitrite mechanism may be partially
involved in the protective actions of SIN-1, as suggested by the
experiments with the peroxynitrite scavenger L-cysteine. Both
NO and peroxynitrite have the ability to activate a soluble
guanylyl cyclase and increase cGMP levels that may be neuro-
protective.44,50

The involvement of cGMP in the protection of the retina
from chemical ischemia was substantiated by the direct use of
8-Br-cGMP. This cell-permeable analogue of cGMP protected
the retina from chemical ischemia in a concentration-depen-
dent manner with maximum protection at 0.5 mM and partial
protection at 1 mM. 8-Br-cGMP (1 mM) was also shown to have
a partial protective effect against anisomycin-induced cell
death in the developing retina.39

It is evident from the present study that a cGMP mechanism
is involved in the protection of the retina from chemical isch-
emia. As stated earlier, somatostatin has been shown to in-
crease NO and cGMP levels in the retina by activating the sst2
receptor subtype,12,28 whereas sst2 selective ligands were
found to protect the retina from chemical ischemia,17 as SIN-1
and 8-Br-cGMP did in the present study. In paradigms of neu-
rotoxicity in the brain, somatostatin was shown to have neu-
roprotective effects by a cGMP dependent mechanism.24 To
examine whether a NO/cGMP mechanism mediates the neu-
roprotection offered by the sst2 receptor activation to the
retina,17 we examined whether the inhibition of NOS and the

soluble guanylyl cyclase was able to reverse the protective
effect of the sst2 agonist. NMMA and the two sGC inhibitors
ODQ and NS 2028 reversed the protective effect of BIM23014,
thus implicating NO/sGC and cGMP in the neuroprotection. To
further ascertain the importance of cGMP, assays were per-
formed to assess cGMP levels in retinas treated with PBS or
chemical ischemia alone or in the presence of BIM23014 and
BIM23014 plus NS 2028. However, no statistically significant
differences in cGMP levels were observed, perhaps for techni-
cal reasons or because of the abundance of sGC in the vascu-
lature. Under the experimental conditions used, the isolation
of the latter may have yielded differences in cGMP levels.

The subsequent signaling by which cGMP offers protection
may involve the regulation of calcium channels27 and the
reduction of the toxic high levels of intracellular calcium in-
duced by ischemia.19 Although there are no relevant reports in
retinal circuitry to support this conjecture, it has been shown
that NO/cGMP mediates the inhibition of calcium channels in
retinal pericytes and reduces calcium influx.51

In addition, it has been shown that peroxynitrite activates
voltage-dependent calcium channels (VDCCs)52 and influences
neurotransmitter release.53 Recent studies have indicated that
NO, cGMP and SIN-1 can stimulate the release of GABA.54

Inhibitory neurotransmitters such as GABA could counteract
the toxic influence of glutamate on retinal neurons during
retinal ischemia and would be expected to provide protec-
tion.19 Actually, GABA has been suggested as a neuroprotective
agent in brain acute ischemic stroke.55 Therefore, one cannot
exclude the possibility that NO, cGMP, and SIN-1 increase
GABA levels in rat retina and assist in the neuroprotection in

FIGURE 5. Effect of 8-Br-cGMP on
the chemical ischemia (CI)-induced
damage of ChAT-containing neurons
and TUNEL staining in the retina.
ChAT immunoreactivity in control
(A) and CI-treated (�) retinas. A con-
centration-dependent recovery of
ChAT immunoreactivity was ob-
served in the presence of the CI mix-
ture and 8-Br-cGMP (0.1 mM, C; 0.5
mM, D; 1 mM, E). No TUNEL staining
was observed in control retinas (F),
whereas a major cell loss was found
in retinas treated with CI (G). Retinas
treated with CI and 8-Br-cGMP (0.5
mM, H; or 0.1 mM, I) displayed no
cell death or minimal cell death, re-
spectively. INL, inner nuclear layer;
IPL, inner plexiform layer; GCL, gan-
glion cell layer. Bars, 50 �m.
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the present paradigm. However, this conjecture must be sub-
stantiated.

In conclusion, the present study reports for the first time
that NO/peroxynitrite and cGMP are important mediators in
the protection of rat retina from chemical ischemia. Further-
more, the data support the involvement of the NO/sGC/cGMP
signaling pathway in the neuroprotective effects bestowed on
the retina by the sst2 somatostatin ligands in the same model.
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