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1. Περίληψη 

Ο διαβήτης θεωρείται ως μία από τις ασθένειες που σχετίζονται με το μεταβολισμό,  

καθώς χαρακτηρίζεται από διαταραχές στο μεταβολισμό της γλυκόζης, με 

αποτέλεσμα την αυξημένη συγκέντρωσή της στο αίμα (υπεργλυκαιμία). Ο αριθμός 

των ατόμων που πλήττονται παγκοσμίως ξεπερνά τα 170 εκατομμύρια, αριθμός που 

αναμένεται να διπλασιαστεί μέσα στην επόμενη εικοσαετία.  Μια από τις πιο συχνά 

εμφανιζόμενες επιπλοκές του διαβήτη είναι η διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια, η 

οποία χαρακτηρίζεται από συνεχή απώλεια νευρώνων, και εκτεταμένη ανάπτυξη 

νέων αιμοφόρων αγγείων στην επιφάνεια του αμφιβληστροειδή. Τα αγγεία αυτά 

είναι πιθανό να αιμορραγήσουν, με αποτέλεσμα να οδηγήσουν σε αποκόλληση του 

αμφιβληστροειδή και τύφλωση.  

 Κύριος στόχος της παρούσας μελέτης ήταν να διερευνηθεί η νευροπροστατευτική 

δράση του  συνθετικού spiro-epoxy αναλόγου της δεϋδροεπιανδροστερόνης 

(DHEA), BNN27, σε ένα μοντέλο επαγόμενης από στρεπτοζοτοκίνη (STZ) διαβητικής 

αμφιβληστροειδοπάθειας σε αρουραίους μετά από ενδοφθάλμια χορήγησή του με 

τη μορφή σταγόνων. 

Η νευροπροστατευτική δράση των νευροστεροειδών σε νευροεκφυλιστικές 

παθήσεις του κεντρικού νευρικού συστήματος έχει μελετηθεί στο παρελθόν, ενώ 

για τον αμφιβληστροειδή συγκεκριμένα η δεϋδροεπιανδροστερόνη (DHEA) έχει 

δειχθεί να έχει νευροπροστατευτικό ρόλο σε μοντέλο διεγερσιρτοτοξικότητας 

(Kokona και συν, 2012), και στο μοντέλο διαβητικής αμφιβληστροειοπάθειας 

(Κουλάκης και συν., αδημοσίευτα δεδομένα). Λόγω όμως της αυξημένης 

πιθανότητας εμφάνισης ορμονοεξαρτώμενων νεοπλασιών από τη χρήση της DHEA, 

δημιουργήθηκε το ανάλογό της BNN27 που δεν παρουσιάζει τις συγκεκριμένες 

παρενέργειες. Πρόσφατες μελέτες στο εργαστήριο της Κ. Θερμού, υποστηρίζουν ότι 

το χορηγούμενο ενδοπεριτοναϊκά ανάλογο φαίνεται να προστατεύει τον ιστό από 

την νευροεκφύλιση στο μοντέλο διαβητικής αμφιβληστροειοπάθειας (Ιορδανίδου 

και συν., αδημοσίευτα αποτελέσματα). 

Για την επαγωγή του διαβήτη στους αρουραίους πραγματοποιήθηκε 

ενδοπεριτοναϊκή ένεση με στρεπτοζοτοκίνη (STZ, 70mg/kg), η οποία καταστρέφει τα 

β-κύτταρα του παγκρέατος που είναι υπεύθυνα για την έκκριση ινσουλίνης.  

Τέσσερεις εβδομάδες μετά χορηγήθηκε η ουσία BNN27 (10mg/kg) με τη μορφή 

σταγόνων (4,75 mM) εντός του οφθαλμού επί επτά συνεχόμενες ημέρες. Έπειτα, για 

τη μελέτη της νευροπροστατευτικής δράσης της ουσίας,  χρησιμοποιήθηκαν 

ανοσοϊστοχημικοί δείκτες κατάλληλοι για τους διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους 

που εντοπίζονται στον αμφιβληστροειδή. Για τη μελέτη των γαγγλιακών κυττάρων 

χρησιμοποιήθηκε μονοκλωνικό αντίσωμα ανεπτυγμένο σε μύες ενάντια στα 

νευροϊνίδια (NFL 1:500) για τη σήμανση των αξόνων των γαγγλιακών κυττάρων. 

Πολυκλωνικό αντίσωμα ενάντια στη συνθάση του νιτρικού οξειδίου (NO) 

ανεπτυγμένο σε λαγό, (bNOS 1:2000), χρησιμοποιήθηκε για τη σήμανση των 
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βραχύινων κυττάρων που εκφράζουν τη συνθάση του μονοξειδίου του αζώτου. Ένας 

ακόμη πολυκλωνικός δείκτης ανεπτυγμένος σε λαγό ενάντια στην υδροξυλάση 

τυροσύνης, χρησιμοποιήθηκε για τα ντοπαμινεργικά βραχύινα κύτταρα (TH 1:200), 

και τέλος, χρησιμοποιήθηκε μονοκλωνικό αντίσωμα ανεπτυγμένο σε μύες ενάντια 

στην ακετυλοτρανσφεράση χολίνης (ChAT 1:300),  ως δείκτης για τα χολινεργικά 

βραχύινα κύτταρα. Για τη μελέτη της απόπτωσης χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα της 

οικογένειας των κασπασών (Cleaved Caspase-3  1:500) ανεπτυγμένο σε λαγό. 

Στα διαβητικά ζώα η χορήγηση της στρεπτοζοτοκίνης οδήγησε σε μια μείωση 

περίπου 35-45% στον αριθμό των βραχύινων κυττάρων που εντοπίζονται στην έσω 

κοκκώδη στοιβάδα του αμφιβληστροειδή, ντοπαμινεργικά, χολινεργικά, και στα 

κύτταρα που εκφράζουν τη συνθάση του μονοξειδίου, σε σχέση με τα φυσιολογικά 

ζώα. Η ενδοφθάλμια χορήγηση του BNN27 έδειξε να αναστρέφει την απώλεια των 

νευρώνων αυτών σε ποσοστό 90% των επιπέδων του φυσιολογικού για τα κύτταρα 

που εκκρίνουν τη συνθάση του μονοξειδίου και τα ντοπαμινεργικά κύτταρα, ενώ για 

τα χολινεργικά κύτταρα η επανάκαμψη του ιστού αγγίζει το 60% των επιπέδων του 

φυσιολογικού. Σε αντίθεση με τα βραχύινα κύτταρα, οι άξονες των γαγγλιακών 

κυττάρων δεν φάνηκε να παρουσιάζουν σημαντικά ποσοστά νευροεκφύλισης, και 

κατ’ επέκταση  επαναφοράς στις τέσσερεις εβδομάδες του διαβήτη σε σχέση με τα 

υγιή ζώα. Όσο αφορά την απόπτωση, τα διαβητικά ζώα φάνηκε να εμφανίζουν 

αυξημένη  ένταση του σήματος της caspase-3 σε σχέση με τα υγιή ζώα, ενώ το σήμα 

φάνηκε να μειώνεται στα ζώα που έλαβαν το  BNN27. 

Τα δεδομένα της παρούσης μελέτης παρουσιάζουν μια νέα οδό χορήγησης της 

ουσίας αυτής (ενδοφθάλμιες σταγόνες) που φαίνεται να έχει ικανοποιητικά 

αποτελέσματα, και μπορεί να δώσει έναυσμα για μια νέα θεραπευτική προσέγγιση 

της διαβητικής αμφιβληστροειδοπάθειας.  
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2. Εισαγωγή 

Κατά τη διάρκεια των τελευταίων δεκαετιών ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει 

εκδηλωθεί για τη μελέτη της δομής και της λειτουργίας του νευρικού 

συστήματος. Αυτό προκύπτει λόγω της πολυπλοκότητας της δομής του, και της 

μεγάλης γκάμας των σηματοδοτικών μονοπατιών, και κατ’ επέκταση των 

λειτουργιών που εξαρτώνται από αυτό. Σπουδαίο τμήμα του νευρικού 

συστήματος αποτελεί ο αμφιβληστροειδής, καθώς είναι ο πρωταρχικός 

αποδέκτης της οπτικής πληροφορίας, που στην συνέχεια μεταβιβάζεται μέσω 

του οπτικού νεύρου στα ανώτερα κέντρα του εγκεφάλου για περαιτέρω 

επεξεργασία (Kandel et al., 2008). Γίνεται αντιληπτό λοιπόν ότι παθήσεις που 

σχετίζονται με τον οφθαλμό όπως οι αμφιβληστροειδοπάθειες χρήζουν 

συνεχούς μελέτης και ενδιαφέροντος. 

 

 

Εικόνα 1.1 Η οπτική οδός αρχίζει στον αμφιβληστροειδή και μέσω του οπτικού νεύρου μεταβιβάζεται στα 

ανώτερα κέντρα του εγκεφάλου για περαιτέρω επεξεργασία (V1) 

 

2.1 Ανατομία του οφθαλμού 

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

και να πραγματοποιεί τα αρχικά στάδια της επεξεργασίας των οπτικών 

ερεθισμάτων. Οι ακτίνες συγκεντρώνονται από τον κερατοειδή χιτώνα και τον 

κρυσταλλοειδή φακό, και περνούν από το άνοιγμα της κόρης για να εστιαστούν 

και να αποτυπωθούν ως εικόνα στον αμφιβληστροειδή. Στη συνέχεια η εικόνα 

αποκωδικοποιείται στον εγκέφαλο. 



 
 

6 
 

Το τοίχωμα του βολβού του οφθαλμού αποτελείται από τρεις στοιβάδες. Στην 

εξωτερική στοιβάδα υπάρχει ο ινώδης χιτώνας ο οποίος αποτελείται από τον 

κερατοειδή χιτώνα (cornea), που είναι σφαιρικός, διαυγής και διάφανος, και 

επιτρέπει το φως να περνά. Ακολουθεί ο σκληρός (sclera), ο οποίος είναι 

σκληρός, αδιαφανής και συμβάλλει στην προστασία των εσωτερικών στοιβάδων 

του οφθαλμού. Τέλος έχουμε τον επιπεφυκότα (conjuctiva) που σε συνδυασμό 

με τα βλέφαρα και τους δακρυϊκούς αδένες, συμβάλει στη διατήρηση της 

υγρασίας του οφθαλμού. Στο εσωτερικό τμήμα του σκληρού εντοπίζεται ο 

αγγειώδης χιτώνας ο οποίος περιλαμβάνει την ίριδα (iris), το ακτινωτό σώμα 

(ciliary body) και τον χοριοειδή χιτώνα 

(choroid). Η ίριδα αφήνει στη μέση ένα 

στρογγυλό άνοιγμα την κόρη (pupil), για 

να διέρχεται το φως. Η ίριδα έχει μύες 

προσανατολισμένους είτε κυκλικά είτε 

ακτινωτά, που προκαλούν συστολή 

(μύση) ή διαστολή (μυδρίαση) της κόρης, 

ανάλογα με τις συνθήκες φωτός που 

επικρατούν. Αυτό γίνεται αντανακλαστικά    

από το αυτόνομο νευρικό σύστημα. Το 

συμπαθητικό αυτόνομο νευρικό σύστημα 

προκαλεί μυδρίαση, και το 

παρασυμπαθητικό μύση. Όταν υπάρχει πολύ φως προκαλείται μύση, ενώ όταν 

επικρατεί σκοτάδι, οι κόρες διαστέλλονται για να περάσει περισσότερο φως. Το 

ακτινωτό σώμα παίζει σημαντικό ρόλο στην εστίαση του οφθαλμού, στην 

έκκριση του υδατοειδούς υγρού, και στη συντήρηση του συνδετικού ιστού που 

συγκρατεί το φακό (lens). Η χρησιμότητα του χοριοειδούς χιτώνα έγκειται στην 

ικανότητα του να τροφοδοτεί της εξωτερικές στοιβάδες του ιστού με  θρεπτικές 

ουσίες και οξυγόνο, λόγω της πλούσιας σύστασής του σε αιμοφόρα αγγεία. 

Προχωρώντας προς το εσωτερικό του οφθαλμού συναντάμε τη στοιβάδα του 

αμφιβληστροειδούς. Είναι ένας νευρικός χιτώνας τμήμα της εγκεφαλικής 

ουσίας, και αποτελείται από επιμέρους στοιβάδες. Η δέσμη φωτός που 

εισέρχεται διαθλάται από τον κρυσταλλοειδή φακό, και εστιάζεται στην ωχρά 

κηλίδα. Ο φακός μπορεί να αυξομειώνει το σχήμα του, μεταβάλλοντας 

ταυτόχρονα και τη διαθλαστική του δύναμη. Πίσω από το φακό, το οπίσθιο 

τμήμα της κοιλότητας του βολβού αποτελείται από το υαλοειδές σώμα (vitreous 

body), ένα ζελατινώδες, διαφανές υλικό, που έχει μεγάλη ελαστικότητα και 

αντίσταση. Το τμήμα αυτό ονομάζεται οπίσθιος θάλαμος. Μπροστά από το 

φακό υπάρχει ο πρόσθιος θάλαμος, μια κοιλότητα μεταξύ κόρης και φακού 

γεμάτη με υδατοειδές υγρό. Μέσω του αγωγού του Schlemm απομακρύνεται το 

υγρό από τον οφθαλμό. Το γεγονός αυτό είναι μεγίστης σημασίας καθώς 

δυσλειτουργία αυτής της διαδικασίας μπορεί να προκαλέσει παθολογικές 

 
Εικόνα 1.2 Σχηματική απεικόνιση τμημάτων του 
οφθαλμού 



 
 

7 
 

καταστάσεις όπως το γλαύκωμα, και να οδηγήσει σε τύφλωση (Greenstein et al., 

2000). 

 

2.2 Δομή του αμφιβληστροειδούς 

Ο αμφιβληστροειδής είναι ένας από τους τρεις χιτώνες του οπίσθιου ημιμορίου 

του οφθαλμού, και αποτελεί μέρος του κεντρικού νευρικού συστήματος. Κατά 

την εμβρυογένεση, σχηματίζεται απευθείας από το εξώδερμα ως μια 

εγκόλπωση του νευρικού σωλήνα από την οποία προκύπτουν αρχικά δύο οπτικά 

κυστίδια, και με αναδίπλωσή τους ο οφθαλμικός κάλυκας. Ο αμφιβληστροειδής 

προκύπτει από την εσωτερική στοιβάδα του οφθαλμικού κάλυκα, ενώ από τη 

εξωτερική στοιβάδα προκύπτει το μελάγχρουν επιθήλιο. Το οπτικό νεύρο 

προκύπτει από το σωλήνα που συνδέει τον εγκέφαλο με τον οπτικό κάλυκα.  

Ο αμφιβληστροειδής συνδέεται με τον χοριοειδή μέσω του οπτικού νεύρου και 

της πριονωτής περιφέρειας. Εντοπίζεται μπροστά από το μελάγχρουν επιθήλιο, 

τα κύτταρα του οποίου περιέχουν τη χρωστική μελανίνη, για την απορρόφηση 

του φωτός το οποίο δεν δεσμεύεται από τον αμφιβληστροειδή. Επιπλέον 

συμβάλλει στην ανακύκλωση των εξωτερικών τμημάτων των φωτοϋποδοχέων 

και της ροδοψίνης. Το μελάγχρουν επιθήλιο έρχεται σε άμεση επαφή με τους 

φωτοϋποδοχείς, μπροστά από τους οποίους βρίσκονται άλλες κατηγορίες 

κυττάρων. Η διάταξη αυτή έχει ως αποτέλεσμα το οπτικό ερέθισμα να πρέπει να 

διέλθει αρκετές στοιβάδες πριν φτάσει στους φωτοϋποδοχείς με κίνδυνο να 

χαθεί μέρος της έντασής του, γι αυτό το λόγο οι στοιβάδες του 

αμφιβληστροειδούς είναι διαφανείς και αμύελες (Kandel et al., 2008).   

 

       

                           Εικόνα 1.3 Σύνδεση φωτοϋποδοχέων-μελάγχρουν επιθηλίου 



 
 

8 
 

 

Χαρακτηριστικές περιοχές του αμφιβληστροειδούς είναι η ωχρά κηλίδα, γνώρισμα 

των πρωτευόντων θηλαστικών, το βοθρίο στην κεντρική πλευρά της ωχράς κηλίδας, 

και η θηλή του οπτικού νεύρου η οποία στερείται φωτοϋποδοχέων και σχηματίζει 

ένα τυφλό σημείο (Kandel et al., 2008). Το κεντρικό βοθρίο παρουσιάζει τη μέγιστη 

οπτική ευκρίνεια καθώς στερείται ραβδίων, και τα κυτταρικά σώματα των εγγύς 

νευρώνων έχουν μετατοπιστεί προς τα πλάγια στην περιοχή αυτή, με αποτέλεσμα 

οι φωτοϋποδοχείς της περιοχής να δέχονται την οπτική εικόνα με την ελάχιστη 

δυνατή παραμόρφωση. 

 

 

       

                                           Εικόνα 1. 4 Περιοχή κεντρικού βοθρίου 

 

Πέντε είναι οι κατηγορίες των νευρώνων του αμφιβληστροειδούς, και 

παρουσιάζουν πολύ οργανωμένη δομή. Οι κατηγορίες αυτές περιλαμβάνουν τους 

φωτοϋποδοχείς, τα οριζόντια κύτταρα, τα αμακρινικά ή βραχύινα κύτταρα, τα 

δίπολα, και τα γαγγλιακά. Τελευταία έχει προστεθεί και μια ακόμη κατηγορία, τα 

εγγενώς φωτοευαίσθητα γαγγλιακά κύτταρα (Kawasaki et al., 2007). 

Σε μια τομή αμφιβληστροειδούς ξεκινώντας από τον σκληρό και προχωρώντας προς 

το υαλώδες, συναντάμε με τη σειρά τη στοιβάδα των φωτοϋποδοχέων 

(photoreceptor layer), την εξωτερική αφοριστική μεμβράνη (external limiting layer) 

την έξω κοκκώδη στοιβάδα (outer nuclear layer), την έξω συναπτική ή δικτυωτή 
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στοιβάδα (outer plexiform layer), την έσω κοκκώδη στοιβάδα (inner nuclear layer), 

την έσω συναπτική ή δικτυωτή στοιβάδα (inner plexiform layer), ακολουθεί η 

στοιβάδα των γαγγλιακών κυττάρων (ganglion cell layer), η στοιβάδα των νευρικών 

ινών (nerve fiber layer) και τέλος η έσω αφοριστική μεμβράνη (internal limiting 

membrane).  

 

  

 

                    Εικόνα 1.5 Σχηματική απεικόνιση των στοιβάδων του αμφιβληστροειδή 

 

Στην στοιβάδα των φωτοϋποδοχέων περιλαμβάνονται τα εξωτερικά και εσωτερικά 

τους τμήματα, ενώ η έξω κοκκώδης στοιβάδα αποτελείται από τους πυρήνες των 

φωτοϋποδοχέων. Η έσω κοκκώδης στοιβάδα περιλαμβάνει τα οριζόντια, βραχύινα 

και δίπολα κύτταρα, ενώ τα γαγγλιακά κύτταρα εντοπίζονται στην γαγγλιακή 

στοιβάδα όπως και κάποια εκτοπισμένα βραχύινα κύτταρα. Η έξω συναπτική 

στοιβάδα αποτελείται από τις νευρικές απολήξεις των φωτοϋοδοχέων, οι οποίες 

συνδέονται με τις νευρικές απολήξεις των οριζόντιων, βραχύινων και δίπολων 

κυττάρων, ενώ η έσω συναπτική στοιβάδα περιλαμβάνει τις νευρικές απολήξεις των 
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προαναφερθέντων κυττάρων, καθώς και των γαγγλιακών και τις μεταξύ τους 

συνδέσεις. Η έσω αφοριστική στοιβάδα περιλαμβάνει τις απολήξεις των κυττάρων 

Műller, ενώ η έξω αφοριστική στοιβάδα περιλαμβάνει τις συνδέσεις των 

φωτοϋποδοχέων με τη νευρογλοία. Τέλος ,οι απολήξεις των γαγγλιακών κυττάρων 

σχηματίζουν το οπτικό νεύρο (Carter-Dawson et al., 1979 ;Kandel et al., 2008 

;Chalupa & Williams, 2008). 

 

        
                                  

                             Εικόνα 1.6 Διάταξη κυτταρικών τύπων του αμφιβληστροειδή 

 

2.3 Κυτταρικοί τύποι στον αμφιβλητροειδή 

Φωτοϋποδοχείς 

Δύο είναι οι κατηγορίες των φωτοϋποδεκτικών κυττάρων του αμφιβληστροειδή, τα 

ραβδία και τα κωνία, και είναι υπεύθυνα για τη μετατροπή του φωτός σε ηλεκτρικά 

σήματα. Και οι δυο κατηγορίες κυττάρων έχουν όμοιες λειτουργικές περιοχές. Το 

εξωτερικό τμήμα τους είναι μια περιοχή εξειδικευμένη στη φωτομετατροπή 

,περιέχει τις φωτοαπορροφητικές οπτικές χρωστικές, και βρίσκεται στην άπω 

επιφάνεια του αμφιβληστροειδούς. Το εσωτερικό τμήμα τους είναι μια περιοχή που 
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αποτελεί τον πυρήνα του κυττάρου, και περιέχει το 

μεγαλύτερο μέρος των βιοσυνθετικών οργανιδίων. 

Τέλος περιλαμβάνουν και μια συναπτική απόληξη για 

τη σύναψη με διάφορα κύτταρα-στόχους. Ως προς τη 

λειτουργία τους, τα ραβδιοφόρα κύτταρα είναι 

περισσότερο ευαίσθητα και διεκπεραιώνουν την 

όραση τη νύχτα, περιέχουν περισσότερη 

φωτοχρωστική και δεσμεύουν περισσότερο φως, σε 

αντίθεση με τα κωνιοφόρα που είναι λιγότερο 

ευαίσθητα και εξειδικεύονται στην όραση κατά την 

ημέρα. Τα ραβδιοφόρα κύτταρα περιέχουν ένα είδος 

χρωστικής γι’ αυτό η όραση μέσω αυτών είναι 

άχρωμα. Τα κωνιοφόρα χωρίζονται σε τρεις 

κατηγορίες που η καθεμία περιέχει διαφορετική χρωστική η οποία είναι ευαίσθητη 

σε ένα συγκεκριμένο τμήμα του ορατού φάσματος, γι’ αυτό  είναι υπεύθυνα για την 

έγχρωμα όραση.  

 

 Δίπολά κύτταρα 

Τα δίπολα κύτταρα εντοπίζονται ανάμεσα στα γαγγλιακά κύτταρα και τους 

φωτοϋποδοχείς, και είναι ένας τύπος ενδιάμεσων νευρώνων που συμμετέχουν στη 

μεταβίβαση του οπτικού σήματος. Είναι κύτταρα με δυο απολήξεις, η μια από τις 

οποίες συναπτέται είτε με τις απολήξεις των ραβδίων είτε των κωνίων, και η άλλη 

με τα γαγγλιακά κύτταρα. Τα κωνιοφόρα δίπολα κύτταρα  χωρίζονται στις 

κατηγορίες ON και OFF ανάλογα με την αντίδρασή τους στο γλουταμινικό. Όταν το 

φως φτάνει σε έναν φωτοϋποδοχέα, το κύτταρο του φωτοϋποδοχέα 

υπερπολώνεται και απελευθερώνει μικρότερη ποσότητα γλουταμινικού. 

Αποκρινόμενο σε αυτό το ερέθισμα, ένα ON δίπολο κύτταρο θα εκπολωθεί σε 

αντίθεση με ένα OFF δίπολο κύτταρο το οποίο θα υπερπολωθεί.  

 

 Οριζόντια κύτταρα 

 

Τα οριζόντια κύτταρα διεκπεραιώνουν τις πλευρικές συνάψεις με την έξω 

συναπτική στοιβάδα. Δυο τύποι οριζόντιων κυττάρων έχουν αναγνωρισθεί, τα Α-

τύπου που περιλαμβάνουν μεγάλα κύτταρα με ακτινωτούς δενδρίτες, και τα Β-

τύπου με μικρότερους δενδρίτες και ένα τεράστιο νευράξονα. Οι δενδρίτες και των 

δυο τύπων κυττάρων συνάπτονται με τα κωνία, ενώ ο νευράξονας των οριζόντιων Β-

τύπου συνάπτεται με τα ραβδία (Hubel D.H., 1995 ; Chalupa & Werner, 2003).  

 

 

                      Εικόνα 1.7  Δομή φωτοϋποδεχέων 
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Βραχύινα κύτταρα 

 

Τα βραχύινα κύτταρα εντοπίζονται στην έσω συναπτική στοιβάδα και είναι 

υπεύθυνα για το 70% της εισροής πληροφορίας στα γαγγλιακά κύτταρα. Έχουν 

αναγνωρισθεί πάνω από σαράντα διαφορετικές κατηγορίες βραχύινων κυττάρων 

(π.χ χοληνεργικά, ντοπαμινεργικά κ.α), οι περισσότερες από τις οποίες στερούνται 

νευραξόνων, αν και έχουν βρεθεί κατηγορίες που εμφανίζουν απολήξεις που 

μοιάζουν με νευράξονα. Χωρίζονται με βάση σε ποιο στρώμα εντοπίζονται οι 

δενδρίτες και οι τυχόν υπάρχοντες νευράξονες σε μονοστρωματικά, διστρωματικά, 

τριστρωματικά. Τα βραχύινα κύτταρα που διαπερνούν όλη την έσω συναπτική 

στοιβάδα ονομάζονται diffuse cells (Chalupa & Werner, 2003 ;Dijk F. & Kamphuis W, 

2004 ;Mojumber et al.,2008). 

 

Γαγγλιακά κύτταρα 

 

Τα γαγγλιακά κύτταρα είναι οι τελευταίες αποδέκτες της πληροφορίας που ξεκινάει 

από τους φωτοϋποδοχείς και διαδίδεται σε αυτά μέσω των οριζόντιων, δίπολων και 

αμακρινικών κυττάρων. Είναι μεγάλου μεγέθους κύτταρα με μεγάλης διαμέτρου 

νευράξονες ώστε να είναι σε θέση να μεταβιβάζουν το οπτικό ερέθισμα στον 

εγκέφαλο με τη μορφή δυναμικών ενεργείας. Οι νευράξονες των γαγγλιακών 

κυττάρων σχηματίζουν το οπτικό νεύρο,  μέσω του οποίου η πληροφορία 

μεταφέρεται στον έξω γονατώδη πυρήνα και από εκεί στον οπτικό φλοιό.  

 

 

 

2.4 Νευροδιαβίβαση στον αμφιβληστροειδή 

 

Μεγάλο πλήθος νευροδιαβιβαστών εντοπίζονται στον αμφιβληστροειδή όπως είναι 

το γλουταμινικό οξύ, το GABA, η ακετυλοχολίνη, η ντοπαμίνη, η σεροτονίνη, το 

μονοξείδιο του αζώτου και πολλοί άλλοι. Όταν διαταράσσεται η λειτουργία των 

νευροδιαβιβαστών είναι πιθανό να οδηγηθούμε σε διάφορες παθήσεις. Μια 

σημαντική διαταραχή είναι η διεγερσιτοξικότητα, η οποία προκύπτει από την 

υπερπαραγωγή γλουταμινικού, το οποίο γίνεται τοξικό για τους ιστούς.  

 

Γλουταμινικό 

 

Ο αμφιβληστροειδής συνθέτει και χρησιμοποιεί μια μεγάλη κατηγορία 

νευροδιαβιβαστών, ο κυριότερος διεγερτικός από τους οποίους είναι το 

γλουταμινικό οξύ (Glu) που προέρχεται από το γλουταμινικό που παράγουν τα 

κύτταρα Mϋller, και είναι υπεύθυνο για την κάθετη διαβίβαση της πληροφορίας 

μεταξύ των διάφορων κυτταρικών τύπων του αμφιβληστροειδή. Δρα προκαλώντας 
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εκπόλωση των ευαίσθητων στο γλουταμινικό οξύ κυττάρων (Olney, 1969), και 

εντοπίζεται στις συνάψεις του αμφιβληστροειδούς σε ποσοστό πάνω από 90% 

(Massay, 1990). Οι υποδοχείς του συνιστούν δυο μεγάλες κατηγορίες, τους 

ιοντοτρόπους και τους μεταβολοτρόπους. Οι ιοντοτρόποι ελέγχουν άμεσα τους 

διαύλους ιόντων, και είναι μεμβρανικές πρωτεΐνες που αποτελούνται από πολλές 

πεπτιδικές υπομονάδες. Μόλις προσδεθεί ο νευροδιαβιβαστής στον υποδοχέα, 

προκαλείται αλλαγή στη στερεοδιάταξη του που έχει ως αποτέλεσμα το άνοιγμά 

του. Οι ιοντοτρόποι χωρίζονται περεταίρω σε NMDA και σε AMPA. Οι 

μεταβολοτρόποι, είναι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες που αποτελούνται από μια 

πολυπεπτιδική αλυσίδα και συζευγνύονται με G πρωτεΐνες, ενεργοποιώντας 

δεύτερους αγγελιοφόρους όπως cAMP. 

 

GABA 

 

Το γ-αμινοβουτυρικό οξύ (GABA) είναι ο σημαντικότερος ανασταλτικός 

νευροδιαβιβαστής, και είναι υπεύθυνο για την οριζόντια διαβίβαση της 

πληροφορίας μεταξύ οριζόντιων και βραχύινων κυττάρων. To GABA συντίθενται 

ενζυμικά από γλουταμικό οξύ με την επίδραση της γλουταμικής αποκαρβοξυλάσης, 

και δρα μέσω των υποδοχέων GABAA  ο οποίος είναι ιοντοτρόπος υποδοχέας που 

ελέγχει ένα διαύλο CL- , και GABAB  ο οποίος είναι μεταβολοτρόπος και ενεργοποιεί 

ένα δίαυλο Κ+  μέσω ενός καταρράκτη δεύτερου αγγελιοφόρου. Επιπλέον μπορούν 

να μειώσουν την ενεργότητα της αδενυλικής κυκλάσης και να μειώσουν την 

αγωγιμότητα της μεμβράνης σε Ca2+ . Οι υποδοχείς GABAA   κατά τη σύνδεσή τους με 

το GABA μεταβάλουν τη διαπερατότητα της μετασυναπτικής μεμβράνης ως προς το 

CL-  με αποτέλεσμα την υπερπόλωση της μετασυναπτικής μεμβράνης λόγω της 

συσσώρευσης αρνητικών φορτίων και την παρεμπόδιση της μετάδοσης της 

νευρικής ώσης. Οι υποδοχείς αυτοί είναι μεγάλης σημασίας καθώς αποτελούν 

στόχους πολλών φαρμακευτικών ουσιών με δράση στο Κεντρικό Νευρικό Σύστημα 

(ΚΝΣ), δρώντας είτε ως αγωνιστές μιμούμενες τη δράση κάποιας ενδογενούς 

ουσίας, είτε ως ανταγωνιστές παρεμποδίζοντας τη δράση κάποιας ενδογενούς 

ουσίας.  

 

 

2.5 Διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια 

 

Ο διαβήτης είναι μια χρόνια νόσος που χαρακτηρίζεται από ανώμαλο μεταβολισμό 

του σακχάρου στο αίμα, των λιπών και των πρωτεϊνών. Η δυσλειτουργία στο 

μεταβολισμό του σακχάρου οδηγεί σε υπεργλυκαιμία (Gries, Eckel, Rosen, & Zeigler, 

2003), και τελικώς σε δυσλειτουργία οργάνων, αγγειοπάθεια και νευροπάθεια, 

μέσω ποικίλων διεργασιών όπως αύξησης των τελικών προϊόντων γλυκοζυλίωσης, 

αυξημένης παραγωγής διακυλογλυκερόλης, αύξησης τοπικής συγκέντρωσης 
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αυξητικών παραγόντων κλπ. Οι αλλοιώσεις αυτές προκαλούν ενδοθηλιακή και 

κυτταρική δυσλειτουργία. Χωρίζεται σε δυο μεγάλες κατηγορίες, τον διαβήτη τύπου 

1 όπου έχουμε καταστροφή των β-κυττάρων του παγκρέατος, υπεύθυνα για την 

παραγωγή της ινσουλίνης, με αποτέλεσμα είτε καθόλου είτε ελάχιστη έκκριση 

ινσουλίνης, και τον διαβήτη τύπου 2 ο οποίος χαρακτηρίζεται από ελαττωμένη 

σύνθεση ινσουλίνης, σε συνδυασμό με ελαττωμένη ευαισθησία των κυττάρων στη 

δράση της, και είναι ο συχνότερος τύπος διαβήτη σε ενήλικες. Ελπιδοφόρα 

μηνύματα για τη θεραπεία του διαβήτη έφερε η απομόνωση ινσουλίνης σκύλου 

από τους Banting και Best στο Τορόντο το 1921, με τη συμβολή του Macleod, για 

την οποία κέρδισαν και το Nobel. 

 

Η συχνότερη επιπλοκή του διαβήτη είναι η διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια. Με 

το γενικό όρο αμφιβληστροειδοπάθεια αναφερόμαστε σε μια μορφή μη 

φλεγμονώδους βλάβης του αμφιβληστροειδούς του οφθαλμού, που μπορεί να 

προκύψει κυρίως λόγω ελαττωματικής κυκλοφορίας του αίματος στον 

αμφιβληστροειδή, η οποία είναι υπεύθυνη για την παροχή οξυγόνου και θρεπτικών 

συστατικών στον ιστό. Η διαταραχή αυτή στην κυκλοφορία του αίματος προέρχεται 

συνήθως από φραγή ή ρήξη κάποιων αγγείων, και μπορεί να οδηγήσεις σε έλλειψη 

οξυγόνου (hypoxia) ή σε μείωση της ροής αίματος σε παρακείμενους ιστούς 

(ischemia). Η διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια είναι μια νευροεκφυλιστική νόσος 

(Park et al., 2003), μέσω του κύριου νευροδιαβιβαστή στον αμφιβληστροειδή, του 

γλουταμινικού οξέος (Osborne et al., 2004), που επηρεάζει τα αγγεία του 

αμφιβληστροειδούς και αποτελεί από τις σημαντικότερες αιτίες τύφλωσης στους 

ενήλικες στις βιομηχανοποιημένες χώρες. Υπολογίζεται δε ότι από τα 150.000.000 

κρούσματα το 2000, θα αυξηθεί στα 300.000.000 κρούσματα το 2025 (Zimmet et al., 

2001). Παράγοντες κινδύνου εμφάνισης της νόσου αποτελούν η διάρκεια του 

διαβήτη, η αδυναμία ρύθμισης των επιπέδων σακχάρου στο αίμα με αποτέλεσμα τα 

υψηλά επίπεδα γλυκόζης (Davis et al.,1998), η ηλικία, η αναιμία, η υπερλιπιδαιμία, 

η υπέρταση. Λιγότερης σημασίας παράγοντες κινδύνου είναι ο δείκτης μάζας 

σώματος, η φυσική δραστηριότητα και η αντίσταση στην ινσουλίνη (D. a Antonetti, 

Klein, & Gardner, 2012). 

 

Η διαβητική αμφιβληδστροειδοπάθεια περιλαμβάνει δυο στάδια, τη μη 

παραγωγική ή μη πολλαπλασιαστική (non proliferative) (Cheung et al., 2010), η 

οποία χαρακτηρίζεται από μικροανευρίσματα και αιμορραγίες. Στην περίπτωση 

αυτή αν δεν υπάρχει βλάβη στην ωχρά κηλίδα η όραση δεν επηρεάζεται. Έχουμε και 

την παραγωγική ή πολλαπλασιαστική μορφή της νόσου (proliferative) (Cheung et 

al., 2010), όπου παρατηρείται νεοαγγείωση, ανάπτυξη δηλαδή νέων αιμοφόρων 

αγγείων στην επιφάνεια του ιστού ή του οπτικού δίσκου, αιμορραγίες στον 

αμφιβληστροειδή, και παραγωγή ελεύθερων ριζών οξυγόνου ROS, με αποτέλεσμα 

το θάνατο των κυττάρων του ιστού (Kurtenbach, Mayser, Jägle, Fritsche, & Zrenner, 
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2006). Η κατάσταση αυτή είναι συνήθως αποτέλεσμα εκτεταμένης ισχαιμικής 

κατάστασης. Τα νέα αγγεία που δημιουργούνται μπορούν να αιμορραγούν, και η 

αιμορραγία να επεκταθεί στο υαλώδες σώμα, με αποτέλεσμα τον σχηματισμό 

ινώδους συνδετικού ιστού και αποκόλληση του αμφιβληστροειδούς. Άλλο ένα 

σημαντικό αίτιο τύφλωσης των ασθενών με διαβήτη είναι το οίδημα της ωχρής 

κηλίδας όπου παρατηρείται αυξημένη διαπερατότητα των αγγείων (Cuilla et al., 

2003, Porta & Allione, 2004, Pemps & Schmetterer, 2008, Aiello, 2008).  Για την 

κατάσταση αυτή ενοχοποιείται ο παράγοντας VEGF (Vascular Endothilial Growth 

Factor), ο οποίος επιφέρει σε μοριακό επίπεδο αυτή την αγγειακή βλάβη. Ακόμη 

μπορεί να έχουμε νεοαγγειακό γλαύκωμα, δηλαδή εκτεταμένη απόφραξη των 

αγγείων του αμφιβληστροειδούς προκαλεί την ανάπτυξη νεοαγγείων στην 

επιφάνεια της ίριδας (έγχρωμο τμήμα του ματιού), τα οποία αποκλείουν τη 

παροχέτευση του υγρού προς το εξωτερικό του ματιού.  Η επακόλουθη αύξηση της 

πίεσης εντός του ματιού καλείται νεοαγγειακό γλαύκωμα, και αποτελεί μια σοβαρή 

πάθηση του ματιού και ιδιαίτερα του οπτικού νεύρου. 

 

Πρόσφατες μελέτες υποστηρίζουν ότι κατά τη διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια 

παρατηρείται αύξηση των επιπέδων των κυτταροκινών και άλλων φλεγμονωδών 

παραγόντων, με αποτέλεσμα τη φλεγμονή και την εισροή λευκοκυττάρων (Adamis 

& Berman 2008). Η κατάσταση αυτή επιδεινώνει την νεοαγγείωση και τις 

γενικότερες βλάβες που παρατηρούνται στον ιστό κατά τη διαβητική 

αμφιβληστροειδοπάθεια (Miyamoto et al., 1999, Barouch et al., 2000). Καίριο ρόλο 

στη φλεγμονή του αμφιβληστροειδούς κατά τη διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια 

παίζει η λευκόσταση, η συνάθροιση δηλαδή μεγάλου αριθμού λευκοκυττάρων, με 

αποτέλεσμα ανεπαρκή συγκέντρωση οξυγόνου στο αρτηριακό αίμα και 

αιμορραγίες, κατάσταση που οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο (Joussen et al., 2001). 

 

 

 

2.6  Θεραπευτικές προσεγγίσεις 

 

Η διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια αποτελεί την κυριότερη αιτία τύφλωσης στα 

άτομα κάτω των 60 ετών. Σ’ αυτή τη νόσο προσβάλλονται τα αγγεία του βυθού του 

οφθαλμού λόγω του αυξημένου σακχάρου στο αίμα και παρουσιάζονται 

αιμορραγίες και διαρροή υγρού από τα αγγεία του βυθού. Το αποτέλεσμα είναι η 

πτώση της όρασης όταν οι βλάβες αφορούν την κεντρική περιοχή του βυθού (την 

περιοχή της ωχράς κηλίδας). Σε μερικούς διαβητικούς με σοβαρή νόσο, όπως 

φαίνεται και στις εικόνες παρακάτω (Εικόνα 1.8 και Εικόνα 1.9), εμφανίζονται 

παθολογικά αγγεία (νεοαγγεία) μέσα στο μάτι, που μπορούν να αιμορραγήσουν και 

να μειώσουν την όραση απότομα και σε μεγάλο βαθμό, χωρίς πάντα να είναι 

δυνατή η θεραπεία. Τέλος, σε μερικές περιπτώσεις τα φυσιολογικά αγγεία του 
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οφθαλμού καταστρέφονται, με αποτέλεσμα τη διακοπή της κυκλοφορίας του 

αίματος στην κεντρική περιοχή του βυθού και τη μόνιμη πτώση της όρασης. Το 

γεγονός που δυσκολεύει ακόμη περισσότερο την κατάσταση είναι η απουσία 

συμπτωμάτων στα αρχικά στάδια της νόσου. 

 

 

                               
     Εικόνα 1.8 Εικόνα ματιού υγιούς ατόμου                                       Εικόνα 1.9 Εικόμα ματιού διαβητικού ατόμου       

 

Η καλύτερη μέθοδος αντιμετώπισης της πάθησης είναι η πρόληψη της εμφάνισής 

της.  Πολυκεντρικές μελέτες έχουν δείξει πως αυστηρή ρύθμιση της γλυκόζης 

μειώνει τον μακροχρόνιο κίνδυνο απώλειας όρασης από διαβητική 

αμφιβληστροειδοπάθεια.  Ταυτόχρονα, η φαρμακευτική αντιμετώπιση υπέρτασης ή 

υπερλιπιδαιμίας συντελεί στη διατήρηση της όρασης των ασθενών με ΣΔ. 

 

Εφαρμογές laser:  Προτείνεται συχνά για την αντιμετώπιση ασθενών με οίδημα 

της ωχράς κηλίδας, παραγωγική αμφιβληστροειδοπάθεια και νεοαγγειακό 

γλαύκωμα.  Για το οίδημα της ωχράς κηλίδας το laser εστιάζεται στη κεντρική 

περιοχή του αμφιβληστροειδούς για να περιορίσει τη διαρροή υγρού.  

Πρωταρχικός στόχος της θεραπείας είναι η σταθεροποίηση της όρασης.  Σπανίως 

ασθενείς με θολή όραση λόγω οιδήματος επανακτούν απολύτως φυσιολογική 

όραση, κάποιοι όμως επιτυγχάνουν μια σχετική βελτίωση.  Για το παραγωγικό 

στάδιο της αμφιβληστροειδοπάθειας το laser εστιάζεται στην περιφέρεια του 

αμφιβληστροειδούς μακριά από την ωχρά κηλίδα.  Η εφαρμογή αυτή προκαλεί 

υποστροφή των νεοαγγείων και συχνά προλαμβάνει την μελλοντική τους 

ανάπτυξη.  Συχνά το laser επαναλαμβάνεται με σκοπό τη πρόληψη αιμορραγιών 

και ανάπτυξης ελκτικών φαινομένων.  Δεν θεραπεύει τη διαβητική 

αμφιβληστροειδοπάθεια, παρά προλαμβάνει σε μεγάλο βαθμό κάποιες από τις 

παραγωγικές επιπλοκές της νόσου. 

Υαλοειδεκτομή (Βιτρεκτομή):  Σε προχωρημένα στάδια διαβητικής 

αμφιβληστροειδοπάθειας συχνά προτείνεται βιτρεκτομή.  Κατά τη διάρκεια αυτής 

της μικροχειρουργικής επέμβασης το αιμοβριθές υαλοειδές αφαιρείται και 

αντικαθίσταται από ένα διαυγές διάλυμα.  Η βιτρεκτομή συχνά προλαμβάνει 

μελλοντικές αιμορραγίες καθώς αφαιρούνται ή καυτηριάζονται τα παθολογικά 

νεοαγγεία.  Σε περιπτώσεις κατά τις οποίες συνυπάρχει αποκόλληση του 
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αμφιβληστροειδούς η βιτρεκτομή εφαρμόζεται το νωρίτερο δυνατό, έτσι ώστε να 

αποκατασταθεί η ανατομία του βυθού ταχύτατα και να επιτευχθεί το καλύτερο 

δυνατό λειτουργικό αποτέλεσμα. 

Φαρμακευτική θεραπεία:  Τα τελευταία χρόνια έχουν εφαρμοστεί με σχετική 

επιτυχία ενδοβόλβιες ενέσεις κορτιζόνης (τριαμσινολόνη) για την αντιμετώπιση 

του διαβητικού οιδήματος της ωχράς κηλίδας.  Αυτές συχνά συνδυάζονται με 

εφαρμογή laser προκειμένου να επιτευχθεί ένα παρατεταμένο θεραπευτικό 

αποτέλεσμα.  Επίσης  εφαρμόζονται ενδοβόλβιες ενέσεις παραγόντων κατά του 

VEGF – μιας πρωτεΐνης που μεσολαβεί στην εμφάνιση της διαρροής και την 

ανάπτυξη των νεοαγγείων.  Ο ακριβής ρόλος που θα έχουν οι παράγοντες αυτοί 

για την αντιμετώπιση της αμφιβληστροειδοπάθειας αποτελεί  αντικείμενο 

μελετών που βρίσκονται σε εξέλιξη.  Φαίνεται πως η συνδυασμένη θεραπευτική 

παρέμβαση (laser, αντι-VEGF φαρμακοθεραπεία, υαλοειδεκτομή) όταν 

εφαρμόζεται σε εξατομικευμένη βάση, ανάλογα δηλαδή με το ειδικό πρόβλημα 

του κάθε ασθενούς, έχει και τα καλύτερα αποτελέσματα. 

Αντικείμενο συνεχούς έρευνας αποτελούν ουσίες που μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για να αντιμετωπίσουν την δυσλειτουργία και απώλεια  που 

παρατηρείται σε όλους τους τύπους νευρώνων του αμφιβληστροειδή κατά τη 

διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια (Hancock & Kraft, 2004; Q. Li, Zemel, Miller, & 

Perlman, 2002; Phipps, Yee, Fletcher, & Vingrys, 2006; Shirao & Kawasaki, 1998, 

Aizu, Oyanagi, Hu, & Nakagawa, 2002; Asnaghi, Gerhardinger, Hoehn, Adeboje, & 

Lorenzi, 2003; A J Barber et al., 1998; Hammes, Federoff, & Brownlee, 1995; Erich 

Lieth, Gardner, et al., 2000; Martin, Roon, Van Ells, Ganapathy, & Smith, 2004; Park 

et al., 2003; Sima, Zhang, Cherian, & Chakrabarti, 1992; Zeng, Ng, & Ling, 2000). 

Μέχρι στιγμής δεν υπάρχουν πολλές τέτοιες ουσίες, ενώ ο μηχανισμός δράσης των 

υπαρχόντων δεν είναι πλήρως κατανοητός για την ώρα. Η σημαντικότερη ουσία 

που μελετάται για την ώρα σε ζωικά μοντέλα είναι ο NGF (Nerve Growth Factor), o 

οποίος έχει παρουσιάσει ενδιαφέρουσα ικανότητα προστασίας των νευρώνων 

από την απόπτωση που παρατηρείται κατά τη διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια, 

χορηγούμενος και σε σταγόνες  (Colafrancesco, Coassin, Rossi, & Aloe, 2011). Ένα 

ακόμη νευροπεπτίδιο με αντιαποπτωτικές δράσεις στα γαγγλιακά και 

ντοπαμινεργικά αμακρινικά κύτταρα είναι η PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase 

Protein) (Szabadfi et al., 2012). 
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2.7 Νευροστεροειδή  

Τα νευροστεροειδή και η βιοσύνθεσή τους 

Πρώτος ο Hans Selye το 1941 πραγματοποίησε έρευνα στο πεδίο των 

νευροστεροειδών όταν διαπίστωσε ότι η προγεστερόνη, η δεϋδροεπιανδροστερόνη 

(DHEA) και πολλοί μεταβολίτες τους εμφανίζουν υπνωτική και αναισθητική δράση. 

Το 1987 οι Baulieu & Robel σε πειράματα με επίμυες όπου αφαιρούσαν τα 

επινεφρίδια, τα κύρια όργανα παραγωγής και έκκρισης στεροειδών ορμονών, 

παρατήρησαν ότι οι συγκέντρωση των παραπάνω στεροειδών ήταν μεγαλύτερη 

στον εγκέφαλο απ’ ότι στο αίμα των επίμυων (Corpëchot et al., 1981, 1983). Αυτό 

τους οδήγησε στο συμπέρασμα ότι αυτά τα στεροειδή συντίθενται στον εγκέφαλο. 

Τα νευροστεροειδή διακρίνονται στα νευροδραστικά και στα νευροαδρανή. Τα 

πρώτα είναι εκείνα που εκδηλώνουν τη δράση τους στους νευρικούς ιστούς 

ανεξάρτητα από το αν βιοσυντίθενται στον εγκέφαλο ή σε ενδικρινικούς ιστούς. Τα 

νευροαδρανή στεροειδή είναι εκείνα τα οποία βιοσυντίθενται στον εγκέφαλο αλλά 

δεν εμφανίζουν δράση στους νευρικούς ιστούς. Όλες αυτές οι ουσίες δρουν στο 

νευρικό σύστημα επιτελώντας αυτοκρινή ή παρακρινή ρύθμιση, μπορούν να 

ελέγχουν τη γονιδιακή έκφραση μέσω της πρόσδεσης σε πυρηνικούς υποδοχείς ή 

να επηρεάζουν τη νευροδιαβίβαση μέσω δράσης σε μεμβρανικά κανάλια ιόντων ή 

άλλους υποδοχείς νευροδιαβιβαστών (Majewska, 1992, Monnet et al., 1995, 

Bergeron et al., 1996, Sousa & Ticku, 1997, Beaujean et al., 2002, Widstrom & Dillon, 

2004, Wwbb et al., 2006, Maurice et al., 2006, Perez-Neri et al., 2008).  

 

 Ως προς τη βιοσύνθεσή   τους τα νευροστεροειδή προέρχονται από τη χοληστερόλη 

η οποία συντίθεται στα επινεφρίδια. Διαπερνούν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και 

δραστηριοποιούνται στο Κεντρικό Νευρικό Σύστημα. Το πρώτο βήμα για τη 

σύνθεσή τους είναι η μεταφορά της χοληστερόλης από την έξω στην έσω πλευρά 

της μιτοχονδριακής μεμβράνης. Ακολουθεί η αποικοδόμηση της πλευρικής 

αλυσίδας της με αποτέλεσμα το σχηματισμό της προγνενολόνης και της 

διϋδροεπιανδροστερόνης. Για τη μετατροπή της χοληστερόλης σε προγνενολόνη 

(PROG) είναι απαραίτητη η δράση του κυτόχρώματος P450scc, το οποίο εντοπίζεται 

στα μιτοχόνδρια των κυττάρων των αδένων που εκκρίνουν ορμόνες αλλά και στα 

κύτταρα γλοίας, αλλά και στη λευκή ουσία του εγκεφάλου. Εκτός από τη 

χοληστερόλη, κάθε νευροστεροειδές απαιτεί και ένα μοναδικό συνδυασμό άλλων 

μορίων και ενζύμων για τη μοναδικότητα της σύνθεσής του στο κάθε κύτταρο όπου 

παράγεται (Vander, Sherman, &  Luciano, 2001). 
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Νευροστεροειδή και νευροπροστασία 

Αρκετά είναι τα δεδομένα που υποστηρίζουν τις νευροπροστατευτικές δράσεις των 

νευροστεροειδών όπως η προγεστερόνη η DHEA και τα DHEAS. Έχει παρατηρηθεί 

ότι τέτοιες ουσίες είναι ικανές να προστατεύουν διάφορους κυτταρικούς τύπους 

από την απόπτωση που προκύπτει λόγω διεγερσιτοξικότητας, ισχαιμίας, 

οξειδωτικού στρες κλπ. Ακόμη συμβάλλουν στις διεργασίες αποκατάστασης 

τραυματισμένων ιστών, στη διαδικασία της γήρανσης, περιορίζουν την ανοσολογική 

φλεγμονή και έχουν αντιοξειδωτικές ιδιότητες. Παίζουν σημαντικό ρόλο επίσης 

στην ενίσχυση της μνήμης, και πειράματα σε επίμυες έχουν δείξει ότι 

παρεμποδίζουν τη δράση φαρμάκων που προκαλούν αμνησία.  

Στον αμφιβληστροειδή συγκεκριμένα, έχουν βρεθεί αρκετοί υποδοχείς στεροειδών 

ορμονών που εμπλέκονται σε πολλές παθολογικές καταστάσεις του ιστού και στον 

έλεγχο της οπτικής λειτουργίας (Guarneni et al., 1994). Τα κυριότερα 

νευροδιαβιβαστικά μόρια που χρησιμοποιεί ο αμφιβληστροειδής είναι το 

γλουταμινικό οξύ για τη μεταγωγή του σήματος, ντοπαμίνη, ακετυλοχολίνη, για 

περαιτέρω διαβίβαση και ενίσχυσή του, και γλυκίνη και GABA για καταστολή. Τα 

πρώτα δεδομένα που έκαναν λόγο για εμπλοκή στεροειδών μορίων στον ιστό αυτό 

αφορούσαν τη δεκτικότητα των κυττάρων του αμφιβληστροειδούς προς τη φθορά 

από το φως ως αποτέλεσμα της σεξουαλικής ωρίμανσης (O'Steen et al., 1974). 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, τα νευροστεροειδή χρησιμοποιούν ως αρχική 

ένωση τη χοληστερόλη η οποία στη περίπτωση του αμφιβληστροειδούς συντίθενται 

στο νευρικό σύστημα και μεταφέρεται στις μεμβράνες των ραβδίων των 

φωτοϋποδοχέων, όπου είναι απαραίτητη για την ανανέωση κατά τη διάρκεια της 

Εικόνα 1.10  Μονοπάτι βιοσύνθεσης νευροστεροειδών 
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ζωής. Στη διαδικασία ανανέωσης εμπλέκεται και το μελάγχρουν επιθήλιο, όπου η 

χοληστερόλη παρέχεται μέσω ενός υποδοχέα με τη βοήθεια της απολιπορωτείνης Ε. 

Η χοληστερόλη μετατρέπεται σε προγνενολόνη μέσω GABAA υποδοχέων στα 

γαγγλιακά κύτταρα και στην έσω κοκκώδη στοιβάδα των βραχύινων κυττάρων όπου 

βρίσκουμε και το κυτόχρωμα P450scc, απαραίτητο για τη σύνθεση της 

χοληστερόλης. Υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός γαγγλιακών και βραχύινων κυττάρων, 

με πιθανό αποτέλεσμα ο μεγάλος αριθμός διαφορετικών κυτταρικών τύπων που 

εκφράζουν το κυτόχρωμα P450scc, να αντιπροσωπεύουν διαφορετικούς 

ρυθμιστικούς μηχανισμούς (Guarneri et al., 2003).  Στη διαδικασία σύνθεσης της 

προγνενολόνης συμμετέχει και το cAMP και υποδοχείς περιφερικού τύπου 

βενζοδιαζεπίνης, για την προώθηση της χοληστερόλης στα μιτοχόνδρια όπου 

λαμβάνει χώρα η σύνθεση (Yanagibashi et al., , Guarneri και συν., 1992).  

 

 

DHEA 

Η DHEA και ο θειικός εστέρας της DHEA-S είναι λιπόφιλα στεροειδή που 

βιοσυντίθενται στους νευρώνες και τη γλοία, και παρουσιάζουν τη μεγαλύτερη 

συγκέντρωση στην περιφερική κυκλοφορία κατά τα στάδια της ανάπτυξης και 

εφηβείας. Κατά κύριο λόγο εκκρίνεται από τα επινεφρίδια και σε μικρότερο 

ποσοστό από τον εγκέφαλο. Έχει βρεθεί ότι η ποσότητά της ελαττώνεται με την 

αύξηση της ηλικίας του ατόμου και σχεδόν μηδενίζεται στο γήρας, γι’ αυτό και έχει 

χαρακτηριστεί και ως ορμόνη της νιότης, και έχει συσχετιστεί με νευροεκφυλιστικές 

ασθένειες όπως το Alzheimer (Charalampopoulos, Remboutsika, Margioris, & 

Gravanis, 2008; Kroboth, Salek, Pittenger, Fabian, & Frye, 1999). Το ένζυμο που 

καταλύει τη μετατροπή της DHEA σε DHEA-S είναι η υδροξυστεροειδής 

σουλφονοτρανσφεράση, βρίσκεται στον εγκέφαλο και μπορεί εύκολα να διαπερνά 

τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό (Aldred & Waring, 1999). Η αντίστροφη πορεία 

καταλύεται από μια σουλφατάση, επομένως τα δύο αυτά μόρια έχουν την 

ικανότητα να αλληλομετατρέπονται και είναι στενά συνυφασμένα μεταξύ τους.  

Τα νευροστεροειδή αυτά παρουσιάζουν ευεργετικές ιδιότητες όπως βελτίωση της 

όρεξης, πρόληψη καρκίνου, βελτίωση εμφάνισης του δέρματος, και σε χώρες όπως 

οι ΗΠΑ δίνονται χωρίς ιατρική συνταγή ως συμπληρώματα διατροφής, γεγονός 

επικίνδυνο για την υγεία των καταναλωτών λόγω του μεταβολισμού της DHEA σε 

ανδρογόνα και οιστρογόνα με αποτέλεσμα την εμφάνιση ορμονο-εξαρτώμενων 

νεοπλασιών, ιδιαίτερα σε άτομα με γενετική προδιάθεση. Οι νευροπροστατευτικές 

της δράσεις είναι ένα άλλο πεδίο ενδιαφέροντος καθώς έχει παρατηρηθεί ότι 

προστατεύουν τον εγκέφαλο από ισχαιμία και εγκεφαλικά επεισόδια, από το 

οξειδωτικό στρες, και την απομυελίνωση (Charalampopoulos et al., 2008b). Ακόμη 

εμφανίζει νευροτροφική δράση όπως ο NGF λόγω του ότι εμφανίζει υψηλή 

συγγένεια για τον υποδοχέα TrkA και τον p75 NTR, και μπορεί να αντισταθμίσει και 
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τη δράση του μετά από αφαίρεσή του σε συμπαθητικούς και παρασυμπαθητικούς 

νευρώνες (Lazaridis et al., 2011). Στον αμφιβληστροειδή βρέθηκε ότι η DHEA δρα 

μέσω του υποδοχέα του NGF, μετά από πειράματα με χρήση αναστολέων του TrkA 

(Kokona, Charalampopoulos, Pediaditakis, Gravanis, & Thermos, 2012). 

Ο μηχανισμός της αντι-αποπτωτικής δράσης των DHEA-S δεν είναι πλήρως 

αποκρυπτογραφημένος για την ώρα παρ’ όλα αυτά έχει προταθεί ένας υποθετικός 

μηχανισμός, σύμφωνα με τον οποίο η αντι-αποπτωτική δράση της DHEA εντόπιζεται 

στη θέση 3-ΟΗ (Charalampopoulos et al., 2005, 2005), και δρα μέσω ελέγχου της 

έκφρασης των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών  Bcl-2 τόσο σε μεταφραστικό όσο και 

σε μετα-μεταφραστικό επίπεδο. Το μόριο αυτό δεσμεύεται σε πρωτείνες G και 

μέσω ενεργοποίησης κινασών και άλλων μεταγραφικών παραγόντων όπως ο CREB, 

διεγείρει την έκφραση των αντι-αποπτωτικών αυτών πρωτεϊνών. Τα 

γλυκοκορτικοειδή και τα ανδρογόνα δρουν ως ενδογενείς ανταγωνιστές της δράσης 

της DHEA μέσω συναγωνισμού για τις μεμβρανικές θέσεις δέσμευσης σχετιζόμενες 

με G πρωτείνες.  

Όπως φαίνεται η DHEA είναι ένα πολλά υποσχόμενο μόριο για τη θεραπεία πολλών 

νευροεκφυλιστικών και όχι μόνο παθήσεων, παρ’ όλα αυτά όπως αναφέρθηκε και 

νωρίτερα η χρήση του για μεγάλο χρονικό διάστημα είναι πιθανό να επιφέρει 

παθολογικές καταστάσεις όπως νεοπλασίες λόγω της ικανότητας μεταβολισμού της 

σε ανδρογόνα και οιστρογόνα. Γι’ αυτό ήταν αναγκαίο να δημιουργηθούν μόρια 

ανάλογα της DHEA, με τις ίδιες ευεργετικές δράσεις, αλλά χωρίς τις ανεπιθύμητες 

παρενέργειες. Το εργαστήριο της Θεοδώρας Καλογεροπούλου εργάστηκε πάνω στη 

σύνθεση τέτοιων αναλόγων τα οποία παρουσιάζουν τροποποιήσεις στον C-17 της 

αλυσίδας της DHEA όπως φαίνεται και στην Εικόνα 1.9, ώστε να μην είναι δυνατός ο 

μεταβολισμός της σε ανδρογόνα και οιστρογόνα. Το ανάλογο BNN27 είναι ικανό να 

προστατεύσει κύτταρα της νευρικής ακρολοφίας με καταστολή της έκφρασης των 

αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2, σε συνθήκες τροφικής υστέρησης 

(Calogeropoulou et al., 2009). 

 

 

                                      Εικόνα 1.11 Σύνθεση του αναλόγου 27 από DHEA 
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2.8  STZ-Model για την πρόκληση διαβήτη 

Το επικρατέστερο σήμερα μοντέλο για την πρόκληση διαβήτη είναι η χορήγηση 

στρεπτοζοτοκίνης (STZ). Η ουσία αυτή ανήκει στις νιτροζουρίες και παράγεται από 

το μικροοργανισμό Streptomycetes 

achromogenes που βρέθηκε πρώτη φορά 

σε δείγμα εδάφους της περιοχής Blue 

Rapids του Kansas (Agarwal, 1980, Wiley, 

1981). Διαλύεται εύκολα σε νερό ή 

φυσιολογικό ορό, ενώ είναι αδιάλυτη σε 

μη πολικούς οργανικούς διαλύτες. Η 

στρεπτοζοτοκίνη δρα αναστέλλοντας τη 

σύνθεση του DNA μέσω του μονοξειδίου 

του αζώτου (NO) το οποίο απελευθερώνεται κατά το μεταβολισμό της 

στρεπτοζοτοκίνης μέσα στα κύτταρα (Kröncke, Fehsel, Sommer, Rodriguez, & Kolb-

Bachofen, 1995), καθώς και το ένζυμο επιδιόρθωσης του DNA 

guanin‐O6‐methyltransferase. Επηρεάζει το μεταβολισμό των πυριμιδινών, 

ελαττώνει το ενδοκυττάριο NAD και NADH, και αναστέλλει τα ένζυμα μου 

εμπλέκονται στη γλυκονεογένεση (Broder et.al., 1973, Haskell, 1980, Fischer, 1982). 

Μεταβολίζεται εκτενώς και έχει μικρό χρόνο ημιζωής. Είναι ικανή να διαπερνά τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό και απεκκρίνεται στα ούρα.  

Η στρεπτοζοτοκίνη χορηγείται με ένεση είτε ενδοφλέβια είτε ενδοπεροτοναϊκά, και 

είναι ικανή να προκαλέσει ινσουλινο-εξαρτώμενο, αλλά και ινσουλινο-ανεξάρτητο 

διαβήτη, μέσω καταστροφής των β-κυττάρων του παγκρέατος, μεταβάλλοντας έτσι 

τα επίπεδα γλυκόζης στο αίμα. Η ουσία αυτή απορροφάται καλά από το 

γαστρεντερικό σωλήνα ποντικών και αρουραίων, γι’ αυτό χρησιμοποιείται ευρέως 

για την πρόκληση διαβήτη σε ποντικούς και αρουραίους στο εργαστήριο (Rakieten 

et al., 1963).  

Όσον αφορά το μηχανισμό της διαβητογένεσης, πιστεύεται ότι η σακχαρική μονάδα 

είναι υπεύθυνη για την κυτταροτοξικότητα του μορίου. Η ενδοκυττάρια είσοδος της 

στρεπτοζοτοκίνης, οδηγεί μέσα σε μια ώρα σε υπερτροφία της συσκευής Golgi των 

β-κυττάρων του παγκρέατος, που σύντομα ακολουθείται από πύκνωση του 

κυττάρου (Agarwal, 1980). Επίσης παρατηρείται πρήξιμο των μιτοχονδρίων με 

αποτέλεσμα την παραγωγή ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) (Takasu, Komiya, Asawa, 

Nagasawa, & Yamada, 1991), και αποκοκκίωση των β-κυττάρων (Brosky & 

Logothetopoulos, 1969, Bergevin et al., 1979). Περίπου 4-5 ώρες μετά τη χορήγηση 

της στρεπτοζοτοκίνης είναι ορατές οι μορφολογικές αλλοιώσεις της κυτταρόλυσης. 

Στον ίδιο χρόνο παρατηρείται μια αρχική αύξηση του επιπέδου γλυκόζης στο αίμα, 

που την ακολουθεί υπογλυκαιμία 6-12 ώρες μετά τη χορήγηση. Τελικά 24 ώρες 

μετά τη χορήγηση έχουμε μόνιμη υπεργλυκαιμία (Agarwal, 1980). Όλες αυτές οι 
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διακυμάνσεις των επιπέδων γλυκόζης και οι αλλαγές στη μορφολογία των κυττάρων 

είναι αποτέλεσμα της μη φυσιολογικής λειτουργίας των β-κυττάρων του 

παγκρέατος (West, Simon, & Morrison, 1996). 
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3. Σκοπός 

Ο διαβήτης, ιδιαίτερα στις μέρες μας είναι μια συχνά εμφανιζόμενη νόσος που 

αφορά όλες τις ηλικίες. Μια από τις συνέπειες της είναι και η διαβητική 

αμφιβληστροειδοπάθεια, η προσβολή δηλαδή του αμφιβληστροειδούς χιτώνα του 

ματιού μέσω συνεχούς απώλειας νευρώνων, και αλλοίωσης των αιμοφόρων 

αγγείων του, λόγω του υψηλού σακχάρου στο αίμα. Η νόσος αυτή είναι 

προοδευτική, και εάν δεν υπάρχει άμεση ιατρική παρέμβαση μπορεί να οδηγήσει 

και σε τύφλωση. Κρίνεται λοιπόν επιτακτική η ανάγκη για περαιτέρω μελέτη και 

εύρεση ουσιών που να στοχεύουν τόσο στην προστασία και αναγέννηση των 

νευρώνων, όσο και στην αντιμετώπιση της νεοαγγείωσης.  

Από εργαστηριακές μελέτες που έχουν προηγηθεί τα νευτοστεροειδή φαίνεται να 

παρουσιάζουν αρκετά υψηλό επίπεδο νευροπροστασίας, με αποτέλεσμα να 

επικεντρώνονται αρκετές μελέτες στη δράση τους ενάντια σε νευροεκφυλιστικές 

νόσους. Συγκεκριμένα στο εργαστήριο μας, έχει μελετηθεί ο ρόλος της στεροειδούς 

ορμόνης DHEA σε μοντέλο διαβητικής αμφιβληστροειδοπάθειας σε αρουραίους 

(Koulakis et al., unpublished data), με αρκετά καλά αποτελέσματα ως προς το 

επίπεδο νευροπροστασίας. Μειονέκτημα της DHEA είναι ο μεταβολισμός της σε 

οιστρογόνα και ανδρογόνα με αποτέλεσμα την αυξημένη πιθανότητα εμφάνισης 

ορμονοεξαρτώμενων νεοπλασιών. Γι’ αυτό το λόγο σκοπός της εργασίας είναι η 

μελέτη του συνθετικού αναλόγου της DHEA, BNN27 το οποίο δεν υφίσταται το 

μεταβολισμό σε ανδρογόνα και οιστρογόνα, οπότε θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί 

για την αντιμετώπιση της νευροεκφύλισης κατά την εξέλιξη της νόσου. Επιπλέον, 

ενώ μέχρι τώρα οι μελέτες πραγματοποιούνταν χορηγώντας την ουσία 

ενδοπεριτοναϊκά, στην παρούσα μελέτη δοκιμάστηκε η ενδοοφθάλμια χορήγησή 

της με τη μορφή σταγόνων εντός του οφθαλμού, γεγονός πολύ σημαντικό για 

μελλοντικές νέες θεραπευτικές προσεγγίσεις τις διαβητικής 

αμφιβληστροειδοπάθειας, καθώς θα είναι πιο εύχρηστο για  τους ασθενείς. 
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4. Υλικά και Μέθοδοι 

 

4.1  Πειραματόζωα 

 

Για  την διεξαγωγή των πειραμάτων της 

παρούσης εργασίας χρησιμοποιήθηκαν ενήλικοι 

θηλυκοί αρουραίοι Sprague-Dauley, το βάρος 

των οποίων ήταν μεταξύ 190-220 gr. Τα ζώα ήταν 

τοποθετημένα σε κλωβούς το καθένα μόνο του, 

σε δωμάτιο με σταθερή θερμοκρασία 22±2 °C, 

με φωτοπερίοδο 12 ωρών, και ελεύθερη 

πρόσβαση σε τροφή και νερό. Τα κλουβιά 

πλένονταν και αλλάζονταν ανά δύο μέρες, και τα ζώα θανατώνονταν με 

παρατεταμένη εισπνοή διαιθυλαιθέρα. Όλα τα πειράματα διεξήχθησαν σύμφωνα 

με τις ελληνικές διατάξεις (Animal Act., P.D. 160/91) και τις διατάξεις της εταιρείας 

ARVO (Association for Research in Vision and Ophthalmology) για τη χρήση 

πειραματοζώων στην έρευνα της φαρμακολογίας. 

 

4.2  Πρόκληση διαβήτη 

Πριν την πρόκληση διαβήτη τα ζώα τοποθετούνταν σε νηστεία για 12 ώρες, έχοντας 

μόνο πρόσβαση σε νερό. Η πρόκληση διαβήτη επιτυγχάνονταν με ενδοπεριτοναϊκή 

ένεση στρεπτοζοτοκίνης (STZ), με συγκέντρωση 70 mg/kg σε 500μl citrate buffer, 

αφού πρώτα είχαν μετρηθεί τα επίπεδα γλυκόζης στο αίμα των ζώων με μηχανάκι 

μέτρησης γλυκόζης διαβητικών, κάνοντας μικρή τομή στην ουρά ώστε να πάρουμε 

μια σταγόνα αίμα . Η ουσία αυτή έχει την ικανότητα να καταστρέφει τα κύτταρα του 

παγκρέατος που είναι υπεύθυνα για την παραγωγή ινσουλίνης. Η στρεπτοζοτικίνη 

είναι φωτοευαίσθητη, και γι’ αυτό η ζύγισή της πραγματοποιούνταν υπό χαμηλό 

φωτισμό. Λίγο πριν τη χορήγησή της 

διαλύονταν στο buffer το οποίο μπορούσε να 

φτιαχτεί το πολύ μια μέρα πριν. Τα ζώα ήταν 

χωρισμένα σε 2 group, τα control και τα 

διαβητικά. Τα ζώα που χρησιμοποιούνταν ως 

control, λάμβαναν μονάχα 500 μl από το 

buffer, ενώ αυτά που επρόκειτο να γίνουν 

διαβητικά, λάμβαναν το buffer με 

στρεπτοζοτοκίνη. Η εμφάνιση των συμπτωμάτων του διαβήτη όπως η πολυουρία, η 

πολυφαγία και η πολυδιψία, αρχίζουν να παρατηρούνται στα διαβητικά ζώα 

Εικόνα 4.1 Sprague-Dauley αρουραίος 

Εικόνα 4.2 Ενδοπεριτοναική ένεση σε 
αρουραίο 
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περίπου μια εβδομάδα μετά τη χορήγηση της στρεπτοζοτοκίνης. Τα ζώα ζυγίζονταν 

μια φορά την εβδομάδα ώστε να ανιχνεύονται οι αλλαγές στο βάρος τους σε 

σύγκριση με τα control ζώα, ενώ παρατηρούνταν και η αυξημένη κατανάλωση 

νερού από τα διαβητικά με ογκομετρημένα μπουκάλια των 500 ml. Έπειτα από 4 

εβδομάδες από τη χορήγηση της στρεπτοζοτοκίνης μετρούνταν ξανά τα επίπεδα της 

γλυκόζης στο αίμα των ζώων ώστε να επιβεβαιωθεί η ύπαρξη διαβήτη, και έπειτα 

άρχιζε η χορήγηση του νευροστεροειδούς. Κατά την πέμπτη εβδομάδα μετρούνταν 

για ακόμη μια φορά τα επίπεδα της γλυκόζης, και τα ζώα θανατώνονταν. Καθ’ όλη 

τη διάρκεια των πειραμάτων διαβητικοί θεωρούνταν οι αρουραίοι των οποίων τα 

επίπεδα της γλυκόζης στο αίμα ήταν >300 mg/dl, ενώ στα υγιή ζώα η γλυκόζη 

κυμαίνονταν περίπου από 60-120  mg/dl. 

 

4.3  Χορήγηση BNN27 

Η χορήγηση του νευροστεροειδούς, για τον έλεγχο της νευροπροτατευτικής του 

δράσης, ξεκινούσε κατά την έναρξη της πέμπτης εβδομάδας, και αφού όπως 

αναφέρθηκε είχαν μετρηθεί τα επίπεδα γλυκόζης για να επιβεβαιωθεί ο διαβήτης. 

To BNN27 (10mg/kg), διαλύονταν συνολικά σε 80μl DMSO (Dimethyl Sulfoxide), και 

χορηγούνταν στα πειραματόζωα με τη μορφή σταγόνων εντός του οφθαλμού (4 

σταγόνες×20μl DMSO+BNN27, σε κάθε μάτι), επί επτά συνεχόμενες ημέρες. Η 

ομάδα των διαβητικών έλαβε στο δεξί μάτι DMSO+BNN27, και στο αριστερό μονάχα 

DMSO, ενώ η ομάδα των ζώων που χρησιμοποιούνταν ως control, έλαβε μονάχα 

DMSO και στα δύο μάτια, για να μεταχειρίζονται τα όλα τα ζώα κάτω από τις ίδιες 

συνθήκες και να υπάρχουν τα ίδια επίπεδα stress. Ωστόσο πραγματοποιήθηκαν και 

κάποια πειράματα χορηγώντας το BNN27 με ενδοπεριτοναϊκή ένεση, και στην 

περίπτωση αυτή διαλύονταν σε νερό και αιθανόλη (10mg/kg σε 20μl EtOH+180μl 

water for injection). 

 

4.4 Απομόνωση και επεξεργασία αμφιβληστροειδούς 

Μετά την πάροδο της επταήμερης χορήγησης του νευροστεροειδούς, τα ζώα 

θανατώνονταν με παρατεταμένη εισπνοή διαιθυλαιθέρα, και ξεκινούσε η 

διαδικασία απομόνωσης και καθαρισμού του οφθαλμού. Με τη χρήση 

μικροχειρουργικού ψαλιδιού ανοίγονταν μικρές τομές στο δέρμα ώστε να 

διευκολυνθούν οι χειρισμοί, αφαιρούνταν ο οφθαλμός με προσοχή ώστε να 

πάρουμε το οπτικό νεύρο, και τοποθετούνταν σε ρυθμιστικό διάλυμα χλωριούχου 

νατρίου PBS (Phosphate Buffer saline) 0,1 Μ. Στην συνέχεια κόβονταν οι μύες 

περιμετρικά, και αφού γίνονταν μικρή οπή στην κορυφή του κερατοειδή, οι 

οφθαλμοί εμβαπτίζονταν για 1 ώρα σε 4% παραφορμαλδεΰδη (PFA). Μετά το πέρας 
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της 1 ώρας, γίνονταν μικρή τομή ανάμεσα στον σκληρό και τον κερατοειδή. Ο 

κερατοειδής κόβονταν περιμετρικά και αφαιρούνταν, και στη συνέχεια 

απομακρύνονταν ο φακός και το υαλώδες πολύ προσεκτικά ώστε να μην 

αποκολληθεί ο αμφιβληστροειδής. Τα eyecups, δηλαδή το κομμάτι του σκληρού 

που περιέχει τον ιστό, επωάζονταν ξανά σε 4% PFA στους 4°C  για 3-4 ώρες για να 

μονιμοποιηθεί ο ιστός, και έπειτα  αφήνονταν overnight σε διάλυμα 30% σουκρόζης 

στους 4°C  για κρυπροστασία. 

 

4.5 Πάγωμα και κόψιμο ιστού 

 

 

Για το πάγωμα των ιστών, μετά την overnight 

επώαση στη σουκρόζη, και αφού τα eyecups 

έχουν καταβυθιστεί, καλύπτονται με O.C.T 

compound, και εμβαπτίζονται σε ισοπεντάνιο 

στους -45°C για ένα λεπτό σε ξηρό πάγο, και 

φυλάσσονται στους -80°C μέχρι το κόψιμό τους σε 

κρυοτόμο στους -25°C. . Για τον κόψιμο του ιστού 

σε τομές των 10nm, ο κρυοτόμος αφήνεται  

μερικά λεπτά για να κατέβει η θερμοκρασία τους 

στους -25°C. Έπειτα ο ιστός χτίζεται με O.C.T 

compound και τοποθετείται κάθετα ως προς την 

τράπεζα του κρυοτόμου. Σε κάθε αντικειμενοφόρο πλάκα τοποθετούνται συνολικά 

9 τομές, και μετά το πέρας της διαδικασίας φυλάσσονται στους -20°C μέχρι να 

χρησιμοποιηθούν στις ανοσοϊστοχημικές μελέτες. 

 

4.6  Ζελατινοποίσηση αντικειμενοφόρων πλακών 

Οι αντικειμενοφόρες πλάκες πριν το κόψιμο των τομών, πρέπει να 

ζετατινοποιηθούν για να είναι κατάλληλες για χρήση. Για το λόγο αυτό πλένονται με 

σαπούνι, και αφού ξεπλυθούν με απιονισμένο νερό αφήνονται να στεγνώσουν 

στους +57°C. Έπειτα προετοιμάζεται το διάλυμα ζελατίνης το οποίο αποτελείται από 

ζελατίνη (G-9382, ~ 300 Bloom) και Chrom Alum (AlCrO3) διαλυμένα σε απιονισμένο 

νερό υπό συνεχή ανάδευση στους +62°C. Οι πλάκες εμβαπτίζονται 2 φορές στο 

διάλυμα προσεκτικά ώστε να μην δημιουργηθούν φυσαλίδες, και αφήνονται να 

στεγνώσουν overnight στους +37°C.  

 

Εικόνα 4.3 Κρυοτόμος που χρησιμοποιείται 
για την παραγωγή  κρυοτομών 
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Εικόνα 4.4  Απεικόνιση των διαδικασιών που περιγράφηκαν. (Α) Θανάτωση του ζώου με εισπνοή 

διαιθυλαιθέρα.(Β) Άνοιγμα τομών επί του δέρματος εκατέρωθεν του οφθαλμού ώστε να διευκολυνθούν οι 

χειρισμοί. (Γ)Αφαίρεση των μυών που συγκρατούν τον οφθαλμό. (Δ) Τομή του οπτικού νεύρου. (Ε) Τομή 

ανάμεσα στον σκληρό και τον κερατοειδή. (ΣΤ) Μεταφορά των eyecups σε διάλυμα PBS. (Ζ,Η) Λήψη 

κρυοτομών μετά από μονιμοποίηση, κρυοπροστασία και ψύξη του ιστού. Οι εικόνες Α έως και Ε έχουν 

ληφθεί από τον Παναγιώτη Γιαννόγκωνα. 
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4.7  Ανοσοϊστοχημικές μελέτες και Μικροσκοπία 

Για την ανίχνευση της νευροεκφύλισης και της πιθανής νευροπροστασίας του 

BNN27, μετά την παρασκευή των κρυοτομών, πραγματοποιήθηκαν 

ανοσοϊστοχημικές μελέτες με διάφορους δείκτες κατάλληλους για τους κυτταρικούς 

τύπους που απαντώνται στον αμφιβληστροειδή. Πιο συγκεκριμένα, για τη σήμανση 

των αξόνων των γαγγλιακών κυττάρων χρησιμοποιήθηκε μονοκλωνικό αντίσωμα 

ανεπτυγμένο σε μύες ενάντια των νευροϊνιδίων (NFL 1:500). Πολυκλωνικό 

αντίσωμα ενάντια στη συνθάση του νιτρικού οξειδίου (NO) ανεπτυγμένο σε λαγό, 

(bNOS 1:2000), χρησιμοποιήθηκε για τη σήμανση των βραχύινων κυττάρων που 

εκκρίνουν τη συνθάση του μονοξειδίου του αζώτου. Ένας ακόμη πολυκλωνικός 

δείκτης ανεπτυγμένος σε λαγό ενάντια στην υδροξυλάση τυροσύνης, 

χρησιμοποιήθηκε για τα ντοπαμινεργικά βραχύινα κύτταρα (TH 1:200), 

μονοκλωνικό αντίσωμα ανεπτυγμένο σε μύες ενάντια στην ακετυλοτρανσφεράση 

χολίνης (ChAT 1:300),  χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης για τα χολινεργικά βραχύινα 

κύτταρα. Τέλος για τον έλεγχο της απόπτωσης χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα 

ανεπτυγμένο σε λαγό για την κασπάση-3 ( Cleaved Caspase-3  1:500). 

Αναλυτικότερα για την διαδικασία της ανοσοϊστοχημείας, τα πλακάκια αφού 

αφεθούν σε θερμοκρασία δωματίου για λίγα λεπτά ώστε να ξεπαγώσουν από τους  

-20°C, υφίστανται αρχικά δύο δεκάλεπτες πλύσεις με ρυθμιστικό διάλυμα TBS (Tris 

Buffer Saline). Στη συνέχεια οι τομές επωάζονται για μισή ώρα με διάλυμα 3,3% 

NGS (Normal Goat Serum) σε TBS, ώστε να παρεμποδιστεί η μη ειδική πρόσδεση 

του αντισώματος που πρόκειται να βάλουμε. Ακολουθούν τρία πεντάλεπτα 

ξεπλύματα με TBS, και τοποθετείται το πρώτο αντίσωμα σε αραίωση συγκεκριμένη 

για τον κάθε τύπο αντισώματος που χρησιμοποιούμε. Το διάλυμα του πρώτου 

αντισώματος περιλαμβάνει  TBS με 0,5% NGS και 0,3% Triton X-100, και οι τομές 

επωάζονται overnight σε θερμοκρασία δωματίου. Την επόμενη μέρα γίνονται ξανά 

τρία πεντάλεπτα ξεπλύματα με TBS, και ακολουθεί επώαση με το δευτερογενές 

αντίσωμα για 1,5-2 ώρες. Το δευτερογενές αντίσωμα είναι Alexa Fluor488 goat anti-

mouse IgG (H+L) (1:400, Molecular Probes, Eugene, USA) για τα αντισώματα ChAT 

και NFL ή Alexa Fluor546 goat anti-rabbit IgG (H+L) (1:400, Molecular Probes, 

Eugene, USA) για τα αντισώματα bNOS και TH και Cleaved Caspase-3. Έπειτα οι 

τομές ξεπλένονται για τελευταία φορά τρεις φορές για πέντε λεπτά με TBS, και τα 

πλακάκια καλύπτονται με fluorescent mounting medium και καλυπτρίδες. Αφού 

αφήνονται να ακολουθεί παρατήρηση στο μικροσκόπιο. Η λήψη εικόνων από το 

μικροσκόπιο φθορισμού έγινε με κάμερα (Axioskop with Plan-Neofluar ×40/0.75; 

Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) και z-axis ανάλυση του 1.1 μm διαμέσου των 

ανοσοσημασμένων κυττάρων. Οι προσαρμογές φωτεινότητας και αντίθεσης στις 

εικόνες, όπως και οποιαδήποτε ανάγκη περιστροφής ή αποκοπής αυτών έγιναν με 

τη χρήση εμπορικού λογισμικού (Adobe Photoshop ver. 7.0; Adobe Systems, San 

Jose, CA). 
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4.8  Ποσοτικοποίηση και Στατιστική ανάλυση 

Για την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων, σε κάθε αντικειμενοφόρο πλάκα 

μετρήθηκε ο συνολικός αριθμό των ανοσοδραστικών νευρώνων σε κάθε τομή, για 

τα αντισώματα ChAT, MAP1, bNOS και TH. Στα αποτελέσματα έχουν συμπεριληφθεί 

μονάχα τα πλακάκια στα οποία ο αριθμός των τομών που έχουν μετρηθεί είναι ≥3 

από τις συνολικά εννέα τομές που τοποθετούνταν σε κάθε πλακάκι. Οι τομές 

εξετάστηκαν σε  x40/0.75 φακό (Axioskop with Plan-Neofluar ×40/0.75; Carl Zeiss, 

Oberkochen, Germany). Για την ποσοτικοποίηση της NFL ανοσοδραστικότητας 

χρησιμοποιήθηκε φακός x40/0.75. Η περιοχή που λαμβάνονταν υπόψην ήταν  από 

η στιβάδα των αξόνων των γαγγλιακών κυττάρων και οι μετρήσεις έγιναν μέσω του 

προγράμματος ImageJ 1.44p. Τα Mean Gray Value και Integrated Density των 

περιοχών αυτών υπολογίστηκαν για κάθε μία εικόνα από όλα τα group. Το Mean 

Gray Value αντιπροσωπεύει το σύνολο των gray values όλων των pixels της 

επιλεγμένης περιοχής, διαιρούμενο με τον αριθμό των pixels. To Integrated Density, 

αντιπροσωπεύει το σύνολο των τιμών των pixels στην επιλεγμένη περιοχή. Αυτό 

ισούται με το γινόμενο των Area και Mean Gray Value. Τα δεδομένα αναλύθηκαν με 

τη χρήση του GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc, San Diego, CA, USA). 

Χρησιμοποιήθηκε το one-way ANOVA με ανάλυση Newman-Keuls posthoc για 

σύγκριση τριών ομάδων ζώων, και το one-way ANOVA με το Dunnett’s Multiple τεστ 

σύγκρισης για δύο ομάδες. Σε όλες τις μελέτες ποσοτικοποίησης ο αριθμός των 

κυττάρων στις ομάδες των διαβητικών ζώων εκφράζεται ως προς το ποσοστό του 

αριθμού των κυττάρων στο control group (100%). 

 

4.9  Παρασκευή διαλυμάτων 

 

 Citrate Buffer pH 4,7: 20ml citric acid (0,1M, MR 210,1) + 30ml sodium citrate 

(0,1M, MR 294,1) → water for injection σε τελικό όγκο 100ml + φιλτράρισμα 

 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. 

 PBS 50mM: 25ml PB 0,2M + o,9 gr NaCl σε τελικό όγκο 100ml. 

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

Προσθήκη πυκνού HCl με ταυτόχρονη ανάδευση και πεχαμέτρηση σε τελικό 

pH=7,4. 

 PFA 4%: (40ml ddH2O + 4gr PFA → ανάδευση στους 550C) + 4 σταγόνες 

NaOH 4% +ddH2O σε τελικό όγκο 50ml. Προσθήκη επιπλέον 50ml PB 0,2M 

και φιλτράρισμα. 
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 Διάλυμα ζελατίνης: [5gr ζελατίνη (G-9382, ~ 300 Bloom) + 500ml ddH2O → 

ανάδευση στους 62 0C] + 0,5gr Chrom Alum (AlCrO3) → ανάδευση + 

προσθήκη ddH2O σε τελικό όγκο 1L. 

 Διάλυμα σουκρόζης: 3gr σουκρόζης + 10ml PB 0,1M 
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5. Αποτελέσματα  

Πριν τη θανάτωση των ζώων και την ανοσοϊστοχημική επιβεβαίωση της διαβητικής 

αμφιβληστροειδοπάθειας, καθ’ όλη τη διάρκεια αναμονής των αποτελεσμάτων τα 

ζώα παρατηρούνταν για την ανίχνευση των βασικών συμπτωμάτων του διαβήτη, 

όπως είναι τα υψηλά επίπεδα γλυκόζης στο αίμα, η πολυδιψία, η πολυφαγία, η 

πολυουρία και η απώλεια βάρους. 

Μέτρηση των επιπέδων γλυκόζης σε υγιή ζώα και ζώα που είχαν δεχτεί ένεση με 

στρεπτοζοτοκίνη, έδειξε ότι τα δεύτερα εμφάνιζαν πολύ υψηλά επίπεδα γλυκόζης 

(>600 mg/dl) σε σχέση με τα υγιή (<130 mg/dl), καθώς ήταν ανίκανα να παράγουν 

ινσουλίνη λόγω της καταστροφής των β-κυττάρων του παγκρέατός τους από την 

στρεπτοζοτοκίνη. Η χορήγηση του BNN27 δεν φάνηκε να μεταβάλλει τα επίπεδα της 

γλυκόζης αφού και μετά το πέρας της χορήγησής του κατά την έκτη εβδομάδα, 

όπως φαίνεται και στο παρακάτω διάγραμμα (Figure 1.), τα επίπεδά της συνέχιζαν 

να διατηρούνται σε πολύ υψηλά επίπεδα. 
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Fig.1)  Μεταβολή των επιπέδων γλυκόζης σε υγιείς αρουραίους, και αρουραίους 

μετά από ένεση στρεπτοζοτοκίνης. Παρατηρούμε ότι τα επίπεδα γλυκόζης στους 

διαβητικούς αρουραίους είναι πολύ υψηλότερα, ενώ η χορήγηση του αναλόγου 

δεν φαίνεται να τα επηρεάζει. 
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Για την επιβεβαίωση της απώλειας βάρους όλα τα ζώα ζυγίζονταν την ίδια μέρα μια 

φορά την εβδομάδα καθ’ όλη τη διάρκεια των πειραμάτων. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι παρά το γεγονός ότι τα διαβητικά ζώα είχαν αυξημένη όρεξη σε σχέση 

με τα υγιή, έτειναν να διατηρούν είτε να χάνουν βάρος, ενώ τα control εμφάνιζαν 

συνεχή άνοδο στο βάρος τους. Μετά τη χορήγηση του αναλόγου η απώλεια βάρους 

δεν φάνηκε να επηρεάστηκε. (Figure 2.) 

 

W
ee

k 
1

W
ee

k 
2

W
ee

k 
3

W
ee

k 
4

W
ee

k 
5

W
ee

k 
6

160

180

200

220

240

260
Control

Diabetic

W
e
ig

h
t

(g
r
)

 

 

 

 

 

 

Η αυξημένη δίψα των διαβητικών ζώων επιβεβαιώθηκε μέσω της ποσότητας νερού 

που κατανάλωναν τα ζώα. Παρατηρήθηκε ότι τα control ζώα κατανάλωναν 

ποσότητα νερού ίση με 500ml σε διάστημα περίπου μιας εβδομάδας, ενώ τα 

διαβητικά κατανάλωναν την ίδια ποσότητα σε διάστημα δύο ημερών καθ’ όλη τη 

διάρκεια διεξαγωγής των πειραμάτων. Τέλος η πολυουρία ανιχνεύτηκε μέσω της 

αυξημένης ανάγκης αλλαγής στο πριονίδι των διαβητικών ζώων ανά δύο ημέρες, σε 

αντίθεση με τα control που εμφάνιζαν ανάγκη για αλλαγή μια φορά την εβδομάδα. 

Fig.2) Μεταβολές του βάρους στις ομάδες των ζώων. Όπως φαίνεται στο διάγραμμα 

τα control τείνουν να αυξάνουν συνεχώς το βάρος τους με την πάροδο των 

εβδομάδων, σε αντίθεση με τα διαβητικά που τείνουν να χάνουν βάρος, και να το 

διατηρούν σε χαμηλά επίπεδα. Χορήγηση του BNN27 δεν φάνηκε να επηρεάζει τα 

αποτελέσματα. 
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Προηγούμενες μελέτες ανοσοϊστοχημείας στο εργαστήριο έχουν δείξει το 

νευροπροστατευτικό ρόλο της DHEA και του spiro-epoxy αναλόγου BNN27, όταν 

αυτά χορηγούνται με ενδοπεριτοναϊκή ένεση στο μοντέλο της επαγόμενης από 

στρεπτοζοτοκίνη διαβητικής αμφιβληστροειδοπάθειας. Στην παρούσα μελέτη 

σκοπός ήταν η διερεύνηση της πιθανής προστασίας των νευρώνων του 

αμφιβληστροειδή κατά την ενδοφθάλμια χορήγηση του BNN27 με τη μορφή 

σταγόνων. Ωστόσο έγιναν και κάποια πειράματα με ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση του 

BNN27 για την επιβεβαίωση των προηγούμενων μελετών. Χρησιμοποιήθηκε το 

αντίσωμα ενάντια στην υδροξυλάση τυροσύνης, ένζυμο υπεύθυνο για τη σύνθεση 

της ντοπαμίνης, για την ανίχνευση των ντοπαμινεργικών κυττάρων στην έσω 

πυρηνική (INL), και έσω δικτυωτή (IPL) στοιβάδα.  Τα αποτελέσματα έδειξαν όπως 

αναμένονταν μείωση του αριθμού των ντοπαμινεργικών κυττάρων κατά την 

επαγωγή της διαβητικής αμφιβληστροειδοπάθειας και επαναφορά τους μετά τη 

χορήγηση του αναλόγου (Figure3.) 

 

 

 

 

 

 

Fig.3) ΤΗ ανοσοδραστικότητα. A) Nτοπαμινεργικό κύτταρο ιστού υγιούς ζώου (n=3) B) 

Iστός διαβητικού ζώου, με εμφανή τη μείωση στην ένταση του σήματος της ΤΗ (n=3). C) 

Ιστός ζώου μετά από χορήγηση BNN27, με εμφανή την επανάκαμψη του σήματος (n=6). 

Το διάγραμμα δείχνει την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων όπου φαίνεται η 

στατιστικά σημαντική μείωση του αριθμού των κυττάρων κατά τη διαβητική 

αμφιβληστροειδοπάθεια, και η επαναφορά τους μετά από τη θεραπεία με  BNN27.  
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Στόχος της παρούσας εργασίας, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, ήταν να αναδειχθεί 

η νευροπροστατευτική δράση του ΒΝΝ27 μετά από ενδοφθάλμια χορήγηση με 

σταγόνες. Παρακάτω παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της επίδρασης του διαβήτη 

στα ντοπαμινεργικά κύτταρα του αμφιβληστροειδούς και η νευροπροστατευτική 

δράση του ΒΝΝ27 μετά από ενδοφθάλμια χορήγηση. Τα ντοπαμινεργικά βραχύινα 

κύτταρα στα ζώα που έλαβαν στρεπτοζοτοκίνη, παρουσίασαν μείωση σε σχέση με  

τα επιπέδα των υγιών ζώων, ενώ η μείωση αυτή αποκαθίσταται σχεδόν στο επίπεδο 

των υγιών ζώων στα ζώα που χορηγήθηκε BNN27. (Figure 4.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4) ΤΗ ανοσοδραστικότητα Α) Ντοπαμινεργικό κύτταρο ιστού υγιούς ζώου (n=8) B) 

Ιστός διαβητικού ζώου, με εμφανή τη μείωση στην ένταση του σήματος της ΤΗ (n=10) 

C) Ιστός ζώου μετά από χορήγηση BNN27, με εμφανή την επανάκαμψη του σήματος 

(n=11) D) Ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων όπου φαίνεται η στατιστικά σημαντική 

μείωση του αριθμού των κυττάρων κατά τη διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια, και η 

επαναφορά τους μετά από τη θεραπεία με  BNN27.  
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Άλλες κατηγορίες βραχύινων κυττάρων επίσης επηρεάζονται στη διαβητική 

αμφιβληστροειδοπάθεια. Κύτταρα τα οποία εκφράζουν τη συνθάση του 

μονοξειδίου του αζώτου (NO)  εντοπίζονται στην έσω πυρηνική στοιβάδα (INL), στην 

έσω δικτυωτή στοιβάδα (IPL), και στη στοιβάδα των γαγγλιακών κυττάρων (GCL). Ο 

εντοπισμός τους έγινε με σήμανση με πολυκλωνικό αντίσωμα ενάντια στη συνθάση 

του μονοξειδίου bNOS. Η bNOS ανοσοδραστικότητα μειώθηκε σημαντικά στα 

διαβητικά ζώα 45% σε σχέση μετά τα φυσιολογικά ζώα, όπως φαίνεται από την  

ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων. Η χορήγηση του BNN27 επανέφερε  την bNOS 

ανοσοδραστικότητα στο 90% του φυσιολογικού. (Figure 5.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5) bNOS ανοσοδραστικότητα Α)Ιστός υγιούς ζώου όπου παρατηρούμε τα NO-expressing 

κύτταρα (n=9) B) Ιστός διαβητικού ζώου με εμφανή τη μείωση του αριθμού των κυττάρων και 

της έντασης του σήματος (n=6) C) Ιστός διαβητικού ζώου μετά την χορήγηση του BNN27, όπου 

είναι εμφανής η επαναφορά της έντασης του σήματος και του αριθμού των κυττάρων (n=9) D) Η 

ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων δείχνει στατιστικά σημαντική μείωση του αριθμού των 

κυττάρων στα διαβητικά ζώα, ενώ παρατηρούμε ότι το  BNN27 επαναφέρει τον ιστό, ως προς τα 

κύτταρα που εκφράζουν τη συνθάση του μονοξειδίου, σχεδόν στα επίπεδα του φυσιολογικού. 
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Χρησιμοποιήθηκε επίσης το αντίσωμα ChAT (Choline Acetyl Transferase) ενάντια 

στην ακετυλοτρανσφεράση της χολίνης.  Σημάνθηκαν τα χολινεργικά βραχύινα 

κύτταρα του αμφιβληστροειδή που εντοπίζεται στην έσω πυρηνική (INL) και έσω 

δικτυωτή (IPL) στοιβάδα του αμφιβληστροειδή, ενώ κάποια εντοπίζονται και στη 

στοιβάδα των γαγγλιακών κυττάρων (GCL) (displaced amacrine cells). Παρότι η 

εικόνα της ChAT ανοσοδραστικότητας δεν ήταν πολύ καθαρή (αρκετή μη εκλεκτική 

δέσμευση στα αγγεία λόγω του αντισώματος) μπορέσαμε να μετρήσουμε τα 

χολινεργικά κύτταρα και να ποσοτικοποιήσουμε τις διαφορές στις τρεις ομάδες.  

Μετά την επαγωγή του διαβήτη διαπιστώθηκε μείωση του αριθμού των 

χολινεργικών κυττάρων στον αμφιβληστροειδή σε ένα ποσοστό περίπου 60% του 

control. Η μείωση αυτή αντιστράφηκε στο 60% του φυσιολογικού μετά τη χορήγηση 

του BNN27. (Figure 6.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.6) ChAT ανοσοδραστικότητα Α) Ιστός φυσιολογικός, όπου φαίνεται η κατανομή των 

χολινεργικών βραχύινων κυττάρων (n=5) B) Ιστός μετά από χορήγηση στρεπτοζοτοκίνης. Είναι 

εμφανής η μείωση της ανοσοδροαστικότητας της ChAT και του αριθμού των κυττάρων (n=7) C) 

Ιστός μετά από χορήγηση BNN27 όπου τα βελάκια υποδηλώνουν τα χολινεργικά κυττάρα, και 

είναι φανερή η επανάκαμψη του ιστού (n=5) D) Μελέτες ποσοτικοποίησης αποδεικνύουν την 

μείωση του αριθμού των χολινεργικών κυττάρων κατά τη διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια, 

και  αύξησή του κατά τη θεραπεία με το ανάλογο της DHEA, BNN27. Tα βελάκια υποδηλώνουν 

τα χολινεργικά κύτταρα. 
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Τελικός αποδέκτης του οπτικού σήματος που διαβιβάζεται διαμέσου των βραχύινων 

κυττάρων είναι τα γαγγλιακά κύτταρα. Για τη σήμανση των αξόνων των γαγγλιακών 

κυττάρων στη στοιβάδα των γαγγλιακών κυττάρων (GCL), χρησιμοποιήθηκε 

αντίσωμα ενάντια στα νευροϊνίδια NFL. Στην παρούσα μελέτη δεν φάνηκε 

στατιστικά σημαντική μείωση στην ένταση του ανοσοφθορισμού κατά την επαγωγή 

του διαβήτη, παρά μόνο μια τάση για μείωση. Δεν σημειώθηκαν σημαντικές 

διαφορές μετά τη χορήγηση του αναλόγου. (Figure7.) 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.7) NFL ανοσοδραστικότητα A) Ιστός υγιούς ζώου όπου φαίνεται ο ανοσοφθορισμός των 

αξόνων των γαγγλιακών κυττάρων (n=9) B) Ιστός διαβητικού ζώου (n=10) C) Ιστός διαβητικού 

ζώου το οποίο έχει λάβει BNN27 (n=9) D) Μελέτες ποσοτικοποίησης οι οποίες δείχνουν ότι δεν 

υπάρχει στατιστικά σημαντική μείωση στη μέση πυκνότητα της στοιβάδας των αξόνων των 

γαγγλιακών κυττάρων κατά την επαγωγή της διαβητικής αμφιβληστροειδοπάθειας, παρά μόνο 

μια τάση για μείωση. Το ίδιο ισχύει και μετά τη χορήγηση του BNN27, οι παρατηρούμενες 

διαφορές μεταξύ των ομάδων δεν είναι στατιστικά σημαντικές. 
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Για  την ανίχνευση της απόπτωσης κατά τη διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια, 

χρησιμοποιήθηκε το αντίσωμα της Cleaved Caspase-3, το οποίο σημαίνει κύτταρα 

στην γαγγλιακή (GCL), στην έσω κοκκώδη (INL) και έσω δικτυωτή (IPL) στοιβάδα του 

αμφιβληστροειδή. Δυστυχώς λόγω της ευαισθησία τους αντισώματος 

παρατηρήθηκε ταχεία απώλεια του φθορισμού, και γι’ αυτό δεν κατέστη δυνατή η 

ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων, στις εικόνες όμως φαίνεται ότι ο αριθμός των 

αποπτωτικών κυττάρων είναι αυξημένος στα διαβητικά ζώα σε σχέση με τα υγιή, 

και τα ζώα που έλαβαν τη θεραπεία. (Figure 8.) 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.8) Ανοσοϊστοσημεία με Cleaved Caspase-3 A) Ιστός υγιούς ζώου όπου φαίνεται όπου η 

ένταση του ανσοσοφθορισμού είναι χαμηλή (n=4) B) Ιστός διαβητικού ζώου όπου μπορούμε 

να διακρίνουμε τα αποπτωτικά κύτταρα στην INL (n=4) C) Ιστός ζώου μετά τη χορήγηση του 

BNN27 με εμφανή την αποδυνάμωση του σήματος της Cleaved Caspase-3 σε σχέση με τα 

διαβητικά (n=4) 
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6.  Συζήτηση 

 

Η διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια είναι μια από τις πιο σοβαρές επιπλοκές του 

διαβήτη. Διαβητικοί που ο διαβήτης τους χρονολογείται πάνω από δέκα χρόνια 

έχουν πιθανότητα να αναπτύξουν διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια σε ποσοστό 

που αγγίζει το 75%. Υπολογίζεται δε ότι μέχρι το 2025 οι πάσχοντες από διαβητική 

αμφιβληστροειδοπάθεια παγκοσμίως, θα ξεπεράσουν τα 300 εκατομμύρια. Γίνεται 

αντιληπτό λοιπόν, ότι η ασθένεια αυτή τείνει να εξελιχθεί σε κοινωνικό πρόβλημα 

για τις σύγχρονες κοινωνίες, καθώς είναι μια από τις συχνότερες αιτίες τύφλωσης. 

Θεωρείται ως μικροαγγειακή νόσος, και χαρακτηριζέται από νεοαγγείωση. Κύρια 

θεραπεία της μέχρι στιγμής είναι η φωτοδυναμική θεραπεία με laser, ωστόσο 

πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι είναι και νευροεκφυλιστική νόσος (Barber, A J, 

Lieth, E., Khin, S. A., Antonetti, D. A., Buchanan, A. G., & Gardner, T. W., 1998), οπότε 

είναι απαραίτητο να αντιμετωπιστεί τόσο η νεοαγγείωση όσο και η νευροεκφύλιση. 

Μέχρι στιγμής δεν υπάρχει θεραπεία για τη νευροεκφύλίση, όμως προηγούμενες 

μελέτες του εργαστηρίου προτείνουν ότι τα νευροστεροειδή έχουν 

νευροπροστατευτικό ρόλο. 

 

Η στεροειδής ορμόνη δεϋδροεπιανδροστερόνη (DHEA) έχει εξεταστεί στο 

εργαστήριο και έχει δειχθεί ότι παρέχει προστασία στους νευρώνες του 

αμφιβληστροειδή από εκφύλιση, στο μοντέλο της επαγόμενης από στρεπτοζοτοκίνη 

(STZ) διαβητικής αμφιβήστροειδοπάθειας, όταν χορηγείται με ενδοπεριτοναϊκή 

ένεση (Koulakis et al., unpublished data). Λόγω όμως των μακροπρόθεσμων 

σοβαρών παρενεργειών που μπορεί να προκαλέσει η χρήση της συγκεκριμένης 

ουσίας λόγω του μεταβολισμού της σε ανδρογόνα και οιστρογόνα (Calogeropoulou 

et al., 2009),  δημιουργήθηκε το  spiro-epoxy ανάλογό της BNN27 χωρίς τις 

παρενέργειες αυτές. Μελέτες στο εργαστήριο με το συγκεκριμένο ανάλογο όμοιες 

με αυτές για την DHEA, δείχνουν ότι είναι μόριο ικανό να προστατέψει τον 

αμφιβληστροειδή από τη νευροεκφύλιση που παρατηρείται κατά τη διαβητική 

αμφιβληστροειδοπάθεια (Iordanidou et al., unpublished data). Σκοπός της 

παρούσας εργασίας ήταν να εξεταστεί μια καινούργια οδός χορήγησης του 

αναλόγου BNN27, μέσω ανδοφθάλμιας χορήγησης του με τη μορφή σταγόνων. 

 

Όπως προαναφέρθηκε, στα πειραματόζωα προκλήθηκε διαβήτης μέσω 

ενδοπεριτοναϊκής ένεσης με στρεπτοζοτοκίνη. Από τη στιγμή που τα ζώα δέχονταν 

την ένεση, υπήρχε μια αναμονή διάρκειας τεσσάρων εβδομάδων μέχρι την έναρξη 

χορήγησης του αναλόγου, καθώς μέσα σε αυτό το χρονικό διάστημα με βάση τις 

αρχικές μελέτες που έλαβαν χώρα στον εργαστήριο, είχε παρατηρηθεί η 

μεγαλύτερη απώλεια νευρώνων. Τα συμπτώματα που εμφάνισαν τα διαβητικά ζώα 

σε σχέση με τα υγιή ήταν τα αναμενόμενα όπως αυτά έχουν περιγραφεί, και 

περιλαμβάνουν τα αυξημένα επίπεδα γλυκόζης στο αίμα, την υπερβολική 
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κατανάλωση νερού και φαγητού, την απώλεια βάρους και την πολυουρία, και 

παρατηρούνταν σε όλη τη διάρκεια των πειραματικών διαδικασιών. Η χορήγηση 

του BNN27 δε φάνηκε να επηρεάζει τα συμπτώματα του διαβήτη, καθώς τα επίπεδα 

της γλυκόζης στο αίμα των ζώων παρέμεναν υψηλά ακόμη και μετά τη θεραπεία με 

το ανάλογο. Το ίδιο ισχύει και για το βάρος των ζώων, αφού η απώλεια βάρους των 

διαβητικών ζώων συνεχίστηκε και μετά την πάροδο της εβδομάδας χορήγησης της 

ουσίας, όπως και η αυξημένη κατανάλωση νερού και τροφής. Οι ίδιες παρατηρήσεις 

είχαν γίνει και κατά τη θεραπεία με ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση του BNN27 και της 

DHEA. 

 

Για τη μελέτη της εκφύλισης αρχικά, και έπειτα της πιθανής προστασίας των 

νευρώνων του αμφιβληστροειδή, μετά το πέρας της επταήμερης χορήγησης του 

αναλόγου, οι αρουραίοι θανατώνονταν και οι ιστοί προετοιμάζονταν για 

ανοσοϊστοχημικές μελέτες. Αρχικά έλαβαν χώρα κάποια πειράματα χορηγώντας το 

ανάλογο BNN27 με ενδοπεροτοναϊκή ένεση, με σκοπό να επιβεβαιωθούν για μια 

ακόμη φορά τα προηγούμενα αποτελέσματα, και για την παρατήρηση των 

ντοπαμινεργικών βραχύινων κυττάρων τα οποία δεν είχαν μελετηθεί μέχρι εκείνη τη 

στιγμή για το BNN27. Τα ντοπαμινεργικά βραχύινα κύτταρα εντοπίζονται στην έσω 

πυρηνική και έσω δικτυωτή στοιβάδα του αμφιβληστροειδή, και παρεμβάλλονται 

μεταξύ των δίπολων κυττάρων και των γαγγλιακών (dog:  Rambn y  Cajal,  1893;  

monkey:  Polyak,  1941;  Boycott  and  Dowling, 1969;  cat:  Famiglietti and  Kolb,  

1975;  rat:  Perry  and  Walker, 1980;  rabbit:  Dacheux  and  Raviola,  1986;  wallaby:  

Wong  et al., 1986). Για τη σήμανση των ντοπαμινεργικών κυττάρων 

χρησιμοποιείται αντίσωμα ενάντια στην υδροξυλάση τυροσύνης (TH) (Geffard  et  

al.,  1984). Η ντοπαμίνη αποτελεί έναν ρυθμιστικό νευροδιαβιβαστή του Κεντρικού 

Νευρικού Συστήματος  (ΚΝΣ)  και ανήκει στην ομάδα των κατεχολαμινών  (Carlsson,  

1959).  Το αμινοξύ τυροσίνη συνιστά το πρόδρομο μόριο των κατεχολαμινών του 

ΚΝΣ και μέσω του ενζύμου υδροξυλάση της τυροσίνης  (ΤΗ-Tyrosine Hydroxylase)  

μετατρέπεται σε 3,4-διυδροξυφαινυλαλανίνη (L-dopa).  Η τελευταία μετατρέπεται 

άμεσα σε ντοπαμίνη από την αποκαρβοξυλάση των L-αρωματικών αμινοξέων,  η 

οποία αποτελεί και το τελικό προϊόν στους ντοπαμινεργικούς νευρώνες (Deutch and 

Roth, 1999). Οι ανοσοϊστοχημικές μελέτες έδειξαν 70-80% μείωση των 

ντοπαμινεργικών νευρώνων μετά την επαγωγή της διαβητικής 

αμφιβήστροειδοπάθειας, γεγονός που συμφωνεί με τις μελέτες που έχουν γίνει για 

τα ντοπαμινεργικά κύτταρα στην ασθένεια αυτή, και υποπστηρίζουν επίσης  την 

απώλεια της ενεργότητας του ενζύμου υδροξυλάση τυροσύνης (Gastinger MJ, Singh 

RS, Barber AJ, 2006). Η χορήγηση του BNN27 ενδοπεριτοναϊκά εξασφάλισε την 

αποκατάσταση των ντοπαμινεργικών νευρώνων στο 60% του φυσιολογικού, ενώ 

όταν αυτό χορηγήθηκε ενδοφθάλμια το ποσοστό αποκατάστασης άγγιξε το 90% του 

φυσιολογικού. Η διαφορά αυτή ίσως να οφείλεται στο διαφορετικό τρόπο 

χορήγησης του αναλόγου. Ίσως όταν αυτό χορηγείται ενδοπεριτοναϊκά λιγότερη 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gastinger%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16799061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singh%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16799061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singh%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16799061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barber%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16799061


 
 

42 
 

ποσότητα να καταφέρνει να φτάσει τον αμφιβληστροειδή συγκριτικά με την 

ενδοφθάλμια χορήγηση που στοχεύει απευθείας στο σημείο που πάσχει,  ωστόσο 

κάτι τέτοιο δεν είναι επιβεβαιωμένο για την ώρα. Υπάρχει πιθανότητα το γεγονός 

αυτό να είναι και μια τυχαία παρατήρηση, γι’ αυτό απαιτούνται περισσότερα 

πειράματα για την επαλήθευση των παραπάνω ποσοστών. 

 

Εκτός από τα ντοπαμινεργικά, μελετήθηκαν και τα βραχύινα κύτταρα που 

εκφράζουν τη συνθάση του μονοξειδίου του αζώτου (NO), με αντίσωμα ενάντια στη 

συνθάση του μονοξειδίου του αζώτου (bNOS). Το μονοξείδιο του αζώτου (NO) 

αναγνωρίστηκε για πρώτη φορά ως παράγοντας που απελευθερώνεται από τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα που συμβάλλουν στη χαλάρωση του αγγειακού λείου μυός 

(Palmer et al., 1987). Το συνθετικό του ένζυμο συνθάση του οξειδίου του αζώτου 

(NOS/NADPH diaphorase), έχει προσδιοριστεί σχεδόν σε κάθε πλευρά του κεντρικού 

νευρικού συστήματος (ΚΝΣ) (Dawson et al., 1991). Ως αέριο, η ικανότητά του να 

διαπερνά τις μεμβράνες το καθιστά μόριο αγγελιοφόρο στις συνάψεις από τις 

οποίες απελευθερώνεται, και στις γειτονικές. Στον αμφιβληστροειδή τα κύτταρα 

αυτά εντοπίζονται στην έσω κοκκώδη και έσω δικτυωτή στοιβάδα, καθώς και στη 

στοιβάδα των γαγγλιακών κυττάρων. Στα πειράματα που διεξήχθησαν ο αριθμός 

των βραχύινων αυτών κυττάρων στα διαβητικά ζώα μειώθηκε κατά 55% σε σχέση 

με τα υγιή ζώα , επιβεβαιώνοντας για μια ακόμη φορά και προηγούμενες μελέτες 

που αναφέρουν μείωση των κυττάρων αυτών κατά τη διαβητική 

αμφιβληστροειδοπάθεια (Roufail, 1998, Goto, 2005). Μετά τη χορήγηση του BNN27 

το σήμα της bNOS έφτασα το 90% του control, σχεδόν στα επίπεδα του 

φυσιολογικού δηλαδή.  Το ίδιο αποτέλεσμα παρατηρήθηκε και κατά τη θεραπεία με 

ενδοπεριτοναϊκή ένεση BNN27. Ίσως μεγαλύτερη διάρκεια χορήγησης ή μεγαλύτερη 

δόση του αναλόγου οδηγήσουν σε 100% προστασία των νευρώνων. 

 

Η τελευταία κατηγορία βραχύινων κυττάρων που μελετήθηκε είναι τα χολινεργικά. 

Η σήμανση των κυττάρων αυτών με αντίσωμα ενάντια στην ακετυλοτρανσφεράση 

χολίνης, ένζυμο που καταλύει το σχηματισμό της ακετυλοχολίνης η οποία δρα ως 

νευροδιαβιβαστής στον αμφιβληστροειδή (Puro, 1985, Ehinger and Dowling, 1987), 

αποκαλύπτει δύο κατηγορίες αυτών των κυττάρων. Αυτά των οποίων τα σώματα 

εντοπίζονται στην έσω κοκκώδη στοιβάδα και οι δενδρίτες τους στην έσω δικτυωτή 

στοιβάδα, και αυτά που τα σώματά τους εντοπίζονται στη στοιβάδα των 

γαγγλιακών κυττάρων. Προηγούμενες μελέτες υποστηρίζουν ότι κατά τη διαβητική 

αμφιβληστροειδοπάθεια χάνεται η ενεργότητα της χολινεστεράσης (Sánchez-

Chávez G, Salceda R, 2001), και μειώνεται ο αριθμός των χολινεργικών κυττάρων 

(Barber et al., 1998, Sánchez-Chávez G, Salceda R, 2000, , Gastinger et al., 2006). Οι 

μελέτες του εργαστηρίου μας έρχονται να συμφωνήσουν καθώς παρατηρήθηκε 

μείωση του αριθμού των χολινεργικών κυττάρων κατά 60% σε σχέση με το control, 

ενώ η θεραπεία με το BNN27 αποκατέστησε την απώλεια των νευρώνων στο 60% 

http://www.jneurosci.org/content/23/7/2872.full#ref-53
http://www.jneurosci.org/content/23/7/2872.full#ref-14
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%A1nchez-Ch%C3%A1vez%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11478742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%A1nchez-Ch%C3%A1vez%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11478742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salceda%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11478742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%A1nchez-Ch%C3%A1vez%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10995030
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salceda%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10995030
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του control, ποσοστό χαμηλότερο από αυτό που παρατηρείται μετά από 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση του αναλόγου. Για το λόγο αυτό απαιτούνται 

περισσότερα πειράματα για μεγαλύτερη ακρίβεια των αποτελεσμάτων. 

 

Εκτός από τα βραχύινα κύτταρα, έχει βρεθεί ότι και τα γαγγλιακά κύτταρα 

πλήττονται κατά τη διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια (Barber et al., 1998, Abu-El-

Asrar et al., 2004; Martin et al., 2004). Τα γαγγλιακά είναι τα κύτταρα στα οποία 

μεταφέρεται το οπτικό ερέθισμα από τους φωτοϋποδοχείς διαμέσου των 

βραχύινων και δίπολων κυττάρων. Οι απολήξεις τους σχηματίζουν το οπτικό νεύρο 

μέσω του οποίου το οπτικό ερέθισμα μεταφέρεται στον εγκέφαλο για 

κωδικοποίηση. Η συντριπτική πλειοψηφία των γαγγλιακών κυττάρων στον 

αμφιβληστροειδή αρουραίου προεξέχουν προς το ετερόπλευρο ανώτερο έπαρμα 

(Linden and Perry, 1983), και σχηματίζουν τη στοιβάδα των γαγγλιακών κυττάρων. 

Στη παρούσα εργασία για τη μελέτη των γαγγλιακών κυττάρων χρησιμοποιήθηκε 

αρχικά αντίσωμα ενάντια στα νευροϊνίδια NFL, για τη σήμανση των αξόνων των 

γαγγλιακών κυττάρων. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα διαβητικά ζώα εμφάνισαν 

μια τάση για μείωση του σήματος της NFL, η οποία όμως δεν θεωρήθηκε στατιστικά 

σημαντική. Η παρατήρηση αυτή έρχεται σε αντίθεση με μελέτες που δείχνουν 

μείωση στο πάχος της στοιβάδας που σημαίνει η NFL κατά την επαγωγή του 

διαβήτη (Chihara & Zhang, 1998; Ozdek et al. 2002; Takahashi et al. 2006, Chihara et 

al. 1993, Lopes de Faria et al. 2001), αλλά και με όλες τις προηγούμενες μελέτες του 

εργαστηρίου. Η διαφορά αυτή θα μπορούσε να σχετίζεται με το διαφορετικό 

διαλύτη που χρησιμοποιήθηκε κατά την διεξαγωγή των πειραμάτων με 

ενδοφθάλμια χορήγηση του αναλόγου. Ο διαλύτης που χρησιμοποιήθηκε ήταν το 

DMSO (Dimethyl Sulfoxide), και είναι μια ουσία που χρησιμοποιείται ευρέως σε 

πειράματα νευροβιολογίας. Έχουν διεξαχθεί πειράματα κατά τα οποία 

πραγματοποιήθηκε χορήγηση του DMSO σε παθήσεις όπως η διαβητική 

αμφιβληστροειδοπάθεια, η εκφύλιση της ωχράς κηλίδας και η μελαγχρωστική 

αμφιβληστροειδοπάθεια, κατά τα οποία δεν φάνηκε να έχει κάποιο αποτέλεσμα, 

εκτός από τη μελαγχρωστική αμφιβληστροειδοπάθεια, η οποία όμως απαιτεί 

περαιτέρω έλεγχο για την διεξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων (Robert V. Hill, 

2006). Συνεπώς το πιθανότερο είναι ότι τελικά η διαφορά στα αποτελέσματα δεν 

έχει σχέση με το διαφορετικό διαλύτη. Μετά την εφαρμογή του BNN27, η τάση για 

μείωση της έντασης του σήματος της NFL φάνηκε να τείνει να αποτραπεί, σε βαθμό 

που δεν ήταν στατιστικά σημαντικός. Είναι σίγουρο ότι χρειάζονται περισσότερα 

πειράματα με το συγκεκριμένο αντίσωμα ώστε να διευκρινιστεί αν η τάση για 

μείωση και επαναφορά του σήματος μπορεί να γίνει στατιστικά σημαντική.  

 

Για την μεγαλύτερη αξιοπιστία των αποτελεσμάτων, εκτός από τις μελέτες με τους 

δείκτες επιβίωσης των κυττάρων, ήταν εξίσου σημαντικό να γίνουν και μελέτες με 

δείκτες απόπτωσης. Οι κασπάσες ανήκουν στην οικογένεια των πρωτεασών 
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κυστεΐνης, στα κύτταρα μεσολαβούν στη διαδικασία της απόπτωσης (Alnemri, 

1997), και είναι πολύ ευαίσθητες στο οξειδωτικό στρες. Προηγούμενες μελέτες 

έχουν δείξει ότι κατά τη διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια η απόπτωση των 

νευρώνων διενεργείται μέσω του μονοπατιού που ενεργοποιούνται οι κασπάσες 

της οικογένειας caspase-3,  και συνολικά η δράση τους εντοπίζεται στη στοιβάδα 

των γαγγλιακών κυττάρων (GCL), καθώς και στην έσω κοκκώδη (INL) και έσω 

δικτυωτή στοιβάδα (IPL) του αμφιβληστροειδή, ακόμη και δύο εβδομάδες μετά την 

έναρξη του διαβήτη (Kiechle & Zhang, 2002; Mohr et al., 2002; Oshitari, Yamamoto, 

Hata, & Roy, 2008). Στη συγκεκριμένη μελέτη επιβεβαιώνονται τα παραπάνω 

δεδομένα, καθώς στα διαβητικά ζώα παρατηρήθηκε αυξημένη δράση της caspase-3 

σε σχέση με τα υγιή ζώα και αυτά που είχαν λάβει το ανάλογο BNN27, ωστόσο λόγω 

της ευαισθησίας του αντισώματος δεν ήταν δυνατή η ποσοτικοποίηση των 

αποτελεσμάτων. 

 

Το συνολικό συμπέρασμα που προκύπτει από αυτή την εργασία είναι ότι η 

διαβητική αμφιβληστροειδοπάθεια, εκτός από μικροαγγειακή νόσος, είναι και 

νευροεκφυλιστική σε αρκετά μεγάλο βαθμό για τα βραχύινα κύτταρα, και κατά την 

εργασία, σε μικρότερο βαθμό για τα γαγγλιακά. Το ανάλογο της DHEA BNN27, 

φαίνεται να προστατεύει σε ικανοποιητικό βαθμό τα βραχύινα, αλλά να είναι 

λιγότερο αποτελεσματικό με τα γαγγλιακά κύτταρα, στο μοντέλο της επαγόμενης 

από στρεπτοζοτοκίνη διαβητικής αμφιβληστροειδοπάθειας, έχοντας δοκιμαστεί και 

κατά την ενδοπεριτοναϊκή αλλά και κατά την ενδοφθάλμια χορήγηση. Ωστόσο είναι 

επιτακτική η ανάγκη να διεξαχθούν παραπάνω πειράματα όπου θα εξετάζονται 

μεγαλύτεροι χρόνοι αναμονής για το διαβήτη, ώστε να ανιχνευθεί πιθανή 

μεγαλύτερη νευροεκφύλιση, καθώς και διαφορετικοί χρόνοι και δόσεις χορήγησης 

του αναλόγου. Επίσης καλό θα ήταν να δοκιμαστούν και άλλα συνθετικά ανάλογο 

που ίσως είναι ακόμη πιο αποτελεσματικά από το BNN27. 
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