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 Η ισχαιµία του αµφιβληστροειδή αποτελεί το κύριο αίτιο που οδηγεί σε µια 

ποικιλία κοινών αµφιβληστροπαθειών, όρος που αναφέρεται σε µια µορφή µη 

φλεγµονώδους βλάβης του αµφιβληστροειδή. Η ισχαιµία επέρχεται όταν η 

κυκλοφορία του αίµατος δεν επαρκεί για να καλύψει τις µεταβολικές ανάγκες του 

αµφιβληστροειδή, οδηγώντας ενδεχοµένως σε εξασθένηση της όρασης και 

τύφλωση εξαιτίας της επερχόµενης νευροεκφύλισης. Ασθένειες,  όπως η 

γεροντική εκφύλιση της ωχράς (age-related macular degeneration),   η διαβητική 

αµφιβληστροειδοπάθεια (diabetic retinopathy), το γλαύκωµα και η οπισθοφακική 

ινοπλασία (retinopathy of prematurity – ROP) χαρακτηρίζονται κλινικά από µη 

φυσιολογική αιµάτωση του αµφιβληστροειδούς και εντάσσονται στο σύνολο των 

υποξικών ισχαιµικών διαταραχών του νευρικού ιστού. Μέχρι σήµερα δεν υπάρχει 

αποτελεσµατική θεραπεία έναντι των παραπάνω ασθενειών. Η εύρεση νέων 

θεραπευτικών στόχων είναι απαραίτητη για τη µείωση της οπτικής εξασθένισης. 

Συνεχώς αυξανόµενος αριθµός µελετών καταδεικνύουν τις 

νευροπροστατευτικές ιδιότητες στεροειδών που συντίθενται στο νευρικό σύστηµα 

και ονοµάζονται νευροστεροειδή. Σκοπός της παρούσας µελέτης ήταν η 

διερεύνηση των πιθανών νευροπροστατευτικών ιδιοτήτων του γνωστού 

νευροστεροειδούς dehydroepiandrosterone (DHEA) καθώς και δύο νέων spiro-

νευροστεροειδή (BNN-50 ή Tc50 και BNN-124 ή Tc124) σε χηµικά επαγόµενη 

αµφιβληστροειδική ισχαιµία. 

 

 

1.1. ΑΝΑΤΟΜΙΑ 

 Ο οφθαλµός είναι δοµηµένος µε τρόπο ώστε να συλλέγει ακτίνες φωτός και 

να πραγµατοποιεί τα αρχικά στάδια της επεξεργασίας των οπτικών ερεθισµάτων. Ο 

οφθαλµικός βολβός έχει σφαιρικό σχήµα, µε µια εξωτερική στοιβάδα από πυκνό 

συνδετικό ιστό, που ονοµάζεται σκληρός χιτώνας (sclera), η οποία προστατεύει τις 

εσωτερικές στοιβάδες. Ο σκληρός χιτώνας είναι συνεχόµενος µε την σκληρή 

µήνιγγα του εγκεφάλου. Εσωτερικά του σκληρού χιτώνα βρίσκεται ο χοριοειδής 

χιτώνας (choroid), µια αγγειώδη στοιβάδα, ενώ εσωτερικότερα βρίσκεται ο 

αµφιβληστροειδής χιτώνας (retina), ο οποίος περιέχει τους φωτοϋποδοχείς 

(photoreceptors). Στο πρόσθιο τµήµα του οφθαλµού, ο σκληρός χιτώνας φέρει 

ένα άνοιγµα για να διέρχεται το φως. Το άνοιγµα αυτό καλύπτεται από τον 

κερατοειδή χιτώνα (cornea), ο οποίος είναι µία λεπτή, διαφανής στοιβάδα 

συνδετικού ιστού. Ο κερατοειδής χιτώνας δεν δέχεται αγγείωση, ενώ νευρώνεται 

από αµύελες ίνες, οι οποίες τον καθιστούν ευαίσθητο στην αφή. Τα πλευρικά όρια 

του κερατοειδούς συνδέονται µε τον επιπεφυκότα (conjunctiva), ένα είδος 

εξειδικευµένου επιθηλίου που καλύπτει το σκληρό χιτώνα. [Εικόνα 1.1α] 

 Στο πρόσθιο µέρος του οφθαλµού, ο χοριοειδής χιτώνας λεπταίνει και 

σχηµατίζει δακτυλίους (το ακτινωτό σώµα - ciliary body), που περιέχουν λείες 

µυϊκές ίνες, οι οποίες ελέγχουν την κυρτότητα του οφθαλµού. Ο χοριοειδής 

χιτώνας σχηµατίζει επίσης την ίριδα (iris), έναν κυκλικό δίσκο µε ένα κεντρικό 
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άνοιγµα που ονοµάζεται κόρη (pupil). Η ίριδα περιλαµβάνει κυκλικούς λείους µύες 

(σφιγκτήρες µύες – sphincter papillae), ρυθµιζόµενους από το παρασυµπαθητικό 

τµήµα του αυτόνοµου νευρικού συστήµατος. Περιέχει επίσης λείους µύες σε 

ακτινωτή διάταξη (διαστολείς µύες – dilator papillae), οι οποίοι συσπώµενοι ως 

απόκριση σε συµπαθητική διέγερση, διαστέλλουν την κόρη.  

 Το φως που εισέρχεται στον οφθαλµό, διαθλάται από τον φακό (lens), µία 

διάφανη κρυσταλλική δοµή που διατηρείται στη θέση της από κρεµαστήρες 

συνδέσµους (suspensory ligaments). Το φως, µέσω του φακού, εστιάζεται στον 

αµφιβληστροειδή χιτώνα. Μπροστά από τον φακό, πίσω από την κόρη βρίσκεται ο 

πρόσθιος θάλαµος (anterior chamber), στον οποίο υπάρχει υδατοειδές υγρό, 

παρόµοιας σύστασης µε το πλάσµα, αλλά περίπου µε το 1% της πρωτεΐνης του. 

Στο πίσω µέρος του φακού βρίσκεται ο µεγαλύτερος οπίσθιος θάλαµος (posterior 

chamber), ο οποίος περιέχει επίσης ένα υδατοειδές υγρό που ονοµάζεται 

υαλοειδές σώµα (vitreous body). Το υγρό αποµακρύνεται από τον οφθαλµό µέσω 

του αγωγού του Schlemm, ενώ ό, τι εµποδίζει αυτή τη διαδικασία προκαλεί 

γλαύκωµα (glaucoma), που µπορεί να οδηγήσει σε τύφλωση(29).  

    

 
 

Εικόνα 1.1α: Ανατοµία του οφθαλµού. 
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1.2. ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΗΣ ΚΑΙ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΙ ΤΥΠΟΙ 

 Παρά την περιφερειακή του θέση, ο αµφιβληστροειδής (το νευρικό δηλαδή 

τµήµα του οφθαλµού) ανήκει στο κεντρικό νευρικό σύστηµα. Κατά την ανάπτυξη, 

ο αµφιβληστροειδής σχηµατίζεται ως µια εξωτερική αναδίπλωση του διεγκεφάλου, 

η οποία ονοµάζεται οφθαλµικό κυστίδιο (optic vesicle), το οποίο υφίσταται 

αναδίπλωση και σχηµατίζει τον οφθαλµικό κάλυκα (optic cup). Από το εσωτερικό 

τοίχωµα του οφθαλµικού κάλυκα προέρχεται ο αµφιβληστροειδής, ενώ το 

εσωτερικό τµήµα του σχηµατίζει το µελάγχρουν επιθήλιο (pigment epithelium). 

Το τελευταίο είναι µία λεπτή δοµή που περιέχει µελανίνη και περιορίζει την 

σκέδαση του φωτός που εισέρχεται στον οφθαλµό. Επιπλέον παίζει σηµαντικό 

ρόλο στη διατήρηση των φωτοϋποδοχέων, ανανεώνοντας τις φωτοχρωστικές και 

φαγοκυτταρώνοντας τους δίσκους των φωτοϋποδοχέων, των οποίων το σθένος 

είναι σε µεγάλο βαθµό απαραίτητο για την όραση.  

 Ο αµφιβληστροειδής αποτελείται από ένα σύνθετο δίκτυο νευρικών 

κυκλωµάτων που µετατρέπουν την διαβαθµιζόµενη ηλεκτρική δραστηριότητα των 

διεγερµένων από το φως φωτοϋποδοχέων σε δυναµικά ενέργειας, τα οποία 

φτάνουν στον εγκέφαλο µέσω αξόνων του οπτικού νεύρου. Παρόλο που φέρει τα 

ίδια λειτουργικά στοιχεία και νευροδιαβιβαστές που βρίσκονται σε άλλα µέρη του 

κεντρικού νευρικού συστήµατος, ο αµφιβληστροειδής εµπεριέχει λιγότερες 

κατηγορίες νευρώνων, οι οποίοι είναι διαταγµένοι ώστε να καθίσταται ευκολότερη 

η διαλεύκανση του ρόλου τους σε σύγκριση µε άλλες περιοχές του εγκεφάλου. 

Υπάρχουν πέντε τύποι νευρώνων στον αµφιβληστροειδή: φωτοϋποδοχείς, δίπολα 

κύτταρα (bipolar cells), γαγγλιακά κύτταρα (ganglion cells), οριζόντια κύτταρα 

(horizontal cells) και αµακρινικά κύτταρα (amacrine cells) [Εικόνα 1.2α]. Τα 

κυτταρικά σώµατα και οι αποφύσεις αυτών των νευρώνων διατάσσονται σε 

διακριτές στοιβάδες, µε τα κυτταρικά σώµατα να εντοπίζονται στην εσωτερική 

πυρηνική στοιβάδα (inner nuclear layer – INL), την εξωτερική πυρηνική στοιβάδα 

(outer nuclear layer – ONL) και τη γαγγλιακή στοιβάδα (ganglion cell layer – 

GCL), ενώ οι αποφύσεις και οι συναπτικές επαφές εντοπίζονται στην εσωτερική 

δικτυωτή στοιβάδα (inner plexiform layer – IPL) και την εξωτερική δικτυωτή 

στοιβάδα (outer plexiform layer – OPL). 

 Υπάρχουν δύο τύποι φωτοϋποδοχέων στον αµφιβληστροειδή: τα ραβδία 

(rods) και τα κονία (cones). Και οι δύο τύποι φέρουν εξωτερικά τµήµατα από 

µεµβρανώδεις δίσκους που περιέχουν φωτοευαίσθητη χρωστική και βρίσκονται 

παρακείµενα του µελάγχρουν επιθηλίου, και ένα εσωτερικό τµήµα που περιέχει 

τον πυρήνα του κυττάρου απ’ όπου ξεκινούν οι συναπτικές απολήξεις, οι οποίες 

συνδέονται µε δίπολα και οριζόντια κύτταρα. Απορρόφηση φωτός από την 

φωτοχρωστική του εξωτερικού τµήµατος των φωτοϋποδοχέων δίνει έναυσµα για 

µια αλληλουχία γεγονότων που µεταβάλλουν το µεµβρανικό δυναµικό του 

υποδοχέα και κατ’ επέκταση την ποσότητα του νευροδιαβιβαστή που 

απελευθερώνεται από την σύναψη του φωτοϋποδοχέα προς τα κύτταρα µε τα 

οποία συνδέεται. Οι συνάψεις µεταξύ των απολήξεων των φωτοϋποδοχέων και 
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των δίπολων / οριζόντιων κυττάρων πραγµατοποιούνται στην OPL. Συγκεκριµένα, 

τα κυτταρικά σώµατα των φωτοϋποδοχέων σχηµατίζουν την ONL, ενώ τα 

κυτταρικά σώµατα των δίπολων βρίσκονται στην INL. Οι βραχείς αξονικές 

απολήξεις των δίπολων κυττάρων δηµιουργούν συναπτικές συνδέσεις στις 

δενδριτικές απολήξεις των γαγγλιακών κυττάρων στην IPL. Οι αρκετά 

µεγαλύτεροι άξονες των γαγγλιακών κυττάρων σχηµατίζουν το οπτικό νεύρο και 

µεταφέρουν πληροφορίες από την διέγερση του αµφιβληστροειδή στο υπόλοιπο 

κεντρικό νευρικό σύστηµα. 

 Οι άλλοι δύο νευρικοί τύποι του αµφιβληστροειδή, οριζόντια και δίπολα 

κύτταρα, έχουν τα κυτταρικά τους σώµατα στην INL, ενώ οι απολήξεις τους 

περιορίζονται στην OPL και IPL αντίστοιχα. Οι απολήξεις των οριζόντιων κυττάρων 

καθιστούν δυνατές πλευρικές αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στους φωτοϋποδοχείς και 

τα δίπολα κύτταρα, οι οποίες διατηρούν την ευαισθησία του οπτικού συστήµατος 

στην αντίθεση φωτεινότητας σε ένα ευρύ φάσµα εντάσεων φωτός. Οι απολήξεις 

των αµακρινικών κυττάρων είναι µετασυναπτικές ως προς τα άκρα (terminals) 

των δίπολων κύτταρων και προσυναπτικές προς τους δενδρίτες των γαγγλιακών 

κυττάρων. ∆ιαφορετικές κατηγορίες αµακρινικών κυττάρων θεωρούνται ότι 

φέρουν διακριτές συνεισφορές στην λειτουργία της όρασης. 

 Με µία γενικότερη παρατήρηση του οπτικού συστήµατος, θα µπορούσε να 

θεωρηθεί ότι η χωρική διάταξη των στοιβάδων του αµφιβληστροειδή καθιστά 

αρκετά δύσκολη την αποτελεσµατικότητα των φωτεινών ερεθισµάτων. Φωτόνια 

απορροφούνται µόνο από τα εξωτερικά τµήµατα των φωτοϋποδοχέων και µόνο 

µετά από το πέρασµα των ακτίνων µέσα από ένα περίπλοκο δίκτυο µη 

φωτοευαίσθητων στοιχείων και αγγείωσης. Ο λόγος αυτής της οργάνωσης 

έγκειται στη σχέση των εξωτερικών τµηµάτων των φωτοϋποδοχέων, του 

µελάγχρουν επιθηλίου και του υποκείµενου σκληρού χιτώνα. Το µελάγχρουν 

επιθήλιο διαθέτει το σύνολο του βιοχηµικού εξοπλισµού που είναι απαραίτητος για 

την ανανέωση των µορίων της φωτοχρωστικής µετά την έκθεσή τους σε φως. 

Επιπλέον, τα τριχοειδή που βρίσκονται στον υποκείµενο σκληρό χιτώνα 

αποτελούν την κύρια πηγή παροχής θρεπτικών συστατικών για τους 

φωτοϋποδοχείς. Οι παραπάνω λειτουργικές συσχετίσεις των επιµέρους τµηµάτων 

του οπτικού συστήµατος εξηγούν σε µεγάλο βαθµό το γεγονός ότι σε περίπτωση 

διαταραχής της σχέσης µεταξύ του µελάγχρουν επιθηλίου και των 

φωτοϋποδοχέων του αµφιβληστροειδή (π.χ. µελαγχρωστική 

αµφιβληστροειδοπάθεια – retinitis pigmentosa) επέρχονται σοβαρές συνέπειες για 

την όραση(76). 
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Εικόνα 1.2α: ∆οµή του αµφιβληστροειδούς. (Α) Εγκάρσια τοµή αµφιβληστροειδούς όπου 

παρουσιάζονται συνολικά οι διαφορετικές κυτταρικές στοιβάδες. (Β) ∆ιάγραµµα του 

βασικού κυκλώµατος του αµφιβληστροειδή. Μία αλυσίδα τριών νευρώνων – 

φωτοϋποδοχέας, δίπολο κύτταρο, γαγγλιακό κύτταρο – παρέχει την πιο άµεση διαδροµή 

για τη µεταφορά της οπτικής πληροφορίας στον εγκέφαλο. Τα οριζόντια και αµακρινικά 

κύτταρα µεσολαβούν σε πλευρικές αλληλεπιδράσεις στην OPL και IPL αντίστοιχα. Οι όροι 

εσωτερική και εξωτερική (στοιβάδα) αναφέρονται σε σχετικές αποστάσεις από το κέντρο 

του οφθαλµού. 

 

 

 

(Α) 
(Β) 
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1.3. ΕΚΦΥΛΙΣΗ ΤΟΥ ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΟΥΣ  

 Με τον γενικό όρο αµφιβληστροειδοπάθεια περιγράφεται µια µορφή µη 

φλεγµονώδους βλάβης του αµφιβληστροειδούς του οφθαλµού. Συνηθέστερο αίτιο 

αυτής της κατάστασης αποτελεί η ελαττωµατική κυκλοφορία του αίµατος στον 

αµφιβληστροειδή, η οποία µπορεί να οφείλεται είτε σε παθολογικά είτε σε γενετικά 

αίτια. Η κυκλοφορία του αίµατος είναι υπεύθυνη για την παροχή οξυγόνου και 

θρεπτικών συστατικών στις διαφορετικές δοµές του αµφιβληστροειδή χωρίς να 

επηρεάζει τη λειτουργία της όρασης. Για την επίτευξη αυτής της περίπλοκης 

διαδικασίας σε θηλαστικά, άνθρωπο και άλλα πρωτεύοντα, λαµβάνουν µέρος δύο 

διακριτά συστήµατα αγγείωσης˙ η αγγείωση του αµφιβληστροειδή (retinal 

vascularization) και η αγγείωση του σκληρού χιτώνα (uveal or choroidal 

vascularization)(45). 

Η παρουσία µηχανισµών, οι οποίοι ρυθµίζουν την κυκλοφορία του αίµατος 

στον αµφιβληστροειδή πιθανώς να αντικατοπτρίζουν σηµαντικές στρατηγικές 

επιβίωσης για τον αµφιβληστροειδή, οι οποίες όµως δεν είναι ακόµα πλήρως 

κατανοητές. Όπως στους περισσότερους ιστούς, η ρύθµιση της κυκλοφορίας είναι 

αρκετά περίπλοκη. Υπάρχει µια πλειάδα τοπικών και συστεµικών παραγόντων, που 

έχουν τη δυνατότητα επίδρασης. Τοπικοί φυσιολογικοί (π.χ. αυξοµειώσεις στην 

πίεση διαπότισης – perfusion pressure) και µεταβολικοί παράγοντες (π.χ. 

µεταβολές στο pO2, pCO2 και pH) επιχειρούν να προσαρµόζουν τη ροή ανάλογα µε 

τις τοπικές ανάγκες, ενώ οι συστεµικοί παράγοντες (ορµόνες της κυκλοφορίας και 

το αυτόνοµο νευρικό σύστηµα) ρυθµίζουν την κατανοµή της ποσότητας του 

αίµατος στα διαφορετικά αγγεία. Αν και ο οφθαλµός διαθέτει πλούσια αυτόνοµη 

εννεύρωση, νευρικές απολήξεις εκτείνονται µόνο µέχρι τον αγγειώδη χιτώνα 

(uvea) και το εξωοφθαλµικό τµήµα των αιµοφόρων αγγείων, ενώ το 

εσωοφθαλµικό τµήµα τους δεν φέρει αδρενεργική, χολινεργική ή πεπτιδεργική 

εννεύρωση (20, 38, 52, 94). Εφόσον, λοιπόν, ο αµφιβληστροειδικός ιστός στερείται 

αγγειώδους εννεύρωσης, ο αρτηριακός τόνος ρυθµίζεται σε µεγάλο βαθµό από 

τοπικούς παράγοντες. 

Οι διαφορετικοί τύποι αµφιβληστροπαθειών οφείλονται σε ποικιλία αιτιών. 

Ως συνηθέστερο παρουσιάζεται η διαταραχή της ροής αίµατος στον 

αµφιβληστροειδή, προερχόµενη από φραγή ή ρήξη κάποιων αγγείων. Η 

κατάσταση αυτή µπορεί να οδηγήσει σε έλλειψη οξυγόνου (hypoxia) ή σε µείωση 

της ροής αίµατος στους παρακείµενους ιστούς (ischemia). Τα σύνδροµα ισχαιµίας 

(συνήθως κληρονοµικά), οι δυστροφίες και οι καταστάσεις εκφύλισης του 

αµφιβληστροειδούς είναι γνωστό ότι οδηγούν σε απώλεια κυττάρων εντός του 

ιστού. Οι µελέτες, συχνά, εστιάζουν στο νευρωνικό θάνατο στο εσωτερικό τµήµα 

του αµφιβληστροειδούς, κυρίως ανάλογα µε το εκάστοτε µοντέλο. Η δοκιµασία 

αυτή χρησιµοποιείται επειδή θεωρείται ότι µιµείται την αµφιβληστροειδοπάθεια 

βασιζόµενη σε γλαύκωµα. Παρ’ όλα αυτά επέρχονται σηµαντικές φθορές και στις 

τάξεις άλλων κυτταρικών τύπων του αµφιβληστροειδούς (62). 
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1.4. ΙΣΧΑΙΜΙΑ ΚΑΙ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΣΤΟΥΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥΣ ΤΥΠΟΥΣ 

 Ο αµφιβληστροειδής, όπως κάθε νευρικός ιστός, απαιτεί συνεχή παροχή 

οξυγόνου και γλυκόζης, ώστε να διατηρήσει την φυσιολογική λειτουργία και 

βιωσιµότητά του. ∆ιακοπή αυτής της παροχής για λίγα µόνο λεπτά είναι ικανή να 

ενεργοποιήσει έναν «καταρράκτη» γεγονότων, ο οποίος τελικά επιφέρει 

νευρωνικό θάνατο. Μετά την πρώτη αναφορά, ότι κατά την ισχαιµία σε ιππόκαµπο 

αρουραίου αυξάνεται η εξωκυτταρική συγκέντρωση του γλουταµινικού και του 

ασπαρτικού οξέος (5), ακολούθησε µια πλειάδα µελετών, οι οποίες επιβεβαιώνουν 

και αναλύουν αυτό το φαινόµενο σε διαφορετικές περιοχές του κεντρικού 

νευρικού συστήµατος. 

 Η υπόθεση διεγερσιτοξικότητας του γλουταµινικού για τη βλάβη ισχαιµικών 

κυττάρων αναφέρει ότι η φθορά επέρχεται από την απελευθέρωση γλουταµινικού, 

κατά τη διάρκεια και µετά την ισχαιµία, από το ενδοκυτταρικό τµήµα προς τη 

συναπτική σχισµή. Υψηλή εξωκυτταρική συγκέντρωση γλουταµινικού ενεργοποιεί 

τους ιονοτροπικούς υποδοχείς του γλουταµινικού, επάγοντας αύξηση της ροής 

ιόντων καλίου προς τους νευρώνες, η οποία µε τη σειρά της ενεργοποιεί αρκετές 

καταβολικές διεργασίες και επιφέρει νευρωνικό θάνατο. Θα πρέπει, όµως, να 

σηµειωθεί ότι µια ανάλυση των υπαρχόντων δεδοµένων σχετικά µε την τοξικότητα 

του γλουταµινικού in vitro σε σύγκριση µε τα δεδοµένα για την in vivo 

απελευθέρωση γλουταµινικού, καθώς και την προστατευτική δράση ανταγωνιστών 

του γλουταµινικού, εγείρει αµφιβολίες σχετικά µε τους µηχανισµούς 

νευροτοξικότητας (21). 

 Η έννοια της ισχαιµίας-επαγόµενης διεγερσιτοξικότητας εστιάζει κυρίως 

στην υπερβολική απελευθέρωση γλουταµινικού από τις νευρικές απολήξεις, αλλά 

έρχεται σε αντίφαση µε ορισµένα σηµαντικά ευρήµατα: 

i. Κατά τη διάρκεια της ισχαιµίας παρατηρείται µαζική απελευθέρωση 

γλουταµινικού παρόµοιας ποσότητας τόσο σε ευπαθείς όσο και σε µη ευπαθείς 

περιοχές του εγκεφάλου(27) 

ii. Ανασταλτικοί διαβιβαστές απελευθερώνονται σε ανάλογη έκταση όσο και οι 

διεγερτικοί(60) 

iii. Ο νευρωνικός θάνατος µπορεί να επέλθει αρκετές ώρες µετά από ένα 

ισχαιµικό επεισόδιο, ενώ η συσσώρευση γλουταµινικού και ασπαρτικού στο 

νευρωνικό µικροπεριβάλλον ανατρέπεται εντός λίγων λεπτών από την 

επαναιµάτωση(35) 

iv. Μεταϊσχαιµική χορήγηση ανταγωνιστών των υποδοχέων του γλουταµινικού 

εµφανίζει νευροπροστασία(87). 

Όλες οι διαδικασίες νευρωνικής λειτουργίας, όπως εξωκύττωση, 

φοσφωρυλίωση πρωτεϊνών και διατήρηση του µεµβρανικού δυναµικού, απαιτούν 

ATP άµεσα ή έµµεσα. Επιπλέον, θεωρείται ότι ενίσχυση της διεγερσιτοξικότητας 

λόγω ελαττωµατικού µεταβολισµού πιθανώς αποτελεί ένα γενικότερο µηχανισµό 

νευρωνικού θανάτου σε νευρολογικές ασθένειες (28). Αναστολή των εξαρτώµενων 
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από ενέργεια διαδικασιών οδηγεί σε µη φυσιολογική λειτουργία των συναπτικών 

κυστιδίων διαβιβαστών και των µεµβρανικών µηχανισµών επαναπρόσληψης, 

συντελώντας σε αύξηση των κυτταροπλασµατικών και εξωκυττάριων επιπέδων 

των νευροδιαβιβαστών. Η διατηρούµενη ενεργοποίηση των υποδοχέων 

διεγερτικών αµινοξέων συµβάλλει στην συρροή Ca2+, η οποία σε συνδυασµό µε 

την µείωση των επιπέδων ATP, προάγει την καταστροφή των µιτοχονδρίων, την 

µεταβολή του κυτταροσκελετού και την αποικοδόµηση του DNA (21). 

 Ισχαιµική φθορά του αµφιβληστροειδούς αποτελεί ένα από τα βασικά αίτια 

απώλειας ή διαταραχής της όρασης. Κατά την ισχαιµία του αµφιβληστροειδούς 

παρατηρείται εξωκυτταρική συσσώρευση γλουταµινικού. Εκτός από αυτό, όµως, 

υπάρχουν αναφορές που καταδεικνύουν την απελευθέρωση του ανασταλτικού 

νευροδιαβιβαστή GABA, καθώς και γλυκίνης, ντοπαµίνης, ακετυλοχολίνης και του 

νευρορυθµιστή αδενοσίνη (62). Κατά την επαναιµάτωση, τα αυξηµένα 

εξωκυτταρικά επίπεδα των νευροδιαβιβαστών θα ενεργοποιήσουν τους υποδοχείς 

τους και θα συµβάλλουν µε εξειδικευµένο τρόπο στην επιβίωση ή το θάνατο 

συγκεκριµένων νευρώνων. Ειδικότερα, σε κυτταρικό επίπεδο, η 

αµφιβληστροειδική ισχαιµία έχει διαφορική επίδραση στους επιµέρους κυτταρικούς 

τύπους. 

 

1.4.1. Φωτοϋποδοχείς 

 
 Στην υπάρχουσα βιβλιογραφία, βρίσκονται αρκετές αντιφατικές µεταξύ τους 

µελέτες σχετικά µε την ευαισθησία των φωτοϋποδοχέων σε ισχαιµικά επεισόδια 

του αµφιβληστροειδούς. Κλινικές µελέτες σε ασθενείς µε αµφιβληστροειδική 

αγγειίτιδα (retinal vasculitis) προτείνουν ότι ήπια ισχαιµία προκαλεί οξεία 

εκπόλωση των φωτοϋποδοχέων, γεγονός το οποίο µπορεί να οδηγήσει σε 

κυτταρικό θάνατο (74). Ηπιότερες, όµως, καταστάσεις ισχαιµίας, όπως µετά από 

φραγή των καρωτιδικών αρτηριών σε αρουραίους, έχουν δειχθεί να επιφέρουν 

περισσότερο άµεσα αποτελέσµατα στο εξωτερικό τµήµα του αµφιβληστροειδούς 
(67). Υπάρχουν, επίσης, δεδοµένα τα οποία υποστηρίζουν ότι αρχική ισχαιµική 

φθορά που οδηγεί σε απώλεια των γαγγλιακών κυττάρων, προκαλεί απώλεια της 

αντίδρασης της κόρης του οφθαλµού και το γεγονός αυτό είναι υπεύθυνο για την 

εκφύλιση των φωτοϋποδοχέων˙ µια φυσιολογική επίπτωση των αυξηµένων 

επιπέδων φωτός που εισέρχονται στον οφθαλµό (16, 83). Στις περισσότερες των 

περιπτώσεων, οι φωτοϋποδοχείς εµφανίζονται λιγότερο ευαίσθητοι στην ισχαιµία.  

 

1.4.2. Γαγγλιακά κύτταρα 

 
 Η ισχαιµία είναι ευρέως µελετηµένη στον αµφιβληστροειδή, λόγω του 

ρόλου της σε αρκετές παθολογικές καταστάσεις, όπως γλαύκωµα, anterior 

ischemic optic neuropathy (AION), φραγές των αµφιβληστροειδικών και 

χοριοειδικών αγγείων, διαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια, οπισθοφακική ινοπλασία 

(retinopathy of prematurity) και τραυµατική οπτική νευροπάθεια (traumatic optic 
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neuropathy). Όλες αυτές οι καταστάσεις, έχει δειχθεί ότι επιφέρουν λέπτυνση της 

στοιβάδας των νευρικών ινών σαν συνέπεια της απώλειας ή βλάβης των 

γαγγλιακών κυττάρων (68). Σε πειραµατικές µελέτες, όλες οι δοκιµασίες και 

µοντέλα που στηρίζονται σε αµφιβληστροειδική ισχαιµία καταλήγουν σε απώλεια 

γαγγλιακών κυττάρων. Μία µέθοδος για τον προσδιορισµό της απώλειας 

γαγγλιακών κυττάρων είναι η µέτρηση των επιπέδων mRNAs στον 

αµφιβληστροειδή , όπως της Thy-1, που είναι ειδικά για τα γαγγλιακά κύτταρα. 

 

1.4.3. Αµακρινικά κύτταρα 

 
 Τα αµακρινικά κύτταρα αποτελούν µία ακόµα οµάδα κυττάρων του 

αµφιβληστροειδούς, ευπαθή στην ισχαιµία και τη διεγερσιτοξικότητα του 

γλουταµινικού. Καθώς τα αµακρινικά κύτταρα αναπτύσσονται και 

διαφοροποιούνται, γίνονται σταδιακά περισσότερο ευαίσθητα στο γλουταµινικό ή 

από γλουταµινικό επαγόµενη ισχαιµία. Αγωνιστές των ιονοτροπικών υποδοχέων 

του γλουταµινικού επάγουν µεταβολές στα αµακρινικά κύτταρα που περιέχουν 

GABA, σεροτονίνη ή ακετυλοχολίνη (62). Παρόµοιες µεταβολές συµβαίνουν κατά 

τις περιπτώσεις ισχαιµίας / επαναιµάτωσης. Γενικότερα υπάρχουν αρκετά 

δεδοµένα που υποστηρίζουν ότι οι µεταβολές που επέρχονται στους 

νευροδιαβιβαστές και συνδέονται µε τα αµακρινικά κύτταρα µετά από τοξικότητα 

µέσω αγωνιστών του γλουταµινικού ή ισχαιµία, αποτελούν την αρχή προς τον 

κυτταρικό θάνατο (93). Οι µηχανισµοί που εµπλέκονται στον επαγόµενο από 

ισχαιµία θάνατο των αµακρινικών κυττάρων θεωρούνται ότι είναι παρόµοιοι µε 

αυτούς που εµπλέκονται στον θάνατο των γαγγλιακών κυττάρων. Έχει, επίσης, 

δειχθεί ότι κατά την ισχαιµία σε αµακρινικά κύτταρα, επάγεται ενεργοποίηση των 

κασπασών 2 και 3, υποδηλώνοντας µια αποπτωτική (και όχι µόνο νεκρωτική) 

µορφή κυτταρικού θανάτου, παρόµοια µε τα γαγγλιακά κύτταρα (82). Θα πρέπει να 

σηµειωθεί ότι έχει παρατηρηθεί διαφορική επίδραση και ρύθµιση γονιδιακής 

έκφρασης σε υπότυπους αµακρινικών κυττάρων που υπόκεινται σε ισχαιµία, 

γεγονός το οποίο οφείλεται πιθανώς στην διαφορετική σύσταση υποδοχέων(17). 

 

1.5. ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΘΑΝΑΤΟΣ ΣΤΗΝ ΕΚΦΥΛΙΣΗ ΤΟΥ 
ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙ∆ΟΥΣ 

 Τόσο η εξέλιξη όσο και η διατήρηση ενός οργανισµού προϋποθέτει όχι µόνο 

τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό αλλά και την ελεγχόµενη επαγωγή και εκτέλεση 

του κυτταρικού θανάτου. Η απόπτωση χρησιµοποιείται συχνά ως συνώνυµο του 

προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου (programmed cell death – PCD). Ο 

προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος, όµως, αναφέρεται σε θάνατο σε µια 

συγκεκριµένη, γενετικά καθορισµένη περίοδο στον κύκλο ζωής ενός κυττάρου, 

ενώ η απόπτωση µπορεί να επαχθεί από ένα σύνολο εξωγενών ή ενδογενών 

ερεθισµάτων τυχαία κατά τη διάρκεια ζωής ενός οργανισµού. Και τα δύο αυτά 
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φαινόµενα, συχνά αλλά όχι πάντα, εξαρτώνται από την γονιδιακή έκφραση και 

υπηρετούν ένα σύνολο από εξειδικευµένες διεργασίες, ώστε να διατηρούν την 

οµοιόσταση ενός ιστού και να συµβάλλουν στην αναδιοργάνωσή του.  

 Η απόπτωση είναι δοµικά και λειτουργικά διακριτή από τη νέκρωση. Ενώ η 

απόπτωση αναπαριστά ένα αυστηρά ελεγχόµενο και περίπλοκο σύστηµα από 

δραστικά µονοπάτια που συγκλίνουν σε ένα κοινό πρόγραµµα θανάτου 

µεµονωµένων κυττάρων, η νέκρωση αναφέρεται σε µία µορφή τυχαίου 

κυτταρικού θανάτου που περιλαµβάνει τη φθορά µεγαλύτερων οµάδων κυττάρων. 

Τα µορφολογικά χαρακτηριστικά της απόπτωσης περιλαµβάνουν τη συµπύκνωση 

της χρωµατίνης, τη δηµιουργία φυσαλίδων στη µεµβράνη και την αποσύνθεση 

των κυττάρων σε αποπτωτικά σωµάτια, τα οποία εγκολπώνονται από 

φαγοκύτταρα. Σηµαντικές αλλαγές στη φυσιολογία περιλαµβάνουν διάσπαση του 

DNA των νουκλεοσωµάτων και  έκθεση της φωσφατυδιλ-σερίνης στο εξωτερικό 

των κυτταρικών µεµβρανών. Στην κλασσική θεώρηση του αποπτωτικού 

µονοπατιού,  ρόλο βασικού τελεστή διαδραµάτιζαν οι ενδοπεπτιδάσες που κόβουν  

πρωτεΐνες σε κατάλοιπα ασπαρτικού (κασπάσες) και διασπούν ποικίλα 

ενδοκυτταρικά υποστρώµατα (89). Πρόσφατες µελέτες, όµως, καταλήγουν σε 

αρκετά ανεξάρτητα από κασπάσες αποπτωτικά µονοπάτια, τα οποία µπορεί να 

περιλαµβάνουν επίσης κυτταρικά τµήµατα, όπως µιτοχόνδρια, λυοσώµατα, 

πρωτεασώµατα ή αυτοφαγικά κενοτόπια. Οι παρατηρήσεις αυτές έθεσαν 

αµφισβήτηση ακόµα και για τον κλασσικό διαχωρισµό των εννοιών της απόπτωσης 

και της νέκρωσης, δεδοµένου ότι και στις δύο διαδικασίες µπορούν να λάβουν 

µέρος λυοσωµικές και κυτταρικές πρωτεάσες όπως κασπάσες (85). 

Η εκτενής ανάλυση των ενδοκυτταρικών µονοπατιών που οδηγούν σε 

απόπτωση δεν ανταποκρίνεται άµεσα στο σκοπό της παρούσας µελέτης. Μια 

σύνοψη των σηµαντικότερων διαδικασιών και µορίων που εµπλέκονται στα 

διαφορετικά αποπτωτικά µονοπάτια παρουσιάζεται στην Εικόνα 1.5α. Ιδιαίτερη 

έµφαση θα πρέπει να δοθεί στις δύο από τις σηµαντικότερες κινάσες που 

εµπλέκονται στα σηµατοδοτικά µονοπάτια της κυτταρικής επιβίωσης και είναι η 

κινάση της φωσφοϊνοσιτόλης 3 (Phosphatidyl-inositol-3-kinase, PI3K) και η 

πρωτεϊνική κινάση Β (Protein Kinase B, PKB) ή κινάση Αkt, οι οποίες αποτέλεσαν 

αντικείµενο µελέτης στην παρούσα εργασία. Οι δύο αυτές κινάσες σερίνης / 

θρεονίνης είναι άµεσα αλληλοσυνδεόµενες λειτουργικά αφού η PI3K αποτελεί τον 

ενεργοποιητή της ΡΚΒ µέσω ενός καταρράκτη διαδοχικών φωσφορυλιώσεων.  

Επίσης είναι καλά τεκµηριωµένο πως η διαδοχή της φωσφορυλίωσης κι 

ενεργοποίησης των κινασών αυτών, είναι αποτέλεσµα της ενεργοποίησης 

κυτταροπλασµατικών υποδοχέων που προσδένουν αυξητικούς παράγοντες, 

ευνοώντας την κυτταρική επιβίωση. Μια άλλη κατηγορία εκ των σηµαντικότερων 

κινασών που ρυθµίζουν βασικά κυτταρικά φαινόµενα όπως η επιβίωση, η 

διαφοροποίηση ή ο προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος, είναι η κατηγορία 

των κινασών θρεονίνης / σερίνης µε καλύτερα χαρακτηρισµένα µόρια τις κινάσες 

ΕRK1/2 (Extracellular Regulated Kinases 1/2 ή p42/44,  κινάση που ρυθµίζεται 

από τον εξωκυττάριο χώρο) και ΜΕΚ1/2 (Mitogen-activated protein Kinase Kinase, 

κινάση που ενεργοποιεί την µιτωτικά επαγόµενη κινάση), και οι οποίες ανήκουν 
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στην οικογένεια των MAPKs (Μitogen-Associated Protein Kinases, µιτωγονο-

επαγώµενες πρωτεϊνικές κινάσες ). Η διαδοχική φωσφορυλίωση της MEK από 

προηγούµενες κινάσες (και κυριότερα από το µονοπάτι Src-Raf-1) κι ακολούθως 

της ERK από την ΜΕΚ, οδηγεί στην ενεργοποίηση των µορίων και τελικώς στην 

µεταγραφική ενεργοποίηση επιβιωτικών γονιδίων µέσω των κατάλληλων 

µεταγραφικών παραγόντων, υποστρωµάτων των ανωτέρω κινασών. Είναι γνωστό 

ότι η ενεργοποίηση των mRNAs των PI3Κ και ERK από τα γοναδικά στεροειδή σε 

διάφορα κυτταρικά συστήµατα, οδηγεί στην φωσφορυλίωση και απενεργοποίηση 

των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl (48). Επίσης έχει περιγραφεί 

η άµεση επίδραση κινασών όπως η Akt στην ενεργοποίηση του µεταγραφικού 

παράγοντα NF-κΒ µε τελικό αποτέλεσµα την αναστολή της απόπτωσης (24, 69). 

Όσων αφορά στο µοριακό µηχανισµό της αντι-αποπτωτικής δράσης των 

νευροστεροειδών φαίνεται να  επιτελείται κύρια µέσω των αντι-αποπτωτικών 

πρωτεϊνών Bcl-2 και Bcl-xL και της  ενεργοποίησης δυο κύριων µεταγραφικών 

παραγόντων επιβίωσης, των NF-κB και CREB (11).  

Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι πρόσφατες µελέτες προτείνουν ότι η δράση της 

υπεργλυκαιµίας στον κυτταρικό θάνατο δεν µεσολαβείται από κασπάσες. 

Συγκεκριµένα, αυξηµένα επίπεδα γλυκόζης σε ένα in vitro µοντέλο διαβητικής 

αµφιβληστροειδοπάθειας, όπου η υπεργλυκαιµία αποτελεί πρωταρχικό παθολογικό 

παράγοντα εξέλιξης της νόσου, οδηγούν σε κυτταρικό θάνατο σε νευρικά κύτταρα 

του αµφιβληστροειδούς. Ο παρατηρούµενος θάνατος είναι ανεξάρτητος από την 

ενεργοποίηση των κασπασών και πιθανώς µεσολαβείται από ενδονουκλεάσες όπως 

η AIF (apoptosis – inducing factor)(78). Αντίθετα, εκφύλιση του αµφιβληστροειδούς 

επαγόµενη από ακτινοβολία οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο που µεσολαβείται από 

µονοπάτια στα οποία εµπλέκονται οι κασπάσες 1, 3 και 7(73). Από την άλλη πλευρά, 

η υπογλυκαιµία, που όπως αναφέρεται παρακάτω επάγεται στο µοντέλο χηµικής 

ισχαιµίας της παρούσας µελέτης, θεωρείται ότι επιφέρει γενικευµένης µορφής 

κυτταρικό θάνατο. Ο δεύτερος παράγοντας του µοντέλου της χηµικής ισχαιµίας, η 

υποξία, τείνει να επιφέρει πιο εξειδικευµένη βλάβη, διαταράσσοντας την πρόσληψη 

γλουταµινικού και πλήττοντας, στον αµφιβληστροειδή, κυρίως τον αριθµό και τη 

µορφολογία των γαγγλιακών κυττάρων(54). 
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Εικόνα 1.5α: Εξωγενή και ενδογενή σηµατοδοτικά µονοπάτια απόπτωσης σε νευρώνες (4).  

Οι µαύρες γραµµές αντιπροσωπεύουν µονοπάτια απόπτωσης, ενώ οι µπλε γραµµές 

µονοπάτια επιβίωσης. Το εξωγενές µονοπάτι ενεργοποιείται από τα εξωκυτταρικά 

συνδεόµενα µόρια, TNFα (tumour necrosis factor-α) ή FAS (apoptosis antigen-1) ligand 

(FASL), στους αντίστοιχους υποδοχείς, TNFR1 και FAS. Η ενεργοποίηση του TNFR1 οδηγεί 
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στον σχηµατισµό του TRADD-RIP-TRAF2 συµπλόκου (TNF-receptor death domain–receptor 

interacting protein–TNF-associated factor 2), που δρα µέσω του NF-κB (nuclear factor-κB) 

µονοπατιού επιβίωσης ή µέσω του JNK (c-Jun-N-terminal kinase) µονοπατιού απόπτωσης. 

Η RIP ενεργοποιεί την προκασπάση 2 και «κόβει» την BID(BH3 (BCL2 (B-cell 

leukaemia/lymphoma-2) homology domain 3)-interacting agonist). Το σύµπλοκο TRADD–

FADD–FLICE (TNF-receptor death domain–FAS-associated death domain–FADD-like 

interleukin-1β) ενεργοποιεί την προκασπάση 8, εκκινώντας την απόπτωση µέσω της 

κασπάσης 3 ή την «κοπή» της BID σε tBID (truncated BID). Ο θάνατος µέσω της FAS 

συµβαίνει µέσω της FADD-µεσολαβούµενης ενεργοποίησης της προκασπάσης 8 ή µέσω της 

DAXX (death-associated protein)-µεσολαβούµενης ενεργοποίησης της JNK. Η JNK 

µετατρέπει την BID σε jBID, επιτρέποντας την µετατόπισή της προς τα µιτοχόνδρια και την 

απελευθέρωση του SMAC/DIABLO (second-mitochondrial-derived activator of caspases). 

Το ενδογενές αποπτωτικό µονοπάτι εκκινείται από τα µιτοχόνδρια από ποικίλα ερεθίσµατα. 

a |Η διαπερατότητα της µεµβράνης µεσολαβείται από της BH3-only πρωτεΐνες, οι οποίες 

διαχωρίζουν και αναστέλλουν την καταστολή της BAX (B-cell lymphoma 2-associated 

protein X) από την BCL2, επιτρέποντας την µετατόπιση της µιτοχονδριακής BAX και την 

απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c (Cyto c), του SMAC/DIABLO, AIF (apoptosis-inducing 

factor) και του HTRA2/OMI (high temperature requirement serine protease 2). b |το 

κυτόχρωµα c αλληλεπιδρά µε το APAF1 (apoptosis protease activating factor-1) για την 

ενεργοποίηση της κασπάσης 9, σχηµατίζοντας το apoptosome, το οποίο ενεργοποιεί τους 

downstream τελεστές, κασπάσες 3 και 7. Το SMAC/DIABLO αποµονώνει και αναστέλλει τις 

IAP (inhibitor of apoptosis) πρωτεΐνες. Ο AIF προκαλεί την αποσύνθεση του DNA µέσω του 

PARP1 (poly(ADP-ribose) polymerase-1). ER (endoplasmic reticulum)-stress 

µεσολαβούµενη απόπτωση συµβαίνει µέσω της ενεργοποίησης των κασπασών 12 και 3. 

 

AIP1, ASK1-interacting protein 1 

AKT/PKB, protein kinase B  

AP1, activator protein-1  

ASK1, apoptosis-signal-regulating kinase-

1  

BAD, BCL2-associated death protein 

BAK, BCL2 agonist killer 1  

BIM, BCL2-interacting mediator of cell 

death  

BMF, BCL2 modifying factor  

BOK, BCL2-related ovarian killer protein  

HRK, 5/harakiri  

IκB, inhibitory subunit of NF-κB 

IKK, IκB kinase  

NIK, NF-κB-inducing kinase  

NOXA, phorbol-12-myristate-13-acetate-

induced protein (PMAIP1) 

PDK1/2, 3-phospho-inoside dependent 

kinase 1/2  

PI3K, phosphatidyl inositol-3-kinase 

pJNK, c-Jun amino (N) terminal kinase  

p53, tumour suppressor gene 

PUMA, P53-upregulated modulator of 

apoptosis  

RAIDD, RIP-associated ICH-1 

homologous protein with a death domain  

UV, ultraviolet light  

XIAP, X-chromosome linked inhibitor of 

apoptosis protein. 
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1.6. ΝΕΥΡΟΣΤΕΡΟΕΙ∆Η 

 Η ιδέα ότι υπάρχουν στεροειδή που συντίθενται στον εγκέφαλο de novo 

ξεκίνησε τη δεκαετία του 1980 από παρατηρήσεις των Baulieu και συνεργατών 

του. Ανακάλυψαν ότι στεροειδή όπως η προγνενολόνη (prognenolone), η DHEA 

και ο σουλφιδικός εστέρας της και λιπιδικοί εστέρες (lipoidal esters) εµφανίζονταν 

σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις σε ιστούς του νευρικού συστήµατος παρά στο 

πλάσµα του αίµατος. Επιπλέον, τα στεροειδή παρέµεναν στο νευρικό σύστηµα 

ακόµα και µετά από γοναδεκτοµή ή επινεφριδεκτοµή. Οι παρατηρήσεις αυτές 

υποδηλώνουν ότι τα στεροειδή είτε συντίθενται de novo στο κεντρικό και 

περιφερειακό νευρικό σύστηµα είτε ότι πιθανώς συγκεντρώνονται στις δοµές 

αυτές. Αυτά τα στεροειδή ονοµάστηκαν νευροστεροειδή για να διαχωριστούν από 

τα στεροειδή που παράγονται από περισσότερο κλασσικά στεροειδογενικά όργανα, 

όπως γονάδες, επινεφρίδια και πλακούντας. Με σκοπό να διαπιστωθεί αν πράγµατι 

τα νευροστεροειδή συντίθενται από τον εγκέφαλο, ελέγχθηκε η παρουσία στο 

νευρικό σύστηµα ενός συνόλου ενζύµων, τα οποία είναι γνωστό ότι εµπλέκονται 

στην στεροειδογένεση σε άλλα όργανα (15). 

 Ο όρος νευροενεργά στεροειδή (neuroactive steroids) αναφέρεται σε 

στεροειδείς ορµόνες, οι οποίες δρουν σε νευρικό ιστό. Τα νευροενεργά στεροειδή 

έχουν την δυνατότητα να συντίθενται τόσο στο νευρικό σύστηµα όσο και σε 

ενδοκρινείς αδένες (70). Τα νευροστεροειδή, περιλαµβανοµένων των πρεγνενολόνη 

(pregnenolone – PREG), δεϋδροεπιανδροστερόνη (dehydroepiandrosterone – 

DHEA), προγεστερόνη (progesterone – PROG) και τα παράγωγά τους, συντίθενται 

παρουσία στεροειδογενικών ενζύµων. Το πρώτο βήµα στη βιοσύνθεση των 

νευροστεροειδών είναι η µετατροπή της χοληστερόλης σε PREG. Η PREG µπορεί 

να µετατραπεί σε DHEA  µέσω του κυτοχρώµατος P450c17. Τόσο η PREG όσο και 

η DHEA είναι 3β-υδροξυ-∆5-στεροειδή τα οποία βρίσκονται σε νευρικούς ιστούς 

µαζί µε τους σουλφιδικούς εστέρες τους. Επιπλέον, η DHEA µπορεί να µετατραπεί 

σε ανδρογόνα µε κατάλυση από τα ανάλογα ένζυµα (92). 

 Τα νευροστεροειδή δρουν στο νευρικό σύστηµα επιτελώντας αυτοκρινή ή 

παρακρινή ρύθµιση. Μπορούν να ελέγχουν την γονιδιακή έκφραση µε το να 

προσδένονται σε πυρηνικούς υποδοχείς ή να επηρεάζουν τη νευροδιαβίβαση µέσω 

δράσης σε µεµβρανικά κανάλια ιόντων ή άλλους υποδοχείς νευροδιαβιβαστών. Η 

PROG, που παράγεται από κύτταρα Schwann σε απόκριση της διέγερσής τους από 

παρακείµενους νευρώνες, ρυθµίζει την σύνθεση της µυελίνης µέσω ενός 

πυρηνικού υποδοχέα της PROG. Μεταβολίτες της PROG (3α,5α/β-TH PROG, 

allopregnanolone) αποτελούν θετικό αλλοστερικό ρυθµιστή των GABAA 

υποδοχέων. Ενεργοποίηση των GABAA υποδοχέων αυξάνει τη διάρκεια και τη 

συχνότητα του ανοίγµατος των διαύλων καλίου, που οδηγεί σε εισροή ιόντων 

καλίου στο εσωτερικό των νευρώνων και συνεπώς την υπερπόλωση των 

µεµβρανών και την µείωση της ευαισθησίας των νευρώνων. Επιπλέον, η 3α,5α-TH 

PROG επιδρά στην νευρωνική ανάπτυξη, την επιβίωση και τη διαφοροποίηση, 

επιφέρει την απόσυρση νευριτικών απολήξεων προτού αναπτύξουν συνδέσεις µε 
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άλλους νευρώνες ή γλοία και προστατεύει σε συγκεκριµένες περιπτώσεις από τον 

νευρωνικό θάνατο. Οι σουλφιδικοί εστέρες των DHEA (DHEAS) και PREG (PREGS) 

εµφανίζουν ιδιότητες ανταγωνιστών των GABA (92). 

 Τα νευροστεροειδή PREGS και DHEA, αλλά όχι το DHEAS, ενδυναµώνουν 

τη δράση του NMDA στην αύξηση των επιπέδων ενδοκυτταρικού καλίου, 

µηχανισµός ο οποίος µπορεί να ευθύνεται για την ανάπτυξη των νευραξόνων που 

επάγεται από DHEA. Η ρύθµιση της γλουταµινεργικής νευροδιαβίβασης µέσω 

NMDA από επιλεκτικούς προσδέτες των υποδοχέων σίγµα-1 παίζει σηµαντικό ρόλο 

σε φαινόµενα νευροπροσαρµογής όπως µακροχρόνια ενδυνάµωση (long-term 

potentiation), µάθηση και µνήµη, οξύ νευρωνικό θάνατο και νευροεκφύλιση (59). 

 

1.6.1 Νευροστεροειδή στον αµφιβληστροειδή 

 
 Η πλειοψηφία των συνάψεων του αµφιβληστροειδούς χρησιµοποιούν 

γλουταµινικό για µεταγωγή σήµατος διαµέσου των στοιβάδων, GABA και γλυκίνη 

για την ακόλουθη αναστολή, ενώ ακετυλοχολίνη και ντοπαµίνη στα αµακρινικά 

κύτταρα και διάφορα νευροπεπτίδια συνεργάζονται περαιτέρω στον έλεγχο του 

οπτικού µονοπατιού. Όπως και ο εγκέφαλος, ο αµφιβληστροειδής αποτελεί στόχο 

στεροειδών και κέντρο παραγωγής τους. Τα πρώτα δεδοµένα που πρότειναν την 

ενδοκρινή επίδραση στη διαδικασία της όρασης, αφορούσαν στην δεκτικότητα των 

κυττάρων του αµφιβληστροειδούς προς την φθορά από φως ως επακόλουθο της 

σεξουαλικής ωρίµανσης τόσο σε αρσενικά όσο και σε θηλυκά ζώα (61). Μελέτες 

έχουν αποδείξει την ύπαρξη υποδοχέων στεροειδών ορµονών, στεροειδικών 

ενζύµων για το σχηµατισµό ex novo στεροειδών ή νευροστεροειδών(32), καθώς και 

την ανάµιξή τους στη φυσιολογία και την παθολογία της οπτικής λειτουργίας. 

 Στον αµφιβληστροειδή, η µεγαλύτερη ποσότητα χοληστερόλης συντίθεται 

στο νευρικό τµήµα και µεταφέρεται στις µεµβράνες των ραβδίων των 

φωτοϋποδοχέων, όπου είναι απαραίτητη για τη συνεχή ανανέωση κατά τη 

διάρκεια της ζωής. Η διαδικασία ανανέωσης περιλαµβάνει και το RPE, όπου η 

χοληστερόλη παρέχεται επιπλέον από µια εξωκυτταρική πηγή µέσω LDL 

υποδοχέων και της τοπικής σύνθεσης απολιποπρωτεΐνης Ε (ApoE). Η ApoE 

σχηµατίζεται επίσης στα γαγγλιακά κύτταρα Müller του αµφιβληστροειδούς, 

απορροφάται από τα γαγγλιακά κύτταρα, από όπου µπορεί να µεταφερθεί ταχέως 

στο οπτικό νεύρο και τον εγκέφαλο. Πρόσφατες παρατηρήσεις αναφέρουν ότι 

υψηλά επίπεδα χοληστερόλης στο RPE επιφέρουν µεταβολές στην έκφραση της 

ApoE, γεγονός που σχετίζεται µε αύξηση του κινδύνου εµφάνισης AMD (age-

related macular degeneration) (31). 

 Η µετατροπή της χοληστερόλης σε πρεγνενολόνη φαίνεται να συµβαίνει 

στα γαγγλιακά κύτταρα και στην στοιβάδα INL των αµακρινικών κυττάρων, όπου 

εντοπίζεται το cytochrome P450 cholesterol side-chain cleavage (P450scc). Η 

ενεργοποίηση της σύνθεσης της πρεγνενολόνης στον αµφιβληστροειδή 

πραγµατοποιείται από GABAA υποδοχείς, οι οποίοι εντοπίζονται σε γαγγλιακά και 

αµακρινικά κύτταρα, όπου ασκούν έλεγχο για αποτέλεσµα των οπτικών 
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ερεθισµάτων σε περιοχές του εγκεφάλου. Η παραπάνω σύνθεση ρυθµίζεται επίσης 

από cAMP και υποδοχείς περιφερειακού τύπου βενζοδιαζεπίνης (peripheral-type 

benzodiazepine), τα οποία προωθούν τη µεταφορά της χοληστερόλης στα 

µιτοχόνδρια όπου πραγµατοποιείται η σύνθεση. Έχουν αναγνωριστεί αρκετοί 

διαφορετικοί τύποι γαγγλιακών και αµακρινικών κυττάρων στον αµφιβληστροειδή, 

συνεπώς, είναι πιθανό ότι διακριτοί κυτταρικοί τύποι που εκφράζουν το 

κυτόχρωµα P450scc αντιπροσωπεύουν διαφορετικούς ρυθµιστικούς µηχανισµούς 
(31).  

 

1.6.2 Νευροστεροειδή ως νευροπροστατευτικοί παράγοντες 

 
 Κατά τη διάρκεια της τελευταίας δεκαετίας, ένας σηµαντικός αριθµός 

δεδοµένων στηρίζουν τις ενδεχόµενες νευροπροστατευτικές δράσεις των 

νευροστεροειδών, όπως DHEA, DHEAS, προγεστερόνη, τεστοστερόνη και 

οιστραδιόλη. Έχει δειχθεί ότι τα νευροστεροειδή πιθανώς αποτρέπουν τον 

νευρωνικό κυτταρικό θάνατο που πυροδοτείται από διαφορετικά ερεθίσµατα, 

περιλαµβανοµένης και της διεγερσιτοξικότητας, καθώς και ότι µεταβολές στο 

στεροειδικό περιβάλλον επηρεάζουν τη νευρωνική τύχη σε πολλές νευρολογικές 

και διανοητικές διαταραχές. Στον Πίνακα 1.6.2α συνοψίζονται οι παρατηρήσεις 

που έχουν γίνει σχετικά µε τις νευροπροστατευτικές δράσεις των 

νευροστεροειδών (92).  

 Η συνεισφορά των νευροστεροειδών στην επιβίωση των νευρώνων τελείται 

µε διάφορους τρόπους. Μειωµένα επίπεδα DHEA κατά την πορεία της γήρανσης 

καθιστά τους νευρώνες περισσότερο επιρρεπείς σε φθορά. Στο περιφερειακό 

νευρικό σύστηµα, η τοπική σύνθεση προγεστερόνης προάγει τον σχηµατισµό της 

µυελίνης κατά τις διαδικασίες αναγέννησης σε τραυµατισµένους περιφερειακούς 

νευρώνες (80). Η προγεστερόνη και τα οιστρογόνα επηρεάζουν την έκβαση της 

ισχαιµίας και της τραυµατικής βλάβης στον εγκέφαλο και περιορίζουν τις 

επιπτώσεις τους. Η τεστοστερόνη ως παράγοντας επιβίωσης σε κινητικούς 

νευρώνες µετά από κοπή των νευραξόνων τους, προάγει την αναγέννηση, ενώ τα 

οιστρογόνα αναστέλλουν ή καθυστερούν την εµφάνιση της ασθένειας Alzheimer 

και τη διανοητική υστέρηση (91). 
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Πίνακας 1.6.2α: Νευροπροστατευτικές δράσεις των νευροστεροειδών (92). 

 

 Παρόµοια δεδοµένα παρατηρούνται σταδιακά για διάφορες µορφές 

πρωτογενούς ή δευτερογενούς εκφύλισης του αµφιβληστροειδούς. Τα οιστρογόνα 

θεωρούνται ότι συµµετέχουν σε οφθαλµικές ασθένειες που σχετίζονται µε το φύλο 

και την ηλικία και αποτρέπουν την φθορά από ισχαιµία / επαναιµάτωση. 

Πρόσφατα δεδοµένα παρέχουν στοιχεία για την ικανότητα των DHEA, DHEAS, 

προγεστερόνης, 17β-οιστραδιόλης και 3α5βS (pregnanolone sulphate) να 

προστατεύουν τα κύτταρα του αµφιβληστροειδούς από διεγερσιτοξικότητα. Ο 

κυτταρικός θάνατος σε αµφιβληστροειδή που εκτίθεται σε NMDA σε τοξική 

συγκέντρωση, µειώνεται από την χορήγηση προγεστερόνης και DHEA/DHEAS, 

ενώ αναστέλλεται πλήρως από 17β-οιστραδιόλης και 3α5βS (31). Οι µηχανισµοί 

που εµπλέκονται στη νευροπροστασία παραµένουν προς διευκρίνηση. Όλα αυτά 

τα νευροστεροειδή είναι γνωστό ότι κατέχουν αντιοξειδωτικές ιδιότητες, αν και η 

διαφορετική αποτελεσµατικότητά τους αποτελεί πιθανώς ένδειξη για την ύπαρξη 

διαφορετικών µηχανισµών. Εξαιρώντας το νευροστεροειδές 3α5βS, το οποίο δρα 

σαν ανταγωνιστής των υποδοχέων του NMDA, τα παραπάνω νευροστεροειδή είναι 

γνωστό ότι δρουν µειώνοντας την ενεργότητα των υποδοχέων του γλουταµινικού, 

περιορίζοντας την ανοσολογική φλεγµονή, παρέχοντας νευροτροφικούς 
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παράγοντες, ενισχύοντας την συναπτογένεση και τη δενδριτική ανάπτυξη, µέσω 

τόσο γενωµικών όσο και µη γενωµικών οδών (91). Η αντιγλυκοκορτικοειδική 

δράση, καθώς και η µετατροπή των DHEA/DHEAS σε οιστρογόνα και ανδρογόνα 

αποτελούν δυνητικές εναλλακτικές µεθόδους νευροπροστασίας. Ενδιαφέρον 

παρουσιάζει, επίσης, η πλήρης προστασία έναντι του κυτταρικού θανάτου στον 

αµφιβληστροειδή που παρατηρείται από χορήγηση 17β-οιστραδιόλης αλλά όχι από 

αναστολείς των κασπασών (31). Ένα γενικό υποθετικό µοντέλο δράσης των 

νευροστεροειδών σε συνάρτηση µε την νευροπροστασία φαίνεται στην Εικόνα 

1.6α. 

 
 

Εικόνα 1.6α:  Υποθετικός µηχανισµός της νευροπροστατευτικής δράσης των 

νευροστεροειδών. Η DHEA προστατεύει από απόπτωση τα κύτταρα που προέρχονται από 

την neural crest, ελέγχοντας την έκφραση των αντιαποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2, τόσο 

σε µεταφραστικό όσο και σε µετα-µεταφραστικό επίπεδο. Προσδένονται σε θέσεις 

δέσµευσης σχετιζόµενες µε G πρωτεΐνες, ενεργοποιώντας downstream τις Src-PKC 

κινάσες, οι οποίες εν συνεχεία ενεργοποιούν τους µεταγραφικούς παράγοντες CREB και 

NF-κΒ, διεγείροντας την έκφραση των αντιαποπτωτικών Bcl-2 πρωτεϊνών. Τα 

γλυκοκορτικοειδή και τα ανδρογόνα δρουν ως ενδογενείς ανταγωνιστές της δράσης της 

DHEA, µέσω συναγωνισµού για τις µεµβρανικές θέσεις δέσµευσης σχετιζόµενες µε G 

πρωτεΐνες (8). 
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1.7. ΣΚΟΠΟΣ 

 Στα πλαίσια της παρούσας µελέτης, έγινε µια προσπάθεια κατανόησης της 

ενδεχόµενης νευροπροστατευτικής δράσης των νευροστεροειδών, υπόθεση η 

οποία επαληθεύεται από έναν συνεχώς αυξανόµενο όγκο δεδοµένων. Η µελέτη 

επικεντρώθηκε στην ανάλυση της επίδρασης στον νευρωνικό θάνατο του ευρέως 

γνωστού νευροστεροειδούς DHEA, καθώς και δύο νέων συνθετικών 

νευροστεροειδών (ΒΝΝ50 και ΒΝΝ124).  

 Το µοντέλο της χηµικής ισχαιµίας στον αµφιβληστροειδή που 

χρησιµοποιήθηκε αποτέλεσε κατάλληλο εργαλείο, καθώς η διαστρωµατοποιηµένη 

κατανοµή των διαφορετικών κυτταρικών τύπων του αµφιβληστροειδούς επέτρεψε 

σε µεγάλο βαθµό την περαιτέρω ανάλυση του νευροπροστατευτικού ρόλου σε 

επιµέρους κυτταρικούς τύπους, ώστε να ελεγχθεί σε συνάρτηση µε τα 

χαρακτηριστικά του κάθε τύπου. Ένας δεύτερος στόχος της µελέτης υπήρξε και η 

διαλεύκανση του µηχανισµού δράσης των νευροστεροειδών έναντι του 

νευρωνικού θανάτου. Η απόπτωση / νέκρωση και γενικότερα ο κυτταρικός 

θάνατος αποτελούν φαινόµενα εκτενώς µελετηµένα, ενώ παράλληλα η ισχαιµία (ή 

η επαγωγή της σε πειραµατικό επίπεδο) παρατηρείται συχνά σε µεγάλο φάσµα 

νευροεκφυλιστικών παθολογιών. Συνεπώς, καθίσταται εφικτή η γενίκευση των 

συµπερασµάτων της παρούσας µελέτης, ώστε να χρησιµοποιηθούν για 

µελλοντικές θεραπευτικές προσεγγίσεις. 
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 Στη µελέτη αυτή, ως πειραµατόζωο χρησιµοποιήθηκε ο αρουραίος (Rattus 

rattus). Ελέγχθηκε η νευροπροστατευτική δράση νευροστεροειδών, µέσω της 

παρατήρησης συγκεκριµένων δεικτών-µαρτύρων σε ένα µοντέλο χηµικής 

ισχαιµίας στον αµφιβληστροειδή. Για κάθε υπό µελέτη νευροστεροειδές 

χρησιµοποιήθηκαν τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις (10-6Μ, 10-8Μ, 10-10Μ). Οι 

ex vivo χειρισµοί κατά την πειραµατική διαδικασία, περιλάµβαναν την αποµόνωση 

των οφθαλµών µετά από θανάτωση των πειραµατόζωων και αφαίρεση του 

πρόσθιου τµήµατος, το οποίο περιλάµβανε τον κερατοειδή χιτώνα και τον φακό. 

Το εναποµένον οπίσθιο τµήµα του οφθαλµού (eye cup), το οποίο αποτελείτο από 

τον σκληρό, τον αµφιβληστροειδή και τον χοριοειδή χιτώνα, υπόκειται στο 

πρωτόκολλο χηµικής ισχαιµίας. Σε κάθε περίπτωση, χρησιµοποιήθηκαν 3 

πειραµατόζωα (3 πειραµατικά ζώα για κάθε µάρτυρα για κάθε συγκέντρωση κάθε 

νευροστεροειδούς και ανάλογα ζώα ελέγχου).  

 Μετά το πέρας της ισχαιµίας, οι ιστοί µονιµοποιούνται, κρυοπροστατεύονται 

και κόβονται σε τοµές µε χρήση κρυοτόµου. Τέλος, ακολουθεί ανοσοϊστοχηµική 

αντίδραση για τους επιλεγµένους δείκτες και παρατήρηση των τοµών.  

 

2.1. ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΑ 

 Χρησιµοποιήθηκαν ενήλικες θηλυκοί Sprague – Dawley αρουραίοι, βάρους 

250 – 300gr. Στα ζώα τηρείται ένας κύκλος 12 ωρών ηµέρας – νύχτας και 

διατηρούνται σε κλουβιά ανά 2 – 3 µε ελεύθερη πρόσβαση σε νερό και τροφή. 

Όλες οι διαδικασίες που περιελάµβαναν ζώα ήταν ακόλουθες µε την εθνική 

Ελληνική νοµοθεσία (Animal Act, P.D. 160/91). 

 

2.2. ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΙΣΤΟΥ 

 Οι αρουραίοι θανατώνονται µε εισπνοή διαιθυλαιθέρα και στη συνέχεια 

αφαιρούνται οι οφθαλµοί. Τοποθετούνται σε 0,1Μ ρυθµιστικού διαλύµατος 

φωσφορικών οξέων pH=7,4 (PB: Na2HPO4 / K2HPO4) και αφαιρείται ο πρόσθιος 

πόλος, ενώ ο αµφιβληστροειδής χιτώνας, το µελάγχρουν επιθήλιο και ο σκληρός 

χιτώνας ξεπλένονται σε 0,1Μ PBS για 15 min στους 370C, 95% αέρα / 5% CO2 

(αναλυτικά η µέθοδος στην Εικόνα 2.2α). 

 

2.3. ΕΠΑΓΩΓΗ ΧΗΜΙΚΗΣ ΙΣΧΑΙΜΙΑΣ 

 Ακολουθείται η παρακάτω διαδικασία: 

Αρχικά οι ιστοί επωάζονται για 2 x 30min µε: (α) 0,1Μ PBS, οι οποίοι θα 

αποτελέσουν τους ιστούς ελέγχου, (β) 0,1Μ PBS που περιέχει 5mM ιωδοοξικού 

οξέος και 25mM κυανιδίου του νατρίου (µείγµα χηµικής ισχαιµίας), οι οποίοι θα 

αποτελέσουν τους ιστούς που θα υποστούν την χηµική ισχαιµία (ιστοί ελέγχου της 

χηµικής ισχαιµίας) και (γ) 0,1Μ PBS που περιέχει το µείγµα της χηµικής ισχαιµίας 

και τα νευροστεροειδή DHEA ή BNN50 ή BNN124 σε συγκέντρωση 10-6Μ, 10-8Μ, 
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10-10Μ, οι οποίοι θα αποτελέσουν τους ιστούς όπου θα γίνει η προσπάθεια 

νευροπροστασίας (πειραµατικοί ιστοί). 

 

 

Εικόνα 2.2α: Αναλυτική µέθοδος αφαίρεσης οφθαλµών (Α) Θανάτωση του ζώου µε 

εισπνοή διαιθυλαιθέρα σε θάλαµο. (Β) Άνοιγµα τοµών επί του δέρµατος εκατέρωθεν του 

οφθαλµού ώστε να διευκολυνθούν οι χειρισµοί. (C) Αφαίρεση των µυών που συγκρατούν 

τον οφθαλµό. (D) Κοπή του οπτικού νεύρου κοντά στο σηµείο επαφής µε τον οφθαλµό. 

(Ε) Μετά την αποµόνωση του οφθαλµού, πραγµατοποιείται τοµή κάθετη προς τον άξονα 

που ορίζει το οπτικό νεύρο και αφαιρείται το πρόσθιο τµήµα του οφθαλµού που 

περιλαµβάνει τον κερατοειδή χιτώνα και τον φακό. (F) Τα eyecups µεταφέρονται σε 24-

well plates και ακολουθεί το πρωτόκολλο της χηµικής ισχαιµίας (Ενότητα 2.3) 

.  
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Το ιωδοοξικό οξύ και το κυανίδιο του νατρίου είναι γνωστό ότι µιµούνται τις 

ανοξικές και υπογλυκαιµικές συνθήκες, αντίστοιχα, που παρατηρούνται κατά την 

εµφάνιση ισχαιµίας, αναστέλλοντας ένζυµα που εµπλέκονται στη µεταβολική 

λειτουργία του κυττάρου. Στη συνέχεια οι ιστοί επωάζονται για 2 x 30min µε: (α-

β) 0,1Μ PBS και (γ) 0,1Μ PBS που περιέχει τα νευροστεροειδή DHEA ή BNN50 ή 

BNN124 σε συγκέντρωση 10-6Μ, 10-8Μ, 10-10Μ. Όλοι οι ιστοί ξεπλένονται µε 0,1Μ 

PBS για 15min. Όλες οι επωάσεις πραγµατοποιούνται στους 370C, 95% αέρα / 5% 

CO2, υπό ήπια ανάδευση. 

 

2.4. ΜΟΝΙΜΟΠΟΙΗΣΗ ΚΑΙ ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΙΣΤΟΥ ΓΙΑ 
ΑΝΟΣΟΪΣΤΟΧΗΜΙΚΕΣ ΜΕΛΕΤΕΣ 

 Στη συνέχεια µονιµοποιούνται σε διάλυµα 4% παραφορµαλδεΰδης (PFA) 

0,1Μ για 1h στους 40C και έπειτα επωάζονται σε διάλυµα 30% σουκρόζης / 0,1Μ 

PB για 16 – 18h στους 40C για κρυοπροστασία. Ακολουθεί ταχεία ψύξη των ιστών, 

µε εµβύθισή τους σε ισοπεντάνιο για 1min στους -450C και φύλαξή τους στους -

800C µέχρι την κοπή τους. 

 

2.5. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΚΡΥΟΤΟΜΩΝ 

 Κατά την έναρξη της διεξαγωγής του πειράµατος, ο ιστός τοποθετείται µέσα 

στον κρυοτόµο για περίπου 30min πριν ξεκινήσει το κόψιµο, ώστε να 

εξισορροπηθεί η θερµοκρασία του µε αυτή του θαλάµου ψύξης (-27ΟC, 

θερµοκρασία στην οποία λαµβάνονται οι τοµές). Οι ιστοί στερεώνεται σε ειδικές 

τράπεζες (stages) µε τη βοήθεια κατάλληλου ψυκτικού υλικού (OCT) µε το οποίο 

και καλύπτονται. Το ψυκτικό υλικό σταθεροποιεί τους ιστούς στη βάση και 

διευκολύνει το σωστό κόψιµο, αποτρέποντας τον πιθανό τραυµατισµό τους από 

την άµεση επαφή µε το µαχαίρι. Αφού στερεοποιηθεί το OCT, ο ιστός τοποθετείται 

στη θέση κοπής του κρυοτόµου. Αφήνεται να εξισορροπηθεί µε την εκεί 

θερµοκρασία για περίπου 15min και στη συνέχεια ακολουθεί παρασκευή 

εγκάρσιων διατοµών. 

 Το πάχος των τοµών επιλέγεται να είναι 10µm και λαµβάνονται τα επίπεδα 

εκατέρωθεν του οπτικού νεύρου. Οι τοµές συλλέγονται σε ζελατιναρισµένα 

πλακάκια, ώστε να µην ξεκολλήσουν οι τοµές κατά την περαιτέρω επεξεργασία, 

και φυλάσσονται στους -200C µέχρι τη χρήση τους. 

 

2.6. ΜΕΛΕΤΕΣ ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΥ 

 Για την ανοσοϊστοχηµική σήµανση των τοµών, χρησιµοποιείται η µέθοδος 

του έµµεσου φθορισµού, κατά τον οποίο οι τοµές επωάζονται µε πολυκλωνικά ή 

µονοκλωνικά αντισώµατα και έπειτα µε κατάλληλα δεύτερα αντισώµατα. Το 

σύνολο των 1ων αντισωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν φαίνονται στον παρακάτω 

πίνακα: 
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Ab I Host Conc.  
(Ab I) 

Ab II Conc. 
(Ab II) 

Cell type – 
Labeling 

α – ChAT mouse 1 : 100 α – ms IGG 488 1 : 400 Χολινεργικά 
αµακρινικά 
κύτταρα 

α – MAP1 mouse 1 : 100 α – ms IGG 488 1 : 400 Γαγγλιακά 
κύτταρα 

α – bNOS rabbit 1 : 2000 α – rb IGG 546 1 : 300 Αµακρινικά 
bNOS-θετικά 
κύτταρα 

α – 
recoverin  

rabbit 1 : 50 α – rb IGG 546 1 : 300 Φωτοϋποδοχείς 

α – PKC mouse 1 : 50 α – ms IGG 488 1 : 400 ∆ίπολα κύτταρα 
α – CaBP mouse 1 : 800 α – ms IGG 488 1 : 400 Οριζόντια και 

αµακρινικά 
κύτταρα 

α – Thy1 mouse 1 : 10 α – ms IGG 488 1 : 400 Γαγγλιακά 
κύτταρα 

α – NFL mouse 1 : 500 α – ms IGG 488 1 : 400 Γαγγλιακά 
κύτταρα 

α - 
rhodopsin 

mouse 1 : 1000 α – ms IGG 488 1 : 400 Φωτοϋποδοχείς 

α – trkA rabbit 1 : 100 α – rb IGG 546 1 : 300 Υποδοχέας ΤrkA 
α – p75 mouse 1 : 500 α – ms IGG 488 1 : 400 Υποδοχέας 

p75(NTR) 

Πίνακας 2.6α: Συγκεντρωτικός πίνακας 1ων αντισωµάτων (Ab I). Στον πίνακα 

παρουσιάζονται επιπλέον οι συγκεντρώσεις στις οποίες χρησιµοποιήθηκαν, τα αντίστοιχα 

2α αντισώµατα (Ab II) µε τη συγκέντρωσή τους, καθώς και ο κυτταρικός τύπος που 

σηµαίνεται. 

Οι τοµές παραµένουν σε θερµοκρασία δωµατίου για περίπου 45min και στη 

συνέχεια ξεπλένονται δύο φορές µε διάλυµα 0,1Μ Tris Buffer Saline (TBS), 

pH=7,4. Ακολούθως επωάζονται σε διάλυµα 3,3% φυσιολογικού ορού αίγας 

(NGS) / 0,1Μ TBS για 30min σε θερµοκρασία δωµατίου, ώστε να αποφευχθεί η µη 

ειδική δέσµευση του 2ου αντισώµατος. Οι τοµές ξεπλένονται τρεις φορές µε TBS 

και επωάζονται µε διάλυµα που περιέχει το 1ο αντίσωµα για 16 – 18h σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Το διάλυµα αυτό περιέχει 0,5% NGS και 0,3% Triton X-

100 σε 0,1Μ TBS. Έπειτα, οι τοµές ξεπλένονται τρεις φορές µε TBS και 

επωάζονται µε διάλυµα του φθορίζοντος 2ου αντισώµατος για 2h σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Τέλος, καλύπτονται µε υλικό κάλυψης φθορισµού (fluorescent 

mounting medium, Vector Laboratories) και παρατηρούνται µε τη βοήθεια 

µικροσκοπίου φθορισµού. 

2.7. TUNEL ASSAY (In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red) 

 Για τη µελέτη του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου (απόπτωση), 

πραγµατοποιήθηκε χρώση TUNEL (deoxynucleotidyltransferase - mediated dUTP-

biotin nick end labeling) σε τοµές από ιστούς, οι οποίοι, µετά τους υπό µελέτη 

χειρισµούς, υπέστησαν µονιµοποίηση σε 4% PFA σε PB 0,2Μ για 1h και 
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κρυοπροστασία. Για τη χρώση TUNEL χρησιµοποιήθηκε σύστηµα in situ 

ανίχνευσης κυτταρικού θανάτου, TMR Red (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Γερµανία), σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Εν συντοµία, οι τοµές 

ξεπλένονται 2x PBS 0,1Μ σε θερµοκρασία δωµατίου και προστίθεται το διάλυµα 

αντίδρασης TUNEL, το οποίο περιέχει ∆ιάλυµα Ενζύµου (Enzyme Solution) σε 

συγκέντρωση 1:10 σε ∆ιάλυµα Σηµατοδότησης (Label Solution). Οι τοµές 

επωάζονται σε υγρό περιβάλλον σε θερµοκρασία 370C για 1h. Μετά το πέρας της 

επώασης, οι τοµές ξεπλένονται 3x PBS 0,1M σε θερµοκρασία δωµατίου, 

καλύπτονται µε χρήση καλυπτρίδας και mounting medium και παρατηρούνται µε 

τη βοήθεια µικροσκοπίου φθορισµού. 

 

2.8. ΑΝΟΣΟΪΣΤΟΧΗΜΕΙΑ ∆ΙΠΛΟΥ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ 

 Για τα πειράµατα διπλού φθορισµού, πραγµατοποιήθηκε διαδοχική χρήση 

των πρωτοκόλλων που περιγράφηκαν στις ενότητες ΜΕΛΕΤΕΣ 

ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΥ και TUNEL ASSAY (In Situ Cell Death Detection Kit, TMR 

red). Οι εικόνες που προέκυψαν από αυτή τη διαδικασία επεξεργάστηκαν µε 

κατάλληλο λογισµικό (Adobe Photoshop CS3 v10). 

 

2.9. ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΙΣΤΟΥ ΓΙΑ ΜΕΛΕΤΗ ΚΙΝΑΣΩΝ (early 
apoptosis) ΜΕ WESTERN BLOT 
 

Αρχικά, τα eyecups αποµονώνονται µε την ίδια µέθοδο όπως στο 

πρωτόκολλο της ισχαιµίας. Η ενεργοποίηση των κινασών θα µελετηθεί σε τρεις 

διαφορετικούς χρόνους 5min, 10min και 20min. Για κάθε χρόνο υπάρχουν 5 

συνθήκες: 

a. PBS (control) 

b. CI (chemical ischemia) 

c. CI / DHEA 10-8M 

d. CI / BNN50 10-8M 

e. CI / BNN124 10-8M 

Ξεκινώντας την προετοιµασία, οι ιστοί επωάζονται σε PBS 0.1M για 15min. 

Ακολουθεί επώαση των ιστών µε τα ανάλογα για κάθε περίπτωση (a – e) 

διαλύµατα για 5min, 10min ή 20min. Πρέπει να σηµειωθεί ότι δεν ακολουθεί 

επώαση µόνο µε τα νευροστεροειδή όπως στο πρωτόκολλο της ισχαιµίας. Στη 

συνέχεια, οι ιστοί ξεπλένονται µε PBS 0.1M για 15min. Όλες οι επωάσεις 

πραγµατοποιούνται στους 370C, 95% αέρα / 5% CO2, υπό ήπια ανάδευση. 

Ακολούθως, αποµονώνονται οι αµφιβληστροειδείς και µεταφέρονται σε διάλυµα 

lysis buffer µε PMSF (20:1), όπου οµογενοποιούνται µε χρήση sonicator. Τα 

διαλύµατα φυλάσσονται στους -800C, ενώ ακολουθεί Bradford Assay για την 

ποσοτικοποίηση του πρωτεϊνικού διαλύµατος και Western Blot Analysis. 
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2.10. BRADFORD ASSAY ΓΙΑ ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΩΝ 
∆ΙΑΛΥΜΑΤΩΝ 
 
 Παρασκευάζονται τα παρακάτω διαλύµατα: 
 
BSA(1mg/ml) standards: 
0 µg /µl + 800 µl H2O +200 µl Bradford solution. 
2 µg /µl + 798 µl H2O +200 µl Bradford solution. 
5 µg /µl + 795 µl H2O +200 µl Bradford solution. 
10 µg /µl + 790 µl H2O +200 µl Bradford solution. 
15 µg /µl + 785 µl H2O +200 µl Bradford solution. 
20 µg /µl + 780 µl H2O +200 µl Bradford solution. 
 
Protein samples: 
Blank: 2 µl lysis buffer  + 798 µl H2O +200 µl Bradford solution 
2 µl protein sample in lysis buffer  + 798 µl H2O +200 µl Bradford    solution. 

Τα παραπάνω δείγµατα µεταφέρονται σε 96-well plate και φωτοµετρούνται. Από 

τα αποτελέσµατα της φωτοµέτρησης κατασκευάζεται η πρότυπη καµπύλη από την 

οποία υπολογίζεται η συγκέντρωση πρωτεΐνης σε κάθε δείγµα. 

Για την προετοιµασία των δειγµάτων για Western Blot Analysis προστίθεται 

ίση ποσότητα 2x sample buffer σε protein sample, ο όγκος του οποίου εξαρτάται 

από την αρχική συγκέντρωση της πρωτεΐνης. Η πρωτεΐνη που «φορτώνεται» στο 

gel θα πρέπει να είναι τουλάχιστον 15µgr. Τα δείγµατα βράζουν για 5min και 

επωάζονται σε πάγο µέχρι να «φορτωθούν».  

 

2.11. WESTERN BLOT ANALYSIS 
 

Για την ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων παρασκευάζονται αρχικά τα 

παρακάτω gel: 

 Separating gel (10%) 

(2gel) 

Stacking gel (10%) 

(2gel) 

H2O for injection 7,4 ml 5,1 ml 

30% Acrylamide 9 ml 3  ml 

Separating 

buffer/Stacking buffer  
5,6 ml 938 µl 

10% APS (προστίθεται 

τελευταίο) 
225 µl 75 µl 

TEMED (προστίθεται 

τελευταίο) 
9 µl 7,5 µl 

SDS 10% 225 µl 75 µl 

 

Μετά την προσθήκη των APS και TEMED ξεκινά ο πολυµερισµός της ακρυλαµίδης 

(στερεοποιείται). Η διαδικασία πολυµερισµού διαρκεί περίπου 30min. Αφού τα 

δείγµατα «φορτωθούν» στο gel πραγµατοποιείται ηλεκτροφόρηση υπό τις 

παρακάτω συνθήκες: 
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100V, V συνεχής για 15min. 

150V, V συνεχής για 1h. 

Αφού διαχωριστούν οι πρωτεΐνες στο gel, µεταφέρονται σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης υπό τις ακόλουθες συνθήκες: 350mA, A συνεχής για 60 min. 

Κατά τη διαδικασία της µεταφοράς, η συσκευή καθώς και το transfer buffer πρέπει 

να παραµένουν σε χαµηλή θερµοκρασία. 

Στη συνέχεια οι µεµβράνες νιτροκυτταρίνης µαζί µε τις πρωτεΐνες υπόκεινται στη 

διαδικασία ανοσοεντοπισµού: 

Αρχικά πραγµατοποιείται Blocking για τον αποκλεισµό του µη ειδικού σήµατος µε 

5% γάλα σε ΤBST pH=7,4 για 1h. Ακολουθούν πλυσίµατα µε TBST, 3x 15min. Για 

την εφαρµογή του πρώτου αντισώµατος οι µεµβράνες επωάζονται µε το 1ο 

αντίσωµα σε κατάλληλες συγκεντρώσεις O/N στους 40C ή 2hrs σε RT υπό ήπια 

ανάδευση. Στην συγκεκριµένη περίπτωση, ως πρώτα χρησιµοποιήθηκαν 

αντισώµατα για τις πρωτεΐνες PI3K, Akt, MEK1/2 και ERK1/2 (Cell Signaling 

Technologies, Beverly, MA, USA), καθώς και για τις αντίστοιχες 

φωσφορυλιωµένες µορφές τους, όπως επίσης και αντισώµατα έναντι των 

υποδοχέων p75NTR (Cat.No. MAB365, Chemicon) και TrkA (CatNo. 2505, Cell 

Signaling), όλα σε συγκεντρώσεις 1:500. Οι µεµβράνες ξεπλένονται του επιπλέον 

1ου αντισώµατος µε TBST για 3x 15min, ενώ ακολουθεί επώαση µε το ανάλογο 2ο 

αντίσωµα για 1hr σε RT. Στη συνέχεια οι µεµβράνες ξεπλένονται µε TBST για 3x 

15min. Τέλος, οι µεµβράνες επωάζονται µε Supersignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate (PIERCE) σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή 

και εκτίθενται σε film για περίπου 1min, τα οποία εµφανίζονται µε τη χρήση 

εµφανιστικού µηχανήµατος. Μετά την εµφάνιση, οι µεµβράνες υπόκεινται στη 

διαδικασία του stripping (επώαση στους 400C για 20min µε stripping buffer 1x), 

ώστε να αποµακρυνθούν τα αρχικά πρώτα αντισώµατα και οι µεµβράνες να 

ξαναχρησιµοποιηθούν. 

 

2.12. ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ – ΣΥΝΤΑΓΕΣ 
 

PB 0,2M: 2,76gr NaH2PO4 + ddH2O σε τελικό όγκο 100ml (sol. A) 

17,42gr K2HPO4 + ddH2O σε τελικό όγκο 500ml (sol. B) 

sol. A + sol. B � 600ml PB 0,2M  

PBS 0,1M: 50ml PB 0,2M + 0,9gr NaCl + ddH2O σε τελικό όγκο 100ml. 

TBS 0,1M: 6,055gr Trizma Base + 4,5gr NaCl + ddH2O σε τελικό όγκο 500ml + 

HCl µε ταυτόχρονη ανάδευση και πεχαµέτρηση σε τελικό pH=7,4. 

PFA 4%: (40ml ddH2O + 4gr PFA µε ανάδευση στους 55
0C) + 4drops NaOH 4% + 

ddH2O σε τελικό όγκο 50ml. 

 Προστίθενται επιπλέον 50ml PB 0,2M και το διάλυµα φιλτράρεται. 

Lysis Buffer (50ml): 500µl 1M Tris-Cl pH=7,4 + 12,5 ml 1M sucrose + 2,5ml 

20mM ΕDTA + 2,5ml 20mM PMSF (last added) + 500µl Triton (100%) + 100µl 

leupeptin(1mg/ml)  + 100 µg aprotinin. 

Τελική συγκέντρωση που απαιτείται για το Lysis Buffer : 
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10mM Tris-HCl pH7,4 + 250mM sucrose + 1mM EDTA + 1mM PMSF + 1% Triton 

+ 2µg/ml leupeptin + 2µg/ml aprotinin 

2x Sample Buffer: 0,125M Tris-ΗCl + 4% (w/v) SDS + 4% (w/v) β-

merchaptoethanol + 10% (w/v) glycerol + 0,02% (w/v) bromophenol blue. 

30% acrylamide: 29gr acrylamide + 1gr of N-N’-methylenebisacrylamide σε 

τελικό όγκο 60ml ddH2O.  Μόλις το διάλυµα γίνει διαυγές, ο όγκος προσαρµόζεται 

στα 100ml µε προσθήκη ddH2O. 

Separating gel buffer (100ml): 18,16gr Tris-Cl 1.5M pH=8,8  

Stacking gel buffer (100ml): 12,11gr Tris-Cl 1M pH=6,8  

10% APS: 1gr ammonium persulfate + ddH2O σε τελικό όγκο 10ml. Το διάλυµα 

αποθηκεύεται στους -200C. 

Running Buffer 10x: 0,25mM Tris-HCl + 1,92mM glycine + 1% SDS + ddH2O. 

TBS-T 10x (1lt): 80gr NaCl + 24,2gr Tris + 10ml Tween-20. 

 Το pH ρυθµίζεται στα 7,6 πριν την προσθήκη του Tween-20. 
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Κατά την πορεία συλλογής των αποτελεσµάτων, η µελέτη επικεντρώθηκε 

στη διαλεύκανση της νευροπροστατευτικής δράσης των νευροστεροειδών στο 

συγκεκριµένο µοντέλο. Εκτός από τους επιµέρους δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν, 

ως βασικά εργαλεία για την πιστοποίηση του νευρωνικού θανάτου στο µοντέλο 

χηµικής ισχαιµίας αποτέλεσαν η ανοσοϊστοχηµική αντίδραση της ChAT καθώς και 

η χρώση TUNEL.  

 Στη συνέχεια, πραγµατοποιήθηκαν πειραµατικές προσεγγίσεις για την 

αποσαφήνιση των κυτταρικών τύπων που πλήττονται από την χηµική ισχαιµία 

(µελέτες διπλού φθορισµού), καθώς και τον µηχανισµό δράσης της (µελέτες 

κινασών µε Western Blot Analysis) οι οποίες όµως παρέµειναν σε πολύ πρώιµα 

στάδια. Ακολουθεί αναλυτική παρουσίαση των αποτελεσµάτων. 

3.1. ΜΕΛΕΤΕΣ ΑΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΥ 

Το DHEA φαίνεται να προστατεύει από το νευρωνικό θάνατο σύµφωνα µε 

τους περισσότερους δείκτες (ChAT, MAP1, bNOS, PKC) µε συγκεντρωσο - 

εξαρτώµενο τρόπο. Στην Εικόνα 3.1α παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα 

ανοσοδραστικότητας της ChAT (Choline acetyltransferase). Το ένζυµο καταλύει τη 

σύνθεση του νευροδιαβιβαστή ακετυλοχολίνη (ACh) από χολίνη και acetyl-CoA σε 

χολινεργικούς νευρώνες. Αποτελεί εξειδικευµένος δείκτης χολινεργικών 

νευρώνων σε κεντρικό και περιφερειακό νευρικό σύστηµα. Εντοπίζεται σε 

αµακρινικά κύτταρα και processes στην IPL και GCL.  

 
Εικόνα 3.1α: Ανοσοδραστικότητα της ChAT. A: PBS (control), B: CI, C: CI / DHEA 10-6M, 

D: CI / DHEA 10-8M, E: CI / DHEA 10-10M (n=3)       

               Scale bar: 20µm 
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Παρουσία του ισχαιµικού µίγµατος ανοσοδραστικότητα της ChAT δεν είναι 

εµφανής (Β). Η παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων DHEA προστάτευσε τα 

χολινεργικά κύτταρα από την ισχαιµική βλάβη µε δοσοεξαρτώµενο τρόπο, ενώ τα 

υψηλότερα επίπεδα προστασίας παρατηρήθηκαν σε συγκέντρωση DHEA 10-8Μ 

(D). 

Στην Εικόνα 3.1β παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ανοσοδραστικότητας της 

MAP1 (microtubule associated protein-1), η οποία µεσολαβεί στις φυσιολογικές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των µικροσωληνίσκων και στοιχείων του 

κυτταροσκελετού. Αποτελείται από µία υποµονάδα βαριάς αλυσίδας και από 

πολλαπλές υποµονάδες ελαφριών αλυσίδων, ενώ στον αµφιβληστροειδή 

εντοπίζεται σε γαγγλιακά κύτταρα των GCL και IPL. Η ένταση της 

ανοσοδραστικότητας της ΜΑΡ1 στις διαφορετικές µεταχειρίσεις δεν εµφάνισε 

διαφορές ικανές, ώστε να θεωρηθεί ότι επηρεάζεται από την ισχαιµία / 

νευροπροστασία.  

 
Εικόνα 3.1β: Ανοσοδραστικότητα της MAP1. 

               Scale bar: 20µm 

 

Στην Εικόνα 3.1γ παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ανοσοδραστικότητας της 

bNOS (nitric oxide synthase from brain), η οποία παράγει µονοξείδιο του αζώτου, 

ένα µηνυµατοφόρο µόριο µε ποικίλες λειτουργίες σε ολόκληρο τον οργανισµό. 

Στον εγκέφαλο και το περιφερειακό νευρικό σύστηµα, το µονοξείδιο του αζώτου 

εµφανίζει ιδιότητες νευροδιαβιβαστή. Στο µοντέλο της χηµικής ισχαιµίας η 

χαρακτηριστική χρώση bNOS-θετικών αµακρινικών κυττάρων που παρατηρείται 

στις GCL και IPL υπό συνθήκες control (Α), περιορίζεται σε µεγάλο βαθµό κατά 

την επαγωγή της χηµικής ισχαιµίας (Β). Ο αριθµός των bNOS-θετικών κυττάρων 

αυξάνεται, χωρίς να επανέρχεται σε επίπεδα control, µε την παρουσία DEHA και 

περισσότερο σε υψηλότερες συγκεντρώσεις του νευροστεροειδούς (C-D).  
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Εικόνα 3.1γ: Ανοσοδραστικότητα της bNOS.    

Scale bar: 20µm 

 

Στην Εικόνα 3.1δ παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ανοσοδραστικότητας της PKC 

(protein kinase C). Ισοµορφές της αποτελούν οι serine/threonine κινάσες, οι 

οποίες εµπλέκονται σε µονοπάτια µεταγωγής σηµάτων που συµµετέχουν σε ένα 

ευρύ φάσµα φυσιολογικών διεργασιών, όπως διαφοροποίηση, πολλαπλασιασµό, 

γονιδιακή έκφραση, λειτουργία του εγκεφάλου και την οργάνωση του 

κυτταροσκελετού και των πρωτεϊνών του εξωκυτταρικού χώρου. Ο καθοριστικός 

ρόλος της κινάσης PKC στη µεταγωγή σηµάτων ταυτίζεται στον αµφιβληστροειδή 

µε την αντίστοιχη λειτουργία των δίπολων κυττάρων, τα οποία µεσολαβούν στην 

επικοινωνία µεταξύ φωτοϋποδοχέων και γαγγλιακών κυττάρων. Όπως φαίνεται 

από την ανοσοδραστικότητα της PKC, τα δίπολα πλήττονται ισχυρά από την 

χηµική ισχαιµία. Η παρατηρούµενη επίδραση αναστρέφεται από την εφαρµογή του 

νευροστεροειδούς DHEA, το οποίο προστατεύει από την ισχαιµία µε συγκεντρωσο 

– εξαρτώµενο τρόπο. Συγκεκριµένα, το µέγιστο επίπεδο νευροπροστασίας των 

δίπολων κυττάρων παρατηρείται σε συγκέντρωση DHEA 10-6Μ (C), ενώ µειώνεται 

µε την µείωση της συγκέντρωσης του νευροστεροειδούς (D-E). 
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Εικόνα 3.1δ: Ανοσοδραστικότητα της PKC.     Scale bar: 20µm 

 

Στην Εικόνα 3.1ε παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ανοσοδραστικότητας 

Recoverin. Οι πρωτεΐνες που προσδένουν ασβέστιο θεωρείται ότι αποτελούν 

βοηθητικά µόρια για την µη φυσιολογική ανάπτυξη των όγκων. Η Recoverin είναι 

µια νευρολογικά σηµαντική πρωτεΐνη που προσδένει ασβέστιο και συχνά 

εµπλέκεται στην παθολογία των όγκων. Στον αµφιβληστροειδή αποτελεί δείκτη 

των φωτοϋποδοχέων. Κατά τις συνθήκες χηµικής ισχαιµίας / νευροπροστασίας η 

πρωτεΐνη Recoverin και κατ’ επέκταση οι φωτοϋποδοχείς δεν φαίνονται να 

επηρεάζονται.  

 
Εικόνα 3.1ε: Ανοσοδραστικότητα της Recoverin.   Scale bar: 20µm  
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Το νευροστεροειδές BNN50 αποδείχθηκε ιδιαίτερα δραστικό στην προστασία των 

κυτταρικών τύπων. Στην Εικόνα 3.1στ παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα 

ανοσοδραστικότητας της ChAT. Η παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων ΒΝΝ50 

προστάτευσε τα χολινεργικά κύτταρα από την ισχαιµική βλάβη όπως και στην 

περίπτωση του DHEA, επίδραση η οποία παρατηρήθηκε ακόµα και σε πολύ χαµηλή 

συγκέντρωση του νευροστεροειδούς (F). 

 

 
Εικόνα 3.1στ: Ανοσοδραστικότητα της ChAT. 

A: PBS (control), B: CI, C: CI / BNN50 10-6M, D: CI / BNN50 10-8M, E: CI / BNN50 10-

10M, F: CI / BNN50 10-12M (n=3)              Scale bar: 20µm
  

 
Εικόνα 3.1ζ: Ανοσοδραστικότητα της MAP1.                 Scale bar: 20µm 
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Στην Εικόνα 3.1ζ παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ανοσοδραστικότητας της 

MAP1, όπου δεν παρατηρούνται έντονες µεταβολές µεταξύ των διαφορετικών 

µεταχειρίσεων. 

 

Στην Εικόνα 3.1η παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ανοσοδραστικότητας της 

bNOS. Ο αριθµός των bNOS-θετικών κυττάρων µειώνεται σηµαντικά σε συνθήκες 

ισχαιµίας, ενώ η επώαση µε το νευροστεροειδές ΒΝΝ50 επαναφέρει τον αριθµό 

τους κοντά στα επίπεδα ελέγχου, ανάλογα µε τη συγκέντρωση του 

νευροστεροειδούς. Μέγιστη νευροπροστασία από το ΒΝΝ50 παρατηρείται σε 

συγκέντρωση 10-8Μ (D). 

 

 
Εικόνα 3.1η: Ανοσοδραστικότητα της bNOS. 
A: PBS (control), B: CI, C: CI / BNN50 10-6M, D: CI / BNN50 10-8M, E: CI / BNN50 10-

10M, F: CI / BNN50 10-12M (n=3)         

Scale bar: 20µm 
 

Στην Εικόνα 3.1θ παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ανοσοδραστικότητας της 

PKC. Το νευροστεροειδές ΒΝΝ50 προστάτευσε τα δίπολα κύτταρα από την 

επίδραση της χηµικής ισχαιµίας σε όλες τις συγκεντρώσεις που ελέγχθηκαν (C-F). 
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Εικόνα 3.1θ: Ανοσοδραστικότητα της PKC. 
A: PBS (control), B: CI, C: CI / BNN50 10-6M, D: CI / BNN50 10-8M, E: CI / BNN50 10-

10M, F: CI / BNN50 10-12M (n=3)            Scale bar: 20µm
  

Στην Εικόνα 3.1ι παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ανοσοδραστικότητας της 

πρωτεΐνης Recoverin. Και σε αυτή την περίπτωση δεν παρατηρήθηκαν µεταβολές 

στην ανοσοδραστικότητα της Recoverin µεταξύ των διαφορετικών µεταχειρίσεων. 

 

 
Εικόνα 3.1ι: Ανοσοδραστικότητα της Recoverin.   

Scale bar: 20µm 
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Το νευροστεροειδές BNN124 παρουσίασε νευροπροστατευτική δράση έναντι της 

ισχαιµίας αλλά λιγότερο έντονη από τα DHEA και BNN50. Στην Εικόνα 3.1κ 

παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ανοσοδραστικότητας της ChAT. Το ΒΝΝ124 

προστάτευσε ικανοποιητικά τα χολινεργικά κύτταρα από την χηµική ισχαιµία σε 

υψηλότερες συγκεντρώσεις (C-D) ενώ σε χαµηλότερη, η επίδραση µειώνεται 

δραστικά (E).  

 

 

Εικόνα 3.1κ: Ανοσοδραστικότητα της ChAT.         
Scale bar: 20µm 

 

Στην Εικόνα 3.1λ παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ανοσοδραστικότητας της 

bNOS. Όπως και στην προηγούµενη περίπτωση, ο αριθµός των bNOS-θετικών 

κυττάρων και των προεκβολών που παρατηρούνται στην IPL και GCL επανέρχεται 

κοντά σε επίπεδα ελέγχου στις υψηλότερες συγκεντρώσεις του νευροστεροειδούς 

ΒΝΝ124 (C-D). 

 

Στην Εικόνα 3.1µ παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα ανοσοδραστικότητας της 

PKC. Το νευροστεροειδές ΒΝΝ124 προστάτευσε τα δίπολα κύτταρα από τις 

επιπτώσεις της χηµικής ισχαιµίας, κυρίως σε συγκεντρώσεις 10-6Μ (C) και 10-8Μ 

(D). 
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Εικόνα 3.1λ: Ανοσοδραστικότητα της bNOS.          

Scale bar: 20µm 
 
  

 

Εικόνα 3.1µ: Ανοσοδραστικότητα της PKC.         

Scale bar: 20µm
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Επειδή στην ανοσοϊστοχηµεία της MAP1 παρατηρήθηκαν ελάχιστες διαφορές 

µεταξύ των πειραµατικών και των ζώων ελέγχου, δοκιµάστηκε ένας δεύτερος 

δείκτης, µε τον ίδιο κυτταρικό τύπο ως στόχο, για να ελεγχθεί το ενδεχόµενο να 

φανούν εντονότερες διαφορές. Ο δείκτης αυτός ήταν η Thy-1 (CD90), η οποία 

δεσµεύει µία GPI-συνδεµένη γλυκοπρωτεΐνη, µέλος της υπεροικογένειας των 

ανοσοσφαιρινών. Εκφράζεται εκτός των άλλων και σε νευρικά κύτταρα και 

πιθανώς εµπλέκεται σε αλληλεπιδράσεις µεταξύ κυττάρων και µεταξύ κυττάρων 

και προσδετών κατά τη συναπτογένεση και άλλες διεργασίες στον εγκέφαλο. Και 

σε αυτή την περίπτωση οι µεταβολές της ανοσοδραστικότητας της Thy-1 (Εικόνα 

3.1ν) δεν ήταν αρκετές ώστε να οδηγήσουν σε συµπεράσµατα σχετικά µε την 

επίδραση των διαφορετικών µεταχειρίσεων. 

 

 

Εικόνα 3.1ν: Ανοσοδραστικότητα της Thy-1.  

A: PBS (control), B: CI, C: CI / BNN124 10-6M, D: CI / BNN124 10-8M, E: CI / BNN124 

10-10M (n=1)               Scale bar: 20µm 
 

3.2. TUNEL ANALYSIS 

Η χρώση TUNEL (Terminal uridine deoxynucleotidyl transferase dUTP nick 

end labeling) υποστήριξε ακόµα περισσότερο την νευροπροστατευτική δράση των 

νευροστεροειδών. Αποτελεί µία κοινή µέθοδος εντοπισµού αποδιαταγµένου DNA 

λόγω αποπτωτικών µονοπατιών. Πιθανώς σηµατοδοτεί και νεκρωτικά κύτταρα. 

Στις εικόνες 3.2α και 3.2β φαίνονται οι χρώσεις TUNEL για τα νευροστεροειδή 

DHEA και ΒΝΝ50 αντίστοιχα. Στην πρώτη περίπτωση ο αριθµός των αποπτωτικών 

/ νεκρωτικών κυττάρων µειώνεται θεαµατικά στις υψηλότερες συγκεντρώσεις 

DHEA  (Εικόνα 3.2α: C-D). Ανάλογα είναι και τα αποτελέσµατα από την δράση 
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του νευροστεροειδούς ΒΝΝ50 ακόµα και στη χαµηλότερη συγκέντρωση, της 

τάξεως των 10-10Μ (Εικόνα 3.2β: Ε). 

 

Εικόνα 3.2α: Χρώση TUNEL.        Scale bar: 20µm 

 

 

Εικόνα 3.2β: Χρώση TUNEL.               Scale bar: 20µm
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3.3. ∆ΙΠΛΟΣ ΦΘΟΡΙΣΜΟΣ (DOUBLE LABELLING) 

 Σε µια προσπάθεια ταυτοποίησης των αποπτωτικών / νεκρωτικών κυττάρων 

πραγµατοποιήθηκαν ανοσοϊστοχηµικές µελέτες διπλού φθορισµού. Στην Εικόνα 

3.3α φαίνονται τα αποτελέσµατα διπλού φθορισµού µε χρώση TUNEL (Β,Ε) και το 

αντίσωµα για την πρωτεΐνη CaBP (A,D) σε ιστούς ελέγχου (Α-C) και 

πειραµατικούς ιστούς ισχαιµίας (D-F). Η CaBP ανήκει σε µία υποοικογένεια 

πρωτεϊνών που δεσµεύουν ασβέστιο, παρόµοιες µε την καλµοδουλίνη. Εντοπίζεται 

αποκλειστικά στον αµφιβληστροειδή και τον εγκέφαλο. Στον αµφιβληστροειδή, 

συγκεκριµένα, εκφράζεται µόνο από τα οριζόντια κύτταρα και χρησιµοποιήθηκε 

για πειράµατα διπλού φθορισµού επειδή, όπως φαίνεται στις προηγούµενες 

εικόνες, η στοιβάδα των αποπτωτικών / νεκρωτικών κυττάρων εντοπίζεται σε 

παρόµοιο επίπεδο µε τη στοιβάδα των οριζόντιων κυττάρων. Από τη διαδικασία 

αυτή εντοπίστηκαν αποπτωτικά οριζόντια κύτταρα (F).  

 

Εικόνα 3.3α: A: Ανοσοδραστικότητα της CaBP, B: Χρώση TUNEL, C: Συγχωνευµένες 

εικόνες, D: Ανοσοδραστικότητα της CaBP, E: Χρώση TUNEL, F: Συγχωνευµένες εικόνες 

(n=1).          

           Scale bar: 20µm 

 

Στην Εικόνα 3.3β φαίνονται τα αποτελέσµατα διπλού φθορισµού µε χρώση 

TUNEL (Β,Ε) και το αντίσωµα για την πρωτεΐνη ροδοψίνη (A,D) σε ιστούς ελέγχου 

(Α-C) και πειραµατικούς ιστούς ισχαιµίας (D-F). Η διαδικασία µετατροπής του 

φωτός σε ηλεκτροχηµικό σήµα εκκινείται από την απορρόφηση φωτός από τη 

µεµβρανική πρωτεΐνη ροδοψίνη. Η ενεργοποιηµένη ροδοψίνη ενεργοποιεί την 

τρανσδουκίνη, µια G πρωτεΐνη, ενώ απενεργοποιείται από την πρωτεΐνη 

αρρεστίνη. Στον αµφιβληστροειδή, η ροδοψίνη εντοπίζεται αποκλειστικά στο 
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εξωτερικό τµήµα των φωτοϋποδοχέων. ∆εν εντοπίστηκαν διπλά σηµασµένα 

κύτταρα. 

 

Εικόνα 3.3β: A: Ανοσοδραστικότητα της Rhodopsin, B: Χρώση TUNEL, C: 

Συγχωνευµένες εικόνες, D: Ανοσοδραστικότητα της Rhodopsin, E: Χρώση TUNEL, F: 

Συγχωνευµένες εικόνες (n=1).        

          Scale bar: 20µm 

 

Εικόνα 3.3γ: A: Ανοσοδραστικότητα της Thy-1, B: Χρώση TUNEL, C: Συγχωνευµένες 
εικόνες, D: Ανοσοδραστικότητα της Thy-1, E: Χρώση TUNEL, F: Συγχωνευµένες εικόνες 

(n=1).                Scale bar: 20µm 
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Στην Εικόνα 3.3γ φαίνονται τα αποτελέσµατα διπλού φθορισµού µε χρώση 

TUNEL (Β,Ε) και το αντίσωµα για την πρωτεΐνη Thy-1 (A,D) σε ιστούς ελέγχου (Α-

C) και πειραµατικούς ιστούς ισχαιµίας (D-F). ∆εν παρατηρήθηκε συνεντοπισµός 

αποπτωτικών κυττάρων µε κύτταρα που εκφράζουν την Thy-1. 

 

3.4. ΕΛΕΓΧΟΣ ΤΟΞΙΚΟΤΗΤΑΣ 

Για να αποκλειστεί το ενδεχόµενο, ο παρατηρούµενος κυτταρικός θάνατος 

να οφείλεται σε τοξικότητα των νευροστεροειδών (είτε λόγω υψηλής 

συγκέντρωσης είτε λόγω δράσης), πραγµατοποιήθηκε ανοσοϊστοχηµεία της ChAT, 

όπου οι πειραµατικοί ιστοί επωάστηκαν για τους ίδιους χρόνους µε 

νευροστεροειδή στην µέγιστη συγκέντρωση όπως στο πρωτόκολλο της ισχαιµίας 

αλλά απουσία του µείγµατος ισχαιµίας (Εικόνα 3.4α). ∆εν παρατηρήθηκαν 

µεταβολές στην ανοσοϊστοχηµεία της ChAT µεταξύ των πειραµατικών (B-D) και 

των ιστών ελέγχου(A). 

 

Εικόνα 3.4α: Ανοσοδραστικότητα της ChAT.  

A: PBS (control), B: DHEA 10-6M C: BNN50 10-6M, D: BNN124 10-6M, (n=1) 

                  Scale bar: 20µm 
 

3.5. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ∆ΡΑΣΗΣ ΝΕΥΡΟΣΤΕΡΟΕΙ∆ΩΝ 

 Ως πρώτοι υποψήφιοι υποδοχείς για το µηχανισµό προστατευτικής δράσης 

των νευροστεροειδών, θεωρήθηκαν (µε βάση τη βιβλιογραφία) ο υποδοχέας των 

νευροτροφινών p75 και ο υποδοχέας TrkA. Ο NGFR p75 (Nerve Growth Factor 

Receptor - p75NTR) προσδένει NGF και άλλες νευροτροφίνες όπως BDNF, NT3, 
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NT4/5 µε παρόµοια συγγένεια. Εκφράζεται κυρίως σε κύτταρα Schwann και 

νευρώνες. Ο NGFR p75 είναι απαραίτητος για τη ρύθµιση της νευρωνικής 

ανάπτυξης, µετανάστευσης, διαφοροποίησης και κυτταρικό θάνατο κατά την 

ανάπτυξη του κεντρικού και περιφερειακού νευρικού συστήµατος. Επειδή ο NGFR 

p75 στερείται καταλυτικής δραστικότητας, έχει προταθεί ότι αλληλεπιδρά µε τον 

υποδοχέα TrkA σχηµατίζοντας υψηλής συγγένειας θέσεις πρόσδεσης και ρυθµίζει 

τη σηµατοδότηση µέσω του TrkA. Αυτοί οι υποδοχείς διαθέτουν µία ενδοκυτταρική 

περιοχή θανάτου (death domain) που συνδέεται µε παράλληλα σηµατοδοτικά 

µονοπάτια απόπτωσης ή ενεργοποίησης του µεταγραφικού παράγοντα NF-κB. Ο 

TrkA εµφανίζει υψηλή συγγένεια προς το νευρικό αυξητικό παράγοντα (nerve 

growth factor - NGF). Προσδένει ΝGF και αυτοφωσφορυλιώνεται σε κατάλοιπα 

τυροσίνης για να ενεργοποιήσει αρκετές downstream πρωτεΐνες - τελεστές. Στην 

Εικόνα 3.5α παρουσιάζεται η ανοσοδραστικότητα των p75 (A-C) και TrkA (D-F), 

όπου γίνεται εµφανές ότι οι υποδοχείς δεν επηρεάζονται ή καταστρέφονται από τις 

διαφορετικές µεταχειρίσεις.  

 

Εικόνα 3.5α: (A) - (C) Ανοσοϊστοχηµεία µε α-p75, (D) - (F) Ανοσοϊστοχηµεία µε α-TrkA.
  
Α: PBS (control), B: CI, C: CI / DHEA 10-8M, D: PBS (control), E: CI, F: CI / DHEA 10-8M   

(n=1)                      Scale bar: 20µm 
 

Στην Εικόνα 3.5β φαίνονται τα αποτελέσµατα από Western Blot Analysis για την 

πρωτεΐνη PI3K και την φωσφορυλιωµένη µορφή της (pPI3K) στις διαφορετικές 

µεταχειρίσεις, σε διαφορετικές χρονικές διάρκειες επαγωγής της χηµικής 

ισχαιµίας. Το γράφηµα αποτελεί την απεικόνιση της κανονικοποίησης της 

ενεργοποιηµένης µορφής (pPI3K) σε συνάρτηση µε την συνολική (tPI3K). H PI3K 

φαίνεται να αναστέλλεται κατά την ισχαιµία, ενώ ενεργοποιείται στα πολύ πρώιµα 
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στάδια δράσης των νευροστεροειδών (5min και 10min) τείνοντας σε 

απενεργοποίηση µε την πάροδο του χρόνου (20min). 

 
Εικόνα 3.5β: Western Blot Analysis για την πρωτεΐνη pPI3K / tPI3K. 

Στην Εικόνα 3.5γ φαίνονται τα αποτελέσµατα από Western Blot Analysis για την 

πρωτεΐνη Akt και την φωσφορυλιωµένη µορφή της (pAkt) στις διαφορετικές 

µεταχειρίσεις, σε διαφορετικές χρονικές διάρκειες επαγωγής της χηµικής 

ισχαιµίας. Το γράφηµα αποτελεί την απεικόνιση της κανονικοποίησης της 

ενεργοποιηµένης µορφής (pAkt) σε συνάρτηση µε την συνολική (tAkt). H Akt 

φαίνεται να ακολουθεί αντίθετο πρότυπο ενεργοποίησης από την PI3K, 

εµφανίζοντας µέγιστη ενεργοποίηση σε χρονική διάρκεια 20min. 

 

Εικόνα 3.5γ: Western Blot Analysis για την πρωτεΐνη pAkt / tAkt. 
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Στην Εικόνα 3.5δ φαίνονται τα αποτελέσµατα από Western Blot Analysis για την 

πρωτεΐνη ΜΕΚ1/2 και την φωσφορυλιωµένη µορφή της (pΜΕΚ1/2) στις 

διαφορετικές µεταχειρίσεις, σε διαφορετικές χρονικές διάρκειες επαγωγής της 

χηµικής ισχαιµίας. Το γράφηµα αποτελεί την απεικόνιση της κανονικοποίησης της 

ενεργοποιηµένης µορφής (pΜΕΚ1/2) σε συνάρτηση µε την συνολική (tΜΕΚ1/2). 

Τα µέγιστα επίπεδα έκφρασης της ΜΕΚ1/2 εµφανίζουν σχετική καθυστέρηση 

(10min), ενώ δεν φαίνεται να διατηρούνται για µεγάλο χρονικό διάστηµα. 

 

Εικόνα 3.5δ: Western Blot Analysis για την πρωτεΐνη pΜΕΚ1/2 / tΜΕΚ1/2. 

Στην Εικόνα 3.5ε φαίνονται τα αποτελέσµατα από Western Blot Analysis για την 

πρωτεΐνη ERK1/2 και την φωσφορυλιωµένη µορφή της (pERK1/2) στις 

διαφορετικές µεταχειρίσεις, σε διαφορετικές χρονικές διάρκειες επαγωγής της 

χηµικής ισχαιµίας. Το γράφηµα αποτελεί την απεικόνιση της κανονικοποίησης της 

ενεργοποιηµένης µορφής (pERK1/2) σε συνάρτηση µε την συνολική (tERK1/2). Η 

έκφραση της ERK1/2 τείνει να αυξάνεται καθώς αυξάνεται η διάρκεια δράσης των 

νευροστεροειδών.  

 

Εικόνα 3.5ε: Western Blot Analysis για την πρωτεΐνη pERK1/2 / tERK1/2. 
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Για τη µελέτη της ενδεχόµενης νευροπροστατευτικής δράσης των 

νευροστεροειδών σε από ισχαιµία επαγόµενη νευροτοξικότητα στον 

αµφιβληστροειδή, χρησιµοποιήθηκε ένα in vitro φαρµακολογικό µοντέλο χηµικής 

ισχαιµίας, το οποίο εφαρµόστηκε για πρώτη φορά σε τοµές από ιππόκαµπο(77). Η 

χηµική ισχαιµία περιλαµβάνει τον αποκλεισµό της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης 

και της γλυκόλυσης και θεωρείται χρήσιµη για την κατανόηση πρώιµων 

γεγονότων στα πλαίσια της παθοφυσιολογίας της ισχαιµίας. Επώαση των 

οφθαλµικών ιστών από αρουραίο µε το µείγµα της χηµικής ισχαιµίας για 1h 

επηρέασε αρκετούς κυτταρικούς τύπους του αµφιβληστροειδούς, 

συµπεριλαµβανοµένων των χολινεργικών, των δίπολων κυττάρων και των NOS-

θετικών κυττάρων. Επιπλέον, µε τη χρώση TUNEL παρατηρήθηκε αυξηµένος 

νευρωνικός θάνατος σε αµφιβληστροειδή µε ισχαιµία. 

 Αναζητώντας, αρχικά σε κυτταρικό επίπεδο, την επίδραση του φαινοµένου 

ισχαιµία / νευροπροστασία, όπως φαίνεται και από τα αποτελέσµατα της παρούσας 

µελέτης, οι φωτοϋποδοχείς εµφανίζονται ως ο λιγότερο ευπαθής κυτταρικός 

τύπος. Σε ανάλογα συµπεράσµατα έχουν καταλήξει και άλλες µελέτες σχετικά µε 

την επίδραση της ισχαιµίας στην βιωσιµότητα των φωτοϋποδοχέων. Σε ένα 

µοντέλο οξείας αµφιβληστροειδικής ισχαιµίας σε αρουραίο µε αύξηση της 

ενδοφθάλµιας πίεσης (intraocular pressure, IOP) για 60min που ακολουθείτε από 

7 ηµέρες επαναιµάτωσης, παρατηρήθηκε µείωση του εύρους των κυµάτων a στο 

ηλεκτροαµφιβληστροειδογράφηµα (electroretinogram, ERG)(14). Καθώς τα κύµατα 

αυτά αποτελούν τη συνολική ηλεκτρική αντίδραση των φωτοϋποδοχέων, 

συµπεραίνετε ότι τα κύτταρα αυτά επηρεάζονται κατά τις συνθήκες ισχαιµίας. 

Επιµέρους µελέτες καταδεικνύουν αποπτωτικό θάνατο σε φωτοϋποδοχείς και 

επαγωγή της κασπάσης 3 στα κύτταρα αυτά µετά από µόλις 24h 

επαναιµάτωσης(82). Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι η επίδραση της ισχαιµίας στους 

φωτοϋποδοχείς σε µοντέλο αρτηριακής ισχαιµίας / επαναιµάτωσης σε οφθαλµό 

γάτας, είναι αρκετά περιορισµένη σε σχέση µε τους ενδότερους 

αµφιβληστροειδικούς νευρώνες(71). Το µεγαλύτερο ποσοστό των υπαρχόντων 

βιβλιογραφικών αναφορών, παρουσιάζει τους φωτοϋποδοχείς είτε σχετικά 

ανεπηρέαστους σε διαφορετικά µοντέλα ισχαιµίας είτε να εµφανίζουν κυτταρικό 

θάνατο κυρίως µετά το πέρας της ισχαιµίας, κατά τη διάρκεια της επαναιµάτωσης. 

Ένα πιθανό αίτιο για την σχετική ανθεκτικότητα των φωτοϋποδοχέων είναι η 

υψηλή συγκέντρωση µιτοχονδρίων στα εσωτερικά τµήµατα, τα οποία φυσιολογικά 

διατηρούνται σε χαµηλά επίπεδα pΟ2 και συνεπώς έχουν αναπτύξει 

αντισταθµιστικούς µηχανισµούς. Επίσης, πιθανώς αντικατοπτρίζει τα αυξηµένα 

επίπεδα νευροσφαιρινών (neuroglobins) που σχετίζονται µε τους 

φωτοϋποδοχείς(79). Ένας ακόµα σηµαντικός παράγοντας που καθορίζει την 

ευαισθησία των φωτοϋποδοχέων είναι και η λειτουργία του RPE, καθώς 

διαδραµατίζει καθοριστικό ρόλο στην διατήρηση και επιβίωση των 

φωτοϋποδοχέων. Τέλος, η ευαισθησία των φωτοϋποδοχέων στην ισχαιµία 

εξαρτάται και από το βαθµό φωτισµού – προσαρµογής. Οι προσαρµοσµένοι στο 

φως φωτοϋποδοχείς τείνουν να είναι λιγότερο ευαίσθητοι και να ανακάµπτουν 

ταχύτερα από την πειραµατική ισχαιµία, καθώς η κατανάλωση οξυγόνου και οι 
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µεταβολικές τους ανάγκες, είναι µειωµένες σε σχέση µε τους µη 

προσαρµοσµένους στο φως φωτοϋποδοχείς. Τα ραβδία εµφανίζονται περισσότερο 

ευαίσθητα από τα κονία, πιθανώς επειδή τα κονία είναι ικανά να εξοµαλύνουν 

αποτελεσµατικότερα µεταβολές των ιόντων ασβεστίου (Ca2+).  

 Τα γαγγλιακά κύτταρα του αµφιβληστροειδούς παρουσιάζουν χρόνια 

εκπόλωση κατά τη διάρκεια ισχαιµικών επεισοδίων. Αυτό οφείλεται στο γεγονός 

ότι η ισχαιµία προκαλεί γενικευµένη εκπόλωση των νευρώνων µε συνέπεια την 

αύξηση της απελευθέρωσης γλουταµινικού και τη συνεπακόλουθη ενεργοποίηση 

των υποδοχέων του γλουταµινικού. Τα γαγγλιακά κύτταρα εκφράζουν τόσο 

καϊνικού τύπου(53) όσο και τύπου NMDA ιονοτροπικούς υποδοχείς του 

γλουταµινικού(23) και συνεπώς τόσο το καϊνικό οξύ όσο και το NMDA µπορούν 

αρχικά να οδηγήσουν στην απώλεια αυτών των νευρώνων. Η τοξικότητα στον 

αµφιβληστροειδή µετά από επίδραση των παραπάνω αγωνιστών των υποδοχέων 

του γλουταµινικού µπορεί να επεκταθεί σε άλλους νευρώνες µε αυξανόµενο 

χρόνο και δόση. Τα γαγγλιακά κύτταρα των βοθρίων του αµφιβληστροειδούς 

(parvocellular foveal ganglion cells) θεωρούνται περισσότερο ευπροσάρµοστα 

στην ισχαιµία, καθώς η κεντρική όραση δεν χάνεται πλήρως σε αρκετές 

περιπτώσεις διάχυτης εκφύλισης της ωχράς κηλίδας. Αντιφατικά δεδοµένα 

υπάρχουν σχετικά µε την υπόθεση ότι οι µεγαλοκυτταρικοί (magnocellular) 

νευρώνες είναι περισσότερο ευπαθείς από τους parvocellular νευρώνες στο 

γλαύκωµα (50, 68). Έχει προταθεί ότι αυτή η διαφορά οφείλεται στη µεγαλύτερη 

πυκνότητα υποδοχέων  του NMDA που παρατηρείται στους µεγαλοκυτταρικούς 

νευρώνες, οι οποίοι τείνουν να είναι περισσότερο ευάλωτοι από την τοξικότητα 

µέσω NMDA(84). Σε συνάρτηση µε τα συµπεράσµατα της παρούσας µελέτης (τα 

οποία εξάγονται κυρίως από την ανοσοδραστικότητα της MAP1 και της Thy-1 για 

τα γαγγλιακά κύτταρα), θα µπορούσε να θεωρηθεί ότι οι περιορισµένες έως 

ανύπαρκτες διαφορές που παρατηρούνται µεταξύ των διαφορετικών 

µεταχειρίσεων, οφείλονται στον παράγοντα του χρόνου. Όπως αναφέρθηκε 

νωρίτερα, τα γαγγλιακά κύτταρα οδηγούνται σε σταδιακή εκφύλιση 

(συγκεκριµένα chronic depolarization) υπό συνθήκες ισχαιµίας. Στο µοντέλο που 

χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα µελέτη, η ισχαιµία εφαρµόστηκε για συνολικά 

60min, χρόνος ο οποίος ενδεχοµένως δεν είναι αρκετός για να επηρεάσει σε 

µεγάλο βαθµό την βιωσιµότητα των γαγγλιακών κυττάρων. Θα πρέπει να 

σηµειωθεί ότι το µοντέλο αυτό της χηµικής ισχαιµίας παρέχει πληροφορίες, οι 

οποίες αντικατοπτρίζουν της άµεσες µεταβολές που συµβαίνουν κατά την ισχαιµία. 

Έχει δειχθεί ότι το ποσοστό κυτταρικού θανάτου των γαγγλιακών κυττάρων του 

αµφιβληστροειδούς µετά από επαγωγή ισχαιµίας µέσω αυξηµένης πίεσης, είναι 

άµεσα εξαρτώµενο από τη διάρκεια της ισχαιµίας(81). Επιπλέον, τα γαγγλιακά 

κύτταρα θεωρούνται περισσότερο ευπαθή σε κυτταρικό θάνατο κάτω από 

συνθήκες υποξίας ή ανοξίας και συγκεκριµένα µέσω αποπτωτικού παρά 

νεκρωτικού µονοπατιού(12).  

Μορφολογικά, βιοχηµικά και ανοσοϊστοχηµικά δεδοµένα καταδεικνύουν ότι 

τα αµακρινικά κύτταρα πλήττονται σαφώς από την ισχαιµία ή την 

διεγερσιτοξικότητα, αλλά όχι όλα στην ίδια έκταση. Εστιάζοντας µόνο σε 
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GABAεργικά αµακρινικά κύτταρα, παρατηρούνται διαφορές στην ευαισθησία 

τους(64, 65). Τα δεδοµένα αυτά υποστηρίζουν ότι η ευαισθησία των αµακρινικών 

κυττάρων στην ισχαιµία εξαρτάται κυρίως από το σύνολο των υποδοχέων και / ή 

των καναλιών ιόντων που χρησιµοποιούν. Ο αριθµός και ο υπότυπος των 

υποδοχέων του γλουταµινικού που εκφράζονται στα κύτταρα του 

αµφιβληστροειδούς καθορίζει την ευαισθησία του κυττάρου στην ταχεία αύξηση 

του εξωκυτταρικού γλουταµινικού κατά την διάρκεια της ισχαιµίας. Επιπλέον, 

ποικίλει η έκφραση υποδοχέων που προάγουν την προστασία όπως οι 

πουρινεργικοί (purinergic)(51), οι GABAεργικοί (81) ή οι γλυκενεργικοί 

(glycinergic)(30). Το γεγονός ότι η έκφραση µεγάλου αριθµού ιονοτροπικών 

υποδοχέων του γλουταµινικού επηρεάζει την βιωσιµότητα αυτών των 

νευρώνων(19), καθώς και οι µεταβολές στο ηλεκτροαµφιβληστροειδογράφηµα που 

προκαλούνται από αγωνιστές του γλουταµινικού, υποστηρίζουν ότι τα αµακρινικά 

κύτταρα εκφράζουν ένα ευρύ φάσµα διαφορετικών τύπων υποδοχέων του 

γλουταµινικού σε σχέση µε τους υπόλοιπους κυτταρικούς τύπους του 

αµφιβληστροειδούς(66). Η διαφορική επίδραση της ισχαιµίας στα αµακρινικά 

κύτταρα ανάλογα µε τον επιµέρους κυτταρικούς τύπους που υποστηρίζεται από 

την βιβλιογραφία, ενισχύεται και από τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης. 

Συγκεκριµένα, τα αµακρινικά κύτταρα αποτελούν στόχους της ισχαιµίας Τα 

χολινεργικά αµακρινικά κύτταρα (ανοσοδραστικότητα ChAT και bNOS) 

επηρεάζονται άµεσα από την χηµική ισχαιµία σε βαθµό που να µπορούν να 

θεωρηθούν δείκτες της σωστής επαγωγής της, ενώ τα bNOS-θετικά αµακρινικά 

κύτταρα πλήττονται λιγότερο αλλά παραµένουν αξιοσηµείωτα ευάλωτα σε 

µεταβολές.  Τόσο τα χολινεργικά αµακρινικά κύτταρα όσο και τα bNOS-θετικά 

εντοπίζονται κυρίως στην INL του αµφιβληστροειδούς. Προηγούµενες µελέτες σε 

µοντέλο επαγωγής χηµικής ισχαιµίας (αποµάκρυνση της γλυκόζης αντικατάσταση 

του Ν2 µε 95% Ο2) για 60 ή 90 min έδειξαν ότι οι νευρώνες της INL του 

αµφιβληστροειδούς οδηγούνται σε εκφύλιση(40). Η ευπάθεια των νευρώνων αυτών 

αποδίδεται κυρίως στην απελευθέρωση γλουταµινικού και την ενεργοποίηση τόσο 

NMDA όσο και µη NMDA υποδοχέων, οι οποίοι αφθονούν σε αυτούς τους 

κυτταρικούς τύπους. Αξιοσηµείωτο δεδοµένο αποτελεί το γεγονός ότι η πρόσληψη 

Ca2+ που ενεργοποιείται από καϊνικό οξύ, καθώς και οι επακόλουθες 

διεγερσιτοξικές συνθήκες, µεσολαβούνται από ΑΜΡΑ υποδοχείς αλλά όχι 

υποδοχείς του καϊνικού οξέος σε amacrine-like νευρώνες(22). Τέλος, οι παρούσες 

παρατηρήσεις συµφωνούν και µε µελέτες όπου εφαρµόστηκαν διαφορετικά 

πρότυπα ισχαιµίας και καταλήγουν σε εντονότερη φθορά των στοιβάδων INL αλλά 

και IPL του αµφιβληστροειδούς (13, 39). 

 Κατά την τελευταία δεκαετία έχει σηµειωθεί ένας µεγάλος αριθµός µελετών, 

οι οποίες επικεντρώνονται στην προσπάθεια αποσαφήνισης του ρόλου του ΝΟ 

στην παθογένεση της ισχαιµικής φθοράς στον εγκέφαλο και τον αµφιβληστροειδή. 

Σε µοντέλα τοπικής ή γενικευµένης ισχαιµίας στον εγκέφαλο, όλες οι ισοµορφές 

της (endothelial NOS – eNOS, inducible / immunologic NOS – iNOS, neuronal / 

brain NOS – bNOS) ενεργοποιούνται στην µεταϊσχαιµική περίοδο οδηγώντας σε 

επακόλουθη παραγωγή ΝΟ. Συγκεκριµένα η σύνθεση των bNOS και eNOS 
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αυξάνεται λίγο µετά την εκδήλωση της ισχαιµίας, ίσως λόγω της αύξησης των 

ενδοκυττάριων επιπέδων Ca2+, ενώ η επαγωγή της iNOS καθυστερεί για αρκετές 

ώρες (62). Αυξήσεις στην έκφραση των ισοµορφών της NOS έχουν καταγραφεί και 

στον µεταϊσχαιµικό αµφιβληστροειδή, αν και παρατηρούνται διακυµάνσεις µεταξύ 

των µελετών. Οι διαφορές που εντοπίζονται οφείλονται πιθανότατα στα 

διαφορετικά µοντέλα που χρησιµοποιούνται, καθώς και στους διαφορετικούς 

χρόνους εφαρµογής της ισχαιµίας. Έχει παρατηρηθεί ότι µεταξύ διαφορετικών 

µοντέλων αµφιβληστροειδοπαθειών παρατηρούνται µεταβολές στο πρότυπο 

µεταγραφής γονιδίων (temporal profiling of the transcriptome) ως απόκριση στις 

ισχαιµικές συνθήκες που πιθανώς επάγονται(2, 43, 44, 86). Αύξηση της έκφρασης 

bNOS έχουν παρατηρηθεί σε κύτταρα του εσωτερικού τµήµατος του 

αµφιβληστροειδούς µετά από ισχαιµία επαγόµενη από IOP (13, 34) καθώς και στο 

µοντέλο ισχαιµίας µέσω φραγής δύο αγγείων(47). Παρόλα αυτά στο µοντέλο 

ισχαιµίας µέσω φραγής του δεµατίου του οπτικού νεύρου (optic nerve bundle 

occlusion)(36) αλλά και σε προηγούµενη εφαρµογή του ίδιου µοντέλου που 

χρησιµοποιήθηκε για την παρούσα µελέτη (56), επαληθεύεται η µείωση των 

κυττάρων που εκφράζουν bNOS κατά τις συνθήκες ισχαιµίας, όπως προτείνεται 

από τα παρόντα αποτελέσµατα.  Θα πρέπει να σηµειωθεί επίσης ότι προς 

διερεύνηση παραµένει ακόµα και η συµβολή της ενεργοποίησης των NOS στην 

βιωσιµότητα ή µη των κυττάρων κατά την ισχαιµία.  Υπάρχουν µελέτες που 

δείχνουν τα ωφέλιµα αποτελέσµατα της παραγωγής ΝΟ ως προς την βιωσιµότητα 

των κυττάρων του αµφιβληστροειδούς κατά την ισχαιµία(56), αλλά και µελέτες που 

αναφέρουν ακριβώς τις αντίθετες παρατηρήσεις(62). Όσων αφορά στην παρούσα 

µελέτη, τα αποτελέσµατα από την παρατήρηση των bNOS-θετικών κυττάρων, θα 

µπορούσαν να συνδυαστούν µε τα συµπεράσµατα της χρώσης µε PKC. 

Ενεργοποίηση των NMDA υποδοχέων κατά την εφαρµογή της ισχαιµίας οδηγεί 

στην αύξηση του ενδοκυτταρικού Ca2+, παράγοντας ικανός να ενεργοποιήσει τις 

ισοµορφές της NOS είτε απ’ ευθείας είτε µέσω της ενεργοποίησης των ισοµορφών 

της ασβεστιοεξαρτώµενης PKC (57, 75). Συνεπώς η παρατηρούµενη µείωση των 

bNOS-θετικών κυττάρων δικαιολογείται και στηρίζεται µερικώς από την 

παρατηρούµενη µείωση της έκφρασης της PKC κατά την χηµική ισχαιµία. Η PKC 

στον αµφιβληστροειδή αποτελεί χαρακτηριστικό δείκτη των δίπολων κυττάρων και 

βασικό στοιχείο για την διεκπεραίωση της λειτουργίας τους ως µεταγωγείς  

πληροφοριών και σηµάτων µεταξύ διαφορετικών κυτταρικών τύπων (ραβδία και 

κονία µε γαγγλιακά κύτταρα). Η PKC έχει προηγούµενα συνδεθεί µε τη 

νευροπροστασία και συγκεκριµένα έχει δειχθεί ότι διάφορες ισοµορφές της (PKC-

delta, PKC-varepsilon) εµπλέκονται στην κυτταρική σηµατοδότηση που οδηγεί 

στην προστασία από ischemic preconditioning (IPC) και επιπλέον ότι δρουν 

καθοδικά των µιτοχονδριακών KATP καναλιών (mKATP) (18). Προσπάθειες που 

έχουν πραγµατοποιηθεί για την κατανόηση του µηχανισµού νευροπροστατευτικής 

δράσης της PKC προτείνουν ότι η φωσφορυλίωσή της αυξάνει την οξυποίηση 

(acidification) των συναπτικών κυστιδίων στα δίπολα κύτταρα του 

αµφιβληστροειδούς και συνεπώς έχει τη δυνατότητα να ρυθµίζει τις 

συγκεντρώσεις του γλουταµινικού εντός των συναπτικών κυστιδίων (1). 



4.ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Σελίδα | 49  

 

 Ένας µεγάλος αριθµός υποστρωµάτων έχει ελεγχθεί για τη 

νευροπροστατευτική του δράση σε φθορά του αµφιβληστροειδούς (Πίνακας 4α). 

Τα νευροστεροειδή έχουν συνδεθεί στο παρελθόν µε τη 

 

 
Πίνακας 4α: Επίδραση διαφορετικών υποστρωµάτων σε φθορά του αµφιβληστροειδούς 

που οφείλεται σε τραυµατισµό του οπτικού νεύρου, τοξικότητα επαγώµενη από NMDA ή 

ισχαιµία(63). 

 

νευροπροστασία. Αν και πολλά νευροστεροειδή επηρεάζουν τη νευρωνική 

ανάπτυξη και τη µυελίνωση, η πλειοψηφία των δεδοµένων προτείνει ότι η 

σηµαντικότερη δράση των νευροστεροειδών είναι οι αντιαποπτωτικές τους 

ιδιότητες. Η απόπτωση αποτελεί το τελικό στάδιο σε αρκετές νευρολογικές 

ασθένειες περιλαµβανοµένων των Alzheimer, Parkinson και Huntington, 

εγκεφαλικό και πολλαπλή και πλάγια αµυοτροφική σκλήρυνση (amyotrophic 

lateral sclerosis, ALS) (49). Εναρκτήριοι παράγοντες, όπως διεγερσιτοξικότητα, 

οξειδωτικό stress, αποµάκρυνση αυξητικών παραγόντων, κυτοκίνες και τοξίνες, 

συχνά αλληλεπιδρούν για να αναπτύξουν µηχανισµούς που συνδέονται µε 

αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο ή µια ανάµικτη µορφή νέκρωσης και απόπτωσης.  

Είναι γνωστό ότι µία προσβολή δεν επιφέρει µόνο αρνητικές αλλά και θετικές 

αποκρίσεις, ενεργοποιώντας τις νευρωνικές άµυνες. Ως αποτέλεσµα, κάποιοι 

νευρώνες ενδίδουν συντοµότερα, ενώ άλλοι παραµένουν ανεπηρέαστοι(42, 95). Στα 

πλαίσια αυτών των διεργασιών, το στεροειδικό περιβάλλον του κεντρικού 

νευρικού συστήµατος θεωρείται πολύ σηµαντικό, καθώς µεταβάλλεται ως 

λειτουργία του κύκλου ζωής και ως συστατικό κυκλωµάτων που ενεργοποιούνται 

από stress και ασθένειες, επιδρώντας στην ακεραιότητα, τη λειτουργικότητα και 

την ανθεκτικότητα του κεντρικού νευρικού συστήµατος σε τοξικές επιθέσεις (26, 80).  

 Τα στεροειδή DHEA και DHEAS επέφεραν νευροπροστασία σε πυραµιδικούς 

νευρώνες αλλά και σε γλοιακά κύτταρα τόσο σε in vitro όσο και σε in vivo 

συνθήκες σε δοµές του ιπποκάµπου(46) και αποµονωµένους αµφιβληστροειδής(33). 

Άλλοι σουλφιδικοί εστέρες νευροστεροειδών, όπως της αλλοπρεγνανολόνης, 

έχουν αναφερθεί να φέρουν ενδεχόµενες νευροπροστατευτικές ιδιότητες σε δοµές 

του ιπποκάµπου που πλήττονται από αγωνιστές των NMDA υποδοχέων (88). Οι 

αναφορές για αυτές τις ιδιότητες των νευροστεροειδών συµφωνούν µε τα 

συµπεράσµατα της παρούσας µελέτης και αντιστοιχίζονται άµεσα µε τις 

παρατηρήσεις για την επίδραση της DHEA στην χηµικής ισχαιµία. Σχετικά µε τη 

λειτουργία των δύο νέων νευροστεροειδών, ΒΝΝ50 και ΒΝΝ124, δεν υπάρχουν 

βιβλιογραφικές αναφορές εφόσον αποτελούν νέες συνθετικές ουσίες. ∆εδοµένου, 
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όµως,  ότι η δράση των δύο νευροστεροειδών, όπως φαίνεται µέσα από το 

µοντέλο χηµικής ισχαιµίας της µελέτης, µοιάζει σε µεγάλο βαθµό µε την ανάλογη 

δράση του γνωστού νευροστεροειδούς DHEA στο ίδιο µοντέλο, είναι δυνατόν να 

γενικευθούν τα συµπεράσµατα και στα τρία νευροστεροειδή που 

χρησιµοποιήθηκαν.  

Σχετικά µε το µηχανισµό δράσης τους, τα νευροστεροειδή έχουν συνδεθεί 

µε την ενεργοποίηση της µεταφραστικής ενεργότητας του NF-κB (nuclear factor-

kappa B)(55). Σύµφωνα µε δύο ισχύουσες θεωρίες, το DHEA (άρα πιθανώς και τα 

ΒΝΝ50, ΒΝΝ124) δρα περιορίζοντας ή µεταβάλλοντας τη συγκέντρωση του 

ελεύθερου ενδοκυτταρικού ασβεστίου µετά από µαζική έκθεση σε NMDA , ή 

δρώντας ως ανταγωνιστής των γλυκοκορτικοειδών (46).  

 Από την χρησιµοποίηση διαφορετικών συγκεντρώσεων νευροστεροειδών 

γίνεται εµφανές ότι η έκφραση των νευροπροστατευτικών τους ιδιοτήτων 

εξαρτάται άµεσα από τη συγκέντρωσή τους. Με βάση αυτή την παρατήρηση θα 

µπορούσε να υποτεθεί ότι δεν προστατεύουν από το νευρωνικό θάνατο µέσα από 

ένα γενικευµένο µοντέλο ενεργοποίησης αντιαποπτωτικών παραγόντων. Πιθανώς 

αλληλεπιδρούν εξειδικευµένα µε κυτταρικά µονοπάτια και υποδοχείς, σε τέτοιο 

βαθµό ώστε η συγκέντρωση των νευροστεροειδών και η δέσµευσή τους µε τους 

υποδοχείς να διέπεται από τις φαρµακοδυναµικές ιδιότητές τους. Στον 

αµφιβληστροειδή έχει αναφερθεί η δοσοεξαρτώµενη επίδραση του NMDA στη 

σύνθεση της προγνενολόνης και πρεγνενολόνης(33). Για την επίδραση αυτή 

υπήρξε ξεκάθαρη συσχέτιση ανάµεσα στην αύξηση της νευροστεροειδογένεσης 

και την έκθεση των ιστών σε NMDA, που ήταν ανεξάρτητη από την ενεργοποίηση 

των GABAA υποδοχέων. Η ρύθµιση της νευροστεροειδογένεσης αποτελεί έναν 

ενδογενή µηχανισµό µε τον οποίο οι ευπαθείς σε NMDA περιοχές του κεντρικού 

νευρικού συστήµατος αντιδρούν στην ενδεχόµενη βλάβη από την εκτεταµένη 

έκθεση σε γλουταµινικό. Η µέσω NMDA ενεργοποίηση της σύνθεσης 

νευροστεροειδών θα µπορούσε να θεωρηθεί ως ένα πρώιµο στάδιο απόκρισης σε 

οξεία διεγερσιτοξικότητα, προοριζόµενο να καθυστερήσει / προστατεύσει από τον 

νευρωνικό κυτταρικό θάνατο (15). Επιπλέον, αποτελεί ένδειξη της αλληλεπίδρασης 

των ενδογενών νευροστεροειδών µε το γλουταµινεργικό σύστηµα, η οποία στην 

περίπτωση που είναι αµφίδροµη, µπορεί εν µέρει να στηρίξει την προστατευτική 

δράση εξωγενούς χορήγησης νευροστεροειδών ως αποτέλεσµα της ρύθµισης των 

υποδοχέων του γλουταµινικού. Έχει προταθεί, επίσης, ότι υπάρχει µία 

εξειδικευµένη θέση πρόσδεσης νευροστεροειδών πάνω στο µόριο των GABAA 

υποδοχέων, υποδεικνύοντας την ενδεχόµενη αλλοστερική ρύθµιση και κατ’ 

επέκταση αλληλεπίδραση των νευροστεροειδών και µε το GABAεργικό σύστηµα 
(41). Η θεωρία αυτή υποστηρίζεται και από προηγούµενες µελέτες που αναφέρουν 

ότι η αλληλεπίδραση των νευροστεροειδών µε τους GABAA υποδοχείς εξαρτάται 

από την σύσταση των υποµονάδων τους (3, 37). Τα δύο αυτά συστήµατα 

νευροδιαβιβαστών (γλουταµινεργικό και GABAεργικό) αποτελούν τα δύο βασικά 

συστήµατα µεταγωγής σηµάτων στον αµφιβληστροειδή, συνεπώς είναι πιθανό η 

οξεία νευροπροστατευτική δράση των νευροστεροειδών όπως παρατηρείται από 

την παρούσα µελέτη, να µεσολαβείτε από τη ρύθµιση αυτών των συστηµάτων. 
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Σχετικά πρόσφατα, έχει προταθεί η νευροπροστατευτική δράση των 

νευροστεροειδών (συγκεκριµένα των 17β-οιστραδιόλης και DHEA-S) µέσω 

θέσεων πρόσδεσης στους σ1 υποδοχείς των οπιοειδών
(6). Τα στεροειδή  DHEA/S 

και PREG/S (µε µειωµένη δραστικότητα ανάλογα µε το µοντέλο) δρουν ως 

αγωνιστές των σ1 υποδοχέων. Ενδέχεται, λοιπόν, τα στεροειδή να ρυθµίζουν 

άµεσα τη νευρική ενδοκυτταρική οµοιόσταση του Ca2+ και να συµβάλλουν στο 

σχηµατισµό και την ανασύσταση λιπιδικών µικροπεριοχών µέσω της 

ενεργοποίησης των σ1 υποδοχέων. Σε αυτή τη δράση παρεµβαίνει, πιθανώς 

συνεργατικά, η άµεση επίδραση των στεροειδών στους υποδοχείς NMDA και 

GABAA
(58). 

 Η αποσαφήνιση του µηχανισµού δράσης των νευροστεροειδών περιπλέκεται 

περισσότερο αν ληφθούν υπόψη µελέτες που αναφέρουν νευροπροστατευτική 

δράση των DHEA και DHEAS σε νευρικής ακρολοφίας PC12 κύτταρα (neural crest 

derived PC12 cells), τα οποία είναι αρνητικά σε NMDA και GABAA υποδοχείς, µετά 

από επαγωγή απόπτωσης µε στέρηση του ορού. Η προστασία επιτεύχθηκε µε την 

ενεργοποίηση των NF-κB και CREB, δύο upstream ρυθµιστικών παραγόντων των 

αντιαποπτωτικών Bcl-2 πρωτεϊνών(11). Στο ίδιο σύστηµα, τα παραπάνω 

νευροστεροειδή ενεργοποίησαν την έκκριση κατεχολαµινών, εντός λίγων λεπτών 

έκθεσης και σε συγκεντρώσεις της τάξεως των nanomolars (9). Η ταχεία εµφάνιση 

της επίδρασης του DHEA σε κύτταρα PC12 προτείνει την εµπλοκή εξειδικευµένων 

µεµβρανικών θέσεων πρόσδεσης και ειδικότερα µιας Gi πρωτεΐνης µε θέση 

πρόσδεσης της DHEA(7, 90). Σε ενδοκυτταρικό επίπεδο, τα αποτελέσµατα των 

πειραµάτων από Western Blot Analysis κατέδειξαν την επαγωγή διαδοχικών 

πολλαπλών σηµατοδοτικών µονοπατιών κινασών (συγκεκριµένα των PI3K-Akt  

και Src-MEK1/2-ERK1/2) από τα υπό µελέτη νευροστεροειδή. Τα DHEA, BNN50 

και ΒΝΝ124 αύξησαν εντός 5min τη φωσφορυλίωση της PI3K και εντός 10min τη 

φωσφορυλίωση της κινάσης Αkt. Τα αποτελέσµατα αυτά συνηγορούν στην 

χρονική διαδοχή των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των δύο  κινασών, όπως αυτή 

τεκµηριώνεται βιβλιογραφικά. Τα νευροστεροειδή που µελετήθηκαν επάγουν την 

φωσφορυλίωση της κινάσης PI3K σε διάστηµα 5min και αυτή η φωσφορυλίωση 

στη συνέχεια µεταφέρεται στην κινάση Αkt που αποτελεί υπόστρωµα της ΡΙ3Κ. Η 

ρύθµιση της ενεργοποίησης του µονοπατιού PΙ3Κ/Akt πιθανώς έπεται της 

προαναφερθείσας ενεργοποίησης G-πρωτεϊνών. Επίσης, µελετήσαµε την 

ικανότητα των νευροστεροειδών DHEA, ΒΝΝ50 και ΒΝΝ124 να ενεργοποιούν τη 

φωσφορυλίωση των δύο κινασών ΜΕΚ1/2 και ERK1/2. Με χρονο-εξαρτώµενη 

επίδραση για 10 εως και 20min τα στεροειδή αυτά διέγειραν τη φωσφορυλίωση 

και των δύο κινασών, υποστηρίζοντας περαιτέρω την άµεση συµµετοχή του 

µονοπατιού αυτού στην αντι-αποπτωτική τους δράση. Τα ανωτέρω στεροειδή 

αυξάνουν τη φωσφορυλίωση των ΜΕΚ1/2 µε τη µέγιστη δράση τους να 

παρατηρείται στα 10 λεπτά. Στην χρονική στιγµή των 20min παρατηρήθηκε 

σηµαντική αύξηση της φωσφορυλίωσης της κινάσης ERK1/2, από τα υπό µελέτη 

νευροστεροειδή.  
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 Τα πειραµατικά ευρήµατα που εντοπίζονται στην υπάρχουσα βιβλιογραφία, 

προτείνουν ότι φυσικά και συνθετικά νευροστεροειδή φέρουν έναν υποσχόµενο 

ρόλο στην αποτροπή και θεραπεία αρκετών νευροεκφυλιστικών ασθενειών είτε 

αυτές σχετίζονται µε τον αµφιβληστροειδή είτε µε άλλες περιοχές του νευρικού 

συστήµατος. Αναστέλλοντας άµεσα τον αποπτωτικό θάνατο σε νευροεκφυλιστικές 

ασθένειες, νευροστεροειδή όπως DHEA ή αλλοπρεγνανολόνη, πιθανώς να 

διαδραµατίζουν καθοριστικό ρόλο στην αντιµετώπιση αυτών των ασθενειών, 

καθώς οι συµβατικές θεραπευτικές προσεγγίσεις στοχεύουν κυρίως στα 

συµπτώµατα παρά στην εξέλιξη της νόσου (25). Τα νευροστεροειδή παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στην προστασία των νευρώνων από την απόπτωση. Καθώς 

ανακαλύπτονται καινούρια νευροστεροειδή και συνθετικά ανάλογά τους, 

εµφανίζεται ως εξέχουσας σηµασίας η διευκρίνιση της δράσης τους στην 

νευρωνική αναγέννηση, τον πολλαπλασιασµό και την διαφοροποίηση των 

νευρικών βλαστικών και πρόδροµων κυττάρων σε in vivo και ex vivo συνθήκες. Η 

ανανέωση των βλαστικών κυττάρων ρυθµίζεται από µια δυναµική αλληλεπίδραση 

µεταξύ µεταγραφικών παραγόντων, επιγενετικού ελέγχου, ρυθµιστές microRNA 

και ενδογενή σήµατα από το µικροπεριβάλλον όπου εδρεύουν τα βλαστικά 

κύτταρα (10). Η κατανόηση των µηχανισµών µέσω των οποίων τα ενδογενή και 

συνθετικά νευροστεροειδή επιδρούν σε αυτά τα δίκτυα µπορεί να παρέχει 

δεδοµένα τόσο για τη βασική νευροεπιστήµη όσο και για κλινικές εφαρµογές 

θεραπειών βασιζόµενες σε βλαστικά κύτταρα(72). Τέλος, η αποσαφήνιση των 

µοριακών µηχανισµών που εµπλέκονται στις νευροπροστατευτικές και 

αντιαποπτωτικές ιδιότητες των νευροστεροειδών µπορεί να συνεισφέρει στην 

ανάπτυξη επιλεκτικών φαρµακολογικών εργαλείων για την αντιµετώπιση 

νευροεκφυλιστικών ασθενειών. 
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Η ισχαιµία στον αµφιβληστροειδή αντιπροσωπεύει ένα από τα βασικά αίτια 

που οδηγούν σε µία πληθώρα αµφιβληστροειδοπαθειών. Η ισχαιµία αποτελεί 

επακόλουθο της ανεπάρκειας της κυκλοφορίας του αίµατος να καλύψει τις   

µεταβολικές ανάγκες του αµφιβληστροειδούς, οδηγώντας ενδεχοµένως σε βλάβη 

της όρασης και τύφλωση λόγω της επαγόµενης νευροεκφύλισης. Συνεχώς 

αυξανόµενα δεδοµένα υποστηρίζουν την νευροπροστατευτική δράση ορισµένων 

στεροειδών που συντίθενται στο νευρικό σύστηµα και καλούνται νευροστεροειδή. 

Στόχος της παρούσας µελέτης αποτέλεσε η έλεγχος της ενδεχόµενης 

νευροπροστατευτικής δράσης των νευροπεπτιδίων Dehydroepiandrosterone 

(DHEA) και δύο νέων συνθετικών νευροστεροειδών, BNN50 (Tc50) και ΒΝΝ124 

(Tc124), χρησιµοποιώντας ένα µοντέλο χηµικής ισχαιµίας στον αµφιβληστροειδή 

αρουραίου. Για τη µελέτη της επαγωγής ισχαιµίας / νευροπροστασίας 

χρησιµοποιήθηκε ένα σύνολο ανοσοϊστοχηµικών δεικτών, χαρακτηριστικών για 

τους διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους του αµφιβληστροειδούς. Αναλυτικότερα: 

(1) ένα µονοκλωνικό αντίσωµα για τη choline acetyltransferase (ChAT, 1:100) ως 

δείκτης για χολινεργικά αµακρινικά κύτταρα, (2) ένα µονοκλωνικό αντίσωµα για 

την πρωτεϊνική κινάση C (PKC, 1:50) ως δείκτης για τα δίπολα κύτταρα, (3) ένα 

µονοκλωνικό αντίσωµα για τη microtubule-associated protein-1 (MAP1, 1:100) 

ως δείκτης για τα γαγγλιακά κύτταρα, (4) ένα πολυκλωνικό αντίσωµα για τη brain 

nitric oxide synthase (bNOS, 1:2,000) ως δείκτης για τα κύτταρα που εκφράζουν 

τη συνθάση του ΝΟ, (5) ένα µονοκλωνικό αντίσωµα για την πρωτεΐνη recoverin 

(1:50) ως δείκτης για τους φωτοϋποδοχείς, (6) ένα µονοκλωνικό αντίσωµα για 

την πρωτεΐνη calbindin (CaBP, 1:800) ως δείκτης για τα οριζόντια κύτταρα, (7) 

ένα µονοκλωνικό αντίσωµα για το thymocyte differentiation antigen 1 (Thy1, 

1:10). Επιπλέον, για την µελέτη του κυτταρικού θανάτου πραγµατοποιήθηκε 

TUNEL assay, καθώς και ανοσοϊστοχηµικές µελέτες διπλού φθορισµού για την 

ταυτοποίηση των αποπτωτικών / νεκρωτικών κυττάρων. Τέλος, επιχειρήθηκε η 

αποσαφήνιση του µηχανισµού προστατευτικής δράσης των νευροστεροειδών µε 

τη χρήση Western Blot Analysis. Η επαγωγή της χηµικής ισχαιµίας οδήγησε σε 

σηµαντική µείωση της ανοσοδραστικότητας των ChAT, bNOS και PKC, επίδραση η 

οποία σε µεγάλο βαθµό αναστρέφεται µε την χορήγηση των υπό µελέτη 

νευροστεροειδών. Το DHEA προστάτευσε τους ισχαιµικούς ιστούς  µε 

συγκεντρωσο-εξαρτώµενο τρόπο (συγκεντρώσεις 10-6 M, 10-8 M και 10-10 M). 

Παρόµοιες παρατηρήσεις έγιναν και για τα δύο συνθετικά νευροστεροειδή, όπου 

το ΒΝΝ50 επέφερε σηµαντική νευροπροστατευτική δράση ακόµα και σε 

χαµηλότερες συγκεντρώσεις (10-12 M), ενώ το ΒΝΝ124 εµφάνισε βέλτιστη δράση 

σε συγκέντρωση 10-8 M. Η νευροπροστατευτική δράση των νευροστεροειδών 

υποστηρίζεται περαιτέρω από τα δεδοµένα των TUNEL assays. Ο πρωταρχικός 

ρόλος των νευροστεροειδών ως νευροπροστατευτικοί παράγοντες, έχει δειχθεί και 

προηγούµενα προτείνοντας πιθανή εφαρµογή τους για την αντιµετώπιση 

νευροεκφυλιστικών παθολογιών. Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης 

αποδεικνύουν την προαναφερθείσα δράση των DHEA, BNN50 και ΒΝΝ124 και 

επιχειρούν µία πρώτη προσέγγιση προς την κατανόηση του µηχανισµού δράσης 

τους.
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Ischemia is the underlying cause of many ocular diseases that lead to blindness.

Many strategies have been employed to develop therapeutic agents for the successful
treatment of ischemia induced retinopathies and the prevention of visual loss.

Neurosteroids have recently been shown to have antiapoptotic properties and to be
neuroprotective due to their interaction with specific membrane DHEA-binding sites on the

NTR receptor p75 [Charalampopoulos et al. 2004] and TrkA receptor [Charalampopoulos
et al. 2006]. The aim of the present study was to investigate the putative neuroprotective

properties of the known steroid dehydroepiandrosterone (DHEA) and two novel spiro-
neurosteroids (BNN-50 and BNN-124) on chemically induced retinal ischemia [Mastrodimou

et al. 2005].

INTRODUCTION

MATERIALS & METHODS

Surgical removal and isolation
of rat eyecups, which include the
choroid, the retina and the sclera.

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 involving animals were in accordance with Greek national law (Animal
Act, P.D. 160/91).
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(2 x 30min)
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(0.1M)

Chemical Ischemia 

Mixture - CI
Iodoacetic Acid(5mM)

NaCN (25mM)

CI / 

NEUROSTE
ROIDS (NS)
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1x15min)

PBS 
(15min)

CI mix
(2 x 30min) 

PBS 
(2 x 30min, 1 

x 15min)

Chemical ischemia: Eyecups were immersed in
PBS buffer alone and incubated for 15 min.
Subsequently, eyecups were incubated with PBS
alone or with PBS containing iodoacetic acid
(IAA; 5 mM) and sodium cyanide (NaCN; 25
mM) (chemical ischemia solution) or with PBS
containing chemical ischemia solution and
neurosteroids (DHEA, Tc50, Tc124; 10-6, 10-8,
10-10, 10-12 M) for 2x30 min, followed by
incubation with PBS (control and ischemia
groups) or neurosteroids in PBS
(neuroprotection groups) for 2×30 min. Finally,
eyecups were washed with PBS for 15 min. All
incubations were performed at 37°C and 5%
CO2/95% air.

Immunohistochemical studies: Frozen eyecups were sectioned vertically at 10µm thickness using a
cryostat. Mouse monoclonal antibodies raised against choline acetyltransferase (ChAT, 1:100,
Biotrend, Cologne, Germany), protein kinase C (PKC, 1:50, Leinco Technologies, St. Louis, Mo., USA)
and NGFR p75 (1:400) were employed as markers for acetylcholine-containing amacrine cells, rod
bipolar cells and NGF receptor, respectively. Rabbit polyclonal antibodies raised against brain nitric
oxide synthase (bNOS, 1:2,000, Sigma) and trkA (1:300) were also employed to detect bNOS
expressing cells and TrkA receptor. 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 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 1 h with the
appropriate secondary antibody, Alexa Fluor488 goat anti-mouse IgG (H+L) (1:400, Molecular Probes,
Eugene, Ore., USA) for the monoclonal antibodies and Alexa Fluort546 goat anti-rabbit IgG (H+L)
(1:300) for the polyclonal antibodies. Finally, the sections were washed and cover-slipped with
mounting medium (Vector).
TUNEL staining: To determine apoptotic cell loss, enzymatic in situ labeling of apoptosis induced DNA
strand breaks was performed using the TUNEL assay (Roche, Germany).

RESULTS

ChAT immunoreactivity.

Effect of DHEA on chemical ischemia in rat retina1

2
PKC immunoreactivity.

Effect of the novel neurosteroid BNN50 on chemical ischemia in rat retina
4 ChAT immunoreactivity.

Effect of the novel neurosteroid BNN124 on chemical ischemia in rat retina
5

ChAT immunoreactivity.

Immunohistochemistry experiments were performed employing all the markers mentioned in the MATERIALS &
METHODS section. The two neurosteroids protected all cell types that were afflicted by chemical ischemia.

6 TUNEL staining used to 
assess ischemia-induced 

retinal cell death and 
protection by the 

neurosteroids

8
Immunodetection of the p75(NTR)

9
Immunodetection of  TrkA receptor

CONCLUSIONS
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Neuronal death induced by chemical ischemia is restricted in the two inner layers of the retina,

namely, the IPL and INL.
DHEA and the novel synthetic neurosteroids, BNN50 and BNN124, have neuroprotective

effects in the retinal model of chemical ischemia.
Neurosteroids exert their neuroprotective effects in a concentration – dependent manner.

p75(NTR) and TrkA receptor were not affected by chemical ischemia and may prove to be the
key players in neurosteroid protection.

The pharmacologic profile of these agents renders them promising therapeutic agents in
retinopathies, whose pathophysiology involves ischemic insults.

bNOS immunoreactivity.3

DHEA protects against chemical ischemia 
in a concentration - dependent manner.

BNN50 was very effective in protecting  cholinergic amacrine cells
in a concentration dependent manner. BNN50 was also neuroprotective 

at a concentration of 10-12M.

BNN124 offered neuroprotection to the retina against chemical ischemia in a 
concentration dependent mannner   

TUNEL analysis further depicted the neuroprotective actions of the neurosteroids.

p75(NTR) immunoreactivity is located in all retinal 
layers. TrkA receptor immunoreactivity is  located  
primarily in the ONL and OPL. In both cases the 

immunoreactivities were not affected by the 
chemical ischemia.
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Abbreviations:

GCL : Ganglion Cell Layer
IPL : Inner Plexiform Layer

INL : Inner Nuclear Layer
OPL : Outer Plexiform Layer
ONL : Outer Nuclear Layer

7
Toxicity test

Eyecups were incubated with the neurosteroids at the 
highest concentration used in the neuroprotection 

experiments, but without the chemical ischemia mixture. No 
differences were detected between this treatment and the 
control treatment indicating that the neurosteroids had no 

toxic effect.

ChAT immunoreactivity.
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