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ΓΛΩΣΣΑΡΙΟ 
 
Ακραίο τµήµα ισχιακού νεύρου: ∆ηµιουργείται µετά από τραυµατισµούς στο ακραίο  (ως 
προς το σηµείο της βλάβης) τµήµα του νεύρου και περιλαµβάνει τα τµήµατα των νευραξόνων 
που έχουν χάσει την επαφή τους µε το κυτταρικό σώµα.  
 
Aξονικές προεκβολές (sprouts): Προεκβολές του υπο-αναγέννηση νευράξονα που 
σχηµατίζονται (5 ανά µέσο όρο) στο εγγύς άκρο του που διατηρεί την επαφή µε το κυτταρικό 
σώµα τις πρώτες ώρες µετά τον τραυµατισµό. Στις τελικές απολήξεις των προεκβολών αυτών 
βρίσκονται οι αυξητικοί κώνοι.  
 
Απολίνωση (ligation) ισχιακού νεύρου: ∆ιαδικασία µε την οποία εµποδίζεται µέσω 
ραµµάτων η αναγέννηση του ισχιακού νεύρου µετά από τραυµατισµό.  
 
Αυξητικός κώνος: ∆οµή που βρίσκεται στο τελικό άκρο του αναπτυσσόµενου ή του υπο-
αναγέννηση νευράξονα και χρησιµοποιείται ως αισθητήρας του περιβάλλοντος πάνω στο 
οποίο µεγαλώνει ο νευράξονας. 
 
Βασική στοιβάδα: Εξωτερικό περίβληµα της αµύελης ή εµµύελης ίνας του περιφερικού 
νευρικού συστήµατος που αποτελείται από εξωκυττάρια ουσία (κυρίως λαµινίνη) η οποία 
παράγεται από τα γλοιακά κύτταρα Schwann.  
 
Γαλακτολιπίδια:  Τα κυριότερα λιπίδια (γλυκοσφιγγολιπίδια) του ελύτρου της µυελίνης που 
αποτελούνται κυρίως από το γαλακτοσερεβροσίδιο και σουλφατίδιο.  
 
CGT-/- :  Μεταλλαγµένοι µύες που δεν εκφράζουν το ένζυµο UDP-galactose:ceramide 
galactosyltransferase (CGT) που καταλύει το τελικό στάδιο της σύνθεσης των 
γαλακτολιπιδίων της µυελίνης γαλακοσερεβροσίδιο και σουλφατίδιο.  
 
Crush ισχιακού νεύρου: Τραυµατισµός που προκαλείται µέσω πίεσης στο ισχιακό νεύρο ο 
οποίος επιτρέπει την αναγέννηση των νευραξόνων. 
 
∆ιαµεσοπερίσφυγξη:  Τµήµα του εµµύελου νευράξονα που καλύπτεται από συµπαγή µυελίνη.  
 
Eγγύς-παρακοµβική περιοχή:  Εξειδικευµένο τµήµα του νευράξονα που καλύπτεται από 
συµπαγή µυελίνη και εντοπίζεται δίπλα στην παρακοµβική περιοχή.  
 
ΙgCAMs (Immunoglobulin Superfamily Cell Adhesion Molecules):  Πρωτεΐνες συνάφειας 
της υπερ-οικογένειας των ανοσοσφαιρινών. 
 
IgSF (Ιmmunoglobulin Superfamily): Yπερ-οικογένεια των ανοσοσφαιρινών που 
περιλαµβάνει πρωτεΐνες οι οποίες διαθέτουν µία ή περισσότερες υποµονάδες µε οµολογία στις 
ανοσοσφαιρίνες (Ig) στο αµινοτελικό τους άκρο. 
 
In cis αλληλεπιδράσεις: συνδέσεις επιφανειακών πρωτεϊνών στο επίπεδο της ίδιας 
κυτταρικής µεµβράνης.  
 
In trans αλληελεπιδράσεις: συνδέσεις επιφανειακών πρωτεϊνών που βρίσκονται σε 
διαφορετικές κυτταρικές µεµβράνες.  
KNΣ:   Κεντρικό Νευρικό Σύστηµα 
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Κόµβος Ranvier: Τµήµα του εµµύελου νευράξονα που δεν καλύπτεται από µυελίνη και 
χαρακτηρίζεται από την υψηλή συγκέντρωση των τασεο-εξαρτώµενων διαύλων νατρίου που 
είναι υπεύθυνοι για την είσοδο φορτίων στον νευράξονα.  
 
Κύτταρα Schwann: Γλοιακά κύτταρα του περιφερικού νευρικού συστήµατος που 
διακρίνονται σε εµµύελα που παράγουν το έλυτρο της µυελίνης και αµύελα που δεν το 
παράγουν.  
 
L4 και L5 νωτιαία γάγγλια:  Νωτιαία γάγγλια που αντιστοιχούν στο 4ο και 5ο οσφυϊκό 
µυελοτόµιο του νωτιαίου µυελού.  
 
ΜΑG (Μyelin-Associated-Glycoprotein): Πρωτεΐνη συνάφειας της υπερ-οικογένειας των 
ανοσοσφαιρινών που εκφράζεται στις µη-συµπαγείς περιοχές του ελύτρου της µυελίνης που 
διατηρούν κυτταρόπλασµα όπως είναι οι παρακοµβικές θηλιές.  
 
Μεµβρανικές πλατφόρµες (lipid rafts ή DIGs):  Υπο-περιοχές της εξωτερικής στοιβάδας της 
κυτταρικής µεµβράνης, εµπλουτισµένες σε γλυκοσφιγγολιπίδια και αδιάλυτες σε 
απορρυπαντικά.  
 
Νωτιαία γάγγλια (Dorsal Root Ganglion, DRG):  Αθροίσµατα πρωτοταγών αισθητικών 
νευρώνων του περιφερικού νευρικού συστήµατος που βρίσκονται πολύ κοντά στο νωτιαίο 
µυελό και περιβάλλονται από δορυφορικά γλοιακά κύτταρα. Οι νευρώνες αυτοί 
αντιλαµβάνονται αισθητικά ερεθίσµατα από την περιφέρεια τα οποία µεταδίδουν στη συνέχεια 
στο νωτιαίο µυελό (κεντρικό νευρικό σύστηµα).  
 
Oλιγοδενδροκύτταρα:  Γλοιακά κύτταρα του κεντρικού νευρικού συστήµατος που παράγουν 
το έλυτρο της µυελίνης. 
 
Παρακοµβικές συνδέσεις:  Συνδέσεις που σχηµατίζονται από την πολύ στενή επαφή του 
νευράξονα µε τις πλάγιες µη-συµπαγείς θηλιές του ελύτρου της µυελίνης στην παρακοµβική 
περιοχή. 
 
Παρακοµβική περιοχή:  Τµήµα του εµµύελου νευράξονα που περιβάλλεται από τις πλάγιες 
µη-συµπαγείς θηλιές του ελύτρου της µυελίνης  που βρίσκονται δίπλα στον κόµβο Ranvier.  
 
ΠΝΣ:  Περιφερικό Νευρικό Σύστηµα 
 
Πρόσδεµα GPI (Glycosylphosphatidylinositol): ∆εσµός γλυκοσύλ-φωσφατιδύλ-ινοσιτόλης 
µε τον οποίο ορισµένες πρωτεΐνες συνάφειας της υπερ-οικογένειας των ανοσοσφαιρινών 
συνδέονται στην επιφάνεια της κυτταρικής µεµβράνης. 
 
Πρωτεΐνες κυτταρικής συνάφειας (Cell Adhesion Molecules, CAMs): Επάγουν σε 
µεµονωµένα κύτταρα την ανάπτυξη αλληλεπιδράσεων συνάφειας µεταξύ των κυτταρικών 
µεµβρανών που βρίσκονται σε επαφή, προκαλώντας επιλεκτικά τη δηµιουργία κυτταρικών 
συσσωµατωµάτων. 
 
Σχισµές Schmidt-Lanterman: Μη-συµπαγείς περιοχές (διατηρούν κυτταρόπλασµα) που 
διασχίζουν σπειροειδώς το έλυτρο της µυελίνης.  
TAG-1 (Transiently expressed Axonal Glycoprotein): πρωτεΐνη συνάφειας της υπερ-
οικογένειας των ανοσοσφαιρινών 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Η TAG-1 είναι µία νευρωνική πρωτεΐνη συνάφειας της υπερ-οικογένειας των 

ανοσοσφαρινών (IgCAM) που συνδέεται στη µεµβράνη µε πρόσδεµα GPI. H 

έκφραση της TAG-1 είχε µελετηθεί εκτεταµένα κατά τη διάρκεια της εµβρυϊκής 

κυρίως ανάπτυξης, οπότε και εκφράζεται σε συγκεκριµένους υπο-πληθυσµούς 

νευρώνων αµέσως µετά τη διαφοροποίησή τους. Η έκφρασή της σχετίζεται µε την 

επέκταση και την καθοδήγηση νευραξόνων, καθώς και µε ορισµένες µορφές 

νευρωνικής µετανάστευσης. Επίσης έκφραση του TAG-1 mRNA είχε εντοπιστεί και 

στο ενήλικο κεντρικό νευρικό σύστηµα (ΚΝΣ), αλλά από τις µελέτες αυτές έλλειπε η 

λεπτοµερής ανάλυση της έκφρασης της ΤΑG-1 στον ενήλικο και ειδικότερα στο 

επίπεδο του περιφερικού νευρικού συστήµατος (ΠΝΣ).  

Με την παρούσα εργασία παρουσιάζεται µία αναλυτική περιγραφή της  

έκφρασης της ΤΑG-1 στους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες του ενηλίκου, όπου 

εντοπίζεται σε χαµηλότερα επίπεδα σε σχέση µε προηγούµενα στάδια. Η έκφραση 

της ΤΑG-1 στα σώµατα των νευρώνων αυτών θα µπορούσε να µεσολαβεί στη 

δηµιουργία και τη διατήρηση των συνδέσεων των νευρώνων µε τα δορυφορικά τους 

γλοιακά κύτταρα, που έχουν ως αποτέλεσµα την συµπαγή οργάνωση των κυττάρων 

αυτών µέσα στηv κάψα του νωτιαίου γαγγλίου. Παράλληλα έκφραση της πρωτεΐνης 

εντοπίζεται στις απολήξεις των νευρώνων αυτών, όπου η ελάττωσή της κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης θα µπορούσε να σηµατοδοτεί τη δηµιουργία ή την τελική 

διαφοροποίηση του ελύτρου της µυελίνης γύρω από τους άξονες µεγαλύτερης 

διαµέτρου. Ο κεντρικός στόχος νεύρωσης των νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων 

(νωτιαίος µυελός) είναι σηµαντικός για τη διατήρηση της οµαλής έκφρασης της 

TAG-1, καθώς απώλειά του στο in vivo µοντέλο της εξωκυτταροτοξικής 

καταστροφής, έχει ως αποτέλεσµα τη σηµαντική µείωση των επιπέδων της στα 

κυτταρικά σώµατα και στις περιφερικές απολήξεις των τραυµατισµένων νευρώνων. 

Κατά τη διάρκεια της αναγέννησης των νωτιαίων γαγγλίων στο in vivo 

µοντέλο της µονόπλευρης διατοµής του ισχιακού νεύρου, δεν παρατηρείται 

επανάληψη του εµβρυϊκού προτύπου της TAG-1, καθώς δεν εντοπίζεται αύξηση των 

επιπέδων της στα αρχικά στάδια της δηµιουργίας των αυξητικών προεκβολών. Η 

συνεχιζόµενη συγκέντρωση της TAG-1 στα νωτιαία γάγγλια είναι πιθανό να 

συνδέεται µε την υψηλή αναγεννητική ικανότητα των νευρώνων αυτών. Σε 

προχωρηµένα στάδια της αναγέννησης διακρίνουµε µία σηµαντική µείωση της TAG-
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1, που είναι δυνατό να προκαλείται από τις αλληλεπιδράσεις των αυξητικών 

προεκβολών µε το υπόστρωµα των κυττάρων Schwann στο ακραίο τµήµα του 

νεύρου. Η παρατεταµένη µείωση της TAG-1 είναι πιθανό να συµβάλλει στην 

περαιτέρω επιµήκυνση και καθοδήγηση των υπο-αναγέννηση νευραξόνων προς τον 

αρχικό τους στόχο.  

Παράλληλα µε τους ενήλικους περιφερικούς νευρώνες, διαπιστώσαµε in vivo 

και in vitro έκφραση της TAG-1 στα γλοιακά κύτταρα του ΠΝΣ, τα κύτταρα 

Schwann.  Μετά τη γέννηση, κύτταρα Schwann που δεν παράγουν µυελίνη ξεκινούν 

να εκφράζουν την TAG-1 που διατηρείται έως τον ενήλικο. Η έκφραση της ΤΑG-1 

στα κύτταρα αυτά είναι πιθανό να συµβάλλει στις αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις, 

που έχουν ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία και τη διατήρηση των αµύελων ινών.  Κατά 

τη διάρκεια της αναγέννησης, στο µοντέλο του µονόπλευρου τραυµατισµού (crush) 

του ισχιακού νεύρου, παρατηρείται αύξηση της έκφρασης της TAG-1 στα κύτταρα 

Schwann, που είναι πιθανό να συνδέεται µε την αυξηµένη ικανότητα των κυττάρων 

αυτών να ευνοούν την αναγέννηση.  

Επιπλέον στον ενήλικο, έκφραση της TAG-1 εντοπίζεται στα εµµύελα 

κύτταρα Schwann και στα ολιγοδενδροκύτταρα, καθώς και στην εγγύς-παρακοµβική 

περιοχή των εµµύελων νευρικών νευρικών ινών, όπου είναι πιθανό να µεσολαβεί στις 

αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις που συντελούνται στην περιοχή του κόµβου 

Ranvier. Η παρατηρούµενη έλλειψη σωστής κατανοµής της TAG-1 στους CGT 

µεταλλαγµένους µύες, που δεν εκφράζουν τα κυριότερα γαλακτολιπίδια της µυελίνης 

γαλακτοσερεβροσίδιο και σουλφατίδιο, είναι πιθανό να συµβάλλει στις έντονες 

διαταραχές των αξονο-γλοιακών αλληλεπιδράσεων που παρουσιάζονται στην περιοχή 

του κόµβου Ranvier των ζώων αυτών. Στις εµµύελες ίνες, η TAG-1 εκφράζεται στο 

επίπεδο της µυελίνης που είναι σε επαφή µε τον νευράξονα στην εγγύς-παρακοµβική 

περιοχή, όπου συνεντοπίζεται µε τους διαύλους καλίου και την neurexin πρωτεΐνη 

Casrp2, πρωτεΐνες που εκφράζονται στο επίπεδο της αξονικής µεµβράνης. Στους 

TAG-1 µεταλλαγµένους µύες, η απώλεια της έκφρασης της πρωτεΐνης έχει ως 

συνέπεια την σοβαρή µοριακή αποδιοργάνωση της εγγύς-παρακοµβικής περιοχής, µε 

αποτέλεσµα οι δίαυλοι καλίου και η Caspr2 να µην εµφανίζουν φυσιολογική 

κατανοµή στις εµµύελες ίνες. Αυτά τα δεδοµένα υποστηρίζουν τη σύνδεση της TAG-

1 µε το σύµπλοκο διαύλων καλίου/Casrp2, έτσι ώστε το σύµπλοκο αυτό να 

συγκεντρώνεται στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή συµβάλλοντας στην οµαλή 

µετάδοση της νευρικής ώσης κατά µήκος της εµµύελης ίνας. 
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ABSTRACT 

TAG-1 is a neural adhesion protein of Immunoglobulin Superfamily (IgCAM) that is 

linked to the plasma membrane through a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor. 

The expression pattern of TAG-1 has been extensively studied mainly during the 

embryonic development, where it is expressed in specific neuronal sub-populations 

immediately after their differentiation. Its expression is implicated in axonal growth 

and guidance as well as in neuronal migration. In addition, the TAG-1 mRNA had 

been detected in adult central nervous system (CNS), but these studies lacked a 

detailed analysis of TAG-1 expression and in the case of the peripheral nervous 

system, no such studies were performed.  

 In this study, a detailed analysis of TAG-1 is presented in adult dorsal root 

ganglion (DRG) neurons, where it is detected at lower levels as compared to earlier 

stages. TAG-1 expressed in the cell bodies of the previous neurons could mediate the 

formation and maintenance of contact between neurons and their satellite glial cells in 

the DRG capsule. At the same time, protein expression is detected in the projections 

of these neurons, in which its reduction during development could signal the 

formation or the final differentiation of myelin sheath around the larger diameter 

axons. The central innervation target of DRG neurons (spinal cord) is important for 

the maintenance of proper TAG-1 expression, since the absence of this target in the in 

vivo model of excitotoxic lesion, results in the significant reduction of TAG-1 protein 

levels in the cell bodies and the peripheral projections of injured neurons.  

 During DRG regeneration in the in vivo model of unilateral sciatic nerve 

axotomy, there is no increase of TAG-1 levels at the initial stages of axonal sprout 

formation. The continuous concentration of TAG-1 in DRGs is possibly correlated 

with the high regeneration efficiency of these neurons. In more advanced stages of 

regeneration, we observe a significant reduction of TAG-1 that might be caused by 

the interactions of axonal sprouts with the Schwann cell substrate at the distal nerve 

stump. The persisting reduction of TAG-1 possibly contributes to the further 

elongation and guidance of regenerating axons to their original targets.  

 In addition to adult peripheral neurons, we detected both in vivo and in vitro 

expression of TAG-1 in PNS glial cells, the Schwann cells. After birth, the non-

myelin forming Schwann cells start expressing TAG-1 which is retained till 

adulthood. TAG-1 expressed in these cells possibly mediates axo-glial interactions 

which result in the formation and maintenance of unmyelinated fibers. During 
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regeneration, in the unilateral sciatic nerve injury (crush), an increased expression of 

TAG-1 in Schwann cells is observed, possibly correlating with the increased 

efficiency of these cells to support the regeneration process.  

 Furthermore in the adult, TAG-1 is detected in the myelin-forming Schwann 

cells and oligodendrocytes as well as in the juxtaparanodal region of myelinated nerve 

fibers, in which it is possibly involved in the axo-glial interactions that take place in 

the region of the node of Ranvier. The absence of proper TAG-1 localization, 

observed in the CGT mutant mice that do not produce the major myelin galactolipids 

galactocerebroside and sulfatide, possibly contributes to the seriously compromised 

axo-glial interactions that are noticed in the region of node of Ranvier of these 

animals. In myelinated fibers, TAG-1 is expressed in the myelin sheath that contacts 

the axon in the juxtaparanodal region, where it is colocalized with potassium channels 

and the neurexin protein Casrp2, proteins that are expressed in the axonal membrane. 

In the TAG-1 deficient mice, the absence of protein expression results in a dramatic 

molecular disorganization of the juxtaparanodal region and as a consequence 

potassium channels and Caspr2 are not distributed normally in the myelinated fibers. 

These data suggest that TAG-1 binds to the complex of potassium channels/Caspr2 in 

a way that triggers the localization of this complex in the juxtaparanodal region, 

contributing to the proper neuronal impulse propagation along the myelinated fiber.   

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 6



EΙΣΑΓΩΓΗ 
I. Επέκταση νευραξόνων κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης 

1. Γενικά 

Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του νευρικού συστήµατος, οι νευράξονες 

επεκτείνονται και καθοδηγούνται προς τους κατάλληλους συναπτικούς τους στόχους 

διανύοντας συχνά µεγάλες αποστάσεις. Στο τελικό άκρο του αναπτυσσόµενου 

νευράξονα υπάρχει µία εξαιρετικά κινητική δοµή που ονοµάζεται αυξητικός κώνος, ο 

οποίος µπορεί παράλληλα να αναγνωρίζει µοριακά στοιχεία στο περιβάλλον του, που 

αποτελείται από άλλους νευράξονες, την εξωκυττάρια ουσία (ECM), τα γλοιακά και 

νευροεπιθηλιακά κύτταρα και τον συνδετικό ιστό. Στο αναπτυσσόµενο περιφερικό 

νεύρο, τα νεαρά γλοιακά κύτταρα Schwann πολλαπλασιάζονται και µεταναστεύουν 

κατά µήκος των πρόδροµων νευραξόνων, προσφέροντας πιθανά ένα ευνοϊκό 

υπόστρωµα για την επέκταση των νευραξόνων που θα προκύψουν σε ένα επόµενο 

αναπτυξιακό στάδιο. Στο ΚΝΣ, οι νευράξονες αναπτύσσονται δηµιουργώντας στενές 

επαφές µε την κυτταρική επιφάνεια των νεαρών αστογλοιακών κυττάρων, που στη 

φάση αυτή είναι πιθανό να αποτελούν ένα πολύ ευνοϊκό υπόστρωµα για την αξονική 

αύξηση. Επιπλέον τα αστρογλοιακά κύτταρα νεογέννητου υποστηρίζουν 

εντυπωσιακά την επέκταση νευριτών in vitro από διαφορετικά είδη κεντρικών 

νευρώνων (Noble et al.,1984; Fallon,1985).  

Ο αυξητικός κώνος αποτελείται από τρία κυρίως µέρη: από έναν κεντρικό 

πυρήνα που είναι πλούσιος σε µικροσωληνίσκους, µιτοχόνδρια και από τις µακριές 

και λεπτές προεκβολές που ονοµάζονται φιλοπόδια µεταξύ των οποίων βρίσκονται τα 

λαµελοπόδια. Τα φιλοπόδια είναι µεµβρανικές δοµές πλούσιες σε ακτίνη που στην 

επιφάνειά τους διαθέτουν υποδοχείς των µορίων καθοδήγησης του νευράξονα. Τα 

µοριακά αυτά στοιχεία καθοδήγησης διακρίνονται σε ελκτικά και απωθητικά µόρια 

που λειτουργούν αντίστοιχα ως ευνοϊκά ή ανασταλτικά µόρια για την αύξηση και την 

επέκταση του νευράξονα (Σχήµα 1). Τα ελκτικά και τα απωθητικά µόρια δρουν είτε 

εξ’ επαφής, οπότε απαιτείται η επαφή της µεµβράνης του αυξητικού κώνου µε το 

υπόστρωµα ή χηµειοτακτικά (εξ’ αποστάσεως) καθώς διαχέονται από τον τελικό ή 

τον ενδιάµεσο στόχο νεύρωσης δηµιουργώντας µία κλίση συγκέντρωσης (Tessier-

Lavigne and Goodman,1996).  
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Σχήµα 1. Η καθοδήγηση των αυξητικών κώνων πραγµατοποιείται µέσω τεσσάρων 
µηχανισµών:χηµειοελκτικά (chemoattraction), χηµειοαπωθητικά (chemorepulsion), 
έλξη και απώθηση εξ’ επαφής (contact attraction και rettraction).  
 

Κυριότερα ελκτικά εξ’ επαφής µόρια είναι οι πρωτεΐνες συνάφειας της υπερ-

οικογένειας των ανοσοσφαιρινών (IgCAMs), οι πρωτεΐνες συνάφειας κατχερίνες 

(Cadherins), και οι πρωτεΐνες της εξωκυττάριας ουσίας λαµινίνες, φιµπρονεκτίνες και 

κολλαγόνο. Απωθητικά εξ’ επαφής µόρια είναι οι εφρίνες, οι διαµεµβρανικές 

σεµαφορίνες και πρωτεΐνες της εξωκυττάριας ουσίας όπως είναι οι πρωτεογλυκάνες 

και οι τενασίνες. Τα κυριότερα χηµειοελκτικά µόρια είναι οι νετρίνες ενώ 

χηµειοαπωθητικά µόρια είναι οι εκκρινόµενες σεµαφορίνες και οι νετρίνες. Τα 

καθοδηγητικά µόρια δρουν συνδυαστικά και αναγνωρίζονται από τους 

αναπτυσσόµενους νευράξονες που εκφράζουν στον αυξητικό τους κώνο τους 

κατάλληλους υποδοχείς.  Ως υποδοχείς των µορίων καθοδήγησης αποτελούν κυρίως 

µόρια που ανήκουν σε  ξεχωριστές υπο-οικογένειες της υπερ-οικογένειας των 

ανοσοσφαιρινών (IgSF) τα οποία είναι εξαιρετικά συντηρηµένα στα σπονδυλωτά, τα 

έντοµα και τα νηµατώδη. 

 Η αναγνώριση των µορίων καθοδήγησης από τον αυξητικό κώνο επάγει τη 

µετάδοση ενδοκυτταρικού σήµατος που µεταφράζεται σε κυτταροσκελετικές αλλαγές 

που έχουν ως αποτέλεσµα την αύξηση, το σταµάτηµα ή στροφή του αυξητικού κώνου 
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προσδιορίζοντας έτσι τη σωστή πορεία που πρέπει να ακολουθήσει ο νευράξονας για 

να φτάσει στον τελικό στόχο νεύρωσης (Sanes and Jessel,2000).  

Οι πρωτεΐνες κυτταρικής συνάφειας (CAMs) επάγουν σε µεµονωµένα 

κύτταρα την ανάπτυξη αλληλεπιδράσεων συνάφειας µεταξύ των κυτταρικών 

µεµβρανών που βρίσκονται σε επαφή προκαλώντας επιλεκτικά τη δηµιουργία  

κυτταρικών συσσωµατωµάτων. Οι πρωτεΐνες αυτές διακρίνονται στις κατχερίνες που 

η δράση τους εξαρτάται από το ασβέστιο και στις ανεξάρτητες από το ασβέστιο 

IgCAMs. Oι CAMs εκφράζονται στον αυξητικό κώνο και δρούν συγχρόνως ως 

υποδοχείς και ως µόρια προσδέµατος που προκαλούν συνήθως οµοφιλικές 

αλληλεπιδράσεις καθώς αναγνωρίζουν τα ίδια µόρια στην επιφάνεια άλλων 

µεµβρανών. Ειδικότερα οι IgCAMs προκαλούν και ετεροφιλικές αλληλεπιδράσεις 

καθώς αναγνωρίζουν άλλα µόρια της ίδιας ή άλλης oικογένειας όπως είναι τα µόρια 

της εξωκυττάριας ουσίας. 

 

2.  Οι IgCAMs 

Οι IgCAMs (Σχήµα 2) περιλαµβάνουν στο εξωκυτταρικό τους τµήµα µία ή 

περισσότερες ανοσοσφαιρινικές υποµονάδες τύπου C2, ενώ υπάρχουν µέλη που 

έχουν επιπρόσθετα και φιµπρονεκτινικές επαναλήψεις τύπου III (FNIII) στο 

καρβοξυτελικό  τους άκρο, που µπορεί να συνδέονται στην µεµβράνη µε πρόσδεµα  

γλυκοσύλ-φωσφατιδύλ-ινοσιτόλης (GPI). 

Οι αλληλεπιδράσεις των µορίων αυτών δεν εξασφαλίζουν απλά τη συνάφεια 

αλλά αντίθετα έχουν ως αποτέλεσµα τη µετάδοση ενδοκυτταρικού σήµατος για την 

προσαρµογή του κυτταροσκελετού κατά τη διάρκεια της κυτταρικής µετανάστευσης, 

της αξονικής αύξησης και της συναπτικής πλαστικότητας. Οι πρωτεΐνες L1/NgCAM 

και η NCAM συνδέονται πιθανώς µε τον υποδοχέα του αυξητικού παράγοντα 

ινοβλαστών (FGFr) in cis, δηλαδή στο επίπεδο µεµβράνης του αυξητικού κώνου, 

ενεργοποιώντας έτσι την υπο-περιοχή του υποδοχέα που εµφανίζει δράση κινάσης 

και έχει ως αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης PLCγ.  Η δράση της 

PLCγ έχει ως τελικό αποτέλεσµα την είσοδο ασβεστίου στον αυξητικό κώνο και την 

αύξηση του νευράξονα (Skaper et al.,2001). 

  

 9



 
 

Σχήµα 2. Οι πρωτεΐνες συνάφειας της υπερ-οικογένειας των ανοσοσφαιρινών 

(IgCAMs) περιλαµβάνουν µία ή περισσότερες ανοσοσφαιρινικές υπο-µονάδες 

(ηµικύκλια) στο αµινοτελικό τους άκρο ενώ κάποιες από αυτές παρουσιάζουν και 

φιµπρονεκτινικές επαναλήψεις τύπου III (τετράγωνα) στο καρβοξυτελικό τους άκρο. 

Ορισµένες πρωτεΐνες όπως η ΤAG-1, και η F3/contactin στερούνται 

διαµεµβρανικής/κυτταροπλασµατικής υπο-περιοχής και συνδέονται στην κυτταρική 

µεµβράνη µε πρόσδεµα GPI. (Sanes and Jessel,2000). 

 

Oι GPI-IgCAMs, που στερούνται κυτταροπλασµατικό τµήµα όπως είναι η 

TAG-1/axonin-1, η F3/contactin και η NCAM 120 µπορούν και µεταδίδουν 

ενδοκυτταρικά σήµατα µέσω αλληλεπιδράσεων τους µε µέλη της οικογένειας L1 

όπως είναι η L1/NgCAM και η NrCAM. Οι IgCAMs συγκεντρώνονται σε 

µεµβρανικές πλατφόρµες (lipid rafts ή DIGs) που βρίσκονται στο εξωτερικό τµήµα 

της κυτταρικής µεµβράνης στις οποίες συνεντοπίζονται µε τις Src πρωτεϊνικές 

κινάσες. Συγκεκριµένα, η F3/contactin συνεντοπίζεται µε την Src κινάση Fyn, σε 
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µεµβρανικές πλατφόρµες που αποµονώθηκαν από ολιγοδενδροκύτταρα (Kramer et 

al.,1999) και η TAG-1 συνεντοπίστηκε µε την µε την Src κινάση Lyn σε µεµβρανικές 

πλατφόρµες νευρικών κυττάρων παρεγκεφαλίδας (Kasahara et al.,2000) ενώ η 

οµόλογή  της πρωτεΐνη στο κοτόπουλο axonin-1 συνδέεται µε την κινάση Fyn σε 

καλλιέργειες νευρικών κυττάρων (Kunz et al.,1996). Η σύνδεση των GPI-IgCAMs 

ενδοκυτταρικά µε πρωτεΐνες όπως οι κινάσες φαίνεται να πραγµατοποιείται µέσω in 

cis αλληλεπίδρασης των µορίων αυτών µε τις L1 πρωτεΐνες ή µε άλλες 

διαµεµβρανικές πρωτεΐνες όπως τo µέλoς της οικογένειας neurexin, paranodin/Caspr. 

Οµοφιλικές αλληλεπιδράσεις της TAG-1 επάγουν in cis τη συγκέντρωση των µορίων 

L1 στα σηµεία των κυτταρικών συνδέσεων, που έχει ως αποτέλεσµα τη σύνδεση της 

L1 µε την ακτίνη. Επιπλέον η F3/contactin έχει βρεθεί ότι συνδέεται στο επίπεδο της 

αξονικής µεµβράνης των παρακοµβικών  περιοχών των εµµύελων ινών µε την 

paranodin/Caspr (Rios et al.,2000), η οποία συνδέεται ενδοκυτταρικά µε τον υπο-

µεµβρανικό κυτταροσκελετό της σπεκτρίνης-ακτίνης. Η F3/contactin είναι υπεύθυνη 

για την µεταφορά της paranodin/Caspr στην κυτταρική µεµβράνη και για τη 

συγκέντρωσή της στις µεµβρανικές πλατφόρµες (Faivre-Sarrailh et al.,2000).  

Τα µόρια των IgCAMs υπόκεινται σε ένα πλήθος τροποποιήσεων µε βάση το 

κυτταρικό σύστηµα ή το στάδιο στο οποίο εκφράζονται, εξασφαλίζοντας έτσι το 

είδος της συνάφειας που απαιτείται σε κάθε περίσταση.  Οπότε µέσω µεταγραφικών ή 

µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων δηµιουργούνται πολλές ισοµορφές των 

πρωτεϊνών αυτών, που µπορούν να αναγνωρίζουν και να αλληλεπιδρούν µε 

διαφορετικά µόρια επιτυγχάνοντας εξειδικευµένη δράση.   

Η NCAM περιλαµβάνει τρείς κύριες ισοµορφές µε µοριακά βάρη 180, 140 και 

120 kD που προκύπτουν από εναλλακτικό µάτισµα (Cunningham et al.,1987). Κατά 

τη διάρκεια της εµβρυϊκής ηλικίας, η ΝCAM διαθέτει τον υδατανθρακικό επίτοπο 

PSA (PSA-NCAM) που προσφέρει µειωµένη συνάφεια η οποία διευκολύνει την 

αναδιοργάνωση των συναπτικών συνδέσεων που πραγµατοποιούνται κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης στον εγκέφαλο αλλά και σε περιπτώσεις πλαστικότητας στην 

ενήλικη ζωή (Small et al.,1988).  

Η L1 διακρίνεται σε δύο ισοµορφές µε µοριακά βάρη 180 και 140 kD που 

προκύπτουν αντίστοιχα από την έκφραση ή µη των εξωνίων  2 και 27 στο mRNA 

τους µετά από εναλλακτικό µάτισµα (Reid RA and Hemperly,1992). Η χαµηλή 

ισοµορφή εκφράζεται ειδικά στα γλοιακά κύτταρα Schwann και στα ώριµα 
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ολιγοδενδροκύτταρα (Itoh et al.,2000) ενώ η υψηλή ισοµορφή εκφράζεται κυρίως 

στους νευρώνες (De Angelis et al.,2001).  

H neurofascin (NF) είναι µία πρωτεΐνη πολύ οµόλογη της L1 (Davis et 

al.,1996) που συµβάλλει στην αύξηση και καθοδήγηση των αναπτυσσόµενων 

νευραξόνων (Hortsch,1996) και συµµετέχει στις νευρο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις και 

στη µυελίνωση (Davis et al.,1996; Tait et al.,2000). ∆ιακρίνεται σε δύο ισοµορφές µε 

µοριακά βάρη 155 (ΝF-155) και 186 kD (NF-186) που προκύπτουν από εναλλακτικό 

µάτισµα. Η NF-155 δεν περιέχει τη mucin-like υπο-περιοχή ενώ περιέχει την τρίτη 

FNIII υπο-περιοχή σε αντίθεση µε την NF-186 που περιέχει τη mucin-like υπο-

περιοχή και δεν περιέχει την τρίτη FNIII υπο-περιοχή. Στις εµµύελες ίνες, η NF-155 

εκφράζεται στις παρακοµβικές θηλιές των εµµύελων γλοιακών κυττάρων ενώ η NF-

186 εκφράζεται στο αρχικό τµήµα του νευράξονα και στον κόµβο Ranvier των 

εµµύελων ινών καθώς και στους αµύελους νευράξονες (Davis et al.,1996).  

H F3/contactin διακρίνεται σε δύο ισοµορφές που διαφέρουν ελαφρώς ως 

προς το µοριακό τους βάρος, καθώς παρουσιάζουν διαφορετικό βαθµό 

γλυκοσυλίωσης (Rios et al.,2000). Η υψηλότερη ισοµορφή της F3/contactin 

εκφράζεται ειδικά στα ολιγοδενδροκύτταρα, ενώ η χαµηλότερη  ισοµορφή της 

εκφράζεται στους νευράξονες.  

Τέλος η πρωτεΐνη της µυελίνης MAG (Myelin Associated Glycoprotein) που 

εκφράζεται στα εµµύελα γλοιακά κύτταρα, διακρίνεται σε δύο διαφορετικές 

ισοµορφές: την µικρή S-MAG (68 kD) που περιέχει το εξώνιο 12 και την µεγάλη L-

MAG (72 kD) που δεν περιέχει το εξώνιο 12. Οι ΜΑG ισοµορφές διαφέρουν ως προς 

το µέγεθος και  την αλληλουχία των κυτταροπλασµατικών τους υπο-περιοχών και 

προκύπτουν από εναλλακτικό µάτισµα (Frail and Braun,1984) (Lai et al.,1987). Στο 

ΠΝΣ, η L-MAG εκφράζεται νωρίς κατά τη διάρκεια της µυελίνωσης και στον 

ενήλικο αντικαθίσταται από την S-MAG ενώ στο ΚΝΣ η L-MAG επικρατεί σε όλα 

τα στάδια (Pedraza et al.,1991). H L-MAG είναι πιθανό να προκαλεί τη µετάδοση 

ενδοκυτταρικού σήµατος κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης των γλοιακών 

κυττάρων (Umemori et al.,1994) ενώ η S-MAG συνδέεται ενδοκυτταρικά µε τον 

κυτταροσκελετό και είναι δυνατό να συµβάλλει στη δοµική σταθερότητα του ελύτρου 

της µυελίνης (Kursula et al.,2001). Η MAG αποτελεί έναν ισχυρό αναστολέα της 

αξονικής αναγέννησης στο ενήλικο ΚΝΣ (Mukhopadhyay et al.,1994), ενώ εµποδίζει 

την επέκταση νευριτών in vitro προκαλώντας την κατάρρευση του αυξητικού κώνου 

(Mathis et al.,2001). Κατά τη διάρκεια της µυελίνωσης πιστεύεται ότι η ΜΑG 
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µεσολαβεί στην αναγνώριση και σύνδεση του νευράξονα που πρόκειται να γίνει 

εµµύελος από το γλοιακό κύτταρο (Trapp,1990) (Owens and Bunge,1991).  
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3. Έκφραση της ΤΑG-1 κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. 

H ΤΑG-1 (Transiently expressed Axonal Glycoprotein) είναι µία νευρωνική 

γλυκοπρωτεΐνη συνάφειας της υπερ-οικογένειας των ανοσοσφαιρινών (IgCAM) µε 

µοριακό βάρος 135 kD. Αποτελείται από έξι ανοσοσφαιρινικές τύπου C2 (IgC2) υπο-

περιοχές στο αµινοτελικό της άκρο καθώς και από τέσσερις φιµπρονεκτινικές 

επαναλήψεις τύπου ΙΙΙ (FN III) στο καρβοξυτελικό της άκρο, συνδέεται στην 

κυτταρική µεµβράνη µε πρόσδεµα GPI (Σχήµα 2), ενώ συγχρόνως εκκρίνεται από 

τους νευρώνες. Η TAG-1 παρουσιάζει µεγαλύτερη πρωτεϊνική οµολογία µε την 

F3/contactin (50%) και λιγότερη µε τις L1 και ΝCAM (20-30%) ενώ µε όλες 

εµφανίζει κοινά δοµικά χαρακτηριστικά. Η TAG-1 ανιχνεύτηκε αρχικά στον επίµυ 

και στον µύ, και αργότερα βρέθηκε η οµόλογη πρωτεΐνη axonin-1 στην όρνιθα και 

TAX-1 στον άνθρωπο (Tsiotra et al.,1993), ενώ πρόσφατα  βρέθηκε έκφραση της 

πρωτεΐνης και στο Zebrafish (Warren et al.,1999). Η εκκρινόµενη ΤΑG-1 δεν είναι 

αποτέλεσµα εναλλακτικού µατίσµατος στο mRNA, καθώς απουσιάζουν αντίστοιχες 

θέσεις από το cDNA του γονιδίου. Επιπλέον η εκκρινόµενη ΤΑG-1 δεν φαίνεται να 

προκύπτει από τη δράση ενδογενούς  φωσφολιπάσης  στην µεµβρανική-GPI TAG-1, 

αλλά είναι πολύ πιθανό να δηµιουργείται αµέσως  µετά  από τη σύνθεση της 

πολυπεπτιδικής αλυσίδας στο ενδοπλασµατικό δίκτυο. Στην περίπτωση της 

εκκρινόµενης TAG-1, δεν πραγµατοποιείται αποµάκρυνση του καρβοξυτελικού 

υδρόφοβου άκρου της πρωτεΐνης µε αποτέλεσµα να µην προστίθεται το πρόσδεµα 

GPI (Furley et al.,1990). Εντούτοις  έχει περιγραφεί στην όρνιθα ότι  η εκκρινόµενη 

µορφή προκύπτει από τη δράση ενδογενούς φωσφολιπάσης D στην µεµβρανική 

axonin-1, οπότε µε αυτό τον τρόπο φαίνεται να ρυθµίζεται η συγκέντρωση της 

πρωτεΐνης επιφανειακά (Lierheimer et al.,1997). 

Κατά την εµβρϋογένεση, η ΤΑG-1 εκφράζεται σε συγκεκριµένους υπo-

πληθυσµούς νευρώνων στον εγκέφαλο και στο νωτιαίο µυελό καθώς και στους 

νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες (DRG) αµέσως µετά τη διαφοροποίησή τους στη 

φάση της αρχικής επιµήκυνσης του νευράξονα. Η έκφρασή της προηγείται σε σχέση 

µε άλλες IgCAMs που εκφράζονται στους νευρώνες αυτούς. Σε επίπεδο του νωτιαίου 

µυελού στον επίµυ, η TAG-1 εκφράζεται παροδικά στους κινητικούς νευρώνες 

(εµβρυϊκής ηµέρας (Ε) 10,5-14) καθώς και στους συνδεσµικούς (commissural, Ε11-

Ε17) που αποτελούν αισθητικούς νευρώνες δεύτερης τάξης. Στους τελευταίους 

νευρώνες, η TAG-1 εντοπίζεται στους άξονες και στους αυξητικούς κώνους κατά τη 

διάρκεια της οµόπλευρης επέκτασής τους κοιλιακά προς το εδαφιαίο πέταλο που 
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βρίσκεται στη µέση γραµµή. Αφού διασχίσουν τη µέση γραµµή, οι άξονες 

στρέφονται στην ετερόπλευρη προσθιοπλάγια δεσµίδα του νωτιαίου µυελού, όπου η 

έκφραση της TAG-1 στους άξονες αυτούς τερµατίζεται και ξεκινάει η έκφραση της 

L1 (Dodd et al.,1988).  

Στον αναπτυσσόµενο εγκέφαλο, η TAG-1 εµφανίζεται επίσης παροδικά σε 

υπo-πληθυσµούς νευρώνων που εντοπίζονται στον πρόσθιο εγκέφαλο, και σε όλα τα 

επίπεδα του στελέχους όπου εκφράζεται κυρίως σε άξονες που σχηµατίζουν µακριές 

δεσµίδες. Εκφράζεται σε κρανιακά νεύρα (οφθαλµοκινητικό, υπογλώσσιο, κινητική 

µοίρα τριδύµου και προσωπικού νεύρου, και το άνω γναθικό νεύρο), στις φλοιο-

θαλαµικές προβολές, καθώς και σε µακριές δεσµίδες του κεντρικού νευρικού 

συστήµατος όπως η οπίσθια δέσµη του νωτιαίου µυελού, η πλάγια οσφρητική 

δεσµίδα, οι οπτικές δέσµες, και η  ηνιοµεσοσκελιαία δεσµίδα. Επιπλέον εκφράζεται 

στο µεσολόβιο, στον πρόσθιο σύνδεσµο και στο σύνδεσµο του ιπποκάµπου και σε 

άλλες χιαζόµενες προβολές που εντοπίζονται σε διάφορα επίπεδα του στελέχους 

(Wolfer et al.,1994).  

Παράλληλα ανιχνεύεται έκφραση της TAG-1 στα σώµατα των νευρώνων που 

ακολουθούν οριζόντια µεταναστευτικά µονοπάτια προκειµένου να σχηµατίσουν τους 

προ-παρεγκεφαλιδικούς πυρήνες καθώς και στους µετα-µιτωτικούς προ-

µεταναστευτικούς νευρώνες της έσω κοκκώδους στοιβάδας στη νεογέννητη 

παρεγκεφαλίδα (Yamamoto et al.,1990; Wolfer et al.,1994; Bailly et al.,1996) 

(Kyriakopoulou et al.,2002).  

Στο αναπτυσσόµενο ΠΝΣ, η έκφραση της TAG-1 έχει µελετηθεί αναλυτικά 

στο επίπεδο των πρωτοταγών αισθητικών νευρώνων που περιέχονται στα νωτιαία 

γάγγλια (DRG) τα οποία βρίσκονται πολύ κοντά στο νωτιαίο µυελό. Σωροί ή σειρές 

των νευρώνων αυτών βρίσκονται ανάµεσα σε δέσµες νευρικών ινών και 

περιβάλλονται εξωτερικά από την κάψα που αποτελείται από συνδετικό ιστό. Τα 

κύτταρα αυτά έχουν στρογγυλό κυτταρικό σώµα που περιβάλλεται από τα 

εξωδερµικής προέλευσης δορυφορικά γλοιακά κύτταρα που είναι ανάλογα των 

κυττάρων Schwann, και σχηµατίζουν τη βασική µεµβράνη που συνιστά το πιο 

εσωτερικό περίβληµα του νευρώνα. Οι νευρώνες  των νωτιαίων γαγγλίων αποτελούν 

ψευδοµονόπολα κύτταρα καθώς σχηµατίζουν µόνο µία αποφυάδα, τον νευράξονα, ο 

οποίος σε πολύ µικρή απόσταση από το κυτταρικό σώµα διχάζεται σε δύο κλάδους. Ο 

περιφερικός κλάδος καταλήγει στο µύ ενώ ο κεντρικός κλάδος εισδύει στο νωτιαίο 

µυελό όπου συνάπτεται µε άλλα νευρικά κύτταρα. Οι νωτιαίοι γαγγλιακοί νευρώνες 

 15



χαρακτηρίζονται από µορφολογική και µοριακή διαφοροποίηση που αντιστοιχεί στο 

διαφορετικό είδος της αισθητικής πληροφορίας που αντιλαµβάνονται από την 

περιφέρεια την οποία στη συνέχεια αναλαµβάνουν να µεταδώσουν στο νωτιαίο 

µυελό.  ∆ιακρίνονται σε µεγάλου µεγέθους νευρώνες µε µεγάλες εµµύελες ίνες (Αα 

και Αβ) που άγουν ώσεις επικριτικής αισθητικότητας (αντίληψη αφής, πίεσης) και σε 

µικρού και µεσαίου µεγέθους νευρώνες µε λεπτές εµµύελες ή αµύελες ίνες (Αδ και 

C), που άγουν ώσεις πρωτοπαθούς αισθητικότητας (αντίληψη πόνου, θερµοκρασίας).  

Στα νωτιαία γάγγλια, η TAG-1 ξεκινάει να εκφράζεται από την Ε11 και 

συνεχίζει και µετά τη γέννηση. Επιπλέον η πρωτεΐνη αυτή επάγεται κατά τη διάρκεια 

της in vitro αξονικής αναγέννησης µεµονωµένων νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων 

που αποµονώθηκαν από διάφορα αναπτυξιακά στάδια καθώς και από τον ενήλικο 

(Karagogeos et al.,1991). Αντίθετα δεν εκφράζεται κατά τη διάρκεια της in vitro 

αναγέννησης µεµονωµένων νευρώνων νωτιαίου µυελού εµβρύου ή νεογέννητου.  

Στον ενήλικο συνεχίζεται η έκφραση του µεταγράφου της TAG-1 (Furley et 

al.,1990), όπου εντοπίζεται in situ σε διάφορες περιοχές του εγκεφάλου και του 

νωτιαίου µυελού (Yoshihara et al.,1995; Wolfer et al.,1998) αν και δεν ανιχνεύεται 

έκφραση της πρωτεΐνης ανοσοϊστοχηµικά. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι στον 

ενήλικο η πρωτεΐνη είναι δυνατό να εκκρίνεται ή να εκφράζεται σε πολύ χαµηλά 

επίπεδα, οπότε σε αυτές τις περιπτώσεις δεν µπορεί να εντοπιστεί. Εναλλακτικά είναι 

δυνατόν η TAG-1 να υφίσταται µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις, οπότε είναι 

αδύνατο να αναγνωριστεί από τα διαθέσιµα αντισώµατα. Η έκφραση του TAG-1 

µεταγράφου στον ενήλικο εντοπίζεται στο οσφρητικό σύστηµα, σε πυρήνες του 

θαλάµου, στα  CA1 και CA 3 πυραµιδικά κύτταρα του ιπποκάµπου, στον υποθάλαµο, 

στο κοιλιακό και ραχιαίο κέρας  και στη λευκή ουσία του νωτιαίου µυελού 

(Yoshihara et al.,1995; Wolfer et al.,1998). 

Με βάση το συνολικό πρότυπο έκφρασης της µεµβρανικής TAG-1 προκύπτει 

ότι η πρωτεΐνη αυτή σχετίζεται µε την επέκταση και καθοδήγηση νευραξόνων ενώ 

είναι πιθανό να εµπλέκεται  επίσης στην  αναγνώριση του κυτταρικού συναπτικού 

στόχου (Dodd et al.,1988; Wolfer et al.,1994). H ΤΑG-1 αποτελεί ένα πολύ 

αποτελεσµατικό υπόστρωµα για την επέκταση νευριτών από νωτιαίους εµβρυϊκούς 

(Ε15) νευρώνες in vitro (Furley et al.,1990) ενώ αναστολή της λειτουργίας της 

axonin-1 σε νωτιαίους εµβρυϊκούς συνδεσµικούς νευρώνες στην όρνιθα έχει ως 

αποτέλεσµα την αποδεσµιδοποίηση και τον αποπροσανοτολισµό των νευραξόνων 

τους. Συγκεκριµένα οι άξονες των συνδεσµικών νευρώνων δεν διασχίζουν τη µέση 
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γραµµή αλλά αντίθετα ενώνονται  αντικανονικά µε την οµόπλευρη προσθιοπλάγια 

δέσµη του νωτιαίου µυελού (Stoeckli and Landmesser,1995). Eπιπλέον η TAG-1 

συµµετέχει στην µετανάστευση των GABAεργικών νευρώνων στον εµβρυϊκό φλοιό 

(Denaxa et al.,2001) καθώς και στην οριζόντια µετανάστευση των κυττάρων που θα 

σχηµατίσουν προ-παρεγκεφαλιδικούς πυρήνες (Kyriakopoulou et al.,2002). H δράση 

της εκκρινόµενης TAG-1 δεν έχει διασαφηνιστεί αλλά είναι πιθανό να συνδέεται 

στην επιφάνεια των νευροεπιθηλιακών κυττάρων και να προκαλεί την αύξηση των 

νευραξόνων στους οποίους µπορεί να δρα οµοφιλικά ή ετεροφιλικά (Karagogeos et 

al.,1991). Eπιπλέον είναι δυνατόν, η εκκρινόµενη µορφή να συνδέεται µε την 

µεµβρανική στην επιφάνεια του νευράξονα και µε αυτό τον τρόπο να εµποδίζει τη 

δέσµευση άλλων µορίων στην τελευταία, γεγονός που πιθανότατα αναστέλλει την 

δράση της µεµβρανικής µορφής στην καθοδήγηση και δεσµιδοποίηση των 

νευραξόνων (Lierheimer et al.,1997).  

Η TAG-1 παρουσιάζει οµοφιλικές (Rader et al.,1993; Felsenfeld et al.,1994; 

Tsiotra et al.,1996) καθώς και ποικίλες ετεροφιλικές αλληλεπιδράσεις µε µόρια της 

ίδιας ή άλλης οικογένειας. Συγκεκριµένα η TAG-1 αλληλεπιδρά µε την L1/NgCAM 

(Kunz et al., 1991), την ΝrCAM (Suter et al.,1995), την ΝCAM, µε τις 

πρωτεογλυκάνες Νeurocan και την Phosphacan/RPTPζ/β και µε την πρωτεΐνη της 

εξωκυττάριας ουσίας tenascin-C (Milev et al.,1996). 
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II. Αναγέννηση νευραξόνων 

Το κεντρικό νευρικό σύστηµα των ανώτερων σπονδυλωτών παρουσιάζει φτωχή 

ικανότητα αναγέννησης µετά από τραυµατισµούς σε αντίθεση µε το περιφερικό 

νευρικό σύστηµα όπου οι νευρώνες επιβιώνουν και καταφέρνουν να αναγεννηθούν.  

Ίσως η πιο ολοκληρωµένη περιγραφή των γεγονότων που διαδραµατίζονται κατά τη 

διάρκεια της αναγέννησης στο ΠΝΣ έχει γίνει από τον Cajal (1928) (Σχήµα 3).   

 

 

 

 
Σχήµα 3. Αλλαγές που συµβαίνουν κατά τη διάρκεια της αναγέννησης του 
περιφερικού νεύρου. Εδώ αναπαρίσταται σχηµατικά ένας εµµύελος νευρώνας  όπου 
διακρίνεται ο άξονας του να περιβάλλεται από τα κύτταρα Schwann.  (Α). 
Φυσιολογικός νευρώνας (Β). Μετά από τραυµατισµό, ο άξονας χωρίζεται στο τµήµα 
που βρίσκεται σε επαφή µε το κυτταρικό σώµα (εγγύς άκρο) και στο τµήµα που έχει 
χάσει την επαφή αυτή (ακραίο τµήµα). Στο ακραίο τµήµα εξελίσσεται ο εκφυλισµός 
Wallerian και τα φαγοκύτταρα διεισδύουν τοπικά και αποµακρύνουν τα υπολείµµατα 
των αξόνων και της µυελίνης. Το κυτταρικό σώµα υφίσταται χρωµατόλυση κατά την 
οποία ο πυρήνας µετατοπίζεται σε µία έκκεντρη θέση. (Γ). Τα κύτταρα Schwann που 
βρίσκονται στο ακραίο τµήµα, πολλαπλασιάζονται έντονα σχηµατίζοντας τις ζώνες 
Bünger, δηµιουργώντας ένα περιβάλλον που είναι πολύ ευνοϊκό για την επιβίωση των 
τραυµατισµένων νευρώνων και την αναγέννηση των νευραξόνων που προκύπτουν 
από το εγγύς άκρο του νεύρου. (Sanes and Jessel,2000). 

 18



Οι τραυµατισµοί στο ΠΝΣ επιφέρουν κατά τη διάρκεια της πρώτης εβδοµάδας 

µία σειρά χαρακτηριστικών αλλαγών στο ακραίο (ως προς το σηµείο της βλάβης) 

τµήµα του νεύρου που ονοµάζονται Wallerian εκφυλισµός που περιλαµβάνει την 

αποδιάταξη του άξονα και της µυελίνης, υπολείµµατα των οποίων αποµακρύνονται 

σταδιακά από τα µακροφάγα που εισβάλλουν στο σηµείο της βλάβης. Ο Wallerian 

εκφυλισµός είναι καθοριστικός για την εξέλιξη της αναγεννητικής διαδικασίας και 

στην περίπτωση που καθυστερεί σηµαντικά όπως στους µεταλλαγµένους µύες 

C57BL/Ola, τα υπολείµµατα των αξόνων και της µυελίνης παραµένουν για 

εβδοµάδες αντί για ηµέρες, καθώς τα µακροφάγα δεν συγκεντρώνονται εγκαίρως στο 

σηµείο της βλάβης (Perry and Brown,1992). Επιπλέον τα γλοιακά κύτταρα Schwann 

ενεργοποιούνται καθυστερηµένα από τα µακροφάγα στο να αντιδράσουν και να 

στηρίξουν την αναγέννηση. Φυσιολογικά την 3η περίπου ηµέρα µετά τον 

τραυµατισµό, τα κύτταρα Schwann που βρίσκονται στο ακραίο τµήµα του νεύρου 

σταµατούν να συνθέτουν µυελίνη και πολλαπλασιάζονται έντονα σχηµατίζοντας τις 

επιµήκεις ζώνες Bünger που µαζί µε τη βασική τους στοιβάδα αποτελούν ένα πολύ 

ευνοϊκό υπόστρωµα για την προαγωγή της αναγέννησης. Όµως η παρουσία των 

κυττάρων Schwann είναι πρωταρχικής σηµασίας για την αναγεννητική διαδικασία, 

καθώς σε περιπτώσεις που τα κύτταρα αυτά αφαιρούνται µέσω πολύ χαµηλής 

θερµοκρασίας που ασκείται στο ακραίο τµήµα του νεύρου, υπάρχει σηµαντική 

ελάττωση της αναγέννησης των περιφερικών νευραξόνων στα µη-κυτταρικά νευρικά 

µοσχεύµατα (Ide et al.,1990). H ενεργοποίηση των κυττάρων Scwhann οφείλεται 

στην απώλεια της επαφής τους µε τον νευράξονα αλλά και στην επαγωγή τους από 

διάφορους παράγοντες (βλέπε παρακάτω) που εκκρίνονται από τα µακροφάγα και 

τους υπο-αναγέννηση νευρώνες. Ως συνέπεια της ενεργοποίησής τους τα κύτταρα 

αυτά στη συνέχεια παράγουν µία σειρά τροφικών και αυξητικών παραγόντων που 

στηρίζουν την επιβίωση αλλά και την αύξηση και καθοδήγηση των αξονικών 

προεκβολών στον αρχικό στόχο νεύρωσης (για ανασκόπηση βλέπε: (Scherer and 

Salzer,1996; Fu and Gordon,1997).  

Τα κύτταρα Schwann διακρίνονται σε αµύελα και εµµύελα µε βάση την 

παραγωγή του ελύτρου της µυελίνης (Jessen and Mirsky,1991). Κάθε αµύελο 

κύτταρο Schwann περιβάλει µία δέσµη αξόνων µε διάµετρο µικρότερη του 1 µm 

καλύπτοντας τους µε ένα κοινό περίβληµα βασικής στοιβάδας που αποτελείται 

κυρίως από τις πρωτεΐνες της εξωκυττάριας ουσίας λαµινίνη, φιµπρονεκτίνη, 

τενασίνη-C, διάφορες πρωτεογλυκάνες, θροµβοσποντίνη, και κολλαγόνα. Τα αµύελα 
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κύτταρα εκφράζουν τις IgCAMs L1 και NCAM σε υψηλά επίπεδα και σε χαµηλότερα 

επίπεδα τον χαµηλής συγγένειας υποδοχέα του νευροτροφικού παράγοντα NGF 

(NGFR), την αυξητική πρωτεΐνη µοριακού βάρους 43 kD (GAP-43), και την 

κυτταροσκελετική πρωτεΐνη GFAP ενώ δεν εκφράζουν τις πρωτεΐνες της µυελίνης.  

Τα εµµύελα κύτταρα Schwann ξεχωρίζουν τους νευράξονες µεγαλύτερης 

διαµέτρου µε τους οποίους συνδέονται σε µία αναλογία 1:1 και ξεκινούν να παράγουν 

γύρω από τον άξονα το έλυτρο της µυελίνης και τη βασική στοιβάδα εξωτερικά. Τα 

κύτταρα εκφράζουν πολύ χαµηλά επίπεδα ή καθόλου από τις πρωτεΐνες L1, NCAM, 

NGFR, GAP-43 και GFAP ενώ εκφράζουν τα δοµικά συστατικά του ελύτρου της 

µυελίνης P0 (protein zero), MBP (myelin basic protein), PMP22 (peripheral myelin 

protein 22 kD) και την MAG. Κατά τη διάρκεια του τραυµατισµού τα εµµύελα 

κύτταρα Schwann υφίστανται απώλεια της επαφής τους µε τον νευράξονα και 

σταµατούν να εκφράζουν τις πρωτεΐνες της µυελίνης ενώ αντίθετα επάγουν την 

έκφραση των πρωτεϊνών που χαρακτηρίζουν τα αµύελα κύτταρα Schwann. 

Συγκεκριµένα τα κύτταρα αυτά αυξάνουν την έκφραση των πρωτεϊνών συνάφειας 

των IgCAMs L1 και NCAM, την N-cadherin καθώς και των πρωτεϊνών της 

εξωκυττάριας ουσίας όπως είναι η λαµινίνη, το κολλαγόνο, η τενασίνη-C και η 

φιµπρονεκτίνη.  Μέσω των IgCAMs και της N-cadherin οι αυξητικοί κώνοι των υπο-

αναγέννηση νευραξόνων αλληλεπιδρούν µε αντίστοιχα µόρια που εκφράζονται στην 

επιφάνεια των κυττάρων Schwann που βρίσκονται στο ακραίο τµήµα του νεύρου 

όπου φαίνεται να ευνοούν την αξονική επέκταση και καθοδήγηση προς τον τελικό 

κυτταρικό στόχο. Επιπλέον στους αυξητικούς κώνους εκφράζονται οι ετεροδιµερείς 

πρωτεΐνες ιντεγκρίνες οι οποίες συνδέονται ενδοκυτταρικά µε τον κυτταροσκελετό 

και αναγνωρίζουν τα συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας στο ακραίο τµήµα του 

νεύρου, επάγοντας  πιθανότατα την αύξηση των υπο-αναγέννηση νευραξόνων.   

Τα κύτταρα Schwann αυξάνουν παράλληλα και την έκφραση των 

νευροτροφικών παραγόντων NGF (nerve growth factor), BDNF (brain-derived 

neurotrophic factor) και ΝΤ-4/5 µαζί µε τον χαµηλής συγγένειας υποδοχέα τους p75 ή 

ΝGFR. Επιπλέον τα κύτταρα αυτά επάγουν την έκφραση των κιτοκινών CNTF 

(cilliary neurotrophic factor), LIF (leukemia inhibitory factor) και IL-6 (interleukin-6) 

καθώς και των αυξητικών παραγόντων FGF (fibroblast growth factor), IGF (insulin-

like growth factors), GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor), TGF-β 

(transforming growth factor), EGF (epidermal growth factor) και του υποδοχέα του, 

καθώς και του PDGF (platelet-derived growth factor). Φυσιολογικά, οι παράγοντες 
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αυτοί συνθέτονται κυρίως από τους κυτταρικούς στόχους των νευρώνων από όπου 

προσλαµβάνονται από τους νευράξονες µέσω των υψηλής συγγένειας υποδοχέων 

τους και µεταφέρονται αντίδροµα κατά µήκος του νευράξονα στο κυτταρικό σώµα 

του νευρώνα εξασφαλίζοντας την επιβίωσή του. Κατά τη διάρκεια της αναγέννησης 

στο ΠΝΣ, η σύνθεση των παραγόντων αυτών παρέχεται από τα κύτταρα Schwann 

που βρίσκονται στο ακραίο τµήµα του νεύρου και µεταφέρονται όµως προς στο 

κυτταρικό σώµα µε χαµηλότερη ταχύτητα από ότι φυσιολογικά εξασφαλίζοντας την 

επιβίωση των υπο-αναγέννηση νευρώνων. Επιπλέον σε ορισµένες περιπτώσεις 

παράγοντες όπως είναι ο NGF και ο GDNF προάγουν έµµεσα την αξονική 

αναγέννηση δρώντας στα κύτταρα Schwann στα οποία φαίνεται να επάγουν την 

έκφραση της IgCAM L1 που µεσολαβεί στις αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις.  

Mε την αποκατάσταση της επαφής των κυττάρων Schwann µε τους υπο-

αναγέννηση νευράξονες στο ακραίο τµήµα του νεύρου τα κύτταρα αυτά 

επανέρχονται στον αρχικό τους φαινότυπο και αρχίζουν να παράγουν µυελίνη γύρω 

από τους µεγαλύτερης διαµέτρου άξονες. Παρά το γεγονός ότι τα κύτταρα Schwann 

είναι αυτά που παράγουν το µυελώδες έλυτρο, ο υπο-ανάπτυξη νευράξονας είναι 

αυτός που καθορίζει την έκταση της µυελίνωσης. Όµως η αποκατάσταση της 

ταχύτητας αγωγής στους αναγεννηµένους νευράξονες υστερεί συγκριτικά µε τον 

µητρικό νευράξονα, καθώς υπάρχει σηµαντική ελάττωση της απόστασης των 

διαµεσοπερισφύγξεων κατά µήκος της εµµύελης ίνας που οφείλεται στην ύπαρξη 

τριπλάσιου αριθµού κυττάρων Schwann στο ακραίο τµήµα του νεύρου. Σε περίπτωση 

όµως µόνιµης διατοµής η επαφή µε τους νευράξονες δεν αποκαθίσταται οπότε και τα 

κύτταρα Schwann δεν επανέρχονται στον αρχικό τους φαινότυπο και δεν 

επανεκφράζουν τις πρωτεΐνες της µυελίνης αλλά εξακολουθούν να βρίσκονται σε µία 

κατάσταση όπου µοιάζουν πολύ µε τα αµύελα κύτταρα Schwann.  

Αµέσως µετά τη βλάβη, οι νευρώνες που καταφέρνουν να επιβιώσουν 

ξεκινούν ένα µεταβολικό πρόγραµµα αύξησης που επιφέρει µορφολογικές αλλαγές 

στο νευρικό κυτταρικό σώµα που ονοµάζονται “χρωµατολυτικές  αλλαγές” (για 

ανασκόπηση βλέπε  (Scherer and Salzer,1996) και (Fu and Gordon,1997). Η επιβίωση 

του νευρώνα είναι απαραίτητη προϋπόθεση για να ξεκινήσει η αναγεννητική 

διαδικασία µετά τον τραυµατισµό. Η επιβίωση εξαρτάται από διάφορους παράγοντες 

όπως είναι η ηλικία και το είδος του νευρώνα καθώς και από το πόσο κοντά στο 

κυτταρικό σώµα βρίσκεται το σηµείο της βλάβης. Συγκεκριµένα οι νεαροί νευρώνες 

είναι πιο ευπαθείς σε σχέση µε τους ενήλικους νευρώνες, ενώ οι νωτιαίοι κινητικοί 
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νευρώνες επιβιώνουν ευκολότερα σε σχέση µε τους αισθητικούς νευρώνες των 

νωτιαίων γαγγλίων. Επιπλέον, όσο πλησιέστερα στο κυτταρικό σώµα βρίσκεται το 

σηµείο του τραυµατισµού τόσο πιο δύσκολη καθίσταται η επιβίωση του νευρώνα. 

Οι “χρωµατολυτικές  αλλαγές” που υφίσταται ο νευρώνας που καταφέρνει να 

επιβιώσει µετά από τραυµατισµούς, περιλαµβάνουν την αποδιάταξη των σωµατιδίων 

Nissl, την έκκεντρη θέση του πυρήνα, την µεγέθυνση του πυρηνίσκου και τη 

διόγκωση του κυττάρου. Οι νευρώνες σε αυτή τη φάση σταµατούν να λειτουργούν 

νευροδιαβιβαστικά αλλά βρίσκονται σε κατάσταση αύξησης οπότε επάγουν την 

έκφραση γονιδίων που συνδέονται µε την εκ’ νέου αύξηση και επέκταση του 

νευράξονα προς τον αρχικό συναπτικό του στόχο. Το πρόγραµµα αύξησης του 

νευρώνα φαίνεται να σηµατοδοτείται κυρίως από την περιορισµένη πρόσβαση του σε 

νευροτροφικούς παράγοντες που είναι απαραίτητοι για την επιβίωση και τη 

διαφοροποίησή του. Φυσιολογικά οι παράγοντες αυτοί προσλαµβάνονται µέσω 

υποδοχέα κυρίως από τον κυτταρικό στόχο νεύρωσης και µεταφέρονται αντίδροµα 

κατά µήκος του νευράξονα προς το κυτταρικό σώµα. Το καινούργιο πρόγραµµα του 

νευράξονα περιλαµβάνει την επαγωγή αυξητικών πρωτεϊνών όπως είναι η φωσφο-

πρωτεΐνη GAP-43 (growth-associated protein-43) που εκφράζεται στους 

αναπτυσσόµενους νευράξονες και εντοπίζεται επιλεκτικά στο εσωτερικό της 

κυτταρικής µεµβράνης που βρίσκεται στους αυξητικούς κώνους. Συγχρόνως υπάρχει 

επαγωγή της έκφρασης των κυτταροσκελετικών πρωτεϊνών ακτίνης και τουµπουλίνης 

που παρέχονται σε µεγάλες ποσότητες στους αυξητικούς κώνους για να στηρίξουν 

την αύξηση των υπο-αναγέννηση νευραξόνων που µοιάζουν να αποκτούν έτσι ένα 

εµβρυϊκό αναπτυξιακό φαινότυπο. Παράλληλα υπάρχει ελάττωση της παραγωγής και 

της µεταφοράς των νευροϊνιδίων που φαίνεται να συντελεί στην αυξηµένη 

ρευστότητα του κυτταροπλάσµατος µε αποτέλεσµα να διευκολύνεται η αξονική 

µεταφορά στους υπο-αναγέννηση νευράξονες. Η έκφραση του µεταγράφου της 

ακτίνης έχει βρεθεί ότι διπλασιάζεται στο νωτιαίο γάγγλιο που αντιστοιχεί στο 

πέµπτο οσφυϊκό µυελοτόµιο (L5) µετά από τραυµατισµό του ισχιακού νεύρου, που 

επιτρέπει την αναγέννηση αλλά και µετά από διατοµή όπου εµποδίζεται η 

αναγέννηση µέσω απολίνωσης (ligation) στο εγγύς άκρο του νεύρου. Η αύξηση όµως 

αυτή φαίνεται να είναι προσωρινή καθώς και στις δύο περιπτώσεις τραυµατισµού, η 

έκφραση της ακτίνης επανέρχεται στα φυσιολογικά επίπεδα έως την 9η ηµέρα µετά 

από τη βλάβη (Nielsch and Keen,1987).  
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Οι τραυµατισµένοι αισθητικοί νευρώνες των νωτιαίων γαγγλίων ελαττώνουν 

την έκφραση των νευροπεπτιδίων CGRP (πεπτίδιο που σχετίζεται µε το γονίδιο της 

καλσιτονίνης), της ουσίας P και της σωµατοστατίνης  ενώ αυξάνουν την έκφραση 

άλλων όπως είναι η γαλανίνη, το VIP (vasoactive intestinal peptide), το 

Νευροπεπτίδιο Υ (Neuropeptide Y) και η χολυκυστοκίνη. Η επαγωγή της έκφρασης 

ορισµένων νευροπεπτιδίων φαίνεται να στηρίζει την επιβίωση και την αναγέννηση 

των νευρώνων µέσω ενός αυτοκρινούς ή παρακρινούς µηχανισµού δράσης. Επιπλέον 

η έκκριση των νευροπεπτιδίων αυτών από τους τραυµατισµένους νευρώνες µπορεί να 

προκαλεί την εκδήλωση της φλεγµονώδους απόκρισης που περιλαµβάνει την αύξηση 

της παροχής αίµατος στο σηµείο του τραυµατισµού λόγω αγγειοδιαστολής και την 

προσέγγιση των µακροφάγων, ιστοκυττάρων και λεµφοκυττάρων τοπικά στο σηµείο 

της βλάβης. 

 Οι τραυµατισµένοι νευρώνες συνθέτουν και εκκρίνουν µία σειρά κιτοκινών 

όπως είναι IL (interleukin) -1, 2 και 6, και ο TGF-β και η INF-γ (interferon- γ) oι 

οποίες προκαλούν την εκδήλωση της φλεγµονώδους απόκρισης και δρουν συνεργικά 

µε τις κιτοκίνες που εκκρίνονται επίσης από τα µακροφάγα και τα µη νευρικά 

κύτταρα. Όλες σχεδόν οι κιτοκίνες προκαλούν τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων 

Schwann και την αλλαγή του φαινοτύπου τους.  

 Επιπλέον, οι τραυµατισµένοι νευρώνες συνθέτουν και εκκρίνουν πολλούς 

νευροτροφικούς παράγοντες όπως είναι ο NGF, ο BDNF, o NT-3 και οι παράγοντες 

FGFa (acidic fibroblast growth factor), o PDGF και ο GGF (glial growth factor) οι 

οποίοι δρουν στους ίδιους τους νευρώνες εξασφαλίζοντας την επιβίωσή τους καθώς 

και στα µη-νευρικά κύτταρα µέσω ενός αυτοκρινούς ή παρακρινούς µηχανισµού 

δράσης.   

  Αµέσως µετά τον τραυµατισµό εκδηλώνεται εκφυλισµός στο εγγύς άκρο του 

νεύρου που επεκτείνεται συνήθως µέχρι τον πρώτο κόµβο Ranvier και συνδέεται µε 

την είσοδο ασβεστίου και την ενεργοποίηση ασβέστιο-εξαρτώµενων πρωτεασών.  Σε 

3-24 ώρες µετά τον τραυµατισµό, οι πρώτες αξονικές προεκβολές (sprouts) που είναι 

κατά µέσον όρο 5 ανά άξονα, δηµιουργούνται από τον πρώτο κόµβο Ranvier που 

βρίσκεται πλησιέστερα στο σηµείο της βλάβης. Στις τελικές απολήξεις των 

προεκβολών που εµφανίζονται από το εγγύς άκρο του νεύρου βρίσκονται οι 

αυξητικοί κώνοι. Οι αξονικές προεκβολές κάθε µητρικού νευράξονα που 

επεκτείνονται προς το ακραίο τµήµα του νεύρου αποτελούν µία µονάδα αναγέννησης 

που διατηρείται µέχρι οι υπο-αναγέννηση άξονες να πραγµατοποιήσουν τις συνδέσεις 
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τους µε τον τελικό στόχο οπότε και όλοι εκτός από έναν θυγατρικό άξονα 

αποσύρονται σταδιακά  σε µία διαδικασία που µπορεί να διαρκέσει µήνες ή ακόµη 

και χρόνια για να ολοκληρωθεί.  

 Σε περίπτωση τραυµατισµών όπου διατηρείται η συνέχεια της ενδονευρικής 

βασικής στοιβάδας των κυττάρων Schwann όπως στην άσκηση πίεσης (crush) ή 

χαµηλής θερµοκρασίας στο περιφερικό νεύρο, οι προεκβολές των υπο-αναγέννηση 

νευραξόνων φτάνουν νωρίς στο ακραίο τµήµα του νεύρου παραµένοντας σε επαφή µε 

τους αρχικούς τους ενδονευρικούς αγωγούς που τους καθοδηγούν στον αρχικό τους 

στόχο. Αντίθετα στην περίπτωση της διατοµής, οι ινοβλάστες και τα κύτταρα 

Schwann που προέρχονται και από τα δύο άκρα του νεύρου µεταναστεύουν στο 

σηµείο της διατοµής για να καλύψουν το κενό που έχει δηµιουργηθεί ενδιάµεσα. Σε 

αυτή την περίπτωση οι προεκβολές των υπο-αναγέννηση νευραξόνων καθυστερούν 

να φτάσουν στο ακραίο τµήµα του νεύρου και όταν τελικά το επιτυγχάνουν 

εισέρχονται τυχαία σε αυτό χωρίς να διατηρούνται στους αρχικούς τους 

ενδονευρικούς αγωγούς βασικής στοιβάδας µε αποτέλεσµα να αποτυγχάνουν στο να 

καθοδηγηθούν σωστά στον αρχικό στόχο νεύρωσης.   

 Στο ΚΝΣ, οι νευρώνες αποτυγχάνουν να αναγεννηθούν µετά από 

τραυµατισµό σε αντίθεση µε τους περιφερικούς νευρώνες µε αποτέλεσµα τα 

κυτταρικά τους σώµατα να ατροφούν ή να επέρχεται ο κυτταρικός θάνατος 

(Cajal,1928). Όµως η αρχική αντίληψη ότι οι ΚΝΣ νευρώνες στερούνται την 

ικανότητα αναγέννησης άρχισε να ανατρέπεται πριν από 20 περίπου χρόνια από τα 

πειράµατα των David και Aguayo (1981) που έδειξαν ότι ορισµένοι γαγγλιακοί 

νευρώνες του αµφιβληστροειδή µπορούν να αναγεννηθούν παρουσία µοσχευµάτων 

περιφερικού νεύρου. Εντούτοις οι ΚΝΣ νευρώνες χαρακτηρίζονται από σηµαντικές 

ιδιαιτερότητες στην συµπεριφορά που εκδηλώνουν µετά από τραυµατισµούς που τους 

καθιστούν λιγότερο ικανούς να επιβιώσουν και να αναγεννηθούν. Συγκεκριµένα οι 

νευρώνες αυτοί εµφανίζουν περιορισµένη απόκριση στους νευροτροφικούς 

παράγοντες η οποία φαίνεται να προκαλείται από την απουσία ηλεκτρικής 

δραστηριότητας ενώ κάτι αντίστοιχο δεν ισχύει στους νευρώνες του ΠΝΣ (Goldberg 

and Barres,2000). Επιπλέον οι KNΣ νευράξονες δεν επανεκφράζουν αυξητικούς 

παράγοντες που να εξασφαλίζουν την επιβίωση του νευρώνα και την αξονική 

αύξηση. Αντίθετα υπάρχει έντονη παρουσία παραγόντων που δρουν ανασταλτικά 

στην αναγέννηση των νευραξόνων. Συγκεκριµένα εντοπίζονται ανασταλτικοί 

παράγοντες αύξησης στη µυελίνη όπως είναι η επιφανειακή πρωτεΐνη ΝοgoA ή ΝΙ-
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250 η οποία συντίθεται από τα ολιγοδενδροκύτταρα αλλά όχι από τα εµµύελα 

κύτταρα Schwann στο ΠΝΣ ενώ επίσης ανασταλτική είναι η πρωτεΐνη συνάφειας 

MAG και ορισµένες προτεογλυκάνες της µυελίνης (Schwab and Bartholdi,1996). 

Άλλοι ανασταλτικοί παράγοντες εντοπίζονται στο επίπεδο της αστρογλοιακής ουλής 

που δηµιουργείται στο σηµείο της βλάβης και είναι οι πρωτεΐνες της εξωκυττάριας 

ουσίας tenascin-R, πρωτεογλυκάνες και κερατίνη καθώς και οι εκκρινόµενη πρωτεΐνη 

Semaphorin 3A (Gavazzi,2001).  

Χορήγηση του µονοκλωνικού αντισώµατος ΙΝ-1 που αναγνωρίζει την 

πρωτεΐνη Νοgo-A (Caroni and Schwab,1988) στον τραυµατισµένο νωτιαίο µυελό 

φαίνεται να ενισχύει την αναγέννηση των ινών της φλοιονωτιαίας δεσµίδας και να 

προάγει σε κάποιο βαθµό τη λειτουργική αποκατάσταση (Schnell and Schwab,1990). 

Η αναγεννητική διαδικασία στο ΚΝΣ ενισχύεται είτε µε την χορήγηση µορίων που 

δρουν ανταγωνιστικά στους υποδοχείς των ανασταλτικών παραγόντων ή µε την 

τροποποίηση των ενδοκυτταρικών σηµατοδοτικών µονοπατιών των αναστολέων 

αυτών προς όφελος της αξονικής αύξησης (Fournier and Strittmatter,2001; Skaper et 

al.,2001). Για παράδειγµα είναι δυνατόν να εµποδίσουµε την εκδήλωση της 

ανασταλτικής δράσης στους νευρώνες µέσω αλλαγής των κυτταροπλασµατικών 

επιπέδων των κυκλικών νουκλεοτιδίων cAMP και cGMP. Επίσης είναι δυνατό να 

ενισχύσουµε την αύξηση των νευραξόνων µέσω αναστολής των µικρών GTPase 

πρωτεϊνών της οικογένειας Rho που περιλαµβάνει τις Rho, Rac και CDC-42 µέσω 

των οποίων οι αναστολείς της µυελίνης φαίνεται να προκαλούν την 

αποσταθεροποίηση του κυτταροσκελετού της ακτίνης στο επίπεδο του αυξητικού 

κώνου. Επιπλέον, µπορούµε να επιτύχουµε την αναστολή της αρνητικής δράσης της 

µυελίνης µέσω προηγούµενης έκθεσης των νευρώνων σε νευροτροφικούς παράγοντες 

(Song et al.,1998).  
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ΙΙΙ. Αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις και σχηµατισµός της νευρικής ίνας. 

1. Γενικά 

Με βάση τα όσα αναφέρθηκαν προηγουµένως, προκύπτει ότι οι αλληλεπιδράσεις του 

νευράξονα µε τα µη-νευρικά γλοιακά κύτταρα που βρίσκονται στο περιβάλλον του 

(αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις) είναι καθοριστικές για την αύξηση και 

καθοδήγηση του νευράξονα κατά τη διάρκεια της εµβρυϊκής ανάπτυξης και της 

αναγέννησης στο νευρικό σύστηµα. Μετά τη γέννηση, πραγµατοποιείται η 

διαµόρφωση της νευρικής ίνας µέσω αξονο-γλοιακών αλληλεπιδράσεων που 

εξασφαλίζουν την τελική µορφολογική και λειτουργική διαφοροποίηση του 

νευράξονα και του γλοιακού κυττάρου σε µία ενιαία δοµή που χαρακτηρίζεται από τη 

στενή επαφή του νευράξονα µε τη γλοιακή µεµβράνη. Ο νευράξονας έρχεται σε 

επαφή µε την γλοιακή µεµβράνη µέσω των επιφανειακών γλυκοπρωτεϊνών συνάφειας 

(CAMs) που εξασφαλίζουν την οµαλή επικοινωνία µεταξύ των διαφορετικών αυτών 

κυττάρων γεγονός που ρυθµίζει τον πολλαπλασιασµό, την επιβίωση και τη 

διαφοροποίηση των γλοιακών κυττάρων.  

Tα γλοιακά κύτταρα Schwann προέρχονται από τα κύτταρα της νευρικής 

ακρολοφίας (neural crest) που ξεχωρίζουν από το ραχιαίο χείλος του αναπυσσόµενου 

νευρικού σωλήνα. Σε έµβρυο επίµυ σταδίου Ε14, προκύπτουν τα πρόδροµα κύτταρα 

Schwann από την επαγωγή των κυττάρων της νευρικής ακρολοφίας µέσω ενός 

νευρικού σήµατος που είναι πιθανότατα ο παράγοντας διαφοροποίησης Neu. Tα 

κύτταρα αυτά εκφράζουν τον κυτταρικό δείκτη P0, πολλαπλασιάζονται και 

µεταναστεύουν στους νευράξονες από τους οποίους εξαρτάται η επιβίωσή τους. Πρίν 

από τη γέννηση, στο στάδιο Ε18 προκύπτει το ανώριµο κύτταρο Schwann το οποίο 

πλέον δεν εξαρτάται από τους νευρώνες για την επιβίωσή του η οποία εξασφαλίζεται 

µέσω ενός αυτοκρινούς µηχανισµού που περιλαµβάνει τους αυξητικούς παράγοντες 

ΙGF2, NT-3 και PDGF-BB. Μετά τη γέννηση τα ανώριµα κύτταρα Schwann 

υφίστανται την τελική διαφοροποίησή τους, οπότε σταµατούν να πολλαπλασιάζονται 

και διαφοροποιούνται σε εµµύλα και αµύελα κύτταρα Schwann. H τελική 

διαφοροποίηση των κυττάρων Schwann απαιτεί την ύπαρξη συνεχούς επαφής µε τον 

νευράξονα, ο οποίος αποφασίζει µηχανιστικά µε βάση τη διάµετρό του αλλά και 

πιθανά και από άγνωστα προς το παρόν µόρια συνάφειας που βρίσκονται στην 

επιφάνεια της µεµβράνης του για την παραγωγή ή µη του ελύτρου της µυελίνης. Σε 

περίπτωση τραυµατισµών που υπάρχει απώλεια της επαφής των εµµύελων κυττάρων 

Schwann µε τον νευράξονα τα κύτταρα αυτά σταµατούν να παράγουν µυελίνη και 
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πολλαπλασιάζονται µεταπίπτοντας σε µία κατάσταση που µοιάζει µε αυτή του 

αµύελου κυττάρου Schwann (για ανασκόπηση βλέπε (Jessen and Mirsky,1999) και 

(Mirsky et al.,2002). 

 Τα ολιγοδενδροκύτταρα που αποτελούν την εµµύελη γλοία στο ΚΝΣ, 

προκύπτουν από τα πρόδροµα κύτταρα O-2A που προέρχονται από την κοιλιακή 

περιοχή της βλαστικής στοιβάδας του νωτιαίου µυελού και του διεγκεφάλου στο 

σηµείο που ενώνονται οι δύο πλάγιες κοιλίες. Τα κύτταρα αυτά διαφοροποιούνται in 

vitro σε προ-ολιγοδενδροκύτταρα είτε σε αστρογλοιακά κύτταρα τύπου ΙΙ µε βάση το 

ποσοστό  FCS (fetal calf serum) που περιέχεται στο θρεπτικό τους µέσο. Tα Ο-2Α 

εκφράζουν το γαγγλιοσίδιο Α2Β5, την ΝG2 πρωτεογλυκάνη και τον υποδοχέα του 

παράγοντα PDGF (PDGFR). Στη φάση αυτή τα κύτταρα έχουν απλή µορφολογία, 

πολλαπλασιάζονται έντονα και εξαπλώνονται σε διάφορες περιοχές του ΚΝΣ µέχρι 

το στάδιο Ε18. Ο πολλαπλασιασµός των πρόδροµων ολιγοδενδροκυττάρων φαίνεται 

να καθορίζεται από τους αυξητικούς παράγοντες PDGF, ΝΤ-3, ΙGF-1 και CNTF που 

παράγονται από τα αστροκύτταρα που όµως απαιτούν την ύπαρξη ηλεκτρικής 

δραστηριότητας από τον νευρώνα για την επαγωγή της έκφρασης των παραγόντων 

αυτών. Στο στάδιο πριν ή αµέσως µετά τη γέννηση προκύπτει το προ-

ολιγοδενδροκύτταρο που έχει πιο πολύπλοκη µορφολογία µε περισσότερες 

αποφυάδες και εκφράζει το γαλακτολιπίδιο σουλφατίδιο (sulfatide). To προ-

ολιγοδενδροκύτταρο πολλαπλασιάζεται και µεταναστεύει στους άξονες που 

πρόκειται να γίνουν εµµύελοι µε τους οποίους συνδέεται στη συνέχεια οπότε και 

υφίσταται την τελική του διαφοροποίηση σε ολιγοδενδροκύτταρο. Στη φάση αυτή το 

ολιγοδενδροκύτταρο σταµατάει να πολλαπλασιάζεται, αποκτάει πιο πολύπλοκη 

µορφολογία και αρχίζει να εκφράζει το γαλακτολιπίδιο γαλακτοσερεβροσίδιο (Galc) 

και ξεκινάει να παράγει τις πρωτεΐνες της µυελίνης σε µεγάλη ποσότητα για τον 

σχηµατισµό του ελύτρου. Για την περαιτέρω επιβίωση του ολιγοδενδροκυττάρου 

απαιτείται η διατήρηση της επαφής του µε τον νευράξονα, οπότε µε αυτό τον τρόπο 

είναι πιθανό να επιτυγχάνεται το να ταιριάζουν αριθµητικά τα ολιγοδενδροκύτταρα 

µε τους άξονες (Για ανασκόπηση βλέπε (Richardson et al.,1996) και (Barres and 

Raff,1996).  

Με βάση τα όσα αναφέρθηκαν προηγουµένως, τα γλοιακά κύτταρα 

επηρεάζονται από τον νευράξονα για τον πολλαπλασιασµό, την επιβίωση και την 

τελική διαφοροποίσή τους. Συγχρόνως όµως και τα νευρικά κύτταρα απαιτούν την 

ύπαρξη των γλοιακών κυττάρων για την επιβίωση και τη διαφοροποίησή τους. Έτσι 
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κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, τα κύτταρα Schwann εξασφαλίζουν τη βιωσιµότητα 

των νωτιαίων γαγγλίων µέσω του αυξητικού παράγοντα ΝΤ-3 καθώς και των 

κινητικών νευρώνων µέσω του νευροτροφικού παράγοντα GDNF (Jessen and 

Mirsky,1999). 

  Οι νευρικές ίνες διακρίνονται σε εµµύελες και αµύελες µε βάση την παρουσία 

του ελύτρου της µυελίνης κατά µήκος του νευράξονα. Η µυελίνη αποτελεί µία 

εξειδικευµένη µεµβράνη του εµµύελου γλοιακού κυττάρου που σχηµατίζει πολλές 

συµπαγείς στοιβάδες που διατάσσονται σπειροειδώς γύρω από τον αξονικό κορµό. Η 

ώριµη µυελίνη παρουσιάζει υψηλή λιπιδική σύσταση (75% λιπίδια, 25% πρωτεΐνες) 

συγκριτικά µε άλλες βιολογικές µεµβράνες και αποτελεί µία µοναδική εξελικτική 

προσαρµογή των σπονδυλωτών που αυξάνει την ταχύτητα αγωγής της νευρικής ώσης 

κατά µήκος του νευράξονα, καθώς αυξάνει την αντίσταση και ελαττώνει την 

αγωγιµότητα της νευρικής µεµβράνης (Morell et al.,1990).  Η συνέχεια της µυελίνης 

διακόπτεται στις περισφύγξεις ή κόµβους Ranvier, που βρίσκονται ανά περιοδικά 

διαστήµατα που αντιστοιχούν στο µήκος µίας διαµεσοπερίσφυγξης, δηλαδή στην 

έκταση που καταλαµβάνει στον νευράξονα η µεµβράνη ενός εµµύελου γλοιακού 

κυττάρου. Στους κόµβους, ο άξονας δεν καλύπτεται από µυελίνη και παρουσιάζει 

υψηλή συγκέντρωση των τασεοεξαρτώµενων καναλιών νατρίου. Στις εµµύελες ίνες η 

νευρική ώση προχωράει ενδοαξονικά µε άλµατα από τον ένα κόµβο στον άλλο µε 

αποτέλεσµα η αγωγή να είναι ταχύτερη και να απαιτεί µικρότερη κατανάλωση 

ενέργειας από τη συνεχή αγωγή που συναντάµε στις αµύελες ίνες.  

Στο ΠΝΣ, το κύτταρο Schwann που δεν παράγει µυελίνη (αµύελο) συνδέεται 

συγχρόνως µε ένα πλήθος αξόνων διαµέτρου µικρότερης από 1 µm, τους οποίους 

περιβάλλει µε ένα κοινό περίβληµα που δηµιουργούν οι προεκβολές της γλοιακής 

µεµβράνης σχηµατίζοντας την αµύελη ίνα. Εξωτερικά, η ίνα  αυτή περιβάλλεται από 

ένα στρώµα βασικής στοιβάδας που παράγεται από το κύτταρο Schwann που 

αποτελείται από πρωτεΐνες της εξωκυττάριας ουσίας λαµινίνη, φιµπρονεκτίνη, 

κολλαγόνο, διάφορες  πρωτεογλυκάνες, και τενασίνη-C. Οι πρωτεΐνες L1 και NCAM 

εκφράζονται στην επιφάνεια της µεµβράνης του αµύελου κυττάρου Schwann και του 

νευράξονα κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης και στον ενήλικο εξασφαλίζοντας τη 

στενή επαφή των µεµβρανών αυτών που είναι απαραίτητη για τη δηµιουργία και τη 

διατήρηση της αµύελης ίνας (Martini and Schachner,1986).  

Στη φάση της δηµιουργίας των εµµύελων νευρικών ινών, ο άξονας συνδέεται 

µε τη µεµβράνη του εµµύελου γλοιακού κυττάρου, που είναι το κύτταρο Schwann 
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στο ΠΝΣ και το ολιγοδενδροκύτταρο στο ΚΝΣ  που παράγει ένα τµήµα µυελίνης που 

αντιστοιχεί στη διαµεσοπερίσφυγξη (internode). Στο ΠΝΣ, το κύτταρο Schwann 

έρχεται σε επαφή µε ένα τµήµα του νευράξονα ο οποίος σηµατοδοτεί µε ένα άγνωστο 

προς το παρόν µηχανισµό, το σχηµατισµό του ελύτρου της µυελίνης που συντελείται 

σε διαδοχικά στάδια. Αρχικά, το κύτταρο Schwann ξεχωρίζει τον νευράξονα που 

πρόκειται να καλυφθεί από µυελίνη, συνδέεται µαζί του σε µία αναλογία 1:1 

περιβάλλοντας τον µε την κυτταρική του µεµβράνη. Στη συνέχεια, η γλοιακή 

µεµβράνη σχηµατίζει µία σπειροειδή θηλιά που αρχίζει να περιελίσσεται γύρω από 

τον νευράξονα. Στο στάδιο αυτό, το γλοιακό κύτταρο αρχίζει να παράγει σε υψηλά 

επίπεδα τα συστατικά της µυελίνης, ενώ το κυτταρόπλασµα εκτοπίζεται και οι 

αντικριστές κυτταρικές µεµβράνες έρχονται σε στενή επαφή µεταξύ τους 

σχηµατίζοντας το συµπαγές µυελώδες έλυτρο, το πάχος του οποίου καθορίζεται από 

τη διάµετρο του νευράξονα. Από τη συγχώνευση των εξωτερικών πρωτεϊνικών 

στοιβάδων της µυελίνης δηµιουργείται η ενδιάµεση γραµµή (intraperiod line), ενώ 

από την συγχώνευση των εσωτερικών πρωτεϊνικών στοιβάδων σχηµατίζεται η παχιά 

πρωτογενής γραµµή (major dense line).  

Σε αντίθεση µε το κύτταρο Schwann που σχηµατίζει ένα τµήµα µυελίνης 

γύρω από ένα µόνο άξονα, το ολιγοδενδροκύτταρο είναι σε θέση να παράγει µυελίνη 

ταυτόχρονα σε πάνω από 10 άξονες διαφορετικής διαµέτρου που µπορεί να 

βρίσκονται σε ποικίλες αποστάσεις από το κυτταρικό σώµα του 

ολιγοδενδροκυττάρου.  Στο ΠΝΣ, η εµµύελη ίνα περιβάλλεται εξωτερικά και ενιαία 

σε όλο το µήκος της από τη βασική στοιβάδα που παράγει το κύτταρο Schwann, που 

αποτελείται από τις πρωτεΐνες λαµινίνη-2 (merosin), κολλαγόνα τύπου ΙV, 

entactin/nidogen, fibronectin, N-syndecan και glypican ενώ στο ΚΝΣ, η βασική 

στοιβάδα απουσιάζει. 

  Στο περιφερικό νεύρο, οι νευρικές ίνες καλύπτονται εξωτερικά από 

κολλαγόνο που σχηµατίζει το ενδονεύριο. ∆έσµες νευρικών ινών περιβάλλονται από 

το περινεύριο που αποτελείται από ινοβλάστες που βρίσκοναι σε στοιβάδες και οι 

µεµβράνες τους βρίσκονται σε πολύ στενή επαφή  µεταξύ τους και σχηµατίζουν ένα 

προστατευτικό περίβληµα-φραγµό που εµποδίζει τη διάχυση ουσιών στο εσωτερικό 

του νεύρου. Εξωτερικά το περινεύριο καλύπτεται από το επινεύριο που αποτελείται 

από χαλαρό συνδετικό ιστό που περιέχει λιπώδη ιστό µε αγγεία και λεµφαγγεία. Τα 

κύτταρα Schwann επάγουν το σχηµατισµό των διαφορετικών στοιβάδων συνδετικού 
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ιστού που περιβάλλουν το νεύρο µέσω της εκκρινόµενης πρωτεΐνης τους Desert-

Hedgehog (Parmantier et al.,1999).  

 

2. Ο ρόλος των πρωτεϊνών συνάφειας (CAMs) στο σχηµατισµό και στη 

διατήρηση του ελύτρου της µυελίνης. 

H µυελίνωση τόσο στο κεντρικό όσο και στο περιφερικό νευρικό σύστηµα, είναι ένα 

µεταγενετικό γεγονός που περιλαµβάνει µία σειρά δραµατικών κυτταρικών 

αλληλεπιδράσεων, που έχουν ως αποτέλεσµα αλλαγές στη µορφολογία του εµµύελου 

κυττάρου αλλά και στην οργάνωση της αξονικής µεµβράνης. Κάθε στάδιο 

χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη αξονο-γλοιακών αλληλεπιδράσεων που 

µεσολαβούνται από διαφορετικές οµάδες πρωτεϊνών συνάφειας (CAMs) (για 

ανασκόπηση βλέπε (Doyle and Colman,1993; Salzer,1995; Martini and 

Carenini,1998; Garbay et al.,2000). 

Στα αρχικά στάδια της µυελίνωσης, οι πρωτεΐνες L1, NCAM και N-cadherin 

που εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα στη µεµβράνη του άξονα και του γλοιακού 

κυττάρου είναι σηµαντικές για τη δηµιουργία στενής αξονο-γλοιακής επαφής, που 

έχει ως αποτέλεσµα την µετέπειτα επαγωγή των πρωτεϊνών µυελίνης από το γλοιακό 

κύτταρο. Η µεµβράνη του γλοιακού κύτταρου δηµιουργεί αρχικά προεκβολές γύρω 

από τον άξονα, αρχίζει να περιελίσσεται γύρω του σπειροειδώς και έχοντας 

πραγµατοποιήσει 11/2 στροφή, η έκφραση των L1 και NCAM µειώνεται σηµαντικά 

ενώ επάγεται η έκφραση της MAG από το γλοιακό κύτταρο. Η πρωτεΐνη αυτή 

εκφράζεται στις µη-συµπαγείς θηλιές του ελύτρου της µυελίνης και συνδέεται πιθανά 

µε κάποιο γλυκολιπίδιο (γαγγλιοσίδιο) που εκφράζεται στην επιφάνεια της αξονικής 

µεµβράνης. Η έκφρασή της θεωρείται σηµαντική για τον διαχωρισµό των αξόνων που 

πρόκειται να γίνουν εµµύελοι και για την επαγωγή των µετέπειτα πρωτεϊνών της 

µυελίνης που εξασφαλίζουν τη δηµιουργία του συµπαγούς ελύτρου. Στη συνέχεια, η 

έκφρασή της περιορίζεται στις µη-συµπαγείς περιοχές του ελύτρου που διατηρούν 

κυτταρόπλασµα δηλαδή στην εσωτερική (περιαξονική) και στην εξωτερική στοιβάδα 

της µυελίνης (εσωτερικός και εξωτερικός µεσάξονας αντίστοιχα), στις σχισµές 

Schmidt-Landerman που διασχίζουν σπειροειδώς το έλυτρο της µυελίνης καθώς και 

στις πλάγιες (παρακοµβικές) θηλιές του ελύτρου που βρίσκονται δίπλα στον κόµβο 

Ranvier. Στις περιοχές αυτές εκφράζεται επίσης η πρωτεΐνη συνάφειας Ε-cadherin και 

δηµιουργούνται στενές συνδέσεις συνάφειας (adherens junctions) µεταξύ των 

στοιβάδων του ελύτρου της µυελίνης στο ΠΝΣ. Εκεί περιστασιακά σχηµατίζονται 
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χασµοσυνδέσµοι (gap junctions), όπου εκφράζεται η πρωτεΐνη connexin32 και 

δηµιουργείται ένα ακτινωτό µονοπάτι διάχυσης ουσιών διαµέσου των σχισµών των 

παρακοµβικών θηλιών (Σχήµα 4) (Garbay et al.,2000) (Arroyo and Scherer,2000). 

Μεταλλαγµένα ζώα που δεν εκφράζουν MAG, έχουν ελαττωµένη αξονική διάµετρο, 

µεγαλύτερη πυκνότητα και ελαττωµένη φωσφορυλίωση των νευροϊνιδίων τους (Yin 

et al.,1998). Προκύπτει λοιπόν, ότι η έκφραση της MAG µεσολαβεί στην αύξηση της 

διαµέτρου που προκαλεί το γλοιακό κύτταρο τοπικά στο τµήµα του νευράξονα που 

καλύπτεται από συµπαγή µυελίνη (διαµεσοπερίσφυγξη) (Cole et al.,1994), ενώ ο 

κόµβος Ranvier που δεν καλύπτεται από συµπαγή µυελίνη έχει µικρότερη διάµετρο 

που οφείλεται στην µεγαλύτερη πυκνότητα των νευροϊνιδίων λόγω χαµηλής 

φωσφορυλίωσής τους.  

Παράλληλα µε το σηµαντικό ρόλο που διαδραµατίζουν οι προηγούµενες 

CAMs στα αρχικά στάδια της µυελίνωσης, απαραίτητη θεωρείται στο ΠΝΣ, η 

σύνδεση των εµµύελων κυττάρων Schwann µε την βασική στοιβάδα, η παραγωγή της 

οποίας επάγεται στο γλοιακό κύτταρο από την επίδραση του νευράξονα που 

πρόκειται να γίνει εµµύελος. Κρίσιµη αποδεικνύεται εδώ η αλληλεπίδραση της 

merosin, που είναι η κύρια ισοµορφή της λαµινίνης που εκφράζεται στην βασική 

στοιβάδα του κυττάρου Schwann µε την β1 ιντεγκρίνη (α6β1) που εκφράζενται λίγο 

πριν τη µυελίνωση στην µεµβράνη του γλοιακού κυττάρου που είναι σε επαφή µε τη 

βασική στοιβάδα. Μεταλλαγές του γονιδίου της  merosin (dystrophic mouse), (Xu et 

al.,1994) όσο και της β1 ιντεγκρίνης στα κύτταρα Schwann (Feltri et al.,2002) έχουν 

ως αποτέλεσµα σηµαντικές διαταραχές της µυελίνωσης στο ΠΝΣ. Η β1 ιντεγκρίνη 

συνδέεται ενδοκυτταρικά µε την ακτίνη, οπότε η αλληλεπίδραση της ιντεγκρίνης 

εξωκυτταρικά µε την merosin θεωρείται ότι σηµατοδοτεί στο εµµύελο κύτταρο τις 

απαραίτητες κυτταροσκελετικές προσαρµογές που οδηγούν στη δηµιουργία της 

πολικότητας που εξασφαλίζει την έναρξη της µυελίνωσης (Scherer,2002). Άλλοι 

υποδοχείς της merosin που βρίσκονται στην µεµβράνη του κυττάρου Schwann είναι η 

α-dystroglycan και η α6β4 ιντεγκρίνη που εκφράζονται στο διαφοροποιηµένο 

εµµύελο κύτταρο Schwann και σχετίζονται µε τη σταθερότητα του ελύτρου της 

µυελίνης (Sherman et al.,2001). Η α-dystroglycan συνδέεται ενδοκυτταρικά µε την 

ακτίνη µέσω της periaxin που είναι απαραίτητη για τη σταθερότητα της µυελίνης, 

καθώς απώλεια της έκφρασής της σε µύες και ανθρώπους προκαλεί την εκδήλωση 

περιφερικής νευροπάθειας που παρουσιάζει εκφυλισµό της µυελίνης (Gillespie et 

al.,2000; Boerkoel et al.,2001). 
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Στη φάση της συµπύκνωσης των στοιβάδων της µυελίνης, αποµακρύνεται 

σχεδόν όλο το εξωκυττάριο και κυτταροπλασµατικό υλικό του εµµύελου κυττάρου 

µέσω σύντηξης των κυτταροπλασµατικών (που δηµιουργεί την πρωτογενή γραµµή) 

και των εξωκυττάριων στοιβάδων της µεµβράνης (που δηµιουργεί την ενδιάµεση 

γραµµή) (Σχήµα 4).  

 
Σχήµα 4. Σχηµατική απεικόνιση της δοµής και της µοριακής σύστασης του ελύτρου 

της µυελίνης στο κεντρικό και στο περιφερικό νευρικό σύστηµα. (Garbay et al.,2000). 

 

Για τη δηµιουργία και τη διατήρηση της συµπαγούς δοµής της µυελίνης 

σηµαντικό ρόλο διαδραµατίζουν οι κυριότερες σε αφθονία  πρωτεΐνες του ελύτρου, 

που είναι η κυτταροπλασµατική ΜΒP (myelin basic protein), και οι διαµεµβρανικές 

P0, η PLP/DM-20 (proteolipid proteins) και η PMP-22 (peripheral myelin protein 22 

kD). Η P0 εκφράζεται αποκλειστικά στο ΠΝΣ από τα εµµύελα κύτταρα Schwann, 

όπου αποτελεί την πιο άφθονη πρωτεΐνη του ελύτρου. Η ανοσοσφαιρινική 

εξωκυτταρική περιοχή της φαίνεται να µεσολαβεί οµοφιλικά στη δηµιουργία της 

ενδιάµεσης γραµµής του ελύτρου, πιθανά µαζί µε την µεσολάβηση της PMP-22 που 

εκφράζεται επίσης ειδικά στο ΠΝΣ. Επιπλέον, η βασική κυτταροπλασµατική περιοχή 

της P0 µεσολαβεί µαζί µε την ΜΒP στη δηµιουργία της πρωτογενούς γραµµής. Στο 

ΚΝΣ, η PLP/DM-20 αποτελεί την αφθονότερη πρωτεΐνη του ελύτρου και συµµετέχει 

στο σχηµατισµό της ενδιάµεσης γραµµής, ενώ η ΜΒP µεσολαβεί στη δηµιουργία της 

πρωτογενούς γραµµής.  

Η δηµιουργία µεταλλαγµένων ζώων τα οποία δεν εκφράζουν επιλεκτικά 

κάποια από τις προηγούµενες πρωτεΐνες της µυελίνης, πρόσφερε την ευκαιρία να 

µελετηθεί ακριβέστερα ο ιδιαίτερος ρόλος κάθε πρωτεΐνης στη µυελίνωση. 

 32



Αποδεικνύεται όµως από τις µελέτες αυτές, ότι ο σχηµατισµός του ελύτρου της 

µυελίνης δεν επηρεάζεται σηµαντικά από τις µεταβολές της έκφρασης των 

περισσοτέρων από τις προηγούµενες πρωτεΐνες. Οι πρωτεΐνες αυτές εµφανίζονται να 

έχουν επικαλυπτόµενη δράση και δρουν αντισταθµιστικά σε περιπτώσεις που κάποιο 

συστατικό δεν εκφράζεται, εξασφαλίζοντας τη δηµιουργία φυσιολογικής µυελίνης. 

Εντούτοις µεταβολές των επιπέδων έκφρασης αρκετών πρωτεϊνών της µυελίνης 

επηρεάζουν τη σταθερότητα του µυελώδους ελύτρου, µε αποτέλεσµα οι µεταλλαγές 

τους να προκαλούν σταδιακά τον εκφυλισµό της µυελίνης (Martini and 

Carenini,1998; Garbay et al.,2000).  

Mεταλλαγµένοι µύες που δεν εκφράζουν την MAG ή την connexin32 

σχηµατίζουν φυσιολογικό µυελώδες έλυτρο στο ΠΝΣ (Li et al.,1998) (Anzini et 

al.,1997). Εντούτοις, µεταλλαγµένοι µύες µεγαλύτερης ηλικίας παρουσιάζουν 

µορφολογικές αλλοιώσεις που σχετίζονται µε τον εκφυλισµό της µυελίνης (Fruttiger 

et al.,1995; Carenini et al.,1997). Στα περιφερικά νεύρα των MAG µεταλλαγµένων 

ζώων παρουσιάζεται αύξηση της έκφρασης της NCAM στις θέσεις που φυσιολογικά 

εντοπίζεται η MAG, την οποία είναι πιθανό να αντικαθιστά καθυστερώντας την 

εκδήλωση του εκφυλισµού της µυελίνης (Montag et al.,1994) (Carenini et al.,1997). 

Eπίσης απουσία της L1 ή της ΝCAM δεν προκαλεί διαταραχές στην 

µυελίνωση, καθώς είναι πιθανό η δράση της L1 να αντικαθίσταται από την ΝCAM 

και το αντίστροφο (Carenini et al.,1997) (Dahme et al.,1997). Eπιπλέον, στο ΠΝΣ 

των µεταλλαγµένων µυών που δεν εκφράζουν την MBP (µύες shiverer) ή την P0 

πρωτεΐνη, η πρωτογενής γραµµή του µυελώδους ελύτρου δηµιουργείται κανονικά, 

γεγονός που υποστηρίζει τους εναλλασσόµενους ρόλους των πρωτεϊνών αυτών στην 

συµπύκνωση της µυελίνης (Martini et al.,1995).  
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3.  Aξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις και κόµβος Ranvier 

Τα εµµύελα γλοιακά κύτταρα επηρεάζουν τη διαµόρφωση διαφορετικών υπο-

περιοχών κατά µήκος του νευράξονα, οι οποίες χαρακτηρίζονται από ξεχωριστή 

µοριακή σύσταση: τον κόµβο Ranvier (node), την παρακοµβική (paranode), την 

εγγύς-παρακοµβική περιοχή (juxtaparanode) και τη διαµεσοπερίσφυγξη (internode) 

(Σχήµα 5). Οι περιοχές αυτές συµβάλλουν στη δηµιουργία και τη διατήρηση υψηλής 

συγκέντρωσης των τασεο-εξαρτώµενων διαύλων νατρίου στην περιοχή του κόµβου 

Ranvier, ενώ οι δίαυλοι αυτοί αποκλείονται σχεδόν από το τµήµα του άξονα που 

καλύπτεται από µυελίνη (για ανασκόπηση βλέπε (Peles and Salzer, 2000) και (Arroyo 

and Scherer,2000). Στον περιφερικό κόµβο, λεπτές ακτινωτές προεκβολές της 

µεµβράνης του κυττάρου Schwann που εκφράζουν την 4.1 µεµβρανική 

κυτταροσκελετική πρωτεΐνη ERM (ezrin-radixin-moesin), έρχονται σε επαφή µε τον 

νευράξονα ενώ στο ΚΝΣ ο κόµβος  προσεγγίζεται από µία προεκβολή του 

περικοµβικού αστροκυττάρου. 

Οι δίαυλοι νατρίου διαχωρίζονται µέσω των στενών παρακοµβικών 

συνδέσεων (paranodal junctions) από τους διαύλους καλίου καθυστερηµένης 

ανόρθωσης Shaker-type, που βρίσκονται στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή. Η 

οργάνωση αυτή εξασφαλίζει την αποτελεσµατική µετάδοση της νευρικής ώσης µε 

άλµατα και προκύπτει από πολύπλοκες και όχι πλήρως κατανοητές αξονο-γλοιακές 

αλληλεπιδράσεις. Αυτές συντελούνται µε τη µεσολάβηση συµπλόκων αξονικών 

πρωτεϊνών συνάφειας (CAMs) που συνδέονται είτε µε υποδοχείς που αναγνωρίζουν 

στην µεµβράνη του γλοιακού κυττάρου ή µε πρωτεΐνες της εξωκυττάριας ουσίας. 

Παράλληλα η σύνδεση των CAMs ενδοκυτταρικά µε τον αξονικό κυτταροσκελετό 

φαίνεται να συµβάλλει στη διατήρηση των συµπλόκων αυτών σε σταθερές θέσεις. 

Ο κόµβος Ranvier χαρακτηρίζεται από την εξαιρετικά υψηλή συγκέντρωση 

των τασεο-εξαρτώµενων διαύλων νατρίου Nav1.6 που είναι υπεύθυνα για την είσοδο 

φορτίων στον νευράξονα. Στην περιοχή αυτή συγκεντρώνονται επίσης οι  480/270 kD 

ισοµορφές της µεµβρανικής κυτταροσκελετικής πρωτεΐνης ankyrin G που συνδέoνται 

µε την κυτταροπλασµατική περιοχή των διαύλων νατρίου (Bennett and 

Lambert,1999). Επιπλέον στη θέση αυτή συγκεντρώνονται οι ανοσοσφαιρινικές 

πρωτεΐνες συνάφειας της υπερ-οικογένειας των ανοσοσφαιρινών (IgCAMs) ΝrCAM 

και η ισοµορφική πρωτεΐνη της neurofascin µοριακού βάρους 186 kD (NF-186) που  

επίσης συνδέονται κυτταροπλασµατικά µε την ankyrin G. Η επαγωγή της 

συγκέντρωσης των διαύλων νατρίου στην περιοχή του κόµβου εµφανίζεται 
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παράλληλα µε την διαδικασία της µυελίνωσης και απαιτεί την ύπαρξη του εµµύελου 

γλοιακού κυττάρου, το οποίο σηµατοδοτεί την συγκέντρωση των διαύλων µέσω ενός 

άγνωστου προς το παρόν µεµβρανικού ή εκκρινόµενου µορίου (Kaplan et al.,1997; 

Ching et al.,1999; Rasband et al.,1999). Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, 

συναθροίσεις (clusters) των διαύλων νατρίου εµφανίζονται δίπλα από τις πλάγιες 

θηλιές του γλοιακού κυττάρου το οποίο σταδιακά επιµηκύνεται κατά µήκος του 

νευράξονα προκαλώντας παράλληλα τη µετακίνηση των διαύλων αυτών που 

συντήκονται µε τους διαύλους νατρίου που βρίσκονται δίπλα στο επόµενο γλοιακό 

κύτταρο, σχηµατίζοντας έτσι την ενιαία περιοχή του κόµβου (Vabnick et al.,1996). 

Όµως η αρχική τοποθέτηση των διαύλων νατρίου κατά µήκος του νευράξονα 

φαίνεται ότι καθορίζεται από το ίδιο το νευρικό κύτταρο, ενώ για την τελική 

διαµόρφωση της θέσης τους απαιτείται η ύπαρξη του γλοιακού κυττάρου. Η 

δηµιουργία του κόµβου ξεκινάει µε την δηµιουργία συναθροίσεων των πρωτεϊνών 

ΝrCAM και NF-186, οι οποίες εµφανίζονται πριν από τους διαύλους νατρίου οι 

οποίοι συγκεντρώνονται αργότερα µαζί µε την ankyrin G (Bennett and 

Lambert,1999). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι οι ΝrCAM και NF-186 είναι δυνατό 

να συγκεντρώνονται στη θέση του κόµβου αλληλεπιδρώντας είτε µε κάποιο υποδοχέα 

που αναγνωρίζουν στις προεκβολές του γλοιακού κυττάρου που προσεγγίζουν την 

περιοχή του κόµβου ή µε κάποια πρωτεΐνη της εξωκυττάριας ουσίας του κόµβου 

όπως η tenascin και οι πρωτεογλυκάνες NG2 και phosphacan. Οι IgCAMs είναι πολύ 

πιθανό να συνδέονται στη συνέχεια µε την ankyrin G επάγοντας τη συγκέντρωση των 

διαύλων νατρίου στην περιοχή του κόµβου. Η αλληλεπίδραση του συµπλόκου των 

διαύλων νατρίου και των IgCAMs ενδοκυτταρικά µε την ankyrin G θεωρείται ότι 

συµβάλλει στη σταθεροποίηση του συµπλόκου στην περιοχή του κόµβου.  

Στην παρακοµβική περιοχή, οι πλάγιες µη συµπαγείς θηλιές του ελύτρου της 

µυελίνης διατάσσονται σπειροειδώς γύρω από τον άξονα µε τον οποίο έρχονται σε 

πολύ στενή επαφή σχηµατίζοντας τις πολύ στενές (septate-like) παρακοβικές 

συνδέσεις. Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, οι παρακοµβικές συνδέσεις 

εµφανίζονται παράλληλα µε τη δηµιουργία του µυελώδους ελύτρου. Η διαµόρφωση 

φυσιολογικής µυελίνης είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την οµαλή οργάνωση της 

παρακοµβικής περιοχής. Oι στενές συνδέσεις των παρακοµβικών θηλιών µε τον 

νευράξονα λειτουργούν ως φραγµός που εµποδίζει την ελεύθερη διάχυση µικρών 

µορίων και ιόντων στην γύρω αξονική περιοχή και περιορίζει την πλάγια µετακίνηση 

των µεµβρανικών συστατικών, συµβάλλοντας στην οργάνωση του κόµβου Ranvier 
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και στην οµαλή µετάδοση της νευρικής ώσης κατά µήκος της ίνας. Οι συνδέσεις 

αυτές αναγνωρίζονται στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο ως ηλεκτρονιόπυκνες εγκάρσιες 

ζώνες µε περιοδική κατανοµή στο κενό που µεσολαβεί µεταξύ του άξονα και των 

παρακοµβικών θηλιών κατά µήκος της εµµύελης ίνας.  

Κύριο συστατικό των παρακοµβικών συνδέσεων αποτελεί η διαµεµβρανική 

πρωτεΐνη συνάφειας paranodin/Caspr που αποτελεί µέλος της οικογένειας των 

neurexin (Einheber et al.,1997; Menegoz et al.,1997). Μέλη της οικογένειας αυτής 

όπως η neurexin IV εντοπίζονται και στη Drosophila και αποτελούν συστατικά των 

septate-junctions που σχηµατίζονται µεταξύ των γλοιακών και των επιθηλιακών 

κυττάρων. Η paranodin/Caspr είναι µία διαµεµβρανική πρωτεΐνη συνάφειας που 

εµφανίζει υψηλή συγκέντρωση στην παρακοµβική αξονική µεµβράνη, όπου έχει 

βρεθεί να συνδέεται in cis µε την F3/contactin (δηλαδή στο επίπεδο της ίδιας 

µεµβράνης) δηµιουργώντας µία αλληλεπίδραση που είναι απαραίτητη για την 

µεµβρανική έκφραση της paranodin/Caspr (Faivre-Sarrailh et al.,2000). Το 

εξωκυτταρικό τµήµα της paranodin/Caspr είναι ένα µωσαϊκό EGF επαναλήψεων και 

Laminin A, discoidin-like και fibrinogen-like υπo-περιοχών, γεγονός που υποδηλώνει 

ότι µπορεί να αλληλεπιδράει µε διάφορες µεµβρανικές και εξωκυττάριες πρωτεΐνες. 

Στο καρβοξυτελικό της άκρο περιλαµβάνει υπo-περιοχές που αλληλεπιδρούν µε την 

πρωτεΐνη 4.1 που συνδέει τις µεµβρανικές πρωτεΐνες µε τη µεµβρανική 

κυτταροσκελετική πρωτεΐνη spectrin και το κυτταροσκελετικό δίκτυο. Επιπλέον η 

paranodin/Caspr περιλαµβάνει αλληλουχίες που συνδέονται µε τις SH3 υπo-περιοχές 

των κινασών τυροσίνης Src και Fyn, γεγονός που την εµπλέκει στην µετάδοση 

ενδοκυτταρικού σήµατος. Το σύµπλοκο της paranodin/Caspr µε την F3/contactin 

αλληλεπιδρά µε την ισοµορφική πρωτεΐνη της neurofascin µοριακού βάρους 155 kD, 

την NF-155 (Charles et al.,2002) που εκφράζεται στις παρακοµβικές θηλιές στο 

κεντρικό και στο περιφερικό νευρικό σύστηµα και αποτελεί επίσης συστατικό των 

παρακοµβικών συνδέσεων (Tait et al.,2000). H αλληλεπίδραση αυτή είναι πολύ 

πιθανό να συµβάλλει στη δηµιουργία των στενών αξονο-γλοιακών συνδέσεων που 

παρατηρούνται στην παρακοµβική περιοχή. Σε µεταλλαγµένους µύες που δεν 

εκφράζουν την paranodin/Caspr ή την F3/contactin, παρατηρείται αλλοίωση των 

στενών παρακοµβικών συνδέσεων, γεγονός που συνδέεται µε την ελάττωση της 

ταχύτητας αγωγής της νευρικής διέγερσης που παρουσιάζουν τα ζώα αυτά (Bhat et 

al.,2001; Boyle et al.,2001). 
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Η εγγύς-παρακοµβική περιοχή αποτελεί ένα εξειδικευµένο τµήµα του άξονα 

που καλύπτεται από συµπαγή µυελίνη και εντοπίζεται δίπλα από την παρακοµβική 

περιοχή. Εκεί συγκεντρώνονται οι δίαυλοι καλίου που αποτελούνται από τις α 

υποµονάδες Κv1.1, Kv1.2 που συνδέονται µε την β υποµονάδα Κvβ2 (Wang et 

al.,1993). Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης οι δίαυλοι καλίου αρχικά εντοπίζονται 

στην περιοχή του κόµβου και σταδιακά περιορίζονται στην εγγύς-παρακοµβική 

περιοχή. Πιστεύεται ότι οι δίαυλοι αυτοί επιταχύνουν την επαναπόλωση της αξονικής 

µεµβράνης και συµβάλλουν στη διατήρηση του δυναµικού ηρεµίας στο στάδιο πριν 

από την τελική ωρίµανση του ελύτρου της µυελίνης. Αν και η ακριβής λειτουργία 

τους στον ενήλικο παραµένει ασαφής, φαίνεται ότι οι δίαυλοι καλίου αποτρέπουν τη 

µετάδοση της νευρικής ώσης σε έκτοπες θέσεις, καθώς παρουσιάζεται 

υπερδιεγερσιµότητα στα νεύρα των µεταλλαγµένων µυών που δεν εκφράζουν τους 

διαύλους καλίου Κv1.1 (Chiu et al.,1999). Οι δίαυλοι αυτοί έχει βρεθεί ότι 

συνδέονται µε την διαµεµβρανική πρωτεΐνη συνάφειας Caspr2 που αποτελεί µέλος 

της οικογένειας των neurexin. To εξωκυτταρικό τµήµα της Caspr2 µοιάζει πολύ µε 

αυτό της paranodin/Caspr, ενώ το καρβοξυτελικό της άκρο περιέχει µία PDZ υπo-

περιοχή µέσω της οποίας συνδέεται µε τους διαύλους καλίου (Poliak et al.,2001). 

Eίναι πιθανό η Casrp2 να συγκεντρώνεται στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή µέσω 

εξωκυτταρικής αλληλεπίδρασης µε κάποια µεµβρανική πρωτεΐνη που εκφράζεται στο 

επίπεδο της µυελίνης στην περιοχή αυτή. Η αλληλεπίδραση αυτή είναι πολύ πιθανό 

να  επάγει στη συνέχεια τη συγκέντωση των διαύλων καλίου στην αξονική µεµβράνη 

της εγγύς-παρακοµβικής περιοχής. 

Στη διαµεσοπερίσφυγξη δεν παρατηρείται ιδιαίτερη συγκέντρωση πρωτεϊνών. 

Παρόλα αυτά στο ΠΝΣ, διακρίνουµε έκφραση των Κv διαύλων καλίου και της 

paranodin/Caspr που διατάσσονται σε µία λεπτή σπειροειδή γραµµή απέναντι από τον 

εσωτερικό µεσάξονα. Επιπλέον οι πρωτεΐνες αυτές εντοπίζονται σε περιφερειακούς 

δακτυλίους που βρίσκονται ακριβώς απέναντι από τον πιο εσωτερικό δακτύλιο των 

σχισµών Schmidt-Lanterman που είναι σε επαφή µε τον νευράξονα. Είναι πιθανό η 

paranodin/Caspr να συγκεντρώνεται στην διαµεσοπερίσφυγξη µέσω αλληλεπίδρασης 

µε κάποια µεµβρανική πρωτεΐνη που εκφράζεται στη µεµβράνη του εµµύελου 

κυττάρου Schwann, επάγοντας στη συνέχεια µέσω αλληλεπίδρασης in cis τη 

συγκέντρωση των διαύλων καλίου (Arroyo et al.,1999). 

Για τη δηµιουργία των πολύ στενών συνδέσων µεταξύ των παρακοµβικών 

θηλιών του ελύτρου της µυελίνης και του νευράξονα απαιτείται φυσιολογική 
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µυελίνωση. Σε περιπτώσεις που υπάρχουν διαταραχές στο σχηµατισµό της µυελίνης, 

παρουσιάζονται σοβαρές διαταραχές των αξονο-γλοιακών αλληλεπιδράσεων στην 

παρακοµβική περιοχή, µε κύριο χαρακτηριστικό την απώλεια των ηλεκτρονιόπυκνων 

εγκάρσιων ζωνών και την έλλειψη σωστής κατανοµής της paranodin/Caspr.  Έτσι 

µεταλλαγές του γονιδίου της πρωτεΐνης της συµπαγούς µυελίνης PLP/DM-20 στους  

jimpy µύες και στους md (myelin deficient) επίµυες προκαλεί αυξηµένο κυτταρικό 

θάνατο των ολιγοδενδροκυττάρων, µε αποτέλεσµα την υπo-µυελίνωση στο ΚΝΣ και 

την αποδιοργάνωση της παρακοµβικής περιοχής στις λιγοστές εµµύελες ίνες που 

σχηµατίζονται (Mathis et al.,2001; Arroyo et al.,2002). Eπιπλέον, CGT-/- 

µεταλλαγµένοι µύες που δεν εκφράζουν το ένζυµο UDP-galactose:ceramide 

galactosyltransferase (CGT) που καταλύει το τελικό στάδιο της σύνθεσης τoυ 

γαλακτολιπιδίων της µυελίνης γαλακτοσερεβροσίδιο και σουλφατίδιο, παρουσιάζουν 

απώλεια της συγκέντρωσης της paranodin/Caspr από την παρακοµβική περιοχή 

(Dupree et al.,1999), γεγονός που εξηγεί την έντονη διαταραχή των παρακοµβικών 

συνδέσεων που παρουσιάζονται στις εµµύελες ίνες των ζώων αυτών (Dupree and 

Popko,1999).  

Ο σχηµατισµός των στενών παρακοµβικών συνδέσεων συµπίπτει µε τον 

περιορισµό των διαύλων νατρίου στην περιοχή του κόµβου, γεγονός που δικαιολογεί 

την υπόθεση ότι οι συνδέσεις αυτές λειτουργούν ως φραγµός για τη διάχυση των 

διαύλων αυτών (Trapp and Kidd,2000; Pedraza et al.,2001). Εντούτοις τα ζώα που 

φέρουν µεταλλαγές στα γονίδια CGT, paranodin/Caspr, F3/contactin και PLP/DM-20 

και εµφανίζουν έντονη αποδιοργάνωση της παρακοµβικής τους περιοχής, 

παρουσιάζουν φυσιολογική συγκέντρωση των διαύλων νατρίου στην περιοχή του 

κόµβου (Brophy,2001). Όµως, παρά τη φυσιολογική οργάνωση του κόµβου Ranvier, 

τα ζώα αυτά παρουσιάζουν έντονες νευρολογικές διαταραχές που συνδέονται µε 

σηµαντική ελάττωση της ταχύτητας µετάδοσης της νευρικής ώσης.  Κοινό 

χαρακτηριστικό των ζώων αυτών είναι η µετατόπιση των διαύλων καλίου 

πλησιέστερα στην περιοχή του κόµβου, καθώς συγκεντρώνονται πλέον στην 

παρακοµβική περιοχή όπου ορισµένες φορές επικαλύπτονται µε τους διαύλους 

νατρίου, γεγονός που δικαιολογεί την αλλοίωση της µετάδοσης του δυναµικού 

ενέργειας. Συµπερασµατικά οι στενές παρακοµβικές συνδέσεις αποδεικνύονται 

σηµαντικές για τη φυσιολογική λειτουργία των διαύλων νατρίου στην περιοχή του 

κόµβου, εξασφαλίζοντας των περιορισµό των διαύλων καλίου στην εγγύς-

παρακοµβική περιοχή.  
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Στην παρακοµβική περιοχή συναντάµε το µεγαλύτερο σύµπλοκο των 

πρωτεϊνών συνάφειας των θηλαστικών που δηµιουργεί την στενή σύνδεση και 

επικοινωνία  του εµµύελου γλοιακού κυττάρου µε τον νευρώνα, εξασφαλίζοντας τη 

φυσιολογική οργάνωση και λειτουργία των εµµύελων ινών. Πρόκειται όµως για µία 

περιοχή που προσβάλλεται εύκολα τόσο σε παθήσεις του γλοιακού κυττάρου όπως 

είναι η σκλήρυνση κατά πλάκας (Μultiple Slcerosis συντ. ΜS), οι περιφερικές 

νευροπάθειες όπως το σύνδροµο Guillain-Barré (GBS) και οι ασθένειες Charcot-

Marie-Tooth (CMT), όσο και σε νευρολογικές ασθένειες όπου προσβάλλεται ο 

νευρώνας. Η κατανόηση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ του εµµύελου γλοιακού 

κυττάρου και του νευρώνα αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση στην προσπάθεια για 

την αντιµετώπιση παθολογικών καταστάσεων όπου διαταράσσεται η αξονο-γλοιακή 

επικοινωνία, µε σταδιακό αποτέλεσµα τη δηµιουργία µη αναστρέψιµων 

νευρολογικών αλλοιώσεων.   

 
Σχήµα 5. Σχηµατική αναπαράσταση των υπο-περιοχών της εµµύελης ίνας όπου 
παρουσιάζεται η µοριακή οργάνωση του κόµβου, της παρακοµβικής και εγγύς-
παρακοµβικής περιοχής. Η εικόνα αυτή έχει προέλθει από τροποποίηση σχήµατος 
των (Arroyo et al.,2002). 
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IV. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

Μέχρι τώρα η έκφραση της TAG-1 ήταν καλά χαρακτηρισµένη στο αναπτυσσόµενο 

νευρικό σύστηµα όπου η παρουσία της συνδέεται µε την αξονική αύξηση και 

καθοδήγηση, καθώς και µε ορισµένες µορφές νευρωνικής µετανάστευσης. Η απουσία 

πληροφορίας για την έκφραση της TAG-1 στον ενήλικο, µας ώθησε στο να 

ελέγξουµε την πιθανότητα έκφρασής της εκεί τόσο στα νευρικά όσο και στα γλοιακά 

κύτταρα. Ο εντοπισµός της TAG-1 στους νευρώνες και στα γλοιακά κύτταρα του 

ενήλικου, µας οδήγησε στο να εξετάσουµε την πιθανότητα αυτή η αυξητική IgCAM 

πρωτεΐνη να διαδραµατίζει ένα καινούργιο ρόλο, που αφορά στη µεσολάβηση της 

αξονο-γλοιακής επικοινωνίας κατά τη διάρκεια της αναγέννησης και της ανάπτυξης 

των νευρικών ινών.  

Τελευταία, αρκετή πληροφορία έχει προκύψει για το ρόλο που 

διαδραµατίζουν οι νευρωνικές πρωτεΐνες συνάφειας της υπερ-οικογένειας των 

ανοσοσφαιρινών, όπως η NCAM, η L1, η ΜΑG, οι ισοµορφές της neurofascin NF-

186 και ΝF-155, η NrCAM και η F3/contactin  στις αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις 

που συµµετέχουν στη διαµόρφωση και στη διατήρηση της λειτουργίας των νευρικών 

ινών. Ιδιαίτερα πολύπλοκες εµφανίζονται οι αλληλεπιδράσεις αυτές κατά την 

ανάπτυξη του εµµύελων ινών, όπου η δηµιουργία ξεχωριστών υπο-περιοχών 

εξασφαλίζει την οµαλή µετάδοση της νευρικής ώσης. Η οµαλή επικοινωνία του 

εµµύελου γλοιακού κυττάρου µε τον νευράξονα επιτυγχάνεται κυρίως µέσω της 

µεταξύ τους δηµιουργίας σταθερών συνδέσεων συνάφειας (adhesion). Οι συνδέσεις 

αυτές δηµιουργούνται µε τη µεσολάβηση αξονικών CAMs, που αλληλεπιδρούν 

εξωκυτταρικά µε γλοιακούς υποδοχείς και µε στοιχεία της εξωκυττάριας ουσίας και 

ενδοκυτταρικά µε µεµβρανικές πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού. Εντούτοις αρκετά 

µόρια παραµένουν ακόµη άγνωστα, γεγονός που καθιστά δύσκολη την πλήρη 

κατανόηση του είδους των αλληλεπιδράσεων που συντελούνται στο επίπεδο της 

εµµύελης ίνας. 

Στα πλαίσια αυτά, οι στόχοι της παρούσας εργασίας ήταν: 

 

¾ H ανίχνευση έκφρασης της TAG-1 στους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες 

και στα γλοιακά κύτταρα Schwann στο περιφερικό νευρικό σύστηµα  

ενηλίκου. 

¾ Η µελέτη του ρόλου της TAG-1 κατά τη διάρκεια της αναγέννησης στο 

ενήλικο ΠΝΣ, χρησιµοποιώντας το µοντέλο του µονόπλευρου τραυµατισµού 
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του ισχιακού νεύρου στον επίµυ, εφόσον η TAG-1 ανιχνεύτηκε στα 

προηγούµενα  κύτταρα. 

¾ Η εξέταση των πιθανών µηχανισµών ελέγχου της έκφρασης της TAG-1 στους 

περιφερικούς νευρώνες του ενηλίκου, χρησιµοποιώντας το προηγούµενο 

µοντέλο καθώς και το µοντέλο της εξωκυτταροτοξικής καταστροφής του 

νωτιαίου µυελού. 

¾ Η διερεύνηση του ρόλου της TAG-1 στις αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις, 

δεδοµένου ότι εντοπίστηκε έκφρασή της τόσο σε επίπεδο εµµύελων νευρικών 

ινών όσο και στα εµµύελα κύτταρα Schwann και στα ολιγοδενδροκύτταρα. 

Για τον σκοπό αυτό αναλύσαµε την έκφραση της TAG-1 στα CGT  

µεταλλαγµένα ζώα που δεν εκφράζουν τα κυριότερα γαλακτολιπίδια της 

µυελίνης, µε αποτέλεσµα να παρουσιάζουν σηµαντικές διαταραχές στις 

αξονο-γλοιακές τους αλληλεπιδράσεις. 

¾ Η ακριβέστερη κατανόηση του ρόλου της TAG-1 στις αξονο-γλοιακές 

αλληλεπιδράσεις των εµµύελων ινών µέσω της ανάλυσης των ΤΑG-1 

µεταλλαγµένων µυών. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
1.1 Αντισώµατα 

Χρησιµοποιήθηκαν µονοκλωνικά και πολυκλωνικά αντισώµατα για την TAG-1 

(Yamamoto et al.,1986; Dodd et al.,1988). To µονοκλωνικό αντίσωµα 4D7 

χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοσήµανση κυττάρων σε καλλιέργεια, το µονοκλωνικό 

αντίσωµα 1C12 για την ανοσοϊστοχηµεία σε επίµυ, ενώ πολυκλωνικά αντισώµατα 

χρησιµοποιήθηκαν για την ανάλυση Western και για την ανοσοϊστοχηµεία.  Τα 

πολυκλωνικά ανισώµατα για την N-CAM και για τις πρωτεΐνες paranodin/Caspr και 

Caspr2 µας χορηγήθηκαν από τους ∆ρ. G. Rougon, (Developmental Biology Institute, 

Marseille) και ∆ρ. J.A. Girault (Institut National de la Sante et la Recherche 

Medicale, Paris) αντίστοιχα. Το µονοκλωνικό αντίσωµα για την MAG µας 

χορηγήθηκε από τη ∆ρ. M. Schachner (Center for Molecular Neurobiology, 

University of Hamburg).  Για την ανοσοεντόπιση της L1 χρησιµοποιήσαµε είτε το 

µονοκλωνικό αντίσωµα 69A1 (Pigott and Davies,1987) ή ένα πολυκλωνικό αντίσωµα 

που µας χορηγήθηκε από τον ∆ρ. F. Rathjen (Max-Delbrück-Centrum für Molekulare 

Medizin, Berlin) (Rathjen and Schachner,1984). Το αντίσωµα για το GFAP (glial 

fibrillary acidic protein) καθώς και για τους διαύλους νατρίου αγοράστηκαν  από τη 

Sigma, για το S-100 από την Dako, για τους Kv1.1 διαύλους καλίου από την Upstate 

Biotechnology, για την APC από την Oncogene και για την ακτίνη από την 

Amersham/Pharmacia. Τα φθορίζοντα δεύτερα αντισώµατα goat anti-rabbit Cy3 ή 

FITC και goat anti-mouse Cy3 ή FITC αγοράστηκαν από την Jackson, ενώ τα 

δεύτερα αντισώµατα goat anti-rabbit και goat anti-mouse υπεροξειδάση από την 

Amersham/Pharmacia και το αντι-DIG –αλκαλική φωσφατάση από τη Roche.  

 

1.2 Aντιδραστήρια 

Τα χηµικά αντιδραστήρια προήλθαν από τις εταιρείες: Sigma, Merck, Schleider & 

Schuel, Biorad, Invitrogen, Amersham-Pharmacia, Roche. 

Tα αντιδραστήρια για τις κυτταροκαλλιέργειες προήλθαν από τις εταιρείες: 

Invitrogen, και Schleider & Schuel. 

Τα περιοριστικά ένζυµα προήλθαν από τις εταιρείες: Biolabs, και Minotech ενώ τα 

τροποποιητικά ένζυµα από τις εταιρείες: Roche και Funzymes.  
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1.3 Πειραµατόζωα 

Για τα πειράµατά µας σε επίµυες χρησιµοποιήθηκε το στέλεχος Sprague-Dawley 

(Charles River, Italy). Για τα πειράµατά µας σε µύες αγρίου τύπου χρησιµοποιήθηκαν 

τα στελέχη CBAxC57Bl/10. Οι µύες που φέρουν το µεταλλαγµένο γονίδιο της TAG-

1 µας χορηγήθηκαν από τον Dr Κazutada Watanabe (Department of Molecular 

Medical Science, Medical Research Institute, Tokyo Medical and Dental University) 

και η επέκταση του στελέχους πραγµατοποιήθηκε στις εγκαταστάσεις 

πειραµατοζώων της Ιατρικής Σχολής του Παν/µιου Κρήτης.  Οι  TAG-1 

µεταλλαγµένοι µύες, δηµιουργήθηκαν σύµφωνα µε τη διαδικασία που περιγράφουν οι 

(Fukamauchi et al.,2001). Eν συντοµία, χρησιµοποιήθηκε ένας φορέας που στοχεύει 

µέσω οµόλογου ανασυνδιασµού στην αντικατάσταση ενός DNA τµήµατος µεγέθους 

5 κιλοβάσεων (kb) του γονιδίου της TAG-1 που βρίσκεται µεταξύ των θέσεων ΗincII 

στο εξώνιο 2 και EcoRI στο εξώνιο 5 µε την αλληλουχία του γονιδίου 

ανθεκτικότητας στη νεοµικίνη (Νeo). Οι θετικοί κλώνοι των ΕS κυττάρων 

(εµβρυοβλάστες) που προκύπτουν από την ενσωµάτωση του προηγούµενου φορέα 

στόχευσης στο γονίδιο της  ΤΑG-1 χρησιµοποιήθηκαν για την παραγωγή χιµαιρικών 

µυών οι οποίοι διασταυρώθηκαν µε µύες του αγρίου στελέχους C57BL/6 για τη 

δηµιουργία απογόνων-φορέων του µεταλλαγµένου γονιδίου της ΤΑG-1, που 

ανιχνεύονται µέσω Southern ανάλυσης σε DNA από ουρές. Στη συνέχεια για την 

εξάπλωση των µεταλλαγµένων µυών πραγµατοποιήθηκαν διασταυρώσεις ανάµεσα σε 

ετερόζυγους µε οµόζυγους φορείς του µεταλλαγµένου γονιδίου και οι ΤΑG-1 

οµόζυγοι µύες ταυτοποιούνται µέσω PCR γονοτυπικής ανάλυσης.  

Oι ιστοί από µύες που φέρουν το µεταλλαγµένο γονίδιο για το ένζυµο UTP-

galactose-ceramide galactosyltransferase (CGT) µας χορηγήθηκαν από τον Dr Brian 

Popko (University of  North Carolina at Chapel Hill, North Carolina, USA). Η 

διαδικασία για τη δηµιουργία των CGT µεταλλαγµένων µυών περιγράφεται 

αναλυτικά από τους Coetzee et al. (1996). Eν συντοµία, χρησιµοποιήθηκε ένας 

φορέας που στοχεύει µέσω οµόλογου ανασυνδιασµού στην ένθεση της αλληλουχίας 

του γονιδίου της ανθεκτικότητας στη νεοµικίνη (Νeo) στην θέση ΚpnI στο εξώνιο 2 

του CGT γονιδίου. Oι θετικοί ΕS κλώνοι που προκύπτουν χρησιµοποιήθηκαν για την 

παραγωγή χιµαιρικών µυών οι οποίοι διασταυρώνονται µε µύες του αγρίου στελέχους 

C57BL/6 για τη δηµιουργία απογόνων-φορέων του µεταλλαγµένου γονιδίου της CGT 

που ανιχνεύονται µέσω Southern ανάλυσης σε DNA από ουρές. Στη συνέχεια για την 

εξάπλωση των µεταλλαγµένων µυών,  πραγµατοποιήθηκαν διασταυρώσεις ανάµεσα 
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σε ετερόζυγους και οµόζυγους φορείς του µεταλλαγµένου γονιδίου και οι CGT 

οµόζυγοι µύες ταυτοποιούνται µέσω PCR γονοτυπικής ανάλυσης. 

 

1.4 OΛΙΓΟΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΑ 

 

I. Oλιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασµό 

τµήµατος του ΤΑG-1 cDNA µέσω της αντίδρασης PCR. 

1.  5'-GACACACGCCAGGA AAAAGG-3' 

2.  5'-TGGGGAACTCGTTGAGGAGC-3' 

Τα ολιγονουκλεοτίδια αυτά συντέθηκαν από την Invitrogen. 

 

II. Oλιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασµό 

τµήµατος cDNA της cyclophilin µέσω της αντίδρασης PCR. 

1. 5'-ACGGAGAGAAATTTGAGG-3' 

2. 5' -GGGAATGAGGAAAATATGG -3' 

Τα ολιγονουκλεοτίδια αυτά συντέθηκαν από την Invitrogen.  

 

III. Oλιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν για την PCR ταυτοποίηση 

γονοτύπου σε ΤΑG-1 µεταλλαγµένα ζώα: 

ΤΑG-1 primers: 

1.  (5' primer) 5'-GCTCTACAGCCCAGGCAGTTC -3'  

2. (3' primer) 5'-CTTTGCCACATTGTGCTGTG -3' 

Neo primer: 

1. (3' primer) 5'-GAAGAGAATAGCAGGCATGC -3' 

Τα ολιγονουκλεοτίδια αυτά συντέθηκαν από το Τµήµα Μικροχηµείας του ΙΜΒΒ, ΙΤΕ  
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2.1 ΕΓΧΕΙΡΗΣΕΙΣ ΣΕ ΕΠΙΜΥΕΣ 

2.1.1 ∆ιατοµή του ισχιακού νεύρου (Αxotomy). 

Χρησιµοποιήθηκαν συνολικά τρείς οµάδες των δύο έως πέντε ενηλίκων θηλυκών 

Sprague-Dawley επιµύων (βάρους 225-300 γραµµαρίων) για τα πειράµατα 

αναγέννησης/απολίνωσης (ligation). Tα πειραµατόζωα αναισθητοποιούνται βαθιά 

µέσω ενδοπεριτοναϊκής χορήγησης µείγµατος ξυλαζίνης (Rompun 2%, Bayer) (πέντε 

χιλιοστογραµµάρια ανά κιλό βάρους) και υδροχλωρικής κεταµίνης (εκατό 

χιλιοστογραµµάρια ανά κιλό βάρους) (Ketamine Hydrochloride, Sofarex). 

Πραγµατοποιήθηκε µονόπλευρη διατοµή στο δεξιό ισχιακό νεύρο στο ενδιάµεσο ένα 

τρίτο του µηρού και στη συνέχεια το εγγύς και ακραίο τµήµα του επανασυνδέονται 

µέσω ραµµάτων (9/0, Johnson&Johnson) διαµέσου του επινευρίου, προκειµένου να 

επιτραπεί η διαδικασία της αναγέννησης. Εναλλακτικά, γίνεται απολίνωση (ligation) 

µέσω ραµµάτων στο εγγύς άκρο του ισχιακού νεύρου µε σκοπό να εµποδίσουµε την 

αναγέννηση. Τα αριστερά ισχιακά νεύρα αφήνονται άθικτα προκειµένου να 

χρησιµοποιηθούν ως εσωτερικά δείγµατα ελέγχου (controls). Tα πειραµατόζωα στη 

συνέχεια αφού επιβιώσουν για ένα χρονικό διάστηµα από τρείς έως εξήντα ηµέρες 

µετά από τη διατοµή, θυσιάζονται µέσω βαθιάς αναισθησίας που πραγµατοποιείται 

µέσω ενδοπεριτοναϊκής χορήγησης άλατος πεντοθάλης (Pentothal sodium, Abbott, 

64,8 χιλιοστογραµµάρια ανά κιλό βάρους). Για την in situ υβριδοποίηση  και για την 

ανάλυση Western γίνεται γρήγορη εξαγωγή  των νωτιαίων γαγγλίων (dorsal root 

ganglion cells συντοµ. DRG) της δεξιάς και αριστερής πλευράς που αντιστοιχούν στο 

επίπεδο της οσφυϊκών µυελοτοµίων 4 και 5 (L4 και L5). Αµέσως µετά την εξαγωγή 

τους οι ιστοί  παγώνουν σε ξηρό πάγο  ή  υγρό άζωτο και κατόπιν φυλάσσονται στους  

-80 οC µέχρι να χρησιµοποιηθούν. 

Για την ανοσοϊστοχηµική ανάλυση, γίνεται αρχικά ενδοκαρδιακή έγχυση 200 

ml φυσιολογικού ορού και ακολουθεί έγχυση 500 ml παραφορµαλδεΰδης (PFA) 4% 

σε φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα (PB) 0.1 Μ (pH 7.4). Τα νωτιαία γάγγλια της 

δεξιάς και αριστερής πλευράς, που αντιστοιχούν στο επίπεδο των L4 και L5 

µυελοτοµίων, εξάγονται και µονιµοποιούνται περαιτέρω σε PFA 4% για 1-2 ώρες και 

ακολούθως για την κρυοπροστασία τους οι ιστοί τοποθετούνται σε διάλυµα 30% 

σουκρόζης σε PB 0.1 Μ (pH 7.4) στους 4 οC για 12-36 ώρες.   
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2.1.2 Τραυµατισµός του ισχιακού νεύρου (Crush) 

Χρησιµοποιήθηκαν συνολικά εννέα οµάδες των τριών έως τεσσάρων ενηλίκων 

θηλυκών επιµύων  (βάρους 225-300 γραµµαρίων) για τα πειράµατα τραυµατισµού 

του ισχιακού νεύρου (Crush). Tα πειραµατόζωα αναισθητοποιούνται βαθιά µέσω 

ενδοπεριτοναϊκής χορήγησης µείγµατος ξυλαζίνης (πέντε χιλιοστογραµµάρια ανά 

κιλό βάρους) και υδροχλωρικής κεταµίνης (εκατό χιλιοστογραµµάρια ανά κιλό 

βάρους). Πραγµατοποιήθηκε µονόπλευρος τραυµατισµός στο δεξιό ισχιακό νεύρο 

στο ενδιάµεσο ένα τρίτο του µηρού ασκώντας πίεση µέσω πολύ λεπτών λαβίδων (# 5, 

FST tools), ενώ το αριστερό νεύρο αφήνεται άθικτο προκειµένου να χρησιµοποιηθεί 

ως εσωτερικό δείγµα ελέγχου (control). Tα πειραµατόζωα στη συνέχεια αφού 

επιβιώσουν για ένα χρονικό διάστηµα από επτά έως τριάντα ηµέρες µετά από τον 

τραυµατισµό, θυσιάζονται µέσω βαθιάς αναισθησίας που πραγµατοποιείται µε 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση άλατος πεντοθάλης. Ακολουθεί γρήγορη εξαγωγή των 

ισχιακών νεύρων, τα οποία παγώνουν σε ξηρό πάγο ή υγρό άζωτο και κατόπιν 

φυλάσσονται στους -80 οC έως ότου να χρησιµοποιηθούν για την αποµόνωση 

συνολικού RNA. 

 

2.1.3. Εξωκυτταροτοξική καταστροφή µέσω καϊνικού οξέως στον νωτιαίο µυελό 

Για την πρόκληση της εξωκυτταροτοξικής βλάβης στο νωτιαίο µυελό ακολουθήθηκε 

το πρωτόκολλο που περιγράφουν οι Nothias και Peschanski (1990). Eνήλικοι θηλυκοί 

επίµυες βάρους 200-250 γραµµαρίων αναισθητοποιούνται µε µείγµα ξυλαζίνης (πέντε 

χιλιοστογραµµάρια ανά κιλό βάρους) και κεταµίνης (εκατό χιλιοστογραµµάρια ανά 

κιλό βάρους). Γίνεται αφαίρεση του δέρµατος και των µυών που περιβάλουν τη 

σπονδυλική στήλη στο επίπεδο µεταξύ του δωδέκατου θωρακικού (Τ12) και 

δευτέρου οσφϋικού (L2) σπονδύλου και το ζώο στη συνέχεια ακινητοποιείται σε 

σύστηµα στερεοταξείας. Ακολούθως αποκαλύπτεται το οσφϋικό όγκωµα του 

νωτιαίου µυελού µέσω αφαίρεσης της µεµβράνης του Τ13 σπονδύλου. Μέσω 

οδοντιατρικής σύριγγας που στηρίζεται σε ένα µικροκαθετήρα, πραγµατοποιείται 

έγχυση διαλύµατος 0.2 µl καϊνικού οξέως (0.5% σε ρυθµιστικό διάλυµα άλατος) στο 

οσφϋικό όγκωµα ασκώντας χαµηλή πιέση 1.5-2 mm κάτω από την επιφάνεια και σε 

απόσταση 0.7 mm από τη µέση γραµµή. Η πληγή ξεπλένεται µε φυσιολογικό ορρό 

και γίνεται συρραφή του δέρµατος και των µυών. Στα εγχειρισµένα ζώα χορηγούνται 

αντιβιοτικά καθηµερινά (Βristopen, 200 mg/kg βάρους µε ενδοµυική χορήγηση). Τα 

πειραµατόζωα επιβιώνουν για 8 έως 20 ηµέρες και στη συνέχεια θυσιάζονται µε 
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υπερβολική ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση άλατος πεντοβαρβιτάλης και ακολουθεί 

ενδοκαρδιακή έγχειση µονιµοποιητή 4% PFA. Οι εγχειρήσεις έγιναν από την ∆ρ. F. 

Nothias και οι ιστοί µας εστάλησαν παγωµένοι σε ξηρό πάγο. 

 

2.2 ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΕΣ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  

2.2.1 Προετοιµασία του ιστού για ανοσοϊστοχηµική ανάλυση. 

Για τις ανοσοϊστοχηµικές µας αναλύσεις χρησιµοποιήσαµε ιστούς τόσο από 

πειραµατόζωα που είχαν υποστεί ενδοκαρδιακή έγχυση µονιµοποιητή (perfusion) όσο 

και από πειραµατόζωα που είχαν  αναισθητοποιηθεί βαθιά µε αιθέρα και δεν είχαν 

υποστεί µονιµοποίηση. Στη δεύτερη περίπτωση οι ιστοί µονιµοποιούνται αµέσως 

µετά από την εξαγωγή τους µέσω τοποθέτησής τους σε 2-4% PFA σε 1x PBS 

(ρυθµιστικό φωσφορικό διάλυµα που περιέχει 0.9% χλωριούχο νάτριο) για 2-24 ώρες 

στους 4 οC και ακολουθεί κρυοπροστασία σε διάλυµα 30% σουκρόζης  σε  0.1Μ PB.  

Για την πραγµατοποίηση τοµών σε κρυοστάτη (θερµοκρασία -24 οC), οι ιστοί  

προσανατολίζονται κατάλληλα σε µέσο έγκλησης (7.5% ζελατίνη/15% σουκρόζη σε 

0.1 M PB) προκειµένου για µονιµοποιηµένο ιστό ή σε ψυκτικό µέσο έγκλησης (ΟCT, 

ΒDH) για φρέσκο ιστό και ακολούθως παγώνουν σε ξηρό πάγο. Για την 

πραγµατοποίηση τοµών σε µικροτόµο (vibratome) γίνεται έγκλειση του ιστού µε 

κατάλληλο προσανατολισµό σε µείγµα 45% αλβουµίνης µε 1.5% ζελατίνη. Οι τοµές 

πάχους 200 µm διατηρούνται σε 4% PFA για 24 ώρες στους 4 οC.  

Ειδικά για τον διαχωρισµό των νευρικών ινών, τα ισχιακά νεύρα εξάγονται 

και µονιµοποιούνται σε 2% PFA για 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Ακολούθως, γίνεται στεροσκοπικά µέσω λεπτών βελονών, διαχωρισµός των ινών σε 

1x PBS και στερεοποίησή τους σε αντικειµενοφόρες πλάκες που έχουν επικάλυψη µε 

το υπόστρωµα προσκόλλησης πολύ-L-Lysine (BDH), και αφήνονται να 

αφυδατωθούν για 12 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου.  

 

2.2.2 Προετοιµασία του ιστού για παρατήρηση στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. 

Eνήλικοι ΤΑG-1 µεταλλαγµένοι καθώς και αγρίου τύπου µύες που προέρχονται από 

την ίδια γέννα υφίστανται βαθιά νάρκωση µέσω ενδοπεριτοναϊκής χορήγησης 

διαλύµατος Avertin (0,425 χιλιοστογραµµάρια ανά γραµµάριο βάρους). Στη συνέχεια 

γίνεται ενδοκαρδιακή έγχυση 10 ml φυσιολογικού ορού και ακολουθεί έγχυση 200 ml 

µείγµατος 2% PFA µε 2,5% γλουταραλδεΰδη και 1mM CaCl2 σε 0,1Μ ρυθµιστικό 

διάλυµα κακοδυλικού νατρίου (pH 7.4). Ακολουθεί εξαγωγή του νωτιαίου µυελού 
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που στη συνέχεια µονιµοποιείται περαιτέρω στον προηγούµενο µονιµοποιητή για 2 

ώρες στους 4 οC. Τα δείγµατα στη συνέχεια ξεπλένονται µε  διάλυµα 4% σουκρόζης 

σε 0,1Μ κακοδυλικό νάτριο και τοποθετούνται σε υδατικό διάλυµα 2% τετροξειδίου 

του οσµίου (OsO4) για 1 ώρα, ξεπλένονται και  αφυδατώνονται µε διαδοχικά 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις αιθανόλης (από 30% έως 100%). Ακολουθεί διαπότιση-

έγκλειση των ιστών σε propylene-oxide (P.O.)100% για 2x 15 λεπτά και τοποθέτηση 

των ιστών διαδοχικά στις παρακάτω ρητίνες A (Epon 812). Τα δείγµατα στη φάση 

αυτή περιστρέφονται σε κατάλληλη συσκευή.  

Ρητίνη A : P.O. = 1:3 για 1 ώρα  

Ρητίνη A : P.O. = 1:1 για 1 ώρα 

Ρητίνη A : P.O. = 1:3 για 1 ώρα 

Ρητίνη καθαρή για 12-24 ώρες  

Τα δείγµατα τοποθετούνται σε καθαρή ρητίνη B (ρητίνη Α που περιέχει επιταχυντή 

DMP-30) για 2x2 ώρες και ακολούθως οι ιστοί προσανατολίζονται σε ειδικές θήκες 

κάτω από το στερεοσκόπιο µε λεπτές βελόνες προκειµένου να πραγµατοποιήσουµε 

εγκάρσιες και επιµήκεις τοµές. Για τον πολυµερισµό της ρητίνης, τα δείγµατα στη 

συνέχεια τοποθετούνται σε θερµοκρασία 70 οC  για 48 ώρες. Η λήψη των τοµών έγινε 

σε υπερµικροτόµο Leica Ultracut R, όπου κόπηκαν τοµές για φωτονική µικροσκοπία 

(ηµίλεπτες τοµές πάχου 1 µm) και για ηλεκτρονική µικροσκοπία (πάχος τοµών 70-80 

nm). Οι  ηµίλεπτες τοµές βάφονται µε την χρωστική 0,5% µπλέ της τολουϊδίνης σε 

1% υδατικό διάλυµα βορικού νατρίου σε θερµοκρασία 50-55 οC για 10-30 

δευτερόλεπτα.  Στη συνέχεια οι τοµές ξεπλένονται µε απεσταγµένο νερό και 

στερεώνονται σε αντικειµενοφόρους µε καλυπτρίδες σε µέσο Εntellan (Merck). Η 

παρατήρηση των τοµών έγινε σε φωτονικό µικροσκόπιο (Zeiss Axioskop). Οι λεπτές 

τοµές για το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο βάφονται µε 7% οξεικό ουρανύλιο και 0,2% 

κιτρικό µόλυβδο. Παρατηρήθηκαν στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο Philips EM 201C 

στα 60 KV και φωτογραφήθηκαν µε µικροφίλµ (Agfa Copex HDP13). 

 

2.2.3 Ανοσοϊστοχηµική ανάλυση. 

Χρησιµοποιήθηκαν τοµές κρυοστάτη πάχους 10-12 µm από νωτιαία γάγγλια, ισχιακό 

νεύρο, και νωτιαίο µυελό καθώς και µεµονωµένες νευρικές ίνες ισχιακού νεύρου. Τα 

δείγµατα επωάζονται αρχικά είτε µε διάλυµα 0.1% Τriton Χ-100 σε 1x PBS  ή µε 

ακετόνη στους -20oC για 20 λεπτά.  Στη συνέχεια γίνεται επώαση µε 10% FCS (ή 1% 
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ΒSA), µε (ή χωρίς) 5% υγρή ζελατίνη, και 0.1% Τriton σε PBS 1x για µία ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου για το µπλοκάρισµα των µη ειδικών αντιγονικών θέσεων. 

Ακολουθεί επώαση µε το πρώτο αντίσωµα στους 4oC για 12 ώρες, 3 ξεπλύµατα µε 1x 

PBS  και επώαση µε το κατάλληλο δεύτερο φθορίζον αντίσωµα σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 2 ώρες. Μετά από 2 ξεπλύµατα µε  το PBS, τα δείγµατα στερεώνονται 

µε καλυπτρίδες σε µέσο διατήρησης Μοwiol (Calbiochem). Ειδικά για την ανάπτυξη 

χρωµογόνου σήµατος χρησιµοποιήθηκε η ενζυµική αντίδραση υπεροξειδάσης σε 

υπόστρωµα DAB µε ή χωρίς το σύστηµα βιοτίνης για την ενίσχυση του σήµατος 

(Α/Β, Εlite kit Vector). Αµέσως µετά την ανάπτυξη του χρωµογόνου σήµατος, τα 

δείγµατα αφυδατώνονται σε διαδοχικά αυξανόµενες συγκεντρώσεις αιθανόλης, 

τοποθετούνται σε ξυλόλη και τέλος στερεώνονται µε καλυπτρίδες σε µέσο Εntellan 

(Merck). Παράλληλα χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα αρνητικού ελέγχου τα οποία δεν 

επωάζονται µε πρώτο αντίσωµα ή επωάζονται µόνο µε ορρό κουνελιού. Τα δείγµατα 

παρατηρήθηκαν και φωτογραφήθηκαν είτε σε συµβατικό µικροσκόπιο (Ziess 

Axioskop) ή σε συνεστιακό µικροσκόπιο (Confocal TCS-NT Laser Scanning 

microscope, Leica). 

 

2.2.4 Ανασύσταση εικόνας σε συνεστιακό µικροσκόπιο (Confocal). 

Χρησιµοποιήσαµε το συνεστιακό (Confocal) µικροσκόπιο (TCS-NT Laser Scanning 

microscope) για να πραγµατοποιήσουµε στο δείγµα µας µία σειρά διαδοχικών 

οπτικών τοµών στο επίπεδο xy. Το σύνολο αυτών των τοµών που απεικονίζουν την 

επικάλυψη (κίτρινο χρώµα) των δύο καναλιών (Αrgon 488 και Κrypton 568) 

χρησιµοποιήθηκε στη συνέχεια για να εξάγουµε πληροφορίες σχετικά µε τη 

τρισδιάστατη κατανοµή του ανοσοσηµασµένου αντιγόνου στον ιστό. Για το σκοπό 

αυτό συλλέξαµε εγκάρσιες τοµές στα επίπεδα xz και yz (στο σύνολο των οπτικών 

τοµών), χρησιµοποιώντας την εντολή Ortho slice από τις επιλογές του λογισµικού 

Leica PowerScan. Για τη τελική ανασύσταση της εικόνας από τις εγκάρσιες τοµές 

χρησιµοποιήθηκε το λογισµικό Adobe Photoshop. 

 

2.2.5  In situ υβριδοποίηση  

Συντίθενται in vitro αντι-πληροφοριακά (antisense) και πληροφοριακά (sense) µόρια 

RNA  χρησιµοποιώντας ως DNA-εκµαγείο το cDNA της ΤΑG-1 (Furley et al.,1990). 

Tα µόρια αυτά σηµαίνονται µε δικοξυγενίνη-δεοξυουριδίνη (DIG-UTP, Roche) και 

χρησιµοποιούνται ως ανιχνευτές (probes) για την υβριδοποίηση φρέσκων τοµών 
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κρυοστάτη από ισχιακό νεύρο και τοµών vibratome από νωτιαίο µυελό. Μετά την 

υβριδοποίηση τα DIG-UTP σηµασµένα RNA µόρια ανιχνεύονται µέσω αντι-DIG-ΑP 

αντισώµατος (συζευγµένου µε αλκαλική φωσφατάση, Roche).  Για την υβριδοποίηση 

τοµών κρυοστάτη από νωτιαία γάγγλια oι ανιχνευτές σηµαίνονται µε ραδιενεργό θείο 
32S.  Για την εκτίµηση του µη ειδικού σήµατος παράλληλα µε το µε το anti-sense 

probe, υβριδοποιούµε ξεχωριστά αντίστοιχες τοµές µε το sense probe.  

 Ιn situ υβριδοποίση µε DIG-UTP ανιχνευτή: 

Ι. Σε τοµές vibratome: Οι τοµές αρχικά αφυδατώνονται µε διαδοχικά 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις µεθανόλης και επωάζονται µε πρωτεϊνάση Κ, 5 µg/ml 

στους 37 oC για 10 λεπτά, ξεπλένονται σε 0.1% Triton σε PBS (PBT), µετά-

µονιµοποιούνται σε 0.2% γλουταραλδεϋδη/4% PFA για 20 λεπτά και µετά από 

ξεπλύµατα ακολουθεί προϋβριδοποίηση για 1 ώρα στους 70 oC σε διάλυµα που 

περιέχει Formamide 50%, SSC 5X, Yeast t-RNA 50 µg/ml, SDS 1% και Heparin 50 

µg/ml. Ακολούθως, για την υβριδοποίηση, προσθέτουµε 1 µg από τον ανιχνευτή στα 

500 µl του διαλύµατος προϋβριδοποίησης και επωάζουµε 24 ώρες στους 72 oC. Στη 

συνέχεια ξεπλένουµε τις τοµές βαθµιαία από υψηλή σε χαµηλή συγκέντρωση αλατιού 

SSC (sodium citrate, NaCl, pH 7,5) και επωάζουµε µε το αντι-DIG-AP αντίσωµα για 

24 ώρες στους  4 oC αφού µπλοκάρουµε για 1 ώρα τις µη ειδικές θέσεις δέσµευσής 

του σε διάλυµα 10% FCS σε 25 mM Tris-HCl pH 7.5 µε 2% Τween-20 (ΤΒST). Oι 

τοµές ξεπλένονται µε ΤΒST και ακολουθεί η ανάπτυξη του σήµατος µέσω επώασης 

µε το υπόστρωµα της αλκαλικής φωσφατάσης ΝΒΤ/ΒCIP. Τέλος µετά  από 

ξεπλύµατα οι τοµές τοποθετούνται σε διάλυµα 50% ζελατίνης/50% γλυκερόλης και 

στερεώνονται σε αντικειµενοφόρους µε διάλυµα 14% ζελατίνης / 50% γλυκερόλης.  

ΙΙ. Σε τοµές κρυοστάτη:  

Oι τοµές αφού στεγνώσουν σε θερµοκρασία δωµατίου, µονιµοποιούνται σε 4%PFA 

για 20 λεπτά και υφίστανται ακετυλίωση σε διάλυµα που περιέχει 1 Μ 

Τriethanolamine (Fluka), 0,065% HCl και oξεικό ανυδρίτη (0,026 M). Μετά από 

ξεπλύµατα ακολουθεί η προϋβριδοποίηση για 5-12 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου 

και στη συνέχεια η υβριδοποίηση για 24 ώρες σε θερµοκρασία 55-65 oC 

χρησιµοποιώντας 100 ng του ανιχνευτή ανά 1 ml διαλύµατος προϋβριδοποίησης που 

περιέχει Formamide  50%, SSC 5X, Yeast t-RNA 250 µg/ml και Herring sperm DNA 

500 µg/ml. 
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Στη συνέχεια ξεπλένουµε τις τοµές διαδοχικά σε 0,5x και 0,2x ρυθµιστικό  διάλυµα 

SSC επωάζουµε µε το αντι-DIG-ΑP αντίσωµα και ακολουθεί η ανάπτυξη του 

σήµατος µέσω επώασης µε το υπόστρωµα αλκαλικής φωσφατάσης ΝΒΤ/ΒCIP 

(Roche). Τέλος µετά από ξεπλύµατα οι τοµές αφυδατώνονται σε διαδοχικά 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις αιθανόλης, τοποθετούνται σε ξυλόλη και τέλος 

στερεώνονται µε καλυπτρίδες σε µέσο διατήρησης Εntellan. Ειδικά για τις τοµές 

ισχιακού νεύρου, αυτές αρχικά επωάζονται µε πρωτεϊνάση Κ (Sigma) 5 µg/ml στους 

37 oC για 15 λεπτά και κατόπιν υφίστανται αφυδάτωση σε διαδοχικά αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις αιθανόλης. Ακολουθεί απολιπιδίωση µέσω χλωροφορµίου, µερική 

ενυδάτωση και στέγνωµα των τοµών πριν την προϋβριδοποίηση. Τα δείγµατα 

παρατηρήθηκαν και φωτογραφήθηκαν σε συµβατικό µικροσκόπιο (Ziess Axioskop) 

Ιn situ υβριδοποίηση µε 35S-UTP ραδιενεργά σηµασµένο ανιχνευτή. 

Οι τοµές κρυοστάτη αφού ξεπαγώσουν, µονιµοποιούνται σε 3% PFA για 5 λεπτά µε 

ανάδευση, ξεπλένονται διαδοχικά µε 1xPBS και 2x SSC και ακολούθως υφίστανται 

ακετυλίωση. Στη συνέχεια οι τοµές ξεπλένονται, αφυδατώνονται σε διαδοχικά 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις αιθανόλης και αφήνονται να στεγνώνουν σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθεί υβριδοποίηση στους 50oC για 3,5 ώρες 

χρησιµοποιώντας 200 ng του ανιχνευτή ανά 1ml διαλύµατος DTT (20mM) που 

περιέχει 0,04x SSC και αιθανόλη 2%. Στη συνέχεια ξεπλένουµε τις τοµές  διαδοχικά 

µε τα διαλύµατα 2xSSC σε θερµοκρασία δωµατίου, 2xSSC / 50% Formamide στους 

52 oC και 2xSSC σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθως επωάζουµε τις τοµές µε 

RNAse 1 µg ανά 1ml διαλύµατος 2xSSC στους 37oC για 30 λεπτά, ξεπλένουµε 

αρχικά µε 2xSSC σε θερµοκρασία δωµατίου και ακολουθούν γρήγορα ξεπλύµατα µε 

0.05% Τriton σε 2xSSC σε θερµοκρασία δωµατίου. Για την ιστολογική χρώση των 

τοµών µέσω ηοσίνης και αιµατοξυλίνης οι τοµές ξεπλένονται βαθµιαία µε 95% και 

75% αιθανόλη, και απιονισµένο νερό. Οι τοµές τοποθετούνται σε αιµατοξυλίνη για 2 

λεπτά, ξεπλένονται µε απιονισµένο νερό και τοποθετούνται σε διάλυµα αµµωνίας 

µέχρι να ξεβάψουν. Στη συνέχεια οι τοµές τοποθετούνται στη χρωστική ηοσίνη για 1 

λεπτό, και κατόπιν αφυδατώνονται σε διαδοχικά αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

αιθανόλης (70-95%), τοποθετούνται σε ξυλόλη και υφίστανται αφυδάτωση µε 100% 

αιθανόλη πρίν στεγνώσουν σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθεί ανάπτυξη του 

ραδιενεργού σήµατος µέσω επώασης των τοµών µε το φωτογραφικό γαλάκτωµα 
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Κοdak NTB-2. Τα δείγµατα παρατηρήθηκαν και φωτογραφήθηκαν σε συµβατικό 

µικροσκόπιο. 

 

2.3 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

2.3.1 Αποµόνωση και καλλιέργεια των κυττάρων Schwann. 

Επίµυες πέντε ηµερών θυσιάζονται µε αιθέρα και ακολουθεί κάτω από στερεοσκόπιο 

η εξαγωγή των ισχιακών νεύρων τα οποία και επωάζονται µε τα ένζυµα τρυψίνη 

(0,25%) και κολλαγενάση (0,03%) (Sigma) στους 37 oC για 15 λεπτά. Στη συνέχεια 

τα νεύρα ξεπλένονται µε θρεπτικό µέσο καλλιέργειας DMEM/10% FCS και µε 

έντονη ανάδευση των νεύρων µέσω γυάλινης πιπέτας παστέρ προκαλούµε µηχανικά 

τον διαχωρισµό των κυττάρων Schwann και την διαλυτοποίησή τους. Ακολούθως, 

απλώνουµε τα (2x105) κύτταρα σε τρυβλία κυτταροκαλλιέργειας (35 mm) που 

προηγουµένως έχουν επικαλυφθεί µε το υπόστρωµα προσκόλλησης πολυ-λ-λυσίνη (5 

µg ανά ml) και λαµινίνη (10 µg ανά ml) και επωάζονται στους 37 oC σε σταθερή 

ατµόσφαιρα 5% CO2 για 4 ηµέρες πριν να χρησιµοποιηθούν για ανάλυση. Την 

δεύτερη ηµέρα της κυτταροκαλλιέργειας, προσθέτουµε στο θρεπτικό µέσο των 

κυττάρων τον αντιµιτωτικό παράγοντα ινοβλαστών Cytosine Arabinoside (Sigma) σε 

συγκέντρωση 10-5 Μ. Στο διάστηµα της επώασής τους τα κύτταρα προσκολλώνται 

στο υπόστρωµα και εκτείνουν απολήξεις αποκτώντας ένα ατρακτοειδές σχήµα. Όλα 

τα προηγούµενα θρεπτικά µέσα κυτταροκαλλιέργειας που χρησιµοποιήσαµε 

προέρχονται από την Ιnvitrogen. 

 

2.3.2 Ανοσοκυτταροχηµεία 

Για τον ανοσοεντοπισµό των επιφανειακών πρωτεϊνών, ζωντανά κύτταρα Schwann 

(χωρίς µονιµοποίηση) επωάζονται µε το πρώτο αντίσωµα σε L15 διάλυµα µε 0.1% 

BSA για µισή ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Mετά από ξεπλύµατα µε PBS, τα 

κύτταρα επωάζονται µε το δεύτερο αντίσωµα για 30 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου, ξεπλένονται και µονιµοποιούνται για 20 λεπτά µε 4% PFA και 

στερεώνονται µε καλυπτρίδες σε υγρό διατήρησης Μοwiol. Για την ανίχνευση των 

ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών, τα κύτταρα Schwann µονιποιούνται για 20 λεπτά µε 4% 

PFA και στη συνέχεια η µεµβράνη τους γίνεται διαπερατή µέσω επώασης µε Triton 

0.1% σε PBS για 15 λεπτά και ακολούθως τα κύτταρα επωάζονται µε το πρώτο 

αντίσωµα σε L15 διάλυµα µε 0.1% BSA και 0.1% Τriton για µισή ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Mετά από ξεπλύµατα µε PBS, τα κύτταρα επωάζονται µε το 
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δεύτερο αντίσωµα για 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και στερεώνονται µε 

καλυπτρίδες σε υγρό διατήρησης Μοwiol. Tα κύτταρα παρατηρήθηκαν και 

φωτογραφήθηκαν σε συµβατικό µικροσκόπιο (Zeiss Axioskop). 

 

2.4 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ ΟΞΕΩΝ 

2.4.1 Αποµόνωση ολικού RNA από κύτταρα σε καλλιέργεια και ιστούς. 

Οι ιστοί αµέσως µετά από την εξαγωγή τους παγώνουν σε ξηρό πάγο ή σε υγρό 

άζωτο και φυλάσσονται στους –80 oC. Για την αποµόνωση του RNA οι ιστοί 

ξεπαγώνουν και οµογενοποιούνται σε διάλυµα 4M Guanidium thiocynate και 

ακολουθούµε το πρωτόκολλο που περιγράφεται από τους Chirgwin et al.(1979). Εν 

συντοµία, τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στις 3000 rpm για 5 λεπτά και το 

υπερκείµενο τοποθετείται στην επιφάνεια διαλύµατος 5,7 Μ CsCl2 (2,5 ml) και 

φυγοκεντρείται για 18 ώρες στις 27.000 στροφές σε ρότορα SW41. Στη συνέχεια το 

RNA (ίζηµα) αποµονώνεται και επαναδιαλύεται σε ελάχιστο όγκο διπλά 

απιονισµένου H20 απαλλαγµένο από RNAses µέσω δράσης του DEPC (Sigma). Για 

την αποµόνωση ολικού RNA από κύτταρα σε καλλιέργεια, οµογενοποιούµε τα 

κύτταρα σε διάλυµα RNAzol και ακολουθούµε το πρωτόκολλο της εταιρείας 

(Czina/Βiotech). Για να προσδιορίσουµε τη συγκέντρωση του RNA στα δείγµατά 

µας, τα φωτοµετρούµε σε µήκος κύµµατος 260 nm.  

 

2.4.2 Aποµόνωση γενωµικού DNA από ουρές µυών. 

Οι ουρές από τους µύες επωάζονται για 24 ώρες στους 55 oC µε πρωτεϊνάση-Κ 

0,1mg/ml σε διάλυµα που περιέχει: Tris 50 Mm pH 8.0, KCl 50 mM, EDTA 2,5 mM, 

NP-40 0,45% και Τween-20 0,45%. Ακολούθως τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στις 

12,000 rpm για 20 λεπτά και το υπερκείµενο αποµονώνεται και αναµειγνύεται µε 

ισοπροπανόλη για 20 λεπτά στον πάγο. Μετά από φυγοκέντρηση το ίζηµα (γενωµικό 

DNA) αποµονώνεται, ξεπλένεται µε αιθανόλη 75% και αφού στεγνώσει 

επαναδιαλύεται σε 300 µl Τris 10 mM, pH  8.0.  

 

2.4.3 Ταυτοποίηση γονοτύπου γενετικά µεταλλαγµένων ζώων µέσω PCR. 

Χρησιµοποιούµε 1 µl από κάθε δείγµα γενωµικού DNA που έχει αποµονωθεί από 

ουρές των µυών, σε 20 µl αντίδρασης που περιέχει PCR ρυθµιστικό διάλυµα, 1,5 mM 

MgCl2, 0,2 mM από κάθε dNTP (ολιγονουκλεοτίδιο), 0,5 mM από κάθε 5΄ και 3΄ 

TAG-1 primer, 0,5 mM από τον 3΄ neomycin primer και 1 U Taq DNA πολυµεράση 
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(Finnzymes). Η αντίδραση πραγµατοποείται µε τους εξής κύκλους: 1 κύκλος σε 94 oC 

για 3 λεπτά, 30 κύκλοι σε 94 oC για 30 δευτερόλεπτα, 59 oC για 30 δευτερόλεπτα, 72 
oC για 1 λεπτό και τέλος 1 κύκλος σε 72 oC για 5 λεπτά. Τα προϊόντα ξεχωρίζουν 

µέσω ηλεκτροφόρησης σε πήκτωµα αγαρόζης και η ταυτοποίηση του µεγέθους τους 

γίνεται χρησιµοποιώντας ως δείκτη  DNA λάµβδα βακτηριοφάγου (Minotech) που 

έχει υποστεί ενζυµική πέψη µε περιοριστική  ενδονουκλεάση Hind III (λ/ΗindIII) ή 

Sty (λ/Sty). H απουσία PCR προϊόντος (460 bp) για το γονίδιο αγρίου τύπου της 

TAG-1 χαρακτηρίζει τα οµόζυγα µεταλλαγµένα ζώα που δεν εκφράζουν καθόλου την 

ΤΑG-1 πρωτεΐνη.  

 

2.4.4 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από βακτήρια. 

Tα DH5 ή XL-1-blue (Stratagene) E.coli K-12 βακτηριακά στελέχη φορείς των 

πλασµιδιακών DNA που θέλουµε να αποµονώσουµε, µεγαλώνουν σε υγρό θρεπτικό 

µέσο LB ή 2x ΥΤ, στους 37 oC για 24 ώρες. Για την αποµόνωση του πλασµιδιακού 

DNA χρησιµοποιούµε τη µέθοδο της αλκαλικής λύσης (alkaline lysis) όπως 

περιγράφεται από τους (Sambrook et al.,1989). Για την αποµόνωση καθαρού 

πλασµιδιακού  DNA χρησιµοποιούµε κολώνα (Βiorad kit) από όπου εκχυλίζουµε το 

DNA µέσω απιονισµένου νερού. To πλασµιδιακό DNA κατακρηµνίζεται µε αιθανόλη 

και αλάτι στους –20 oC και το ίζηµα ξεπλένεται µε 75% αιθανόλη και επαναδιαλύεται 

σε µικρό όγκο ρυθµιστικού διαλύµατος ΤE.  

 

2.4.5 Αποµόνωση και καθαρισµός τµηµάτων DNA από πήκτωµα αγαρόζης.  

Tα τµήµατα DNA ξεχωρίζουν αρχικά µε βάση το µέγεθός τους µέσω 

ηλεκτροφόρησης σε πήκτωµα αγαρόζης, και το τµήµα του DNA που µας ενδιαφέρει 

αποµονώνεται µέσω ηλεκτροέκλουσης (electroelution) σε µεµβράνη διαπίδυσης. Στη 

συνέχεια το DNA καθαρίζεται µέσω διάχυσης του εκχυλίσµατος µέσα από κολώνα 

σφαιριδίων Sephadex –G50 (Sambrook et al.,1989). 

 

2.5. ΑΝΑΛΥΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ ΟΞΕΩΝ 

2.5.1 Σύνθεση cDNA από ολικό RNA µε τη µέθοδο της αντίστροφης 

µεταγραφής. 

Για τη σύνθεση του cDNA,  χρησιµοποιήσαµε το σύστηµα Superscript II RT-PCR 

(Gibco, Life Technologies) και ακολουθήσαµε τις οδηγίες που προτείνονται στο 

συνοδευτικό πρωτόκολλο του αντιδραστηρίου. ΄Ετσι, 5 µg (ή λιγότερο) RNA 
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αναµειγνύεται µε: 250 ng random hexamers, 20 mM Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM KCl 

2.5 mM, 2.5 mM MgCl2, 0.05 mM από κάθε ολιγονουκλεοτίδιο (dNTP), 0.01 M DTT 

και 200 U of Superscript II RT (RNA πολυµεράση). Το µείγµα επωάζεται στους 42 
oC για 50 λεπτά, και ακολουθεί τερµατισµός της σύνθεσης του cDNA στους 72 oC για 

15 λεπτά, και τέλος αποµάκρυνση του RNA µέσω επώασης του µείγµατος µε 1 µl 

RNAse H στους 37 oC για 20 λεπτά. 

 

2.5.2  Aλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction-PCR) 

σε cDNA αντίστροφης µεταγραφής.  

Χρησιµοποιήσαµε την αντίδραση PCR για τον πολλαπλασιασµό µέσω ειδικών 

primers τµηµάτων του TAG-1 cDNA που έχει προέλθει από αντίστροφη µεταγραφή. 

Συγχρόνως πολλαπλασιάζουµε τµήµατα του cDNA της  cyclophilin, που αποτελεί 

ένα σταθερά εκφραζόµενο γονίδιο κυτταρικής οικονοµίας (housekeeping) και 

χρησιµοποιείται ως ένα εσωτερικό γονίδιο ελέγχου για την κανονικοποίηση των 

ποσοτήτων mRNA που χρησιµοποιήσαµε σε κάθε αντίδραση. Σε όγκο 50 µl,  

χρησιµοποιήθηκε ως καλούπι 10% από το cDNA σε διάλυµα που περιέχει: PCR 

ρυθµιστικό διάλυµα, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM από κάθε dNTP (ολιγονουκλεοτίδιο), 

0,5 mM από κάθε 5΄ και 3΄ εκκινητή (primer) για την TAG-1, 0,5 mM από κάθε 5΄ 

και 3΄ εκκινητή (primer) για τη cyclophilin και 2,5 U Taq DNA πολυµεράση (Roche, 

Mannheim,Germany). Η αντίδραση πραγµατοποιείται µε τους εξής κύκλους: 1 

κύκλος σε 94 oC για 4 λεπτά, 30 κύκλοι σε 94 oC για 1 λεπτό, 55 oC για 1 λεπτό, 72 
oC για 1 λεπτό και τέλος 1 κύκλος σε 72 oC για 1 λεπτό. Σε κάθε αντίδραση 

χρησιµοποιήσαµε 2 ζεύγη primers: 1 ζεύγος για το γονίδιο της TAG-1 (προϊόν 524 

bp) και 1 ζεύγος για το γονίδιο ελέγχου της cyclophilin (προϊόν 400 bp). Τα προϊόντα 

ξεχωρίζουν µέσω ηλεκτροφόρησης σε πήκτωµα αγαρόζης και η ταυτοποίηση του 

µεγέθους τους γίνεται χρησιµοποιώντας ως δείκτη  DNA από λ/ΗindIII. 

 

2.5.3 Ποσοτικοποίηση των RT-PCR προϊόντων της TAG-1. 

Για την ανάλυση των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου της ΤAG-1 στο ισχιακό νεύρο 

κατά τη διάρκεια της αναγέννησης, χρησιµοποιήθηκαν 9 ανεξάρτητες οµάδες 

πειραµατοζώων των 3-4 ατόµων ανά χρονικό στάδιο µελέτης. Για την αποµόνωση 

του RNA, τα ισχιακά νεύρα της εγχειρισµένης ή της άθικτης πλευράς αθροίζονται 

από όλα τα πειραµατόζωα της ίδιας οµάδας.  Για την ποσοτικοποιήση του mRNA της 
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ΤAG-1 χρησιµοποιούµε το RT-PCR προϊόν από τη εκθετική φάση της αντίδρασης 

όπου δηλαδή το προϊόν αυξάνεται λογαριθµικά. Για το σκοπό αυτό, ξεκινώντας από 

τους 20 κύκλους, λαµβάνουµε ανά 5 κύκλους 10 µl από την αντίδραση και τα 

αναλύουµε σε πήκτωµα αγαρόζης 1,5% προκειµένου να αξιολογήσουµε την αύξηση 

του PCR προϊόντος σε σχέση µε τους κύκλους. Παράλληλα χρησιµοποιήσαµε και το 

προϊόν της cyclophilin (εσωτερικό γονίδιο ελέγχου) για την κανονικοποίηση των 

επιπέδων mRNA της ΤΑG-1 που έχουµε σε κάθε δείγµα. Στη συνέχεια µετράµε την 

οπτική πυκνότητα των ζωνών στο πήκτωµα αγαρόζης, (Gel Plotting Macros, ΝΙΗ 

image) και προσδιορίζουµε την ένταση της ΤAG-1 (524 bp) συγκριτικά µε αυτήν της 

cyclophilin (400 bp). Έτσι για τα υπο-αναγέννηση ισχιακά νεύρα εκφράζουµε τα 

κανονικοποιηµένα επίπεδα του ΤΑG-1 mRNA ως το επί της εκατό (%) ποσοστό του 

ΤΑG-1 mRNA (που καθορίζουµε ως 100%) των φυσιολογικών ισχιακών της άθικτης 

πλευράς. Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µέσω της ανάλυσης 

διασποράς one-way Anova και σε επίπεδο σηµαντικότητας (Ρ)<0,05%.  

 

2.5.4 Ανάλυση DNA κατά Southern  

Τα προϊόντα από την αντίδραση PCR ξεχωρίζουν αρχικά σε πήκτωµα αγαρόζης 

(1,5%) και αποδιατάσσονται σε διάλυµα 1,5M NaCl/0,5N NaOH. Ακολουθεί 

εξισορρόπιση του pH σε διάλυµα 1M Tris-HCl pH 7,4/1,5M NaCl και τα PCR 

προϊόντα µεταφέρονται και µονιµοποιούνται σε µεµβράνη νάϋλον Hybond-N 

(Amersham Pharmacia Biotech)  που στη συνέχεια υβριδοποιείται  µε ένα 32P τυχαία 

ραδιοσηµασµένο DNA τµήµα (ανιχνευτής) που προέρχεται από την (Κpn I) ενζυµική 

πέψη του TAG-564 cDNA κλώνου (Furley et al.,1990). Το γραµµικό δίκλωνο cDNA 

αποδιατάσσεται παροδικά και στη συνέχεια χρησιµοποιούνται τυχαίοι εξαµερής 

primers (random labeling) και το Klenow κλάσµα της DNA πολυµεράσης 

(Ιnvitrogen) καθώς και  τα [32P]-dATP και [32P]-dCTP ραδιενεργά ολιγονουκλεοτίδια, 

για τη σύνθεση γραµµικών ραδιοσηµασµένων DNA τµήµατων (ανιχνευτών) 

διαφορετικού µήκους. Ακολουθεί καθαρισµός του probe από τα µη ενσωµατωµένα 

νουκλεοτίδια µέσω εκχύλισης από κολώνα σφαιριδίων Sephadex G-50. Για την 

υβριδοποίηση ακολουθήσαµε τις οδηγίες του πρωτοκόλλου της Αmersham Pharmacia 

Biotech. Eν συντοµία, η υβριδοποίση πραγµατοποιείται σε θάλαµο υβριδισµού στους 

65 oC για 12 ώρες υπό συνεχή ανάδευση. Ακολουθούν ξεπλύµατα της µεµβράνης 

αρχικά µε 2x SSC σε θερµοκρασία δωµατίου, στη συνέχεια µε 1x SSC, 0,1% SDS 

στους 65 oC και τέλος έκθεση της µεµβράνης σε φίλµ αυτοραδιογραφίας (Κοdak). 
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2.5.5 Σύνθεση των RNA σηµασµένων ανιχνευτών.  

Χρησιµοποιήσαµε το σύστηµα της Promega σύµφωνα µε το oποίο συντίθενται µέσω 

της in vitro µεταγραφής µονόκλωνοι RNA ανιχνευτές, σηµασµένοι µε DIG-UTP ή 35S-

UTP ολιγονουκλεοτίδια (Roche), χρησιµοποιώντας την DNA-εξαρτηµένη RNA 

πολυµεράση που αναγνωρίζει T7 ή T3 υποκινητές (Roche) του πλασµιδιακού φορέα 

στο οποίο είναι κλωνοποιηµένο το cDNA του γονιδίου. Το DNA που χρησιµοποιείται 

ως καλούπι, είναι δίκλωνο γραµµικό και έχει προκύψει από πλήρη πέψη στο 5΄ ή στο 

3΄ άκρο του µε κατάλληλο ένζυµο περιορισµού. Ακολουθεί καθαρισµός του DNA 

µέσω φαινόλης/χλωροφορµίου, κατακρίµνησή του µε αιθανόλη και επαναδιάλυσή 

του ιζήµατος σε 20 µl απιονισµένου νερού. Για τη in vitro µεταγραφή 

χρησιµοποιούνται: Pυθµιστικό διάλυµα µεταγραφής, DTΤ 0,01 M, rNTPs(r-

GTP,CTP,ATP) από 0,5 mM το καθένα, rUPT 0,325 mM ή 0,01 mM 35S-UTP (για 

ραδιοσηµασµένο probe), 11-DIGrUTP   0,175 mM ή 0,49 mM 35S-UTP (για 

ραδιοσηµασµένο probe), RNAsin 40Uµl/ml, RNA polymerase 20Uµl/ml, DNA 1-2 

µg.  Η σύνθεση του ανιχνευτή (probe) γίνεται σε θερµοκρασία 37 oC για 2 ώρες, και 

ακολουθεί επώαση µε DNAse I (απαλλαγµένη από RNAse) στην ίδια θερµοκρασία 

για 15 λεπτά. Στη συνέχεια το DIG-UTP σηµασµένο probe αποµονώνεται και 

καθαρίζεται µέσω κατακρήµνισης µε ρυθµιστικό διάλυµα Τris pH 8,5 µε EDTA (TE), 

0,1 Μ LiCl και 70% αιθυλική αλκοόλη στους –20 oC και ακολουθεί 

υπερφυγοκέντρηση (12 Κrpm για 5 λεπτά). Το ίζηµα (probe) που προκύπτει 

επαναδιαλύεται σε 100 µl TE. Στην περίπτωση του ραδιενεργά σηµασµένου (35S-

UTP) probe µετά την επώαση µε την DNAse I, αυτό καθαρίζεται µέσω 

φαινόλης/χλωροφορµίου και κατακρηµνίζεται µέσω αιθανόλης. Το ίζηµα που 

προκύπτει επαναδιαλύεται σε 20 µl DTT 20 mM και ακολούθως µετράµε την ειδική 

ενεργότητα µέρους του probe (1 µl) σε µετρητή σπινθηρισµού (Scintillation Counter) 

(οι κρούσεις πρέπει να είναι στο επίπεδο των 2-4 x 106) . 

 

2.6.  ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

2.6.1 Aποµόνωση  µεµβρανικών τµηµάτων µυελίνης 

Η αποµόνωση των µεµβρανών µυελίνης πραγµατοποιείται σύµφωνα µε το 

πρωτόκολλο των Norton and Poduslo, (1973) και Huber et al., (1994),  

χρησιµοποιώντας νωτιαίο µυελό ενηλίκων µυών που έχουν αναισθητοποιηθεί βαθιά 

µε αιθέρα. Ο ιστός παγώνει σε ξηρό πάγο αµέσως µετά την εξαγωγή, οµογενοποιείται 

σε διάλυµα που περιέχει 0.32 M sucrose/2 mM EGTA pH 7.5, τοποθετείται στην 
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επιφάνεια διαλύµατος 0.85 M sucrose/2 mM EGTA και ακολούθως φυγοκεντρείται 

για µία ώρα στις 28,000 rpm σε 4oC στον ρότορα SW28 (Beckman).  Η µεσόφαση 

αποµονώνεται και υφίσταται οσµωτικό σόκ µέσω συνεχούς ανάδευσής της σε µεγάλο 

όγκο (50 ml) απιονισµένου νερού στους 4oC. Μετά από φυγοκέντρηση το ίζηµα που 

αποτελεί και το αδρό εκχύλισµα µυελίνης υπερφυγοκεντρείται ξανά σε ασυνεχή 

κλίση σουκρόζης οπότε και η µυελίνη αποµονώνεται από τη µεσόφαση. Ακολούθως 

η µυελίνη ξεπλένεται από τη σουκρόζη, φυγοκεντρείται και το ίζηµα που προκύπτει 

επαναδιαλύεται σε θερµοκρασία 4oC σε ελάχιστο όγκο διαλύµατος που περιέχει 5mM 

Tris-HCl pH 7.2, 1% NP-40, 1mM PMSF, 5 mM EGTA, leupeptin 2 µg/ml and 

aprotinin 2 µg/ml και διατηρείται στους –80 oC µέχρι να χρησιµοποιηθεί για 

περαιτέρω ανάλυση. 

 

2.6.2 Αποµόνωση πρωτεϊνών από ιστό ή από κύτταρα σε καλλιέργεια. 

Οι ιστοί αµέσως µετά τη γρήγορη εξαγωγή τους παγώνουν σε ξηρό πάγο και 

φυλάσσονται στους –80oC µέχρι να χρησιµοποιηθούν. Ο ιστός οµογενοποιείται σε 

φρέσκο διάλυµα που περιέχει 5mM Tris-HCl pH 7.2, 1% NP-40, 1mM PMSF, 5 mM 

EGTA, leupeptin 2 µg/ml and aprotinin 2 µg/ml στους 4oC. Το δείγµα φυγοκεντρείται 

για 20 λεπτά σε 12.000 στροφές στους 4oC και το υπερκείµενο που αποτελεί το 

συνολικό κυτταρικό εκχύλισµα  πρωτεϊνών, αποµονώνεται για περαιτέρω ανάλυση.  

Το προηγούµενο διάλυµα χρησιµοποιείται και για την αποµόνωση συνολικού 

πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος από κύτταρα Schwann από καλλιέργεια 4 ηµερών. Μετά 

από φυγοκέντρηση το υπερκείµενο αποµονώνεται ξανά. Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 

αναµειγνύονται µε ίσο όγκο 4x διαλύµατος φόρτωσης  (250 mM Tris, 9,2% SDS, 

40% glycerin, 0,2% bromophenol blue) που περιέχει DTT 100 mM, θερµαίνονται 

στους 95 oC για 10 λεπτά και φυλάσσονται στους –80oC µέχρι να χρησιµοποιηθούν 

για την ανάλυση Western. Η ποσοτικοποίηση των δειγµάτων γίνεται µέσω του 

αντιδραστηρίου Bradford (Biorad kit) χρησιµοποιώντας την πρωτεΐνη BSA για τη 

δηµιουργία της πρότυπης καµπύλης.  

 

2.6.3 Ανάλυση πρωτεϊνών κατά Western 

Tα πρωτεϊνικά δείγµατα αφού ξεπαγώσουν από τους –80oC, θερµαίνονται στους 95 
oC για 5 λεπτά οπότε είναι έτοιµα για την ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα SDS-

πολυακρυλαµιδίου. Με το τέλος της  ηλεκτροφόρησης, οι πρωτεΐνες των κυτταρικών 

εκχυλισµάτων καθώς και οι πρωτεϊνικοί δείκτες (Βiorad protein  standards) που έχουν 
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ξεχωρίσει µε βάση το µοριακό τους βάρος, µεταφέρονται και ακινητοποιούνται πάνω 

σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Schleicher & Schuel). Ακολουθεί επώαση της 

µεµβράνης µε διάλυµα ΤΒST (0,02 M Τris-HCl pH 7,5  NaCl 0,9%, Tween 0.1%) 

που περιέχει 1% ζελατίνη (Sigma, υγρή fish gelatin) για το µπλοκάρισµα των µη 

ειδικών αντιγονικών θέσεων. Η µεµβράνη επωάζεται µε το πρώτο αντίσωµα για 24 

ώρες στους 4oC υπό ανάδευση και µετά από ξεπλύµατα µε διάλυµα ΤΒST που 

περιέχει 0,1% ζελατίνη (Sigma, σκόνη ζελατίνης) επωάζεται για 2 ώρες σε 

θερµοκρασία δωµατίου µε ένα δεύτερο αντίσωµα που είναι συνδεδεµένο µε το 

ένζυµο υπεροξειδάση (Αmersham Pharmacia Biotech). Στη συνέχεια οι 

ανοσοεντοπιζόµενες πρωτεϊνικές ζώνες ανιχνεύονται µέσω του συστήµατος 

ενισχυµένης χρωµοφωταύγειας ECL σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της Amersham 

Pharmacia Biotech.  

 

2.6.4 Ποσοτικοποίηση της TAG-1 πρωτεΐνης µετά από ανάλυση κατά Western. 

Για την µελέτη των επιπέδων έκφρασης της TAG-1 πρωτεϊνης (135 kD) κατά τη 

διάρκεια της αναγέννησης στα νωτιαία γάγγλια,  χρησιµοποιήσαµε το πρόγραµµα Gel 

Plotting Macros στο ΝΙΗ image, µε βάση το οποίο µετράµε την οπτική πυκνότητα 

του ECL σήµατος της ΤΑG-1 πρωτεΐνης στο φίλµ.   Με τον ίδιο τρόπο µετράµε και 

το σήµα για την ακτίνη (42 kD, ως σταθερή πρωτεΐνη ελέγχου), µε βάση το οποίο 

κανονικοποιούµε τα επίπεδα συνολικής πρωτεΐνης που έχουµε σε κάθε δείγµα. Έτσι  

εκφράζουµε τα επίπεδα της ΤΑG-1 πρωτεΐνης στα υπο-αναγέννηση νευρικά κύτταρα 

των νωτιαίων γαγγλίων ως το επί τις εκατό (%) ποσοστό της πρωτεΐνης (που 

καθορίζουµε ως 100%) των αντίστοιχων κυττάρων που προέρχονται από αριστερή µη 

εγχειρισµένη πλευρά. Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µέσω της 

ανάλυσης διασποράς one-way Anova και µε επίπεδο σηµαντικότητας (P)<0,05%. 
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I. ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΝΕΥΡΩΝΙΚΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΗΣ TAG-1 ΣΤΟΝ 

ΕΝΗΛΙΚΟ  

1. Έκφραση της TAG-1 στα νευρικά κύτταρα κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης έως τον ενήλικο.  

Η έκφραση της TAG-1 στο νευρικό σύστηµα έχει µελετηθεί λεπτοµερώς κατά 

τη διάρκεια της εµβρυϊκής ανάπτυξης στο ΚΝΣ και στους νωτιαίους γαγγλιακούς 

νευρώνες (Yamamoto et al.,1986; Dodd et al.,1988; Karagogeos et al.,1991; Wolfer et 

al.,1994). Επίσης προγενέστερες µελέτες έχουν περιγράψει την έκφραση του 

µεταγράφου της ΤΑG-1 στον εγκέφαλο και στο νωτιαίο µυελό ενηλίκου (Furley et 

al.,1990; Yoshihara et al.,1995; Wolfer et al.,1998) αλλά από τις µελέτες αυτές 

έλλειπε η λεπτοµερής ανάλυση της έκφρασης της ΤΑG-1 στον ενήλικο και 

ειδικότερα στο επίπεδο του ΠΝΣ. Σε µία πρώτη προσέγγιση, για να µελετήσουµε την  

έκφραση της πρωτεΐνης στο κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστηµα ενηλίκου, 

πραγµατοποιήσαµε ανάλυση Western σε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από νωτιαίο µυελό 

ενηλίκου και νωτιαία γάγγλια διαφόρων σταδίων (Εικόνα 1). ∆ιαπιστώνουµε ότι η 

πρωτεΐνη ΤΑG-1 συνεχίζει να εκφράζεται στο νωτιαίο µυελό και στους νωτιαίους 

γαγγλιακούς νευρώνες ενηλίκου ζώου µε µία ζώνη 135 kD, δηλαδή παρουσιάζει το 

ίδιο πρότυπο όπως και κατά τη διάρκεια της εµβρυϊκής ανάπτυξης. Επιπλέον όµως 

εντοπίζεται σταθερά µία ζώνη των 90 kD ειδικά στους ιστούς ενηλίκου που πιθανώς 

ανταποκρίνεται σε ένα ειδικό πρωτεολυτικό προϊόν της TAG-1. Αυτή η χαµηλού 

µοριακού βάρους ισοµορφική πρωτεΐνη της TAG-1 δεν θα µπορούσε να έχει προέλθει 

από εναλλακτικό µάτισµα (splicing) καθώς δεν έχουν εντοπιστεί αντίστοιχες θέσεις 

στο TAG-1 mRNA (Furley et al.,1990). Αντίθετα, η  ζώνη µοριακού βάρους 110 kD 

που παρουσιάζεται χαµηλότερα από αυτή των 135 kD στο νωτιαίο µυελό ενηλίκου, 

αποτελεί ένα µη ειδικό πρωτεολυτικό προϊόν καθώς δεν εντοπίζεται συστηµατικά. Η 

TAG-1 πρωτεΐνη φαίνεται να εκφράζεται σε σηµαντικά χαµηλότερα επίπεδα στους 

νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες  ενηλίκου συγκριτικά µε τους αντίστοιχους 

νευρώνες εµβρύου 13,5 ηµερών (E 13.5) και νεογέννητου 15 ηµερών (P15), 

αποτέλεσµα που προκύπτει από την κανονικοποίηση µέσω ακτίνης των επιπέδων 

συνολικής πρωτεΐνης που έχουµε φορτώσει σε κάθε δείγµα.   

Στη συνέχεια πραγµατοποιήσαµε in situ υβριδοποίηση σε τοµές νωτιαίων γαγγλίων 

ενηλίκου, όπου εντοπίζουµε έκφραση του mRNA της TAG-1 στο κυτταρόπλασµα 

όλων των νευρικών κυττάρων που σηµαίνονται µέσω της χρωστικής ηοσίνης. 

Αντίθετα το mRNA της TAG-1 δεν εκφράζεται στα δορυφορικά τους 
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γλοιακά κύτταρα που σηµαίνονται µέσω της χρωστικής αιµατοξυλίνης (Εικόνα 2Α). 

Παράλληλα ανοσοϊστοχηµικά, ανιχνεύουµε έκφραση της ΤΑG-1 πρωτεΐνης τόσο στο 

σώµα όσο και στις απολήξεις των νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων (Εικόνα 2Β). 

Παρατηρούµε ότι στο σώµα των νευρώνων αυτών, η πρωτεΐνη έχει πιθανότατα 

µεµβρανική έκφραση καθώς κατανέµεται στην περιφέρεια των κυττάρων (Εικόνα 2Γ) 

ενώ στο επίπεδο των απολήξεων τους η ΤΑG-1  εµφανίζεται σηµαντικά µειωµένη 

στην κεντρική απόληξη (Εικόνα 2∆) σε σχέση µε την περιφερική απόληξη (Εικόνα 

2Ε).  Τα προηγούµενα αποτελέσµατα πιστοποιούν την έκφραση της TAG-1 στον 

ενήλικο και ειδικότερα στους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες στο ΠΝΣ. Επιπλέον, 

διαπιστώνουµε ότι οι νευρώνες αυτοί εκφράζουν την πρωτεΐνη σε αρκετά 

χαµηλότερα επίπεδα στον ενήλικο συγκριτικά µε τα προηγούµενα στάδια P15 και 

Ε13,5 και παρουσιάζουν ιδιαίτερα εντοπισµένη έκφραση στις περιφερικές τους 

απολήξεις.  

 
 
Eικόνα 1. Ανάλυση Western της έκφρασης της TAG-1 κατά τη διάρκεια της 
ανάπτυξης έως τον ενήλικο.  
(A) Η ΤΑG-1 συνεχίζει να εκφράζεται στο νωτιαίο µυελό ενηλίκου (ADSC) και στα 
νωτιαία γάγγλια ενηλίκου (ADDRG) µε µία ζώνη µοριακού βάρους 135 kD. 
Επιπλέον µία ζώνη χαµηλότερου µοριακού βάρους 90 kD ανιχνεύεται ειδικά στον 
ενήλικο. Στα νωτιαία γάγγλια ενηλίκου η TAG-1 εκφράζεται σε χαµηλότερα επίπεδα 
σε σχέση µε τα νωτιαία γάγγλια από προηγούµενα στάδια (Ε13,5 DRG και P15 
DRG). (B) Η ζώνη της ακτίνης (42 kD) χρησιµοποιήθηκε για την κανονικοποίηση 
των ποσοτήτων συνολικής πρωτεΐνης που έχουµε φορτώσει σε κάθε δείγµα. Σε κάθε 
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δείγµα έχουµε φορτώσει 60 µg συνολικής πρωτεΐνης εκτός από την περίπτωση του 
σταδίου E13,5 όπου έχουµε χρησιµοποιήσει 5 µg. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Eικόνα 2. Iστολογική ανάλυση της έκφρασης της TAG-1 στα νωτιαία γάγγλια 
ενηλίκου.  
(Α) Σε τοµές νωτιαίων γαγγλίων ενηλίκου, τo mRNA της TAG-1 εκφράζεται σε 
νευρικά κύτταρα που ανιχνεύονται µέσω της ρόζ χρωστικής ηοσίνης ενώ αντίθετα 
δεν εκφράζεται στα δορυφορικά τους γλοιακά κύτταρα που σηµαίνονται µέσω της 
µώβ χρωστικής αιµατοξυλίνης. (Β) Ανοσοϊστοχηµικά η πρωτεΐνη της TAG-1 
εκφράζεται στο σώµα και στις απολήξεις των νευρικών κυττάρων. (Γ) Στο επίπεδο 
των σωµάτων, η πρωτεΐνη κατανέµεται στην περιφέρεια των κυττάρων. (∆) Οι 
κεντρικές απολήξεις των νωτιαίων γαγγλίων εκφράζουν σηµαντικά λιγότερη ΤΑG-1 
σε σχέση µε τις περιφερικές τους απολήξεις (Ε). Κλίµακα µεγέθυνσης : (A) 2 µm, (B) 
50 µm, (Γ-Ε) 10 µm.  
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2. Μελέτη της έκφρασης της TAG-1 στα νωτιαία γάγγλια ενηλίκου κατά τη 

διάρκεια της αναγέννησης.  

Τα αποτελέσµατά µας έως τώρα έχουν δείξει ότι η TAG-1 αποτελεί ένα µέλος 

της υπερ-οικογένειας των ανοσοσφαιρινών (IgSF) που συνεχίζει να εκφράζεται στο 

ενήλικο ΠΝΣ. Προκειµένου να εξετάσουµε τη λειτουργική σηµασία αυτής της 

έκφρασης, χρησιµοποιήσαµε το καλά χαρακτηρισµένο µοντέλο (Fu and Gordon, 

1997) του µονόπλευρου τραυµατισµού του ισχιακού νεύρου σε ενηλίκους επίµυες 

(Εικόνα 3 Σχεδιάγραµµα). Με βάση αυτό το µοντέλο, το δεξιό ισχιακό νεύρο 

(πειραµατικό δείγµα) (σε συνεργασία µε τη ∆ρ Fatiha Nothias, Ιnstitut Alfred Fessard 

at CNRS, Paris) υφίσταται διατοµή η οποία προκαλεί µετά από µερικές ηµέρες την 

έκφυση αυξητικών κώνων από τους άξονες που έχουν υποστεί βλάβη. Στην 

περίπτωση που έχει πραγµατοποιηθεί επανασύνδεση των δύο άκρων του ισχιακού 

νεύρου, οι τραυµατισµένοι νευρώνες καταφέρνουν να αναγεννηθούν και να 

αποκατασταθούν λειτουργικά σε σηµαντικό βαθµό, ίσως µέσω επανάκτησης της 

έκφρασης των πρωτεϊνών που επάγουν την αύξηση του νευράξονα κατά τη διάρκεια 

της εµβρυογένεσης, όπως είναι οι πρωτεΐνες GAP-43 και NCAM και την οµόλογη 

πρωτεΐνη της L1 την CHL1 (Fu and Gordon, 1997; Martini and Carenini, 1998; 

Zhang et al., 2000). Χρησιµοποιώντας εδώ το προηγούµενο µοντέλο αναγέννησης 

εξετάσαµε για τυχόν µεταβολές στην έκφραση της TAG-1 στα νωτιαία γάγγλια του 

τέταρτου (L4) και πέµπτου (L5) οσφϋικού µυελοτοµίου. Μέσω αυτής της 

προσέγγισης, ελέγχουµε την πιθανότητα η TAG-1 να αυξάνει την έκφρασή της στους 

υπο-αναγέννηση περιφερικούς νευρώνες ανακτώντας έναν εµβρϋικό φαινότυπο, 

προκειµένου να συνεισφέρει στην αύξηση του νευράξονα κατά αντίστοιχο τρόπο µε 

αυτόν των προηγούµενων αυξητικών παραγόντων. 

Σε πρώτη φάση εξετάσαµε µέσω ανοσοϊστοχηµείας το πρότυπο έκφρασης   

της TAG-1 πρωτεΐνης στα υπο-αναγέννηση νωτιαία γάγγλια και στο ισχιακό νεύρο 

της δεξιάς (εγχειρισµένης) πλευράς σε σχέση µε την αριστερή (άθικτη) πλευρά στα 

χρονικά διαστήµατα των 3, 15 και 60 ηµερών µετά από τη διατοµή του ισχιακού 

νεύρου. Οι 3 και 15 ηµέρες αντιπροσωπεύουν αντίστοιχα την αρχική και 

προχωρηµένη φάση της αύξησης και της επέκτασής των υπο-αναγέννηση 

νευραξόνων προς τον αρχικό τους στόχο. Στις 30 ηµέρες η αύξηση αυτή έχει 

θεωρητικά ολοκληρωθεί µε την επανανεύρωση του αρχικού στόχου, ενώ έχει ήδη 

ξεκινήσει η δηµιουργία του ελύτρου της µυελίνης γύρω από τους νευράξονες 

µεγαλύτερης διαµέτρου προκειµένου να ολοκληρωθεί η αναγεννητική διαδικασία και 

 63



να επέλθει η λειτουργική αποκατάσταση των νευρώνων. Για αυτά τα χρονικά 

διαστήµατα δεν παρατηρούµε κάποια µεταβολή της TAG-1 ανοσοϊστοχηµικά σε 

τοµές των υπο-αναγέννηση νωτιαίων γαγγλίων και του ισχιακού νεύρου ενώ καµία 

αύξηση της πρωτεΐνης αυτής δεν παρατηρείται ειδικότερα στη φάση της αύξησης των 

νευρώνων αυτών. Αντιπροσωπευτικά στις 15 ηµέρες µετά τη διατοµή, βλέπουµε ότι η 

ΤΑG-1 δεν µεταβάλλεται στα νωτιαία γάγγλια της εγχειρισµένης πλευράς σε σχέση 

µε τα γάγγλια της άθικτης πλευράς (Εικόνες 3Β και Α αντίστοιχα). Επιπλέον στο ίδιο 

διάστηµα δεν παρατηρούµε καµία µεταβολή στην έκφραση της ΤΑG-1 στο σηµείο 

διατοµής του ισχιακού νεύρου συγκριτικά µε το αντίστοιχο φυσιολογικό νεύρο 

(Εικόνες 3∆ και Γ αντίστοιχα).  

Η απουσία µεταβολών στα επίπεδα έκφρασης της TAG-1 σε ανοσοϊστοχηµικό 

επίπεδο θα µπορούσε να οφείλεται στην περιορισµένη διακριτική ικανότητα  που µας 

προσφέρει η µέθοδος αυτή. Για να µπορέσουµε να εκτιµήσουµε ακριβέστερα τα 

επίπεδα έκφρασης της TAG-1 στα νωτιαία γάγγλια, τόσο σε επίπεδο mRNA όσο και 

επίπεδο πρωτεΐνης, συνεχίσαµε περαιτέρω την µελέτη µας, χρησιµοποιώντας in situ 

υβριδοποίηση και ανάλυση Western. Πραγµατοποιήσαµε in situ υβριδοποίηση στους 

υπo-αναγέννηση νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες περιοριζόµενοι στο  διάστηµα της 

αύξησής τους δηλαδή στις 3 και 15 ηµέρες µετά τη διατοµή. Τα αποτελέσµατά µας, 

που δεν παρουσιάζονται εδώ, δείχνουν µείωση του ΤΑG-1 mRNA στους µικρούς και 

ενδιάµεσους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες της εγχειρισµένης πλευράς στις 15 

ηµέρες µετά τη διατοµή σε σχέση µε τους νευρώνες της άθικτης πλευράς. Εντούτοις 

παρά τη µείωση αυτή, παρατηρούµε ότι η έκφραση του TAG-1 mRNA στους 

νευρώνες αυτούς διατηρείται ακόµα σε αρκετά  υψηλά επίπεδα.  

Προκειµένου να δούµε εάν αυτή η µείωση της ΤΑG-1 συµβαδίζει και µε µία 

αντίστοιχη µείωση σε επίπεδο πρωτεΐνης, εξετάσαµε µέσω Western τα επίπεδα 

έκφρασης της ζώνης των 135 kD σε πρωτεϊνικά δείγµατα που αποµονώσαµε από τα 

κυτταρικά σώµατα των υπo-αναγέννηση νευρώνων του τέταρτου και πέµπτου 

οσφυϊκού (L4 και L5) νωτιαίου γαγγλίου στις 15 και 60 ηµέρες µετά τη διατοµή. Στο 

διάστηµα των 15 ηµερών η αναγέννηση έχει ήδη ξεκινήσει ενώ στις 60 ηµέρες το 

φαινόµενο αυτό έχει σχεδόν ολοκληρωθεί. Παράλληλα στα ίδια χρονικά διαστήµατα, 

εξετάσαµε για τυχόν µεταβολές της TAG-1 πρωτεΐνης στην περίπτωση που 

εµποδίζουµε την αναγέννηση µέσω απολίνωσης (ligation) του ισχιακού νεύρου 

αµέσως µετά τη διατοµή. Στις Εικόνες  4Α, Β, ∆ και E, παρουσιάζονται 

αντιπροσωπευτικές αναλύσεις Western για την έκφραση της TAG-1 στα L5 νωτιαία 
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γάγγλια όπου η έκφραση της ακτίνης (ζώνη 42 kD) χρησιµοποιήθηκε για την 

κανονικοποίηση των επιπέδων συνολικής πρωτεΐνης που έχουµε σε κάθε δείγµα. 

Επιπλέον για κάθε χρονικό στάδιο αναγέννησης και απολίνωσης (Εικόνες 4Γ και Ζ 

αντίστοιχα) παρουσιάζεται σε διαγράµµατα η µέση τιµή των επιπέδων της TAG-1 

πρωτεΐνης στα L4 και L5 νωτιαία γάγγλια που µελετήθηκαν συνολικά (4 

γάγγλια/στάδιο).  

Στις 15 ηµέρες µετά τη διατοµή, η TAG-1 πρωτεΐνη παρουσιάζεται χωρίς 

σηµαντικές µεταβολές τόσο στους υπo-αναγέννηση (Εικόνα 4Α) όσο και στους 

τραυµατισµένους (Εικόνα 4∆) νευρώνες των νωτιαίων γαγγλίων. Στο διάστηµα αυτό 

τόσο στην περίπτωση της αναγέννησης (Εικόνα 4Γ) όσο και της απολίνωσης  (Εικόνα 

4Ζ), παρατηρούµε µία µικρή µείωση των επιπέδων της πρωτεΐνης στους  νευρώνες  

της εγχειρισµένης πλευράς (στήλη 15D) σε σχέση µε τους νευρώνες της άθικτης 

πλευράς (στήλη Ν) όπου τα επίπεδα της καθορίζονται ως 100%. ∆ιαπιστώνουµε όµως 

µέσω της ανάλυσης διασποράς ότι η µείωση αυτή δεν είναι στατιστικώς σηµαντική 

(P>0,05). Στις 60 ηµέρες µετά τη διατοµή, παρατηρούµε ότι η TAG-1 εµφανίζεται 

σηµαντικά ελαττωµένη στους υπo-αναγέννηση νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες 

(Εικόνα 4Β, 60D) και η ελάττωση αυτή φαίνεται να είναι στατιστικώς σηµαντική 

(P<0,05) στους νευρώνες αυτούς (Εικόνα 4Γ, στήλη 60D αστερίσκος) συγκριτικά µε 

τους νευρώνες της αντίστοιχης φυσιολογικής πλευράς (στήλη Ν) όπου τα επίπεδα 

καθορίζονται, όπως αναφέρθηκε ήδη προηγουµένως, ως 100%. Aντίθετα στην 

περίπτωση της απολίνωσης, για το ίδιο διάστηµα, δεν παρατηρούµε καµία σηµαντική 

αλλαγή των επιπέδων της TAG-1 πρωτεΐνης στους τραυµατισµένους νωτιαίους 

γαγγλιακούς νευρώνες (60D) σε σχέση µε τους νευρώνες της φυσιολογικής πλευράς 

(Ν) (Εικόνες 4Ε και Ζ). Με βάση τα προηγούµενα αποτελέσµατα διαπιστώνουµε ότι 

η ΤΑG-1 δεν αυξάνει τα επίπεδα έκφρασής της κατά την διάρκεια της αύξησης του 

υπο-αναγέννηση νευρώνα δηλαδή δεν επαναφέρεται ο εµβρυϊκός φαινότυπος της 

έκφρασής της. Έτσι αντίθετα µε την αύξηση που παρατηρούµε για τα άλλα IgSF 

µόρια NCAM και CHL1, στην περίπτωση της TAG-1 βλέπουµε µείωση της 

έκφρασής της τόσο σε επίπεδο mRNA όσο και σε επίπεδο πρωτεΐνης. Η µείωση αυτή 

της ΤΑG-1 ξεκινάει σε ένα προχωρηµένο στάδιο της αύξησης του νευράξονα, δηλαδή 

στις 15 ηµέρες και φαίνεται να επιµένει και στις 60 ηµέρες  µετά τη διατοµή οπότε 

θεωρητικά η αναγέννηση έχει ήδη ολοκληρωθεί.  
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Eικόνα 3. Ανοσοιστοχηµική έκφραση της TAG-1 στο ΠΝΣ κατά τη διάρκεια 
της αναγέννησης στις 15 ηµέρες µετά τη διατοµή.   
Σχεδιάγραµµα: Μοντέλο της µονόπλευρης διατοµής του ισχιακού νεύρου. Το 
ισχιακό νεύρο δέχεται αισθητική νεύρωση κυρίως από το τέταρτο και πέµπτο 
οσφϋικό νωτιαίο γάγγλιο (L4 και L5). Η διατοµή πραγµατοποιείται στο ενδιάµεσο 
ένα τρίτο του µηρού και  προκαλεί τραυµατισµό τόσο σε κινητικούς όσο και σε 
αισθητικούς νευρώνες. Στις 15 ηµέρες µετά τη διατοµή και επανασύνδεση των δύο 
άκρων του ισχιακού νεύρου, η ΤAG-1 δεν παρουσιάζει καµία αλλαγή στα νωτιαία 
γάγγλια της εγχειρισµένης πλευράς (B) σε σχέση µε τα γάγγλια της άθικτης πλευράς 
(A). Επίσης για το ίδιο χρονικό διάστηµα, η  έκφραση της ΤAG-1 δεν παρουσιάζει 
µεταβολές στο επίπεδο του τραυµατισµένου ισχιακού νεύρου (∆) συγκριτικά µε το 
φυσιολογικό νεύρο της άθικτης πλευράς (Γ). Κλίµακα µεγέθυνσης: (Α-∆) 50 µm. 
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Eικόνα 4. Aνίχνευση των µεταβολών της ΤΑG-1 πρωτεΐνης στα νωτιαία γάγγλια 
στις 15 και 60 ηµέρες µετά τη διατοµή του ισχιακού νεύρου. 
(Α) Στις 15 ηµέρες µετά τη διατοµή του ισχιακού νεύρου, οι υπο-αναγέννηση 
γαγγλιακοί νευρώνες (15D) δεν εµφανίζουν αλλαγή των επιπέδων της ΤAG-1 
πρωτεΐνης (ζώνη 135 kD) σε σχέση µε τους νευρώνες της αντίστοιχης φυσιολογικής 
πλευράς (Ν). (Β) Στις 60 ηµέρες (60D) η TAG-1 εµφανίζεται σηµαντικά ελαττωµένη 
στους υπο-αναγέννηση γαγγλιακούς νευρώνες σε σχέση µε τους αντίστοιχους 
φυσιολογικούς νευρώνες (Ν). (Γ) Ποσοτική ανάλυση των επιπέδων της TAG-1 στους 
υπο-αναγέννηση νευρώνες συγκριτικά µε τους νευρώνες της φυσιολογικής πλευράς 
(στήλη Ν, τα επίπεδα πρωτεΐνης καθορίζονται ως 100%) δείχνει µία µικρή µείωση 
στις 15 ηµέρες (στήλη 15D) ενώ στις 60 ηµέρες (στήλη 60D) εµφανίζεται µία πιο 
έντονη µείωση που είναι στατιστικώς σηµαντική (αστερίσκος, P<0,05). (∆) 
Παράλληλα στην περίπτωση της απολίνωσης του ισχιακού νεύρου, τα επίπεδα της 
ΤΑG-1 πρωτεΐνης δεν µεταβάλλονται σηµαντικά στους τραυµατισµένους νευρώνες 
στις 15 ηµέρες µετά τη διατοµή (15D) ως προς τους φυσιολογικούς (Ν). Μία µικρή 
ελάττωση που προσδιορίζεται ποσοτικά στους τραυµατισµένους νευρώνες στις 15 
ηµέρες (Ζ, στήλη 15D) ως προς τους φυσιολογικούς νευρώνες (στήλη Ν, όπου τα 
επίπεδα της πρωτεΐνης ορίζονται ως 100%) δεν είναι σηµαντική. (Ε και Ζ) Στις 60 
ηµέρες, οι τραυµατισµένοι νευρώνες (60D) δεν παρουσιάζουν µεταβολές στην 
έκφραση της TAG-1 συγκριτικά µε τους φυσιολογικούς νευρώνες (Ν). Η έκφραση 
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της ακτίνης (ζώνη των 42 kD) χρησιµοποιήθηκε για την κανονικοποίηση των 
επιπέδων συνολικής πρωτεΐνης που έχουµε φορτώσει σε κάθε δείγµα.  
3.Έκφραση της TAG-1 µετά από πρόκληση εξωκυτταροτοξικής καταστροφής 

στο νωτιαίο µυελό ενηλίκου.  

Το προηγούµενο µοντέλο διατοµής του ισχιακού νεύρου που 

χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη της έκφρασης της TAG-1 κατά τη διάρκεια της 

αναγέννησης στους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες ενηλίκου, µας αποκάλυψε 

παράλληλα ότι ο περιφερικός στόχος νεύρωσης των νωτιαίων γαγγλίων δεν είναι 

καθοριστικός για τη διατήρηση της οµαλής έκφρασης της συγκεκριµένης πρωτεΐνης 

στους νευρώνες αυτούς. Στην προσπάθειά µας να κατανοήσουµε περαιτέρω τους 

µηχανισµούς που ελέγχουν την έκφραση της ΤΑG-1 στους ενήλικους νωτιαίους 

γαγγλιακούς νευρώνες, ελέγξαµε στη συνέχεια τη σηµασία του νωτιαίου µυελού ως 

κεντρικού στόχου νεύρωσης των κυττάρων αυτών.  

Σε συνεργασία µε τη ∆ρ Fatiha Nothias (Ιnstitut Alfred Fessard at CNRS, 

Paris) προκαλέσαµε  εξωκυτταροτοξική καταστροφή του κεντρικού στόχου νεύρωσης 

των L4 και L5 νωτιαίων γαγγλίων µέσω έγχυσης καϊνικού οξέως στο οσφϋικό 

όγκωµα του νωτιαίου µυελού. Οι αντιδράσεις που προκαλούνται σε κυτταρικό 

επίπεδο από την τοξική δράση του καϊνικού οξέως, έχουν περιγραφεί αναλυτικά από 

τους Nothias and Peschanski, (1990). Εν συντοµία, παρατηρείται εκτεταµένος 

κυτταρικός θάνατος στο σηµείο της έγχυσης και ενεργοποίηση των αστροκυττάρων 

που πολλαπλασιάζονται και δηµιουργούν ουλές που καταλαµβάνουν το  κενό που 

δηµιουργεί η απώλεια των νευρώνων στο σηµείο της βλάβης. Παράλληλα οι 

απολήξεις των ραχιαίων ριζών που διατηρούνται άθικτες στο σηµείο της βλάβης 

δηµιουργούν αξονικές προεκβολές (sprouts) που επεκτείνονται προκειµένου να 

βρούνε νευρώνες  που να έχουν διασωθεί στο περιβάλλον της βλάβης  για να 

δηµιουργήσουν νέες συνάψεις.  

Ελέγξαµε στη συνέχεια µε ανάλυση Western τα επίπεδα έκφρασης της ΤΑG-1 

πρωτεΐνης (µοριακού βάρους 135 kD) στο επίπεδο που έχει υποστεί βλάβη, δηλαδή 

µεταξύ δευτέρου και τρίτου οσφϋικού µυελοτοµίου, στις 7 και 18 ηµέρες επιβίωσης 

του ζώου. Στην Εικόνα 5 βλέπουµε αντιπροσωπευτικά µείωση της TAG-1 ζώνης σε 

πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των νευρικών σωµάτων (Εικόνα 5A, DRG3R) της 

περιφερικής προβολής (Εικόνα 5A, VRt3R) των νωτιαίων γαγγλίων της 

κατεστραµµένης πλευράς συγκριτικά µε αντίστοιχα εκχυλίσµατα από τη φυσιολογική 

πλευρά (Eικόνα 5A, DRG3L και VRtN). Αντίθετα οι κεντρικές προβολές των 
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νωτιαίων γαγγλίων της εγχειρισµένης πλευράς (Εικόνα 5Α, DRt3R) διατηρούν 

φυσιολογικά επίπεδα της TAG-1 (DRtN). Στα µυελοτόµια που βρίσκονται σε 

κατώτερο επίπεδο της βλάβης η ΤAG-1 δεν εµφανίζει αντίστοιχη µείωση (Εικόνα 5B, 

DRG5R και VRt5R).  Παράλληλα η ΤΑG-1 δεν µεταβάλλεται στην κατεστραµµένη 

οσφϋική µοίρα του νωτιαίου µυελού  συγκριτικά µε την άθικτη θωρακική µοίρα του 

νωτιαίου µυελού (Εικόνα 5Γ). ∆ιαπιστώνουµε λοιπόν ότι ο νωτιαίος µυελός ως 

κεντρικός στόχος νεύρωσης των νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων επηρεάζει την 

έκφραση της TAG-1 στους νευρώνες αυτούς. Σε περίπτωση απώλειας του  κεντρικού 

τους στόχου, οι νευρώνες αυτοί ελαττώνουν την έκφραση της TAG-1 στα κυτταρικά 

τους σώµατα και στην περιφερική τους απόληξη ενώ διατηρούν φυσιολογική την 

έκφρασή της στην κεντρική απόληξη.  

 

 
 
Εικόνα 5. Η έκφραση της TAG-1 στα νωταία γάγγλια µεταβάλλεται µετά 
πρόκληση εξωκυτταροτοξικής βλάβης στο νωτιαίο µυελό ενηλίκου.  
(Α) H TAG-1 παρουσιάζεται ελαττωµένη τόσο στα νευρικά σώµατα (DRG3R) όσο 
και στις περιφερικές προβολές (VRt3R) των νωτιαίων γαγγλίων της κατεστραµµένης 
ως προς την φυσιολογική πλευρά (DRGN και VRtN αντίστοιχα). Οι κεντρικές 
προβολές των νωτιαίων γαγγλίων της κατεστραµµένης πλευράς (DRt3R) διατηρούν 
φυσιολογικά επίπεδα της TAG-1 σε σχέση µε την φυσιολογική πλευρά (DRtN) (Β) Σε 
κατώτερα µυελοτόµια, δεν παρατηρούµε µεταβολή στην έκφραση της TAG-1 στα 
νευρικά σώµατα και στις περιφερικές απολήξεις των νωτιαίων γαγγλίων της δεξιάς 
πλευράς (DRG 5R και VRt5R) ως προς τη αριστερή πλευρά (DRGΝ και VRtΝ). (Γ) 
Η  ΤΑG-1 δεν µεταβάλλεται στην κατεστραµµένη οσφϋική µοίρα του νωτιαίου 
µυελού (SCR) συγκριτικά µε την άθικτη θωρακική µοίρα (SCN). Για την 
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κανονικοποίηση των διαφορετικών ποσοτήτων πρωτεϊνης που έχουµε φορτώσει σε 
κάθε δείγµα χρησιµοποιήσαµε την έκφραση της ακτίνης (42 kD). 
 
 
II. ΜΕΛΕΤΗ ΓΙΑ ΤΟΝ ΕΝΤΟΠΙΣΜΟ ΤΗΣ TAG-1 ΣΤΑ ΓΛΟΙΑΚΑ 

ΚΥΤΤΑΡΑ ΚΑΙ ΛΕΠΤΟΜΕΡΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΗΣ  

1. Έκφραση της TAG-1 στα κύτταρα Scwhann   

Τα αποτελέσµατα µας µέχρι τώρα µας έχουν δείξει ότι η TAG-1 είναι µία πρωτεΐνη 

που πέρα από την εµβρϋική ανάπτυξη εκφράζεται και στο ώριµο νευρικό σύστηµα. 

Παράλληλα όµως δεν αποκλείεται η πιθανότητα έκφρασης της TAG-1 και στα 

γλοιακά κύτταρα. Για να ελέγξουµε εδώ αυτή την πιθανότητα, ασχοληθήκαµε αρχικά 

µε τα γλοιακά κύτταρα του ΠΝΣ, τα κύτταρα Schwann για τα οποία δεν είχε 

πραγµατοποιηθεί έως τώρα κάποια σχετική µελέτη. Στην προσπάθειά µας να 

εντοπίσουµε τυχόν έκφραση της TAG-1 σε αυτά τα γλοιακά κύτταρα, εξετάσαµε 

διαφορετικά στάδια της ανάπτυξής τους χρησιµοποιώντας µία σειρά διαφορετικών 

πειραµατικών προσεγγίσεων. Εντούτοις δεν καταφέραµε να εντοπίσουµε έκφραση 

της TAG-1 ούτε σε επίπεδο mRNA ούτε σε επίπεδο πρωτεΐνης στο υπο-ανάπτυξη 

ισχιακό νεύρο, εφαρµόζοντας in situ υβριδοποίηση και ανοσοϊστοχηµεία σε τοµές 

από το οπίσθιο άκρο εµβρύου επίµυ, σε στάδια που είναι καθοριστικά για την 

ανάπτυξη των κυττάρων Scwhann από έµβρυο 16 ηµερών (Ε16) οπότε και τα 

πρόδροµα κύτταρα Scwhann έχουν προκύψει από τα κύτταρα της νευρικής 

ακρολοφίας καθώς και από έµβρυο 18 ηµερών (Ε18) οπότε και τα ανώριµα κύτταρα 

Scwhann προκύπτουν από τα πρόδροµα κύτταρα Scwhann (βλέπε ανασκόπηση των 

Mirsky and Jessen, 1996). 

Όµως στη συνέχεια, εντοπίσαµε έκφραση του TAG-1 mRNA σε τοµές 

ενηλίκου ισχιακού νεύρου σε κύτταρα που εµφανίζουν το χαρακτηριστικό 

ατρακτοειδές σχήµα των Scwhann κυττάρων (Εικόνα 6A, B). Μέσω ανάλυσης 

Western βλέπουµε ότι η πρωτεΐνη TAG-1 εκφράζεται στα κύτταρα Scwhann µε το 

ίδιο πρότυπο όπως στα νευρικά κύτταρα. Συγκεκριµένα η χαρακτηριστική ζώνη της 

TAG-1 µεγέθους 135 kD εντοπίστηκε σε πρωτεϊνικό εκχύλισµα που αποµονώσαµε 

από ισχιακό νεύρο νεογέννητου 5 ηµερών (P5) (Εικόνα 6Γ, στήλη 1) ενώ παράλληλα 

η ίδια ζώνη ανιχνεύεται και σε πρωτεϊνικό εκχύλισµα παρεγκεφαλίδας επίµυ 7 

ηµερών που χρησιµοποιήθηκε ως δείγµα θετικού ελέγχου (Εικόνα 6Γ, στήλη 2). Στη 

συνέχεια, ανιχνεύσαµε έκφραση του TAG-1 mRNA στα κύτταρα Scwhann µέσω  

RT-PCR ανάλυσης που πραγµατοποιήσαµε σε συνολικό RNA που αποµονώσαµε από 
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διάφορα στάδια της ανάπτυξης των κυττάρων αυτών. Με τη µέθοδο αυτή, εντοπίσαµε 

ένα ειδικό προϊόν για το γονίδιο της TAG-1, µεγέθους 524 βάσεων σε κύτταρα 

Scwhann από καλλιέργεια 4 ηµερών, σε ισχιακό νεύρο από νεογέννητο επίµυ 5 

ηµερών (P5) καθώς και από ενήλικο επίµυ (Εικόνα 6∆, στήλες 1, 2 και 3 αντίστοιχα).  

Παράλληλα το προϊόν αυτό εντοπίζεται και σε νευρικά κύτταρα παρεγκεφαλίδας 

επίµυ 7 ηµερών που χρησιµοποιήθηκε ως δείγµα θετικού ελέγχου της αντίδρασης. Το 

προϊόν των 524 βάσεων επιβεβαιώνεται ως ειδικό για την TAG-1 καθώς 

υβριδοποιήθηκε από ένα 32P ραδιοσηµασµένο cDNA κοµµάτι µεγέθους 2,5 

κιλοβάσεων του γονιδίου της TAG-1 (Εικόνα 6E, στήλες 1-4). Συγκρίνοντας τα 

επίπεδα του TAG-1 mRNA µεταξύ των διαφορετικών σταδίων, παρατηρούµε ότι 

αυτό εκφράζεται στα ίδια περίπου επίπεδα στα κύτταρα Scwhann καλλιέργειας 4 

ηµερών και στο P5 ισχιακό νεύρο (Εικόνα 6∆, στήλες 1 και 2 αντίστοιχα) αλλά στα 

στάδια αυτά το mRNA είναι σε χαµηλότερα επίπεδα συγκριτικά µε το ενήλικο 

ισχιακό νεύρο (Εικόνα 6∆, στήλη 3). Το προϊόν του γονιδίου της cyclophilin 

µεγέθους 400 βάσεων πολλαπλασιάστηκε συγχρόνως µε την TAG-1 στις 

προηγούµενες αντιδράσεις RT-PCR (Εικόνα 6∆) και χρησιµοποιήθηκε ως ένα 

εσωτερικό γονίδιο ελέγχου των επιπέδων συνολικού mRNA κάθε δείγµατος. 

Συνολικά τα προηγούµενα στοιχεία, αποδεικνύουν έκφραση της  TAG-1 στα γλοιακά 

κύτταρα Schwann που ξεκινάει µετά τη γέννηση και αυξάνεται σταδιακά στον 

ενήλικο. 

 

 
 
Eικόνα 6. H TAG-1 εκφράζεται στα κύτταρα Schwann.  
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(A) Σε επιµήκεις τοµές από ενήλικο ισχιακό νεύρο, το TAG-1 mRNA εντοπίζεται σε 
κύτταρα µε ατρακτοειδές σχήµα που είναι χαρακτηριστικό των κυττάρων Schwann 
(B, σε µεγαλύτερη µεγέθυνση). (Γ) Aνάλυση κατά Western σε συνολικό πρωτεινικό 
εκχύλισµα από ισχιακό νεύρο 5 ηµερών (P5), (στήλη 1) έδειξε ότι η TAG-1 έχει το 
ίδιο µοριακό βάρος των 135 kD στα εκεί γλοιακά κύτταρα µε τα νευρικά κύτταρα 
παρεγκεφαλίδας επίµυ 7 ηµερών (στήλη 2). (∆) Mε ανάλυση RT-PCR, εντοπίζεται 
ένα TAG-1 προϊόν µεγέθους 524 βάσεων σε κύτταρα Schwann από καλλιέργεια 4 
ηµερών (στήλη 1), στο ισχιακό νεύρο 5 ηµερών (στήλη 2), στο ισχιακό νεύρο 
ενηλίκου (στήλη 3) και στα νευρικά κύτταρα παρεγκεφαλίδας 7 ηµερών (στήλη 4). 
Tο προϊόν για την cyclophilin µεγέθους 400 βάσεων, χρησιµοποιήθηκε για την 
κανονικοποίηση των επιπέδων mRNA κάθε αντίδρασης. (E) Tο πήκτωµα αγαρόζης 
στο ∆, υβριδοποιήθηκε µε ένα 32P ραδιοσηµασµένο κοµµάτι DNA µεγέθους 2,5 
κιλοβάσεων που αποµονώθηκε από το 564 πλασµίδιο της TAG-1. Kλίµακα 
µεγέθυνσης:10 µm (A) και 5 µm (B). 
 

2. Έκφραση της TAG-1 στα κύτταρα Scwhann κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης.  

Τα αποτελέσµατα που προκύπτουν από την έως τώρα µελέτη µας στο ισχιακό νεύρο, 

αποτελούν αρκετά ισχυρή ένδειξη για την έκφραση της TAG-1 στα γλοιακά κύτταρα  

Schwann. Η έκφραση αυτή επιβεβαιώνεται περαιτέρω καθώς η TAG-1 ανιχνεύεται 

ανοσοκυτταροχηµικά και σε καλλιέργεια κυττάρων Schwann που αποµονώθηκαν από 

ισχιακό νεύρο 5 ηµερών. Τα κύτταρα αυτά δεν πολλαπλασιάζονται καθώς 

καλλιεργούνται σε µεγάλη πυκνότητα  που είναι πάνω από 20x103 κύτταρα στις 

καλυπτρίδες (Morgan et al., 1991). Σε καλλιέργεια 4 ηµερών, η TAG-1 εντοπίστηκε 

στην επιφάνεια ζωντανών κυττάρων Schwann µε τη χαρακτηριστική κοκκκώδη 

µορφή (Εικόνα 7Α) που εµφανίζει επίσης στην επιφάνεια των νευρικών κυττάρων. Η 

ΤΑG-1 εκφράζεται επίσης µε µία εκκρινόµενη µορφή στο υπερκείµενο των κυττάρων 

αυτών, όπως έχει παρατηρηθεί και στις καλλιέργειες νευρικών κυττάρων νωτιαίων 

γαγγλίων (DRG). Στη φάση αυτή της καλλιέργειας τους όλα σχεδόν τα κύτταρα 

(περίπου 99%) εκφράζουν τον ειδικό κυτταρικό δείκτη S-100 (Εικόνα 7Γ). Επιπλέον 

τα κύτταρα  αυτά εκφράζουν την πρωτεΐνη N-CAM (Εικόνα 7E) στην επιφάνειά τους 

καθώς και την κυτταροσκελετική πρωτεΐνη GFAP (Εικόνα 7Η), στο κυτταρόπλασµά 

τους. H έκφραση των πρωτεϊνών N-CAM και GFAP αποτελεί ένδειξη ότι τα κύτταρα 

Schwann µετά από καλλιέργεια 4 ηµερών δεν παράγουν µυελίνη (για ανασκόπηση 

βλέπε (Jessen and Mirsky, 1991). Στη συνέχεια µελετήσαµε περαιτέρω την έκφραση 

της TAG-1 πρωτεΐνης στα κύτταρα Schwann in vivo στο ισχιακό νεύρo κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης. Σε τοµές ισχιακού νεύρου νεογέννητου επίµυ 6 ηµερών (P6) 

η TAG-1 πρωτεΐνη εκφράζεται στα αµύελα κύτταρα Schwann (Eικόνα 8A) όπου 

συνεντοπίζεται µε την πρωτεΐνη L1 (Eικόνα 8B, Γ) που αποτελεί ένα από τους 
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δείκτες των κυττάρων αυτών (Martini and Schachner, 1986). Η έκφραση της TAG-1 

στα κύτταρα αυτά συνεχίζεται και στον ενήλικο. Επιπλέον, στο P6 ισχιακό νεύρο τα 

εµµύελα κύτταρα Schwann δεν εκφράζουν TAG-1 που  δεν ανιχνεύεται στα κύτταρα 

που εκφράζουν την πρωτεΐνη της µυελίνης MAG (Eικόνα 8∆). Επιπλέον 

χρησιµοποιώντας µεµονωµένες νευρικές ίνες ισχιακού νεύρου 6 ηµερών, δεν 

εντοπίσαµε την ΤΑG-1 σε εµµύελες νευρικές ίνες, ενώ η αξονική πρωτεΐνη 

paranodin/Caspr (Einheber et al., 1997) βρίσκεται ήδη συγκεντρωµένη στην 

παρακοµβική περιοχή των ινών αυτών (Εικόνα 8E). Με βάση τα προηγούµενα 

αποτελέσµατα, διαπιστώνουµε in vitro µεµβρανική έκφραση της πρωτεΐνης TAG-1 

στα κύτταρα  Schwann που δεν παράγουν µυελίνη και in vivo η ΤΑG-1 εντοπίζεται 

στα αµύελα κύτταρα  Schwann νεογέννητου που διατηρείται και στον ενήλικο. 

 

 
 
 
 
Eικόνα 7. H TAG-1 εκφράζεται στα κύτταρα Schwann in vitro 
(A) Kύτταρα Schwann σε καλλιέργεια 4 ηµερών, εκφράζουν την TAG-1 στην 
επιφάνειά τους µε ένα χαρακτηριστικό κοκκώδες πρότυπο. (Γ) Tα κύτταρα αυτά 
εκφράζουν τον ειδικό πρωτεϊνικό δείκτη S-100. Επιπλέον εκφράζουν την  NCAM 
στην επιφάνειά τους (Ε) και το GFAP ενδοκυτταρικά (Η). Τα B, ∆, Ζ και Θ  
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αποτελούν τις αντιθέσεις φάσεων των εικόνων A, Γ, E και Η αντίστοιχα. Kλίµακα 
µεγέθυνσης: 25 µm (A έως Θ). 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
Eικόνα 8. Έκφραση της TAG-1 στο ισχιακό νεύρο νεογέννητου.  
(A) Σε τοµές ισχιακού νεύρου 6 ηµερών, η TAG-1 εκφράζεται στα αµύελα κύτταρα 
Schwann που ανιχνεύονται µέσω σήµανσης για την L1 (B, πράσινο). H εικόνα Γ 
αποτελεί συνδιασµό των εικόνων A και B, όπου φαίνεται µε κίτρινο χρώµα η 
επικάλυψη των δύο καναλιών. (∆) Σε τοµές ισχιακού νεύρου ίδιας ηλικίας, τα 
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εµµύελα κύτταρα Schwann που ανιχνεύονται µέσω σήµανσης για την MAG 
(πράσινο) είναι αρνητικά ως προς την έκφραση της TAG-1 που εντοπίζεται µόνο στα 
αµύελα κύτταρα (κόκκινο). (E) Σε εµµύελες νευρικές ίνες ισχιακού νεύρου 6 ηµερών, 
η  TAG-1 δεν ανιχνεύεται (κόκκινο), ενώ η paranodin/Caspr (πράσινο) εκφράζεται 
ήδη στην παρακοµβική περιοχή των ινών αυτών. Kλίµακα µεγέθυνσης: 10 µm (A έως 
E). 
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3. Έκφραση της TAG-1 στα κύτταρα Scwhann κατά τη διάρκεια της 

αναγέννησης. 

Τα έως τώρα δεδοµένα µας φανερώνουν έκφραση της TAG-1 στα αµύελα κύτταρα 

Schwann κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης έως τον ενήλικο. Στα κύτταρα αυτά είναι 

γνωστό ότι εκφράζονται επίσης και οι IgSF πρωτεΐνες η NCAM και η L1 (Martini, 

1994). Κατά τη διάρκεια της αναγέννησης τα κύτταρα Schwann πολλαπλασιάζονται 

έντονα και αυξάνουν την έκφραση διαφόρων αυξητικών παραγόντων µεταξύ των 

οποίων είναι η NCAM και η L1, που συνδέονται µε την ικανότητα αυτών των 

κυττάρων να στηρίζουν ως υπόστρωµα την επέκταση των υπo-αναγέννηση 

νευραξόνων µετά από διατοµή ή τραυµατισµό των περιφερικών νεύρων. Τα κύτταρα 

Schwann σε αυτή τη φάση δεν παράγουν µυελίνη και ο φαινότυπός µοιάζει πολύ µε 

αυτόν των αµύελων κυττάρων Schwann (για ανασκόπηση βλέπε στη σελίδα 19 και 

Fu and Gordon, 1997; Ide, 1996). 

Για να εξετάσουµε την έκφραση της TAG-1 στα κύτταρα Schwann κατά τη 

διάρκεια της αναγέννησης, χρησιµοποιήσαµε το µοντέλο του µονόπλευρου 

τραυµατισµού (crush) του ισχιακού νεύρου στον ενήλικο επίµυ. Σύµφωνα µε το 

µοντέλο αυτό, ασκείται µέσω λεπτής λαβίδας έντονη πίεση στο δεξιό ισχιακό νεύρο 

στο ενδιάµεσο ένα τρίτο του µηρού που έχει ως αποτέλεσµα να διακόπτεται η 

συνέχεια των αισθητικών και κινητικών αξόνων που συνθέτουν το νεύρο. Σε 

αντίθεση όµως µε την περίπτωση της διατοµής του ισχιακού νεύρου, εδώ διατηρείται 

η συνέχεια της ενδονευρικής βασικής µεµβράνης που περιβάλλει κάθε νευρική ίνα. 

Κατά συνέπεια, οι υπo-αναγέννηση νευράξονες που προκύπτουν µετά τον 

τραυµατισµό του ισχιακού νεύρου προσεγγίζουν γρηγορότερα το ακραίο τµήµα του 

νεύρου στο οποίο αυξάνονται παραµένοντας στο ίδιο κανάλι βασικής µεµβράνης µε 

αποτέλεσµα να κατευθύνονται ευκολότερα προς τον αρχικό στόχο νεύρωσης. Οπότε 

µε βάση αυτό το µοντέλο, ελέγχουµε µε RT-PCR ανάλυση τα επίπεδα του ΤAG-1 

mRNA στο υπo-αναγέννηση ισχιακό νεύρο σε διαφορετικά χρονικά διαστήµατα µετά 

τον τραυµατισµό του.  Εξετάσαµε διαδοχικά τα στάδια των 7 και 15 ηµερών που 

αποτελούν αντίστοιχα µία αρχική και προχωρηµένη φάση αύξησης του υπo-

αναγέννηση ισχιακού νεύρου. Ως τελευταίο στάδιο ελέγχου  αποτελούν οι 30 ηµέρες, 

οπότε η αύξηση έχει σταµατήσει µε την νεύρωση του αρχικού στόχου και έχει  ήδη 

ξεκινήσει η δηµιουργία του ελύτρου µυελίνης γύρω από τους νευράξονες 

µεγαλύτερης διαµέτρου. Στην Εικόνα 9A, παραθέτουµε µία αντιπροσωπευτική RT-

PCR ανάλυση της έκφρασης του ΤΑG-1 mRNA στα κύτταρα Schwann κατά τη 
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διάρκεια της αναγέννησης του ισχιακού νεύρου στα προηγούµενα χρονικά 

διαστήµατα. Το προϊόν του TAG-1 γονιδίου είναι µεγέθους 524 βάσεων και για την 

κανονικοποίησή του χρησιµοποιείται το προϊόν της ίδιας αντίδρασης για το 

εσωτερικό σταθερό γονίδιο της cyclophilin µεγέθους 400 βάσεων. Παρατηρούµε, ότι 

τα υπo-αναγέννηση ισχιακά νεύρα εκφράζουν αυξηµένα επίπεδα mRNA στις 7 

ηµέρες µετά τον τραυµατισµό τους, (7 Days, στήλη DS) σε σχέση µε τα αντίστοιχα 

φυσιολογικά νεύρα (7 Days, στήλη SΝ). Η αύξηση αυτή προσδιορίζεται µέσω 

ανάλυσης διασποράς ως στατιστικώς σηµαντική (P<0,05) και ανέρχεται σε ποσοστό 

73% (Εικόνα 9B, στήλη 7D αστερίσκος) ως προς τα αντίστοιχα φυσιολογικά ισχιακά 

νεύρα όπου τα επίπεδα του ΤΑG-1 mRNA καθορίζονται ως 100% (Εικόνα 9B, στήλη 

N). Στις 15 ηµέρες, τα υπo-αναγέννηση ισχιακά νεύρα συνεχίζουν να εκφράζουν 

αυξηµένα επίπεδα mRNA (Eικόνα 9A, 15 Days, στήλη DS) αλλά όχι σε επίπεδα 

στατιστικώς σηµαντικά (Εικόνα 9B, 15 Days, στήλη 15D). Τέλος στις 30 ηµέρες 

αναγέννησης, τα  ισχιακά νεύρα δεν εµφανίζουν µεταβολές στην έκφραση της ΤΑG-1 

(Εικόνα 9Α, 30 Days στήλη DS) που βρίσκεται σε φυσιολογικά επίπεδα  (Εικόνα 9B, 

30 Days στήλη 30D). Μέσω της προηγούµενης ανάλυσης διαπιστώνουµε λοιπόν ότι η 

TAG-1 αυξάνεται στα κύτταρα Schwann κατά τη διάρκεια της αρχικής φάσης της  

αναγέννησης του ισχιακού νεύρου.  

 

 
Εικόνα 9. Έκφραση της TAG-1 στα κύτταρα Scwhann κατά τη διάρκεια της 
αναγέννησης. 
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(Α) Στις 7 ηµέρες µετά από τραυµατισµό (crush), παρατηρούµε µία αύξηση του 
TAG-1 προϊόντος (ζώνη των 524 βάσεων, στήλη DS) στο υπo-αναγέννηση ισχιακό 
νεύρο ως προς το αντίστοιχο φυσιολογικό νεύρο (στήλη SN). (Β) H αύξηση του 
TAG-1 mRNA στο υπo-αναγέννηση ισχιακό νεύρο είναι στατιστικώς σηµαντική 
(στήλη 7D, αστερίσκος) και υπολογίζεται στο 73% των επιπέδων της στο ισχιακό 
νεύρο της φυσιολογικής πλευράς (στήλη Ν, επίπεδα 100). Στις 15 ηµέρες (A, στήλη 
DS) η αύξηση του mRNA φαίνεται να συνεχίζεται αλλά όχι σε σηµαντικά επίπεδα (B, 
στήλη 15D), ενώ στις 30 ηµέρες (A, στήλη DS) το TAG-1 mRNA δεν παρουσιάζει 
καµία µεταβολή καθώς η έκφρασή του βρίσκεται σε φυσιολογικά επίπεδα (B, στήλη 
30D). Στο Α, το προϊόν της cyclophilin (400 βάσεων) χρησιµοποιήθηκε για  την 
κανονικοποίηση των επιπέδων  mRNA σε κάθε αντίδραση. 
 

4.  Έκφραση της ΤΑG-1 στις εµµύελες νευρικές ίνες ενήλικου ισχιακού 

νεύρου. 

Πραγµατοποιήσαµε λεπτοµερή ανοσοϊστοχηµική ανάλυση της έκφρασης της TAG-1 

πρωτεΐνης στα κύτταρα Schwann στο ισχιακό νεύρο ενηλίκου ζώου. Σε µεµονωµένες 

νευρικές ίνες, η TAG-1 ανιχνεύεται στις εµµύελες νευρικές ίνες όπου και εντοπίζεται 

πλησίον του κόµβου Ranvier, θέση που πιθανώς βρίσκεται δίπλα στην παρακοµβική 

περιοχή και αντιστοιχεί στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή (Eικόνα 10Α). Παράλληλα, 

όπως προαναφέρθηκε διαπιστώνουµε ότι η TAG-1 εξακολουθεί να εκφράζεται στα 

αµύελα κύτταρα Scwhann (Eικόνα 10B) όπου και συνεντοπίζεται µε την πρωτεΐνη L1 

(Eικόνα 10∆) η οποία εκφράζεται συγχρόνως στα κύτταρα αυτά (Eικόνα 10Γ). 

Επιπλέον η ΤΑG-1 ανιχνεύεται στις σχισµές Schmidt-Lanterman των εµµύελων ινών 

(Eικόνα 10Ε) που µαζί µε τον έσω και έξω µεσάξονα και τις παρακοµβικές θηλιές 

διατηρούν τη µυελίνη σε µη συµπαγή κατάσταση. Προκειµένου να αναλύσουµε 

περαιτέρω την έκφραση της TAG-1 στην ευρύτερη περιοχή του κόµβου Ranvier των 

εµµύελων ινών, πραγµατοποιήσαµε διπλή ανοσοϊστοχηµεία για την ΤΑG-1 (Εικόνα 

10Ζ) και την πρωτεΐνη της µυελίνης MAG που στον ενήλικο εκφράζεται στις 

παρακοµβικές θηλιές του µυελώδους ελύτρου (Martini and Schachner, 1986). 

Παρατηρούµε ότι το σήµα της ΤΑG-1 δεν επικαλύπτεται µε αυτό της ΜΑG στην 

παρακοβική περιοχή, αλλά  τοποθετείται στην αµέσως διπλανή της εγγύς-

παρακοµβική περιοχή (Εικόνα 10Η). Επιπλέον βλέπουµε ότι στις σχισµές, το σήµα 

της TAG-1 δεν επικαλύπτεται ακριβώς µε το δακτυλιοειδές σήµα της MAG, αλλά 

συµπίπτει µε το µικρότερης διαµέτρου δακτύλιο που είναι πλησιέστερα στον 

νευράξονα (Εικόνα 10Θ) υποδηλώνοντας ότι ίσως η TAG-1 διατάσσεται στην 

εσωτερική πλευρά των σχισµών που βρίσκεται απέναντι από την αξονική µεµβράνη. 

Η συγκέντρωση της TAG-1 στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή (juxtaparanode) 
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επιβεβαιώνεται περαιτέρω µέσω διπλής ανοσοσήµανσης της TAG-1 µε τoυς Κv1.1 

διαύλους καλίου αργοπορηµένης ανόρθωσης τάσης τύπου Shaker, που αθροίζονται 

στην αξονική µεµβράνη της περιοχής αυτής. ∆ιαπιστώνουµε ότι η TAG-1 (Εικόνα 

11A) παρουσιάζει την ίδια κατανοµή µε τους διαύλους καλίου (Εικόνα 11B) στις 

εµµύελες ίνες ισχιακού νεύρου (Εικόνα 11Γ). Επιπλέον παρατηρούµε ότι η TAG-1 

επικαλύπτεται σηµαντικά µε τους Κv1.1 διαύλους  καλίου (Εικόνα 11Γ) που 

βρίσκονται απέναντι από την εσωτερική πλευρά των σχισµών και από τον εσωτερικό 

µεσάξονα κατά µήκος της διαµεσοπερίσφυγξης. Η εγγύς-παρακοµβική περιοχή 

χαρακτηρίζεται από τη στενή επαφή της αξονικής και της γλοιακής µεµβράνης και 

κατά συνέπεια µας είναι δύσκολο να διακρίνουµε αν το σήµα της TAG-1 προέρχεται 

από τα νευρικά ή τα γλοιακά κύτταρα. Στην προσπάθεια µας να απαντήσουµε στο 

ερώτηµα της πιθανής προέλευσης της TAG-1, αποκτήσαµε εικόνες υψηλής 

µεγέθυνσης που δείχνουν την  επικάλυψη της ΤΑG-1 (Εικόνα 11∆) µε τους διαύλους 

καλίου (Εικόνα 11E) στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή (Εικόνα 11Ζ). 

Χρησιµοποιήσαµε στη συνέχεια την υψηλής µεγέθυνσης απεικόνιση της TAG-1 µε 

τους διαύλους καλίου (Εικόνα 11Ζ) µε σκοπό να αναλύσουµε σε τρισδιάστατο 

επίπεδο την κατανοµή της ΤΑG-1 στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή. 

Πραγµατοποιήσαµε εγκάρσιες οπτικές τοµές στο συνολικό όγκο της εν λόγω 

απεικόνισης στα επίπεδα xz και yz (Εικόνα 11Η και Θ αντίστοιχα). Τα σχετικά 

επίπεδα των xz και yz εγκάρσιων οπτικών τοµών αναπαριστώνται στην Εικόνα 11I.  

Τόσο οι xz τοµές (Eικόνες 11Η1-3) όσο και οι yz τοµές (Εικόνες 11Θ1-3) που 

αποκτήθηκαν αποκαλύπτουν ότι υπάρχει περιορισµένη επικάλυψη των διαύλων 

καλίου µε την TAG-1 στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή σε τρισδιάστατο επίπεδο. 

Κατά συνέπεια, είναι πολύ πιθανό η TAG-1 να εκφράζεται στο επίπεδο της 

µεµβράνης του εµµύελου κυττάρου Scwhann που βρίσκεται στην περιοχή  αυτή και 

όχι στην αντίστοιχη αξονική µεµβράνη. Συνολικά τα προηγούµενα αποτελέσµατα 

αποδεικνύουν ότι στο ενήλικο ΠΝΣ, η TAG-1 εκφράζεται συγχρόνως στις αµύελες 

και εµµύελες νευρικές ίνες. Επιπλέον η TAG-1 είναι το πρώτο µέλος της ΙgSF που 

παρουσιάζει υψηλή συγκέντρωση στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, όπου η έκφρασή 

της πιθανότατα προέρχεται από τα κύτταρα Schwann που παράγουν µυελίνη. 
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Eικόνα 10. Η TAG-1 εκφράζεται στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των 
εµµύελων νευρικών ινών στο ενήλικο ισχιακό νεύρο. 
(Α) Στο ενήλικο ισχιακό νεύρο, η TAG-1 εξακολουθεί να εκφράζεται στα αµύελα 
κύτταρα Schwann αλλά επιπλέον εντοπίζεται και στις εµµύελες ίνες, σε θέση που 
αντιστοιχεί πιθανά στη εγγύς-παρακοµβική περιοχή (βέλη). (B) H TAG-1 βλέπουµε 
να εκφράζεται σε ένα αµύελο κύτταρο που ανιχνεύεται µέσω σήµανσης για την L1 
(Γ, πράσινο). Στο ∆ µε κίτρινο χρώµα φαίνεται είναι η επικάλυψη των δύο καναλιών. 
(E) H TAG-1 ανιχνεύεται επίσης στις σχισµές Schmidt-Lanterman (βέλη) των 
εµµύελων ινών. H κατανοµή της TAG-1 στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των 
εµµύελων ινών (Ζ, Η µε κόκκινο, ακροβέλη) επιβεβαιώνεται καθώς το σήµα της 
ανιχνεύεται δίπλα στην παρακοµβική περιοχή που σηµαίνεται µέσω της MAG (Η, µε 
πράσινο, βέλη). (Θ) Στη διαµεσοπερίσφυγξη, το σήµα της TAG-1 στις σχισµές (µε 
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κόκκινο, βέλη) συµπίπτει µε το δακτύλιο της MAG που βρίσκεται πλησιέστερα στον 
νευράξονα (πράσινο). Kλίµακα µεγέθυνσης: 20 µm (A), 10 µm (B έως Θ). 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
Eικόνα 11. H TAG-1 συνεντοπίζεται µε τους διαύλους καλίου Kv1.1 στις 
εµµύελες ίνες του ΠNΣ. 
Σε µεµονωµένες εµµύελες νευρικές ίνες ενηλίκου ισχιακού νεύρου η TAG-1 (A, Γ µε 
κόκκινο) συνεντοπίζεται µε τους Kv1.1 διαύλους καλίου (B, µε πράσινο) στην εγγύς-
παρακοµβική περιοχή (µεγάλα ακροβέλη), στις σχισµές (βέλη) και στον εσωτερικό 
µεσάξονα (µικρά ακροβέλη), καθώς στις περιοχές αυτές υπάρχει επικάλυψη των δύο 
καναλιών στο Γ (κίτρινο). Στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή η συνεντόπιση της 
TAG-1 (∆, Ζ κόκκινο) µε τους Kv1.1 διαύλους καλίου (E, Ζ πράσινο) φαίνεται σε 
µεγάλη µεγέθυνση στο Ζ (κίτρινο). Eγκάρσιες τοµές διαµέσου του όγκου της 
απεικόνισης στο Ζ (επικάληψη των TAG-1/Kv1.1 διαύλων) πραγµατοποιούνται στα 
επίπεδα xz (Η) και yz (Θ) στα αριθµηµένα σηµεία. ∆ιαπιστώνεται έτσι ότι η TAG-1 
(κόκκινο) και οι Kv1.1 δίαυλοι καλίου (πράσινο) βρίσκονται µάλλον σε διαφορετικές 
µεµβράνες στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή καθώς υπάρχει περιορισµένη επικάλυψη 
των δύο χρωµατικών καναλιών στις xz (Η1-3) και yz τοµές (Θ1-3) που αποκτήθηκαν. 
(I) Tα επίπεδα όπου πραγµατοποιήθηκαν οι xz και οι yz τοµές απεικονίζονται ως 
προς το σύνολο των xy τοµών του δείγµατος. Kλίµακα µεγέθυνσης: 10 µm (A έως 
Θ). 

 81



5. Μελέτη της έκφρασης της TAG-1 στα ολιγοδενδροκύτταρα και στις 

εµµύελες νευρικές ίνες στο ΚΝΣ.  

Με σκοπό την ανίχνευση της πιθανής έκφρασης της TAG-1 στα ολιγοδενδροκύτταρα 

που αποτελούν την εµµύελη γλοία του ΚΝΣ, πραγµατοποιήσαµε in situ υβριδοποίηση 

και ανοσοϊστοχηµεία σε τοµές νωτιαίου µυελού από ενήλικο. Στην περιοχή της 

λευκής ουσίας το TAG-1 mRNA εντοπίζεται σε κύτταρα µικρού µεγέθους που 

πιθανώς αντιστοιχούν στα ολιγοδενδροκύτταρα (Eικόνα 12Α και Β). Επιπλέον στο 

κοιλιακό κέρας του νωτιαίου µυελού, µεγάλα ατρακτοειδή κύτταρα µε την κλασική 

µορφολογία των κινητικών νευρώνων εµφανίζουν έντονη έκφραση του TAG-1 

mRNA (Eικόνα 12Α και Β). Αυτοί οι νευρώνες εµφανίζονται επίσης να εκφράζουν 

την πρωτεΐνη της TAG-1. Στο επίπεδο της λευκής ουσίας, τα ολιγοδενδροκύτταρα 

εµφανίζονται µε στρογγυλό προς οβάλ σχήµα και συνήθως προσανατολίζονται σε 

σειρές. Κύτταρα µε αυτή τη µορφολογία και την κατανοµή, παρουσιάζουν έκφραση 

της TAG-1 (Εικόνα 12Γ). Χρησιµοποιώντας ένα µονοκλωνικό αντίσωµα για την 

πρωτεΐνη APC που αποτελεί ένα ειδικό πρωτεΐνικό δείκτη των ολιγοδενδροκυττάρων 

(Bhat et al., 1996), επιβεβαιώνουµε µέσω διπλής ανοσοσήµανσης ότι η TAG-1 

πράγµατι εκφράζεται στα κύτταρα αυτά (Εικόνα 12∆). Ανάλυση της TAG-1 στο 

νωτιαίο µυελό κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, έδειξε ότι η έκφρασή της στα 

ολιγοδενδροκύτταρα ξεκινάει το νωρίτερο σε ηλικία P12. Στη συνέχεια εξετάσαµε 

ανοσοϊστοχηµικά τοµές νωτιαίου µυελού ενηλίκου, για να ελέγξουµε εάν η TAG-1 

εκφράζεται και στις εκεί εµµύελες νευρικές ίνες. Παρατηρούµε ότι σε επίπεδο λευκής 

ουσίας του νωτιαίου µυελού, η TAG-1 εκφράζεται συγκεντρωµένη κατά τόπους 

(clusters) (Εικόνα 12E). Mέσω διπλής ανοσοϊστοχηµείας της TAG-1 µε την αξονική 

παρακοµβική πρωτεΐνη paranodin/Caspr (Eικόνα 12Ζ), η ακριβής θέση της TAG-1 

στις προηγούµενες τοµές τοποθετείται στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των 

εµµύελων νευρικών ινών. Όπως δείξαµε προηγουµένως, η ΤΑG-1 εντοπίζεται και 

στα ολιγοδενδροκύτταρα οπότε υποθέτουµε ότι η προέλευση της ΤΑG-1 έκφρασης 

στις εµµύελες ίνες θα µπορούσε να προέρχεται από τα κύτταρα αυτά και όχι από τα 

νευρικά κύτταρα. Κατά συνέπεια, η TAG-1 είναι πιθανό να βρίσκεται στο επίπεδο 

της µεµβράνης της µυελίνης που είναι σε επαφή µε τον νευράξονα στην εγγύς-

παρακοµβική περιοχή των εµµύελων ινών. Παράλληλα όµως, η TAG-1 εκφράζεται 

επίσης και από έναν αριθµό νευρικών κυττάρων στο νωτιαίο µυελό ενηλίκου (Εικόνα 

12Α και Β) οπότε δεν µπορεί να αποκλειστεί µία επιπρόσθετη της γλοιακής 

νευρωνική προέλευση της ΤΑG-1 στην εγγύς-παρακοβική περιοχή. Με σκοπό να 
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απαντήσουµε το ερώτηµα της γλοιακής ή νευρωνικής προέλευσης της TAG-1 στις 

εµµύελες ίνες, εξετάσαµε µε Western την ύπαρξη της TAG-1 σε µεµβρανικά 

εκχυλίσµατα νωτιαίου µυελού που είναι πλούσια σε  έλυτρο µυελίνης (Εικόνα 12Η).  

Η ΤΑG-1 ανιχνεύεται στα εκχυλίσµατα αυτά µε την χαρακτηριστική ζώνη των 135 

kD (Eικόνα 12Η, στήλη 1). Επιπλέον ανιχνεύουµε µία ζώνη της TAG-1 µεγέθους 90 

kD που εντοπίζεται συστηµατικά στον ενήλικο. Ως δείγµα θετικού ελέγχου, 

χρησιµοποιήθηκε πρωτεϊνικό εκχύλισµα από παρεγκεφαλίδα νεογέννητου επίµυ, 

όπου βλέπουµε υψηλά επίπεδα έκφρασης της TAG-1 (Eικόνα 12Η, στήλη 2). Ίση 

ποσότητα µεµβρανικού εκχυλίσµατος µυελίνης που χρησιµοποιήθηκε για την 

ανίχνευση της ΤAG-1 στη στήλη 1 παρουσιάζει περιορισµένη πρόσµιξη σε αξονικές 

µεµβράνες καθώς εκφράζει την αξονική ισοµορφική πρωτεΐνη της L1 µεγέθους 180 

kD σε χαµηλά επίπεδα (Eικόνα 12Η, στήλη 3). Η υψηλή περιεκτικότητα των 

µεµβρανικών εκχυλισµάτων σε µυελίνη αποδεικνύεται από την έκφραση της 

ισοµορφικής πρωτεΐνης της µυελίνης MBP µεγέθους 18.5  kD (Eικόνα 12Η, στήλη 4) 

που εντοπίζεται σε µία πολύ χαµηλή ποσότητα δείγµατος που είναι ίση µε το 1/30 της 

ποσότητας που χρησιµοποιήθηκε στη στήλη 1. Η παρουσία της TAG-1 στα 

µεµβρανικά εκχυλίσµατα µυελίνης νωτιαίου µυελού αποτελεί µία επιπλέον ένδειξη 

για την ολιγοδενδρογλοιακή προέλευση της πρωτεΐνης αυτής στην εγγύς-

παρακοµβική περιοχή των εµµύελων ινών στο KNΣ χωρίς όµως να αποκλείεται και 

µία παράλληλη νευρωνική έκφραση. 
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Eικόνα 12. H TAG-1 εκφράζεται από τα ολιγοδενδροκύτταρα και εµφανίζεται 
συγκεντρωµένη στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των εµµύελων ινών στο KNΣ. 
(A) Σε τοµές νωτιαίου µυελού ενηλίκου, το TAG-1 mRNA εντοπίζεται σε µικρά 
κύτταρα της λευκής ουσίας (βέλη, µεγαλύτερη µεγέθυνση στο B). Στο κοιλιακό 
κέρας η TAG-1 εντοπίζεται επίσης σε νευρώνες µεγάλου µεγέθους και ατρακτοειδούς 
σχήµατος (ακροβέλη, µεγαλύτερη µεγέθυνση στο B). (Γ) Σε τοµές νωτιαίου µυελού 
ενηλίκου, η πρωτεΐνη της TAG-1 παρουσιάζεται στο σώµα στρογγυλών ή ωοειδών 
κυττάρων (πράσινο, βέλη) στο επίπεδο της λευκή ουσίας. (∆) Στα κύτταρα αυτά, η 
TAG-1 (πράσινο) συνεντοπίζεται µε τον πρωτεϊνικό δείκτη των 
ολιγοδενδροκυττάρων APC (κόκκινο), καθώς τα δύο χρωµατικά κανάλια 
επικαλύπτονται (κίτρινο, βέλη). (E) 'Eκφραση της TAG-1 παρουσιάζεται επίσης µε 
την µορφή συναθροίσεων στη λευκή ουσία (κόκκινο, βέλη). (Ζ) Mε διαδοχική 
ανοσοσήµανση των τοµών για την paranodin/Caspr (πράσινο) φαίνεται ότι η TAG-1 
(µε κόκκινο) έχει µία ξεχωριστή κατανοµή στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των 
εµµύελων ινών. (Η) H TAG-1 πρωτεΐνη εντοπίζεται µε µία ζώνη 135 kD και µε την 
ενήλικη ισοµορφή της των 90 kD σε µεµβρανικά εκχυλίσµατα µυελίνης που 
αποµονώθηκαν από νωτιαίο µυελό ενηλίκου (στήλη 1). Στη στήλη 2 βλέπουµε την 
TAG-1 να εκφράζεται σε πρωτεϊνικό εκχύλισµα παρεγκεφαλίδας νεογέννητου. Στα 
εκχυλίσµατα µυελίνης η αξονική πρωτεΐνη L1 (ζώνη 180 kD, στήλη 3) ανιχνεύεται σε 
χαµηλά επίπεδα. Στα ίδια εκχυλίσµατα, η πρωτεΐνη της µυελίνης MBP (ζώνη 18.5 
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kD, στήλη 4) έχει άφθονη έκφραση καθώς εντοπίζεται στο 1/30 της ποσότητας που 
φορτώθηκε στις στήλες 1 και 3. Kλίµακα: 20 µm (A, Γ και ∆), 5 µm (B, E και Ζ). 
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6. Μελέτη της έκφρασης της TAG-1 στις εµµύελες νευρικές ίνες των CGT 

µεταλλαγµένων µυών. 

H παρατηρούµενη έκφραση της ΤΑG-1 στις εµµύελες ίνες υποδηλώνει την πιθανή 

συµµετοχή της πρωτεΐνης αυτής στις αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις που 

συναντάµε στην ευρύτερη περιοχή του κόµβου Ranvier. Tα γαλακτολιπίδια της 

µυελίνης γαλακτοσερεβροσίδιο και σουλφατίδιο, βρίσκονται σε αφθονία στο έλυτρο 

της µυελίνης όπου η ύπαρξή τους είναι καθοριστικής σηµασίας για τη δηµιουργία και 

τη διατήρηση του ελύτρου της µυελίνης (Dupree and Popko, 1999). Τα  CGT 

µεταλλαγµένα ζώα δεν µπορούν να συνθέσουν τα γαλακτολιπίδια της µυελίνης µε 

αποτέλεσµα να παρουσιάζουν σηµαντικές διαταραχές στην κατασκευή του 

µυελώδους ελύτρου το οποίο περιέχει µη συµπαγείς περιοχές ενώ εµφανίζει επιπλέον 

χαµηλό βαθµό µυελίνωσης. Φαινοτυπικά, τα CGT-/- ζώα εκδηλώνουν ένα έντονο 

τρέµουλο νωρίς κατά τη 2η εβδοµάδα της ζωής τους και παρουσιάζουν πλήρη 

παράλυση του οπίσθιου άκρου τους έως την 45η ηµέρα µετά τη γέννησή τους, ενώ 

ελάχιστα από αυτά επιβιώνουν µετά την 90η ηµέρα της ζωής τους. Tα ζώα αυτά, 

παρουσιάζουν µεταξύ άλλων σηµαντικές διαταραχές στις αξονο-γλοιακές 

αλληλεπιδράσεις που συµβαίνουν στις παρακοµβικές περιοχές κυρίως στο ΚΝΣ 

(Dupree et al., 1999). Συγκεκριµένα, οι παρακοµβικές θηλιές των 

ολιγοδενδροκυττάρων δεν συνδέονται στενά µε την αξονική µεµβράνη στα 

µεταλλαγµένα ζώα, ενώ στο ΠNΣ οι παρακοµβικές θηλιές των κυττάρων Schwann 

εµφανίζουν σηµαντικά λιγότερες διαταραχές στις αλληλεπιδράσεις τους µε τον 

άξονα. Κατά συνέπεια οι δίαυλοι καλίου βρίσκονται  εκτεθειµένοι στο εξωκυτταρικό 

περιβάλλον ενώ φυσιολογικά καλύπτονται από την µεµβράνη της µυελίνης στην 

εγγύς-παρακοµβική περιοχή. Eπιπλέον, τα CGT µεταλλαγµένα ζώα παρουσιάζουν 

σηµαντική αποδιοργάνωση των µοριακών συστατικών τους στην ευρύτερη περιοχή 

του κόµβου Ranvier. Συγκεκριµένα, oι πρωτεΐνες paranodin/Caspr και NF-155 που 

συγκεντρώνονται φυσιολογικά στην παρακοµβική περιοχή, εµφανίζουν µία πιο 

διάχυτη έκφραση στα µεταλλαγµένα ζώα (Dupree et al., 1999; Poliak et al., 2001). Οι 

Kv1.1 δίαυλοι καλίου εντοπίζονται συνήθως στην παρακοµβική περιοχή, όπου σε 

ορισµένες περιπτώσεις επικαλύπτονται µερικώς µε τους διαύλους νατρίου στην 

περιοχή του κόµβου στις εµµύελες ίνες των µεταλλαγµένων ζώων αντί να βρίσκονται 

φυσιολογικά στην εγγύς-παρακοµβική (Dupree et al., 1999). Eπιπλέον, στα ζώα αυτά, 

η Caspr2 δεν ανιχνεύεται στη εγγύς-παρακοµβική περιοχή όπου βρίσκεται 

συγκεντρωµένη φυσιολογικά (Poliak et al., 2001). 
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Χρησιµοποιήσαµε εδώ τα CGT µεταλλαγµένα ζώα για να ελέγξουµε εάν το πρότυπο 

έκφρασης της TAG-1 στις εµµύελες ίνες επηρεάζεται από την ύπαρξη σωστών 

συνδέσεων µεταξύ της αξονικής και της γλοιακής µεµβράνης στην παρακοµβική 

περιοχή. Αρχικά εξετάσαµε ανοσοϊστοχηµικά την έκφραση της TAG-1 σε σχέση µε 

τους διαύλους καλίου σε µεµονωµένες νευρικές ίνες από αγρίου τύπου και 

µεταλλαγµένα ισχιακά νεύρα. Στα αγρίου τύπου ζώα, η TAG-1 βρίσκεται 

φυσιολογικά στην την εγγύς-παρακοµβική περιοχή (Εικόνα 13A)  όπου και 

συνεντοπίζεται µε τους διαύλους καλίου (Εικόνα 13B). Στις εµµύελες ίνες των CGT 

µεταλλαγµένων ζώων, η ΤΑG-1 εµφανίζει µία διαφορετική κατανοµή, καθώς πλέον 

εντοπίζεται στην παρακοµβική περιοχή (Εικόνα 13Γ) όπου συνεντοπίζεται µε τους 

διαύλους καλίου (Εικόνα 13∆). Σε επίπεδο ΚΝΣ, χρησιµοποιήσαµε τοµές νωτιαίου 

µυελού ενηλίκου από αγρίου τύπου και από CGT µεταλλαγµένα ζώα, για να 

εξετάσουµε την έκφραση της TAG-1 σε σχέση µε την αξονική πρωτεΐνη 

paranodin/Caspr. Στα ζώα αγρίου τύπου, η TAG-1 εκφράζεται στην εγγύς-

παρακοµβική περιοχή σε σχέση µε την paranodin/Caspr που βρίσκεται 

συγκεντρωµένη στην παρακοµβική περιοχή (Εικόνα 13E). Όµως, στα CGT 

µεταλλαγµένα ζώα παρατηρούµε ότι η ΤΑG-1 δεν ανιχνεύεται σχεδόν καθόλου, ενώ 

η paranodin/Caspr εµφανίζεται διάχυτη κατά µήκος του νευράξονα και όχι αυστηρά 

εντοπισµένη στην παρακοµβική περιοχή (Εικόνα 13Ζ).  
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Eικόνα 13. Kατανοµή της TAG-1 στις εµµύελες ίνες των CGT-µεταλλαγµένων 
µυών. 
Σε ισχιακά νεύρα αγρίου τύπου, η TAG-1 (A, B κόκκινο) και οι Kv1.1 δίαυλοι καλίου 
(B, πράσινο) συνεντοπίζονται φυσιολογικά στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των 
εµµύελων ινών (B, κίτρινο). Στα CGT µεταλλαγµένα ζώα, η TAG-1 (Γ, ∆ κόκκινο) 
ανιχνεύεται στην παρακοµβική περιοχή όπου συνεντοπίζεται µε τους Kv1.1 διαύλους 
καλίου (∆, πράσινο), καθώς τα δύο χρωµατικά κανάλια επικαλύπτονται (∆, κίτρινο). Στο 
ένθετο του ∆, ο συνενοπισµός TAG-1/ Kv1.1 διαύλων φαίνεται σε µεγαλύτερη 
µεγέθυνση. (E) Στο KNΣ των ζώων αγρίου τύπου, η TAG-1 (πράσινο) είναι κανονικά 
συγκεντρωµένη στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των εµµύελων ινών, συγκριτικά µε την 
paranodin/Caspr (κόκκινο) που εντοπίζεται στην παρακοµβική περιοχή. (Ζ) Στα CGT 
µεταλλαγµένα ζώα, η TAG-1 (πράσινο) ελαττώνεται σε επίπεδα µη ανιχνεύσιµα, ενώ η 
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paranodin/Caspr (κόκκινο) εµφανίζει διάχυτη κατανοµή στην αξονική µεµβράνη κατά 
µήκος της διαµεσοπερίσφυγξης. Kλίµακα: 10 µm (A έως Ζ). 
III. ΜΟΡΙΑΚΗ ΚΑΙ ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΩΝ ΕΜΜΥΛΩΝ 

ΝΕΥΡΙΚΩΝ ΙΝΩΝ ΤΩΝ ΤΑG-1 ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΜΥΩΝ. 

1. Μοριακή οργάνωση των εµµύελων ινών στο ΠΝΣ των ΤΑG-1 

µεταλλαγµένων µυών.   

Mε σκοπό να αποκαλύψουµε τον λειτουργικό ρόλο της TAG-1 στην εγγύς-

παρακοµβική περιοχή, αναλύσαµε τη µοριακή οργάνωση των διαφόρων υπο-

περιοχών που συνιστούν την εµµύελη ίνα σε µεταλλαγµένους µύες που δεν 

εκφράζουν την TAG-1 (Fukamauchi et al., 2001). Αδρή µορφολογική ανάλυση των 

µεταλλαγµένων ζώων σταδίων P2 και E15 δεν έδειξε να υπάρχει κάποια διαταραχή 

στην δοµική οργάνωση των περιοχών της παρεγκεφαλίδας, του νωτιαίου µυελού και 

του ιπποκάµπου. Μεταλλαγµένα  ζώα µεγαλύτερα των 30 ηµερών εµφανίζουν µία 

αύξηση της έκφρασης των A1 υποδοχέων αδενοσίνης στην περιοχή του ιπποκάµπου 

και παρουσιάζουν µία µεγαλύτερη ευαισθησία σε επιληπτικά ερεθίσµατα σε σχέση µε 

τα ζώα αγρίου τύπου (Fukamauchi et al., 2001). 

Ξεκινώντας από το ΠNΣ, εξετάσαµε ανοσοϊστοχηµικά την έκφραση των 

µοριακών συστατικών των διαφόρων υπο-περιοχών στις εµµύελες ίνες του ισχιακού 

νεύρου στους ΤΑG-1 µεταλλαγµένους µύες. Σε µεµονωµένες ίνες ισχιακού νεύρου 

των TAG-1-/- µυών, παρατηρήσαµε φυσιολογική έκφραση των παρακοµβικών 

πρωτεϊνών συγκριτικά µε τα ζώα αγρίου τύπου. Συγκεκριµένα,  η αξονική πρωτεΐνη 

paranodin/Caspr (Εικόνα 14Α, Β) καθώς και οι γλοιακές πρωτεΐνες Neurofascin-155 

(NF-155) (Eικόνα 14Γ, ∆) και ΜΑG (Εικόνα 14E, Ζ) εµφανίζουν φυσιολογική 

έκφραση στην παρακοµβική περιοχή στις αγρίου τύπου και στις µεταλλαγµένες 

εµµύελες ίνες. Eπιπλέον οι δίαυλοι νατρίου βρίσκονται αυστηρά περιορισµένοι στην 

περιοχή των κόµβων Ranvier (Εικόνα 14Θ) στα TAG-1-/- ζώα όπως και στα 

φυσιολογικά ζώα (Εικόνα 14Η). Στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των 

µεταλλαγµένων ζώων, εξετάσαµε την έκφραση της πρωτεΐνης Caspr2, καθώς και των 

Kv1.1 διαύλων καλίου που φυσιολογικά εµφανίζουν υψηλή συγκέντρωση στην 

προηγούµενη περιοχή. Σε ζώα αγρίου τύπου, η Caspr2 εντοπίζεται δίπλα από την 

πρωτεΐνη των παρακοµβικών θηλιών ΜΑG (Εικόνα 14Ι) ενώ στα µεταλλαγµένα ζώα 

δεν µπορέσαµε να ανιχνεύσουµε αντίστοιχη έκφραση της Caspr2 (Εικόνα 14Κ).  

Αντίθετα στα µεταλλαγµένα ζώα η ΜΑG παρουσιάζεται φυσιολογική (Εικόνα 14Κ).  

Στη συνέχεια, βλέπουµε τους Kv1.1 διαύλους καλίου να βρίσκονται φυσιολογικά 
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δίπλα από την παρακοµβική περιοχή που χαρακτηρίζεται από την υψηλή 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης paranodin/Caspr στα αγρίου τύπου ζώα (Εικόνα 14Λ). 

Αντίθετα στους ΤΑG-1 µεταλλαγµένους µύες, οι Kv1.1 δίαυλοι καλίου εµφανίζονται 

σηµαντικά ελαττωµένοι στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή αν και δεν παρουσιάζουν 

κάποια µετατόπιση της θέσης τους πλησιέστερα προς τον κόµβο αναφορικά µε την 

παρακοµβική πρωτεΐνη paranodin/Caspr (Εικόνα 14Μ). Εντούτοις, σε ορισµένες 

περιπτώσεις διακρίναµε τους διαύλους καλίου να εκφράζονται σε φυσιολογικά 

επίπεδα στην εγγύς-παρακοµβική των εµµύελων ινών στα TAG-1-/- ζώα. 

Συγκεκριµένα,  λιγότερο από το 1/3 εκ των 354 µεταλλαγµένων κόµβων που 

εξετάσαµε,  παρουσιάζουν φυσιολογική έκφραση των διαύλων καλίου. Με βάση τα 

προηγούµενα αποτελέσµατα από το ΠΝΣ των TAG-1-/- ζώων,  συµπεραίνουµε ότι η 

έκφραση της TAG-1 είναι σηµαντική για την οµαλή οργάνωση των µοριακών 

συστατικών της εγγύς-παρακοµβικής περιοχής στο µεγαλύτερο ποσοστό των 

εµµύελων ινών. 

 
Εικόνα 14. Μοριακή οργάνωση των εµµύελων ινών στο ισχιακό νεύρο των  
TAG-1-/- µυών.  
Σε µεµονωµένες ίνες ισχιακού νεύρου ενηλίκων ΤΑG-1-/- ζώων, η αξονική πρωτεΐνη 
paranodin/Caspr εµφανίζει φυσιολογική έκφραση στην παρακοµβική  περιοχή (Β) σε 
σχέση µε τις ίνες από ζώα αγρίου τύπου (Α). Eπιπλέον η γλοιακή πρωτεΐνη ΝF-155 
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εµφανίζεται αµετάβλητη στα µεταλλαγµένα ζώα (∆) σε σχέση µε τα φυσιολογικά ζώα 
(Γ) και η πρωτεΐνη MAG έχει φυσιολογική  έκφραση στις  παρακοµβικές θηλιές  των  
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εµµύελων ινών στα µεταλλαγµένα ζώα (Ζ) όπως στις ίνες των ζώων αγρίου τύπου 
(Ε). Στην περιοχή του κόµβου Ranvier των εµµύλων ινών, οι  δίαυλοι νατρίου έχουν 
οµαλή κατανοµή στα µεταλλαγµένα και στα φυσιολογικά ζώα (Θ και Η αντίστοιχα). 
Στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των εµµύελων ινών αγρίου τύπου η πρωτεΐνη 
Caspr2 (Ι, πράσινο) εντοπίζεται φυσιολογικά δίπλα από την παρακοµβική MAG (Ι, 
κόκκινο). Στα µεταλλαγµένα ζώα, η Caspr2 δεν ανιχνεύεται καθόλου (Κ, πράσινο) 
στις εµµύελες ίνες τους που εµφανίζουν φυσιολογική έκφραση της ΜΑG (Κ, 
πράσινο). Οι Κv 1.1 δίαυλοι καλίου φυσιολογικά εντοπίζονται στην εγγύς-
παρακοµβική περιοχή (Λ, πράσινο) δίπλα από το σήµα της paranodin/Caspr (Λ, 
κόκκινο) στις ίνες αγρίου τύπου. Ένα συντριπτικά µεγάλο ποσοστό των 
µεταλλαγµένων εµµύελων  ινών  παρουσιάζουν σηµαντική ελάττωση των Κv 1.1  
διαύλων καλίου (Μ, πράσινο) στην εγγύς-παρακοµβική τους περιοχή, ενώ η 
paranodin/Caspr εκφράζεται φυσιολογικά στις ίνες αυτές (Μ, κόκκινο). Κλίµακα 
µεγέθυνσης: 20 µm (A έως Μ).  
 

2. Μοριακή οργάνωση των εµµύελων ινών στο ΚΝΣ των ΤΑG-1 

µεταλλαγµένων µυών. 

Συνεχίσαµε µε την ανάλυση των ΤΑG-1 µεταλλαγµένων ζώων, εξετάζοντας την 

µοριακή οργάνωση των εµµύελων ινών τους στο ΚΝΣ. Σε τοµές οπτικού νεύρου, 

πραγµατοποιήσαµε διπλή ανοσοϊστοχηµεία για τους διαύλους νατρίου και την 

αξονική παρακοµβική πρωτεΐνη paranodin/Caspr. Σε σχέση µε τα αγρίου τύπου ζώα 

(Εικόνα 15Α), τα µεταλλαγµένα ζώα εµφανίζουν φυσιολογική συγκέντρωση τόσο 

των διαύλων νατρίου όσο και της paranodin/Caspr στους κόµβους και στην 

παρακοµβικές περιοχές αντίστοιχα (Εικόνα 15Β). Αντίθετα µε την φυσιολογική 

οργάνωση  που εµφανίζουν οι κόµβοι και οι παρακοµβικές περιοχές των TAG-1-/- 

ζώων, οι εγγύς-παρακοµβικές περιοχές τους παρουσιάζουν σηµαντική 

αποδιοργάνωση των µοριακών συστατικών τους. Συγκεκριµένα, αντίθετα µε τα 

αγρίου τύπου ζώα (Εικόνα 15Γ) δεν διακρίνουµε σχεδόν καθόλου έκφραση της 

Caspr2 στα µεταλλαγµένα ζώα (Εικόνα 15∆).  Επιπλέον οι Kv1.1 δίαυλοι καλίου 

παρουσιάζονται ελαττωµένοι και πιο διάχυτοι προς την διαµεσοπερίσφυγξη στις 

µεταλλαγµένες ίνες (Εικόνα 15Ζ) συγκριτικά µε τις φυσιολογικές ίνες (Eικόνες 15Ε). 

Προκειµένου να αναλύσουµε καλύτερα την θέση των Kv1.1 διαύλων καλίου ως προς 

αυτή των κόµβων Ranvier στις µεταλλαγµένες ίνες, χρησιµοποιήσαµε ως σηµείο 

αναφοράς την έκφραση της paranodin/Caspr στην παρακοµβική περιοχή. Έτσι µέσω 

διπλής ανοσοϊστοχηµείας οι δίαυλοι καλίου παρουσιάζουν έντονη έκφραση δίπλα 

από την  paranodin/Caspr σε τοµές οπτικού νεύρου φυσιολογικών ζώων (Eικόνα 

15Η). Aντίθετα στα TAG-1-/- ζώα, η έκφραση των διαύλων αλλοιώνεται, καθώς το 

σήµα τους εµφανίζεται πιο διάχυτο προς την κατεύθυνση της διαµεσοπερίσφυγξης, 
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ενώ δεν παρουσιάζεται µετατόπιση του πλησιέστερα προς στο κόµβο (Εικόνα 15Θ). 

Στο ένθετο της Eικόνας 15Θ βλέπουµε σε µεγαλύτερη µεγέθυνση την έλλειψη 

µετατόπισης των διαύλων καλίου προς την κατεύθυνση του κόµβου που αντιστοιχεί 

στο κενό µεταξύ των παρακοµβικών περιοχών που αναγνωρίζονται µέσω της 

έκφρασης της paranodin/Caspr. Συνολικά µε βάση τον προηγούµενο φαινότυπο των 

TAG-1-/- µυών, συµπεραίνουµε ότι η TAG-1 είναι σηµαντική για την οµαλή έκφραση 

της Caspr2 και των διαύλων καλίου στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των εµµύελων 

νευρικών ινών και στο ΚΝΣ.  

 
Εικόνα 15.  Μοριακή οργάνωση των εµµύελων ινών οπτικού νεύρου στους 
TAG-1 µεταλλαγµένους µύες. 
∆ιπλή ανοσοϊστοχηµεία για τους διαύλους νατρίου (κόκκινο) σε σχέση µε την 
paranodin/Caspr (πράσινο) σε τοµές οπτικού νεύρου, δείχνει φυσιολογική κατανοµή 
τους στις κοµβικές και παρακοµβικές περιοχές στα αγρίου τύπου (Α) και στα 
µεταλλαγµένα ζώα (Β). Η Caspr2 εµφανίζεται φυσιολογικά στα αγρίου τύπου ζώα σε 
ζεύγη συναθροίσεων που αντιστοιχούν στις εγγύς-παρακοµβικές περιοχές (Γ), ενώ 
αντίθετα στα TAG-1 µεταλλαγµένα ζώα, αντίστοιχη έκφραση της Caspr2 δεν 
ανιχνεύεται καθόλου (∆).  Οι Kv1.1 δίαυλοι καλίου, όπως και η Caspr2 εντοπίζονται 
στα φυσιολογικά ζώα σε συναθροίσεις, που επίσης αντιστοιχούν στις εγγύς-
παρακοµβικές περιοχές (Ε). Στα µεταλλαγµένα ζώα, οι δίαυλοι αυτοί εµφανίζονται 
λιγότερο συγκεντρωµένοι στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, και περισσότερο 
διάχυτοι κατά µήκος της διαµεσοπερίσφυγξης (Ζ). ∆ιπλή ανοσοσήµανση των Kv1.1 
διαύλων καλίου (κόκκινο) σε σχέση µε την παρακοµβική πρωτεΐνη paranodin/Caspr 
(πράσινο) δείχνει την έντονη συγκέντρωση των διαύλων αυτών στην εγγύς-
παρακοµβική περιοχή στα αγρίου τύπου ζώα (Η). Στα µεταλλαγµένα ζώα, οι δίαυλοι 
καλίου (κόκκινο) εµφανίζονται πιο διάχυτοι και λιγότερο συγκεντρωµένοι δίπλα στην 
παρακοµβική περιοχή που σηµαίνεται µέσω της paranodin/Caspr (πράσινο) (Θ). Στο 
ένθετο της Eικόνας 15Θ βλέπουµε την απουσία µετατόπισης των διαύλων καλίου 
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προς τον κόµβο που αναγνωρίζεται σαν κενό µεταξύ των παρακοµβικών θέσεων που 
σηµαίνονται µέσω της paranodin/Caspr. Κλίµακα µεγέθυνσης: 5 µm (A,Β), 20 µm (Γ 
έως Ζ) και 10 µm (Η,Θ).  
3.  Ανάλυση Western της έκφρασης των Κv1.1 διαύλων καλίου και της 

Caspr2 στα TAG-1 µεταλλαγµένα ζώα. 

Tα µέχρι τώρα αποτελέσµατά µας από την ανάλυση των TAG-1 µεταλλαγµένων 

ζώων, υποστηρίζουν ότι η έκφραση της TAG-1 είναι πιθανό να εξασφαλίζει την 

οµαλή συγκέντρωση των Kv1.1 διαύλων καλίου και της πρωτεΐνης Caspr2 στην 

εγγύς-παρακοµβική περιοχή. Με βάση αυτή την εκτίµηση, η TAG-1 είναι πιθανό να 

ελέγχει την κατανοµή των πρωτεϊνών αυτών στην αξονική µεµβράνη των εµµύελων 

ινών µέσω ρύθµισης των επιπέδων έκφρασής τους στο επίπεδο του νευράξονα. Οπότε 

εξετάσαµε στη συνέχεια µε Western τα επίπεδα έκφρασης των Kv1.1 διαύλων καλίου 

και της Caspr2 σε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από ισχιακό και οπτικό νεύρο στα ΤΑG-1 

µεταλλαγµένα ζώα συγκριτικά µε τα ζώα αγρίου τύπου. Για την κανονικοποίηση των 

ποσοτήτων συνολικής πρωτεΐνης σε κάθε δείγµα χρησιµοποιήσαµε την ακτίνη, ως 

µία πρωτεΐνη σταθερής έκφρασης. Η ανάλυσή µας έδειξε την Caspr2 να είναι 

ελαφρώς ελαττωµένη και οι  Kv1.1 δίαυλοι καλίου να εκφράζονται σε φυσιολογικά 

επίπεδα στα ισχιακά νεύρα των µεταλλαγµένων ζώων σε σχέση µε τα ζώα αγρίου 

τύπου (Εικόνα 16Α). Σε επίπεδο οπτικού νεύρου τόσο η Caspr2 όσο και οι Kv1.1 

δίαυλοι καλίου δεν παρουσιάζουν µεταβολές στα επίπεδα έκφρασης τους στα 

µεταλλαγµένα ζώα  συγκριτικά µε τα αγρίου τύπου ζώα (Εικόνα 16Β). Με βάση την 

ανάλυση Western συµπεραίνουµε ότι η TAG-1 ελέγχει την επιλεκτική συγκέντρωση 

(clustering) των διαύλων καλίου και της Caspr2 στην εγγύς-παρακοµβική αξονική 

µεµβράνη χωρίς να επηρεάζει τα επίπεδα έκφρασής τους κατά µήκος του νευράξονα. 

Κατά συνέπεια η απουσία της TAG-1 στα µεταλλαγµένα ζώα οδηγεί στην διάχυση 

των προηγούµενων πρωτεϊνών κατά µήκος των ινών και στην απουσία ή ελάττωση 

της συγκέντρωσής τους στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή.  
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Εικόνα 16. Επίπεδα έκφρασης της Caspr2 και των Κv1.1 διαύλων καλίου στα 
ΤΑG-1 µεταλλαγµένα ζώα.  
(A) Σε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από ισχιακό νεύρο µεταλλαγµένων ζώων (-/-), η 
ζώνη που αντιστοιχεί στην Caspr2 εµφανίζεται κάπως ελαττωµένη συγκριτικά µε τα 
ζώα αγρίου τύπου (+/+), ενώ η ζώνη που αντιστοιχεί στους Κv1.1 διαύλους καλίου 
δεν παρουσιάζει µεταβολές στα µεταλλαγµένα ζώα. (B) Σε εκχυλίσµατα οπτικού 
νεύρου τόσο η Caspr2 όσο και οι δίαυλοι καλίου εµφανίζονται σε φυσιολογικά 
επίπεδα στα µεταλλαγµένα ζώα ως προς τα ζώα αγρίου τύπου. Η έκφραση της 
ακτίνης  (ζώνη των 42 kD) χρησιµοποιήθηκε για την κανονικοποίηση των επιπέδων 
συνολικής πρωτεΐνης που έχουµε φορτώσει  σε κάθε δείγµα. 
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4. Μορφολογική ανάλυση των εµµύελων ινών στα TAG-1 µεταλλαγµένα 

ζώα.  

Στη συνέχεια εξετάσαµε στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο µορφολογικά την οργάνωση 

των εµµύελων νευρικών ινών των TAG-1 µεταλλαγµένων ζώων χρησιµοποιώντας 

λεπτές τοµές νωτιαίου µυελού.  Παρατηρούµε σε εγκάρσιες λεπτές τοµές νωτιαίου 

µυελού ότι δεν υπάρχουν µεταβολές στο πάχος και στην συµπύκνωση του ελύτρου 

της µυελίνης των µεταλλαγµένων ζώων σε σχέση µε τα φυσιολογικά ζώα (Εικόνα 

17Α και Β). Ακολούθως µελετήσαµε την οργάνωση των υπο-περιοχών των εµµύελων 

ινών δηλαδή του κόµβου, της παρακοµβικής και της εγγύς-παρακοµβικής περιοχής 

στα µεταλλαγµένα ζώα, χρησιµοποιώντας πολύ λεπτές επιµήκεις τοµές από την 

κοιλιακή περιοχή του νωτιαίου µυελού. Οπότε βλέπουµε ότι τα µεταλλαγµένα ζώα 

(Eικόνα 17∆) εµφανίζουν φυσιολογική οργάνωση των υπο-περιοχών της εµµύελης 

ίνας συγκριτικά µε τις αντίστοιχες θέσεις των ζώων αγρίου τύπου (Εικόνες 17Γ). 

Eπιπλέον διαπιστώνουµε την ύπαρξη οµαλών συνδέσεων των παρακοµβικών θηλιών 

της µυελίνης µε την αξονική µεµβράνη στα αγρίου τύπου (Eικόνα 17Ε) και στα 

µεταλλαγµένα ζώα (Eικόνα 17Ζ) που αναγνωρίζονται ως ηλεκτρονιόπυκνες 

εγκάρσιες ζώνες που βρίσκονται στα σηµεία επαφής των κυτταρικών µεµβρανών 

στην παρακοµβική περιοχή. Συνολικά τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι η TAG-1 

δεν συµµετέχει στην κατασκευή του ελύτρου της µυελίνης και στη δηµιουργία και 

διατήρηση των υπο-περιοχών των εµµύελων ινών, αφού η απουσία της στα 

µεταλλαγµένα ζώα δεν προκαλεί κάποια διαταραχή της µορφολογίας των εµµύελων 

ινών τους.   
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Εικόνα 17.  Μορφολογία των εµµύλεων ινών στα ΤΑG-1 µεταλλαγµένα ζώα. 
Το πάχος και η συµπύκνωση του µυελώδους ελύτρου σε λεπτές εγκάρσιες τοµές 
νωτιαίου µυελού των µεταλλαγµένων ζώων (Β, -/-) δεν παρουσιάζει µεταβολές σε 
σχέση µε τα ζώα αγρίου τύπου (Α, +/+).  Συγκριτικά µε τα ζώα αγρίου τύπου (Γ), τα 
TAG-1-/- ζώα (∆) εµφανίζουν φυσιολογική διαµόρφωση των υπο-περιοχών του 
κόµβου (Ν), της παρακοµβικής περιοχής (P) και της εγγύς-παρακοµβικής περιοχής 
(J) σε πολύ λεπτές επιµήκεις τοµές της κοιλιακής περιοχής του νωτιαίου µυελού. Σε 
µεγάλη µεγέθυνση βλέπουµε να υπάρχουν οι ηλεκτρονιόπυκνες εγκάρσιες ζώνες 
(βέλη) στα σηµεία επαφής των παρακοµβικών θηλιών µε την αξονική µεµβράνη τόσο 
στα αγρίου τύπου (Ε) όσο και στα µεταλλαγµένα ζώα (Ζ). Κλίµακα µεγέθυνσης: 10 
µm (A,B), 1 µm (Γ, ∆) and 0,25 µm (E, Ζ). 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Ι. Έκφραση της TAG-1 στα νευρικά κύτταρα στο ενήλικο ΠΝΣ. 

Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του νευρικού συστήµατος, οι IgSF πρωτεΐνες 

νευρωνικής συνάφειας εκφράζονται στην επιφάνεια της µεµβράνης που βρίσκεται 

τόσο κατά µήκος του νευράξονα όσο και στο επίπεδο του αυξητικού κώνου (growth 

cone) που αποτελεί το ακραίο τµήµα του αναπτυσσόµενου νευράξονα. Οι πρωτεΐνες 

αυτές λειτουργούν ως υποδοχείς που αναγνωρίζουν στο περιβάλλον τους τα µοριακά 

στοιχεία που είναι απαραίτητα για τη σωστή καθοδήγηση του νευράξονα προς τον 

κατάλληλο κυτταρικό στόχο µε τον οποίο στη συνέχεια θα πραγµατοποιήσει τις 

απαραίτητες λειτουργικές συνδέσεις (Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Η επαφή 

του  αυξητικού κώνου µε τον κυτταρικό του στόχο σηµατοδοτεί στη συνέχεια την 

ελάττωση των επιπέδων έκφρασης των IgSF πρωτεϊνών οπότε και σταµατάει 

περαιτέρω η αύξηση του νευράξονα. Στον ενήλικο, οι IgSF πρωτεΐνες συνάφειας 

συνεχίζουν να εκφράζονται ή επάγονται στο ΠΝΣ, καθώς και σε περιοχές του ΚΝΣ 

που εµφανίζουν πλαστικότητα και παρουσιάζουν την ικανότητα αναγέννησης µετά 

από την πρόκληση τραυµατισµών. Σε αντίθεση µε το ΚΝΣ, οι νευρώνες στο ΠΝΣ 

εµφανίζουν µεγάλη ικανότητα αναγέννησης του νευράξονά τους µετά από 

τραυµατισµούς, γιατί στο περιβάλλον της βλάβης βρίσκονται τα γλοιακά κύτταρα  

Schwann τα οποία µαζί µε την βασική τους στοιβάδα δηµιουργούν ένα πολύ ευνοϊκό 

υπόστρωµα για την αύξηση του νευράξονα και την καθοδήγησή του στον αρχικό 

στόχο νεύρωσης. Κατά τη διάρκεια της αναγέννησης στο ΠΝΣ, οι IgSF πρωτεΐνες 

εκφράζονται στις αυξητικές προεκβολές (sprouts) του νευράξονα και µεσολαβούν 

στην ανάπτυξη συνάφειας µεταξύ των αξόνων καθώς και µεταξύ των αξόνων και των 

κυττάρων Schwann, αναγνωρίζοντας µόρια της ίδιας ή άλλης οικογένειας όπως οι 

ιντεγκρίνες. Επιπλέον οι αξονικές IgSF πρωτεΐνες µεσολαβούν στην συνάφεια µεταξύ 

των αξόνων και της βασικής στοιβάδας, καθώς αναγνωρίζουν  στοιχεία του 

εξωκυτταρικού περιβάλλοντος όπως είναι η λαµινίνη και η τενασίνη (για 

ανασκόπηση βλέπε εισαγωγή και Fu and Gordon, 1997; Ide et al., 1990). 

Κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης, η IgSF πρωτεΐνη νευρωνικής 

συνάφειας TAG-1 εκφράζεται σε συγκεκριµένους υπο-πληθυσµούς νευρώνων στο 

ΚΝΣ, καθώς και στα νωτιαία γάγγλια όπου η έκφρασή της συνδέεται κυρίως µε την 

επέκταση και την καθοδήγηση των αυξητικών κώνων ανάπτυξης (growth cones) του 

νευράξονα προς τον κατάλληλο κυτταρικό στόχο (Dodd et al., 1988; Furley et al., 
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1990; Karagogeos et al., 1991; Yamamoto et al., 1986). Aντίθετα µε αυτή την 

λεπτοµερή ανάλυση της TAG-1 κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του νευρικού 

συστήµατος, ελάχιστα γνωρίζαµε έως τώρα για την κατάσταση που επικρατεί στον 

ενήλικο, όπου υπήρχε µία περιορισµένη περιγραφή της έκφρασης του TAG-1 mRNA 

σε επίπεδο εγκεφάλου και νωτιαίου µυελού (Wolfer et al., 1998; Yoshihara et al., 

1995). Ειδικότερα στο ενήλικο ΠΝΣ, απουσίαζε µέχρι τώρα η οποιαδήποτε 

πληροφορία για την πιθανή έκφραση της TAG-1 εκεί τόσο σε επίπεδο mRNA όσο 

και σε πρωτεϊνικό επίπεδο.  

 Με την παρούσα µελέτη παρουσιάζεται για πρώτη φορά µια αναλυτική 

περιγραφή του προτύπου έκφρασης της IgSF πρωτεΐνης νευρωνικής συνάφειας TAG-

1 στα νωτιαία γάγγλια του ΠΝΣ, που ευθύνονται για την µετάδοση της αισθητικής 

πληροφορίας από την περιφέρεια στον νωτιαίο µυελό και τα οποία εµφανίζουν 

έντονη αναγεννητική ικανότητα µετά από τραυµατισµούς. Μέσω των διαφορετικών 

προσεγγίσεων που παρουσιάσαµε εδώ, εντοπίζεται έκφραση της TAG-1 σε επίπεδο 

mRNA και σε πρωτεϊνικό επίπεδο στους νευρώνες των νωτιαίων γαγγλίων. 

∆ιαπιστώνουµε ότι σε πρωτεϊνικό επίπεδο, η ΤΑG-1 εκφράζεται στα νευρικά κύτταρα 

ενηλίκου µε µοριακό βάρος 135 kD, όπως και στο εµβρυϊκό νευρικό σύστηµα. 

Συγκριτικά µε προηγούµενα στάδια, η ζώνη των 135 kD παρουσιάζεται σηµαντικά 

ελαττωµένη στα νωτιαία γάγγλια ενηλίκου, ενώ παράλληλα στον ενήλικο 

διαπιστώνουµε, για πρώτη φορά, την ύπαρξη µιας ισοµορφικής TAG-1 πρωτεΐνης µε 

το µοριακό βάρος των 90 kD. Η πρωτεΐνη αυτή ανιχνεύεται αποκλειστικά στον 

ενήλικο και υποθέτουµε ότι αποτελεί ένα ειδικό πρωτεολυτικό προϊόν της 135 kD 

πρωτεΐνης, καθώς είναι αδύνατο να έχει προκύψει από εναλλακτικό µάτισµα 

(alternative splicing), λόγω έλλειψης αντίστοιχων θέσεων στο mRNA του γονιδίου 

της TAG-1 (Furley et al., 1990). Eνδεχόµενη πρωτεόλυση για την παραγωγή της 

χαµηλής  TAG-1 ισοµορφικής πρωτεΐνης  των 90 kD στον ενήλικο, είναι πιθανό να 

ευθύνεται για την ελάττωση της ζώνης των 135 kD που παρατηρείται στα νωτιαία 

γάγγλια ενηλίκου συγκριτικά µε τα προηγούµενα στάδια P15 και E 13,5. Άγνωστη 

όµως παραµένει η σύσταση, η ακριβής διαδικασία προέλευσης και η λειτουργική 

σηµασία της καινούργιας αυτής ενήλικης ισοµορφής της TAG-1 για την οποία και 

απαιτείται περαιτέρω διερεύνηση στο µέλλον. Φαίνεται λοιπόν ότι η έκφραση της 

TAG-1 υπόκειται σε µετα-µεταφραστική τροποποίηση στον ενήλικο, όπου συνδέεται 

πιθανά µε ένα διαφορετικό ρόλο από αυτόν που έχει κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, 

καθώς στο στάδιο αυτό απαιτείται µεγαλύτερη σταθερότητα των διακυτταρικών 
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συνδέσεων. Αντίστοιχα µε την TAG-1 έχουν βρεθεί και άλλες ΙgSF πρωτεΐνες  που 

υπόκεινται σε µεταγραφικές ή µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις ανάλογα µε το 

κυτταρικό σύστηµα και το στάδιο στο οποίο εκφράζονται. Έτσι στον ενήλικο 

συναντάµε την VASE-exon NCAM που αντικαθιστά την εµβρυϊκή PSA-NCAM 

(Small and Akeson, 1990) και την L1 που ανάλογα µε την έκφραση των εξωνίων 2 

και 27  εκφράζεται σε νευρώνες ή γλοιακά κύτταρα (Itoh et al., 2000). Eπιπλέον, 

νωρίς κατά τη µυελίνωση εκφράζεται κυρίως η L-MAG που δεν περιέχει το εξώνιο 

12 το οποίο περιέχεται στην S-MAG που επικρατεί σε µετέπειτα στάδια. Αντίστοιχα 

η F3/contactin, πιθανά λόγω διαφορετικού βαθµού γλυκοσυλίωσης του πρωτεϊνικού 

κορµού, διακρίνεται σε δύο διαφορετικές ισοµορφές που εκφράζονται στους 

νευρώνες ή στα ολιγοδενδροκύτταρα (Rios et al., 2000). Η πληθώρα των 

τροποποιήσεων που παρατηρούνται στις IgSF πρωτεΐνες, συµβάλλουν στη δραµατική 

αύξηση του αριθµού των διαθέσιµων  µορίων κυτταρικής συνάφειας συγκριτικά µε 

τον αριθµό των ΙgSF γονιδίων που έχουν εντοπιστεί στο γονιδίωµα. Oι διαφορετικές 

ισοµορφές των IgSF πρωτεϊνών αλληλεπιδρούν µε διαφορετικά εξωκυτταρικά και 

ενδοκυτταρικά µόρια στόχους, εξασφαλίζοντας έτσι τη δηµιουργία του είδους της 

κυτταρικής συνάφειας που απαιτείται ανάλογα µε το στάδιο ή το κυτταρικό σύστηµα 

(Brummendorf and Lemmon, 2001). 

Iστολογικά, το TAG-1 mRNA εντοπίζεται σε όλους τους νευρώνες που 

συνιστούν το νωτιαίο γάγγλιο στον ενήλικο, ανεξάρτητα του µεγέθους τους, ενώ δεν 

εκφράζεται στα δορυφορικά τους γλοιακά κύτταρα. Το νωτιαίο γάγγλιο απαρτίζεται 

από διαφορετικούς υπο-πληθυσµούς νευρώνων που χαρακτηρίζονται από εξειδίκευση 

ως προς το είδος του αισθητικού ερεθίσµατος που µεταφέρουν από την περιφέρεια 

στο νωτιαίο µυελό. Oι νευρώνες µικρού και ενδιάµεσου µεγέθους µεταφέρουν κυρίως 

ερεθίσµατα αντίληψης πόνου και για τη βιωσιµότητά τους απαιτείται συνεχής 

πρόσληψη από την περιφέρεια του νευροτροφικού παράγοντα NGF για τον οποίο 

εκφράζουν τον κατάλληλο υποδοχέα TrkA. Οι µεγάλου µεγέθους νευρώνες 

µεταφέρουν ερεθίσµατα αντίληψης µηχανικής πίεσης και ειδιοδεκτικότητας και είναι 

εξαρτώµενοι από τον νευροτροφικό παράγοντα ΝΤ-3 για τον οποίο εκφράζουν 

αντίστοιχα τον υποδοχέα TrkC (Sofroniew et al., 2001). Μετά τη διέγερση του 

αντίστοιχου υποδοχέα στην περιφέρεια, πραγµατοποιείται αντίδροµη µετάδοση του 

αισθητικού ερεθίσµατος από τον νευράξονα στο κυτταρικό σώµα των νωτιαίων 

γαγγλίων, από όπου οι κεντρικές προβολές τους στη συνέχεια κατανέµουν την 

αισθητική πληροφορία ειδικά στους νευρώνες εκείνους του κεντρικού συστήµατος 
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που σχετίζονται µε την αντίληψη του συγκεκριµένου ερεθίσµατος. Η λειτουργική 

εξειδίκευση των νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων συνδέεται πιθανότατα και µε την 

έκφραση διαφορετικών πρωτεϊνών κυτταρικής αναγνώρισης προκειµένου να 

διατηρήσουν το σωστό πρότυπο νεύρωσης στο ΚΝΣ και στο ΠΝΣ, καθώς 

παρουσιάζουν µεγάλη ικανότητα δηµιουργίας αυξητικών προεκβολών στις κεντρικές 

και περιφερικές απολήξεις τους. Συγκεκριµένα έχει βρεθεί ότι η L1 και η CHL1 

εντοπίζονται µόνο στους µικρούς και ενδιάµεσους νευρώνες, ενώ δεν εκφράζονται 

στους µεγάλους νευρώνες (Zhang et al., 2000). Όµως στην περίπτωση της TAG-1 δεν 

παρατηρούµε κάποια επιλεκτική έκφραση ως προς το είδος των αισθητικών 

νευρώνων, καθώς το αντίστοιχο mRNA ανιχνεύεται σε όλα είδη των νευρώνων που 

απαρτίζουν το γάγγλιο.  

Στο επίπεδο των σωµάτων των νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων, η TAG-1 

εντοπίζεται πιθανότατα στο επίπεδο της κυτταρικής µεµβράνης, όπου θα µπορούσε 

να συµβάλλει στην συνάφεια/προσκόλληση των κυττάρων αυτών µε τα δορυφορικά 

τους γλοιακά κύτταρα µέσω ετεροφιλικών αλληλεπιδράσεων, καθώς η TAG-1 δεν 

εκφράζεται στα τελευταία κύτταρα. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές έχουν σαν αποτέλεσµα 

τη δηµιουργία και τη διατήρηση των διακυτταρικών συνδέσεων που εξασφαλίζουν 

την συµπαγή οργάνωση των νευρώνων αυτών µέσα στη κάψα του νωτιαίου γαγγλίου. 

Παράλληλα µε την έκφραση της TAG-1 στα κυτταρικά σώµατα των νωτιαίων 

γαγγλιακών νευρώνων, η πρωτεΐνη κατανέµεται και στις απολήξεις των νωτιαίων 

γαγγλίων, όπου όµως διαπιστώνεται µικρότερη έκφρασή της στις κεντρικές σε σχέση 

µε τις περιφερικές τους απολήξεις. Αυτή η ανοµοιογένεια στην κατανοµή της ΤΑG-1 

στις απολήξεις των νωτιαίων γαγγλίων ενηλίκου δεν παρατηρείται κατά τη διάρκεια 

της εµβρϋικής ανάπτυξης (Dodd et al., 1988). Πρέπει όµως να τονίσουµε στο σηµείο 

αυτό, ότι η TAG-1 που ανιχνεύεται ανοσοϊστοχηµικά στις προβολές των νωτιαίων 

γαγγλίων δεν είναι αµιγώς νευρωνικής προέλευσης, καθώς υπάρχει έκφραση της 

TAG-1 και στα γλοιακά κύτταρα Schwann που ξεκινάει µετά τη γέννηση και 

διατηρείται στο ενήλικο ΠΝΣ. Κατά συνέπεια, η ελάττωση της TAG-1 που 

παρατηρείται στην κεντρική απόληξη των νωταίων γαγγλίων µπορεί να οφείλεται σε 

χαµηλότερα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης αυτής από τα κύτταρα Scwhann που 

βρίσκονται εκεί. Kάτι αντίστοιχο έχει βρεθεί ότι συµβαίνει και για την οµόλογη 

πρωτεΐνη της L1, την CHL1, που εκφράζεται στα νωτιαία γάγγλια και στα γλοιακά 

κύτταρα, αλλά η έκφρασή της στην κεντρική απόληξη των γαγγλίων είναι σχετικά 

χαµηλή (Zhang et al., 2000). 
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 Ο σχηµατισµός των εµµύελων νευρικών ινών στο ΠΝΣ ξεκινάει µετά τη 

γέννηση, οπότε και τα εµµύελα κύτταρα Schwann αρχίζουν να δηµιουργούν το 

µυελώδες έλυτρο γύρω από τους άξονες των νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων που 

έχουν διάµετρο µεγαλύτερη από 1 µm. Μέχρι τώρα δεν είναι γνωστή η φύση των 

νευρικών σηµάτων που καθορίζουν την δηµιουργία του ελύτρου της µυελίνης γύρω 

από τον νευράξονα, ενώ επίσης άγνωστα παραµένουν τα σήµατα που προσδιορίζουν 

το πλήθος των στοιβάδων της µυελίνης, που φαίνεται να εξαρτάται από το πάχος του 

νευράξονα (Garbay et al., 2000). Όπως έχουµε δείξει προηγουµένως, κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης στον επίµυ τα νωτιαία γάγγλια ελαττώνουν σηµαντικά τα 

επίπεδα έκφρασης της ΤΑG-1, µε αποτέλεσµα στον ενήλικο η συγκεκριµένη 

πρωτεΐνη να εκφράζεται σε πολύ χαµηλότερα επίπεδα σε σχέση µε προηγούµενα 

στάδια.  Η αλλαγή των επιπέδων της TAG-1 στα νωτιαία γάγγλια µπορεί να αποτελεί 

ένα σήµα µε βάση το οποίο οι νευρώνες αυτοί επάγουν τη δηµιουργία του ελύτρου 

µυελίνης γύρω από τον άξονά τους. Μία άλλη πιθανότητα είναι η µείωση της TAG-1 

στους νευρώνες αυτούς να σηµατοδοτεί το πλήθος των στοιβάδων µυελίνης που θα 

δηµιουργήσει το εµµύελο κύτταρο Schwann γύρω από τον άξονά του.  

 

ΙΙ. Έκφραση της TAG-1 στα νευρικά κύτταρα κατά τη διάρκεια της 

αναγέννησης στο ΠΝΣ. 

Το ΠΝΣ των θηλαστικών καθώς και το νευρικό σύστηµα των κατώτερων 

σπονδυλωτών παρουσιάζει σηµαντική ικανότητα αναγέννησης µετά από 

τραυµατισµούς (για ανασκόπηση βλέπε εισαγωγή και Fu and Gordon, 1997; Ide, 

1996). Η αναγέννηση ενός νευρώνα επηρεάζεται τόσο από εσωτερικούς κυτταρικούς 

µηχανισµούς που ενεργοποιούνται µετά τον τραυµατισµό και του εξασφαλίζουν την 

επιβίωσή του και την δηµιουργία νέων αυξητικών προεκβολών στον νευράξονα (Fu 

and Gordon, 1997), όσο και από το περιβάλλον του, που στο ΠΝΣ αποτελείται από τα 

γλοιακά κύτταρα Schwann. Tα κύτταρα αυτά, µετά από τραυµατισµό 

πολλαπλασιάζονται και ενεργοποιούνται στο να παράγουν µία σειρά τροφικών και 

αυξητικών παραγόντων που εξασφαλίζουν την επιβίωση του νευρώνα και την 

επέκταση των αυξητικών προεκβολών του υπο-αναγέννηση νευράξονα (Fu and 

Gordon, 1997; Ide, 1996). Κατά τη διάρκεια της αναγέννησης στο ΠΝΣ, οι νευρώνες 

αυξάνουν την έκφραση πρωτεϊνών που κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης 

συνδέονται µε την αύξηση των αναπτυσσόµενου νευράξονα, δηλαδή επανακτούν ένα 

εµβρυϊκό φαινότυπο ως προς την έκφραση των πρωτεϊνών αυτών (recapitulation). 
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Έτσι µεταξύ άλλων οι νευρώνες αυτοί αυξάνουν την έκφραση των IgSF πρωτεϊνών  

κυτταρικής συνάφειας (IgCAMs) όπως είναι  η NCAM και η οµόλογη της L1 η 

CHL1. Αντίστοιχες πρωτεΐνες όπως η CHL1, L1 και η ΝCAM αυξάνονται 

παράλληλα µετά τον τραυµατισµό και στα γλοιακά κύτταρα Schwann που βρίσκονται 

στο ακραίο τµήµα του νεύρου (Fu and Gordon, 1997; Zhang et al., 2000). Τα µόρια 

αυτά που βρίσκονται συγχρόνως και στα κύτταρα Schwann και στον αυξητικό κώνο 

είναι πολύ πιθανό να µεσολαβούν στις αλληλεπιδράσεις των υπο-αναγέννηση 

νευραξόνων µε το υπόστρωµά τους στο ακραίο τµήµα του νεύρου, διευκολύνοντας 

έτσι την αξονική αναγέννηση. Συνήθως, τα µόρια που συµµετέχουν στην 

αναγεννητική διαδικασία µεταβάλλουν τα επίπεδα έκφρασής τους µετά τον 

τραυµατισµό, ενώ επανέρχονται στα φυσιολογικά τους επίπεδα µετά την 

επανανεύρωση του αρχικού στόχου. Στην περίπτωση που η αναγέννηση εµποδίζεται 

µέσω µόνιµης διατοµής, αφού δεν υπάρχει συρραφή των δύο άκρων του νεύρου, τα 

µόρια αυτά δεν επανέρχονται στα φυσιολογικά τους επίπεδα. Yπάρχουν όµως 

περιπτώσεις µορίων που εµπλέκονται στην αναγεννητική διαδικασία χωρίς να 

µεταβάλλονται τα επίπεδά τους παράλληλα µε το φαινόµενο της αναγέννησης. Στον 

ενήλικο, η L1 εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες 

καθώς και στους κινητικούς νευρώνες στο κοιλιακό κέρας του νωτιαίου µυελού, όπου 

η έκφρασή της δεν µεταβάλλεται κατά τη διάρκεια της αναγέννησης (Zhang et al., 

2000), αν και η πρωτεΐνη αυτή είναι καθοριστική για την αύξηση του νευράξονα κατά 

τη διάρκεια της αναγέννησης. Η υψηλή έκφραση της L1 στους συγκεκριµένους 

ενήλικους νευρώνες θεωρείται αρκετή για να τους εξασφαλίσει την αύξηση των 

νευραξόνων τους σε συνθήκες που ευνοείται η αναγέννηση.  

Η συνεχιζόµενη έκφραση της αυξητικής IgSF πρωτεΐνης συνάφειας TAG-1 

στα νωτιαία γάγγλια ενηλίκου µετά τη διατοµή, είναι πολύ πιθανό να συνδέεται µε 

την υψηλή αναγεννητική ικανότητα των νευρώνων αυτών. Προηγούµενες µελέτες 

έχουν δείξει έκφραση της TAG-1 στους γαγγλιακούς νευρώνες του αµφιβληστροειδή  

ιχθύος (Ζebrafish) που εµφανίζουν έντονη αναγεννητική ικανότητα µετά από 

τραυµατισµό του οπτικού νεύρου. Η έκφραση της TAG-1 επάγεται στους 

προηγούµενους νευρώνες κατά τη διάρκεια της αναγέννησης και είναι πολύ πιθανό 

να συνδέεται µε την σωστή καθοδήγηση των νευραξόνων σε κατάλληλα κύτταρα 

στόχους της οπτικής καλύπρας (Lang et al., 2001). Εξετάσαµε εδώ την πιθανότητα η 

IgSF πρωτεΐνη κυτταρικής συνάφειας TAG-1, να συµµετέχει στην αναγεννητική 

διαδικασία στο ΠΝΣ, µελετώντας την έκφρασή της τόσο σε επίπεδο mRNA όσο και 
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σε επίπεδο πρωτεΐνης στα νωτιαία γάγγλια κατά τη διάρκεια της αναγέννησης, 

χρησιµοποιώντας το µοντέλο της µονόπλευρης διατοµής του ισχιακού νεύρου στον 

ενήλικο επίµυ. Εντούτοις, δεν καταφέραµε να εντοπίσουµε κάποια αύξηση των 

επιπέδων έκφρασης της TAG-1 στα νωτιαία γάγγλια κατά τη διάρκεια της 

δηµιουργίας των αυξητικών προεκβολών (sprouts) στο εγγύς άκρο του νεύρου, που 

πραγµατοποιούνται κυρίως στην τρίτη ηµέρα µετά τη διατοµή. Αντίθετα διακρίναµε 

µία µείωση του TAG-1 mRNA στους µικρούς και ενδιάµεσους νωτιαίους 

γαγγλιακούς νευρώνες στις 15 ηµέρες µετά τη διατοµή, ενώ µικρή µείωση 

παρατηρείται αντίστοιχα και σε επίπεδο συνολικής πρωτεΐνης που αποµονώθηκε από 

τα L4 και L5 νωτιαία γάγγλια. Οι συγκεκριµένοι νευρώνες είναι γνωστό ότι είναι 

τροφο-εξαρτώµενοι από τον παράγοντα NGF ενώ παράλληλα εκφράζουν τον ΝP1 

υποδοχέα της SemaphorinA. Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, η  SemaphorinA 

είναι ένα έντονα ανασταλτικό µόριο για την αύξηση του νευράξονα κατά τη διάρκεια 

της αναγέννησης των νευρώνων στο ΚΝΣ. Η αντι-αυξητική λειτουργία της 

SemaphorinA στο KNΣ αντιστρέφεται στην περίπτωση που αναστέλλεται η δράση 

της IgSF πρωτεΐνης L1, που µαζί τον υποδοχέα ΝP1 αναγνωρίζουν στην επιφάνεια 

της κυτταρική µεµβράνης την SemaphorinA (Castellani et al., 2000; Gavazzi, 2001). 

Όµως κατά τη διάρκεια της αναγέννησης των νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων, 

διατηρείται σταθερή η έκφραση της L1 στους µικρούς και ενδιάµεσους νωτιαίους 

νευρώνες. Οπότε η ΤΑG-1, µέσω της µείωσής της στους µικρούς και ενδιάµεσους 

νευρώνες θα µπορούσε µε τη σειρά της να τροποποιεί την ανασταλτική δράση της 

Semaphorin3A κατά τη διάρκεια της αναγέννησης στο ΠΝΣ µέσω ενός µηχανισµού 

παρόµοιου µε αυτό που περιγράφτηκε για την L1 στο ΚΝΣ.  Στα πλαίσια αυτά, θα 

ήταν ενδιαφέρον να εξετάσουµε την πιθανή ύπαρξη αλληλεπίδρασης της TAG-1 µε 

τον ΝP1 υποδοχέα, που θα µπορούσε να δικαιολογήσει µία ενδεχόµενη 

τροποποιητική δράση της TAG-1 ως προς την Semaphorin3A. Στις 60 ηµέρες, 

παρατηρούµε ότι υπάρχει αποκατάσταση των επιπέδων της TAG-1 πρωτεΐνης στην 

περίπτωση που εµποδίζεται η αναγέννηση µέσω απολίνωσης στο εγγύς άκρο του 

νεύρου. Αντίθετα, στην περίπτωση που η αναγέννηση επιτρέπεται διαπιστώνουµε ότι 

η πρωτεΐνη αυτή βρίσκεται σε ακόµη χαµηλότερα επίπεδα στους νωτιαίους 

γαγγλιακούς νευρώνες. Η επανανεύρωση του αρχικού στόχου που πραγµατοποιείται 

σε αυτό το διάστηµα ή οι αλληλεπιδράσεις που συντελούνται µεταξύ των αυξητικών 

κώνων και του υποστρώµατος των κυττάρων Schwann στο ακραίο τµήµα του νεύρου, 

µπορεί να είναι υπεύθυνες για την επικράτηση της µείωσης αυτής στους υπο-
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αναγέννηση νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες. Η παρατεταµένη µείωση της TAG-1 

στους νευρώνες αυτούς, θα µπορούσε να συµβάλλει στην περαιτέρω επιµήκυνση και 

καθοδήγηση των υπο-αναγέννηση αξονικών προεκβολών τους στο ιδιαίτερα ευνοϊκό 

περιβάλλον που συναντούν στο ακραίο τµήµα του νεύρου.  

Η αδυναµία των υπο-αναγέννηση νευραξόνων να κατευθυνθούν σωστά στους 

αρχικούς ενδονευρικούς αγωγούς βασικής στοιβάδας στο ακραίο τµήµα του νεύρου, 

έχει ως αποτέλεσµα να υπάρχει περιορισµένη επανανεύρωση του αρχικού στόχου των 

νευραξόνων. Κατά συνέπεια, παρατηρείται συνεχιζόµενη επέκταση των αυξητικών 

προεκβολών (sprouts) ακόµα και στο επίπεδο του κυτταρικού στόχου, στη 

δηµιουργία των οποίων θα µπορούσε να συµβάλλει και η συνεχιζόµενη µείωση της 

TAG-1. Η έλλειψη σωστής επανανεύρωσης του αρχικού στόχου, θα µπορούσε να 

ευθύνεται για την µη αποκατάσταστη των  επιπέδων της TAG-1 που παρατηρείται 

στους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες ακόµα στις 60 ηµέρες, διάστηµα στο οποίο 

θεωρητικά έχει επέλθει η ολοκλήρωση της αναγέννησης.   

 

ΙΙΙ. Πιθανοί µηχανισµοί ελέγχου της έκφρασης της TAG-1 στα νωτιαία γάγγλια 

ενηλίκου.  

Είναι γνωστό ότι οι κυτταρικοί στόχοι νεύρωσης των νωτιαίων γαγγλίων και 

ειδικά ο περιφερικός τους στόχος, αποτελούν κύρια πηγή διαφόρων τροφικών 

παραγόντων όπως είναι ο NGF, που είναι απαραίτητοι για τη βιωσιµότητα και τη 

διατήρηση της λειτουργίας του νευρώνα (Sofroniew et al., 2001). Αυτοί οι 

νευροτροφικοί παράγοντες µπορούν να επηρεάσουν την κυτταρική βιωσιµότητα,  το 

µεταβολισµό των νευροδιαβιβαστών, τη σύνθεση των κυτταροσκελετικών 

πρωτεϊνών, καθώς και των επιφανειακών γλυκοπρωτεϊνών (Raivich and Kreutzberg, 

1993). 

Οι παράγοντες αυτοί προσλαµβάνονται κυρίως µέσω των  υποδοχέων τους 

στις απολήξεις των νευραξόνων και µεταφέρονται αντίδροµα κατά µήκος των 

νευραξόνων στα κυττταρικά σώµατα. Παράλληλα µε τον ιστό νεύρωσης των 

γαγγλιακών νευρώνων, πηγή των παραγόντων αυτών αποτελούν και τα γλοιακά  

κύτταρα, οι ινοβλάστες και τα µακροφάγα που βρίσκονται κοντά στο νευρωνικό 

κυτταρικό σώµα και στον νευράξονα. Ειδικότερα στην περίπτωση τραυµατισµού του 

νευράξονα στο ΠΝΣ, όπου υπάρχει απώλεια του περιφερικού στόχου νεύρωσης, 

παρατηρείται συνήθως αύξηση της έκφρασης τροφικών παραγόντων όπως οι ΝGF, 

BDNF, NT-4/5, GDNF, CNTF, IGFs, FGFb και άλλων τόσο στους τραυµατισµένους 
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νευρώνες όσο και στα µη νευρικά κύτταρα που περιβάλλουν τα κυτταρικά σώµατα ή 

βρίσκονται κοντά στο σηµείο της βλάβης, οπότε η δράση των παραγόντων αυτών 

στον νευρώνα µπορεί να είναι αυτοκρινής ή παρακρινής. Οι παράγοντες αυτοί 

επανέρχονται στα αρχικά τους επίπεδα µε την ολοκλήρωση της αναγέννησης, δηλαδή 

µε την επανανεύρωση του αρχικού στόχου (Fu and Gordon, 1997). Η επαγωγή των 

τροφικών παραγόντων εξασφαλίζει την επιβίωση του νευρώνα και σε ορισµένες 

περιπτώσεις αυξάνει την ικανότητα αναγέννησης του νευράξονά του στον αρχικό 

στόχο νεύρωσης (Raivich and Kreutzberg, 1993). Στην περίπτωση της αναγέννησης, 

ορισµένοι τροφικοί παράγοντες συνδέονται µε την αυξηµένη έκφραση των IgSF 

πρωτεϊνών, που παρατηρείται στα γλοιακά και στα νευρικά κύτταρα όπως 

αναφέρθηκε ήδη προηγουµένως, εξασφαλίζοντας έτσι την αύξηση και την 

καθοδήγηση του υπο-αναγέννηση νευράξονα. Συγκεκριµένα, έχει βρεθεί ότι ο 

παράγοντας NGF επάγει την έκφραση της L1 στα κύτταρα Schwann in vitro 

(Seilheimer and Schachner, 1987) ενώ επάγει επίσης τη δηµιουργία νευριτών από τα 

PC12 κύτταρα (Friedlander et al., 1986). Επιπλέον, χορήγηση εξωγενώς του 

νευροτροφικού παράγοντα BDNF σε περίπτωση τραυµατισµού του οπτικού νεύρου, 

διατηρεί την έκφραση της  TAG-1 στους γαγγλιακούς νευρώνες του 

αµφιβληστροειδή και µε αυτό τον τρόπο συµβάλλει πιθανώς στην αύξηση της 

αναγεννητικής ικανότητας που φαίνεται να  προκαλεί ο  BDNF σε αυτούς τους 

νευρώνες (Klocker et al., 2001). 

Στην προσπάθειά µας για την κατανόηση των ρυθµιστικών µηχανισµών της 

TAG-1 στους γαγγλιακούς νευρώνες του ενήλικου επίµυ, εξετάσαµε την πιθανότητα 

η έκφραση της πρωτεΐνης εκεί να επηρεάζεται από την ύπαρξη φυσιολογικών 

συνδέσεων των κυττάρων αυτών στην περιφέρεια (µύες) και στο ΚΝΣ (νωτιαίος 

µυελός). Οι στόχοι νεύρωσης αποτελούν την κύρια πηγή νευροτροφικών παραγόντων 

που µεταφέρονται µέσω των υποδοχέων υψηλής συγγένειας αντίδροµα κατά µήκος 

του νευράξονα στο σώµα του νευρώνα. Οι νευροτροφικοί αυτοί παράγοντες είναι 

πολύ σηµαντικοί για τη βιωσιµότητα του νευρώνα, για την οργάνωση του 

κυτταροσκελετού για τη δηµιουργία νευριτών καθώς και για την έκφραση των 

γλυκοπρωτεϊνών στην επιφάνεια του κυττάρου (Raivich and Kreutzberg, 1993). 

Χρησιµοποιώντας δύο in vivo πειραµατικά µοντέλα, προκαλέσαµε απώλεια των 

συνδέσεων αυτών, για να εξετάσουµε στη συνέχεια µέσω ανάλυσης Western, τα 

επίπεδα έκφρασης της TAG-1 πρωτεΐνης µε µοριακό βάρος 135 kD στους νωτιαίους 

γαγγλιακούς νευρώνες. Στο ένα µοντέλο, η µονόπλευρη διατοµή του ισχιακού νεύρου 

 106



προκαλεί απώλεια του περιφερικού στόχου νεύρωσης των L4 και L5 νωτιαίων 

γαγγλιακών νευρώνων. Στο άλλο µοντέλο της εξωκυτταροτοξικής καταστροφής του 

νωτιαίου µυελού, πραγµατοποιείται µονόπλευρη έγχυση καϊνικού οξέως στο οσφϋικό 

όγκωµα, οπότε υπάρχει απώλεια του κεντρικού στόχου νεύρωσης των L4 και L5 

νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων. ∆ιαπιστώνουµε ότι ο περιφερικός στόχος δεν 

επηρεάζει σηµαντικά τα επίπεδα έκφρασης της TAG-1 στους νωτιαίους γαγγλιακούς 

νευρώνες, ενώ ο κεντρικός στόχος των νευρώνων αυτών αποδεικνύεται καθοριστικός 

για την διατήρηση της οµαλής έκφρασης της πρωτεΐνης αυτής στα νωτιαία γάγγλια. 

Είναι πιθανό στην περίπτωση της διατοµής του ισχιακού νεύρου, τα δορυφορικά 

κύτταρα που περιβάλλουν τους νευρώνες στο γάγγλιο να εξασφαλίζουν τους 

νευροτροφικούς παράγοντες που είναι απαραίτητοι για τη διατήρηση της έκφρασης 

της TAG-1. Tα κύτταρα αυτά έχουν βρεθεί ότι επάγουν µετά από τον περιφερικό 

τραυµατισµό την έκφραση µίας σειράς τροφικών παραγόντων όπως είναι οι 

νευροτροφικοί παράγοντες της οικογένειας των κυτοκινών CNTF και ΙGF (Fu and 

Gordon, 1997). Εναλλακτικά, ο κεντρικός στόχος που διατηρείται µπορεί να αποτελεί 

πηγή του σήµατος που εξασφαλίζει την έκφραση της TAG-1 στα νωτιαία γάγγλια. 

Εκεί τα νευρικά κύτταρα καθώς και τα γλοιακά κύτταρα µπορεί να είναι πηγή των 

κατάλληλων τροφικών παραγόντων. Η τελευταία πιθανότητα δικαιολογεί και την 

παρατήρησή µας για την ύπαρξη σηµαντικής µείωσης των επιπέδων της TAG-1 στα 

νευρικά σώµατα και στις περιφερικές απολήξεις των γαγγλίων της πλευράς του 

νωτιαίου µυελού που έχει υποστεί την εξωκυτταροτοξική καταστροφή, στο επίπεδο 

που έχει γίνει η έγχυση του καϊνικού οξέως, δηλαδή στο οσφϋικό όγκωµα. Αντίθετα 

παρατηρούµε ότι η έκφραση της TAG-1 διατηρείται φυσιολογική στις κεντρικές 

προβολές των νωτιαίων γαγγλίων, όπου µπορεί να προέρχεται κυρίως από τα κύτταρα 

Schwann που βρίσκονται εκεί και τα οποία έχουν βρεθεί να µεταναστεύουν µέσω των 

ραχιαίων ριζών προς το σηµείο της βλάβης στο νωτιαίο µυελό (Nothias and 

Peschanski, 1990). 

 Είναι λοιπόν πιθανό, ο νωτιαίος µυελός ως κεντρικός στόχος νεύρωσης των 

νωτιαίων γαγγλίων να αποτελεί την κύρια πηγή αυξητικών παραγόντων που ελέγχουν 

την έκφραση µορίων συνάφειας όπως η TAG-1 στα νωτιαία γάγγλια. Εναλλακτικά, 

το περιβάλλον που δηµιουργείται στην περίπτωση του τραυµατισµού, είναι πιθανό να 

επάγει την ελάττωση των επιπέδων της TAG-1 στα νωτιαία γάγγλια και κατά 

συνέπεια να υπάρχει φτωχή αναγεννητική ικανότητα των κεντρικών προβολών τους 

στο σηµείο του νωτιαίου µυελού που έχει προκληθεί η βλάβη. Οι κεντρικές προβολές 
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των νωτιαίων γαγγλίων διατηρούνται άθικτες στο σηµείο της εξωκυττατοξικής 

καταστροφής αλλά έχουν χάσει πλέον τους κυτταρικούς τους στόχους, οπότε και 

δηµιουργούν εκ νέου αξονικές προεκβολές (sprouts) προκειµένου να 

πραγµατοποιήσουν νέες συνάψεις µε άλλα κύτταρα που έχουν αποµείνει στο 

περιβάλλον τους (Nothias and Peschanski, 1990). Όµως στο περιβάλλον αυτό 

υπάρχουν και έντονοι ανασταλτικοί παράγοντες που εµποδίζουν την επιτυχηµένη 

αύξηση των νευραξόνων σε νέα κύτταρα στόχους. Συγκεκριµένα τα υπολείµατα 

µυελίνης θεωρούνται ιδιαιτέρως ανασταλτικά για την αναγέννηση στο ΚΝΣ, µέσω 

των συστατικών τους, που είναι οι πρωτεΐνες MAG και ΝοgoA που φαίνεται να 

εµποδίζουν την επέκταση νευριτών in vitro (Huber and Schwab, 2000; Pasterkamp 

and Verhaagen, 2001). Eπιπλέον, στην αστρογλοιακή ουλή που δηµιουργείται στο 

σηµείο της βλάβης εκφράζονται άλλα ανασταλτικά µόρια όπως η tenascin-C, οι 

πρωτεογλυκάνες και οι εφρίνες Εph/Ephrins (Pasterkamp and Verhaagen, 2001). 

Παράλληλα στο σηµείο της βλάβης, οι ινοβλάστες δηµιουργούν επίσης ουλές οι 

οποίες παράγουν την έντονα ανασταλτική πρωτεΐνη Semaphorin3Α, που 

αναγνωρίζεται από τους NP-1 υποδοχείς που βρίσκονται στους νευράξονες των 

νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων µικρού και ενδιαµέσου µεγέθους που είναι τροφο-

εξαρτώµενοι από τον νευροτροφικό παράγοντα NGF (Gavazzi, 2001). Οπότε οι 

προηγούµενοι ανασταλτικοί παράγοντες µπορεί να εµποδίζουν την εξέλιξη του 

φαινοµένου της αναγέννησης στο ΚΝΣ, µέσω αναστολής της έκφρασης αυξητικών 

πρωτεϊνών όπως είναι η TAG-1 στους τραυµατισµένους νευρώνες. Εναλλακτικά, η 

ελάττωση της TAG-1 που παρατηρείται στα σώµατα και στις απολήξεις των νωτιαίων 

γαγγλιακών νευρώνων θα µπορούσε να ευνοεί την ελάττωση της απόκρισης των 

αξονικών τους προεκβολών στα προηγούµενα ανασταλτικά µόρια. Ειδικότερα για την 

περίπτωση της Semaphorin3A έχει βρεθεί ότι για την εκδήλωση της ανασταλτικής 

της δράσης απαιτείται για την αναγνώρισή της η ύπαρξη ενός υποδοχέα σύµπλοκου 

της NP-1 µε την IgSF πρωτεΐνη L1, ενώ σε περίπτωση αποκλεισµού της L1 η 

ανασταλτική δράση της Semaphorin3A για την αύξηση του νευράξονα µετατρέπεται 

σε ευνοϊκή (Castellani et al., 2000). Οπότε η ελάττωση που παρατηρείται εδώ για την 

TAG-1 στους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες, θα µπορούσε αντίστοιχα µε την 

περίπτωση της L1 να θεωρηθεί σαν µία απόπειρα των νευρώνων αυτών να 

επεκτείνουν τις αυξητικές τους προεκβολές στο σηµείο της βλάβης µέσω αναστολής 

της αρνητικής δράσης της Semaphorin3A.  
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ΙV. Προοπτικές από την µελέτη της νευρωνικής έκφρασης της TAG-1 στο 

ενήλικο ΠΝΣ. 

Με την παρούσα µελέτη καλύπτεται το κενό που υπήρχε γύρω από την έκφραση της 

IgSF πρωτεΐνης νευρωνικής συνάφειας TAG-1 στο ενήλικο ΠΝΣ και ειδικότερα 

στους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες. Παρουσιάστηκε αναλυτικά µέσα από 

διαφορετικές προσεγγίσεις το πρότυπο έκφρασης  της TAG-1 στους ενήλικους 

νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες σε σύγκριση µε προηγούµενα στάδια της ανάπτυξης 

των νευρώνων αυτών. Επιπλέον, έγινε µία προσπάθεια να κατανοήσουµε τους 

µηχανισµούς που ελέγχουν την έκφραση της πρωτεΐνης αυτής στους νωτιαίους 

γαγγλιακούς νευρώνες ενηλίκου, χρησιµοποιώντας δύο διαφορετικά in vivo 

πειραµατικά µοντέλα. Τέλος, εξετάσαµε τη πιθανότητα η συνεχιζόµενη έκφραση της 

TAG-1 να συνδέεται µε την αυξηµένη αναγεννητική ικανότητα που παρουσιάζουν οι 

νευρώνες των νωτιαίων γαγγλίων µετά από τραυµατισµούς, καθώς η  συγκεκριµένη 

IgSF πρωτεΐνη αποτελεί µόριο νευρωνικής συνάφειας που επάγει την αύξηση και 

επέκταση νευριτών κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης.  ∆ιαπιστώνεται ότι σε αντίθεση 

µε άλλους αυξητικούς παράγοντες όπως η NCAM, η CHL1, οι Ν-cadherins, οι 

ιντεγκρίνες και το GAP-43, η TAG-1 δεν αυξάνεται στους υπο-αναγέννηση 

περιφερικούς νευρώνες κατά τη διάρκεια της αύξησης των νευραξόνων τους και κατά 

συνέπεια δεν υπάρχει µία επανάληψη του αναπτυξιακού προτύπου για την 

συγκεκριµένη πρωτεΐνη. Η απροσδόκητη µείωση των επιπέδων έκφρασης της TAG-1 

που παρατηρείται σχετικά αργά κατά τη διάρκεια της αναγέννησης, θα µπορούσε να 

εξυπηρετεί την αύξηση των υπο-αναγέννηση νευραξόνων µε µηχανισµούς που 

συνδέονται µε την αντιστροφή των µοριακών αναστολέων που παρατηρούνται στο 

σηµείο του τραυµατισµού. Εποµένως µέσω της περίπτωσης της TAG-1, 

διαπιστώνουµε ότι ο κανόνας για την αύξηση της έκφρασης αντίστοιχων πρωτεϊνών 

στην περίπτωση της αναγέννησης δεν ισχύει και ότι οι IgSF αυξητικοί παράγοντες 

µπορούν να εξασφαλίζουν την αναγέννηση του νευράξονα µέσα από διαφορετικούς 

µηχανισµούς. Η κατανόηση των µηχανισµών ρύθµισης της έκφρασης των αυξητικών 

παραγόντων κατά την διάρκεια της αναγέννησης είναι πολύ ενδιαφέρουσα, 

προκειµένου να επιτύχουµε την τροποποίηση της έκφρασής τους προς όφελος της 

αναγέννησης και της λειτουργικής αποκατάστασης των τραυµατισµένων νευρώνων. 

Επιπλέον, η ανακάλυψη των διαφόρων µηχανισµών που εξασφαλίζουν την 

αναγέννηση στο ΠΝΣ, είναι χρήσιµη προκειµένου να δικαιολογήσουµε την 
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περιορισµένη δυνατότητα των νευρώνων στο ΚΝΣ να αναγεννηθούν επιτυχώς µετά 

από τραυµατισµούς ή βλάβες. 

 

V. Έκφραση της TAG-1 στα κύτταρα Schwann κατά την διάρκεια της 

ανάπτυξης και της αναγέννησης. 

Παράλληλα µε τη συνεχιζόµενη έκφραση της ΤAG-1 στους ενήλικους 

περιφερικούς νευρώνες, διαπιστώσαµε ότι και τα γλοιακά κύτταρα του ΠΝΣ, τα 

κύτταρα Schwann, εκφράζουν µετά τη γέννηση την TAG-1. Έτσι η TAG-1 είναι ένα 

από τα λίγα IgSF µόρια (Tait et al., 2000; Uyemura, 1993) τα οποία εκφράζονται στα 

κύτταρα Schwann, που είναι τα κυριότερα γλοιακά κύτταρα στο ΠΝΣ. Τα κύτταρα 

αυτά είτε δηµιουργούν ένα περίβληµα ή παράγουν το µυελώδες έλυτρο γύρω από 

τους περιφερικούς νευράξονες. Επιπλέον τα κύτταρα Schwann είναι πολύ σηµαντικά 

για την επιβίωση των υπο-ανάπτυξη νευρώνων στο ΠΝΣ, για την αλµατώδη 

µετάδοση του δυναµικού ενέργειας κατά µήκος των εµµύελων νευρικών ινών και για 

την αξονική αναγέννηση µετά από τραυµατισµούς (Scherer, 2002). 

H πρωτεΐνη TAG-1 παρουσιάζεται µε το ίδιο βιοχηµικό πρότυπο στα νευρικά 

και στα γλοιακά κύτταρα, δηλαδή µε το µοριακό βάρος των 135 kD. H έκφραση της 

TAG-1 στα κύτταρα Scwhann επιβεβαιώνεται και σε καλλιέργειες µεµονωµένων 

κυττάρων από ισχιακό νεύρο νεογέννητου. Στις καλλιέργειες αυτές, κύτταρα που δεν 

παράγουν µυελίνη εκφράζουν την TAG-1 στην µεµβράνη τους, ενώ η πρωτεΐνη αυτή 

εντοπίζεται και σε εκκρινόµενη µορφή στο µέσο καλλιέργειας των κυττάρων. Η 

TAG-1 ανιχνεύεται και in vivo στα αµύελα κύτταρα Schwann νεογέννητου ισχιακού 

νεύρου, ενώ δεν εκφράζεται στο στάδιο αυτό από τα εµµύελα κύτταρα Schwann. 

Στον ενήλικο η έκφραση της TAG-1 στα κύτταρα Schwann αυξάνεται, καθώς στο 

στάδιο αυτό τόσο τα αµύελα όσο και τα εµµύελα κύτταρα Schwann εκφράζουν την 

πρωτεΐνη αυτή. Η έκφραση της TAG-1 στα κύτταρα Schwann υποδηλώνει ότι η 

πρωτεΐνη αυτή µεσολαβεί στις αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις που συντελούνται 

στις ίνες  του περιφερικού νεύρου. Νωρίς κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του 

ισχιακού νεύρου, η TAG-1 εντοπίζεται τόσο στους άξονες όσο και στα αµµύελα 

κύτταρα Schwann, ενώ µία παρόµοια περίπτωση συµβαίνει και για τις IgSF 

πρωτεΐνες νευρωνικής συνάφειας  L1 και NCAM οι οποίες εµπλέκονται στην 

δηµιουργία του περιβλήµατος γύρω από δέσµες αξόνων µικρής διαµέτρου που 

συγκροτούν τις αµύελες ίνες (Martini, 1994). Οπότε η έκφραση της TAG-1 στις 

αµύελες ίνες είναι πιθανό να συµβάλει στη δηµιουργία και τη διατήρηση των 
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συνδέσεων ανάµεσα στις  αξονικές και γλοιακές µεµβράνες, µέσω οµοφιλικών 

αλληλεπιδράσεων (Felsenfeld et al., 1994) ή ετεροφιλικών αλληλεπιδράσεων µε άλλα 

µόρια όπως είναι η L1 που αποτελεί ένα γνωστό µόριο πρόσδεσης της TAG-1 σε 

άλλα συστήµατα (Malhotra et al., 1998; Rader et al., 1993). Mεταλλαγµένα ζώα που 

δεν εκφράζουν την L1 (L1-/-), παρουσιάζουν σοβαρές διαταραχές στη δοµή των 

αισθητικών αµύελων νευρικών ινών τους (Dahme et al., 1997; Haney et al., 1999). 

Μελέτες που πραγµατοποιήθηκαν στα ζώα αυτά έδειξαν ότι η αξονική L1 διατηρεί 

την οµαλή σύνδεση µεταξύ αισθητικού άξονα και κυττάρου Schwann µέσω 

πρόσδεσής της σε ένα άγνωστο έως τώρα ετερόλογο µόριο, που εκφράζεται στην 

απέναντι µεµβράνη του κυττάρου Schwann (Dahme et al., 1997; Haney et al., 1999). 

Καθώς η TAG-1 εκφράζεται από τα αµύελα κύτταρα Schwann, θα µπορούσε να είναι 

αυτό το µόριο πρόσδεσης της L1 στις αµύελες ίνες. Ένα άλλο µόριο πρόσδεσης της 

TAG-1 στις ίνες αυτές θα µπορούσε να είναι και η NrCAM (Suter et al., 1995) που 

επίσης εκφράζεται στους αµύελους άξονες (Davis et al., 1996). 

Οι αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις είναι καθοριστικές για την εκδήλωση του 

φαινοµένου της αναγέννησης που παρατηρείται µετά από τραυµατισµούς στο ΠΝΣ. 

Η ικανότητα αναγέννησης εξαρτάται από την εσωτερική ικανότητα του νευρώνα να 

επιβιώνει µετά από τραυµατισµούς και να ενεργοποιεί ένα πρόγραµµα αύξησης, που 

εκδηλώνεται µε την δηµιουργία αξονικών προεκβολών (sprouts) στο άκρο του 

τραυµατισµένου νευράξονα. Απαραίτητη όµως προϋπόθεση για τη συνέχιση και την 

ολοκλήρωση της αναγεννητικής διαδικασίας είναι η ενεργοποίηση των κυττάρων 

Schwann, τα οποία στο ακραίο τµήµα του τραυµατισµένου νεύρου 

πολλαπλασιάζονται έντονα και αποκτούν ένα διαφορετικό φαινότυπο, που µοιάζει 

πολύ µε αυτό των αµύελων κυττάρων Schwann. Συγκεκριµένα, τα κύτταρα αυτά δεν 

παράγουν µυελίνη, ενώ αυξάνουν την έκφραση αυξητικών παραγόντων που 

εξασφαλίζουν την επιβίωση των νευρώνων και  την επέκταση και καθοδήγηση των 

αξονικών προεκβολών τους στον κατάλληλο στόχο (Fu and Gordon, 1997). Έτσι τα 

κύτταρα Schwann αυξάνουν την έκφραση των νευροτροφικών παραγόντων NGF, 

BDNF, GDNF, NT-4/5 και άλλων, των µορίων κυτταρικής συνάφειας όπως η Ν-

cadherin και οι IgSF πρωτεΐνες NCAM και L1, ενώ αυξάνουν επίσης την έκφραση 

εξωκυτταρικών συστατικών της βασικής στοιβάδας όπως είναι η λαµινίνη, 

φιµπρονεκτίνη, διάφορες πρωτεογλυκάνες και άλλα (Fu and Gordon, 1997). 

Ειδικότερα οι νευροτροφικοί παράγοντες επάγουν την επιβίωση του νευρώνα, καθώς 

µεταφέρονται µέσω υποδοχέων αντίδροµα κατά µήκος του νευράξονα στο κυτταρικό 
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σώµα, ενώ σε ορισµένες περιπτώσεις όπως ο NGF και ο GDNF, φαίνεται να ευνοούν 

και την αναγέννηση νευραξόνων µέσω επαγωγής της έκφρασης της IgSF L1 

πρωτεΐνης στα κύτταρα Schwann (Fu and Gordon, 1997; Schachner et al., 1990; 

Seilheimer and Schachner, 1987). Oι IgSF πρωτεΐνες που εκφράζονται στα κύτταρα 

Schwann όπως είναι οι L1 και η NCAM, θεωρούνται ότι µεσολαβούν στις 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των υπο-αναγέννηση νευραξόνων και των κυττάρων 

Schwann στο ακραίο τµήµα του νεύρου. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές µπορεί να είναι 

οµοφιλικές καθώς παρατηρούνται συνδέσεις µεταξύ των ίδιων µορίων,  αλλά µπορεί 

να είναι και ετεροφιλικές καθώς οι προηγούµενες πρωτεΐνες µπορεί να συνδέονται µε 

άλλες IgSF πρωτεΐνες καθώς και µε τις ιντεγκρίνες.  

Στην περίπτωση της TAG-1, η έκφρασή της στα αµύελα κύτταρα Schwann 

µπορεί να συνδέεται µε την αυξηµένη δυνατότητα των κυττάρων αυτών να ευνοούν 

την αναγέννηση. Η αύξηση των επιπέδων έκφρασης της TAG-1 που παρατηρείται 

στα κύτταρα Scwhann στις 7 ηµέρες µετά τον τραυµατισµό που προκαλείται µέσω 

πίεσης στο ισχιακό νεύρο, υποστηρίζει ότι είναι πολύ πιθανή η συµµετοχή της 

πρωτεΐνης αυτής στην αύξηση και επέκταση των υπο-αναγέννηση νευραξόνων στο 

ακραίο τµήµα του νεύρου. Στο διάστηµα αυτό, οι υπο-αναγέννηση νευράξονες έχουν 

φτάσει ήδη στο ακραίο τµήµα του νεύρου, όπου και συναντούν τους αρχικούς τους 

ενδονευρικούς αγωγούς βασικής στοιβάδας που διατηρούνται στην περίπτωση της 

συµπίεσης (crush) του ισχιακού νεύρου, εξασφαλίζοντας έτσι την σωστή καθοδήγηση 

των νευραξόνων στους αρχικούς στόχους νεύρωσης. Αντίθετα στην περίπτωση της 

διατοµής, οι αυξητικές προεκβολές (sprouts) των υπο-αναγέννηση νευραξόνων 

καθυστερούν να φτάσουν στο ακραίο τµήµα του νεύρου στο οποίο κατευθύνονται µε 

τυχαίο προσανατολισµό ως προς τους ενδονευρικούς αγωγούς της βασικής στοιβάδας 

(Fu and Gordon, 1997). Παρατηρούµε ότι σταδιακά υπάρχει µία αποκατάσταση των 

επιπέδων της TAG-1 στα κύτταρα Schwann στο ακραίο τµήµα του νεύρου, γεγονός 

που συµβαδίζει µε την δηµιουργία νέων συνδέσεων µεταξύ των κυττάρων αυτών και 

των υπο-αναγέννηση νευραξόνων. Η αποκατάσταση των συνδέσεων αυτών, που 

διαταράσσονται στην περίπτωση του τραυµατισµού του νεύρου, είναι αυτή που 

σηµατοδοτεί την αναστροφή του αυξητικού φαινοτύπου των κυττάρων Schwann, τα 

οποία πλέον αρχίζουν δηµιουργούν το έλυτρο µυελίνης γύρω από τους νευράξονες 

που έχουν διάµετρο µεγαλύτερη του 1 µm.  

Η αυξηµένη έκφραση της TAG-1 στα κύτταρα Schwann µπορεί να µεσολαβεί 

στις αξονογλοιακές αλληλεπιδράσεις που συντελούνται στο ακραίο τµήµα του 
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νεύρου, µέσω αναγνώρισης άλλων IgSF µορίων που εκφράζονται στην µεµβράνη των 

υπο-αναγέννηση νευραξόνων, όπως είναι η L1 και η NCAM που αποτελούν γνωστά 

µόρια πρόσδεσης (ligands) της TAG-1 (Malhotra et al., 1998; Milev et al., 1996; 

Rader et al., 1996). Παράλληλα όπως είδαµε προηγουµένως, η TAG-1 εκφράζεται και 

στους ενήλικους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες, όπου όµως η έκφρασή της 

ελαττώνεται σηµαντικά κατά την αναγέννηση, στο στάδιο που οι νευράξονές τους 

έχουν προσεγγίσει το ακραίο τµήµα του νεύρου, δηλαδή µετά τις 15 ηµέρες. Κατά 

συνέπεια, δεν θεωρείται πιθανό η  TAG-1 να µεσολαβεί µέσω οµοφιλικών 

αλληλεπιδράσεων στις αξονο-γλοιακές συνδέσεις που πραγµατοποιούνται στο 

διάστηµα αυτό. Βλέπουµε λοιπόν, ότι κατά τη διάρκεια της αναγέννησης η TAG-1 

εµφανίζει ένα διαφορετικό πρότυπο έκφρασης στα κύτταρα Schwann συγκριτικά µε 

τους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες, οπότε και η δράση της προς όφελος της 

αύξησης του νευράξονα µπορεί να πραγµατοποιείται µέσω διαφορετικών 

µηχανισµών, που καθορίζονται από το είδος των κυττάρων στα οποία εκφράζεται.  

 

VΙ. Έκφραση της TAG-1 στις εµµύελες ίνες στο ενήλικο περιφερικό και 

κεντρικό νευρικό σύστηµα.  

Όπως αναφέρθηκε ήδη, η ΤΑG-1 εκφράζεται µόνο στα αµύελα κύτταρα Schwann στο 

ισχιακό νεύρο νεογέννητου, ενώ στον ενήλικο έκφραση της πρωτεΐνης διαπιστώνεται 

τόσο στα αµύελα όσο και στα εµµύελα κύτταρα Schwann. Η έκφραση της TAG-1 

στις εµµύελες είναι πολύ ενδιαφέρουσα, καθώς είναι το πρώτο IgSF µόριο που 

ανιχνεύεται κοντά στον κόµβο Ranvier στη θέση που αντιστοιχεί στην εγγύς-

παρακοµβική περιοχή. Εκεί η TAG-1 συνεντοπίζεται µε τους Kv1.1 διαύλους καλίου 

που βρίσκονται φυσιολογικά συγκεντρωµένοι στην αξονική µεµβράνη (Wang et al., 

1993). Μέχρι τώρα, άλλα IgSF µόρια που έχουν βρεθεί στις άλλες υπο-περιοχές των 

εµµύελων ινών, είναι η NrCAM και η NF-186 στον κόµβο Ranvier (Davis et al., 

1996), και η NF-155 µε την F3/contactin στην παρακοµβική περιοχή (Rios et al., 

2000; Tait et al., 2000). Οι πρωτεΐνες αυτές θεωρούνται σηµαντικές, καθώς 

µεσολαβούν πιθανότατα στις αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις που είναι υπεύθυνες 

για τη διαµόρφωση των διαφορετικών υπο-περιοχών των εµµύελων ινών (Peles and 

Salzer, 2000). Ειδικότερα στην παρακοµβική περιοχή δηµιουργούνται πολύ στενές 

συνδέσεις της αξονικής µεµβράνης µε αυτήν των παρακοµβικών θηλιών του 

γλοιακού κυττάρου. Οι συνδέσεις αυτές εξασφαλίζουν τη µόνωση της περιοχής του 

κόµβου Ranvier από τη διάχυση ιόντων, εµποδίζουν τη διάχυση των διαύλων καλίου 
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προς τον κόµβο και αποτελούν θέσεις διακυτταρικής επικοινωνίας (Salzer, 1997; 

Trapp and Kidd, 2000). Στην αξονική µεµβράνη της παρακοµβικής περιοχής 

εντοπίζεται το µοριακό σύµπλοκο της neurexin πρωτεΐνης paranodin/Caspr µε την 

πρωτεΐνη µε πρόσδεµα GPI την F3/contactin, το οποίο φαίνεται να αλληλεπιδράει µε 

την γλοιακή NF-155 αλλά πιθανώς και µε άλλα µόρια που εκφράζονται στις 

παρακοµβικές µεµβράνες, εξασφαλίζοντας έτσι τη δηµιουργία των πολύ στενών 

αξονο-γλοιακών συνδέσεων που παρατηρούνται στην περιοχή αυτή (Boyle et al., 

2001; Charles et al., 2002). Αµέσως µετά την παρακοµβική περιοχή, προς το 

εσωτερικό ίνας που καλύπτεται από µυελίνη, υπάρχει που ένα µικρό τµήµα της που 

αποκαλείται εγγύς-παρακοµβική περιοχή (juxtaparanode). Στην αξονική µεµβράνη 

της περιοχής αυτής, βρίσκεται η neurexin πρωτεΐνη Caspr2 που συνδέεται µε τους 

διαύλους καλίου οι οποίοι αποτελούνται από ένα τετραµερές σύµπλοκο των α 

υποµονάδων 1.1 και  1.2 µε  τις β2  υποµονάδες.  

 Με βάση τα αποτελέσµατα που παρουσιάστηκαν εδώ, η TAG-1 εκφράζεται 

στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των περιφερικών και κεντρικών νευρικών ινών, 

όπου πιθανότατα βρίσκεται συγκεντρωµένη στο επίπεδο της µυελίνης, καθώς τα 

αποτελέσµατά µας υποστηρίζουν την προέλευση της TAG-1 από τα γλοιακά κύτταρα. 

Συγκεκριµένα εντοπίσαµε έκφραση της TAG-1 τόσο στα κύτταρα Schwann όσο και 

στα ολιγοδενδροκύτταρα, ενώ η πρωτεΐνη αυτή ανιχνεύεται και σε εκχυλίσµατα 

µεµβρανών µυελίνης που αποµονώθηκαν από το κεντρικό νευρικό σύστηµα. 

Παράλληλα, δεν µπορούµε να αποκλείσουµε την περίπτωση η TAG-1 να εκφράζεται 

επιπλέον και στο επίπεδο του νευράξονα, καθώς οι αξονικές και γλοιακές µεµβράνες 

βρίσκονται σε στενή σύνδεση στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή και είναι δύσκολο να 

διακρίνουµε την ακριβή προέλευση της έκφρασης της TAG-1 εκεί. Όµως, µε βάση 

την λεπτοµερή ανάλυση εικόνας που πραγµατοποιήσαµε στο συνεστιακό 

µικροσκόπιο, θεωρούµε ότι είναι πολύ πιθανό η TAG-1 και οι Kv1.1 δίαυλοι καλίου 

να βρίσκονται σε διαφορετικές κυτταρικές µεµβράνες. Κατά συνέπεια, προτείνουµε 

ότι η TAG-1 εκφράζεται σε υψηλή συγκέντρωση στο επίπεδο του ελύτρου της 

µυελίνης που βρίσκεται απέναντι από την αξονική µεµβράνη στην εγγύς-

παρακοµβική περιοχή. Παρόλα αυτά, δεν αποκλείεται η περίπτωση η TAG-1 να 

βρίσκεται συγχρόνως και στην αξονική µεµβράνη της εγγύς-παρακοµβικής περιοχής 

και ο διαχωρισµός των διαύλων καλίου και της TAG-1 που διακρίνεται στην 

ανάλυση των εγκάρσιων τοµών (Εικόνα 11) θα µπορούσε να οφείλεται σε 

περιορισµένη διακριτική ικανότητα του συνεστιακού µικροσκοπίου.  
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Η TAG-1 εντοπίζεται επίσης στο επίπεδο της διαµεσοπερίσφυγξης των 

περιφερικών εµµύελων ινών, στην εσωτερική πλευρά των σχισµών Schmidt-

Lanterman, που βρίσκονται απέναντι από την αξονική µεµβράνη καθώς και στον 

εσωτερικό µεσάξονα. Καθώς η TAG-1 συµπίπτει σε σηµαντικό βαθµό µε τους Κv1.1 

διαύλους καλίου που βρίσκονται στην αξονική µεµβράνη σε αντίστοιχες θέσεις, θα 

µπορούσε να µεσολαβεί στην σωστή κατανοµή των διαύλων αυτών στη 

διαµεσοπερίσφυγξη (Arroyo and Scherer, 2000). 

 Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, διαπιστώνουµε ότι η ΤAG-1 ανιχνεύεται για 

πρώτη φορά στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή µέσα στην δεύτερη εµβδοµάδα µετά 

τη γέννηση τόσο στο περιφερικό όσο και στο κεντρικό νευρικό σύστηµα (data not 

shown), οπότε φαίνεται να συµπίπτει χρονικά µε τη δηµιουργία υψηλής 

συγκέντρωσης των διαύλων καλίου στην περιοχή αυτή (Vabnick et al., 1999; Wang et 

al., 1995). Στο ΚΝΣ, η έκφραση της TAG-1 στα ολιγοδενδροκύτταρα είναι πιθανό να 

απαιτεί ένα νευρικό σήµα, καθώς δεν µπορέσαµε να διακρίνουµε έκφραση της 

πρωτεΐνης σε κυτταρικές σειρές ολιγοδενδροκυττάρων, ούτε έκφραση του TAG-1 

mRNA σε πρωτογενείς καλλιέργειες ολιγοδενδροκυττάρων (data not shown).  

 Στη συνέχεια εξετάσαµε την έκφραση της TAG-1 στα CGT-µεταλλαγµένα 

ζώα που δεν µπορούν να συνθέσουν τα γαλακτολιπίδια της µυελίνης 

γαλακτοσερεβροσίδιο (Galc) και σουλφατίδιο (Coetzee et al., 1996). Τα ζώα αυτά 

εµφανίζουν παρακοµβικές θηλιές που δεν κάνουν φυσιολογικές συνδέσεις µε τον 

άξονα, γεγονός που αποδεικνύεται από την απουσία των εγκάρσιων ζωνών, που 

αποτελούν τακτικά επαναλαµβανόµενες στη σειρά πυκνότητες που διασχίζουν τον 

περιαξονικό χώρο ανάµεσα στις πλάγιες θηλιές και την αξονική µεµβράνη (Dupree et 

al., 1998; Dupree and Popko, 1999). Κατά συνέπεια, οι δίαυλοι καλίου βρίσκονται 

ανώµαλα εκτεθειµένοι στην εξωκυττάρια ουσία (Dupree et al., 1998; Dupree and 

Popko, 1999) και η paranodin/Caspr εµφανίζεται διάχυτη στην αξονική µεµβράνη 

κατά µήκος της διαµεσοπερίσφυγξης (Dupree et al., 1999). Επιπλέον, η Caspr2 που 

είναι επίσης µέλος της οικογένειας των neurexin πρωτεϊνών όπως η paranodin/Caspr, 

δεν εµφανίζει φυσιολογική κατανοµή στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή στις ίνες των 

CGT-/- ζώων (Poliak et al., 2001). 

 Οι µορφολογικές διαταραχές που διαπιστώνονται στην παρακοµβική περιοχή 

είναι πολύ πιο δραµατικές στο ΚΝΣ από ότι στο ΠΝΣ των CGT µεταλλαγµένων 

ζώων. Ιδιαίτερο όµως ενδιαφέρον παρουσιάζει η παρατήρησή µας ότι η TAG-1 δεν 

εκφράζεται στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή στο ΚΝΣ των CGT-/- ζώων, ενώ στο 
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ΠΝΣ τους η πρωτεΐνη αυτή εντοπίζεται αντικανονικά στην παρακοµβική περιοχή. 

Από τα αποτελέσµατα αυτά προκύπτει η αναπάντεχη πιθανότητα ότι η συγκέντρωση 

της TAG-1 στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή µεσολαβεί στις αξονο-γλοιακές 

αλληλεπιδράσεις που συµβαίνουν στην περιοχή αυτή και ότι η τροποποιηµένη 

έκφραση της TAG-1 στα CGT-/- ζώα συµβάλλει στην διαταραχή των αξονο-γλοιακών 

αλληλεπιδράσεων που παρατηρούνται στα ζώα αυτά.  

Τα γαλακτοσερεβροσίδιο και το σουλφατίδιο που αποτελούν τον 

επικρατέστερο τύπο των άφθονων γλυκοσφιγκολιπιδίων στο µυελώδες έλυτρο 

(Norton and Cammer, 1984), έχουν βρεθεί να συνδέονται µε τις πρωτεΐνες µε 

πρόσδεµα GPΙ F3/contactin και N-CAM 120 σε µεµβρανικές πλατφόρµες (lipid rafts 

ή DIGs) που είναι αδιάλυτες σε απορρυπαντικά και εµπλουτισµένες σε 

γλυκοσφιγκολιπίδια που αποµονώθηκαν από την µυελίνη εγκεφάλου ενηλίκου 

(Kramer et al., 1997). Η γλυκολιπιδική σύσταση των µεµβρανικών πλατφόρµων στα 

κύτταρα Schwann δεν έχει αναφερθεί. Oι µεµβρανικές πλατφόρµες, που 

οργανώνονται σε µικροπεριοχές στις ζωντανές κυτταρικές µεµβράνες, 

χρησιµοποιούνται ως ο ενδοκυττάριος µηχανισµός επιλεκτικής µεταφοράς των GPI 

πρωτεϊνών στις κυτταρικές µεµβράνες των θηλαστικών (Muniz and Riezman, 2000). 

Επιπλέον, η TAG-1 ανιχνεύτηκε πρόσφατα σε λιπιδικές πλατφόρµες που 

αποµονώθηκαν από καλλιέργειες κυττάρων παρεγκεφαλίδας (Kasahara et al., 2000; 

Prinetti et al., 2001). Οπότε τα γαλακτολιπίδια της µυελίνης µπορεί να είναι 

σηµαντικά για την επιλεκτική µεταφορά της συνδεδεµένης µε GPI πρωτεΐνης TAG-1 

στην γλοιακή µεµβράνη της εγγύς-παρακοµβικής περιοχής, διαµέσου των 

µεµβρανικών πλατφόρµων.  

 Μία εναλλακτική πιθανότητα είναι ότι η κατανοµή της TAG-1 στην εγγύς-

παρακοµβική περιοχή θα µπορούσε να απαιτεί την στενή αξονο-γλοιακή σύνδεση των 

µεµβρανών που υπάρχει φυσιολογικά στην παρακοµβική περιοχή. Οι σοβαρές 

διαταραχές, που παρουσιάζονται στις αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις στο ΚΝΣ των 

CGT µεταλλαγµένων ζώων, είναι δυνατό να εµποδίζουν την µεταφορά ή τη 

διατήρηση της πρωτεΐνης TAG-1 στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, ώστε η απουσία 

της TAG-1 στην περιοχή να είναι ένα δευτερεύον αποτέλεσµα των διαταραχών στις 

αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις που παρουσιάζονται στα CGT-/- ζώα.  

Aναφορικά µε το ποιά είναι τα µόρια εκείνα µε τα οποία η TAG-1 

αλληλεπιδράει στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, αυτά είναι άγνωστα προς το παρόν. 

Τα αποτελέσµατα αυτά στο σύνολό τους υποδηλώνουν ότι τα εµµύελα γλοιακά 
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κύτταρα είναι αυτά που εκφράζουν την TAG-1 που ανιχνεύεται σε αυτή την περιοχή. 

Συγχρόνως όµως, η TAG-1 εκφράζεται στον ενήλικο και από έναν αριθµό νευρικών 

κυττάρων. Οπότε θα µπορούσε η γλοιακής προέλευσης TAG-1 να αλληλεπιδράει µε 

την νευρωνικής προέλευσης TAG-1 στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή.  

Στην παρακοµβική περιοχή, στο επίπεδο των πλάγιων θηλιών της µυελίνης 

γνωρίζουµε ότι εκφράζεται η IgSF ισοµορφική πρωτεΐνη της neurofascin, η NF-155 η 

οποία όπως το σύµπλοκο paranodin/Caspr µε την F3/contactin αποτελεί συστατικό 

των στενών αξονο-γλοιακών συνδέσεων που υπάρχουν στην περιοχή (Tait et al., 

2000), ενώ πρόσφατα επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη συνδέσεων µεταξύ των πρωτεϊνών 

αυτών (Charles et al., 2002). Οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ αυτών των µορίων 

θεωρούνται πολύ σηµαντικές για την δηµιουργία των πολύ στενών παρακοµβικών 

αξονο-γλοιακών συνδέσεων (Bhat et al., 2001; Boyle et al., 2001). Όµως µέχρι τώρα 

στο επίπεδο της µυελίνης στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή δεν έχουν εντοπιστεί 

άλλα IgSF µόρια πέρα από την TAG-1 που να εκφράζονται ειδικά στη θέση αυτή. 

Εντούτοις, θεωρείται πολύ πιθανό να υπάρχουν και άλλες πρωτεΐνες στο επίπεδο της 

µυελίνης στην εγγύς-παρακοµβική που να συνδέονται µε την TAG-1 και µε αυτόν 

τον τρόπο να εξασφαλίζεται η µετάδοση ενδοκυτταρικού σήµατος στο εµµύελο 

γλοιακό κύτταρο, καθώς η ΤΑG-1 στερείται διαµεµβρανικής περιοχής στο µόριο της. 

Η phosphacan είναι µία εκκρινόµενη προτεογλυκάνη που συνδέεται µε υψηλή 

συγγένεια µε την TAG-1, η οποία αποτελείται από την εξωκυτταρική περιοχή της 

πρωτεΐνης υποδοχέα τύπου φωσφατάσης τυροσίνης (RPTPζ/β) (Milev et al., 1996). Η 

(RPTPζ/β) εκφράζεται στα γλοιακά κύτταρα (Rios et al., 2000), οπότε και θα 

µπορούσε να αλλεπιδράει in cis µε την TAG-1 δηλαδή στο επίπεδο της ίδιας 

µεµβράνης για την µετάδοση ενδοκυτταρικού σήµατος, παρά το ότι δεν έχει βρεθεί 

κάποια ειδική συγκέντρωση της RPTPζ/β στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή.  

Με βάση τα αποτελέσµατά µας από τα CGT-/- µεταλλαγµένα ζώα, είναι 

πιθανή η ύπαρξη αλληλεπιδράσεων της TAG-1 µε τα γαλακτολιπίδια της µυελίνης 

µέσα στις µεµβρανικές πλατφόρµες που αποτελούν υπο-περιοχές της εξωτερικής 

στοιβάδας της µυελίνης. Οι µεµβρανικές πλατφόρµες συµµετέχουν µεταξύ άλλων 

στην µετάδοση ενδοκυτταρικού σήµατος (Muniz and Riezman, 2000; Simons and 

Ikonen, 1997), οπότε οι εξωκυτταρικές αλληλεπιδράσεις της TAG-1 στις εµµύελες 

ίνες είναι πιθανό να µεταφράζονται σε αλλαγή της φωσφορυλίωσης των Src κινασών 

τυροσίνης (non-receptor tyrosine kinases) που έχουν βρεθεί να συνδέονται µε τις GPI 
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πρωτεΐνες της κυτταρικής µεµβράνης στο εσωτερικό των µεµβρανικών πλατφόρµων 

(Kasahara et al., 2000). 

Η πρωτεΐνη Caspr2 συνεντοπίζεται µε τους Kv1.1 διαύλους καλίου τύπου 

Shaker στην αξονική µεµβράνη της εγγύς-παρακοµβικής περιοχής όπου φαίνεται να 

συνδέεται µε τους διαύλους αυτούς (Poliak et al., 1999). Η επαγωγή της 

συγκέντρωσης των διαύλων καλίου στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή απαιτεί την 

ύπαρξη συνδέσεων µε τα περιβάλλοντα γλοιακά κύτταρα. Στην ίδια περιοχή, είναι 

δυνατό η TAG-1 να συνδέεται µε την Caspr2 και µε αυτό τον τρόπο να µεσολαβεί 

στον έλεγχο που ασκούν τα γλοιακά κύτταρα στην κατανοµή των διαύλων καλίου 

στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των εµµύελων νευρικών ινών. Η TAG-1 είναι το 

πρώτο IgSF µέλος που ανιχνεύεται στην περιοχή αυτή, όπου εµφανίζεται να 

συνεντοπίζεται µε τους διαύλους καλίου και την Caspr2 (data not shown) και 

παρουσιάζει µία αλλοιωµένη κατανοµή στα CGT µεταλλαγµένα ζώα, όπου υπάρχουν 

διαταραχές στις αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις και ως αποτέλεσµα οι δίαυλοι 

καλίου και η Caspr2 δεν είναι φυσιολογικά τοποθετηµένοι στην εγγύς-παρακοµβική 

περιοχή (Dupree et al., 1999; Poliak et al., 2001).  

 Στην Εικόνα 18 απεικονίζονται όλα τα µόρια που έχουν βρεθεί µέχρι τώρα να 

εκφράζονται στις διάφορες υπο-περιοχές που συγκροτούν την ευρύτερη περιοχή του 

κόµβου Ranvier. Η TAG-1, µε βάση τα αποτελέσµατά µας που παρουσιάστηκαν εδώ, 

εκφράζεται στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, όπου πιθανά συµµετέχει στο πάζλ των 

αξονο-γλοιακών αλληλεπιδράσεων που συντελούνται στις εµµύελες ίνες και που 

έχουν σαν τελικό αποτέλεσµα την δηµιουργία και τη διατήρηση υψηλής 

συγκέντρωσης των τασοεξαρτώµενων διαύλων νατρίου στον κόµβο Ranvier. 

Στη συνέχεια για να κατανοήσουµε καλύτερα το ρόλο που διαδραµατίζει η 

έκφραση της TAG-1 στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, εξετάσαµε φαινοτυπικά τις 

εµµύελες ίνες µεταλλαγµένων µυών που δεν εκφράζουν την πρωτεΐνη TAG-1. Τα 

TAG-1-/- ζώα δεν παρουσιάζουν κάποια εµφανή ιστολογική διαταραχή των βασικών 

τους εγκεφαλικών δοµών, ενώ εµφανίζουν µία αύξηση των Α1 υποδοχέων 

αδενοσίνης στον ιππόκαµπο και είναι πιο ευαίσθητα σε επιληπτικά ερεθίσµατα. 

Ασχοληθήκαµε εδώ µε την περιγραφή της οργάνωσης των εµµύελων ινών των ζώων 

αυτών σε µοριακό και µορφολογικό επίπεδο.  

Από την µορφολογική ανάλυση των TAG-1 µεταλλαγµένων ζώων, προκύπτει 

ότι η TAG-1 δεν πρέπει να συµµετέχει δοµικά στην κατασκευή της µυελίνης, καθώς 

τόσο το πάχος όσο και η συµπύκνωση του ελύτρου δεν παρουσιάζουν αλλοιώσεις 
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στις εµµύελες ίνες των ζώων αυτών. Το αποτέλεσµα αυτό δικαιολογείται από το 

γεγονός της αργοπορηµένης έκφρασης της TAG-1 στις εµµύελες ίνες, όπου 

ανιχνεύεται µετά τη δεύτερη εβδοµάδα της γέννησης οπότε και η µυελίνωση έχει ήδη 

προχωρήσει αρκετά (Stahl et al., 1990). Επιπλέον, διαπιστώνουµε ότι η µοριακή 

οργάνωση της κοµβικής και παρακοµβικής περιοχής των εµµύελων νευρικών ινών 

είναι φυσιολογικές στα TAG-1-/- ζώα, ενώ αντίθετα η εγγύς-παρακοµβική περιοχή 

παρουσιάζει σηµαντική αποδιοργάνωση των µοριακών συστατικών της. 

Συγκεκριµένα παρατηρούµε ότι η πρωτεΐνη Caspr2 της οικογένειας neurexin που 

βρίσκεται φυσιολογικά στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή και συνεντοπίζεται µε  τους 

διαύλους καλίου και την TAG-1, δεν ανιχνεύεται καθόλου στις εµµύελες ίνες του 

κεντρικού και περιφερικού νευρικού συστήµατος των µεταλλαγµένων ζώων. Επίσης 

αλλοιώσεις παρουσιάζονται και στους διαύλους καλίου αλλά σε συγκριτικά 

µικρότερο βαθµό σε σύγκριση µε την Caspr2. Επιπλέον οι Κv1.1 δίαυλοι καλίου που 

εντοπίζονται φυσιολογικά στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, παρουσιάζουν επίσης 

αλλοιώσεις στην οργάνωσή τους αλλά σε µικρότερο βαθµό συγκριτικά µε την Caspr2 

στα TAG-1-/- ζώα. Συγκεκριµένα, στο συντριπτικά µεγαλύτερο ποσοστό των 

µεταλλαγµένων κόµβων του ισχιακού νεύρου που εξετάσαµε, οι Kv1.1 δίαυλοι 

καλίου εµφανίζονται σηµαντικά ελαττωµένοι. Εντούτοις, υπάρχει ένα µικρό ποσοστό 

κόµβων (λιγότερο από το ένα τρίτο) οι οποίοι εξακολουθούν να εµφανίζουν 

φυσιολογική έκφραση των διαύλων καλίου, οπότε υποθέτουµε ότι στις αντίστοιχες 

ίνες η συγκέντρωση των διαύλων καλίου µπορεί να είναι ανεξάρτητη από την 

έκφραση της ΤΑG-1. Εναλλακτικά, η έλλειψη της TAG-1 είναι δυνατό να 

υποκαθίσταται από την έκφραση κάποιου άλλου άγνωστου προς το παρόν µορίου που 

να λειτουργεί αντισταθµιστικά, εξασφαλίζοντας τη φυσιολογική έκφραση των 

διαύλων καλίου στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή των µεταλλαγµένων ινών. Αυτό το 

µόριο δεν θα µπορούσε να είναι η Caspr2, καθώς υπάρχει πλήρης απουσία έκφρασης 

της πρωτεΐνης αυτής από όλες τις µεταλλαγµένες ίνες που εξετάσαµε.  

 Σε επίπεδο ΚΝΣ, οι δίαυλοι καλίου είναι διάχυτοι κατά µήκος της 

διαµεσοπερίσφυγξης και λιγότερο συγκεντρωµένοι στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή 

στις ίνες οπτικού νεύρου. Σε καµία όµως περίπτωση δεν συναντάµε µετατόπιση των 

διαύλων καλίου πλησιέστερα στον κόµβο, κάτι που θα µπορούσε να οφείλεται στην 

ύπαρξη φυσιολογικών αξονο-γλοιακών συνδέσεων στην παρακοµβική περιοχή, που 

πιστοποιείται τόσο από την έκφραση των µοριακών συστατικών της, όπως είναι η 

paranodin/Caspr και η NF-155 όσο και από την διατήρηση των εγκάρσιων ζωνών που 
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παρουσιάζει η περιοχή αυτή στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. Οι στενές αξονο-

γλοιακές συνδέσεις, που παρατηρούνται µεταξύ των γλοιακών θηλιών και της 

αξονικής µεµβράνης στην παρακοµβική περιοχή, θεωρούνται ως φραγµός που 

εµποδίζει την µετακίνηση των διαύλων καλίου προς την περιοχή του κόµβου όπου 

υπάρχει η υψηλή συγκέντρωση των διαύλων νατρίου (Peles and Salzer, 2000). 

∆ιαπιστώνουµε λοιπόν, ότι η έλλειψη της TAG-1 έχει ως αποτέλεσµα την 

αποδιοργάνωση της κατανοµής της Caspr2 και των διαύλων καλίου στην εγγύς-

παρακοµβική περιοχή, γεγονός που ενισχύει την υπόθεση ότι η έκφραση της TAG-1 

στην περιοχή αυτή θα µπορούσε να µεσολαβεί στον έλεγχο που ασκούν τα γλοιακά 

κύτταρα στην κατανοµή των διαύλων καλίου στις εµµύελες ίνες µέσω µίας σύνδεσης 

µε την Caspr2 (Rasband and Shrager, 2000; Traka et al., 2002). Όπως αναφέρθηκε 

ήδη, η Caspr2 συνεντοπίζεται µε τους Kv1.1 διαύλους καλίου στην εγγύς-

παρακοµβική αξονική µεµβράνη µε τα οποία έχει βρεθεί ότι συνδέεται (Poliak et al., 

1999). Αν και δεν έχει επιβεβαιωθεί βιοχηµικά έως τώρα η ύπαρξη κάποιας σύνδεσης 

της TAG-1 µε την Caspr2 και τους Kv1.1 διαύλους καλίου, εντούτοις θεωρούµε πολύ 

πιθανή αυτή την σύνδεση. Αυτό υποστηρίζεται τόσο από την συνεντόπιση της TAG-1 

µε τις πρωτεΐνες αυτές στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή αλλά και από την 

ταυτόχρονη µετατόπιση της TAG-1 µε τους Kv1.1 διαύλους καλίου στην 

παρακοµβική περιοχή στο ΠΝΣ των CGT -/- ζώων (Traka et al., 2002) όπου επίσης 

µετατοπίζεται και η Caspr2 στα ζώα αυτά (Poliak et al., 2001). Επιπλέον, οι 

µεταβολές που διαπιστώνουµε στην έκφραση της Caspr2 και των Kv1.1 διαύλων 

καλίου στις εµµύελες ίνες των TAG-1 -/- µεταλλαγµένων ζώων, αποτελεί ένα επιπλέον 

ισχυρό επιχείρηµα στην ύπαρξη αλληλεπιδράσεων µεταξύ της ΤΑG-1 µε το 

σύµπλοκο των Caspr2/διαύλων καλίου στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή. Η έκφραση 

της TAG-1 στο µυελώδες έλυτρο φαίνεται να εξασφαλίζει την σωστή κατανοµή των 

µοριακών συστατικών της αξονικής µεµβράνης στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, 

χωρίς όµως να ελέγχει τα επίπεδα έκφρασης των µορίων αυτών που εµφανίζονται 

φυσιολογικά στα TAG-1 -/- µεταλλαγµένα ζώα. Οπότε η απουσία της TAG-1 στα ζώα 

αυτά, είναι πιθανό να προκαλεί την διαταραχή των αξονο-γλοιακών 

αλληλεπιδράσεων, που φυσιολογικά εξασφαλίζουν τη συγκέντρωση της Caspr2 στην 

εγγύς-παρακοµβική περιοχή, η οποία θεωρείται υπεύθυνη για τη δηµιουργία και τη 

διατήρηση υψηλής συγκέντρωσης των διαύλων καλίου στην περιοχή αυτή (Peles and 

Salzer, 2000; Poliak et al., 1999). Με βάση αυτό το ενδεχόµενο οι αλληλεπιδράσεις 

της TAG-1 µε το σύµπλοκο Caspr2/διαύλων καλίου πρέπει να συµβαίνουν in trans 
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δηλαδή σε επίπεδο διαφορετικών µεµβρανών. Παράλληλα όµως η TAG-1 εκφράζεται 

και από νευρικά κύτταρα στον ενήλικο, οπότε δεν µπορούµε να αποκλείσουµε την 

ύπαρξη µίας επιπλέον in cis αλληλεπίδρασης δηλαδή στο ίδιο επίπεδο της αξονικής 

µεµβάνης. Στην περίπτωση αυτή είναι πιθανή η ύπαρξη οµοφιλικών 

αλληλεπιδράσεων της γλοιακής µε την αξονική TAG-1 στις εµµύελες ίνες, καθώς 

έχουν περιγραφεί τέτοιες αλληλεπιδράσεις για την πρωτεΐνη αυτή σε άλλα συστήµατα 

(Felsenfeld et al., 1994; Tsiotra et al., 1996). Επίσης είναι γνωστό, ότι οι in trans 

οµοφιλικές αλληλεπιδράσεις της TAG-1 στις S2 κυτταρικές σειρές της 

D.melanogaster επάγουν τη σύνδεση της  διαµεµβρανικής IgSF πρωτεΐνης L1 µε την 

κυτταροσκελετική πρωτεΐνη ankyrinG και τη συγκέντρωσή της στα σηµεία επαφής 

των κυττάρων µεταξύ τους (Malhotra et al., 1998). Oπότε αντίστοιχα µε την 

προηγούµενη περίπτωση, η TAG-1 είναι δυνατό να επάγει τη σύνδεση της 

διαµεµβρανικής πρωτεΐνης Caspr2 ενδοκυτταρικά µε τους διαύλους καλίου και τη 

συγκέντρωσή της στα σηµεία επαφής της γλοιακής µε την αξονική µεµβράνη στην 

εγγύς-παρακοµβική περιοχή. Εναλλακτικά, η TAG-1 που εκφράζεται στο επίπεδο της 

µυελίνης είναι δυνατό να συνδέεται µε κάποιο άλλο άγνωστο GPI IgSF µόριο που 

εκφράζεται στην αξονική µεµβάνη της εγγύς-παρακοµβικής περιοχής και που 

συνδέεται in cis µε την Caspr2.  

Ανεξάρτητα από το ποια θα µπορούσε να είναι η αξονική IgSF πρωτεΐνη που 

µπορεί συνδέεται in cis µε τη Caspr2 και να αλληλεπιδράει µε την γλοιακή TAG-1 

στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, είναι πολύ πιθανή η ύπαρξή της, καθώς η σύνδεση 

των neurexins πρωτεϊνών µε GPI IgSF µόρια θα µπορούσε είναι ένας γενικός 

µηχανισµός δράσης των πρωτεϊνών αυτών. Αυτό ενισχύεται από το γεγονός ότι στην 

γειτονική παρακοµβική περιοχή έχει βρεθεί η ΙgSF πρωτεΐνη µε πρόσδεµα GPI 

F3/contactin να συνδέεται στην αξονική µεµβράνη µε την άλλη neurexin πρωτεΐνη 

paranodin/Caspr (Rios et al., 2000). Η αλληλεπίδραση αυτή φαίνεται να είναι 

σηµαντική για την έκφραση της paranodin/Caspr στην παρακοµβική αξονική 

µεµβράνη αλλά και για αξονο-γλοιακή εποικοινωνία που συντελείται στην περιοχή 

αυτή (Boyle et al., 2001; Faivre-Sarrailh et al., 2000; Rios et al., 2000). Συνολικά, µε 

βάση τα όσα αναφέρθησαν προηγουµένως, οι πιθανές αλληλεπιδράσεις της TAG-1 µε 

άλλα µόρια στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, περιγράφονται στην Εικόνα 19. 
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Εικόνα 18.  Η εικόνα της µοριακής σύστασης της περιοχής του κόµβου Ranvier 

συµπληρώνεται µε τη συµµετοχή της TAG-1 που εντοπίζεται στην εγγύς-

παρακοµβική περιοχή. Η εικόνα αυτή έχει προέλθει από τροποποίηση σχήµατος των 

Arroyo and Scherer (2000).  

 

 

 
 

Εικόνα 19. Πιθανές µοριακές αλληλεπιδράσεις της ΤΑG-1 στην εγγύς-παρακοµβική 

περιοχή των εµµύελων ινών. H TAG-1 είναι δυνατόν να αλληλεπιδράει in trans 

οµοφιλικά µε τον εαυτό της, ή ετεροφιλικά µε τoυς Κv1.1 διαύλους καλίου, την 

Caspr2 ή µε κάποια άλλη άγνωστη GPI IgSF. Παράλληλα είναι πιθανή η in cis  

αλληλεπίδραση της TAG-1 µε την RPTPζ/β ή µε κάποια διαµεµβρανική IgCAM της 

οικογένειας L1 (L1-like IgCAM). 
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VII. Προοπτικές από την έκφραση της TAG-1 στις εµµύελες ίνες.  

Η περιοχή του κόµβου Ranvier είναι πολύ σηµαντική, καθώς µε αυτήν επιτυγχάνεται 

η γρήγορη µετάδοση του δυναµικού ενέργειας κατά µήκος της εµµύελης ίνας στα 

ανώτερα θηλαστικά (Salzer, 1997). Παράλληλα όµως αποτελεί και µία θέση που 

προσβάλλεται εύκολα σε αυτοάνοσες ασθένειες της µυελίνης, όπως είναι η 

Σκλήρυνση κατά Πλάκας στο ΚΝΣ και το σύνδροµο Guilain Barre στο ΠΝΣ  (για 

ανασκόπηση βλέπε εισαγωγή σελ 38 και Bjartmar et al., 1999). Κοινό 

χαρακτηριστικών αυτών των παθολογικών καταστάσεων αποτελεί η διαταραχή των 

αξονο-γλοιακών αλληλεπιδράσεων που συντελούνται στην περιοχή αυτή, στις οποίες 

σηµαντικό ρόλο διαδραµατίζουν οι IgSF πρωτεΐνες (Brophy, 2001; Denisenko-

Nehrbass et al., 2002; Pedraza et al., 2001; Peles and Salzer, 2000; Trapp and Kidd, 

2000). Ο εντοπισµός της TAG-1 στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή που 

παρουσιάστηκε εδώ, είναι σηµαντικός γιατί είναι το πρώτο IgSF µόριο που 

ανιχνεύεται στην περιοχή όπου φαίνεται να εκφράζεται στο επίπεδο της µυελίνης, η 

οποία θεωρείται ότι οργανώνει την διαµόρφωση της περιοχής του κόµβου Ranvier 

(Arroyo and Scherer, 2000; Rasband and Shrager, 2000). Τελευταία έχει αναπτυχθεί 

ένας σηµαντικός αριθµός γενετικών µοντέλων που εµφανίζουν διαταραχές στη 

µυελίνωση και τα οποία παρουσιάζουν συνήθως δραµατική αποδιοργάνωση της 

περιοχής του κόµβου Ranvier, καθώς υπάρχει απώλεια των στενών αξονο-γλοιακών 

συνδέσεων που συντελούνται στην παρακοµβική περιοχή, που έχει ως αποτέλεσµα 

την έντονη αλλοίωση του δυναµικού ενέργειας (Novakovic et al., 2001). Αυτό 

συµβαίνει γιατί ελλείψει των παρακοµβικών συνδέσεων στα µεταλλαγµένα ζώα, οι 

δίαυλοι καλίου µετατοπίζονται πλησιέστερα στην περιοχή του κόµβου, όπου 

βρίσκονται εκτεθειµένοι στο εξωκυτταρικό περιβάλλον και εκεί συνήθως 

επικαλύπτονται µε τους διαύλους νατρίου αντί να καλύπτονται φυσιολογικά από 

µυελίνη στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή (Brophy, 2001). H κατανόηση των αξονο-

γλοιακών αλληλεπιδράσεων που συντελούνται στη περιοχή του κόµβου Ranvier είναι 

πολύ σηµαντική στην προσπάθεια για την αντιµετώπιση εκφυλιστικών ασθενειών και 

αυτοάνοσων διαταραχών της µυελίνης, όπου υπάρχει προσβολή της συγκεκριµένης 

περιοχής και αναστολή της γρήγορης µετάδοσης του νευρικού ερεθίσµατος. Στην 

κατεύθυνση αυτή, παρουσιάζει εξαιρετικό ενδιαφέρον ο εντοπισµός των µορίων 

εκείνων που εκφράζονται ειδικά σε κάποια υπο-περιοχή των εµµύελων νευρικών ινών 

όπως είναι η TAG-1 και τα οποία θα πρέπει να µελετηθούν περαιτέρω λειτουργικά. 

Επιπλέον απαιτείται να διασαφηνίσουµε τις µοριακές αλληλεπιδράσεις που 
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συντελούνται σε κάθε υπο-περιοχή της εµµύελης ίνας, καθώς και τα µονοπάτια 

µετάδοσης σήµατος µε τα οποία επιτυγχάνεται η οµαλή επικοινωνία µεταξύ του 

νευρικού και του εµµύελου γλοιακού κυττάρου.  

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

¾  Η TAG-1 συνεχίζει να εκφράζεται στους νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες 

στο ενήλικο ΠΝΣ, αλλά σε χαµηλότερα επίπεδα σε σχέση µε προηγούµενα 

στάδια. Η έκφραση της πρωτεΐνης εντοπίζεται στο σώµατα των νωτιαίων 

γαγγλιακών νευρώνων, όπου είναι πιθανό να συµβάλλει στην 

συνάφεια/προσκόλλησή τους µε τα δορυφορικά τους γλοιακά κύτταρα, 

εξασφαλίζοντας τη συµπαγή οργάνωση των νευρώνων αυτών στο νωτιαίο 

γάγγλιο. Παράλληλα, η TAG-1 εντοπίζεται στις απολήξεις των νευρώνων 

αυτών, όπου η ελάττωσή της κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης θα µπορούσε να 

σηµατοδοτεί τη δηµιουργία ή την τελική διαφοροποίηση του ελύτρου της 

µυελίνης γύρω από τους άξονες µεγαλύτερης διαµέτρου.  

¾ Η TAG-1 δεν µεταβάλλεται στα αρχικά στάδια της αναγέννησης στους 

νωτιαίους γαγγλιακούς νευρώνες, όπου η συνεχιζόµενη έκφρασή της είναι 

πιθανό να συνδέεται µε την υψηλή αναγεννητική ικανότητα των νευρώνων 

αυτών. Εντούτοις σε προχωρηµένα στάδια της αναγέννησης, παρατηρείται 

σηµαντική ελάττωση επιπέδων έκφρασης της TAG-1 στους µικρούς και 

ενδιάµεσους νευρώνες, οπότε η ελάττωση αυτή είναι θα µπορούσε να 

συµβάλλει στην περαιτέρω επιµήκυνση και καθοδήγηση των υπο-αναγέννηση 

αξονικών προεκβολών στο ακραίο τµήµα του νεύρου.  

¾ Χρησιµοποιώντας δύο in vivo πειραµατικά µοντέλα, αποδεικνύεται ότι 

περιφερικός στόχος νεύρωσης των νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων δεν 

επηρεάζει σηµαντικά τα επίπεδα έκφρασης της TAG-1, ενώ ο κεντρικός τους 

στόχος (νωτιαίος µυελός) είναι καθοριστικός για την διατήρηση της οµαλής 

έκφρασης της πρωτεΐνης στα νωτιαία γάγγλια του ενηλίκου.  

¾ Για πρώτη φορά παρουσιάζεται in vitro και in vivo έκφραση της TAG-1 στα 

γλοιακά κύτταρα του ΠΝΣ, τα κύτταρα Schwann. Μετά τη γέννηση, η ΤΑG-1 

αρχίζει να εκφράζεται από τα κύτταρα Schwann που δεν παράγουν µυελίνη 

όπου και διατηρείται έως τον ενήλικο. Η έκφρασή της τόσο στους άξονες όσο 

και στα αµύελα κύτταρα Schwann θα µπορούσε να συµβάλλει στη δηµιουργία 

και τη διατήρηση των αξονο-γλοιακών συνδέσεων στις αµύελες ίνες.  
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¾ Κατά τη διάρκεια της αναγέννησης του ισχιακού νεύρου, παρατηρείται 

αύξηση των επιπέδων της TAG-1 στα κύτταρα Scwhann, που µπορεί να 

συνδέεται µε την αυξηµένη δυνατότητα των κυττάρων αυτών να ευνοούν την 

αναγέννηση των νευραξόνων στο ακραίο τµήµα του νεύρου.  

¾ Στον ενήλικο, η TAG-1 εντοπίζεται στα εµµύελα κύτταρα Schwann και στα 

ολιγοδενδροκύτταρα, καθώς και στο επίπεδο των εµµύελων νευρικών ινών. 

Στις ίνες αυτές παρουσιάζεται υψηλή συγκέντρωση της πρωτεΐνης στην 

µυελίνη, που βρίσκεται σε επαφή µε τον νευράξονα στην  εγγύς-παρακοµβική 

περιοχή. Η TAG-1 είναι η πρώτη IgSF πρωτεΐνη που ανιχνεύεται στην 

περιοχή αυτή, όπου συνεντοπίζεται µε τους διαύλους καλίου και την neurexin 

πρωτεΐνη Caspr2. 

¾ Από την µελέτη των CGT µεταλλαγµένων µυών προκύπτει ότι η TAG-1 

µεσολαβεί στις αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις που συµβαίνουν στις 

εµµύελες ίνες και η τροποποιηµένη έκφρασή της στα ζώα αυτά είναι δυνατό 

να συµβάλλει στη διαταραχή των αξονο-γλοιακών αλληλεπιδράσεων που 

παρατηρούνται στα ζώα αυτά.  

¾ Από τη µελέτη των TAG-1 µεταλλαγµένων µυών αποδεικνύεται ο σηµαντικός 

ρόλος της πρωτεΐνης αυτής στις αξονο-γλοιακές αλληλεπιδράσεις, που έχουν 

ως αποτέλεσµα την αυξηµένη συγκέντρωση των διαύλων καλίου και της 

Caspr2 στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, καθώς απώλεια της TAG-1 στα ζώα 

αυτά προκαλεί δραµατική µοριακή αποδιοργάνωση της περιοχής αυτής.  Η 

TAG-1 είναι πολύ πιθανό να συνδέεται in trans µε το σύµπλοκο των διαύλων 

καλίου/Caspr2 στην εγγύς-παρακοµβική περιοχή, συµβάλλοντας κατά αυτό 

τον τρόπο στην οµαλή µετάδοση της νευρικής ώσης κατά µήκος της εµµύελης 

ίνας. 
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ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΟΙ ΣΤΟΧΟΙ 

Σε µία µελλοντική προσέγγιση θα ήταν ενδιαφέρον : 

¾ Να µελετήσουµε τις πιθανές αλληλεπιδράσεις της TAG-1 µε άλλα µόρια 

κατά τη διάρκεια της αναγέννησης στο ΠΝΣ. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η 

πιθανότητα τροποποιητικής δράσης της TAG-1 σε µοριακούς αναστολείς 

όπως είναι Semaphorins προς όφελος της αναγέννησης.  

¾ Να επιβεβαιώσουµε την γλοιακή προέλευση και να εξετάσουµε την 

πιθανότητα επιπλέον αξονικής έκφρασης της TAG-1 στην εγγύς-

παρακοµβική περιοχή, καθώς η TAG-1 εκφράζεται συγχρόνως στα εµµύελα 

γλοιακά κύτταρα και στους νευρώνες του ενηλίκου. 

¾ Να διερευνήσουµε τις µοριακές αλληλεπιδράσεις της TAG-1 µε άλλα µόρια 

στην εγγύς παρακοµβική περιοχή,  που µπορεί να είναι οµοφιλικές καθώς και 

ετεροφιλικές και να αφορούν πιθανή σύνδεση της TAG-1 µε την Caspr2, ή µε 

τους διαύλους καλίου.  

¾ Nα πραγµατοποιήσουµε ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές στα νεύρα των 

TAG-1 µεταλλαγµένων µυών για την ανίχνευση τυχόν αλλοιώσεων στην 

αγωγιµότητα των εµµύελων νευρικών ινών τους, καθώς τα ζώα αυτά 

παρουσιάζουν απώλεια της σωστής κατανοµής των διαύλων καλίου στην 

εγγύς-παρακοµβική περιοχή. 
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