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ΕΙΣΑΓΩΓΗ.

Οι κρανιοεγκεφαλικές κακώσεις (ΚΕΚ) αποτελούν, σε παγκόσμια κλίμακα, 
την κυριότερη αιτία θανάτου νέων ανθρώπων (ηλικίες 15 έως 40 ετών). Ο αριθμός 
των θανάτων εξαιτίας ΚΕΚ αυξάνεται σταθερά στις αναπτυσσόμενες χώρες. Από την 
άλλη μεριά στα αναπτυγμένα κράτη, στα οποία τα τελευταία χρόνια καταγράφεται 
μείωση των θανάτων από ΚΕΚ, παρατηρείται δραματική αύξηση του αριθμού των 
ατόμων με σοβαρά και μακροχρόνια ιατρικά προβλήματα εξαιτίας ΚΕΚ. Η 
στατιστική ανάλυση των δεδομένων αποκαλύπτει πως το πρόβλημα των ΚΕΚ έχει τα 
χαρακτηριστικά επιδημίας, με σημαντικές οικονομικές και κοινωνικές προεκτάσεις.

Παρά το γεγονός πως η πρόληψη και αντιμετώπιση του προβλήματος των 
ΚΕΚ απαιτεί σφαιρική και πολυπαραγοντική προσέγγιση, η κυριότερη συνιστώσα 
παραμένει η δυνατότητα επιτυχούς ιατρικής παρέμβασης τόσο για την άμεση 
αντιμετώπιση του τραυματία, όσο και για τη σταδιακή αποκατάστασή του. Για να 
επιτευχθεί αυτό είναι απαραίτητο να μελετηθούν σε κυτταρικό και μοριακό επίπεδο 
οι επιπτώσεις του τραυματισμού του Κεντρικού Νευρικού Συστήματος (ΚΝΣ), να 
περιγραφούν οι μηχανισμοί που ευθύνονται για τις βλάβες που προκύπτουν από τον 
τραυματισμό και τελικά να διερευνηθούν οι δυνατότητες εξωγενούς παρέμβασης. Το 
συγκεκριμένο ερευνητικό πεδίο μάλιστα ίσως αποτελεί χαρακτηριστική περίπτωση 
στην οποία τα συμπεράσματα της βασικής έρευνας μπορούν να τύχουν άμεσης 
χρήσης από την εφαρμοσμένη έρευνα με πιθανότητες σύντομης πρακτικής 
εφαρμογής.

Η παραπάνω διαπίστωση καθώς και το γεγονός πως στη χώρα μας οι θάνατοι 
από ΚΕΚ, κυρίως ως αποτέλεσμα τροχαίων ατυχημάτων, είναι αυξημένοι σε σχέση 
με άλλα κράτη, αποτέλεσαν κίνητρα για την παρούσα ερευνητική δουλειά. Η μελέτη 
συγκεκριμένων πτυχών της απόκρισης του εγκεφαλικού τραυματισμού των επίμυων 
αποκάλυψε ορισμένα ενδιαφέροντα ευρήματα, μερικά από τα οποία ίσως να 
περιγράφονται και για πρώτη φορά. Επίσης, μας οδήγησε στην δοκιμή των 
νευροπροστατευτικών/ νευροαναγεννητικών ιδιοτήτων της χορήγησης του αυξητικού 
παράγοντα IGF-Ι με αποτελέσματα πολύ θετικά και ενθαρρυντικά όσον αφορά την 
πιθανή θεραπευτική χρήση του.

Η ιδέα για τη συγκεκριμένη εργασία ανήκει στην Καθηγήτρια του τμήματος 
Νοσηλευτικής Κα Φωτεινή Στυλιανοπούλου, στο εργαστήριο της οποίας 
πραγματοποιήθηκε ο κύριος όγκος της πειραματικής δουλειάς. Την ευχαριστώ θερμά, 
όπως και την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια του τμήματος Νοσηλευτικής Κα Ελένη 
Φιλιππίδου, για τη συνεχή παρουσία τους, τη στήριξή τους (εκπαιδευτική, 
συμβουλευτική και κριτική) σε όλα τα πρακτικά ζητήματα «πάγκου» αλλά κυρίως για 
όλα τα υπόλοιπα: το διάλογο, την κατανόηση, τις ευκαιρίες...

Θερμά θέλω επίσης να ευχαριστήσω τον Καθηγητή της Ιατρικής Σχολής Ko 
Παναγιώτη Δάβαρη, διευθυντή του εργαστηρίου Παθολογικής Ανατομικής καθώς και 
τον Αναπληρωτή Καθηγητή της Ιατρικής σχολής Ko Ευστράτιο Πατσούρη, γιατί 
αγκάλιασαν την παρούσα εργασία και ουσιαστικά μου έδωσαν τη δυνατότητα να την 
πραγματοποιήσω. Τους ευχαριστώ για τις υποδείξεις τους κυρίως σε θέματα που





άπτονται της παθολογοανατομικής αξιολόγησης των ευρημάτων, αλλά και τις 
γενικότερες συμβουλές τους και την κριτική τους.

Θέλω επίσης να ευχαριστήσω την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια της Ιατρικής 
σχολής Κα Ελένη Κανέλλη για τη στήριξή της στην πραγματοποίηση της παρούσας 
εργασίας. Ευχαριστώ ακόμη την Επίκουρο Καθηγήτρια της Ιατρικής σχολής Κα 
Ευθυμία Κιτράκη γιατί έβρισκα την πόρτα της πάντα ανοιχτή και στις μικρές και στις 
μεγάλες ανάγκες.

Τα τέσσερα και πλέον χρόνια που δούλεψα στον πάγκο του εργαστηρίου εκτός 
από τις γνώσεις που πήρα σε θέματα «επιστήμης» είχα την ευκαιρία να γνωρίσω έναν 
ολόκληρο κόσμο τον οποίο δεν είχα φανταστεί. Γνώρισα πολλούς νέους 
συναδέλφους, από όλους τους κλάδους, οι οποίοι ζουν και κινούνται στους 
«ρυθμούς» της έρευνας, όπως αυτοί ορίζονται μέσα στην περίεργη και δύσκολη 
ελληνική πραγματικότητα, αφιερώνοντας χρόνο, όρεξη και φαντασία. Δεν μπορώ να 
μην ευχαριστήσω την Αθανασία, το Βαγγέλη, την Αγάπη, το Σταμάτη και τη 
Δέσποινα στους οποίους φόρτωσα τις πρώτες προσπάθειές μου και μαζί βέβαια και 
τις ανασφάλειές μου. Όυτε μπορώ να μην αναφερθώ στο Θανάση, την Αποστολία, το 
Φάνη, τη Λίνα και το Στάθη χωρίς τους οποίους η δουλειά θα ήταν περισσότερη, 
δυσκολότερη και οπωσδήποτε πιο... άνοστη. Χάρη σε όλον αυτόν τον «κόσμο του 
εργαστηρίου» οι ώρες περνούσαν ανθρώπινα, με ζεστασιά και συντροφικότητα. Ένας 
κόσμος που έμεινε όμως ο μισός -για μένα- με το θάνατο της αγαπημένης Αγγέλας, 
της Αγγέλας των γλυκών αναμνήσεων μα της πικρής γεύσης του κενού...

Την αγάπη μου και τις ευχαριστίες μου για τους εκτός των εργαστηρίων ούτως 
ή άλλως την κρατώ για τα εκτός των εργαστηρίων «κέιμενα».

Ση us ίωση:
Το μεγαλύτερο μέρος της παρούσας εργασίας περιλαμβάνεται στη δημοσίευση:
X Η. Καζάνης, Ε. Φιλιππίδου, Φ. Στυλιανοπούλου (2001) Μοριακοί μηχανισμοί 

που ενέχονται στην απάντηση του εγκεφαλικού ιστού στο τραύμα. Αρχεία 
Ελληνικής Ιατρικής 18: 363- 374. (Β' Βραβείο Έπαθλο «Σωτήρης 
Παπασταμάτης» 2001)

Επίσης, ένα τμήμα των αποτελεσμάτων (αυτών που αφορούν στην έκφραση της 
πρωτεΐνης nNOS) περιλαμβάνονται στη δημοσίευση:

X Μ. Giannacopoulou, Μ. Mansour, Ε. Kazanis, Ε. Bozas, Η. Philippidis, F. 
Stylianopoulou (2000) NMDA receptor mediated changes in IGF-II gene 
expression in the rat brain after injury and the possible role of nitric oxide. 
Neuropathology and Applied Neurobiology 26: 513-521.





A. ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ





1. ΕΓΚΕΦΑΛΙΚΟΙ ΤΡΑΥΜΑΤΙΣΜΟΙ: «Η ΑΦΑΝΗΣ 
ΕΠΙΔΗΜΙΑ».

Σύμφωνα με τα στοιχεία του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας (ΠΟΥ) 
(World Health Organization/ WHO), το 1998 περίπου 5,8 εκατομμύρια άνθρωποι σε 
όλον τον κόσμο έχασαν τη ζωή τους από τραυματισμό. Παρόλο που τα δύο τρίτα 
αυτών των θανάτων αφορούσαν άνδρες, οι τραυματισμοί είναι η κύρια αιτία 
θανάτου και για τα δύο φύλα, σε όλες τις ηλικίες. Δεδομένα από διαφορετικές 
περιοχές του πλανήτη αποκαλύπτουν πως σε κάθε θάνατο από τραυματισμό 
αντιστοιχούν 30 άνθρωποι που απαιτούν παρατεταμένη νοσοκομειακή περίθαλψη 
και 300 οι οποίοι χρειάζονται φροντίδα σε μονάδες επείγουσας αντιμετώπισης. 
Ακόμη, πολλοί περισσότεροι απαιτούν φροντίδα σε άλλες μονάδες παροχής 
υπηρεσιών υγείας ή στο σπίτι. Επίσης, τονίζεται πως το πρόβλημα των 
τραυματισμών εντοπίζεται με μεγαλύτερη ένταση στις αναπτυσσόμενες χώρες, 
καθώς σε αυτές αφενός υφίστανται περισσότεροι κίνδυνοι πρόκλησης 
τραυματισμών και αφετέρου δεν υπάρχουν τα απαραίτητα μέσα για την 
αντιμετώπισή τους. Το οικονομικό κόστος από τους τραυματισμούς συνίσταται 
τόσο στα έξοδα βραχύχρονης και μακρόχρονης περίθαλψης των ασθενών, όσο και 
στη μείωση του ανθρώπινου, παραγωγικού δυναμικού. Φυσικά δεν είναι αμελητέες 
οι ψυχολογικές και συναισθηματικές επιπτώσεις στους ίδιους τους ασθενείς αλλά 
και το περιβάλλον τους.

Τα παραπάνω στοιχεία προέρχονται από τις οδηγίες του ΠΟΥ για την 
ανάπτυξη ενός παγκόσμιου συστήματος παρακολούθησης των τραυματισμών 
(Injury Surveillance Guidelines, Holder et al. 2001). Στην εισαγωγή αυτού του 
εγχειριδίου γίνεται μία επιγραμματική περιγραφή του προβλήματος, όχι μόνο με 
ιατρικούς επιδημιολογικούς όρους, αλλά τονίζοντας και τις οικονομικές και 
κοινωνικές παραμέτρους. Δεν πρέπει να αποκρύπτεται άλλωστε πως οι οικονομικές 
συνέπειες είναι αυτές που αποτελούν τον πιο ισχυρό παράγοντα που εξαναγκάζει τις 
κοινωνίες αλλά και τους διεθνείς οργανισμούς να εστιάζονται σε συγκεκριμένα 
προβλήματα και να επιδιώκουν την αντιμετώπισή τους. Από την παρακολούθηση 
της διεθνούς βιβλιογραφίας γίνεται αντιληπτό πως ενώ οι γενικές επιδημιολογικές 
παράμετροι του φαινομένου των τραυματισμών δεν έχουν μεταβληθεί ιδιαίτερα τις 
τελευταίες δεκαετίες, από το 1980 και μετά το ενδιαφέρον των υπηρεσιών υγείας 
(με πρωτεργάτες τις ΗΠΑ) έχει αυξηθεί σημαντικά, τόσο στον τομέα της ιατρικής 
αντιμετώπισης των τραυματισμών, όσο και στον τομέα της πρόληψής τους. Στη 
συζήτηση αυτή έχει εισέλθει με τους δικούς της ρυθμούς και η Ευρώπη, καθώς έχει 
πλέον γίνει συνείδηση πως οι τραυματισμοί και ιδιαίτερα αυτοί του Κεντρικού 
Νευρικού Συστήματος (ΚΝΣ) δεν αποτελούν σποραδικά περιστατικά, αλλά 
χαρακτηρίζονται από σταθερές επιδημιολογικές παραμέτρους και συνεπώς μπορούν 
σε μεγάλο βαθμό να προβλεφθούν και να αντιμετωπισθούν.

Οι τραυματισμοί του ΚΝΣ αποκαλούνται από ορισμένους επιστήμονες ως η 
«σιωπηλή» ή «αφανής» επιδημία (silent epidemic: Cobum 1992). Τα στατιστικά 
στοιχεία αποκαλύπτουν πως αυτού του τύπου οι τραυματισμοί αποτελούν την κύρια 
αιτία θανάτου και πρόκλησης μόνιμων αναπηριών στον πληθυσμό κάτω των 
σαράντά ετών, σε παγκόσμια κλίμακα. Πρόκειται για ιατρικό και επιδημιολογικό 
πρόβλημα το οποίο επεκτείνεται σε όλη την υδρόγειο, με διαφορετικά βέβαια



χαρακτηριστικά σε κάθε κράτος, ανάλογα με το επίπεδο τεχνολογικής ανάπτυξης, 
το επίπεδο βίας που επικρατεί και το επίπεδο των παρεχόμενων υπηρεσιών υγείας. 
Φαίνεται πως οι τραυματισμοί του ΚΝΣ αφορούν περισσότερο τους εργαζόμενους 
άνδρες ηλικίας 15-30 χρόνων με χαμηλά εισοδήματα. Οι κύριες αιτίες τους είναι τα 
τροχαία ατυχήματα και οι επιθέσεις. Υπολογίζεται πως το συνολικό κόστος, άμεσο 
και έμμεσο, από τους τραυματισμούς του ΚΝΣ άγγιξε, ενδεικτικά το 1990, τα 50 
δισεκατομμύρια δολάρια (Basso et al 2001).

1.1. ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ ΚΡΑΝΙΟΕΓΚΕΦΑΛΙΚΩΝ ΚΑΚΩΣΕΩΝ (ΚΕΚ).

Συστηματική συλλογή δεδομένων όσον αφορά στις ΚΕΚ άρχισε να γίνεται 
τα τελευταία χρόνια χάρη στις δυνατότητες μηχανοργάνωσης των υπηρεσιών 
υγείας, αφού βέβαια είχε γίνει αντιληπτή η ανάγκη καταγραφής και αντιμετώπισης 
του φαινομένου. Η επεξεργασία των διαφόρων μελετών που υπάρχουν διαθέσιμες, 
κυρίως στο διαδίκτυο, στο επίπεδο της ανάγνωσης και όχι της επισταμένης 
ανάλυσης, αξιολόγησης και ομογενοποίησης των αποτελεσμάτων αποκαλύπτει πως 
υπάρχουν συγκεκριμένα χαρακτηριστικά που περιγράφουν το φαινόμενο των ΚΕΚ 
κοινά σε όλα τα μήκη και πλάτη του κόσμου και άλλα τα οποία διαφέρουν 
σημαντικά. Για παράδειγμα η υπεροχή των ανδρών στους πάσχοντες από ΚΕΚ είναι 
σταθερή, ακόμη και ως ποσοστό (περίπου το 70%), σε πολλές, διαφορετικές χώρες. 
Από την άλλη μεριά, τα αίτια των ΚΕΚ, ενώ παραμένουν ίδια, διαφοροποιούνται 
σημαντικά ως προς την ιεράρχησή τους σε σχέση με τη συχνότητα εμφάνισής τους. 
Χαρακτηριστική είναι η διαφορά μεταξύ ΗΠΑ και Ευρώπης στην πρόκληση ΚΕΚ 
από τη χρήση όπλων. Στις ΗΠΑ η συγκεκριμένη αιτία ΚΕΚ είναι πρώτη σε 
συχνότητα πρόκλησης θανάτου με ΚΕΚ, ενώ στη Ευρώπη κατατάσσεται στις 
τελευταίες θέσεις. Μία γενική παρατήρηση η οποία εκφράζεται σχεδόν σε όλα τα 
κείμενα του ΠΟΥ είναι η σταδιακή μείωση της συχνότητας εμφάνισης ΚΕΚ στις 
αναπτυγμένες χώρες, με ταυτόχρονη σημαντική μείωση της θνησιμότητας κυρίως 
στις περιπτώσεις σοβαρών ΚΕΚ, σε αντίθεση με τη συνεχή ένταση του φαινομένου 
στις αναπτυσσόμενες χώρες, στις οποίες ταυτόχρονα η θνησιμότητα παραμένει 
μεγάλη.

Η σύντομη ανασκόπηση που ακολουθεί αποσκοπεί στην ενδεικτική 
περιγραφή των διαστάσεων του προβλήματος και στην ανάδειξη των παραμέτρων 
που το περιγράφουν.
❖ ΗΠΑ και ΚΑΝΑΔΑΣ.

Στις ΗΠΑ το σύστημα περίθαλψης και το ασφαλιστικό σύστημα διαφέρουν 
σημαντικά σε φιλοσοφία και οργάνωση από τα αντίστοιχα των Ευρωπαϊκών χωρών. 
Η έντονη ανάμειξη ιδιωτικών επιχειρήσεων, στο χώρο κυρίως της ασφάλισης, 
επιβάλλει την ανάλυση των μακροχρόνιων επιπτώσεων όλων των προβλημάτων 
υγείας με όρους κόστους-απόδοσης. Τις τελευταίες δεκαετίες παρατηρήθηκε μικρή 
αύξηση των περιστατικών ΚΕΚ πιθανώς λόγω της αύξησης του πληθυσμού, της 
τεχνολογικής ανάπτυξης (επέδρασε κυρίως στην κατηγορία των τροχαίων 
ατυχημάτων) και της αύξησης του μέσου όρου ζωής. Παράλληλα η εξέλιξη των 
ιατρικών δυνατοτήτων άμεσης και επιτυχημένης αντιμετώπισης των τραυματισμών 
οδήγησε σε δραματική αύξηση του αριθμού των ατόμων με σημαντικές αναπηρίες 
λόγω ΚΕΚ. Οι ιδιωτικοί φορείς κλήθηκαν να καλύψουν το κόστος περίθαλψης
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(άμεσης και μακροχρόνιας) και συνεπώς οδηγήθηκαν στην ανάγκη να περιγράψουν 
το φαινόμενο των ΚΕΚ και να προσδιορίσουν στρατηγικές αντιμετώπισής του.

Στις ΗΠΑ και τον Καναδά κάθε χρόνο υπολογίζεται πως 1,5 με 2 
εκατομμύρια άνθρωποι υφίστανται ΚΕΚ. Εί συχνότητα εμφάνισης του φαινομένου 
είναι περίπου 200 άτομα ανά 100000 κατοίκους. Οι θάνατοι από ΚΕΚ 
υπολογίζονται στους 75000 κάθε χρόνο, ενώ 70000-90000 άτομα επιβιώνουν με 
σημαντικές μακροχρόνιες δυσλειτουργίες. Αυτή τη στιγμή ζουν στις ΗΠΑ περίπου
2,5 έως 6 εκατομμύρια άτομα που πάσχουν από ΚΕΚ.

Οι κυριότερες αιτίες πρόκλησης ΚΕΚ είναι τα τροχαία ατυχήματα (50% των 
περιπτώσεων), οι πτώσεις από ύψη (κυρίως μετά από χρήση αλκοόλ), οι επιθέσεις 
(20-30%) και τα αθλητικά ατυχήματα (3%). Όσον αφορά όμως τις θανατηφόρες 
περιπτώσεις ΚΕΚ, η χρήση όπλων είναι υπεύθυνη για το θάνατο 34000 ατόμων 
κάθε χρόνο και αποτελεί την πρώτη αιτία θανάτου σε πολλές πολιτείες. Το ετήσιο 
κόστος αντιμετώπισης, περίθαλψης και αποκατάστασης των ΚΕΚ ανέρχεται 
ετησίως στα 9-10 δισεκατομμύρια δολάρια. (Kelly and Becker 2001 και στην 
ιστοσελίδα της οργάνωσης RehabTeam
http://calder.iried.miaini.edu/Dointis/tbifam/cause2.html).
❖ ΜΕΓΑΛΗ ΒΡΕΤΑΝΙΑ

Στη Μ. Βρετανία, περίπου 1 εκατομμύριο ασθενείς με ΚΕΚ προσέρχονται 
στις μονάδες εντατικής θεραπείας ετησίως (10% των επειγόντων περιστατικών). Η 
συχνότητα διαμορφώνεται σε 200-300 άτομα ανά 100000. Από αυτούς, το 90% 
(250/100000) αφορά ελαφριές (mild) ΚΕΚ, το 5% (18/100000) μέτριες (moderate) 
και το 5% (περίπου 8/100000) σοβαρές (severe). Οι θάνατοι από ΚΕΚ ανέρχονται 
σε 10/100000 (το 1% των θανάτων), με το ποσοστό όμως να είναι ιδιαίτερα υψηλό 
στις ηλικίες 5-45 ετών (αποτελούν την κύρια αιτία θανάτου, με ποσοστό 20%). 
Σημαντικό είναι επίσης το εύρημα πως η τελική συχνότητα εμφάνισης χρόνιων 
δυσλειτουργιών είναι πολύ υψηλή και στις τρεις κατηγορίες σοβαρότητας των ET: 
78% μετά από σοβαρό ΚΕΚ, 54% μετά από μέτριο και 51% μετά από ελαφρύ. 
Ενδεικτικά αναφέρεται πως οι επιπλοκές των ελαφριών τραυματισμών 
κατατάσσονται σε αμιγώς ιατρικές (συνεχείς και έντονες κεφαλαλγίες στο 79% των 
περιπτώσεων), μεικτές ψυχο-σωματικές (προβλήματα στη λειτουργία της μνήμης σε 
ποσοστό 59%), μέχρι και αμιγώς κοινωνικές (το 34% των ατόμων παραμένουν 
μακροχρόνια άνεργοι). (McGregor and Pentland 1997, Kay and Teasdale 2001).
❖ ΓΕΡΜΑΝΙΑ

Στη Γερμανία η συχνότητα των εγκεφαλικών τραυματισμών υπολογίζεται σε 
200-300 άτομα στα 100000 ανά έτος. Το 73% των περιπτώσεων αφορά ελαφριούς 
τραυματισμούς, ενώ 10/100000 πέφτουν σε κωματώδη κατάσταση. Οι θάνατοι από 
ΚΕΚ ανέρχονται σε 11,5 άτομα στα 100000 και αποτελούν το 25% των θανάτων 
από τραυματισμούς και δηλητηριάσεις. Ενώ ο αριθμός των ελαφρών τραυματισμών 
είναι αυξημένος, η δυσμενής εξέλιξη των ασθενών (θάνατος ή χρόνια παραμονή σε 
φυτική κατάσταση) αγγίζει το 34,5%-46%. Η μέση ηλικία των ασθενών με ΚΕΚ 
είναι τα 39 έτη και αφορούν το ανδρικό φύλο σε ποσοστό 70%. Οι κυριότερες αιτίες 
είναι τα τροχαία ατυχήματα (56%), οι πτώσεις από ύψος (31%) και οι αυτοκτονίες 
(12%). Μόνο το 1996 νοσηλεύθηκαν 279029 άτομα με ΚΕΚ και ο μέσος χρόνος 
νοσηλείας τους ήταν 5,75 ημέρες. Εκτιμάται πως στη Γερμανία χρειάζονται 
τουλάχιστον 2300 κλίνες για ασθενείς με ΚΕΚ και πως η ετήσια δαπάνη για
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ενδονοσοκομειακή περίθαλψη των ατόμων με ΚΕΚ ανήλθε το 1996 στα 912 
εκατομμύρια DM, χωρίς να υπολογίζεται το κόστος εξωνοσοκομειακής περίθαλψης 
και αποκατάστασης (Firsching and Woischneck 2001).
❖ ΕΥΡΩΠΗ ΓΕΝΙΚΑ

Στα πλαίσια μιας πανευρωπαϊκής προσπάθειας καταγραφής και ελέγχου του 
προβλήματος των ΚΕΚ, στοιχεία από 12 ευρωπαϊκές χώρες συγκεντρώθηκαν και 
ομαδοποιήθηκαν ή αναλύθηκαν συγκριτικά (The European Brain Injury Consortium 
Survey of Head Injuries, Murray et al. 1999). Υπολογίσθηκε πως η μέση ηλικία 
ατόμων με ΚΕΚ είναι τα 42 έτη. Η συντριπτική πλειοψηφία αφορά άνδρες (74%), 
ενώ τα τροχαία ατυχήματα ευθύνονται για τις περισσότερες περιπτώσεις (51%). 
Όσον αφορά τα αίτια όμως εντοπίζονται σημαντικές διακυμάνσεις από χώρα σε 
χώρα. Για παράδειγμα, τα τροχαία ατυχήματα είναι κύριος λόγος πρόκλησης ΚΕΚ 
στις κάτω χώρες (48%) ενώ στη Μ.Βρετανία ευθύνονται μόνο για το 11%. Από την 
άλλη μεριά οι πτώσεις από ύψος (κυρίως λόγω αλκοόλ) ευθύνονται για το 1 % των 
ΚΕΚ στην Ισπανία αλλά για το 33% στη Σκανδιναβία. Η συχνότητα των ΚΕΚ στη 
Γαλλία υπολογίζεται σε ορισμένες μελέτες στα 281 άτομα στα 100000 και στην 
Ισπανία 91/100000 (Basso et al. 2001). Σημαντική είναι η διαπίστωση πως σε 
χρονικό διάστημα έξι μηνών μετά την ΚΕΚ, το 31% των ασθενών έχει πεθάνει, το 
3% βρίσκεται σε φυτική κατάσταση, το 6% αντιμετωπίζει σοβαρά προβλήματα, το 
20% εμφανίζει δυσχέρειες μέσης σοβαρότητας και μόνο το 31% έχει καλή 
ανάρρωση. Το ποσοστό που εμφανίζει πολύ σοβαρά και μετρίως σοβαρά 
προβλήματα προέρχεται από όλες τις βαθμίδες κρισιμότητας της ΚΕΚ, όπως αυτή 
χαρακτηρίστηκε κατά την πρώτη εκτίμηση. Από τις πολύ σοβαρές ΚΕΚ το 36% 
εξελίσσεται άσχημα, από τις ενδιάμεσες το 32%, από τις μέτριες το 38% και από τις 
μη χαρακτηρισμένες ΚΕΚ το 38%.
❖ ΥΠΟΛΟΙΠΟΣ ΚΟΣΜΟΣ

Όπως αναφέρθηκε και στην αρχή, το πρόβλημα των ΚΕΚ έχει διογκούμενο 
μέγεθος στις υπό ανάπτυξη χώρες, όπως αυτό μπορεί να εκτιμηθεί κυρίως από 
ποιοτικά κριτήρια, εφόσον υπάρχει σημαντική δυσκολία καταγραφής των 
δεδομένων.
ΠΑΚΙΣΤΑΝ:

Στο Πακιστάν έγινε μία προσπάθεια καταγραφής του φαινομένου των 
ΚΕΚ, οι οποίες εμφανίζονται ως η κύρια αιτία θανάτου και αναπηρίας, ιδίως στις 
νεαρές, παραγωγικές ηλικίες. Η πλειοψηφία των τραυματισμών αφορούσε άνδρες 
(75%) μεταξύ 10 και 20 ετών (33,2%). Η κατανομή των ΚΕΚ ήταν: 52% πολύ 
σοβαροί τραυματισμοί, 30% μέτριοι και 18% ελαφρείς (σημαντική διαφοροποίηση 
από την κατανομή στις αναπτυγμένες χώρες, βλέπε ενδεικτικά Μ.Βρετανία). Το 
ποσοστό ικανοποιητικής ανάνηψης ήταν 67% και η θνητότητα έφτασε το 18%. 
Ενδεικτική των διαφορών μεταξύ αναπτυσσόμενων και αναπτυγμένων χωρών είναι 
η περιγραφή των αιτιών των ET. Όπως και σε άλλες χώρες, η κύρια αιτία ΚΕΚ στο 
Πακιστάν είναι τα τροχαία ατυχήματα, μόνο που αυτά οφείλονται κυρίως σε 
πτώσεις ατόμων από τρένα, λεωφορεία και άμαξες, καθώς τα μέτρα ασφαλείας είναι 
ανύπαρκτα και ο κόσμος κυριολεκτικά κρέμεται από τα οχήματα. Ιδιαίτερα 
αυξημένες είναι επίσης οι πτώσεις από ύψη, καθώς σημαντικό χρονικό διάστημα 
της ημέρας οι Πακιστανοί το περνούν στις στέγες των σπιτιών τους, ως αποτέλεσμα 
των κλιματολογικών συνθηκών και της τεχνολογικής υπανάπτυξης
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(χαρακτηριστικές φωτογραφίες και παράθεση στοιχείων στην αναφορά: Ali Raja et 
al. 2001). Παρά τις προαναφερθείσες καταστάσεις η συγκεκριμένη έρευνα 
περιορίζει τη συχνότητα εγκεφαλικών τραυματισμών στο Πακιστάν σε 91/100000 
άτομα. Αυτό πιθανώς οφείλεται στην αδυναμία καταγραφής πολλών περιπτώσεων 
οι οποίες δεν καταλήγουν σε νοσοκομεία. Μία άλλη αναφορά (Ansari and Panezai 
1998) αποκαλύπτει πως η συχνότητα διεισδυτικών ΚΕΚ ως αποτέλεσμα πολεμικών 
επιχειρήσεων, εμφανίζει συνεχή αύξηση τα τελευταία χρόνια. Το φαινόμενο αυτό 
συνοδεύει τις περιόδους πολεμικών εντάσεων, όπως φάνηκε και κατά τη διάρκεια 
των Ισραηλινο-Αραβικών συγκρούσεων (Brandvold et al. 1990).
KINA:

Στη Λαϊκή Δημοκρατία της Κίνας έγινε συγκριτική μελέτη των ΚΕΚ σε 
αστικές και αγροτικές περιοχές. Στις αστικές περιοχές η συχνότητα των ΚΕΚ 
υπολογίστηκε σε 55,4 άτομα στα 100000, με θνησιμότητα 6,3 / 100000. Οι ΚΕΚ 
αφορούσαν άνδρες σε ποσοστό 62,4% και οι κύριες αιτίες τους ήταν τα τροχαία 
ατυχήματα (31,7%) και οι επιθέσεις (23,8%). Στις αγροτικές περιοχές η συχνότητα 
των ΚΕΚ ήταν 64,1/100000 κατοίκους, με θνησιμότητα 9,7/100000. Οι ΚΕΚ 
εστιάζονταν κυρίως στους άνδρες (71,3%) και οφείλονταν κυρίως σε πτώσεις 
(33,5%) και τροχαία ατυχήματα (33%). Οι τραυματισμοί από όπλα περιορίζονταν 
σε 1,3% στις αγροτικές και 1,4% στις αστικές περιοχές (Zhao and Wang 2001).

Ιδιαίτερα στατιστικά στοιχεία για τους κρανιοεγκεφαλικούς τραυματισμούς 
στην Ελλάδα δεν υπάρχουν. Καθώς όμως αυτού του είδους οι τραυματισμοί 
εμφανίζονται συχνότατα σε τροχαία ατυχήματα και με δεδομένο το πρόβλημα της 
συχνότητας τέτοιων ατυχημάτων στη χώρα μας [βλέπε παράρτημα 1] γίνεται ορατό 
το ενδιαφέρον για τη μελέτη τους και την προσπάθεια έγκαιρης κλινικής 
αντιμετώπισης τους.

1.2. ΚΟΙΝΩΝΙΚΕΣ ΚΑΙ ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΕΣ ΣΥΝΕΠΕΙΕΣ.

Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή, τα τελευταία χρόνια έχει αναπτυχθεί 
ένας σημαντικός προβληματισμός γύρω από το φαινόμενο των ΚΕΚ, το κοινωνικό 
και οικονομικό κόστος που τους συνοδεύει και τις δυνατότητες περιορισμού του. Το 
πιο εύκολο κομμάτι αυτού του παζλ είναι ο προσδιορισμός των εξόδων άμεσης 
νοσοκομειακής αντιμετώπισης των ΚΕΚ, κατά τη μεταφορά των ασθενών και την 
κρίσιμη αρχική περίοδο. Πρόκειται για δαπάνες που εντάσσονται στη λειτουργία 
ρουτίνας των νοσηλευτικών ιδρυμάτων και οι οποίες φαίνεται πως δεν 
προβληματίζουν ιδιαίτερα τους δημόσιους και ιδιωτικούς ασφαλιστικούς φορείς. Ο 
σκεπτικισμός αφορά τη μακρόχρονη διαδικασία σταθεροποίησης, ανάνηψης και 
τελικά αποκατάστασης των ασθενών, μία διαδικασία η οποία εξαρτάται από 
πολλούς αστάθμητους παράγοντες, με ιδιαίτερα αβέβαιη έκβαση (Cobum 1992, 
Moorehead 1995, Banja and Johnston 1994).

Στη δεκαετία του '90, έγιναν πολλές μελέτες μακροχρόνιας 
παρακολούθησης των ασθενών με ΚΕΚ και των συγγενών τους, με στόχο την 
καταγραφή και επισήμανση των συνεπειών τους. Οι μελέτες αυτές κατέστησαν 
σαφές πως οι ομάδες ανθρώπων οι οποίες έρχονται σε επαφή με άτομα που έχουν 
σημαντικές αναπηρίες λόγω ΚΕΚ είναι ιδιαίτερα ευάλωτες σε κοινωνικά και
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οικονομικά προβλήματα και συνεπώς χρειάζονται πολλαπλή στήριξη (Livingston et 
al. 1985). Οι συγγενείς τέτοιων ατόμων εμφανίζουν δυσκολία στο να διατηρήσουν 
σταθερά ωράρια (Osberg et al. 1997), είναι υποχρεωμένοι να βρουν καινούρια 
εργασία, να δανειστούν χρήματα, να υποστούν μείωση της περιουσίας τους ή να 
κηρύξουν πτώχευση, σε ποσοστό σημαντικά αυξημένο σε σχέση με άλλες 
κατηγορίες πολιτών (McMordie and Barker 1988). Ακόμη, τα συγγενικά πρόσωπα 
που είναι επιφορτισμένα με την περιποίηση των ασθενών αυτών εμφανίζουν 
αυξημένη συχνότητα επεισοδίων θυμού, κόπωση, νωθρότητα και αμέλεια. Επίσης, 
χαρακτηρίζονται από κατάχρηση φαρμακευτικών ουσιών και πολλαπλά 
προβλήματα συμπεριφοράς (Hall et al. 1994).

Το κόστος της προσπάθειας σταθεροποίησης και εν συνεχεία 
αποκατάστασης της υγείας των πασχόντων από ΚΕΚ επιβαρύνει είτε τους 
συγγενείς, οδηγώντας σε όλα τα προαναφερθέντα προβλήματα, είτε τους 
ασφαλιστικούς φορείς και τους οργανισμούς πρόνοιας, μειώνοντας τα διαθέσιμα 
κεφάλαιά τους. Σε επίπεδο κοινωνίας, η οικονομική επιβάρυνση μεγεθύνεται από το 
γεγονός πως οι ΚΕΚ πλήττουν άτομα νεαρής ηλικίας. Συνέπεια αυτής της 
παραμέτρου είναι αφενός η μείωση του παραγωγικού δυναμικού και αφετέρου η 
επιβάρυνση του συνόλου από την ανάγκη «χρηματοδότησης» ατόμων με πολλές 
φορές φυσιολογικό προσδόκιμο ζωής, αλλά αποκομμένων από την παραγωγική 
διαδικασία. Η λογιστική, στεγνά οικονομική θεώρηση του φαινομένου εκφράζεται 
με τη προβολή της ανάγκης κατάρτισης ενός σαφούς συστήματος άμεσης (κατά το 
δυνατόν) αξιολόγησης και πρόγνωσης των ΚΕΚ, το οποίο θα επιτρέπει στους 
γιατρούς να αποφαίνονται για την εξέλιξη του ασθενούς και να λαμβάνουν τις 
αποφάσεις τους για τη συνέχιση της προσπάθειας σταθεροποίησης και 
αποκατάστασης των τραυματιών. Η θεώρηση αυτή διέπεται από τη λογική πως 
είναι πολλαπλός ζημιογόνα για την κοινωνία η προσπάθεια αποκατάστασης ενός 
τραυματία όταν είναι σχεδόν σίγουρο πως θα επιβιώσει με βαριές αναπηρίες και 
αυτή θα πρέπει να επιδιώκεται μόνο με ανάληψη των οικονομικών ευθυνών από 
τους συγγενείς (Kaufman et al. 1995). Στην αντίθετη όχθη, η πιο ανθρωπιστική 
προσέγγιση εστιάζεται στο δικαίωμα του ασθενή για εξάντληση των δυνατοτήτων 
θεραπείας του, έστω και μερικής, χωρίς όμως να παραγνωρίζεται το κοινωνικό 
κόστος. Η ανθρωπιστική θεώρηση ρίχνει το βάρος της στην ανάπτυξη ενός 
αποτελεσματικού συστήματος πρόληψης των ΚΕΚ, με βάση τα επιδημιολογικά 
τους χαρακτηριστικά, και την ανάπτυξη ενός υποστηρικτικού συστήματος για τις 
οικογένειες των ασθενών, ούτως ώστε να επιτυγχάνεται η διατήρησή τους σε ενεργό 
κοινωνική και παραγωγική θέση.

Ανεξαρτήτως κινήτρων, στόχων και επιδιώξεων, η δεκαετία του '90 
χαρακτηρίστηκε από τον έντονο προσανατολισμό των κρατικών και ιδιωτικών 
φορέων στη χρηματοδότηση της καταγραφής και ανάλυσης του φαινομένου των 
ΚΕΚ, της πρόληψής τους, αλλά και της έρευνας στον τομέα της παθολογίας και 
θεραπείας τους (Vaughn and King 2001, Corrigan 2001, Berube 2001).
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1.3. ΚΑΤΕΥΘΥΝΣΕΙΣ ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗΣ ΚΕΚ.

Οι αιτίες των τραυματισμών του εγκεφάλου είναι πολλές και είναι πρακτικώς 
αδύνατο να εξαλειφθούν εφόσον σχετίζονται με την εξέλιξη της τεχνολογίας - 
παράδειγμα οι τραυματισμοί σε πολεμικές συγκρούσεις και τα τροχαία ατυχήματα- 
αλλά και με την έλλειψη της -παράδειγμα τα ελλειπή μέτρα ασφαλείας σε οχήματα 
και κτίσματα του Πακιστάν. Η εξέλιξη των βιοϊατρικών επιστημών έδωσε τη 
δυνατότητα πιο έγκαιρης και αποτελεσματικής αντιμετώπισης των ΚΕΚ, οδήγησε 
στη μείωση της θνησιμότητας, ταυτόχρονα όμως συνέτεινε στην αύξηση του 
αριθμού των ατόμων με σοβαρές αναπηρίες και ψυχολογικά και κοινωνικά 
προβλήματα.

Με βάση τα παραπάνω, αυτή τη στιγμή διαμορφώνονται δύο επίπεδα δράσης 
στην προσπάθεια αντιμετώπισης της «σιωπηλής επιδημίας» των ET. Το πρώτο 
επίπεδο αφορά στην προσπάθεια συντονισμένης αντιμετώπισης και πρόληψης των 
αιτιών των ET. Κάθε χώρα οφείλει να καταγράψει τις κύριες αιτίες ΚΕΚ και να 
καταστρώσει στρατηγικές ενημέρωσης του πληθυσμού. Ε[ τακτική αυτή έχει 
αποδώσει σημαντικά αποτελέσματα σε χώρες όπως η Αυστραλία και οι Η.Π.Α. 
(Kelly and Becker 2001, Atkinson and Merry 2001). To δεύτερο επίπεδο αφορά 
στην προσπάθεια της κλινικής αντιμετώπισης των ET. Ο καθορισμός των βέλτιστων 
συνθηκών οργάνωσης των πρωτοβάθμιων μονάδων παροχής υπηρεσιών υγείας 
ώστε να είναι δυνατή η ταχύτερη πρόσβαση των περιστατικών ΚΕΚ σε 
εξειδικευμένα κέντρα απαιτεί διεθνές επίπεδο συνεργασίας. Τα τελευταία χρόνια 
έχουν γίνει αρκετές συγκριτικές μελέτες των ποικίλων συστημάτων και στην 
επιστημονική κοινότητα έχουν ήδη διαμορφωθεί οι κύριες τάσεις στον τομέα αυτό. 
Για παράδειγμα τονίζεται η ανάγκη να επιτυγχάνεται η άμεση πρόσβαση των 
ασθενών σε εξειδικευμένα τραυματιολογικά κέντρα, σε συνδυασμό με την 
οργάνωση μικρών ευκίνητων ομάδων πρώτης αντιμετώπισης και μεταφοράς των 
ασθενών με τη συμμετοχή ιατρικού προσωπικού (Murray et al. 1999, Beltrame et al. 
1998, Oestern 1999, Huemer et al. 1994).

Διεθνής επιστημονική συνεργασία απαιτείται και στην προσπάθεια 
αποσαφήνισης και διατύπωσης οδηγιών για την αντιμετώπιση των ΚΕΚ από το 
αρμόδιο ιατρικό και νοσηλευτικό προσωπικό. Η εφαρμογή συγκεκριμένων κανόνων 
όσον αφορά τις παραμέτρους που πρέπει να παρακολουθούνται (ενδοκρανιακή 
πίεση, διάφοροι μεταβολικοί δείκτες) και τις επεμβατικές τεχνικές που πρέπει να 
εφαρμόζονται (χειρουργική ή όχι αντιμετώπιση), σε συνδυασμό με τη συσσώρευση 
εμπειρίας από τη χρήση απεικονιστικών τεχνικών, έχουν οδηγήσει στη δραματική 
μείωση της θνητότητας των ΚΕΚ (για παράδειγμα στη Μ. Βρετανία McGregor and 
Pentland 1997, Kay and Teasdale 2001). [Βλέπε και παράρτημα 2]

Τέλος, ως τρίτο επίπεδο δράσης πρέπει πάντα να υπογραμμίζεται η ανάγκη 
χρηματοδότησης της βασικής έρευνας, εργαστηριακής, κλινικής ή και 
επιδημιολογικής, η οποία μπορεί να προσανατολίζεται στη μελέτη της παθολογίας 
των ΚΕΚ, της θεραπευτικής αντιμετώπισής τους και της προσπάθειας 
αποκατάστασης των βλαβών που έχουν επέλθει αξαιτίας τους. Η τακτική των ΗΠΑ 
στις οποίες τόσο το 1996, όσο και το 2000, η αντιμετώπιση των ΚΕΚ με νόμο του 
κράτους (The Traumatic Brain Injury Act Amendments Corrigan 2001, Berube
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2001) εντάχθηκε στις προτεραιότητες των τοπικών κυβερνήσεων αλλά και της 
κεντρικής διοίκησης, φαίνεται πως έδωσε ώθηση σε αυτόν τον επιστημονικό τομέα.



2. ΜΟΝΤΕΛΑ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ ΚΕΚ.

Η απαραίτητη, όπως αξιολογείται από όσα έχουν αναφερθεί ως τώρα, 
εργαστηριακή μελέτη των κρανιοεγκεφαλικών τραυματισμών απαιτεί, όπως σε όλες 
τις περιπτώσεις παθήσεων, την ανάπτυξη αντίστοιχων μοντέλων σε πειραματόζωα. 
Τα μέχρι τώρα εφαρμοζόμενα μοντέλα διακρίνονται σε δύο κύριες κατηγορίες, με 
βάση τη φύση και την έκταση της βλάβης που προκαλείται: Σε μοντέλα διάχυτου 
εγκεφαλικού τραυματισμού (diffuse brain injury) και σε μοντέλα εστιασμένου 
εγκεφαλικού τραυματισμού (focal brain injury), ενώ παράλληλα πρέπει να 
αναφερθούν και τα πρωτόκολλα ισχαιμικού τραυματισμού του εγκεφάλου. Η πρώτη 
κατηγορία περιλαμβάνει ποικίλα πειραματικά πρωτόκολλα (ενδεικτικά Park et al. 
1999, Dixon et al. 1987, Marmarou et al. 1994, Montasser et al. 1994, Shapira et al. 
1988) στα οποία επιτυγχάνεται με διάφορους τρόπους ο μαζικός- συνήθως και στα 
δύο ημισφαίρια- τραυματισμός του εγκεφάλου (εικ. 2.1 και 2.2). Η επίτευξη του 
τραυματισμού απαιτεί πάντα, για λόγους ηθικής, την αναισθησία του ζώου, 
συνήθως την αποκάλυψη του εγκεφαλικού ιστού με την απομάκρυνση ενός 
τμήματος του οστού του κρανίου και τη ρίψη κάποιου βάρους (cortical contusion 
injury) ή υγρού (fluid percussion injury). Συνήθως είναι δυνατός ο έλεγχος της 
βαρύτητας του τραυματισμού με την προσαρμογή συγκεκριμένων παραμέτρων, 
όπως η ταχύτητα πρόσκρουσης του βάρους ή η πίεση ρίψης του υγρού. Τα μοντέλα 
αυτά είναι πιο κοντά στις περιπτώσεις πολυτραυματιών με ΚΕΚ (όπως στα τροχαία 
ατυχήματα) ή πτώσεις από ύψος, αλλά χρειάζονται ειδικά εξοπλισμένα εργαστήρια, 
καθώς απαιτείται η παρακολούθηση πολλών ζωτικών λειτουργιών των 
πειραματόζωων.

Η δεύτερη κατηγορία περιλαμβάνει, επίσης, ποικίλα πειραματικά 
πρωτόκολλα, κυρίως μηχανικών βλαβών (Xie et al. 1995, Peterson et al. 1994) - 
όπως και το μοντέλο διεισδυτικού τραυματισμού που εφαρμόσαμε- καθώς και 
τραυματισμών με τοπική ενδοκρανιακή έγχυση τοξικών ουσιών- όπως NMDA 
(Portera-Cailliau et al. 1997), Καϊνικού ή Κουινολινικού οξέος (Portera-Cailliau et 
al. 1995) ή ακόμη και φωτοενεργοποιούμενων ουσιών (photothrombotic brain 
injury) (Kharlamov et al. 1996). Στα μοντέλα αυτά υπάρχει η δυνατότητα να 
μελετηθεί η καταστροφή επιλεγμένων ανατομικών περιοχών ή και συγκεκριμένων 
κυτταρικών πληθυσμών ή νευρικών οδών (Peterson et al. 1994), συνήθως με 
περιορισμένη θνητότητα αλλά συγκεκριμένη συμπτωματολογία (π.χ. κινητικές 
διαταραχές). Επίσης, ορισμένα πρωτόκολλα χημειοτοξικής καταστροφής 
συγκεκριμένων ομάδων κυττάρων (για παράδειγμα των ντοπαμινεργικών νευρώνων 
του ραβδωτού) χρησιμοποιούνται ως μοντέλα πειραματικής μελέτης 
νευροεκφυλιστικών ασθενειών. Πιο συγκεκριμένα, η ενδοκοιλιακή/ενδοκρανιακή 
(intracerebroventricular/ icv) χορήγηση 6-υδρόξυντοπαμίνης (6-OHDA) προκαλεί 
κυτταρικές και κινητικές αντιδράσεις που προσομοιάζουν με την ασθένεια του 
Parkinson (ενδεικτικό πρωτόκολλο: Guan et al. 2000), ενώ η έχγυση Κουϊνολικού 
οξέος στο ραβδωτό σώμα προκαλέι συμπτώματα όμοια με της χορείας του 
Huntington (ενδεικτικό πρωτόκολλο: Alexi et al. 1999).
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2.1. Διάταξη για την επίτευξη μηχανικού τραυματισμού με ρίψη βάρους.
[Προσαρμογή σχεδίου από Marmarou et al. (1994)]
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3. ΝΕΥΡΟΠΑΘΟΛΟΓΙΑ ΤΩΝ ΚΕΚ.

Είναι δύσκολο να ομαδοποιηθούν με σαφήνεια και ακρίβεια τα ανατομικά 
και παθολογικά χαρακτηριστικά των εγκεφαλικών τραυματισμών καθώς 
εμφανίζουν μεγάλη ποικιλότητα. Από τις κλινικές και εργαστηριακές παρατηρήσεις, 
έχει στοιχειοθετηθεί πως οι νευροπαθολογικές συνέπειες των εγκεφαλικών 
τραυματισμών συνδέονται άμεσα με τα βιο-μηχανικά χαρακτηριστικά (πιέσεις και 
δυνάμεις που αναπτύσσονται, ταχύτητα και τροχιά ξένου σώματος) αλλά και από το 
τμήμα του κρανίου/ εγκεφάλου που τραυματίζεται. Δύο κυρίως μηχανικά 
φαινόμενα είναι υπεύθυνα για τις πρωτογενείς εγκεφαλικές βλάβες κατά τη 
διάρκεια ενός τραυματισμού. Πρώτον, οι συνέπειες της επαφής (contact effects), το 
κάταγμα του κρανίου και η διάδοση κυμάτων σε όλο το εύρος του εγκεφάλου, με 
αφετηρία το σημείο τραυματισμού και δεύτερον, η κίνηση και παραμόρφωση του 
εγκεφαλικού ιστού εξαιτίας των φαινομένων επιτάχυνσης και αδράνειας (Για 
ανασκόπηση McIntosh et al. 1996, Karger 1995). Οι ΚΕΚ διακρίνονται συνήθως σε 
τρεις κατηγορίες, τις κακώσεις βαριάς μορφής ή σοβαρές ΚΕΚ (severe), τις μέτριες 
ή ενδιάμεσες (moderate) και τις ελαφρές (mild). Η διάκριση των τριών αυτών 
τύπων ΚΕΚ δεν βασίζεται τόσο στη φύση του τραύματος, αλλά κυρίως στο μέγεθος 
της τραυματισμένης περιοχής και στην επέκταση της καταστροφής. Στα πλαίσια της 
νευροπαθολογικής ταξινόμησης των συμπτωμάτων των ΚΕΚ διακρίνονται δύο 
στάδια εξέλιξης της εγκεφαλικής βλάβης μετά από τραυματισμό. Το πρώτο στάδιο 
(στάδιο πρωτογενούς εγκεφαλικής βλάβης) περιλαμβάνει τη χρονική στιγμή του 
τραυματισμού και χαρακτηρίζεται από τη δημιουργία των κρανιακών καταγμάτων 
και τη θλάση του εγκεφαλικού ιστού. Σε αυτό το στάδιο επίσης εξελίσσονται τα 
πρώτα αιματώματα και ο διάχυτος τραυματισμός των νευρικών αξόνων ή 
αξονότμηση (diffuse axonal injury). Το δεύτερο στάδιο (στάδιο δευτερογενούς, 
«καθυστερημένης» εγκεφαλικής βλάβης) διαρκεί για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα, 
αν και τα παθολογικά χαρακτηριστικά του οφείλονται σε διαδικασίες των οποίων η 
αιτία και η εκκίνηση εντοπίζονται στο χρονικό σημείο του τραυματισμού. Σε αυτό 
το στάδιο εκδηλώνονται ισχαιμικά επεισόδια, εγκεφαλικό οίδημα και μεταβολές 
των νευροχημικών χαρακτηριστικών του εγκεφαλικού ιστού. Οι δευτερογενείς 
εγκεφαλικές βλάβες ευθύνονται για τον αιφνίδιο θάνατο ασθενών οι οποίοι έχουν 
επιζήσει του τραυματισμού και φαίνεται να έχουν ομαλή εξέλιξη, με καλή επαφή με 
το περιβάλλον, υψηλό επίπεδο συνείδησης και φυσιολογικές δυνατότητες ομιλίας 
και συνεννόησης (φαινόμενο “talk and die”).

Οι κυριότερες ανατομικές και ιστοπαθολογικές παρατηρήσεις που 
εμφανίζονται στην πλειοψηφία των εγκεφαλικών τραυματισμών είναι η ύπαρξη 
αιματωμάτων (είτε εντός της εγκεφαλικής ουσίας, είτε στο επίπεδο των μηνίγγων), 
η απώλεια εγκεφαλονωτιαίου υγρού, η δημιουργία τραυματικών ανευρυσμάτων, η 
εμφάνιση επίμονου οιδήματος (με πιθανότητα λοίμωξης), η παρουσία θραυσμάτων 
(συνηθέστερα από τμήματα του κρανίου) και, ως συνέπεια των παραπάνω, ο 
διάχυτος τραυματισμός νευραξόνων. Επίσης ένα σημαντικό φαινόμενο που συχνά 
συνοδεύει τους ΚΕΚ είναι η ισχαιμία διαφόρων εγκεφαλικών περιοχών (McIntosh 
et al. 1996, Amirjamshidi et al. 1997, Kordestani et al. 1995).

Η παρουσία διαφόρων τύπων ενδοκρανιακών αιματωμάτων μετά από ΚΕΚ 
είναι ένα κυρίαρχο φαινόμενο (ποσοστό εμφάνισης έως και 60%). Τα επισκληρίδια



αιματώματα είναι μία χαρακτηριστική επιπλοκή των ΚΕΚ αν και συχνά 
δημιουργούνται ακόμη και μετά από ασήμαντα κτυπήματα της κεφαλής. Είναι 
αρκετά επικύνδυνα καθώς τα συμπτώματα της ύπαρξής τους μπορεί να 
εμφανιστούν αφού ο αθενής έχει συνέλθει από τον τραυματισμό και παρουσιάζει 
εικόνα διάυγειας πνεύματος ή ελαφρός σύγχυσης (φωτεινό διάλειμμα). 
Υπαραχνοειδείς αιμορραγίες δημιουργούνται συχνά στις ΚΕΚ, όμως η κλινική 
επίπτωσή τους στην εξέλιξη του ασθενούς είναι συνήθως μικρή (οι κλινικώς 
σημαντικές υπαραχνοειδείς αιμορραγίες περιορίζονται στο 18% των περιπτώσεων 
σύμφωνα με την ευρεία μελέτη των Adams et al. 1985). Τα υποσκληρίδια 
αιματώματα έιναι επίσης μία επιπλοκή των ΚΕΚ η οποία μπορεί να δημιουργήσει 
σοβαρούς κινδύνους για την υγεία των ασθενών. Διακρίνονται σε οξέα, υποξέα και 
χρόνια, ανάλογα με το χρονικό διάστημα εμφάνισης και εξέλιξής τους. 
Χαρακτηρίζονται από σταδιακή αύξηση του μεγέθους τους, ενθυλάκωση και τελικά 
αυξημένη πιθανότητα να δημιουργήσουν περαιτέρω παραμόρφωση και 
τραυματισμό του εγκεφάλου (Bullock and Teasdale 1990, Κάζδαγλης 1996). Σε 
διεισδυτικούς τραυματισμούς, όπως τα τραύματα από πυροβόλα όπλα, 
δημιουργείται στο εγκεφαλικό παρέγχυμα μία χαρακτηριστική εικόνα που 
περιγράφεται ως κωνικό τούνελ. Το βλήμα κατά την είσοδό του στον εγκέφαλο 
παρασύρει μαζί του δέρμα, τρίχες και οστικά τεμάχια, με αποτέλεσμα να 
επεκτείνεται η καταστροφή του ιστού και η διάρρηξη φλεβών και αρτηριών. 
Αποτέλεσμα αυτού του σύνθετου τραυματισμού είναι η δημιουργία 
ενδοεγκεφαλικού αιματώματος, το οποίο συνήθως απαιτεί άμεση αντιμετώπιση 
ούτως ώστε οι ασθενείς να έχουν καλύτερη πρόγνωση (Κάζδαγλης 1996).

Ένα άλλο χαρακτηριστικό σύμπτωμα των ΚΕΚ είναι η διαταραχή της 
αιματικής ροής. Συνήθως μετά από σοβαρούς τραυματισμούς του εγκεφάλου 
καταγράφεται σημαντική μείωση της αιματικής ροής (Overgaad et al. 1981) και 
αυξομειώσεις της ενδοκρανιακής πίεσης. Το αποτέλεσμα αυτών των φαινομένων σε 
συνδυασμό με την τοπική απόφραξη συγκεκριμένων αγγείων μπορεί να οδηγήσει 
σε παρατεταμένη ισχαιμία ορισμένων περιοχών του εγκεφάλου. Ο ιππόκαμπος είναι 
μία δομή η οποία έχει χαρακτηρισθεί ως ιδιαίτερα ευαίσθητη σε τέτοια επεισόδια 
υποξίας και ισχαιμίας (Kotapka et al. 1994).

Η σημαντικότερη ίσως δευτερογενής εγκεφαλική βλάβη η οποία συνοδεύει 
τις ΚΕΚ είναι ο διάχυτος τραυματισμός των νευραξόνων. Τις πρώτες ημέρες μετά 
το τραύμα η εκφύλιση των αξόνων είναι εμφανής με τη μορφή οιδημάτων της 
λευκής ουσίας κυρίως στο ύψος του μεσολοβίου και των κεντρομόλων και 
φυγόκεντρων νευρικών οδών του εγκεφαλικού στελέχους (Polvishock and 
Christman, 1995). Με την πάροδο του χρόνου ο εκφυλισμός των αξόνων είναι 
ορατός από την παρουσία συσσωματωμάτων μικρογλοιακών κυττάρων, αποθέσεων 
υπολειμμάτων μυέλινης και διογκωμένων κυτταρικών σωμάτων κατά μήκος των 
ινών της λευκής ουσίας. Σε περιπτώσεις πολύ σοβαρών ΚΕΚ, στις οποίες οι 
ασθενείς παραμένουν σε φυτική κατάσταση, παρατηρείται εκφύλιση (Wallerian 
degeneration) της λευκής ουσίας που βρίσκεται στο κέντρο του εγκεφάλου 
(McIntosh et al. 1996). Πολύ συχνά εντοπίζονται και ανατομικές αλλοιώσεις του 
εγκεφάλου όπως η μεταβολή (αύξηση αλλά και μείωση) του μεγέθους των κοιλιών 
του εγκεφάλου (Reider-Groswasser et al. 1993) και τραυματισμοί του μεσολοβίου. 
Ειδικά το μεσολόβιο είναι μία δομή που συχνά πλήττεται άμεσα ή έμμεσα σε ΚΕΚ
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(McIntosh et al. 1996, Christiaens and Blond 1998) με σοβαρές επιπτώσεις 
ιδιαίτερα όταν ο τραυματισμός συμβαίνει κατά την παιδική ηλικία. (Levin et al. 
2000, Benavidez et al. 1999). Επιπροσθέτως, πολύ συχνά σε περιπτώσεις 
εγκεφαλικών τραυματισμών εμφανίζονται βλάβες των εγκεφαλικών συζυγιών, με το 
προσωπικό και το οσφρητικό νεύρο να καταστρέφονται συχνότερα (Keane and 
Baloh 1992).

Μία πολύ σημαντική πτυχή της νευροπαθολογίας των ΚΕΚ είναι οι 
νευρολογικές και ψυχιατρικές παθήσεις οι οποίες συνδέονται με αυτές. Τα 
τελευταία χρόνια έχουν αρχίσει να συγκεντρώνονται αρκετά στατιστικά στοιχεία 
σύμφωνα με τα οποία οι κρανιοεγκεφαλικές κακώσεις συνδέονται με την ανάπτυξη, 
σε ύστερο χρονικό στάδιο, ποικίλων νευρολογικών και ψυχιατρικών διαταραχών. 
Η πιο γνωστή και καλά στοιχειοθετημένη περίπτωση σύνδεσης των ΚΕΚ με την 
εκδήλωση μιας νευρολογικής ασθένειας είναι η μετατραυματική επιληψία (Jacobi 
1992,Temkin et al. 1991). Επίσης, ομάδες ατόμων που έχουν υποστεί 
τραυματισμούς στο κεφάλι, όπως βετεράνοι τραυματίες από τον πόλεμο του 
Βιετνάμ, εμφανίζουν σε υψηλά ποσοστά επιληπτικές κρίσεις, προβλήματα αμνησίας 
και άλλα ψυχοκοινωνικά σύνδρομα (Salazar et al. 1995). Ακόμη, σε χρονικό 
διάστημα ενός έτους μετά από κρανιακούς τραυματισμούς, η εμφάνιση σοβαρών 
ψυχιατρικών προβλημάτων, καταθλιπτικών επεισοδίων και επεισοδίων πανικού 
εμφανίζεται αυξημένη σε σχέση με το γενικό πληθυσμό (Deb et al. 1999). Όπως 
αναφέρθηκε και στο κεφάλαιο της επιδημιολογίας των ΚΕΚ, συνεχώς 
επιβεβαιώνεται το γεγονός πως οι νευρολογικές επιπτώσεις των ΚΕΚ δεν 
περιορίζονται μόνο στα βραχυπρόθεσμα συμπτώματα που ακολουθούν το σοβαρό 
τραυματισμό του εγκεφάλου (μείωση επιπέδου συνείδησης και εκτεταμένες 
επιληπτικές κρίσεις). Πολλοί ασθενείς, οι οποίοι υποφέρουν από τις μακροχρόνιες 
συνέπειες ενός ΚΕΚ, αρχικώς είχαν αξιολογηθεί ως ελαφρά τραυματισμένοι, χωρίς 
να παρουσιάσουν σε κάποια φάση σημαντική εγκεφαλική βλάβη. Οι νευρολογικές 
αυτές διαταραχές ποικίλουν από επίμονους πονοκεφάλους, ελλειπή μνημονική 
ικανότητα έως και διαταραχές της προσοχής και της συγκέντρωσης (μεατραυματικό 
σύνδρομο: “post-concussion syndrome” Binder 1986).

Εκτεταμένη προσπάθεια έχει γίνει για την αναπαραγωγή και διερεύνηση των 
παραπάνω επιδημιο λογικών δεδομένων σε πειραματόζωα. Η επιλεκτική 
καταστροφή των κυττάρων του ιπποκάμπου και ιδίως της Οδοντωτής Έλικας (ΟΕ) 
μετά από ΚΕΚ έχει επιβεβαιωθεί πειραματικά (Lowenstein et al. 1992, Colicos and 
Dash 1996), όπως επίσης και η επιλεκτική μεταβολή των νευροχημικών ιδιοτήτων 
του ιπποκάμπου (αναστολή του φαινομένου της μακροχρόνιας ενδυνάμωσης των 
συνάψεων) (D’Ambrosio et al. 1998). Ίσως τα στοιχεία αυτά να αιτιολογούν την 
εμφάνιση διαταραχών της λειτουργίας της μνήμης σε υψηλό ποσοστό μετά από ET. 
Επίσης, επίμυες οι οποίοι είχαν υποστεί σοβαρή ΚΕΚ και επιβίωσαν για ένα χρόνο 
εμφάνισαν σημαντικά προβλήματα μνήμης και μάθησης όπως και κινητικές 
δυσκολίες (Pierce et al. 1998). Τέλος, ακόμη και σε εργαστηριακά μοντέλα ελαφρού 
εγκεφαλικού τραυματισμού επίμυων, χωρίς την εκδήλωση σημαντικών 
νευρολογικών συμπτωμάτων, έχουν παρατηρηθεί συγκεκριμένες συμπεριφορικές 
δυσλειτουργίες, οι οποίες συνδέονται με τη μνήμη και τη μάθηση (Hogg et al. 
1998). Τα αποτελέσματα αυτά ενισχύουν την άποψη πως δευτερογενή φαινόμενα, 
τα οποία δεν συνδέονται άμεσα με τις πρωτογενείς βλάβες του εγκεφαλικού ιστού,
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είναι υπεύθυνα για μία ποικιλία συμπεριφορικών και νευρολογικών διαταραχών 
μετά από ET.
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4. Η ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ ΙΣΤΟΥ ΣΤΟ ΕΠΙΠΕΔΟ ΤΩΝ 
ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΠΛΗΘΥΣΜΩΝ.

Όπως αναφέρθηκε καν πνο πάνω, η απάντηση του εγκεφαλικού ιστού στον 
τραυματισμό εξαρτάται από τα χαρακτηριστικά του τραύματος. Το γεγονός μάλιστα 
πως η έλλειψη εμφανών μακροσκοπικών ευρημάτων -από αξονικές ή μαγνητικές 
τομογραφίες- δεν συνεπάγεται πάντα την απουσία δευτερογενών προβλημάτων 
(Reider-Groswasser et al. 1993) ενισχύει την ανάγκη για μελέτη της αντίδρασης του 
εγκεφαλικού ιστού σε κυτταρικό και μοριακό επίπεδο.

Οι ποικίλοι κυτταρικοί πληθυσμοί του εγκεφάλου εμφανίζουν διαφορετική 
συμπεριφορά μετά από τραυματισμό.

ι) Τα ιιικρογλοιακά κύτταρα τα οποία συνιστούν το δικτυοενδοθηλιακό 
σύστημα του εγκεφάλου, είναι τα πρώτα που ενεργοποιούνται και διαιρούνται μετά 
το τραύμα (Koshinaga et al. 2000) στην περιοχή της βλάβης του ιστού, αλλά συχνά 
και στο μη τραυματισμένο ημισφαίριο (στις περιπτώσεις εστιασμένου τραύματος). 
Δηλαδή είναι τα πρώτα κύτταρα που ενεργοποιούνται από τη διατάραξη της 
φυσιολογικής κατάστασης του ιστού, μετατρέπονται σε ενεργοποιημένα 
μικρογλοιακά κύτταρα και στη συνέχεια σε φαγοκύτταρα (Gehrmann 1996, 
Koshinaga et al. 2000). Η μέγιστη παρουσία τους στην περιοχή του τραύματος 
συνήθως παρατηρείται μετά από 72 ώρες. Η εντόπισή τους σε περιοχές μακριά από 
τον τραυματισμό υποδηλώνει τις περισσότερες φορές ρήξη του αιματοεγκεφαλικού 
φραγμού (Soares et al 1995). Η εντόπισή ενεργοποιημένων μικρογλοιακών 
κυττάρων στην περιοχή ενός τραυματισμού φαίνεται πως συμβάλλει στην 
αναγέννηση ορισμένων νευραξόνων και στην επαναδιαμόρφωση της 
αρχιτεκτονικής του ιστού. Εξάλλου, τα μικρογλοιακά κύτταρα έχουν βρεθεί να 
εκφράζουν τροφικούς παράγοντες όπως ο Brain Derived Neurotrophic Factor 
(BDNF) και o Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) (Batchelor et 
al. 1999, Dougherty et al. 2000). Είναι πιθανό όμως η παρουσία τους να έχει και 
νευροτοξικά αποτελέσματα εφόσον σε πειράματα αναστολής του πολλαπλασιασμού 
τους in vivo μετά από τραυματισμό παρατηρήθηκε μείωση της βλάβης του ιστού 
(Rogove and Tsirka 1998).

ιι) Η πιό καλά τεκμηριωμένη κυτταρική αντίδραση στο τραύμα είναι η 
έντονη τοπική ενεργοποίηση των αστρογλοιακών κυττάρων. Η αντίδραση αυτή, η 
οποία περιγράφεται από τον όρο «αστρογλοίωση», ξεκινάει μία μέρα μετά τη βλάβη 
και έχει ως αποτέλεσμα την επούλωση του τραύματος με το σχηματισμό της 
«αστροκυτταρικής ουλής» (Ridet et al. 1997, Ghimikar et al. 1996). Τα 
αστροκύτταρα -η ανοσοϊστοχημική εντόπισή των οποίων γίνεται μέσω της 
πρωτεΐνης GFAP (glial acidic fibrilary protein)- παρότι διαφοροποιημένα, αρχικώς 
εμφανίζονται υπερτροφικά (McIntosh et al. 1996) και στη συνέχεια διαιρούνται 
(Hill-Felberg et al. 1999), ενώ ταυτόχρονα μεταβάλλουν τη «συμπεριφορά» τους 
όσον αφορά στη σύνθεση και έκκριση νευροτροφικών και αυξητικών παραγόντων, 
κυτοκινών και χυμοκινών (Ghimikar et al. 1996, Ridet et al. 1997).

m) Σχετικά με την τρίτη κατηγορία γλοιακών κυττάρων, τα 
ολιγοδενδροκύτταρα, τα δεδομένα όχι απλώς δεν είναι ακόμη σαφή, αλλά πολύ 
συχνά είναι αντικρουόμενα. Αυτό το οποίο έχει πολλαπλώς αποδειχθεί είναι πως 
πρόκειται για μία κατηγορία κυττάρων πολύ ευαίσθητων σε βλάβες, τα οποία
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καταστρέφονται ακόμα και σε περιοχές που βρίσκονται αρκετά μακρύτερα από το 
σημείο του τραυματισμού (Oka et al. 1993, McDonald et al. 1998, Shibata et al. 
2000). Σύμφωνα με τα δεδομένα, σε περιπτώσεις τραυματισμού του εγκεφάλου, 
επάγεται ο πολλαπλασιασμός των ολιγοδενδροκυττάρων (όπως προκύπτει από 
πειράματα ενσωμάτωσης τρυπωμένης θυμιδίνης), χωρίς όμως να καθίσταται τελικά 
δυνατή η επαναμυελίνωση των αξόνων, των οποίων το γλοιακό περίβλημα έχει 
καταστραφεί (Xie et al. 1995, Ludwin 1984). Υπάρχουν όμως και εργασίες 
σύμφωνα με τις οποίες βλάβη του ιστού οδηγεί σε μικρής κλίμακας 
πολλαπλασιασμό, ο οποίος αφορά μόνο πρόδρομα ολιγοδενδρογλοιακά κύτταρα και 
όχι ώριμα.

ιν) Όσον αφορά στα κύτταρα του αίματος (λεικροκύτταρα. φαγοκύτταρα), η 
παρουσία τους εξαρτάται κυρίως από το βαθμό ρήξης του αιματοεγκεφαλικού 
φραγμού και συνήθως δεν παρατηρείται νωρίτερα από μία ημέρα μετά τον 
τραυματισμό (Soares et al 1995). Τα κύρια κύτταρα του ανοσολογικού συστήματος 
τα οποία συνδέονται με τις τραυματικές καταστάσεις του ΚΝΣ είναι τα μακροφάγα. 
Η λειτουργία τους, όπως και σε κάθε άλλο ιστό έγκειται, στην επαναδιαμόρφωση 
του ιστού και στην προαγωγή της διαδικασίας επούλωσης του τραύματος. 
Απομακρύνουν τα υπολείμματα των κατεστραμμένων κυττάρων, ανακυκλώνουν τα 
λιπίδια και εκκρίνουν ποικίλες κυτοκίνες με τροφική, μιτογόνο και χημειοτακτική 
δράση (Lotan and Schwartz 1994).

Τέλος, σημαντικό ενδιαφέρον παρουσιάζει η πιθανότητα επαγωγής του 
πολλαπλασιασμού και της διαφοροποίησης των πρόδρομων νευρικών κυττάρων τα 
οποία υπάρχουν σε συγκεκριμένες δομές του εγκεφάλου (ιππόκαμπος, υποκοιλιακές 
περιοχές). Η εντόπιση ενσωμάτωσης βρωμοδεόξυουριδίνης (BrdU ενός αναλόγου 
της θυμιδίνης) σε κύτταρα κοντά σε διεισδυτικό τραυματισμό στην περιοχή της 
τρίτης κοιλίας, πιθανώς αποκαλύπτει τις αναγεννητικές ιδιότητες ορισμένων 
κυτταρικών πληθυσμών (Tzeng and Wu, 1999).
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5. Η ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ ΙΣΤΟΥ ΣΤΟ ΜΟΡΙΑΚΟ ΕΠΙΠΕΔΟ.

5.1. ΓΕΝΙΚΑ.

Η ομοιόσταση και η ρύθμιση της λειτουργικότητας του εγκεφαλικού ιστού, η 
οποία εμφανίζει μεγάλη πολυπλοκότητα, είναι αποτέλεσμα της αρμονικής δράσης 
μίας πλειάδας ενδογενών και εξωγενών παραγόντων. Ενδεικτικό είναι πως η 
διαφορετική φυσιολογία και λειτουργία των ξεχωριστών δομών του εγκεφάλου 
εξαρτάται από την ανατομικά διακριτή τοπική δράση τέτοιων παραγόντων. 
Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η δράση των νευροδιαβιβαστών (π.χ. 
γλουταμικού, γ-αμινοβουτυρικού (GABA), ακετυλοχολίνης κ.α.) η οποία 
περιορίζεται στη συναπτική σχισμή, με αυστηρή ρύθμιση έκκρισης και 
απομάκρυνσης. Όπως και στα άλλα όργανα του σώματος έτσι και στον εγκέφαλο η 
διακυτταρική επικοινωνία επιτυγχάνεται μέσω της δράσης ποικίλων «μορίων 
σημάτων». Οι τρεις μεγαλύτερες κατηγορίες τέτοιων μορίων είναι οι ορμόνες, οι 
αυξητικοί παράγοντες και οι κυτοκίνες. Οι ορμόνες, οι οποίες παράγονται σε 
συγκεκριμένα εκκριτικά κύτταρα, ελευθερώνονται στα αγγεία και μέσω της 
αιματικής κυκλοφορίας φτάνουν στα κύτταρα-στόχους. Οι τροφικοί παράγοντες και 
οι κυτοκίνες παράγονται και δρουν σε τοπικό, ιστικό επίπεδο και πολλές φορές οι 
δράσεις τους αλληλεπικαλύπτονται. Οι τροφικοί παράγοντες εμφανίζουν συνεχή 
παραγωγή σε κάθε ιστό και λειτουργούν για τη διατήρηση της ομοιόστασης του 
οργανισμού τόσο υπό φυσιολογικές όσο και υπό παθολογικές συνθήκες. Από την 
άλλη μεριά, οι κυτοκίνες διαφοροποιούνται από τους τροφικούς παράγοντες διότι η 
παραγωγή τους επάγεται σε συγκεκριμένες περιπτώσεις, στις οποίες η παρουσία 
τους είναι απαραίτητη για τη διατήρηση της ομοιόστασης του ιστού.

Η συντονισμένη δράση όλων των προαναφερθέντων παραγόντων εμφανίζει 
σταθερά χαρακτηριστικά στον ενήλικο εγκέφαλο και απορρυθμίζεται υπό 
παθολογικές συνθήκες, όπως για παράδειγμα σε μία λοίμωξη ή κάποια ορμονική 
δυσλειτουργία. Σε αυτές τις περιπτώσεις ο οργανισμός αντιδρά, προσπαθώντας να 
διατήρησει την αρχική κατάσταση. Για να επιτευχθεί αυτό συχνά απαιτείται ο 
προγραμματισμένος θάνατος κυττάρων, η αναγέννηση ή η διαίρεση άλλων και 
πολλές φορές η χημειοτακτικώς ελεγχόμενη μετακίνηση κυτταρικών πληθυσμών 
(π.χ. μικρογλοιακών κυττάρων). Πολλές φορές όμως δεν είναι δυνατή η επαναφορά 
του ιστού στην αρχική φυσιολογική κατάσταση ίσως και εξαιτίας του υψηλού 
βαθμού διαφοροποίησης των κυττάρων του νευρικού συστήματος. Γίνεται σαφές 
λοιπόν πως η λεπτομερής γνώση της έκφρασης και δράσης αυτών των παραγόντων 
και φυσικά των βιοχημικών μοριακών μηχανισμών που τις ελέγχουν μπορεί να 
δώσει τη δυνατότητα εξωγενών παρεμβάσεων, με την εφαρμογή κατάλληλων 
θεραπευτικών στρατηγικών.

Στην περίπτωση του τραυματισμού του εγκεφαλικού ιστού και ιδίως στους 
μηχανικούς τραυματισμούς κατά τους οποίους παρατηρείται ρήξη της συνέχειας 
του ιστού και καταστροφή της διαμερισματοποίησης των δομών του, έχει σαφώς 
περιγράφει απόκλιση από το φυσιολογικό όσον αφορά στην έκφραση των 
παραγόντων αυτών, είτε ως αποτέλεσμα της ενεργητικής αντίδρασης του ιστού, είτε 
ως απορρύθμισή του λόγω της βλάβης. Συνέπεια αυτής της απορρύθμισης είναι η
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εμφάνιση των ποικίλων παθολογοανατομιών και στη συνέχεια νευρολογικών και 
συμπεριφορικών συμπτωμάτων που περιγράφηκαν στα προηγούμενα τμήματα.

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκαν μερικές μόνο από τις πτυχές που 
συνθέτουν την απόκριση του εγκεφάλου στο τραυματισμό (κυτταρικός θάνατος, 
έκφραση των νευροτροφινών BDNF και ΝΤ-3, έκφραση της θερμοεπαγόμενης 
πρωτεΐνης Hsp70, του τροφικού παράγοντα IGF-Ι, της αστρογλοιακής πρωτεΐνης 
GFAP και της συνθετάσης του NO) και συνεπώς αυτές θα αναλυθούν στο 
εισαγωγικό μέρος. Είναι αυτονόητο όμως πως δεν υπάρχει σύστημα μορίων 
(μεταβολικών, δομικών κ.α.) το οποίο να μην επηρεάζεται βραχυπρόθεσμα ή πιο 
μακροχρόνια, σε μικρότερο ή μεγαλύτερο βαθμό από τον τραυματισμό του 
εγκεφαλικού ιστού. Για ορισμένες από αυτές τις νευροχημικές μεταβολές του 
εγκεφάλου, οι οποίες δεν μελετήθηκαν στο συγκεκριμένο μοντέλο τραύματος, θα 
ακολουθήσει απλώς μία συνοπτική αναφορά στα μέχρι τώρα γνωστά στοιχεία, ενώ 
στη συνέχεια θα γίνει μία αναλυτικότερη αναφορά στις παραμέτρους που 
μελετήθηκαν.
Νευοοδιαβιβαστές.

Οι διεγερτικοί νευροδιαβιβαστές έχει αποδειχθεί πως προκαλούν διόγκωση 
των κυττάρων, διάσπασή τους σε κυστίδια και τελικά νεκρωτικό θάνατο, όταν 
χορηγηθούν απευθείας και σε υψηλή συγκέντρωση σε νευρικά ή γλοία κύτταρα. Το 
φαινομένο της κυτταροτοξικότητας των διεγερτικών νευροδιαβιβαστών (ο Αγγλικός 
όρος είναι “excitotoxicity”) φαίνεται πως είναι υπεύθυνο για αρκετά εκφυλιστικά 
φαινόμενα που συνοδεύουν τις ΚΕΚ. Η δράση των διεγερτικών αμινοξέων 
διαμεσολαβείται από τρεις τουλάχιστον διαφορετικές οδούς. Μετά τη σύνδεσή τους 
στους υποδοχείς τύπου Καϊνικού οξέος/ΑΜΡΑ (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4- 
isoxazole propionate acid) ανοίγουν συγκεκριμένα κανάλια μονοσθενών ιόντων 
(Na+, Κ+). Αντίστοιχα, η σύνδεσή τους με τους υποδοχείς τύπου NMDA, οδηγεί στο 
άνοιγμα Na+,Ca++ καναλιών. Τέλος, η ενεργοποίηση των μεταβοτροπικών 
υποδοχέων επιφέρει την ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης C. Η ανατομική 
εντόπιση των υποδοχέων των διεγερτικών αμινοξέων φαίνεται πως προσδιορίζει και 
το βαθμό ευαισθησίας των διαφόρων περιοχών του εγκεφάλου στην τοξική τους 
δράση. Πάντως, αρκετά δεδομένα στηρίζουν την άποψη πως μετά από ΚΕΚ 
υπάρχει σημαντική αύξηση της εξωκυττάριας συγκέντρωσης γλουταμικού (Palmer 
et al. 1993) ακόμη και στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό των ασθενών (Palmer et al. 
1994).

Το σύστημα της ακετυλοχολίνης (Ακχ) φαίνεται πως επηρεάζεται επίσης 
κατά τις ΚΕΚ. Μετά τον τραυματισμό παρατηρείται αύξηση της συγκέντρωσης της 
Ακχ αλλά και μείωση της δέσμευσής της στους μουσκαρινικούς υποδοχείς. Η 
αναστολή των υποδοχέων της Ακχ έχει νευροπροστατευτικές ιδιότητες τουλάχιστον 
σε ορισμένες περιοχές του εγκεφάλου (Lyeth and Hayes 1992).

Οι ΚΕΚ επιδρούν άμεσα στο συμπαθητικό- επινεφριδιο-τροποποιητικό 
άξονα, μέσω του οποίου ρυθμίζεται η αύξηση της ενδοκρανιακής πίεσης. Οι 
συγκεντρώσεις της Επινεφρίνης (Ε), Νορεπινεφρίνης (NE) και της Ντοπαμίνης 
(NT) συσχετίζονται με τη σοβαρότητα του τραυματισμού και έχει προταθεί να 
χρησιμοποιούνται ως δείκτες της παθολογίας του τραύματος. Μετά από 
τραυματισμό του φλοιού των ημισφαιρίων σε πειραματόζωα έχει παρατηρηθεί 
αύξηση των εξωκυττάριων συγκεντρώσεων της NE, ακόμη και στον υποθάλαμο,



πιθανώς μέσω της ενεργοποίησης διαφόρων νευρικών οδών που καταλήγουν σε 
αυτόν (McIntosh et al. 1994). Επιπροσθέτως, μετά από ΚΕΚ έχει εντοπισθεί 
ενεργοποίηση του σεροτονινεργικού συστήματος. Μάλιστα, σε περιοχές του φλοιού 
τραυματισμένων πειραματοζώων η αύξηση της σύνθεσης σεροτονίνης ταυτίζεται 
χρονικά με την ελάχιστη χρήση γλυκόζης (Tsuki et al. 1995).
Μεταβολές σε ιόντα.

Μεταβολή της ομοιόστασης των ιόντων ασβεστίου έχει παρατηρηθεί σε 
πολλά μοντέλα ΚΕΚ και θεωρείται πως αποτελεί βασικό παράγοντα εκφύλισης του 
ιστού. Στις τραυματισμένες περιοχές του εγκεφάλου εμφανίζεται σημαντική αύξηση 
των συγκεντρώσεων των Ca2+ για μεγάλο χρονικό διάστημα μετά τον τραυματισμό. 
Επίσης, ο τραυματισμός του εγκεφάλου επάγει την έκφραση συγκεκριμένων 
ασβεστιοεξαρτώμενων γονιδίων, όπως το c-fos, το c-jun και το γονίδιο της 
καλμπαϊντίνης.

Σε αντίθεση με το ασβέστιο, τα ιόντα μαγνησίου μειώνονται σημαντικά μετά 
από ΚΕΚ. Τα Mg2+ είναι απαραίτητα σε διάφορες λειτουργίες, όπως η σύνθεση 
DNA και RNA, η γλυκόλυση και η οξειδωτική φωσφορυλίωση. Επίσης, τα ιόντα 
μαγνησίου ρυθμίζουν τη διατήρηση της κλίσης στη συγκέντρωση άλλων ιόντων, 
όπως των ιόντων καλίου και νατρίου. Η μετατραυματική μείωση των επιπέδων των 
Mg2+ επιφέρει διατάραξη της κλίσης συγκέντρωσης των Κ+ και Na+ και οδηγεί στη 
δημιουργία οιδημάτων. Άλλες επιπλοκές από τη μείωση των ιόντων μαγνησίου 
είναι η ελαττωμένη χρήση γλυκόζης, ο περιορισμός της πρωτεϊνοσύνθεσης και η 
αύξηση της συγκέντρωσης ιόντων ασβεστίου, όλα φαινόμενα που συντείνουν στην 
εμφάνιση νευροεκφυλιστικών συνεπειών. Η καλά στοιχειοθέτημένη σύνδεση της 
συγκέντρωσης των εξωκυττάριων ιόντων μαγνησίου με τις συνέπειες του 
τραυματισμού οδήγησαν στην πρόταση της χρήσης τους ως προγνωστικού δείκτη 
(Heath and Vink 1999).

Μελέτες ενδοκρανιακής διαπίδυσης, έχουν αποκαλύψει ένα ευρύ κύμα 
εξόδου από το κύτταρο ιόντων καλίου μετά από ΚΕΚ, το οποίο συνδέεται με τη 
διάδοση δυναμικών εκπόλωσης. Εκτός όμως από τις μεταβολές στην 
ηλεκτροφυσιολογική κατάσταση του εγκεφαλικού ιστού, η αύξηση της 
συγκέντρωσης των ιόντων καλίου επιφέρει επίσης αλλαγές στη δομή των 
κυτταρικών μεμβρανών, μεταβολικές και συνοπτικές δυσλειτουργίες και σημαντική 
διαταραχή της ενεργειακής ομοιόστασης. Επίσης, καθώς η απομάκρυνση των 
ιόντων αυτών από το μεσοκυττάριο χώρο επιτελείται από τα αστρογλοιακά 
κύτταρα, η αυξημένη συγκέντρωσή τους οδηγεί σε τοπικά οιδήματα των γλοίων 
κυττάρων και αυτά με τη σειρά τους εμποδίζουν την ομαλή οξυγόνωση των 
νευρώνων και συμβάλλουν στην τοπική καταστροφή των αξόνων (D’Ambrosio et 
al. 1999).

5.2. ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΘΑΝΑΤΟΣ.

Το κυριότερο πρόβλημα, σε κάθε περίπτωση τραυματισμού είναι ο θάνατος 
των κυττάρων του ιστού. Κάθε μοριακή αντίδραση μελετάται κυρίως στο επίπεδο 
της επίδρασής της στο θάνατο ή την επιβίωση των κυττάρων. Μετά από 
τραυματισμό μπορούν να διακριθούν τρεις τύποι κυτταρικού θανάτου: α) Η άμεση, 
μηχανική (όταν υπάρχει τέτοιου είδους βλάβη) καταστροφή των κυττάρων, β) η
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νεκρωτικού τύπου εκφύλισή τους και γ) ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος, 
κυρίως με τη μορφή της απόπτωσης. Είναι πλέον σαφές πως ο νεκρωτικός και ο 
αποπτωτικός (προγραμματισμένος) κυτταρικός θάνατος, διαφέρουν μεταξύ τους 
όσον αφορά τα μορφολογικά χαρακτηριστικά τους -είναι δηλαδή δύο διαφορετικές 
οδοί καταστροφής των κυττάρων- αλλά και όσον αφορά το χρόνο εμφάνισής τους, 
τους κυτταρικούς πληθυσμούς στους οποίους εντοπίζονται και τα αίτια επαγωγής 
τους (Portera-Cailliau et al. 1997,Rink et al. 1995,Portera-Cailliau et al. 1995).

Η νέκρωση εμφανίζεται, ανατομικά, πολύ κοντά στο τραύμα, χρονικά 
περιορίζεται στις πρώτες ώρες μετά το περιστατικό και αφορά όλους τους τύπους 
κυττάρων (νευρικά και γλοία). Τα κύρια μορφολογικά χαρακτηριστικά της είναι η 
αρχική διόγκωση του κυττάρου, η πυκνωτική μορφή του πυρήνα και στη συνέχεια η 
ρήξη της πυρηνικής και κυτταρικής μεμβράνης. Σε βιοχημικό επίπεδο 
παρατηρείται, στα αρχικά στάδια, αυξημένη κυτταροπλασματική συγκέντρωση 
ιόντων Ca2+ και στη συνέχεια αποικοδόμηση της χρωματίνης (Bredesen 1995, 
Majno and Joris, 1995). Η λύση του κυττάρου μετά το θάνατό του οδηγεί στην 
απελευθέρωση των κυτταροπλασματικών συστατικών του στο μεσοκυττάριο χώρο, 
φαινόμενο το οποίο είναι υπεύθυνο για την επαγωγή τοπικών οιδημάτων (κυρίως 
λογω της δράσης της περίσσειας νευροδιαβιβαστών και της μεταβολής των τοπικών 
συγκεντρώσεων των ιόντων). Για αυτόν το λόγο, το φαινόμενο της νέκρωσης 
εντοπίζεται συνήθως σε ομάδες γειτονικών κυττάρων.

Από την άλλη μεριά, το φαινόμενο της απόπτωσης πρωτοεμφανίζεται μαζί 
με τη νέκρωση, μετά από τραυματισμό του εγκεφάλου, αλλά συνεχίζει να 
παρατηρείται ακόμη και σε χρονικό διάστημα που ξεπερνά τη μία εβδομάδα (Conti 
et al. 1998). Εμφανίζει εξάπλωση σε ανατομικά απομακρυσμένες δομές, αφορά δε 
και αυτή όλους τους κυτταρικούς τύπους . Για αυτούς τους λόγους ο αποπτωτικός 
κυτταρικός θάνατος έχει χαρακτηρισθεί ως το σημαντικότερο δευτερογενές κύμα 
καταστροφής του ιστού, του οποίου η μέγιστη ένταση παρατηρείται 24 έως και 72 
ώρες μετά τον τραυματισμό, αλλά συνεχίζει να εκδηλώνεται για μεγάλα χρονικά 
διαστήματα (Kharlamov et al. 1996, Rink et al. 1995, Portera-Cailliau et al. 1995, 
Conti et al. 1998). Το χαρακτηριστικό της καθυστέρησης της μέγιστης επαγωγής 
της απόπτωσης, σε συνδυασμό με το γεγονός πως πρόκειται για ενεργητικό τρόπο 
θανάτου ο οποίος απαιτεί καινούρια πρωτεϊνοσύνθεση και την ενεργοποίηση 
συγκεκριμένων βιοχημικών οδών, την καθιστά κύριο στόχο όλων των 
θεραπευτικών στρατηγικών για τον περιορισμό των συνεπειών του εγκεφαλικού 
τραυματισμού.

Ο Kerr το 1972 ήταν αυτός που εισήγαγε τον όρο «απόπτωση», μελετώντας 
ωοθυλακικά κύτταρα. Η επαγωγή αυτού του τύπου κυτταρικού θανάτου ρυθμίζεται 
από τη δράση συγκεκριμένων εξωγενών παραγόντων ή την αυτοτελή ενεργοποίηση 
ενδογενών βιοχημικών οδών από κάποια τοξίνη ή φαρμακευτική ουσία. Η 
απόπτωση χαρακτηρίζεται μορφολογικά από την αρχική συμπύκνωση του πυρήνα 
και του κυτταροπλάσματος και τη μετέπειτα διάσπασή του σε πολλά σωμάτια 
(πυκνωτίκά αποπτωτικά σωμάτια) τα οποία περιβάλλονται από κυτταρική 
μεμβράνη και περιέχουν υπολείμματα του πυρήνα και των οργανιδίων. Στη 
συνέχεια τα σωμάτια αυτά φαγοκυτταρώνονται από γειτονικά μακροφάγα κύτταρα, 
έτσι ώστε να αποφευχθεί η διάχυση στον μεσοκυττάριο χώρο μορίων τα οποία θα 
μπορούσαν να οδηγήσουν στη δημιουργία φλεγμονής. Εξάλλου, η διαδικασία του
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αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου συντελεί στον έλεγχο των κυτταροτοξικών 
συνεπειών και τον τοπικό περιορισμό της βλάβης. Τα αποπτωτικά κύτταρα, σε 
αντίθεση με τα νεκρωτικά, εντοπίζονται συνήθως μεμονωμένα και όχι σε ομάδες. 
Το βασικό βιοχημικό χαρακτηριστικό της απόπτωσης είναι η επιλεκτική πέψη της 
χρωματίνης από συγκεκριμένες ενδονουκλεάσες, σε ειδικά σημεία ανάμεσα στα 
νουκλεοσώματα, με αποτέλεσμα τη δημιουργία θραυσμάτων χρωματίνης μεγέθους 
180- 200 ζευγών βάσεων ή και πολλαπλασίων τους. Η ηλεκτροφόρηση του DNA 
των αποπτωτικών κυττάρων εμφανίζει τη χαρακτηριστική εικόνα του 
διανουκλεοσωμικά τμημένου DNA (ladder), η οποία αποτελεί ένα βασικό κριτήριο 
αναγνώρισης του φαινομένου (Bredesen 1995, Portera-Cailliau et al. 1995, Brune 
et al. 1997).

Υπάρχουν συγκεκριμένα γονίδια η έκφραση των οποίων έχει συνδεθεί άμεσα 
με την επαγωγή ή την αναστολή της απόπτωσης. Το γονίδιο το οποίο κατέχει 
κεντρικό ρόλο στη ρύθμιση του φαινομένου της απόπτωσης στα θηλαστικά 
θεωρείται πως είναι το bcl-2, του οποίου η δράση είναι αντιαποπτωτική. Η συνεχής 
έκφραση του bcl-2 μετά από κατάλληλη επιμόλυνση κυττάρων έχει αποδειχθεί 
προστατευτική για το κύτταρο από ποικίλους τοξικούς παράγοντες. Στην ουσία 
υπάρχει μία οικογένεια συγγενικών στο bcl-2 γονιδίων, όπως τα Bax και Bax-XL 
των οποίων η συντονισμένη έκφραση είναι απαραίτητη για τη ρύθμιση της 
απόπτωσης. Για παράδειγμα, η περίσσεια του bcl-2, σε σχέση με το Bax, ευνοεί την 
επιβίωση του κυττάρου, ενώ η αντίστροφη κατάσταση προάγει τον κυτταρικό 
θάνατο. Η έκφραση τόσο του γονιδίου bcl-2 όσο και του Bax μεταβάλλεται μετά 
από ΚΕΚ σε πειραματόζωα (Hughes et al. 1996, Clark et al. 1997) και σε 
ανθρώπους (Ng et al. 2000). Και για τα δύο γονίδια έχουν περιγράφει περιπτώσεις 
αναστολής της μεταγραφής τους βραχυπρόθεσμα μετά τον τραυματισμό και στη 
συνέχεια δραματικής αύξησης της έκφρασής τους. Φαίνεται όμως πως το bcl-2 
επάγεται σε κύτταρα ανθεκτικά στον τραυματισμό, τα οποία δεν είναι θετικά σε 
αποπτωτικούς δείκτες (αντίδραση TUNEL), σε αντίθεση με το Bax, του οποίου η 
έκφραση ταυτίζεται με την έκφραση του αποπτωτικού, ογκοκατασταλτικού 
γονιδίου ρ53 και με μορφολογικά χαρακτηριστικά απόπτωσης. Το γεγονός πάντως 
πως και τα δύο γονίδια, αν και έχουν αντίθετη δράση, παρουσιάζουν την ίδια 
κινητική όσον αφορά στη μεταγραφική τους δραστηριότητα αποκαλύπτει πως 
υπάρχουν ακόμη αρκετές πτυχές της λειτουργίας τους οι οποίες παραμένουν 
αδιευκρίνιστες.

Ένα ακόμη χαρακτηριστικό παράδειγμα γονιδίου το οποίο συμμετέχει στη 
ρύθμιση του φαινομένου του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου είναι το ρ53. 
Πρόκειται για ένα γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί για μία φωσφοπρωτεΐνη η οποία 
ενέχεται στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου, τη διαφοροποίηση του κυττάρου και 
τον κυτταρικό θάνατο. Το ρ53 αναφέρεται συχνά ως το γονίδιο «φρουρός» του 
γονιδιώματος του κυττάρου. Η μεταγραφή του ενεργοποιείται σε περιπτώσεις 
επίδρασης στο κύτταρο παραγόντων οι οποίοι επηρεάζουν το DNA και την 
πιστότητα της αντιγραφής του, οδηγώντας για παράδειγμα στη μετάλλαξη 
συγκεκριμένων αλληλουχιών. Το ρ53 συμμετέχει και ρυθμίζει το μηχανισμό που 
είναι υπεύθυνος για τη διακοπή του κυτταρικού κύκλου και την έναρξη της 
διαδικασίας επιδιόρθωσης του γενετικού υλικού. Όταν οι βλάβες στο DNA είναι 
μεγάλης έκτασης, τότε επάγει το θάνατο του κυττάρου ώστε να αποφευχθεί η
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πιθανότητα να μετατραπεί σε ένα ανεξέλεγκτα διαιρούμενο (όπως τα καρκινικά) 
κύτταρο. Μετά από τραυματισμό του εγκεφάλου εντοπίζεται επαγωγή στην 
έκφραση του γονιδίου ρ53 (Chopp et al. 1992, Napieralsky et al. 1999, Ng et al. 
2000) η οποία συνδέεται ανατομικά και χρονικά με τον προγραμματισμένο 
κυτταρικό θάνατο τόσο των νευρικών (Hughes et al. 1996) όσο και των 
ολιγοδενδρογλοιακών κυττάρων.

Τέλος, όσον αφορά τον ενδοκυττάριο μοριακό μηχανισμό ρύθμισης του 
προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου, πρέπει να σημειωθεί η συμμετοχή μιάς 
άλλης κατηγορίας γονιδίων, των κασπασών. Οι κασπάσες είναι μία οικογένεια 
πρωτεασών οι οποίες ενεργοποιούνται κατά τη διαδικασία του αποπτωτικού 
θανάτου και είναι υπέυθυνες για ένα μεγάλο μέρος της ελεγχόμενης αποικοδόμησης 
των συστατικών του κυττάρου. Χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη ανενεργών 
μορφών, δηλαδή προενζύμων. Η ενεργοποίηση αυτών των πρόδρομων μορίων 
επιτυγχάνεται μέσω της δράσης άλλων πρωτεασών. Τα πεπτίδια που προκύπτουν 
από τη διάσπασή των προενζύμων σχηματίζουν διμερή ή τετραμερή ενεργά 
σύμπλοκα τα οποία έχουν τη δυνατότητα να κόβουν τις πολυπεπτιδικές αλυσίδες σε 
κάθε αμινοξύ μετά από ασπαρτικό οξύ. Ορισμένα χαρακτηριστικά μόρια 
υποστρώματα των κασπασών είναι το PARP (poly ADP-ribose polymerase), η 
λαμινίνη A και η DNA τοποϊσομεράση (Yuan and Horvitz 1990). Η αναστολή των 
κασπασών μετά από εγκεφαλικό τραυματισμό οδηγεί στη μείωση του εύρους της 
καταστροφής του ιστού και στην ταυτόχρονη ελάττωση της παραγωγής ελευθέρων 
ριζών (Fink et al. 1999). Παρόμοια φαινόμενα έχουν επίσης παρατηρηθεί μετά από 
τραυματισμό ζώων με γενετικά τροποποιημένη μείωση της έκφρασης της 
κασπάσης-1 (Finketal. 1999).

Με τον κυτταρικό θάνατο γενικότερα σχετίζονται και άλλα φαινόμενα (τόσο 
ενδοκυττάρια όσο και εξωκυττάρια), όπως η αυξημένη συγκέντρωση ελευθέρων 
ριζών, η εξωκυττάρωση των νευροδιαβιβαστών, η ισορροπία των ιόντων (π.χ. 
ασβεστίου, μαγνησίου) και βεβαίως η δράση νευροτροφικών και αυξητικών 
παραγόντων. Μετά από τον τραυματισμό η αθρόα απελευθέρωση 
νευροδιαβιβαστών και κυρίως γλουταμικού (η οποία σε μεγάλο βαθμό είναι 
παθητική λόγω της ρήξης των κυτταρικών μεμβρανών των νεκρωτικών νευρικών 
κυττάρων) έχει συνδεθεί άμεσα με φαινόμενα κυτταροτοξικότητας (Portera-Cailliau 
et al. 1997,Portera-Cailliau et al. 1995). Στο μηχανισμό των φαινομένων αυτών 
σημαντικό ρόλο παίζει η διαταραχή της ισορροπίας των ιόντων Ca++, των οποίων η 
είσοδος στο κυτταρόπλασμα -μετά από τη δράση του γλουταμικού στους υποδοχείς 
του- αυξάνεται δραματικά (Ivkovic et al. 1997). Η έντονη ενδοκυτταρική παρουσία 
των ιόντων Ca++ ενεργοποιεί δευτερογενή μηνύματα, αποτέλεσμα των οποίων είναι 
και η εκκίνηση των μηχανισμών προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου 
(Dubinsky and Rothman 1991).

Ένας ακόμη πολύ σημαντικός παράγοντας ο οποίος συνδέεται με τον 
προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο μετά από τραυματισμό του εγκεφάλου είναι η 
παρουσία ελευθέρων ριζών (Chopp et al. 1996). Οι ελεύθερες ρίζες έχουν την 
ιδιότητα να προκαλούν βλάβες στο γενετικό υλικό των κυττάρων. Όταν η παρουσία 
τους ξεπερνάει συγκεκριμένα όρια ο μηχανισμός που διαθέτουν τα κύτταρα για την 
επιδιόρθωση των «λαθών» του DNA δεν επαρκεί, με αποτέλεσμα να επάγεται ο 
θάνατός τους. Πρέπει να σημειωθεί πως τα νευρικά κύτταρα εμφανίζουν μικρότερο
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ρυθμό επιδιόρθωσης του γενετικού τους υλικού σε σχέση με τα αστρογλοιακά 
(Chopp et al. 1996) και συνεπώς είναι πιο ευάλωτα στη δράση των ελευθέρων 
ριζών. Η δράση των ελευθέρων ριζών στην περιοχή του τραύματος έχει επιβεβαιθεί 
από πολλές ομάδες. Οι Layton et al. (1997) κατέγραψαν σημαντική αύξηση της 
παρουσίας υπεροξειδίου του οξυγόνου (Η2Ο2) μετά από διεισδυτικό εγκεφαλικό 
τραυματισμό, δηλαδή ενός μορίου του οποίου η φυσιολογική διάσπαση οδηγεί στην 
παραγωγή ριζών θ'. Επίσης, έχει αποδειχθείη αυξημένη παρουσία του NO και των 
παραγώγων του (Ν02", Ν03’) -δηλαδή μιας άλλης κατηγορίας μορίων που μπορεί 
να δώσουν ελεύθερες ρίζες- μετά από εγκεφαλικούς τραυματισμούς (Malinski et al. 
1993, Kumura et al. 1994, Yamanaka et al. 1995). Η αυξημένη εντόπιση NO 
υποδηλώνεται και από την μετατραυματικά παρατηρούμενη αύξηση της παρουσίας 
τόσο της επαγόμενης όσο και της νευρωνικής ισομορφής της συνθετάσης του NO 
(neuronal Nitric Oxide Synthase/ NOS) (D’Ambrosio et al. 1998,Grzybicki et al.
1998) . Επιπλέον, η χορήγηση Δεξαμεθαζόνης για την αναστολή του καταρράκτη 
των αντιδράσεων που οδηγούν στο σχηματισμό ελευθέρων ριζών οδήγησε σε 
μείωση της έκτασης και έντασης της βλάβης του ιστού μετά από τραυματισμό 
(Ekert et al. 1997).

Ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος είναι μία διαδικασία κρίσιμης 
σημασίας κατά τη διαδικασία της ανάπτυξης. Με αυτόν επιτυγχάνεται ο έλεγχος 
του αριθμού των κυττάρων ενός ιστού, η διαμόρφωση της αρχιτεκτονικής του και η 
απομάκρυνση μεταλλαγμένων κυττάρων (Thompson 1995). Από την άλλη μεριά, η 
αδυναμία ελέγχου του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου μπορεί να έχει 
καταστροφικές συνέπειες για τον οργανισμό και συχνά χαρακτηρίζει παθολογικές 
συνθήκες,κατ’ εξοχήν τις νεοπλασίες αλλά και τις νευροεκφυλιστικές ασθένειες 
του ΚΝΣ (Πίνακας 5.2.1).

Το φαινόμενο του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου με τη μορφή της 
απόπτωσης, έχει διερευνηθεί σε πολλά μοντέλα εγκεφαλικού τραυματισμού. Τα 
συμπεράσματα που προκύπτουν από αυτές τις μελέτες είναι συχνά αντιφατικά και η 
προσπάθεια αξιολόγησης του φαινομένου δυσχεραίνεται από την ουσιαστική 
δυσκολία να διαχωρισθεί σαφώς το φαινόμενο της απόπτωσης από αυτό της 
νέκρωσης. Στον αναπτυσσόμενο εγκέφαλο, ο μηχανικός τραυματισμός φαίνεται 
πως επιφέρει δύο κύματα κυτταρικού θανάτου. Το ένα, αμέσως μετά το τραύμα, 
περιγράφηκε ως νεκρωτικού τύπου εκφύλιση των κυττάρων. Το δεύτερο κύμα, το 
οποίο εντοπίσθηκε τουλάχιστον 6 ώρες μετά τον τραυματισμό και σε πιο 
απομακρυσμένες περιοχές, είχε τα χαρακτηριστικά της απόπτωσης (Pohl et al.
1999) . Σε ισχαιμικά μοντέλα τραύματος σε ανήλικους επίμυς έγινε δυνατή η 
διάκριση διαφορετικών φαινομένων κυτταρικού θανάτου. Μετά από ήπιο ισχαιμικό 
επεισόδιο, ο αποπτωτικός θάνατος κυττάρων στην περιοχή της ισχαιμίας 
εμφανίζεται με καθυστέρηση τριών ημερών (Beilharz et al. 1999). Αντιθέτως, η ίδια 
ομάδα, παρατήρησε μείωση του χρόνου εμφάνισης του φαινομένου, όταν το 
τραυματικό γεγονός ήταν πιο σοβαρό (ισχαιμία 60 λεπτών). Ακόμα και σε αυτήν 
την περίπτωση όμως, η εμφάνιση αποπτωτικών κυττάρων δεν παρατηρήθηκε 
ταυτόχρονα σε όλες τις δομές (η μεγαλύτερη καθυστέρηση αφορούσε το φλοιό).
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Ασθένειες που συνδέονται με 
αναστολή του φαινομένου της 

Απόπτωσης

Ασθένειες που συνδέονται με 
ενίσχυση του φαινομένου της 

Απόπτωσης
1) ΝΕΟΠΛΑΣΙΕΣ

Λεμφώματα ωοθυλακίων 
Καρκινώματα με μεταλλάξεις 
του γονιδίου ρ53 
Ορμονοεξαρτώμενοι όγκοι 

Καρκίνος μαστού
Καρκίνος προστάτη
Καρκίνος ωοθηκών

1) AIDS
2) ΝΕΥΡΟΕΚΦΥΛΙΣΤΙΚΕΣ 

ΑΣΘΕΝΕΙΕΣ
Alzheimer’s
Parkinson’s
Amyotrophic Lateral Sclerosis 
Εκφύλιση παρεγκεφαλίδας

3) ΜΥΕΛΟΔΥΣΠΛΑΣΤΙΚΑ 
ΣΥΝΔΡΟΜΑ

Απλαστική ανεμία
2) ΑΥΤΟΑΝΟΣΑ ΝΟΣΗΜΑΤΑ 

Συστηματικός ερυθηματώδης 
λύκος
Αυτοάνοση
σπειραματονεφρίτιδα

4) ΙΣΧΑΙΜΙΚΑ ΕΠΕΙΣΟΔΙΑ 
Απόφραξη μυοκαρδίου 
Εγκεφαλικό επεισόδιο

3) ΙΟΓΕΝΕΙΣ ΛΟΙΜΩΞΕΙΣ 
Λοιμώξεις ιού Herpes
Λοιμώξεις Αδενοϊών

5) ΗΠΑΤΙΚΑ ΝΟΣΗΜΑΤΑ ΑΠΟ 
ΤΟΞΙΝΕΣ

Αλκοόλ

Πίνακας 5.2.1. Νοσήματα που συνδέονται με το φαινόμενο της 
απόπτωσης

[Προσαρμογή πίνακα από Thompson 1995]

Η εκδήλωση του φαινομένου της απόπτωσης σε δύο διακριτές χρονικά 
φάσεις έχει περιγράφει και στον ενήλικο εγκέφαλο. Σε ένα μοντέλο μηχανικού 
τραυματισμού το πρώτο στάδιο απόπτωσης εμφανίσθηκε στις 12 ώρες μετά το 
τραύμα, ακολούθησε μία περίοδος ύφεσης του φαινομένου και στη συνέχεια ένα 
δεύτερο κύμα απόπτωσης με διαφορετικά χρονικά χαρακτηριστικά σε κάθε περιοχή 
(φλοιός, ιππόκαμπος και λευκή ουσία) (Conti et al. 1998). Άλλες ερευνητικές 
ομάδες αναφέρουν αποπτωτικό θάνατο νευρικών και άλλων τύπων κυττάρων μετά 
τις 12 ώρες και με χρονική επέκταση του φαινομένου για περίοδο μίας εβδομάδας ή 
και ενός μήνα (Portera-Cailliau et al. 1995, Rink et al. 1995, Kharlamov et al. 1996).

5.3. ΤΟ ΣΥΣΤΗΜΑ ΤΩΝ IGFs, IGFBPs KAI IGF-IR.

Οι Ινσουλινοειδείς Αυξητικοί Παράγοντες I και II (Insulin- like Growth 
Factors I και II), είναι σημαντικοί τροφικοί παράγοντες. Πρόκειται για πολυπεπτίδια 
τα οποία εκφράζονται σχεδόν σε όλους τους ιστούς, τόσο στα τρωκτικά όσο και 
στον άνθρωπο, η μέγιστη όμως ποσότητά τους εντοπίζεται στην αιματική 
κυκλοφορία. Το όργανο στο οποίο κυρίως παράγονται είναι το ήπαρ. Παρουσιάζουν 
δομική και λειτουργική ομολογία με την ινσουλίνη και το πρόδρομο μόριό της, την 
προ-ινσουλίνη, όπως παρόμοια είναι και η δομή των υποδοχέων τους. Σε γενικές 
γραμμές, η οικογένεια αυτών των παραγόντων εμφανίζει δράση ρυθμιστική του
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μεταβολισμού καθώς και επαγωγής του πολλαπλασιασμού και της διαφοροποίησης. 
Τα βασικά στοιχεία που συνιστούν τον άξονα δράσης των IGFs είναι: Α) Οι ίδιοι οι 
τροφικοί παράγοντες, Β) οι υποδοχείς τους και Γ) Οι συνδεόμενες στους IGFs 
πρωτεΐνες (Insulin- like Growth Factor Binding Proteins) IGFBPs.

5.3.1. IGF-I.

O IGF-I είναι ένας αυξητικός και τροφικός παράγοντας με έντονα 
πλειοτροπική δράση. Η αρχική αντίληψη για τη λειτουργία του είτε στους 
περιφερικούς ιστούς, είτε στο Κεντρικό Νευρικό Σύστημα περιοριζόταν στο 
σύστημα της ινσουλίνης και στη διαμεσολάβηση της δράσης της αυξητικής 
ορμόνης. Είναι γνωστό πως η αυξητική ορμόνη επάγει την παραγωγή IGF-Ι, ο 
οποίος με τη σειρά του αναστέλλει την περαιτέρω σύνθεση αυξητικής ορμόνης, 
επάγει τη σύνθεση πρωτεϊνών και ενεργοποιεί την πρόσληψη γλυκόζης από τα 
κύτταρα. Προγεννητικά οι IGFs, οι οποίοι αναφέρονταν παλαιώτερα και ως 
σωματομεδίνες, αποτελούν τους κύριους αυξητικούς παράγοντες ακόμη και πριν 
την έναρξη έκκρισης της αυξητικής ορμόνης (de Pablo and de la Rosa 1995). Όσον 
αφορά τη δράση του IGF-Ι ως ρυθμιστή του μεταβολισμού στο ΚΝΣ πρέπει να 
διευκρινισθεί πως αυτή περιορίζεται, μόνο στην περίοδο της ανάπτυξης και όχι στον 
ενήλικο οργανισμό. Ο IGF-1 ανακτά την ιδιότητα του ρυθμιστή του μεταβολισμού 
των νευρικών κυττάρων στον εγκέφαλο του ενήλικα σε περιπτώσεις τραυματισμών. 
Αξίζει να προστεθεί πως η παρουσία ινσουλίνης στον εγκέφαλο είναι πολύ 
περιορισμένη, καθώς η είσοδός της μέσω του αιματοεγκεφαλικού φραγμού είναι 
μικρή, όπως αντίστοιχα μικρή είναι και η τοπική παραγωγή της.

Σύμφωνα με καινούρια πειραματικά δεδομένα ο ρόλος του IGF-Ι είναι πιο 
ευρύς. Η διαφοροποίηση νευρώνων του φλοιού και της παρεγκεφαλίδας (Sherrard 
1997), η επαγωγή της απελευθέρωσης ακετυλοχολίνης από νευρικά κύτταρα του 
ιπποκάμπου και του φλοιού και η ενίσχυση του πολλαπλασιασμού των 
ολιγοδενδροκυττάρων (McMoris and Dubois- Dalcq 1988) είναι ορισμένες από τις 
πρόσθετες λειτουργίες του. Στην μεγάλη ποικιλία των δράσεων του IGF-Ι μπορεί να 
προστεθεί επίσης η αύξηση της αιματικής ροής στους σκελετικούς μυς και σε άλλα 
όργανα καθώς και η μείωση της αγγειακής αντιστάσεως, ακόμη και στον εγκέφαλο 
(Gillespie et al. 1997).

Σημαντικά στοιχεία έχουν συσσωρευτεί τα τελευταία χρόνια σχετικά με την 
έκφραση των IGFs κατά την ανάπτυξη του ΚΝΣ. Συγκεκριμένα, ο IGF-I 
εκφράζεται σε νευρικά και γλοία κύτταρα και ο IGF-II κυρίως σε κύτταρα των 
μηνίγγων και του χοριοειδούς πλέγματος (de Pablo and de la Rosa 1995). To 
mRNA του IGF-I αρχίζει να εντοπίζεται με την τεχνική της in situ υβριδοποίησης 
μετά το στάδιο του γαστριδίου, και η μέγιστη ποσότητά του παράγεται στην ύστερη 
οργανογένεση σε διάφορες περιοχές του ΚΝΣ όπως ο οσφρητικός βολβός, ο 
ιππόκαμπος και ο υποθάλαμος (de Pablo and de la Rosa 1995). Πρέπει πάντως να 
σημειωθεί πως η παρουσία του IGF-1 στον εγκέφαλο του εμβρύου ακόμη και στα 
πρώτα στάδια της ανάπτυξης, όταν η τοπική σύνθεσή του δεν έχει ξεκινήσει, 
εξασφαλίζεται με την είσοδό του από την κυκλοφορία μέσω του Εγκεφαλονωτιαίου 
Υγρού. Με αυτόν τον τρόπο το ΚΝΣ δεν στερείται της δράσης ενός πολύ
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σημαντικού παράγοντα, απαραίτητου για την ομαλή ρύθμιση του μεταβολισμού 
όλων των τύπων κυττάρων.

To mRNA του IGF-II εντοπίζεται επίσης σε μεγάλες ποσότητες στον 
εγκέφαλο των εμβρύων, κυρίως σε κύτταρα μεσοδερμικής προέλευσης. Στον 
ενήλικα η παραγωγή IGF-II μειώνεται σημαντικά και περιορίζεται μόνο στο 
χοριοειδές πλέγμα και στη λεπτομήνιγγα (Stylianopoulou et al. 1988a,b).

Δεδομένα από μελέτες σε πρωτογενείς καλλιέργειες εμβρυϊκών κυττάρων 
δείχνουν πως ο 1GF-I παίζει σημαντικό ρόλο στις διαδικασίες του 
πολλαπλασιασμού των πρόδρομων νευρικών και γλοιακών κυττάρων και αργότερα 
στη διαφοροποίησή τους. Είναι πιθανόν πως ο έλεγχος των παραπάνω διαδικασιών 
από τον IGF-Ι γίνεται μέσω της συμμετοχής του στη ρύθμιση του φαινομένου του 
προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου (απόπτωσης). Χρήσιμα δεδομένα 
προκύπτουν από πειράματα γενετικώς τροποποιημένων μυών. Μυς στους οποίους ο 
IGF-Ι εκφραζόταν σε υψηλό βαθμό κατά την ανάπτυξη, απέκτησαν εγκέφαλο του 
οποίου το περιεχόμενο σε μυέλινη ήταν διπλάσιο του φυσιολογικού (Carson et al. 
1993, Liu et al. 1993). Επιπροσθέτως, σε παρόμοια γενετικά μοντέλα 
παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση όχι μόνο στον αριθμό των νευρικών κυττάρων 
του ιπποκάμπειου σχηματισμού (αυξημένη νευρογένεση) αλλά και στον αριθμό και 
την πυκνότητα των συνάψεων (αυξημένη συναπτογένεση) (O’Kusky et al. 2000). 
Αντιθέτως, η υπο-έκφραση του IGF-Ι συνοδεύτηκε από φαινόμενα καθυστέρησης 
της ανάπτυξης, εμφάνισης μειωμένου αριθμού νευρικών κυττάρων, ενώ σε 
ανθρώπους συνδέεται και με καταστάσεις νοητικής καθυστέρησης (Woods et al. 
1996).

Τα παραπάνω στοιχεία υποδηλώνουν πως η παρουσία του IGF-Ι είναι 
απαραίτητη τόσο κατά τη ανάπτυξη του εγκεφάλου, όσο και κατά την ενήλικο ζωή. 
Δεν αποτελεί επομένως έκπληξη η αναφορά πειραματικών εργασιών σύμφωνα με 
τις οποίες τα εκφυλιστκά φαινόμενα που χαρακτηρίζουν τη γήρανση του ΚΝΣ 
(μείωση στη πρωτεϊνοσύνθεση και στη σύνθεση νουκλεϊκών οξέων, μεταβολές στη 
νευροδιαβίβαση, μείωση του αριθμού των αιμοφόρων αγγείων), ταυτίζονται 
χρονικά με τη μείωση στην έκφραση του IGF-Ι και του υποδοχέα του (Sonntag et 
al. 1997 και 1999). Ταυτόχρονα, από άλλες ομάδες προτείνεται η ενίσχυση του 
άξονα Αυξητικής ορμόνης- IGF-Ι για την αντιμετώπιση των νοητικών δυσκολιών 
που προκύπτουν κατά τη γήρανση (Markowska et al. 1998).

Έιναι λοιπόν γνωστό πώς ο IGF-Ι είναι απαραίτητος στον εγκέφαλο σε όλα 
τα στάδια της ζωής του οργανισμού. Η εξακρίβωση όμως της κυτταρικής εντόπισης 
του IGF-Ι στον εγκέφαλο αποτέλεσε αντικείμενο πολλών ερευνών. Έχει πλέον 
πολαπλώς δειχθεί πως ο IGF-Ι συντίθεται σε νευρικά και γλοιακά κύτταρα. Πιο 
συγκεκριμένα με τη μέθοδο της in situ υβριδοποίησης το mRNA του 1GF-I 
εντοπίζεται σε τρεις κυρίως περιοχές του ενήλικου εγκεφάλου τοθ επίμυ. Στους 
οσφρητικούς βολβούς, στον ιππόκαμπο (και κυρίως στην οδοντωτή έλικα και τα 
πυραμιδικά κύτταρα των CAI και CA2 περιοχών) και στην παρεγκεφαλίδα 
(Werther et al. 1990). Πρέπει να σημειωθέι πως τα υψηλά, κατά τη εμβρυϊκή 
περίοδο, επίπεδα έκφρασης του παράγοντα μειώνονται αισθητά με την ενηλικίωση, 
σε όλον τον εγκεφαλικό ιστό, με εξαίρεση δομές όπως ο οσφρητικός βολβός, ο 
φλοιός και ο ιππόκαμπος (Garcia- Segura et al. 1991). Επίσης, υψηλές ποσότητες 
1GF-1 παράγονται από τον υποθάλαμο και την υπόφυση, στα όργανα δηλαδή που
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παράγεται, εκκρίνεται και δρα η αυξητική ορμόνη Εκτός από τα νευρικά και 
γλοιακά κύτταρα, μία άλλη κατηγορία κυττάρων η οποία επίσης συνεισφέρει, ίσως 
και περισσότερο, στην παραγωγή του IGF-Ι στο ΚΝΣ είναι τα ενδοθηλιακά κύτταρα 
των αγγείων. Αρχικά προσδιορίσθηκε πως ο IGF-Ι παράγεται σε περιφερικά αγγεία, 
όπως αυτά της καρδιάς μετά από ισχαιμικό επεισόδιο, και παρουσιάζει τροφική 
δράση όχι μόνο τοπικά στο ενδοθήλιο, αλλά και στους γειτονικούς ιστούς, 
συμπεριλαμβανομένων των νευρικών κυττάρων (Hansson et al. 1987). To 1999 οι 
Sonntag et al. έδειξαν πως ο IGF-Ι εκφράζεται σε υψηλό βαθμό και στα 
ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων του νεοφλοιού. Η επιβεβαίωση της τοπικής 
παραγωγής IGF-Ι στον εγκεφαλικό ιστό, σε συνδυασμό με πειραματικά 
αποτελέσματα που δείχνουν μεγάλου βαθμού επικάλυψη των περιοχών έκφρασης 
του IGF-Ι με τις περιοχές έκφρασης του τύπου I υποδοχέα των IGFs, ενδυναμώνει 
το χαρακτηρισμό του ως παράγοντα με αυτοκρινή και παρακρινή δράση. Παρόλα 
αυτά, το όργανο στο οποίο εντοπίζεται η σημαντικότερη σύνθεση IGF-1 είναι το 
ήπαρ. Ο IGF-1 που συντίθεται εκεί ελευθερώνεται στην κυκλοφορία και είναι 
διαθέσιμος στους διάφορους ιστούς του σώματος. Ο IGF-Ι φαίνεται πως έχει τη 
δυνατότητα να περνάει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό καθόσον η περιφερική 
χορήγησή του έχει αποδειχθεί πως επηρεάζει τα επίπεδα του παράγοντα στον 
εγκέφαλο (Reinhardt and Bondy 1994). Σύμφωνα με πειραματικά δεδομένα (Pan 
and Kastin 2000) ο IGF-Ι εισέρχεται στο παρέγχυμα του εγκεφάλου μάλλον μέσω 
ενός συστήματος μεταφοράς το οποίο χαρακτηρίζεται από κινητική κορεσμού. 
Πιθανότατα η είσοδος του μεσολαβείται από τους τύπου I υποδοχείς του IGF-Ι που 
βρίσκονται στα επιθηλιακά κύτταρα των τριχοειδών αγγείων του εγκεφάλου 
(Pardridge 1993). Συνεπώς θεωρείται πολύ πιθανό πως ένα ποσοστό από τα 
αποθέματα IGF-Ι που βρίσκονται στην κυκλοφορία εισέρχεται στον εγκέφαλο, είναι 
όμως δύσκολο να καθορισθεί η έκταση του φαινομένου.

Η επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου του IGF-Ι είναι ένα ακόμη θέμα το 
οποίο δεν έχει πλήρως διευκρινισθεί. Η αυξητική ορμόνη και τα γλυκοκορτικοειδή 
είναι δύο παράγοντες που ρυθμίζουν την έκφραση του γονιδίου του σε πολλά 
όργανα και στον εγκέφαλο (Wood et al. 1991). Πιο ειδικά, στο δεύτερο ιντρόνιο του 
γονιδίου του IGF-Ι υπάρχει ένα στοιχείο απόκρισης στην αυξητική ορμόνη 
(responsive element) μέσω του οποίου επιτυγχάνεται επίδραση της αυξητικής 
ορμόνης, η οποία θεωρείται και ο κύριος ρυθμιστής της παραγωγής του IGF-Ι. Το 
στοιχείο αυτό εμφανίζει υπερευαισθησία στη ΌΝΑση I (Bichell et al. 1992). Όσον 
αφορά τα γλυκοκορτικοειδή, μία ευαίσθητη σε αυτά περιοχή έχει εντοπισθεί στον 
υποκινητή του γονιδίου του 1GF-1, η οποία θεωρείται πως προκαλεί αναστολή της 
έκφρασής του (Delany et al. 1995). Ένας πρόσθετος ρυθμιστής της έκφρασης του 
γονιδίου του IGF-1 είναι ο Επιδερμικός Αυξητικός Παράγοντας (Epidermal Growth 
Factor/ EGF), κυρίως σε καλλιέργειες αστροκυττάρων (Chemausek 1993). Εκτός 
όμως από την ορμονική ρύθμιση, πειραματικά δεδομένά στηρίζουν την υπόθεση της 
επίδρασης της γλουταματεργικής νευροδιαβίβασης (Nordqvist et al. 1997) καθώς 
και της διατροφής και πιο συγκεκριμένα των αμινοξέων, στη ρύθμιση του 
συστήματος του IGF-1 (Thissen et al. 1994).

Η διαφορική μεταγραφή του γονιδίου του IGF-1 είναι μία ακόμη διαδικασία 
στην οποία επιδρούν οι παράγοντες που ρυθμίζουν την έκφρασή του. Ο IGF-I 
κωδικοποιείται από ένα πολύπλοκο γονίδιο το οποίο απαοτελείται από έξι εξόνια.
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Δύο από αυτά, το τρίτο και τέταρτο, κωδικοποιούν για το ώριμο πεπτίδιο (Beilharz 
et al. 1998). Η έναρξη της μεταγραφής σε εναλλακτικές θέσεις έναρξης που 
εντοπίζονται στα εξόνια 1 και 2 σε συνδυασμό με το διαφορικό μάτισμα στα 3' 
εξόνια οδηγούν στη δημιουργία ποικίλων μεταγράφων. Για παράδειγμα τα 
μετάγραφα τύπου Ea φαίνεται πως συνδέονται με την αυτοκρινή/παρακρινή δράση 
του IGF-Ι η οποία είναι ανεξάρτητη της επίδρασης της αυξητικής ορμόνης. Από την 
άλλη μεριά, τα μετάγραφα τύπου Eb συνδέονται με την εξαρτώμενη από την 
αυξητική ορμόνη ενδοκρινή δράση του IGF-Ι και χαρακτηρίζουν την ηπατογενή 
παραγωγή του (Le Roith and Roberts 1991).

Στα μέσα της δεκαετίας του '80, εντοπίσθηκε μία διαδικασία μετα- 
μεταφραστικής τροποποίησης του ώριμου 1GF-I. Πρόκειται για την in vivo 
ενζυματική μετατροπή του IGF-Ι, με την αποκοπή του αμινοτελικού τριπεπτιδίου 
Γλυκίνη- Προλίνη- Γλουταμικό οξύ (GPE). Η προκύπτουσα μορφή του IGF-I 
ονομάζεται des-N(l-3)IGF-I ή απλώς desIGF-I (εικ.5.3.1.α). Σε πολλές περιπτώσεις 
εμφανίζει αυξημένη δραστικότητα σε σχέση με το αρχικό μόριο καθώς 
χαρακτηρίζεται από την ίδια συγγένεια σύνδεσης με τους υποδοχείς των IGFs, αλλά 
καθώς μόνο το 1% της ποσότητάς του είναι συνδεδεμένο με τις IGFBPs στο 
πλάσμα, είναι τελικά πιο εύκολα διαθέσιμο στους ιστούς. Θεωρείται μάλιστα 
πιθανόν πως αποτελεί ουσιαστικά την ενεργό μορφή του IGF-Ι. Η ενζυματική 
μετατροπή του IGF-1 συμβαίνει μάλλον κατά τη διαδικασία πρωτεόλυσης του 
συμπλέγματος IGF-1/ IGFBP στο πλάσμα (Ballard et al. 1996).

5.3.La. Δομή του πεπτιδίου του 1GF-I. Στις θέσεις 1-3 διακρίνεται το
τριπεπτίδιο GPE.

_________[Προσαρμογή σχήματος από Ballard et al. (1996)]_________________________
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Επιπροσθέτως, πειραματικά δεδομένα αποκαλύπτουν πως και το τριπεπτίδιο 
το οποίο παράγεται από την εκλεκτική πρωτεόλυση του IGF-Ι, δηλαδή το GPE, 
διαθέτει νευροτροποποιητικές ιδιότητες. Το ακραίο (καρβόξυ-τελικό) Γλουταμικό 
του τριπεπτιδίου συνδέεται με τους υποδοχείς τύπου NMDA του γλουταμικού 
οξέος. Επίσης, το GPE ενισχύει την απελευθέρωση ιόντων καλίου που προκαλεί η 
επίδραση της ακετυλοχολίνης σε τομές φλοιού επίμυων. Μικρότερου βαθμού 
ενισχυτικές ιδιότητες διαθέτει το GPE και ως προς την απελευθέρωση ντοπαμίνης 
από κύτταρα του ραβδωτού σώματος (Sara et al. 1989). Η διερεύνηση της πιθανής 
νευροπροστατευτικής δράσης του GPE σε διάφορα μοντέλα ΚΕΚ, κυρίως 
χημειοτοξικά, έχει δώσει αξιόλογα ευρήματα, τα οποία ενθαρρύνουν την πιθανή 
μελλοντική φαρμακευτική δοκιμή του (Alexi et al. 1999, Guan et al. 2000b).

5.3.2. Υποδογείς των IGFs τύπου I fIGF-IR) και II (IGF-IIR).

Fi δράση των αυξητικών, τροφικών παραγόντων IGF-Ι και IGF-II, 
διαμεσολαβείται από ειδικούς υποδοχείς. Στους τύπου I υποδοχείς συνδέεται 
κυρίως ο IGF-Ι και στους τύπου II υποδοχείς ο IGF-II, χωρίς όμως να αποκλείονται 
ορισμένες αλληλεπιδράσεις.

Οι τύπου I υποδοχείς ανήκουν στην ίδια οικογένεια με τους υποδοχείς της 
ινσουλίνης. Αποτελούνται από δύο α υπομονάδες οι οποίες είναι γλυκοζυλιωμένες 
και δύο β διαμεμβρανικές υπομονάδες. Η σύνδεση του αυξητικού παράγοντα 
γίνεται στην α υπομονάδα. Ακολουθεί η ταχύτατη αυτοφωσφορυλίωη της β 
υπομονάδας σε συγκεκριμένες θέσεις τυροσινών και στη συνέχεια ένας 
καταρράκτης αντιδράσεων, ο οποίος περιλαμβάνει ποικίλα δευτερογενή (ras, MEK) 
και τριτογενή (όπως το c-fos) μηνύματα. Ένα από τα υποστρώματα, το οποίο 
συνδέεται άμεσα με τους υποδοχείς αυτούς και έχει ευρεία εντόπιση στον εγκέφαλο 
των επίμυων, είναι η πρωτεΐνη IRS-1 (insulin- receptor substrate- 1) (White et al. 
1994) (εικ.5.3.2.α). Η φωσφορυλίωση της IRS-1 αποτελεί το πρώτο βήμα για 
πολλές από τις δευτερογενείς αντιδράσεις που ακολουθούν τη σύνδεση του IGF-I 
στους υποδοχείς του. Επίσης, ένα γενικό χαρακτηριστικό των πρωτεϊνών οι οποίες 
συνδέονται με τους υποδοχείς των αυξητικών παραγόντων είναι πως περιέχουν 
επιτόπους SH2 (sre homology2) ή SH3 (sre homology 3). Η δυνατότητα λοιπόν 
διαφορετικών πρωτεϊνών να συνδέονται ενδοκυτταρικά στους ίδιους υποδοχείς 
είναι υπεύθυνη για την ποικιλία στο αποτέλεσμα της πρόσδεσης διαφορετικών ή και 
του ίδιου παράγοντα σε ίδιου τύπου υποδοχείς (Schlessinger and Ullrich 1992).

Ορισμένα στοιχεία σε σχέση με τα δευτερογενή μηνύματα που μεσολαβούν 
τη δράση του IGF-Ι, μετά τη σύνδεσή του στους υποδοχείς του, έχουν επίσης 
διευκρινισθεί όσον αφορά το ρόλο του ως ρυθμιστή του μεταβολισμού στον 
αναπτυσσόμενο εγκέφαλο. Τα πειραματικά δεδομένα υποδεικνύουν πως ο 1GF-I 
αφενός επάγει τη φωσφορυλίωση της κινάσης AKT και αφετέρου επηρεάζει τη 
δραστικότητα της εξοκινάσης με τελικό αποτέλεσμα την επαγωγή της αποθήκευσης 
της γλυκόζης με τη μορφή του γλυκογόνου στον εγκεφαλικό ιστό (Cheng et al. 
2000).
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Σε άλλους ιστούς έχουν διερευνηθεί και άλλα μονοπάτια μεταγωγής 
σήματος. Σε κύτταρα του μυοκαρδίου, η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου από τον 
IGF-Ι, συνδέεται με την ενεργοποίηση της οδού της MAP κινάσης και καταλήγει 
στην επαγωγή της μεταγραφής των ρ53 και p21 (Wang et al. 1998). Η γενικευμένη 
εντόπιση των υποδοχέων των IGFs στον ενήλικο εγκέφαλο αποτελεί ένδειξη της 
σημασίας τους για τη λειτουργία του ΚΝΣ. Εντοπίζονται κυρίως στο χοριοειδές 
πλέγμα, στο φλοιό και στον ιππόκαμπο και συνεντοπίζονται σε μεγάλο βαθμό με 
τους υποδοχείς ινσουλίνης (Lesniak et al. 1988). Εξίσου όμως και ίσως πιο 
σημαντική θεωρείται η λειτουργία των υποδοχέων αυτών κατά την ανάπτυξη. Η 
μέγιστη έκφρασή τους παρατηρείται στις εμβρυϊκές ημέρες 16 ως 18 (Garofalo et 
al. 1989). Έχει πολλαπλώς δειχθεί στους επίμυς πως η έκφραση των υποδοχέων των 
IGFs εντοπίζεται κυρίως σε πληθυσμούς νευρικών κυτταρικών σωμάτων (φαιά 
ουσία) (de Pablo and de la Rosa 1995) και συνδυάζεται με την έκφραση του IGF-I.

Η συγκέντρωση των τύπου I υποδοχέων των IGFs στον εγκεφαλικό ιστό 
μειώνεται με την αύξηση της ηλικίας, με αποτέλεσμα να ελαττώνεται η 
δραστικότητα του συστήματος των IGFs. Το φαινόμενο αυτό είναι ίσως εν μέρει 
υπεύθυνο για ορισμένες δυσλειτουργίες και μεταβολικές τροποποιήσεις που 
υφίσταται το γερασμένο νευρικό σύστημα (D’Costa et al. 1995).

Στον εγκέφαλο των θηλαστικών οι IGFs προσδένονται, όπως αναφέρθηκε 
και πιο πάνω, και στους υποδοχείς τύπου II. Πρόκειται για μονομερή πολυπεπτίδια 
(250kDa) που διακρίνονται σε τρεις περιοχές, μία εξωκυττάρια, μία διαμεμβρανική 
και μία μικρή υδρόφιλη κυτταροπλασματική (Morgan et al. 1987). Στον άνθρωπο οι 
υποδοχείς IGF-IIR είναι ταυτόσημοι με τους υποδοχείς 6- φωσφορικής μαννόζης. Η 
συγγένεια σύνδεσης του IGF-II με αυτούς τους υποδοχείς δεν είναι καλά 
προσδιορισμένη, πάντως είναι μεγαλύτερη από τη συγγένεια σύνδεσης του IGF-I, 
ενώ η ινσουλίνη δεν συνδέεται καθόλου με τους IGF-IIR. Μία ακόμη οντότητα η 
οποία πρόσφατα αναγνωρίσθηκε είναι οι υποδοχείς-υβρίδια, οι οποίοι αποτελούνται 
από ένα τμήμα IGF υποδοχέα τύπου I και από ένα τμήμα υποδοχέα ινσουλίνης (εικ.
5.3.2. α).

5.3.3. IGFBPs.

Το 97% της συνολικής ποσότητας των αυξητικών παραγόντων IGF-Ι και 
IGF-II, σε αντίθεση με την ινσουλίνη, είναι δεσμευμένο σε συγκεκριμένες, ειδικές 
πρωτεΐνες, οι οποίες ονομάζονται IGF Binding Proteins (IGFBPs). Η ομάδα των 
πρωτεϊνών IGFBP περιλαμβάνει μέχρι τώρα επτά μόρια (IGFBP 1-7), τα οποία 
έχουν τη δυνατότητα να προσδένουν τους IGF-Ι και IGF-II με μεγαλύτερη 
συγγένεια από τους υποδοχείς IGF-I (Jones and Clemmons 1995). Στην περιφερική 
κυκλοφορία οι IGFs σχηματίζουν σύμπλοκα με τις IGFBPs, με αποτέλεσμα να 
αυξάνεται ο χρόνος ημιζωής τους και συνεπώς να δημιουργείται ένα απόθεμα IGFs. 
Στους ιστούς, η σύνδεση των IGFs με τις IGFBPs επιτρέπει τον έλεγχο (θετικό και 
αρνητικό) της δράσης τους, ιδίως όταν αυτοί βρίσκονται σε περίσσεια, αλλά και σε 
συγκεκριμένες έκτακτες καταστάσεις.
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MAP K

Eue: 5.3.2.α. Σχηματική παράσταση των δευτερογενών μηνυμάτων που ακολουθούν 
τη δέσμευση της ινσουλίνης (Ins), της προϊνσουλίνης (Proins) και των αυξητικών 
παραγόντων IGF-Ι και IGF-II στους υποδοχείς ινσουλίνης (IR), τους υβριδικούς 
υποδοχείς (HybridR) και τους υποδοχείς IGFR [ο βαθμός συγγένειας κάθε μορίου 
για κάθε τύπο υποδοχέα περιγράφεται από την απόστασή του από τον υποδοχέα]. 
____________ [Προσαρμογή σχήματος από de Pablo and de la Rosa (1995)]____________

Oi IGFBPs έχουν παρόμοια αμινο- και καρβόξυ- τελικά άκρα (τα οποία 
περιέχουν 12 και 6 κατάλοιπα κυστεϊνης αντίστοιχα). Οι αλληλουχίες αυτές έχουν 
διατηρηθεί κατά την εξέλιξη ενώ η κεντρική τους περιοχή ποικίλει ανάμεσα στα 
διαφορετικά μόρια (Jones and Clemmons 1995). Παρόλες τις ομοιότητές τους, κάθε 
μία IGFBP εμφανίζει διακριτές ιδιότητες (Πίνακας 5.3.3.1).

Η IGFBP1. η οποία απομονώθηκε αρχικώς από αμνιακό υγρό (Drop et al. 
1984), έχει μέγεθος 35-40 kDa, περιλαμβάνει στο C-τελικό άκρο της το τριπεπτίδιο 
Αργινίνη-Γλυκίνη-Ασπαρτικό (RGD) μέσω του οποίου συνδέεται με την α5β1 
ιντεγκρίνη (Jones et al. 1991). Επίσης έχει βρεθεί πως μπορεί να φωσφορυλιωθεί σε 
σερίνες. Η IGFBP1 διαθέτει ισχυρή μεταβολική και ορμονική ρυθμιστική 
δραστικότητα η οποία εξαρτάται από τα επίπεδα φωσφορυλίωσής της.

Η IGFBP2 έχει μέγεθος 34 kDa και απομονώθηκε αρχικώς από 
ηπατοκύτταρα της σειράς BRL3a (Mortola et al 1986). Περιλαμβάνει και αυτή RGD 
αλληλουχία. Είναι η κύρια IGFBP πρωτεΐνη του εγκεφάλου των επίμυων και μία 
από τις τρεις πρωτεΐνες που αρχίζουν να εκφράζονται νωρίς στη διαδικασία της 
ανάπτυξης μαζί με τις 1GFBP 4 και 5 (de Pablo and de la Rosa 1995). H IGFBP2 
αρχίζει να εκφράζεται ήδη από την εμβρυϊκή ημέρα 10. Εκφράζεται μέχρι και τα 
τελευταία εμβρυϊκά στάδια και η έκφρασή της συμπίπτει με την παρουσία του IGF- 
I και της IGFBP-5.
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H IGFBP3, είναι η μεγαλύτερη πρωτεΐνη της οικογένειας (150 kDa). 
Αποτελείται από μικρότερες υπομονάδες (White et al. 1981) και είναι η πιο συχνά 
απαντώμενη IGFBP στον ορό, στον οποίον βρίσκεται με τη μορφή συμπλοκών 
υψηλού μοριακού βάρους μαζί με την πρωτεΐνη ALS (acid-labile subunit). Η 
IGFBP3 εμφανίζεται Ν-γλυκοζυλιωμένη και περιλαμβάνει επίτοπο πρόσδεσης με 
την ηπαρίνη (Booth et al. 1996). Επίσης, μπορεί να φωσφορυλιώνεται (χωρίς όμως 
να είναι γνωστή η λειτουργική σημασία της φωσφορυλίωσης) καθώς και να 
προσδένεται στην εξωκυττάρια θεμέλια ουσία, αν και η σύνδεσή της με τη θεμέλια 
ουσία των ινοβλαστών δεν είναι ιδιαίτερα υψηλή (Jones et al. 1993).

Τέταρτη στη σειρά ανακάλυψης ήταν η IGFBP4. Απομονώθηκε από 
καλλιέργειες κυττάρων από οστεοσαρκώματα (Mohan et al 1989) και είναι επίσης 
Ν-γλυκοζυλιω μένη.

Οι πρωτεΐνες IGFBP 5 και 6 απομονώθηκαν από την ομάδα του Shimasaki 
(Shimasaki et al. 1990). Αμφότερες είναι Ο-γλυκοζυλιωμένες και περιέχουν 
επιτόπους σύνδεσης με την ηπαρίνη. Η IGFBP 5 συνδέεται σταθερά με την 
εξωκυττάρια θεμέλια ουσία, ενώ η IGFBP 6 προσδένει τον IGF-II 50 φορές πιο 
ισχυρά από τον IGF-Ι. Η IGFBP-5 αρχίζει να εκφράζεται νωρίς κατά την ανάπτυξη, 
κυρίως στο νευροεπιθήλιο και γενικότερα σε νευροβλάστες, μετα-μιτωτικά νευρικά 
κύτταρα και κύτταρα γλοιακού φαινοτύπου.

Εκτός από τις 6 προαναφερθείσες IGFBPs έχει ταυτοποιηθεί ακόμη μία, η 
IGFBP 7 ή mac 25. Έχει υψηλότερη συγγένεια για την ινσουλίνη και πιθανώς 
εμπλέκεται σε καταστάσεις αναστολής της κυτταρικής ανάπτυξης (Yamanaka et al. 
1997, Damon et al. 1997).

Τέλος, σχετικά πρόσφατα αναφέρθηκε η ύπαρξη τεσσάρων πολυπεπτιδίων 
των οποίων τα αμινοτελικά άκρα είναι ομόλογα με αυτά των IGFBPs, αλλά 
προσδένουν τους IGFs με πολύ χαμηλότερη συγγένεια (Kim et ah 1997).

ΔΟΜΙΚΑ
ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ IGFBPs

C-τελικό τριπεπτίδιο RGD IGFBP- l,IGFBP-2

Ν-γλυκοζυλίωση IGFBP-3, IGFBP-4

Ο-γλυκοζυλίωση IGFBP-5, IGFBP-6

Επίτοπος σύνδεσης με ηπαρίνη IGFBP-3, IGFBP-5, IGFBP-6

Φωσφορυλίωση σε σερίνες IGFBP-1, IGFBP-3

Σινιάλο εισόδου στον πυρήνα IGFBP-3, IGFBP-5

Πίνακας 5.3.3.1. Δομικά χαρακτηριστικά των διαφόρων IGFBPs.
[Προσαρμογή πίνακα από Rechler and Clemmons (1998)]
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Στο πλάσμα σχηματίζονται σύμπλοκα βάρους 150 kDa μέσω της σύνδεσης 
της πρωτεΐνης ALS με το διμερές IGF-I/IGFBP-3 (Jones and Clemmons 1995). To 
μέγεθος του συμπλόκου αυτού έχει ως αποτέλεσμα τον περιορισμό του στα αγγεία, 
με αποτέλεσμα την αύξηση του χρόνου ημιζωής του IGF-1 στο πλάσμα από τα 8 
λεπτά (ελεύθερος IGF-Ι) στις 15 ώρες (Guler et al. 1989). Τα σύμπλοκα αυτά μην 
μπορώντας να περάσουν το φραγμό των ενδοθηλιακών κυττάρων επιτρέπουν 
ουσιαστικά την συγκέντρωση υψηλών ποσοτήτων IGFs χωρίς τον κίνδυνο 
πρόκλησης υπογλυκαιμίας. Αυτός ο ομοιοστατικός μηχανισμός εξαρτάται από τη 
δράση της αυξητικής ορμόνης και διαταράσσεται σε συγκεκριμένα σύνδρομα 
οδηγώντας σε κρίσεις υπογλυκαιμίας, όπως στην υπογλυκαιμία των όγκων των μη- 
νησιδιακών κυττάρων (Non-islet cell tumor hypoglycemia). Η απελευθέρωση των 
IGFs από τα σύμπλοκα του πλάσματος επιτυγχάνεται κυρίως μέσω της οδού της 
περιορισμένης εκλεκτικής πρωτεόλυσης (εικ,5.3.3.α). Στόχος των πρωτεασών είναι 
η IGFBP-3, η οποία διασπάται σε ένα Ν-τελικό τμήμα (30 kDa) το οποίο εμφανίζει 
χαμηλή συγγένεια για τους IGFs (50 φορές μειωμένη για τον IGF-Ι και 20 για τον 
IGF-II)Kai ένα C-τελικό τμήμα το οποίο παραμένει συνδεδεμένο με την ALS 
(Lassare and Binoux 1994). Ακόμη δεν έχουν ταυτοποιηθεί οι πρωτεάσες οι οποίες 
συμμετέχουν σε αυτήν τη διαδικασία αλλά υπάρχουν ενδείξεις για τη συμμετοχή 
των μεταλλοπρωτεασών 1 και 3 και των Ca++ εξαρτώμενων σερινο- πρωτεασών 
(Fowlkes 1997, Davenport et al. 1990). Οι πρωτεάσες της IGFBP- 3 επάγονται μετά 
από χειρουργικές επεμβάσεις, οξείες και χρόνιες παθήσεις (μόλυνση HIV, ασιτία) 
ενώ αντιθέτως περιορίζονται μετά την ολοκλήρωση της θεραπείας και της 
ανάρρωσης. Το δεδομένο αυτό υποδεικνύει τη συμμετοχή των IGFs στην απόκριση 
του οργανισμού σε μεταβολικές διαταραχές (Davenport et al. 1992). Το γεγονός 
πως η απελευθέρωση των IGFs στο πλάσμα ρυθμίζεται, είναι ενδεικτικό της 
σπουδαιότητας της παρουσίας τους στην κυκλοφορία, δηλαδή της ενδοκρινούς 
δράσης τους, παρόλο που η αυτοκρινής και παρακρινής λειτουργία των IGFs 
θεωρείται πιο κρίσιμη για τον οργανισμό.
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Εικ:5.3.3.α. Πρωτεολυτική απελευθέρωση των IGFs από τα σύμπλοκα IGF- 
IGFBP3-ALS στο πλάσμα.

[Προσαρμογή σχήματος από Rechler and Clemmons (1998)]

Στο επίπεδο του ιστού, υπάρχουν ποικίλοι παράγοντες που επηρεάζουν τη δράση 
των IGFBPs (Εικ: 5.3.3.β, 5.3.3.γ, 5.3.3.δ). Πρώτον, ο βαθμός πρόσδεσης των IGFs 
στις IGFBPs. Σε γενικές γραμμές η συγγένεια των IGFs για τις IGFBPs είναι 
μεγαλύτερη από τη συγγένειά τους για τους υποδοχείς IGF-IRs. Συνεπώς
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μετατροπές οι οποίες επηρεάζουν αυτήν τη συγγένεια έχουν ως αποτέλεσμα την 
αυξομείωση της βιο-διαθεσιμότητας των αυξητικών αυτών παραγόντων. Μία τέτοια 
τροποποίηση είναι η περιορισμένη πρωτεόλυση των IGFBPs, από την οποία 
συνήθως προκύπτει ένα κομμάτι του συμπλόκου με χαμηλή συγγένεια σύνδεσης 
των IGFs. Άλλο παράδειγμα είναι η φωσφορυλίωση των συνδεουσών πρωτεϊνών. 
Για παράδειγμα, η φωσφορυλιωμένη μορφή της IGFBP- 1 συνδέεται 7 φορές πιο 
ισχυρά με τον IGF-Ι, με αποτέλεσμα να αναστέλλει τη δράση του, ενώ αντιθέτως η 
αποφωσφορυλίωσή της συνδέεται με την ενδυνάμωση της ενεργότητάς του. Ένας 
δεύτερος παράγοντας που επηρεάζει τη λειτουργία των IGFBPs είναι η κατανομή 
τους στον ιστό και ο βαθμός σύνδεσής τους με την εξωκυττάρια ουσία ή την 
κυτταρική επιφάνεια. Σε γενικές γραμμές η ανασταλτική δράση των IGFBPs 
συνδέεται με τη διαλυτή μορφή τους. Αυτό διότι σε αυτήν τη μορφή παρουσιάζουν 
αυξημένη συγγένεια σύνδεσης με τους IGFs με αποτέλεσμα τη δημιουργία 
συμπλοκών τα οποία οδηγούν στη μείωση της βιο-διαθεσιμότητάς τους. Η IGFBP-4 
εμφανίζεται σχεδόν αποκλειστικά ως αναστολέας της δράσης του IGF-Ι διότι δεν 
προσδένεται καθόλου στην κυτταρική επιφάνεια ή τη θεμέλια ουσία. Αντιθέτως, το 
γεγονός πως η ελεύθερη IGFBP-5 αμέσως αφού προσδέσει τους IGFs συνδέεται με 
τη θεμέλια ουσία με αποτέλεσμα την ταυτόχρονη αποδέσμευση των παραγόντων, 
σε μάι περιοχή πλούσια σε μεμβρανικούς υποδοχείς των IGFs, την καθιστά 
σημαντικό ενισχυτή της δράσης τους. Ακόμη, η προεπώαση του IGF-Ι με την 
IGFBP-3 αυξάνει τη δραστικότητά του, όταν η χορήγηση γίνει σε τοπικό, ιστικό 
επίπεδο. Η σύνδεση του συμπλέγματος IGF-I/IGFBP-3 στην κυτταρική επιφάνεια 
μειώνει τη συγγένεια σύνδεσης του παράγοντα με αποτέλεσμα αυτός να 
απελευθερώνεται σε μία περιοχή πλούσια σε κυτταρικούς υποδοχείς του IGF-I. 
(Jones and Clemmons 1995). Επίσης, η IGFBP-5 η οποία είναι σταθερά 
συνδεδεμένη με την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία έχει πολύ χαμηλή συγγένεια για 
τους IGFs. Ένας ακόμη παράγοντας ο οποίος επιδρά στη λειτουργία των IGFBPs 
είναι ο σχηματισμός, με τη διαδικασία της πρωτεόλυσης, πολυπεπτιδίων με 
αυτόνομες ανασταλτικές ή επαγωγικές ιδιότητες. Έχουν καταγραφεί πολλά τέτοια 
παραδείγματα, όπως η επαγωγική δράση ενός τμήματος του Ν- τελικού άκρου της 
IGFBP-5 στη λειτουργία της ίδιας της IGFBP-5 και η ανασταλτική δράση ενός Ν- 
τελικού τμήματος της IGFBP3 (Jones and Clemmons 1995).

FI συγχορήγηση IGF-I και IGFBP-1 σε υποφυσιεκτομημένους επίμυς μείωσε 
σημαντικά την αυξητική δράση του παράγοντα σε αντίθεση με τη χορήγηση μόνο 
του IGF-Ι. Επίσης, η υπερπαραγωγή της IGFBP-1 σε γενετικώς τροποποιημένους 
επίμυς είχε ως αποτέλεσμα σημαντική υστέρηση στη σωματική τους ανάπτυξη και 
στο βαθμό επιβίωσης των εμβρύων (Gay et al. 1997). Αντιθέτως, η χορήγηση 
μεταλλαγμένων μορφών της IGFBP-1 οι οποίες παρουσιάζουν μειωμένη συγγένεια 
για τον IGF-Ι, οδήγησε στην επαγωγή της δράσης του. Πρέπει όμως να σημειωθεί 
πως η σύνδεση του παράγοντα με την πρωτεΐνη είναι απαραίτητη έτσι ώστε να 
επιτυγχάνεται η ρύθμιση της λειτουργίας του (Jones and Ciemmons 1995). Έχουν 
επίσης περιγράφει περιπτώσεις στις οποίες η χορήγηση IGFBP-1 σε συνδυασμό με 
IGF-Ι είχε ως αποτέλεσμα την επιτάχυνση των διαδικασιών επούλωσης 
τραυματισμών και την αποκατάσταση του κατεστραμμένου επιθηλίου (Galiano et 
al. 1996).
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Εικ:5.3.3.β. Η αποδέσμευση του IGF από την IGFBP-1 μπορεί να γίνεται είτε μέσω 
πρωτεόλυσης, είτε μέσω της φωσφορυλίωσης της IGFBP-1. FI ελέυθερη IGFBP-1 
μπορεί να δεσμέυεται σε υποδοχείς ιντεργκρίνης.

[Προσαρμογή σχήματος από Rechler and Clemmons (1998)]
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Εικ:5.3.3.γ. Τα σύμπλοκα IGF-IGFBP3 είτε υφίστανται πρωτεόλυση, με 
αποτέλεσμα την απελευθέρωση του IGF-Ι και τη σύνδεσή του στους υποδοχείς 
IGF-Ι (Α), είτε συνδέονται σε υποδοχείς της κυτταρικής επιφάνειας με αποτέλεσμα 
τη σταδιακή αποδέσμευση του IGF (Β), είτε εισέρχονται στο κύτταρο και 
μεταφέρονται στον πυρήνα (C). Τα ελέυθερα μόρια IGFBP3 υφίστανται 
πρωτεόλυση και ένα τμήμα τους (αμινοξέα 1-95) συνδέεται με επιφανειακούς 
υποδοχείς αναστέλλοντας τη σύνθεση DNA, είτε συνδέονται ολόκληρα σε 
κυτταρικούς υποδοχείς αναστέλλοντας τη σύνθεση DNA, είτε εισέρχονται στα 
κύτταρα και μετακινούνται στον πυρήνα.

[Προσαρμογή σχήματος από Rechler and Clemmons (1998)]
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__ IGFEP5

Εικ:5.3.3.δ. Ο IGF αποδεσμεύεται από την IGFBP5 είτε λόγω της σύνδεσής της 
στην εξωκυττάρια θεμέλια ουσία (Α), είτε μετά από πρωτεόλυση (Β). Από την 
πρωτεόλυση της IGFBP5 προκύπτει ένα πεπτίδιο το οποίο συνδέεται με 
επιφανειακούς υποδοχείς και ενισχύει τη δράση του IGF (C).

[Προσαρμογή σχήματος από Rechler and Clemmons (1998)]

Τέλος, αξίζει να αναφερθεί πως οι IGFBPs εμφανίζουν και δραστικότητα 
ανεξάρτητη των IGFs. Η IGFBP-1 ενεργοποιεί τη μετανάστευση κυττάρων στις 
ωοθήκες κινεζικών χάμστερ, σε ιστό δηλαδή στον οποίο δεν συντίθενται IGFs. 
Κατά πάσα πιθανότητα αυτή η δράση εξαρτάται από τη σύνδεσή της με την α5β1 
ιντεγκρίνη, δια μέσου της RGD αλληλουχίας του μορίου της IGFBP-1.

Η πρωτεΐνη IGFBP που παρουσιάζει την πιο έντονη ανεξάρτητη από τους 
IGFs δράση είναι η IGFBP-3:

ι) Αναστολή της ανάπτυξης. Υπάρχουν αρκετά παραδείγματα στα οποία η 
χορήγηση IGFBP-3 ή ενός Ν-τελικού τμήματός της ( αμινοξέα 1-97) επέφερε 
αναστολή της σύνθεσης DNA. Ακόμα δεν έχουν απομονωθεί οι υποδοχείς που 
μεσολαβούν για αυτήν τη δράση, φαίνεται όμως πως πρόκειται για υποδοχείς που 
ανήκουν στην κατηγορία των υποδοχέων του TGF-ß (Transforming Growth Factor 
β). ιι) Επαγωγή της απόπτωσης. Έχουν περιγράφει συγκεκριμένα πειράματα στα 
οποία η υπερέκφραση της IGFBP, ανεξάρτητα από την παρουσία IGFs οδήγησε 
στην επαγωγή του φαινομένου της απόπτωσης είτε άμεσα είτε αυξάνοντας την 
αντίστοιχη δράση άλλων ουσιών (όπως αναλογών του κεραμιδιού).

Πρόσφατες παρατηρήσεις υποδεικνύουν την πιθανότητα οι IGFBPs είτε 
μόνες τους, είτε μεταφέροντας τους IGFs να εισέρχονται στον πυρήνα (Jaques et al. 
1997, Li et al. 1997). Η λειτουργικότητα της παρουσίας αυτών των συμπλοκών 
στον πυρήνα δεν είναι σαφής και αποτελεί ένα πεδίο έρευνας ανοικτό για το 
μέλλον.
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5.3.4. Το σύστηιια του IGF-Ι και ο rpaouariouóc του ΚΝΣ.

Ο IGF-Ι είναι ένας αυξητικός παράγοντας που ρυθμίζει τις διαδικασίες του 
πολλαπλασιασμού και της διαφοροποίησης των νευρικών και των γλοίων 
κυττάρων, ο οποίος αποτέλεσε και συνεχίζει να αποτελεί μόριο στόχο στην έρευνα 
για την εντόπιση ουσιών με πιθανές νευροπροστατευτικές και νευροαναγεννητικές 
ιδιότητες. Οι ερευνητικές εργασίες που αφορούν το σύστημα του IGF-Ι σε σχέση με 
παθολογικές καταστάσεις του ΚΝΣ μπορούν να διακριθούν σε δύο μεγάλες 
θεματικές κατηγορίες, ανάλογα με τον προσανατολισμό τους. Σε αυτές που 
διερευνούν τις μεταβολές στην έκφραση, είτε σε επίπεδο μεταγραφικό είτε σε 
επίπεδο πρωτεΐνης, των στοιχείων του άξονα του IGF-Ι και σε αυτές που διερευνούν 
άμεσα τις πιθανές θεραπευτικές ή προστατευτικές ιδιότητες του άξονα αυτού.

ΡΜεταΒολέε στην έκφραση του άζονα του IGF-Ι σε παθολογικές καταστάσεΐ£ του 
ΚΝΣ.

Μεγάλος όγκος δουλειάς έχει επικεντρωθεί σε πειραματικά μοντέλα υποξίας/ 
ισχαιμίας του εγκεφάλου (Hypoxic/ Ischemic Injury) (Bergstedt et al. 1993, 
Tapanainen et al. 1997, Beilharz et al. 1998, Guan et al. 2000) υπάρχουν όμως 
στοιχεία και από μοντέλα μηχανικών και χημικών τραυματισμών (Garcia- Estrada 
et al. 1992, Guthrie et al. 1995, Yao et al. 1995, Breese et al. 1996, Sandberg 
Nordqvist et al. 1996, Kar et al. 1997, Li et al. 1998, Scheepens et al. 2000, 
Wildburger et al. 2001,) και νευροεκφυλιστικών ασθενειών (Connor et al. 1997, 
Jafferali et al. 2000, Dore et al. 1996). Το γενικό συμπέρασμα από την ανασκόπηση 
όλων των δεδομένων είναι πως σε τραυματικές καταστάσεις του ΚΝΣ το σύστημα 
του IGF-Ι αντιδρά, σχεδόν σε όλα τα επίπεδα.

Η καταστροφή νευρικού ιστού φαίνεται πως επιφέρει άμεση τοπική 
επαγωγή της μεταγραφής του γονιδίου του IGF-Ι. Η επαγωγή αυτή ακολουθείται 
χρονικά και τοπικά από αντίστοιχη παραγωγή του πεπτιδίου. Το στοιχείο που 
μεταβάλλεται, εξαρτώμενο από τον τύπο του τραυματισμού και την έκτασή του, 
είναι η χρονική εξέλιξη του φαινομένου. Κατά κανόνα, στον νευρικό ιστό που 
υφίσταται τον τραυματισμό, ακόμα και σε μοντέλα επιλεκτικού τραυματισμού 
συγκεκριμένων νευρικών αξόνων η μεταγραφή του γονιδίου αρχίζει σε διάστημα 
λίγων λεπτών μετά τον τραυματισμό. Η περιοχή στην οποία επάγεται ο IGF-Ι είναι 
περιορισμένη στα όρια του τραύματος. Ένα χαρακτηριστικό που τροποποιείται 
καθώς περνούν οι ώρες είναι οι κυτταρικοί πληθυσμοί στους οποίους επάγεται η 
έκφραση του IGF-Ι: αρχικώς γλοία και νευρικά κύτταρα και στη συνέχεια κυρίως 
νευρικά. Σε εκτεταμένους μηχανικούς τραυματισμούς η επαγωγή της έκφρασης του 
τροφικού αυτού παράγοντα μπορεί να συνεχίζεται μέχρι και ένα μήνα μετά τον 
τραύματισμό. Φαίνεται πάντως πως η παρουσία του χαρακτηρίζει την περίοδο 
ανάπλασης του ιστού, όπως αυτή περιγράφεται από την ενεργοποίηση των γλοίων 
κυττάρων και τη διείσδυση των κυττάρων της αιματικής κυκλοφορίας.

Αξίζει να αναφερθεί πως σε post- mortem δείγματα από φλοιό ασθενών που 
έπασχαν από τη νόσο του Alzheimer παρατηρήθηκε αυξημένη έκφραση του IGF-I, 
σε σχέση με τα χαμηλά φυσιολογικά επίπεδα. Επίσης σε ασθενείς με πλάγια 
μυοτροφική σκλήρυνση ή ασθένεια των κινητικών νευρώνων (Amyotrophic Lateral
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Sclerosis/ ALS) η δέσμευση του [ 1251]IGF-Ι εμφανίζεται σαφώς αυξημένη στα 
κοιλιακά κέρατα του νωτιαίου μυελού.

Ένα άλλο σταθερό εύρημα μετά από τραυματισμούς του ΚΝΣ, είναι η 
επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου της IGFBP-2. Η κύρια δεσμευτική πρωτεΐνη 
του IGF-Ι στον εγκεφάλο επάγεται μετά από τραυματισμούς με μέγιστη απόκριση 
τις πέντε πρώτες μέρες. Για τα υπόλοιπα μέλη της οικογένειας των IGFBPs δεν 
έχουν συγκεντρωθεί πολλά στοιχεία. Από τα μέχρι τώρα διαθέσιμα δεδομένα 
φαίνεται πως όλες επάγονται, ακολουθώντας τοπικά και χρονικά την επαγωγή του 
ίδιου του IGF-Ι. Η IGFBP-3 φαίνεται πως δεν επηρεάζεται από τους 
τραυματισμούς, Οι Lee et al. 1999 όμως έδειξαν μείωση στα επίπεδα της IGFBP-3 
μετά από τραυματισμό. Όσον αφορά στην IGFBP-4, αναφέρονται περιπτώσεις 
μείωσης της έκφρασής της σε περιοχές ανατομικά απομακρυσμένες από το τραύμα 
(Walteretal. 1997).

Το τρίτο στοιχείο που συνθέτει το σύστημα δράσης του IGF-Ι είναι οι τύπου 
I υποδοχείς του. Η απόκριση του γονιδίου των IGF-IR στον τραυματισμό φαίνεται 
πως εξαρτάται από τον τύπο του τραυματισμού. Μετά από υποξία/ ισχαιμία η 
συγκέντρωση των IGF-IR αυξάνεται, ενώ σε μοντέλα κυτταροτοξικού 
τραυματισμού μειώνεται. Το γεγονός αυτό πιθανώς οφείλεται στους διαφορετικούς 
τύπους κυττάρων που καταστρέφονται κάθε φορά και αποκαλύπτει την αδυναμία 
ενεργοποίησης της σύνθεσης IGF-IR σε συγκεκριμένους πληθυσμούς κυττάρων. Η 
μεταγραφική δραστηριότητα του γονιδίου IGF-IR βρίσκεται σε ένα σταθερό βασικό 
επίπεδο σε συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους. Η επιλεκτική καταστροφή των 
κυττάρων αυτών, σε συνδυασμό με τη μικρή ενεργοποίηση της σύνθεσης σε άλλα 
κύτταρα, είναι υπεύθυνη για τη γενική μείωση της πυκνότητας των υποδοχέων σε 
περιπτώσεις τραυματισμών.

Δύο ακόμη ενδιαφέροντα στοιχεία τα οποία αφορούν στη δραστηριότητα του 
άξονα του IGF-Ι είναι: ι) η αύξηση των επιπέδων του IGF-Ι στον ορό 
πειραματόζωων με κρανιοεγκεφαλικές κακώσεις, για τουλάχιστον 14 μέρες μετά 
τον τραυματισμό (Wildbureger et al. 2001). ιι) η αύξηση στο βαθμό διείσδυσης του 
IGF-Ι, από το ΕΝΥ στον παρεγχυματικό ιστό του εγκεφάλου, μετά από 
τραυματισμό. Η διείσδυση του IGF-Ι χαρακτηρίζεται από την αρχική δέσμευσή του 
σε στοιχεία της λευκής ουσίας και αργότερα, εξειδικευμένα, στην επιφάνεια 
νευρικών κυττάρων (Guan et al. 2000). Τα παραπάνω δεδομένα αποκαλύπτουν πως 
οι κρανιοεγκεφαλικοί τραυματισμοί οδηγούν στην ενεργοποίηση του συστήματος 
του IGF-Ι σε όλον τον οργανισμό (ακόμη και στο ήπαρ), πιθανώς σε μία 
προσπάθεια να αντιμετωπισθεί το συνολικό μεταβολικό σοκ που συνοδεύει τους 
σοβαρούς τραυματισμούς του ΚΝΣ.

II) Χορήγηση IGF-Ι: νευροπροστασία- νευροαναγέννηση.

Όπως είναι αναμενόμενο, τα πειράματα χορήγησης IGF-Ι διακρίνονται από 
μεγάλη ετερογένεια σε σχέση με πολλές παραμέτρους: α) τον ιστό στον οποίον 
χορηγείται ο παράγοντας, όπως οι ποικίλες καλλιέργειες κυττάρων, η τοπική/ιστική 
χορήγηση, μέχρι και η προσπάθεια γενικευμένης φαρμακευτικής θεραπείας, β) τον 
τρόπο χορήγησης και τη δοσολογία. Η απλή επώαση καλλιεργειών κυττάρων σε
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διάφορες συγκεντρώσεις IGF-Ι είναι μία περίπτωση χορήγησης, η τοπική (π.χ. 
ενδοκρανιακή) έγχυση είναι μία άλλη και η χορήγηση (υποδερμικώς, ενδοφλεβίως 
κ.λ.π.) μία ακόμη. Πρέπει βέβαια να σημειωθεί πως όταν αναφέρονται ποικίλες 
δοσολογίες, υπονοείται και ποικιλία σι η χρονική διάρκεια της χορήγησης (από 
εφάπαξ δόσεις έως και μακροχρόνιες περιοδικές ή συνεχείς χορηγήσεις), γ) Τέλος, 
μεγάλη ποικιλία υπάρχει όσον αφορά τους στόχους της κάθε μελέτης. 
Εξειδικευμένη μοριακή βιολογία συγκεκριμένων ενδοκυττάριων οδών μεταγωγής 
σήματος, ιστοπαθολογική εκτίμηση, μέχρι και μακροχρόνια νευρολογική 
αξιολόγηση είναι μερικές αδρές κατηγορίες προσανατολισμού των μελετών.

Στα μέσα της δεκαετίας του '90, ο IGF-Ι προσέλκυσε την προσοχή της 
επιστημονικής κοινότητας ως ένα πιθανό μόριο με νευροπροστατευτικές ιδιότητες. 
Σε αυτή τη δεδομένη χρονική στιγμή τα αποτελέσματα από ανεξάρτητες 
ερευνητικές ομάδες είχαν αρχίσει να συγκεντρώνονται και να αξιολογούνται. Όπως 
αναφέρθηκε νωρίτερα, πολλές μελέτες υποδείκνυαν την πιθανή θεραπευτική δράση 
του IGF-Ι μετά από τραυματισμούς του ΚΝΣ, εφόσον είχε περιγράφει πως η 
ενεργοποίηση του συστήματος δράσης του ήταν ένα σταθερό εύρημα σε τέτοιες 
παθολογικές καταστάσεις. Με βάση τα επιμέρους αυτά ευρήματα οι Dore et al. 
(1997) πρότειναν τη χορήγηση του IGF-Ι ως πιθανού θεραπευτικού μέσου σε μία 
σειρά νευρο-εκφυλιστικών ασθενειών (π.χ. Alzheimer, Parkinson, Σκλήρυνση Κατά 
Πλάκας/ ΣΚΠ και Νωτιαία Μυϊκή Ατροφία/ ΝΜΑ).

Τα περισσότερο ενθαρρυντικά στοιχεία, όσον αφορά την πιθανή θεραπευτική 
δράση του IGF-Ι, συγκεντρώνονται στο πεδίο της αναγέννησης των κινητικών 
νευρώνων του νωτιαίου μυελού. Σχετικά πρόσφατα δεδομένα υποστηρίζουν πως η 
χορήγηση IGF-Ι σε πειραματικά μοντέλα της ΝΜΑ, όπως οι Wobbler μύες, 
αναστρέφει τις κινητικές δυσκολίες (Di Giulio et al. 2000, Vergani et al. 1999). 
Αντίστοιχα αποτελέσματα έχουν προκόψει και σε μοντέλα 
εκφυλισμού/τραυματισμού κυττάρων της παρεγκεφαλίδας (Fernandez et al. 1999 
και 1998, Heck et al. 1999) και τραυματισμένων νευρικών αξόνων (Iwasaki and 
Ikeda 1999, Kermer et al. 2000). H εταιρία Cephalon (West Chester, PA), 
στηριζόμενη σε ανάλογα πειράματα, διεξήγαγε κλινικές μελέτες στις οποίες 
χορήγησε ανασυνδυασμένο IGF-I (rhIGF-I) με την εμπορική ονομασία 
myotrophin. Η έρευνα περιλάμβανε δύο ομάδες ασθενών που έπασχαν από ΝΜΑ, 
μία στην Ευρώπη και μία στην Β. Αμερική. Η ομάδα της Ευρώπης έδωσε 
ενθαρρυντικά αποτελέσματα, σε αντίθεση με αυτή της Β. Αμερικής. Επειδή δεν 
έγινε δυνατή η διεξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων η προσπάθεια αυτή σταμάτησε 
(Dore et al. 1997,Walsh 1995). Από τη συγκεκριμένη δοκιμή όμως εξήχθησαν 
σημαντικά συμπεράσματα σχετικά με τη δυνατότητα χρήσης του rhIGF-I 
θεραπευτικά, όπως η πολύ μικρή πρόκληση παρενεργειών. Η ασφάλεια χορήγησης 
rhIGF-I έχει αποδειχθεί και από άλλες ομάδες, οι οποίες έχουν προσπαθήσει να 
διατηρήσουν αυξημένα ποσά IGF-Ι στο ορό των ασθενών τους με καθημερινή 
χορήγηση του παράγοντα (Rockich et al. 1999).

Η δράση του 1GF-I έχει επίσης δοκιμαστεί σε ποικίλα μοντέλα τραυματισμού 
του ΚΝΣ. Η χορήγησή του σε πειραματόζωα μετά από ισχαιμικό εγκεφαλικό 
επεισόδιο είχε θετικό αποτέλεσμα όσον αφορά τη διάσωση νευρικών κυττάρων και 
τη μείωση της εγκεφαλικής καταστροφής (Guan et al. 1996, Wang et al. 1999a), 
χωρίς όμως αυτό να επιβεβαιώνεται πάντα (Bergstedt and Wieloch 1993).
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Επιπροσθέτως, θετικά αποτελέσματα κατεγράφησαν μετά από χορήγηση IGF-Ι σε 
περιπτώσεις χημειοτοξικών και μηχανικών τραυματισμών του εγκεφάλου και του 
νωτιαίου μυελού (Sharma et al. 1997 and 2000, Azcoitia et al. 1999, Saatman et al. 
1997, Rajkumar et al. 1997, Fernandez et al. 1997, Pulford et al. 1999). Τα 
παραπάνω αποτελέσματα οδήγησαν σε μία ακόμη κλινική δοκιμή του 
ανασυνδυασμένου IGF-Ι στις ΗΠΑ (Hatton et al. 1997). Σε ασθενείς με μέτριες έως 
βαριές κρανιοεγκεφαλικές κακώσεις (βαθμολόγηση στην κλίμακα Γλασκώβης 4- 
10), χορηγήθηκε rhIGF-I. Τα αποτελέσματα ήταν ενθαρρυντικά, καθώς 
παρατηρήθηκε βελτίωση της καταβολικής δραστηριότητας των ασθενών και της 
νευρολογικής εξέλιξής τους. Παρόλα αυτά όμως, η θεραπευτική/κλινική χρήση του 
IGF-Ι απέχει πολύ από το να θεωρείται δεδομένη.

Συνοψίζοντας τα μέχρι τώρα πειραματικά αποτελέσματα φαίνεται πως ο 
IGF-Ι έχει νευροπροστατευτική/νευροαναγεννητική δράση (Lindholm et al. 1996, 
D’Mello et al. 1997, Aberg et al. 2000, Niblock et al. 2000) και η χορήγησή του, 
τουλάχιστον τοπικά σε κυτταρικό επίπεδο, παρουσιάζει σχεδόν σε όλες τις μελέτες 
νευροπροστατευτικές ιδιότητες. Επίσης, έχει πολλαπλώς δειχθεί πως ο IGF-Ι είναι 
αντί- αποπτωτικό μόριο (Russel et al. 1998, Tamatani et al. 1998, Ryu et al. 1999). 
Συνεπώς, ακόμη και τώρα, σχεδόν δέκα χρόνια μετά τις πρώτες δοκιμές του IGF-I 
με στόχο την κλινική χρήση του, τα δεδομένα επιτρέπουν αισιοδοξία όσον αφορά 
τη δυνατότητα χρήσης του και τις θεραπευτικές του δυνατότητες.

5.4. ΟΙ ΝΕΥΡΟΤΡΟΦΙΝΕΣ BDNF, ΝΤ-3 ΚΑΙ ΟΙ ΥΠΟΔΟΧΕΙΣ ΤΟΥΣ.

5.4.1. Γενικά.

Οι νευροτροφίνες αποτελούν μία ειδική κατηγορία τροφικών και αυξητικών 
παραγόντων, με έντονη δράση κατά τα στάδια της διαφοροποίησης, στο κεντρικό 
και περιφερικό νευρικό σύστημα. Στην οικογένεια των νευροτροφινών 
συγκαταλέγονται έξι μόρια, ο Nerve Growth Factor (NGF), o Brain- Derived 
Neurotrophic Factor (BDNF), η Neurotrophin 3 (NT-3), η NT-4, η NT-5 και η NT- 
6. Τα μόρια των νευροτροφινών εμφανίζουν μεγάλη δομική συγγένεια και στη 
ουσία μόνο 6 περιοχές ευθύνονται για την ποικιλία στη δράση τους (Ιρ et al. 1993). 
Στη συγκεκριμένη εργασία θα ασχοληθούμε μόνο με τις νευροτροφίνες BDNF και 
ΝΤ-3, συνεπώς σε αυτές θα εστιασθεί το βάρος της ανασκόπησης.

Οι νευροτροφίνες παράγονται από μία μεγάλη ποικιλία κυττάρων του ΚΝΣ 
και επιδρούν επίσης σε ένα μεγάλο φάσμα κυτταρικών πληθυσμών. Είναι σαφές 
όμως πως υπάρχει ειδικότητα στην απόκριση κάθε κυτταρικού τύπου στις 
νευροτροφίνες, όπως για παράδειγμα οι κινητικοί νευρώνες αντιδρούν πιο έντονα 
στον BDNF παρά στην ΝΤ-3 in vitro (Henderson et al. 1993). Επιπροσθέτως, η 
επίδραση διαφορετικών νευροτροφινών στα ίδια κύτταρα είναι πιθανόν να επάγει 
διαφορετική απόκριση. Για παράδειγμα η ΝΤ-3 σε καλλιέργειες κυττάρων του 
ιππόκαμπου επάγει την έκφραση της πρωτεΐνης calbindin ενώ ο BDNF της 
ακετυλοχολινεστεράσης (Ιρ et al. 1993). Τα παραπάνω χαρακτηριστικά οφείλονται 
στην ύπαρξη διαφορετικών τύπων υποδοχέων των νευροτροφινών που οδηγούν 
στην ενεργοποίηση διαφορετικών οδών μεταγωγής σήματος σε κάθε κύτταρο.
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Οι νευροτροφίνες δεσμεύονται σε δύο τύπους μεμβρανικών υποδοχέων (εικ. 
5.4.1.α). Ο ένας περιλαμβάνει τουλάχιστον τρία διαφορετικά μόρια, σε καθένα από 
τα οποία δεσμεύονται σχεδόν αποκλειστικά συγκεκριμένες νευροτροφίνες. Στον 
υποδοχέα trkA (140 kDa) δεσμεύεται ο NGF, στον trkB (145 kDa) κυρίως οι BDNF 
και ΝΤ-4/5 και στον trkC (145 kDa) μόνο η ΝΤ-3. Πρόκειται για υποδοχείς των 
οποίων τα ενδοκυτταρικά τμήματα έχουν ιδιότητες κινάσης των τυροσινών και 
παρουσιάζουν 85% ομολογία μεταξύ των τριών μορίων. Η μία από ένα ζεύγος 
τυροσινών (αμινοξύ 674) είναι πιθανώς υπεύθυνη για την αυτοφωσφορυλίωση των 
υποδοχέων. Ακόμη, η υποκατάσταση μίας πολύ συντηρημένης αλανίνης από μία 
θρεονίνη στη θέση 723, η έλλειψη μίας επίσης πολύ συντηρημένης προλίνης στη 
θέση 767 και το μικρό C-τελικό άκρο διαχωρίζουν αυτούς τους υποδοχείς από 
άλλες κινάσες τυροσινών (Ebadi et al. 1997). Η σύνδεση του προσδέματος στον 
υποδοχέα ακολουθείται από την είσοδο του συμπλόκου στο κυτταρόπλασμα και την 
αναδρομική μεταφορά του στο κυτταρικό σώμα. Ο δεύτερος τύπος υποδοχέα είναι 
μία γλυκοπρωτεϊνη 75kDa η οποία συμβολίζεται ως ρ75. Εμφανίζει περιορισμένες 
ομοιότητες με τους υποδοχείς των παραγόντων TNF-Ι και II και προσδένει όλες τις 
νευροτροφίνες με την ίδια χημική συγγένεια. Εκφράζεται σε ποικίλα νευρικά και 
μη-νευρικά κύτταρα στο ΚΝΣ. Τα πειραματικά δεδομένα αποκαλύπτουν πως δεν 
διαμεσολαβεί καμία από τις κύριες λειτουργίες των νευροτροφινών. Είναι πολύ 
πιθανό πως πολύμερίζεται με τους trk υποδοχείς συμβάλλοντας στη 
λειτουργικότητά τους ή έχει άλλους λειτουργικούς ρόλους όπως το να «συλλέγει» 
τις νευροτροφίνες με αποτέλεσμα την τοπική αύξηση της συγκέντρωσής τους και 
την «παρουσίασή» (presentation) τους στους trk υποδοχείς (Ebadi et al. 1997).

Ένα ακόμη μεγάλο κεφάλαιο που αφορά τη δράση των νευροτροφινών, 
ειδικότερα κατά την ανάπτυξη, είναι η «νευροτροφική υπόθεση» (“neurotrophic 
hypothesis” Schecterson and Bothwell, 1992). Σύμφωνα με αυτή τη θεωρία κάθε 
νευρώνας συναγωνίζεται τους γειτονικούς του για μία περιορισμένη ποσότητα 
νευροτροφινών, οι οποίες παράγονται ειδικά στον «ιστό στόχο» του κάθε νευρικού 
κυττάρου, δηλαδή στη θέση στην οποία το κύτταρο αυτό θα προβάλει και θα 
δημιουργήσει συνάψεις. Οι νευρώνες οι οποίοι διαθέτουν τους κατάλληλους 
υποδοχείς προσλαμβάνουν τα μόρια των νευροτροφινών στις απολήξεις τους. Στη 
συνέχεια αυτά μεταφέρονται αντιδρομικά στο κυτταρικό σώμα όπου επάγουν τις 
λειτουργίες της διαφοροποίησης και ανάπτυξης. Με αυτόν τον τρόπο οι 
νευροτροφίνες ελέγχουν τον αριθμό και τη σωστή δικτύωση των νευρικών 
κυττάρων σε κάθε συγκεκριμένη περιοχή του νευρικού συστήματος. Η 
νευροτροφική θεωρία βασίστηκε σε δεδομένα τα οποία αφορούσαν στην 
αντιδρομική μεταφορά του NGF, τα οποία στη συνέχεια επιβεβαιώθηκαν και για τις 
άλλες νευροτροφίνες (Mufson et al. 1999).
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Εικ:5.4.1.α. Δομή των υποδοχέων των νευροτροφινών.
[Προσαρμογή σχήματος από Ebadi et al. (1996)]

5.4.2. BDNF.

O BDNF ήταν η δεύτερη στη σειρά νευροτροφίνη που απομονώθηκε (Barde 
et al. 1982) και κλωνοποιήθηκε (Leibrock et al. 1989) μετά τον NGF. Πρόκειται για 
μία πρωτεΐνη 119 αμινοξέων η οποία παρουσιάζει 40% ομολογία με τον NGF. 
Εμφανίζει ευρεία έκφραση στον ενήλικο εγκέφαλο των επίμυων, τόσο σε επίπεδο 
mRNA, όσο και σε επίπεδο πρωτεΐνης (Kawamoto et al. 1996, Yan et al. 
1997,Conner et al. 1997). Η παρουσία του πεπτιδίου του BDNF δεν ακολουθεί 
αυστηρά την εντόπιση του mRNA του, γεγονός που ερμηνεύεται με την αξονική, 
αντιδρομική μεταφορά του. Όπως προτείνεται από τη «νευροτροφική υπόθεση», ο 
BDNF που απελευθερώνεται από τα κύτταρα παραγωγής του, προσλαμβάνεται από 
προσυναπτικούς υποδοχείς άλλων νευρώνων και μεταφέρεται αντιδρομικά στα 
σώματά τους, όπου εισέρχεται και στον πυρήνα (Reynolds et al. 2000) ή 
αποθηκεύεται σε θέσεις των αξόνων και των δενδριτών. Νεώτερα δεδομένα όμως 
δείχνουν πως ο συσσωρευμένος στις νευρικές απολήξεις BDNF μπορεί να 
προέρχεται από το κυτταρικό σώμα με ορθοδρομική μεταφορά. Η αποθήκευσή του 
εκεί είναι απαραίτητη για τη διατήρηση από το κύτταρο της δυνατότητας άμεσης 
εξωκυττάρωσης BDNF, για παράδειγμα μετά από έντονη διέγερση του κυττάρου 
(εικ. 5.4.2.α). FI κύρια οδός μεταγωγής σήματος που έχει αποκαλυφθεί να 
ενεργοποιείται μετά την πρόσδεση του BDNF στους υποδοχείς του είναι τα Ras- 
εξαρτώμενα μονοπάτια (McDonald and Chao 1995). Τα στοιχεία αυτά προσθέτουν 
στο ρεπερτόριο της δράσης του BDNF
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γλοία και Επευδυματικά κύτταρα

Εικ:5.4.2.α.Σχηματική απεικόνιση του μηχανισμού απελευθέρωσης BDNF από τις 
απολήξεις των νευρικών κυττάρων.
______________________ [Προσαρμογή σχήματος από Altar and DiStefano (1998)]_____________________

και αυτοκρινή ή παρακρινή δραστηριότητα καθώς και ιδιότητες τροποποιητή της 
συνοπτικής δραστηριότητας (πλαστικότητα) (Conner et al. 1998, Altar and 
DiStefano 1998).

Η ρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου του BDNF εξαρτάται από τη δράση 
πολλών παραγόντων. Ένας από αυτούς είναι τα γλυκοκορτικοειδή και συνεπώς το 
stress. Η δράση των γλυκοκορτικοειδών μειώνει τη μεταγραφική δραστηριότητα 
του γονιδίου (Smith et al. 1995, Schaaf et al. 1997), και οδηγεί στη συσσώρευση 
του πεπτιδίου στο περικάρυο των νευρικών κυττάρων, εμποδίζοντας την είσοδό του 
στον πυρήνα (Nitta et al. 1997). Ο κυριότερος όπως παράγοντας ρύθμισης της 
μεταγραφής του γονιδίου του BDNF θεωρείται πως είναι η νευρική δραστηριότητα 
(Zafra et al. 1990, Lauterbom et al. 2000). Μάλιστα, η ισορροπία στη δράση μεταξύ 
του (διεγερτικού) γλουταμινεργικού και του (ανασταλτικού) ΰΑΒΑεργικού 
συστήματος είναι εκείνη που ρυθμίζει τα βασικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου 
υπό φυσιολογικές συνθήκες (Zafra et al. 1991). Το γεγονός αυτό έχει ως αποτέλεσμα 
η φαρμακολογική επίδραση σε κάποιο στοιχείο των παραπάνω συστημάτων (π.χ. η 
χορήγηση του αναστολέα των NMDA υποδοχέων ΜΚ- 801) να επιφέρει 
διαφορετικά αποτελέσματα σε διακριτές περιοχές του εγκεφάλου, ακολουθώντας 
την αναλογία συμμετοχής του κάθε νευροδιαβιβαστικού συστήματος στη 
λειτουργία τους (Castren et al. 1993). Πειράματα σε καλλιέργειες νευρικών και 
γλοίων κυττάρων έχουν δείξει πως το γονίδιο του BDNF ελέγχεται, στο επίπεδο της 
μεταγραφής, από πολλούς υποκινητές (Tabuchi et al. 2000, Sano et al. 1996). To 
ερέθισμα το οποίο είναι κυρίως υπεύθυνο για την ενεργοποίηση του γονιδίου, είναι 
η είσοδος ιόντων ασβεστίου στο κυτταρόπλασμα. Τα ιόντα ασβεστίου επάγουν τη 
δραστηριοποίηση συγκεκριμένων μονοπατιών (όπως του CREB) και τελικώς τη 
μεταγραφή του γονιδίου του BDNF (Shieh and Ghosh 1999).
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Η νευροτροφική και διαφοροποιητική, κυρίως κατά την πρώιμη 
μεταγενετική περίοδο, δράση του BDNF αλλά και η δράση του ως παράγοντα 
τροποποίησης της συναπτικής λειτουργίας στον ενήλικο εγκέφαλο, επιτυγχάνονται 
μέσω της ενεργοποίησης συγκεκριμένων μορίων και μηχανισμών. Για παράδειγμα, 
η επίδραση του BDNF στο φαινόμενο της ενδυνάμωσης των συνάψεων 
επιτυγχάνεται κυρίως μέσω της ενίσχυσης της λειτουργίας των NMDA υποδοχέων 
του γλουταμικού (Song et al. 1998), αλλά και της αύξησης της απελευθέρωσης 
γλουταμικού από τα προσυναπτικά στοιχεία (Lessman 1998). Στο επίπεδο των οδών 
ενδοκυττάριας μεταγωγής σήματος, η δράση του BDNF διαμεσολαβείται από την 
οδό του κυκλικού AMP (cAMP) και επηρεάζει τη μεταγραφική δραστηριότητα των 
ΑΡ-1 και CRE- εξαρτώμενων στοιχείων (Gaiddon et al. 1996).

Η δράση του BDNF κατά την ανάπτυξη είναι ζωτικής σημασίας όπως 
προκύπτει από πειράματα σε γενετικά τροποποιημένους μυς με απενεργοποιημένο 
το γονίδιο του BDNF, οι οποίοι δεν επιβιώνουν μέχρι τη γέννηση. Στους επίμυς, η 
μέγιστη δραστηριότητα του BDNF παρατηρείται αρκετές μέρες μετά τη γέννηση 
και φαίνεται πως αφορά την πλαστικότητα των συνάψεων (Korte et al. 1995) και τη 
διαφοροποίηση συγκεκριμένων ομάδων νευρικών κυττάρων, όπως οι ενδιάμεσοι 
ΰΑΒΑεργικοί νευρώνες του ιπποκάμπου (Murphy et al. 1998).

5.4.3. Το cróomua BDNF/ trkB σε παθολογικές καταστάσεις του Κ.Ν.Σ.

Στις αρχές της δεκαετίας του '80 προτάθηκε η θεωρία της απόκρισης των 
νευροτροφινών στο τραύμα. Ο Nieto-Samperdo το 1982 ανέφερε πως 3 έως 5 
ημέρες μετά από εγκεφαλικό τραυματισμό παρατηρείται έντονη δραστηριότητα των 
νευροτροφινών (Nieto-Samperdo et al. 1982). Η θεωρία αυτή διερευνήθηκε από 
πολλές ερευνητικές ομάδες, σε ποικίλα μοντέλα τραυματισμών και άλλων 
παθολογικών καταστάσεων, αρχικά για τον NGF και στη συνέχεια για τον BDNF. 
Η γενική εικόνα, από τη συγκέντρωση των διαθέσιμων αποτελεσμάτων, είναι πως 
το γονίδιο του BDNF είναι ένα άμεσα επαγόμενο γονίδιο (Immediate Early Gene) 
όχι μόνο μετά από καταστροφή νευρικού ιστού, αλλά και μετά από φυσιολογικά 
φαινόμενα έντονης νευρικής δραστηριότητας όπως κατά τη διάρκεια σωματικών 
και νοητικών ασκήσεων (Hughes et al. 1999) Ένα σταθερό εύρημα είναι η επαγωγή 
της μεταγραφής του γονιδίου του BDNF και του υποδοχέα trkB (η μεγάλη 
πλειοψηφία των πειραμάτων αφορά μελέτη της σύνθεσης του mRNA και όχι της 
πρωτεΐνης) μετά από τραυματισμό. Ποικίλλουν όμως τα χαρακτηριστικά αυτής της 
επαγωγής, όπως η διάρκεια του φαινομένου και η ανατομική εξάπλωσή του.

Πιο συγκεκριμένα, μετά από υποξικά/ ισχαιμικά εγκεφαλικά επεισόδια 
εντοπίζεται επαγωγή του mRNA του BDNF στα όρια και έξω από την 
κατεστραμμένη περιοχή (Kokaia et al. 1995), στον ιππόκαμπο (Lindvall et al. 1992), 
αλλά και στο αντίπλευρο ημισφαίριο, όταν η ισχαιμία αφορά το ένα από τα δύο 
(Dragunow et al. 1994). Σε μοντέλα μηχανικού τραυματισμού, η επαγωγή του 
BDNF (μεταγράψου και πεπτιδίου) είναι επίσης πολύ έντονη. Μετά από διεισδυτικό 
τραυματισμό του ραβδωτού αυξάνεται η έκφραση του BDNF για μία εβδομάδα 
(Wong et al. 1997), ενώ τα μετάγραφα του BDNF (Ballarin et al. 1991, Hughes et 
al. 1993) και του υποδοχέα του (Mudo et al. 1993, Hughes and Dragunow 1995) 
επάγονται σε τραυματισμένο ιππόκαμπο, με βραχεία όμως χρονική διάρκεια (έως
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και 24 ώρες). Σε μοντέλα μηχανικού διάχυτου τραυματισμού, όπως ο πιεστικός 
τραυματισμός του φλοιού (cortical contusion/ CC) και ο τραυματισμός με εφαρμογή 
υψηλής πίεσης υδάτινου ρεύματος (fluid percussion/ FP), επίσης παρατηρείται 
επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου του BDNF, με ποικιλία όμως 
χαρακτηριστικών. Η εξάπλωση της περιοχής επαγωγής του γονιδίου φαίνεται πως 
εξαρτάται από την έκταση του τραύματος (Hicks et al. 1999a) αλλά και τις 
συγκεκριμένες συνθήκες. Οι Hicks et al. (1999b) εντοπίζουν μείωση του mRNA 
του BDNF στα όρια της βλάβης μετά από FP τύπο τραυματισμού και επαγωγή 
μόνο σε απομακρυσμένες από την καταστροφή περιοχές του φλοιού. Αλλες ομάδες 
(Truettner et al. 1999, Skoglosa et al. 1999, Yang et al. 1996, Oyesiku et al. 1999, 
Hicks et al. 1997) παρατηρούν αυξημένη έκφραση του συστήματος BDNF/ trkB 
κοντά στον τραυματισμένο φλοιό, αλλά και σε δομές όπως ο ιππόκαμπος και ο 
απιοειδής φλοιός τόσο στο τραυματισμένο ημισφαίριο όσο και στο αντίθετο, σε 
πολλές διαφορετικές χρονικές στιγμές. Ακόμα, σε μοντέλα χημικού τραυματισμού 
παρατηρείται επαγωγή του γονιδίου του BDNF (Yrek and Fletcher-Turner 2001), 
όπως επίσης και σε μοντέλα εκλεκτικής τομής νευρικών αξόνων -κινητικών ή 
αισθητικών (Zhou et al. 1999). Η σαφής επαγωγή της έκφρασης του άξονα BDNF/ 
trkB εντοπίζεται και εκτός εγκεφαλικού ιστού, σε μοντέλα τραυματισμού του 
νωτιαίου μυελού, με όμοια μάλιστα χαρακτηριστικά (Scarisbrick et al. 1999). 
Επιπροσθέτως, μετά από επιληπτικές κρίσεις παρατηρείται εκτεταμένη χρονικά και 
ανατομικά επαγωγή του BDNF και του υποδοχέα του (Medio et al. 1993, Hughes et 
al. 1998, Revuelta et al. 2001, Gali 1993). Τέλος, μία ακόμη αξιοπρόσεκτη 
παρατήρηση είναι πως ο τραυματισμός νευραξόνων οδηγεί, κατά περίπτωση, στην 
ενίσχυση τόσο της ορθοδρομικής (Tonra et al. 1998), όσο και της αντιδρομικής 
(Curtis et al. 1998) μεταφοράς του μορίου του BDNF. Πρέπει πάντως να σημειωθεί 
πως υπάρχει έλλειψη δεδομένων όσον αφορά στην έκφραση του πεπτιδίου του 
BDNF μετά από τραυματισμούς, σε αντίθεση με δεδομένα σχετικά με την επαγωγή 
της μεταγραφής του γονιδίου.

Η ενεργοποίηση του άξονα BDNF/ trkB σε παθολογικές καταστάσεις, όπως 
στοιχειοθετείται από τα παραπάνω δεδομένα, είναι πιθανόν να αποτελεί μία 
νευροπροστατευτική απόκριση του εγκεφάλου των θηλαστικών. Η υπόθεση αυτή 
φαίνεται να επιβεβαιώνεται και στον ανθρώπινο οργανισμό (Korhonen et al. 1998). 
Πολλά επιπλέον στοιχεία συνηγορούν σε αυτήν την υπόθεση. Πρώτον, οι 
νευροπροστατευτικές ιδιότητες που παρουσιάζει η εξωγενής χορήγηση BDNF σε 
καλλιέργειες κυττάρων (Ebadi et al. 1996) αλλά και μετά από τραυματισμούς του 
εγκεφάλου πειραματόζωων (Burke et al. 1994, Kirschner et al. 1997, Houle and Ye 
1999, Sharma et al. 2000). Δεύτερον οι πιθανές νευροαναγεννητικές ιδιότητες που 
έχει ο BDNF όπως υποδεικνύει η χορήγησή του μετά από καταστροφή νευρικών 
αξόνων (Friedman et al. 1995).

Οι προσπάθειες κλινικής χρήσης του BDNF (Walsh 1995) δεν έχουν δώσει 
μέχρι τώρα συγκεκριμένα θετικά αποτελέσματα. Ίσως αυτό να οφείλεται στο 
γεγονός πως η διείσδυση του BDNF στον εγκέφαλο μετά από περιφερική χορήγηση 
δεν είναι μεγάλη και απαιτείται η τροποποίηση του μορίου έτσι ώστε να 
διευκολύνεται η μεταφορά του μέσω του αιματοεγκεφαλικού φραγμού (Podulso and 
Curran 1996). Ακόμη και μετά από τοπική ενδοκρανιακή χορήγηση, η διείσδυση
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του BDNF στο εγκεφαλικό παρέγχυμα είναι πολύ περιορισμένη, πιθανώς λόγω της 
δέσμευσης του από τους πολυάριθμους υποδοχείς του (Mufson et al. 1999).

5.4.4. NT-3.

Η νευροτροφίνη ΝΤ-3 απομονώθηκε και χαρακτηρίστηκε μετά από τον 
BDNF (Maisonpierre et al. 1990). Οι δύο αυτές νευροτροφίνες αφενός εμφανίζουν 
μεγάλη δομική ομοιότητα (η ΝΤ-3 αποτελείται επίσης από 119 αμινοξέα) και 
αφετέρου έχουν κοινά χαρακτηριστικά δράσης. Κατά την ανάπτυξη, η μέγιστη 
δραστηριότητα της ΝΤ-3 εντοπίζεται στην εμβρυϊκή περίοδο και κυρίως στη 
διαδικασία διαφοροποίησης των κινητικών νευρώνων. Γενετικώς τροποποιημένοι 
μυς, στους οποίους δεν εκφράζεται το γονίδιο ΝΤ-3, επιβιώνουν μέχρι τη γέννηση 
και πολλές φορές έως και 30 ημέρες μετά. Εμφανίζουν όμως σοβαρές κινητικές 
δυσκολίες και προβλήματα στις νωτιαίες αισθητικές οδούς (Emfors et al. 1994).

Η ΝΤ-3 παράγεται σε ποικίλλους νευρικούς και γλοιακούς κυτταρικούς 
τύπους στο ενήλικο ΚΝΣ (Söderström and Ebendal 1995), όπως σε πυραμιδικούς 
νευρώνες του φλοιού και στη CA2 περιοχή του ιππόκαμπου. Η παραγωγή και η 
αποθήκευσή της ακολουθεί το πρότυπο που ισχύει για τον BDNF, δηλαδή 
εντοπίζεται τόσο αντιδρομική μεταφορά της ΝΤ-3 -κυρίως κατά την ανάπτυξη- όσο 
και ορθοδρομική μεταφορά στον ενήλικο εγκέφαλο (Altar and DiStefano 1998). Η 
δράση της σε πολλές περιπτώσεις φαίνεται να αλληλεπικαλύπτει αυτήν του BDNF, 
όπως στις περιπτώσεις της ενδυνάμωσης των γλουταμινεργικών συνάψεων 
(Lessman 1998), της δράσης της ως αναστολέα του προγραμματισμένου κυτταρικού 
θανάτου (Ebadi et al. 1996) και της αυξημένης αντιδρομικής μεταφορά της μετά 
από τραυματισμό των κινητικών νευρώνων (Curtis et al. 1998). Χαρακτηρίζεται 
όμως και από αρκετές ανεξάρτητες λειτουργίες όπως οι τροφικές ιδιότητες της ΝΤ- 
3 προς τις πρόδρομες μορφές των νευρικών και γλοίων κυττάρων (Ebadi et al. 
1996). Πολλές φορές επίσης έχει παρατηρηθεί ανταγωνιστική δράση των δύο 
νευροτροφινών. Για παράδειγμα, η επαγομένη από τον BDNF ανάπτυξη των 
δενδριτών των πυραμιδικών νευρώνων της 4ης στιβάδας του φλοιού, αναστέλλεται 
από την ΝΤ-3 και αντίστροφα, η τροφική δράση της ΝΤ-3 στους πυραμιδικούς 
νευρώνες της 6ης στιβάδας του φλοιού αναστέλλεται από τον BDNF (McAllister et 
al. 1997). Πρέπει τέλος να σημειωθεί πως η ΝΤ-3 δεν εντοπίζεται μόνο στο 
κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστημα, αλλά και σε άλλα περιφερικά όργανα, 
όπως ο θύμος αδένας, η καρδιά, το ήπαρ, ο σπλήνας και οι νεφροί στα οποία δεν 
μπορεί να λειτουργεί ως κλασσικός νευροτροφικός παράγοντας (Katoh-Semba et al. 
1996).

5.4.5. Το σύστηιια NT-3/trkC σε παθολογικές καταστάσεις του Κ.Ν.Σ.

Η ανασκόπηση των πειραματικών δεδομένων όσον αφορά στην αντίδραση 
του άξονα NT-3/trkC μετά από τραυματισμούς συνοψίζεται σε δύο κυρίως στοιχεία. 
Πρώτον, το γονίδιο της ΝΤ-3 αντιδρά πιο αργά από αυτό άλλων νευροτροφινών στο 
τραύμα και στις περισσότερες περιπτώσεις δεν εντοπίζεται σημαντική μεταβολή 
στην έκφρασή του. Όπου παρατηρείται μεταβολή, αυτή είναι προς την κατεύθυνση 
της μείωσης της μεταγραφικής του δραστηριότητας. Δεύτερον, το γονίδιο του
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υποδοχέα της ΝΤ-3 επάγεται σχεδόν σε όλες τις περιπτώσεις καταστροφής νευρικού 
ιστού, με διάφορα όμως πρότυπα χρονικής και ανατομικής επέκτασης του 
φαινομένου.

Πιο συγκεκριμένα, μείωση στο mRNA της ΝΤ-3 έχει παρατηρηθεί μετά από 
διάχυτους ή και εστιασμένους εγκεφαλικούς τραυματισμούς (Hicks et al. 1999a, 
Hicks et al. 1997), ενώ υπάρχουν αντίστοιχες περιπτώσεις στις οποίες δεν 
εντοπίζεται καμία μεταβολή στην έκφρασή του (Yang et al. 1996). Σε μοντέλα 
χημικών τραυματισμών εντοπίζεται κατά κύριο λόγο διατήρηση σταθερών επιπέδων 
του mRNA της ΝΤ-3 ( Scarisbrick et al. 1999, Yrek and Fletcher-Turner 2001), ενώ 
η υποξία- ισχαιμία του εγκεφάλου επιδρά προς την κατεύθυνση της μείωσης του 
mRNA της ΝΤ-3 (Kokaia et al. 1995, Lindvall et al. 1992). Ενιαία είναι τα 
αποτελέσματα που προκύπτουν μετά από επιληπτικές κρίσεις, αφού στη 
βιβλιογραφία αναφέρεται μείωση της ΝΤ-3 (Bengzon et al. 1993, Hughes et al. 
1998, Gali 1993).

Στο επίπεδο της έκφρασης των υποδοχέων της ΝΤ-3, σχεδόν σε όλες τις 
περιπτώσεις εντοπίζεται επαγωγή της μεταγραφής του γονιδίου μετά από μηχανικό 
τραυματισμό (Mudo et al. 1993, Hughes and Dragunow 1995). To στοιχείο αυτό 
αποκαλύπτει πως ο εγκεφαλικός ιστός είναι «δεκτικός» στη δράση της ΝΤ-3 μετά 
από τραυματισμό, γεγονός που υποδεικνύει τη δυνατότητα θεραπευτικής της 
χρήσης. Πράγματι, η εξωγενής χορήγηση ΝΤ-3 έχει αποδειχθεί 
νευροπροστατευτική σε ορισμένες περιπτώσεις τραυματισμού του ΚΝΣ (Ebadi et 
al. 1996), η δυναμικότητά της όμως δεν είναι του επιπέδου του BDNF (Kirschner et 
al. 1996), ενώ ταυτόχρονα εμφανίζει τις ίδιες δυσκολίες διαπερατότητας του 
αιματοεγκεφαλικού φραγμού (Podulso and Curran 1996).

5.5. ΤΟ ΜΟΝΟΞΕΙΔΙΟ TOY ΑΖΩΤΟΥ (NO) ΚΑΙ Η ΝΕΥΡΩΝΙΚΗ
ΣΥΝΘΕΤΑΣΗ TOY NO.

5.5.1. Μονοόείδιο του Αξώτου (NO).

Το Μονοξείδιο του Αζώτου είναι ένα πολύ απλό μόριο, γνωστό στους 
χημικούς πάνω από έναν αιώνα. Στα τέλη της δεκαετίας του '80 άρχισαν να 
εμφανίζονται οι πρώτες εργασίες οι οποίες διερευνούσαν τους πιθανούς 
φυσιολογικούς ρόλους του NO. Περίπου 15 χρόνια μετά, είναι πλέον γνωστό πως το 
εύκολα διαχεόμενο αυτό μόριο χαρακτηρίζεται από έντονα πλειοτροπική δράση και 
όχι μόνο στο νευρικό σύστημα. Η πρώτη ιδιότητα του NO που περιγράφηκε, ήδη 
από τα μέσα της δεκαετίας του '70, όταν ακόμη δεν ήταν γνωστή η ενδογενής 
παραγωγή του, ήταν η πρόκληση αγγειοδιαστολής μέσω της χάλασης των λείων 
μυϊκών ινών των αγγείων (Arnold et al. 1977). Η βασική αυτή λειτουργία του NO 
επάγεται συνήθως από τη δράση ενός αγγειοδιασταλτικού νευροδιαβιβαστή (π.χ. 
της ακετυλοχολίνης) στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Ο νευροδιαβιβαστής ενεργοποιεί 
την παραγωγή του NO από το ενδοθήλιο. Ακολουθεί η τοπική διάχυση του μορίου 
και η ενεργοποίηση της γουανυλικής κυκλάσης και συνεπώς της σύνθεσης 
κυκλικού GMP. Τελικό αποτέλεσμα των παραπάνω αντιδράσεων είναι η αλλαγή 
του βαθμού συστολής των μυϊκών ινών (Dawson and Snyder 1994).
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Τα τελευταία χρόνια συνεχώς συσσωρεύονται δεδομένα τα οποία 
αποδεικνύουν πως το NO εμφανίζει μεγάλη ποικιλία δράσεων στο νευρικό 
σύστημα. Πρώτη βασική ιδιότητά του είναι η τροποποίηση της απελευθέρωσης 
νευροδιαβιβαστών στις συνάψεις. Υπάρχουν πειραματικά αποτελέσματα που 
δείχνουν τη θετική τροποποιητική δράση του NO στο διαβιβαστικό σύστημα της 
ακετυλοχολίνης (Sandberg et al. 1989) και την αρνητική δράση του στο σύστημα 
του γλουταμικού οξέος. Μία δεύτερη ιδιότητα που χαρακτηρίζει το NO είναι η 
αυτούσια δράση του ως νευροδιαβιβαστή. Παρά το γεγονός πως δεν έχουν 
εντοπισθεί υποδοχείς του NO, υπάρχουν ενδείξεις από τη δράση του στο μυεντερικό 
πλέγμα του γαστρεντερικού συστήματος οι οποίες υποστηρίζουν την υπόθεση πως 
το NO λειτουργεί και ως νευροδιαβιβαστής (Bredt et al. 1990). Επιπροσθέτως, το 
NO επηρεάζει τη διαπερατότητα των χασματοσυνδέσεων μεταξύ των κυττάρων του 
ραβδωτού σώματος, ιδιότητα η οποία χαρακτηρίζει τη δράση νευροδιαβιβαστών 
(O’Donnel and Grace 1997).

Η δράση του NO στον εγκέφαλο είναι σημαντική και κατά τη διαδικασία της 
διαφοροποίησης. Τα πειραματικά δεδομένα από την αρκετά έντονη 
ανοσοϊστοχημική εντόπιση της συνθετάσης του NO (Nitric Oxide Synthase/ NOS) 
κατά την ανάπτυξη του εγκεφάλου, σε συνδυασμό με την παρατηρούμενη μείωσή 
της μετά τη γέννηση, υποδεικνύουν πως το NO εμπλέκεται στις διαδικασίες της 
διαφοροποίησης και της κυτταρικής μετανάστευσης (Moritz et al. 1999, Santacana 
et al. 1998). Τα πειραματόζωα στα οποία έχει, με γενετική τροποποίηση, απαλειφθεί 
το γονίδιο της νευρωνικής συνθετάσης του NO αναπτύσσονται παρόλα αυτά 
φυσιολογικά, χωρίς εμφανείς λειτουργικές και ιστολογικές διαταραχές, με εξαίρεση 
προβλήματα στο νευρομυϊκό πλέγμα του γαστρεντερικού συστήματος (Huang et al. 
1993).

Μία ακόμη παράμετρος της αναπτυξιακής δράσης του NO στο ΚΝΣ είναι η 
συμμετοχή του στη ρύθμιση του κυτταρικού θανάτου και οι κυτταροστατικές του 
ιδιότητες. Σύμφωνα με πειραματικά δεδομένα, το NO επάγει την παύση του 
κυτταρικού κύκλου σε συγκεκριμένα κύτταρα, δημιουργεί δηλαδή την απαραίτητη 
συνθήκη για την έναρξη των διαδικασιών διαφοροποίησης (Peunova and 
Enikolopov 1995). Επιπροσθέτως, μεγάλος όγκος συχνά αντικρουόμενων 
αποτελεσμάτων υπάρχει όσον αφορά στη συμμετοχή του NO στο φαινόμενο του 
προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου (απόπτωσης). Φαίνεται πως μικρές 
ποσότητες NO έχουν νευροπροστατευτική δράση, ενώ μεγαλύτερου βαθμού 
απελευθέρωση NO οδηγεί σε απόπτωση (Brune et al. 1997). Ο βαθμός συμμετοχής 
του NO στο φαινόμενο της απόπτωσης υπό φυσιολογικές συνθήκες και ιδιαίτερα 
κατά την ανάπτυξη δεν είναι ακόμη ξεκάθαρος.

Μία εξαιρετικά σημαντική και ενδιαφέρουσα πτυχή της λειτουργίας του NO 
στο φυσιολογικό εγκέφαλο είναι η συμμετοχή του στο φαινόμενο της 
πλαστικότητας των συνάψεων. Τα περισσότερα δεδομένα έχουν προκόψει από 
πειράματα με αναστολείς της σύνθεσης του NO, στα οποία παρατηρήθηκε 
αναστολή της επαγωγής του φαινομένου της μακρόχρονης ενδυνάμωσης (Long 
Term Potentiation/ LTP) συνάψεων του ιππόκαμπου (Haley et al. 1992, Schuman 
and Madison 1991, Williams et al. 1993). Ανάλογα, άλλες ερευνητικές ομάδες 
έδειξαν πως το NO παίζει ρόλο και στο έτερο φαινόμενο πλαστικότητας των 
συνάψεων, την μακρόχρονη καταστολή (Long Term Depression/ LTD) (Calabresi et
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al. 1999, Boulton et al. 1994, Shibuki and Okada 1991). Η επίδραση του NO στην 
πλαστικότητα των συνάψεων πιθανώς επιτυγχάνεται με την επίδρασή του σε 
ιοντικά κανάλια των νευρικών κυττάρων. Έχει αποδειχθεί πως το NO επιφέρει 
αλλαγές στα ηλεκτροχημικά χαρακτηριστικά των κυτταρικών μεμβρανών 
(Garthwaite and Boulton 1995), ίσως μέσω της επίδρασής του σε ασβέστιο- 
εξαρτώμενα κανάλια. Επίσης, ενδείξεις υπάρχουν για την επίδραση του NO στη 
λειτουργία των υποδοχέων των νευροδιαβιβαστών και ιδίως του γλουταμικού. 
Συγκεκριμένα, πειραματικά αποτελέσματα δείχνουν πως το NO αναστέλλει τη 
λειτουργικότητα των NMDA υποδοχέων, κυρίως επιδρώντας στα ενδοκυτταρικά 
γεγονότα που ακολουθούν τη σύνδεση του νευροδιαβιβαστή στους υποδοχείς του 
(Manzoni and Bockaert 1993, Kato Zommski 1993).

Για την επαγωγή όλων των προαναφερθέντων φαινομένων, το NO πρέπει να 
ενεργοποιεί ορισμένες ενδοκυτταρικές βιοχημικές αντιδράσεις. Τα πρώτα στοιχεία 
για τις πιθανές αντιδράσεις στις οποίες συμμετέχει το NO προέκυψαν από τη γνώση 
των απλών χημικών ιδιοτήτων του. Για παράδειγμα, το NO -καθώς και οι 
ελεύθερες ρίζες που προκύπτουν από αυτό- μπορεί να αντιδρά με το σίδηρο. 
Πράγματι, γνωρίζουμε πως το NO συμμετέχει στη ρύθμιση των αποθεμάτων 
σιδήρου στον οργανισμό επιδρώντας στο μόριο της φερριτίνης (Reif and Simons 
1990). Επίσης, έχει βρεθεί πως το NO είναι ισχυρός αναστολέας της 
μιτοχονδριακής αναπνοής, επιδρώντας στα άτομα σιδήρου πολλών αναπνευστικών 
ενζύμων (Nathan 1992). Ακόμη, το μόριο του NO αντιδρά με αμίνες, 
σχηματίζοντας νιτρωδοαμίνες, ουσίες με ιδιαίτερα καρκινογόνες ιδιότητες (Nguyen 
étal. 1992).

Στο επίπεδο της μοριακής βιολογίας, η κύρια οδός διαμεσολάβησης της 
δράσης του NO είναι η ενεργοποίηση της διαλυτής γουανυλικής κυκλάσης και η 
επακόλουθη παραγωγή του κυκλικού GMP. Το συμπέρασμα αυτό έχει προκόψει 
από την παρατήρηση πως η κατανομή του πεπτιδίου της γουανυλικής κυκλάσης και 
της συνθετάσης του NO είναι σχεδόν ταυτόσημη, τουλάχιστον στον εγκέφαλο 
(Taylor and Sharma 1992, Southam and Garthwaite 1993). Επιπροσθέτως, 
υπάρχουν ενδείξεις για την ενεργοποίηση συγκεκριμένων G πρωτεϊνών, όπως η 
Gial ΟΤΡαση (Lander et al. 1993), από το NO καθώς και για τη συμμετοχή του στη 
ρύθμιση του μονοπατιού ενδοκυττάριας μεταγωγής σήματος του p21Ras (Dawson 
et al. 1998). Τέλος, έχει πολλαπλώς δειχθεί πως η δράση του NO επηρεάζει τη 
λειτουργία διαφόρων μορφών κυκλοοξυγενασών (cox), πιθανότατα μέσω 
μεταγραφικών παραγόντων όπως ο NF-kappa Β και ο ΑΡ-1 (von Knethen et al. 
1999).

5.5.2. Συνθετάση του NO (NOS).

Οι ευκαρυωτικοί οργανισμοί έχουν τη δυνατότητα παραγωγής NO χάρη στην 
καταλυτική δράση ενός ενζύμου, το οποίο καλείται συνθετάση του NO. Πρόκειται 
για διμερές ένζυμο, με μοναδικά χαρακτηριστικά, όπως η ύπαρξη επιτόπου με 
ενεργότητα οξυγενάσης ή αναγωγάσης, ο οποίος είναι εξαρτώμενος από την 
καλμοντουλίνη και περιέχει κυτόχρωμα τύπου Ρ450. Η NOS καταλύει την 
οξείδωση (με μεταφορά 5 ηλεκτρονίων) ενός αμινοξέος, της L-αργινίνης, σε L-
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κιτρουλίνη, με τη συμμετοχή της τετραϋδροβιοπτερίνης και των συνενζύμων FAD 
και FMN (Nathan and Xie 1994).

Μέχρι τώρα έχουν απομονωθεί και χαρακτηρισθεί τρεις ισομορφές της NOS. 
Δύο από αυτές εμφανίζουν συνεχή και σταθερή κυτταρική έκφραση και η 
λειτουργία τους εξαρτάται από την καλμοντουλίνη. Η μία εντοπίζεται αποκλειστικά 
στο ενδοθήλιο και καλείται ενδοθηλιακή NOS (endothelial NOS/ eNOS). H δεύτερη 
εντοπίζεται κυρίως στο κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστημα, σε σκελετικούς 
μυς και σε επιθηλιακά κύτταρα του στομάχου, της μήτρας και άλλων οργάνων. Η 
ισομορφή αυτή αποκαλείται νευρωνική NOS (neuronal ή brain NOS /nNOS ή 
bNOS). H τρίτη ισομορφή της NOS εμφανίζει επαγόμενη έκφραση (inducible NOS/ 
iNOS), συνήθως μετά από ανοσολογικό ερεθισμό ή φλεγμονές, και δρα ανεξάρτητα 
της καλμοντουλίνης. Σε γενικές γραμμές οι nNOS και eNOS ενεργοποιούνται μετά 
από αυξήσεις της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης ιόντων ασβεστίου και επιφέρουν 
μικρής έντασης και διάρκειας παραγωγή NO. Από την άλλη μεριά, η επαγωγή της 
iNOS ακολουθείται από μεγαλύτερης έντασης και χρονικής διάρκειας παραγωγή 
NO.

Παρά το γεγονός πως όλες οι ισομορφές της NOS εντοπίζονται στον 
εγκέφαλο των θηλαστικών και εμφανίζονται να συμμετέχουν στην απόκριση του 
εγκεφαλικού ιστού στους τραυματισμούς, στην παρούσα εργασία θα αναλυθεί 
κυρίως η νευρωνική NOS, η οποία αποτελεί την βασική ισομορφή του ενζύμου που 
εκφράζεται στο ΚΝΣ.

Η ανθρώπινη nNOS κωδικοποιείται από ένα γονίδιο το οποίο βρίσκεται στο 
δωδέκατο χρωμόσωμα, στη θέση 12q24.2. Περιλαμβάνει 29 εξόνια και έχει μέγεθος 
μεγαλύτερο από 240 kb (Fujisawa et al. 1994, Wang et al. 1999b). Η παρουσία του 
πεπτιδίου της nNOS στους επίμυες αρχίζει στην εμβρυϊκή περίοδο και φτάνει στο 
μέγιστο την 16η εμβρυϊκή μέρα. Στη συνέχεια ελαττώνεται σταδιακά και αποκτά 
ένα σταθερό πρότυπο έκφρασης, στον ενήλικο οργανισμό. Στον εγκέφαλο των 
επίμυων δεν παρατηρούνται δομές ιδιαίτερα πλούσιες σε nNOS. Διάσπαρτα νευρικά 
-αλλά και λίγα γλοιακά- κύτταρα που περιέχουν nNOS εντοπίζονται σε όλο το 
εύρος του ιστού (Egberongbe et al. 1994). Τέτοια κύτταρα είναι τα μη πυραμιδικά 
κύτταρα του φλοιού των ημισφαιρίων, τα πυραμιδικά κύτταρα του ιππόκαμπου, οι 
μη ακανθώδεις νευρώνες του ραβδωτού, τα καλαθωτά, κοκκιώδη και Purkinje 
κύτταρα της παρεγκεφαλίδας και κυτταρικές ομάδες σε πολλούς πυρήνες του 
στελέχους (Endoh et al. 1994, Bidmon et al. 1997, Moritz et al. 1999). H 
υποκυτταρική κατανομή της nNOS χαρακτηρίζεται ως κυτταροπλασματική, ενώ 
συχνά παρατηρούνται και νευρικές απολήξεις που είναι ανοσοθετικές στο ένζυμο. 
Είναι εξάλλου γνωστό πως το πολυπεπτίδιο της nNOS περιλαμβάνει έναν επίτοπο 
αλληλεπίδρασης με πρωτεΐνες ο οποίος είναι υπεύθυνος για τη μεταφορά της σε 
συναπτικά κυστίδια (Brenman et al. 1997, Stricker et al. 1997).

Η σημαντική και πλειοτροπική δράση του NO στον εγκέφαλο οδήγησε τους 
επιστήμονες στην προσπάθεια να διερευνήσουν πώς επιτυγχάνεται η ρύθμιση της 
παραγωγής του. Η ρύθμιση αυτή βέβαια είναι σχεδόν ταυτόσημη με τη ρύθμιση της 
δραστικότητας των ισομορφών της συνθετάσης του NO. Όσον αφορά τη νευρωνική 
NOS, η ρύθμισή της εντοπίζεται σε επίπεδο μεταγραφής, μετάφρασης, μετα- 
μεταφραστικό, υποστρώματος και συνενζύμων. Από το γονίδιο της nNOS 
παράγονται πολλαπλές μορφές μεταγράφων, μέσω ποικίλλων μηχανισμών όπως το
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διαφορικό μάτισμα και η ενεργοποίηση διαφορετικών υποκινητών (Wang et al. 
1999b). H μετάφραση των διαφόρων μεταγράφων δεν καταλήγει στη σύνθεση του 
ίδιου πολυπεπτιδίου. Έχουν περιγράφει μορφές της nNOS στις οποίες λείπουν 
συγκεκριμένοι επίτοποι πρόσδεσης σε πρωτεΐνες (π.χ. τμήμα σύνδεσης με την 
καλμοντουλίνη), χωρίς όμως να έχει διευκρινισθεί εάν πρόκειται για σπάνιες 
περιπτώσεις, οι οποίες συνδέονται με παθολογικές καταστάσεις ή φυσιολογική 
ποικιλότητα στην έκφραση και λειτουργία του ενζύμου (Brenman et al. 1997, 
Beckman et al. 1990).

Στο επίπεδο των μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων, η πρόσδεση της 
καλμοντουλίνης είναι βασική παράμετρος ρύθμισης της ενεργότητας της nNOS. 
Φαίνεται πως η πρόσδεση αυτή επιφέρει μεταβολές στη στερεοδομή του ενζύμου, 
με αποτέλεσμα το πλησίασμα του C-τελικού άκρου (στο οποίο δεσμεύεται η 
αργινίνη) με το Ν-τελικό άκρο (που φέρει μόριο αίμης). Με αυτόν τον τρόπο γίνεται 
δυνατή η μεταφορά ηλεκτρονίων (Nathan and Xie 1994). Μία ακόμη συχνή 
τροποποίηση του μορίου είναι η φωσφορυλίωση. Ορισμένες σερίνες μπορούν να 
φωσφορυλιωθούν σε όλες τις ισομορφές της NOS (Michel et al. 1993). H 
φωσφορυλίωση της nNOS δεν έχει αποδειχθεί σαφώς ότι μεταβάλλει σημαντικά την 
ενεργότητά της (Bredt et al. 1992). Άλλες παράμετροι που πιθανώς να επηρεάζουν 
τη δραστικότητα του ενζύμου είναι η διαθεσιμότητα υποστρώματος, οξυγόνου και 
τετραϋδροβιοπτερίνης, καθώς και η αρνητική ανατροφοδότηση του ίδιου του 
παραγόμενου NO (Nathan and Xie 1994). Τέλος, σε επίπεδο λειτουργίας του ιστού, 
είναι αποδεδειγμένη η επαγωγή της έκφρασης της nNOS μετά από αύξηση των 
επιπέδων των ιόντων ασβεστίου, όπως για παράδειγμα μετά από τη μετασυναπτική 
δέσμευση γλουταμικού σε NMDA υποδοχείς (Baader and Schilling 1996). Επίσης, 
υπάρχουν δεδομένα σύμφωνα με τα οποία η τεστοστερόνη επάγει την έκφραση της 
nNOS σε ορισμένες δομές του εγκεφάλου (Du and Hull 1999).

5.5.3. nNOS και NO αετά από τραυαατισαούς του εγκεφάλου.

To NO έχει κυτταροτοξικές ιδιότητες, κυρίως λόγω της δράσης του ως 
ελεύθερης ρίζας, τις οποίες χρησιμοποιεί, με εκλεκτικό βέβαια τρόπο, ο οργανισμός 
των θηλαστικών κατά την ανοσολογική απόκρισή του σε εισβολές παθογόνων 
παραγόντων (απελευθέρωση NO στις φλεγμονές). Το παραπάνω δεδομένο, σε 
συνδυασμό με την παραγωγή NO μετά από ενεργοποίηση του γλουταμινεργικού 
νευροδιαβιβαστικού συστήματος, οδήγησε στη διατύπωση της υπόθεσης πως το NO 
ευθύνεται για κυτταροτοξικά φαινόμενα σε περιπτώσεις εγκεφαλικών 
τραυματισμών. Πολλές ερευνητικές ομάδες απέδειξαν πως η χορήγηση χημικών 
ουσιών με αντιοξειδωτικές ιδιότητες επιφέρει βελτίωση της καταστροφής του 
εγκεφαλικού ιστού μετά από διάφορα είδη τραυματισμού (Ekert et al. 1997, 
Goldberg and Choi 1993).

Ειδικότερα για το NO παρά το γεγονός πως η νευροτοξική δράση του είναι 
καλά στοιχειοθετημένη υπάρχουν αρκετές ερευνητικές εργασίες που αποδεικνύουν 
πως η επίδραση του NO στο νευρικό ιστό, υπό συγκεκριμένες συνθήκες, μπορεί να 
λειτουργεί νευροπροστατευτικά (Zhang et al. 1995, Brune et al. 1997). Η αύξηση 
στην παρουσία του NO και των παραγώγων του (Ν02', Ν03') μετά από
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τραυματισμό του εγκεφαλικού ιστού έχει μετρηθεί τόσο μέσα στο ίδιο το ΚΝΣ, όσο 
και στο πλάσμα (Malinski et ai. 1993, Kumura rt al. 1994, Yamanaka et al. 1995).

Όσον αφορά στην έκφραση του γονιδίου και την παρουσία του πεπτιδίου της 
nNOS μετά από εγκεφαλικούς τραυματισμούς, οι υπάρχουσες μελέτες δεν είναι 
πολλές. Οι περισσότερες ερευνητικές ομάδες έχουν αναφέρει αυξημένη έκφραση 
της nNOS είτε σε μοντέλα ισχαιμίας (Zhang et al. 1994), είτε μετά από εστιασμένο 
(Stojkovic et al. 1998) αλλά και διάχυτο τραυματισμό (Rao et al. 1999, Park and Yi 
2001). Μάλιστα, υπάρχουν ενδείξεις πως η έκφραση της nNOS χαρακτηρίζει 
κυτταρικούς πληθυσμούς με μειωμένη ανθεκτικότητα σε κυτταροτοξικές 
καταστάσεις (Black et al. 1995). Από την άλλη μεριά υπάρχουν αναφορές απουσίας 
μεταβολής των επιπέδων της nNOS μετά από τραυματισμό του εγκεφάλου (Cobbs 
et al. 1997). Επίσης σε μία μελέτη μέτρησης της δραστικότητας της nNOS μετά από 
τραυματισμό, δεν βρέθηκε αύξηση (Alagarsamy et al. 1998). Συνεπώς εγείρονται 
ερωτηματικά σχετικά με το εάν η αύξηση στην έκφραση της nNOS συνοδεύεται 
απαραίτητα από αντίστοιχη αύξηση στην παραγωγή NO.

Πρέπει πάντως να σημειωθεί πως η αυξημένη παρουσία NO μετά από 
εγκεφαλικούς τραυματισμούς μπορεί να οφείλεται στη δράση των άλλων δύο 
μορφών NOS. Η eNOS έχει βρεθεί αυξημένη μετά από μηχανικό τραυματισμό του 
εγκεφάλου επίμυων (Cobbs et al. 1997). Επίσης, η iNOS εκφράζεται στον εγκέφαλο 
μετά από ισχαιμικό (Iadecola et al. 1995) αλλά και μηχανικό τραυματισμό (Clark et 
al. 1996, Grzybicki et al. 1998), κυρίως σε λευκοκύτταρα τα οποία είχαν εισέλθει 
στο παρέγχυμα από την περιφερική κυκλοφορία.

5.6. ΘΕΡΜΟΕΠΑΓΟΜΕΝΗ ΠΡΩΤΕΪΝΗ 70 (HEAT SHOCK PROTEIN 70/
HSP70)

El στρατηγική που ακολουθούν τα κύτταρα για να αντιμετωπίσουν ακραίες 
καταστάσεις, όπως η αύξηση της θερμοκρασίας, η ανοξία και η επίδραση τοξικών 
παραγόντων, εμφανίζει κοινά σημεία σε όλες τις εξελικτικές βαθμίδες. Ένας πολύ 
συντηρημένος εξελικτικά μηχανισμός, ο οποίος ενεργοποιείται σε τέτοιες 
καταστάσεις, είναι η επαγωγή της έκφρασης των αποκαλούμενων 
θερμοεπαγόμενων πρωτεϊνών. Πρόκειται για μία οικογένεια πρωτεϊνών που 
υφίσταται τόσο σε προκαρυωτικούς όσο και σε ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Η 
έκφρασή τους επάγεται από την παρουσία στο κύτταρο μετουσιωμένων πρωτεϊνών 
και έχει ως στόχο την αποκατάσταση της λειτουργίας τους.

Η πρώτη αναφορά σε αυτές τις πρωτεΐνες εντοπίζεται το 1962, σε πειράματα 
θέρμανσης των σιελογόνων αδένων της Drosophila (Ritossa, 1962). Η οικογένεια 
των θερμοεπαγόμενων πρωτεϊνών περιλαμβάνει πολλά μέλη, τα οποία 
ονοματίζονται ανάλογα με το μοριακό βάρος τους, το πρότυπο έκφρασής τους και 
τη δομή τους. Έτσι, έχουν αναγνωρισθεί οι θερμοεπαγόμενες πρωτεΐνες (Heat shock 
proteins/ HSPs) 60, 70, 90 και 110, οι πρωτεΐνες που επάγονται μετά από στέρηση 
γλυκόζης (Glucose-regulated proteins/GRPs) 34, 47, 56, 75, 78, 94 και 174 και μία 
ομάδα HSPs με μικρό μοριακό βάρος (γύρω στα 20kDa), όπως η ουμπικιτίνη και οι 
HSPs 10 και 20 (Kiang and Tsokos 1998). Ενώ πολλά μέλη αυτής της υπέρ-
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οικογένειας πρωτεϊνών εκφράζονται υπό φυσιολογικές συνθήκες (Heat shock 
cognate proteins/ HSCs) εντούτοις η έκφρασή τους αυξάνεται μετά από 
κυτταροτοξικά επεισόδια (π.χ η Hsc70, Aoki et al. 1993). Η υπό-οικογένεια των 
θερμοεπαγόμενων πρωτεϊνών με βάρος περίπου στα 70 kDa περιλαμβάνει κυρίως 
την συνεχώς εκφραζόμενη Hsc70, η οποία είναι η πιο διαδεδομένη πρωτεΐνη 
μοριακός συνοδός στη φύση, την επαγόμενη Hsp70 (στην πραγματικότητα Hsp72) 
και την Grp78 (μία συνεχώς εκφραζόμενη, ρυθμιζόμενη από τη γλυκόζη, πρωτεΐνη 
του ενδοπλασματικού δικτύου) (Yenari et al. 1999). Στην εργασία μας θα 
εστιαστούμε σε αυτήν την ομάδα HSPs και πιο ειδικά στην Hsp70.

Οι Hsp-70s εμφανίζουν ομολογία 60-78% στα διάφορα ευκαρυωτικά 
κύτταρα και 40-60% μεταξύ ευκαρυωτικών και προκαρυωτικών οργανισμών. 
Περιλαμβάνουν τέσσερις επιτόπους: έναν 44kDa ο οποίος περιέχει τη θέση με 
ενεργότητα ΑΤΡάσης, έναν επίτοπο 18 kDa στον οποίον προσδένονται τα πεπτίδια 
με στόχο την επίτευξη της σωστής στερεοδιάταξής τους και έναν επίτοπο lOkDa ο 
οποίος καταλήγει στην πολύ συντηρημένη αλληλουχία EEVD (εικ. 5.6.α) Η 
αλληλουχία αυτή είναι υπεύθυνη για τη ρύθμιση της ποσότητας του mRNA που θα 
μεταφραστεί και εντοπίζεται σε όλες τις Hsp70 και Hsp90 (Denisenko and Yarchuk, 
1990, Kiang and Tsokos 1998).

________ 1 I_______
44 kDa 18 kDa

Ikc
SLESYAFNMK ATVEDEKLQG KINDEDKQKI 570 
A.................... SA------G-K. ..SE...K.V 567

LDKCNEIINW LDKNQTAEKE EFEHQQKELE 600 
____Q.V.S. ..A.TL...D ------ KR------  597
KVCNPIITKL YQSAGGMPGG MPGGFPG-GG 630 
Q.............SG. ..G.-.............. AQ. 627
APPSGGASSG PTIEEVD 646 Human HSO70
— .K. .SG...................... 640 Human HSP-70

I I------------------------------------------------- 1
10 kDa

επ-ίτοπος ΑΤΡασης

N 44 kOa

Ύΐεπίιοπος σνυδεσης 
αραατ&κσυ l8 kDa^

-EEVD

Εικ:5.6.α.Σχηματική παράσταση της δομής των Hsc70 και Hsp70.
_______________________ [Προσαρμογή σχήματος από Kiang and Tsokos (1998)]

Η ρύθμιση της μεταγραφής των γονιδίων των Hsp70s επιτυγχάνεται μέσω 
της σύνδεσης ορισμένων ειδικών παραγόντων ρύθμισης της μεταγραφής (Heat 
shock Factors/ HSFs) σε περιοχές των υποκινητών τους που ονομάζονται Heat 
Shock Elements/ HSEs. Είναι περιοχές του DNA που περιλαμβάνουν πέντε
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επαναλήψεις της αλληλουχίας nGAAn. Στα θηλαστικά, οι HSFs δεν είναι 
προσδεδεμένοι υπό φυσιολογικές συνθήκες στα ρυθμιστικά στοιχεία. Όταν 
προκληθεί κάποιο stress, οι HSFs οι οποίοι βρίσκονται στο κυτταρόπλασμα πιθανώς 
ενωμένοι με HSPs, αποδεσμεύονται, φωσφορυλιώνονται από κινάσες 
σερινών/θρεονινών ή κινάσες PKC, δημιουργούν ομοτριμερή και εισέρχονται στον 
πυρήνα. Η ακολουθούμενη έναρξη της μεταγραφής οδηγεί στη σύνθεση 
πολυάριθμων μορίων HSPs οι οποίες δεσμεύουν τους HSFs και οδηγούν στη 
μείωση της μεταγραφικής δραστηριότητας των γονιδίων τους (εικ. 5.6.β και 5.6.γ). 
Οι Li et al. (1995) έδειξαν πως μία πρωτεΐνη Ku είναι δεσμευμένη στα HSEs 
αναστέλλοντας τη μεταγραφή τους. Μέχρι τώρα έχουν ταυτοποιηθεί τέσσερις 
διαφορετικοί HSFs στα σπονδυλωτά (HSF1, HSF2, HSF3, HSF4). Στα θηλαστικά 
οι σημαντικότεροι είναι οι HSF1 και HSF2. Περιλαμβάνουν έναν επίτοπο 
πρόσδεσης, στον οποίον δεσμεύονται πρωτεΐνες και τα ρυθμιστικά στοιχεία του 
υποκινητή, έναν επίτοπο τριμερισμού, ο οποίος έχει τη μορφή «φερμουάρ 
λεύκινης» και ευθύνεται για το σχηματισμό των τριμερών των HSFs και ένα μικρό 
συντηρημένο τμήμα (Kiang and Tsokos 1998). Το μονομερές των HSFs στον 
άνθρωπο έχει βάρος 57 kDa. Η μετακίνηση των HSFs προς τον πυρήνα ρυθμίζεται 
από τα επίπεδα των ιόντων Ca++ στο κυτταρόπλασμα, από τη φωσφορυλίωσή τους 
και από τα επίπεδα της κυτταροπλασματικής συγκέντρωσης των HSPs (Ding et al. 
1998). Η ενεργοποίηση της μεταγραφικής δραστηριότητας του γονιδίου της Hsp70 
είναι πάντα παροδική, με διάρκεια και ένταση που καθορίζονται από τα 
χαρακτηριστικά του
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Εικ: 5.6.γ. Σχηματική απεικόνηση της λειτουργίας των HSEs και HSFs.
[Προσαρμογή σχήματος από Kiang and Tsokos (1998)]

ερεθίσματος που την προκάλεσε. Αντίστοιχα παροδική είναι και η σύνθεση του 
πεπτιδίου της Hsp70, με χρονική διάρκεια όμως πολύ πιο εκτεταμένη. Το γεγονός 
αυτό, σε συνδυασμό με τον υψηλό χρόνο ημιζωής της (σε ανθρώπινα κύτταρα της 
επιδερμίδας περίπου 48 ώρες) επιτρέπει την μακρόχρονη παρουσία της στα 
κύτταρα.

Η λειτουργία των HSPs περιγράφεται από τον όρο «μοριακοί συνοδοί» 
(molecular chaperons). Για τις Hsp70 η δραστηριότητα αυτή επιτυγχάνεται με δύο 
κυρίως τρόπους. Πρώτον, προσδένουν τις πρωτεΐνες που μόλις έχουν συντεθεί και 
τις μεταφέρουν στις HspóO, στα πλαίσια μίας διαδικασίας η οποία καταλήγει στην 
τελική στερεοδιαμόρφωσή τους. Δεύτερον, βοηθούν στη μεταφορά των πρωτεϊνών 
στα διάφορα κυτταρικά διαμερίσματα και οργανίδια (Kiang and Tsokos 1998). Οι 
δράσεις αυτές εξαρτώνται από την ύπαρξη συγκεκριμένων αμινοξικών 
αλληλουχιών αναγνώρισης στις πρωτεΐνες με τις οποίες αλληλεπιδρούν και όχι σε 
απλούς υδρόφοβους δεσμούς. Για παράδειγμα η αμινοξική αλληλουχία PKKKRKV 
επιτρέπει τη μεταφορά του Τ αντιγόνου του ιού SV40 στον πυρήνα (Shi and 
Thomas 1992). Οι Hsp70 φαίνεται πως έχουν τη δυνατότητα άμεσης 
αλληλεπίδρασης με τα λιπαρά οξέα, ιδιότητα που τους επιτρέπει να προσδένονται 
στις μεμβράνες (Guidon and Hightower 1986). Η ιδιότητά τους αυτή παίζει 
σημαντικό ρόλο στη δράση τους ως μεταφορέων των πρωτεϊνών από το 
κυτταρόπλασμα στο εσωτερικό των μιτοχονδρίων και του ενδοπλασματικού
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δικτύου. Επιπροσθέτως, οι Hsp70 χρειάζονται τη βοηθητική δράση άλλων 
πρωτεϊνών, όπως οι Sec63, Scj 1, Ydj 1 και Sis 1, χωρίς όμως να είναι ακόμη γνωστή 
η λειτουργία των πρωτεϊνών αυτών. Είναι εξάλλου γνωστό πως ορισμένες 
θερμοεπαγόμενες πρωτεΐνες, όπως οι Hsp90 και HspóO, χρειάζονται τη συνοδευτική 
δράση άλλων HSPs για να λειτουργήσουν. Ακόμη, οι Hsp70 μπορούν να 
λειτουργούν βοηθητικά προς άλλες πρωτεΐνες, όπως τα πολυπεπτιδικά σύμπλοκα 
που είναι υπέυθυνα για τις γλοιο-αξονικές μεταφορές.

Η ενεργοποίηση του συστήματος των Hsp70 (μεταγραφή, μετάφραση, 
ενεργότητα) ρυθμίζεται από συγκεκριμένους παράγοντες. Οι πιο σημαντικοί από 
αυτούς είναι η τιμή του ενδοκυττάριου pH (κυρίως η μείωσή του, φαινόμενο το 
οποίο συνδέεται με τη μείωση της κυτταροπλασματικής συγκέντρωσης Ca++), το 
κυκλικό ΑΜΡ, η ισορροπία στη δράση μεταξύ της πρωτεϊνικής κινάσης C και των 
φωσφατασών των πρωτεϊνών και πρωτίστως η 1,4,5-τριφωσφορική ινοσιτόλη (ΙΡ3) 
(Kiang and Tsokos 1998). Στους παράγοντες επαγωγής της έκφρασης της Hsp70 
πρέπει να συμπεριληφθεί και η παρουσία μετουσιωμένων πρωτεϊνών χωρίς όμως να 
είναι σαφής η οδός που ευθύνεται για το συγκεκριμένο φαινόμενο (Sharp et al. 
1999). Μία εκδοχή είναι η ακόλουθη: οι μετουσιωμένες πρωτεΐνες αναγνωρίζονται 
και συνδέονται από μέλη της οικογένειας των HSPs (π.χ. την Hsp90), τα οποία υπό 
φυσιολογικές συνθήκες είναι συνδεμένα με τους παράγοντες HSFs, 
απενεργοποιώντας τους. Η αποδέσμευση των HSFs από τις HSPs επιτρέπει τη 
φωσφορυλίωσή τους, τον τριμερισμό τους και τελικά τη μετακίνησή τους στον 
πυρήνα στον οποίον επάγουν την ενεργοποίηση της μεταγραφής των γονιδίων των 
HSPs (Yenari et al. 1999).

Οι Hsp70 διαθέτουν προστατευτικές (και νευροπροστατευτικές) ιδιότητες 
όπως διαφαίνεται από πληθώρα in vitro και in vivo πειραμάτων (ανασκοπήσεις: 
Yenari et al. 1999, Sharp et al. 1999). Η θέρμανση διαφόρων ιστών έχει αποδειχθεί 
προστατευτική σε επακόλουθες επιβλαβείς καταστάσεις (ανοξία, δράση τοξικών 
ουσιών). Επιπροσθέτως, κυτταρικοί πληθυσμοί στους οποίους επάγεται 
πειραματικά (όχι με θέρμανση) η έκφραση των Hsp70 χαρακτηρίζονται από 
αυξημένη ανθεκτικότητα σε ποίκιλλα κυτταροτοξικά ερεθίσματα (Takano et al. 
1998), όπως επίσης και οι ιστοί γενετικώς τροποποιημένων μυών με υπερέκφραση 
του γονιδίου της Hsp70 (Marber et al. 1995).

Οι Hsp70 έχουν την ιδιότητα να διακρίνουν τη στερεοδομή πολλών 
πρωτεϊνών και η πρόσδεση με αυτές οδηγεί είτε στη διαφύλαξη της δομής τους είτε 
στη διόρθωσή της. Έχει επίσης περιγράφει η συμμετοχή των Hsp70 στη ρύθμιση 
του μηχανισμού προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου, είτε θετικά είτε αρνητικά 
(Fuqua et al. 1994, Samali and Cotter 1996). Υπάρχουν ενδείξεις για τη δυνατότητα 
της Hsp70 να αποτρέπει την προκαλούμενη από ανοξία ή υπερθέρμανση απόπτωση 
σε καλλιέργειες νευρικών κυττάρων, όχι όμως και μετά από άλλα ερεθίσματα 
(Wagstaff et al. 1998). Ακόμη, οι Hsp70 φαίνεται πως συμβάλλουν στη 
«καθήλωση» των υποδοχέων των στεροειδών ορμονών στο κυτταρόπλασμα, 
διαδικασία η οποία οδηγεί στην απενεργοποίηση της δυνατότητάς τους να 
εισέρχονται στον πυρήνα και να δρουν ως ρυθμιστές της μεταγραφής (Edwards et 
al. 1992). Ορισμένες ακόμη ιδιότητες των Hsp70 είναι η μείωση του ενδοκυττάριου 
pH και η αναστολή της εισόδου ιόντων Ca++ πιθανώς μέσω της απενεργοποίησης 
των ιοντικών καναλιών ανταλλαγής Na+/Ca++. Τέλος, η νευροπροστατευτική δράση
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της Hsp70 μπορεί να οφείλεται στην αναστολή της ενεργότητας της συνθετάσης του 
NO και στην απομάκρυνση του μεταγραφικού παράγοντα NF-kB από τον πυρήνα 
(Feinstein et al. 1997, Heneka et al. 2000). Παρόλο που δεν έχει ακόμη αποδειχθεί 
αν η παραγωγή της Hsp70 έχει νευροπροστατευτικές ή όχι ιδιότητες, ήδη έχουν 
γίνει προσπάθειες για τη παρασκευή φαρμάκων που επάγουν τη σύνθεσή της, όπως 
ο μη συναγωνιστικός ανταγωνιστής των NMDA υποδοχέων του γλουταμικού 
φενκυκλιδίνη (phencyclidine), χωρίς όμως ιδιαίτερη επιτυχία (στην περίπτωση της 
φενκυκλιδίνης λόγω σοβαρών ψυχωτικών παρενεργειών).

Η επαγωγή της έκφρασης της Hsp70 έχει μελετηθεί κυρίως μετά από 
ισχαιμικά τραυματικά επεισόδια και λιγότερο μετά από μηχανικούς εγκεφαλικούς 
τραυματισμούς. Η γενική εικόνα που παρατηρείται μετά από καταστροφή 
εγκεφαλικού ιστού είναι η άμεση επαγωγή της μεταγραφής του γονιδίου της Hsp70 
(Sharp et al. 1993, Brown 1990, Dutcher et al. 1998, Truettner et al 1999, Plumier et 
al. 1997, Planas 1997a) η οποία ακολουθείται από παραγωγή του πεπτιδίου (Plumier 
et al.1997, Hoshino 1995, Dutcher et al. 1998, Zhou et al. 2001), με αποτέλεσμα στα 
κύτταρα που έχουν υποστεί stress η Hsp70 να είναι η κύρια κυτταροπλασματική 
πρωτεΐνη (Sharp et al. 1999). Η επαγωγή της Hsp70 παρατηρείται σε όλους τους 
κυτταρικούς τύπους (νευρικά, αστρογλοιακά και ολιγοδενδρογλοιακά κύτταρα). 
Στις δομές που βρίσκονται πολύ κοντά στον τραυματισμό εντοπίζεται συνήθως 
μόνο αύξηση στη σύνθεση του mRNA, ενώ η σύνθεση της πρωτεΐνης παρατηρείται 
στις παράπλευρες του τραύματος περιοχές. Πρέπει πάντως να τονισθεί πως η 
κατανομή των κυττάρων στα οποία εκφράζεται η Hsp70 εξαρτάται και από τον 
τύπο του τραυματισμού. Στους χημειοτοξικούς τραυματισμούς η επαγωγή της 
Hsp70 εντοπίζεται μόνο στον πυρήνα της καταστροφής, ενώ σε μηχανικούς 
τραυματισμούς επεκτείνεται και σε πιο απομακρυσμένες δομές (Dutcher et al. 
1998). Η παρουσία του mRNA της Hsp70 απουσία του πεπτιδίου εξηγείται από 
ορισμένες ομάδες ως αποτέλεσμα της αναστολής της πρωτεϊνοσύνθεσης στα 
τραυματισμένα κύτταρα και θεωρείται πως χαρακτηρίζει τα κύτταρα τα οποία δεν 
πρόκειται να επιβιώσουν (Planas et al. 1997a-b, Massa et al. 1996, Nowak et al. 
1993). Από την άλλη μεριά, η έκφραση τόσο του μεταγράφου όσο και του πεπτιδίου 
από το ίδιο κύτταρο ερμηνεύεται ως μάρτυρας ανθεκτικότητας. Πρέπει πάντως να 
σημειωθεί πως έχει καταγραφεί η δυνατότητα μεταφοράς της Fìsp70 από γλοιακά 
κύτταρα σε νευρικά, πιθανώς στα πλαίσια της νευροπροστατευτικής δράσης των 
γλοιακών κυττάρων (Sharp et al. 1999).

Πέρα όμως από οποιαδήποτε άλλη ερμηνεία, η παρουσία της Hsp70 στα 
κύτταρα μετά από τραυματισμό σαφώς συνδέεται με την εντόπιση ελαττωματικών 
πρωτεϊνών. Σε ερευνητικό επίπεδο, η Hsp70 χρησιμοποιείται ευρέως ως δείκτης 
κυττάρων τα οποία βρίσκονται σε κατάσταση stress (Motte et al. 1998) και 
περιγράφει την περιοχή εκείνη του ιστού στην οποία είναι πολύ πιθανό να 
παρατηρηθεί εκτεταμένος κυτταρικός θάνατος. Ορισμένες ομάδες προτείνουν 
μάλιστα τη χρησιμοποίηση της εντόπισης της Hsp70 στην κλινική και 
ιατροδικαστική πράξη (Kubo et al. 1998, Radjev and Sharp 2000), καθώς φαίνεται 
πως μπορεί να αποτελέσει αξιόπιστο στοιχείο για προηγηθείσες τοξικές 
καταστάσεις και να βοηθήσει στον ανατομικό προσδιορισμό της έκτασης της 
ιστικής καταστροφής.
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Β. ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

59



60



ΣΤΟΧΟΙ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Στην παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια να μελετηθεί ένας συνδυασμός 
παραγόντων, μετά από διεισδυτικό, μηχανικό εγκεφαλικό τραυματισμό.

Επιλέχθηκε το συγκεκριμένο μοντέλο τραύματος διότι χαρακτηρίζεται από 
ορισμένα πλεονεκτήματα:

■ Όταν ακολουθείται το συγκεκριμένο πρωτόκολλο με προσοχή, 
διακρίνεται από μεγάλη επαναληψιμότητα, γεγονός που επιτρέπει την 
εξαγωγή συμπερασμάτων με τη χρήση του μικρότερου δυνατού αριθμού 
πειραματόζωων.

■ Δεν προκαλείται μαζική και διάχυτη καταστροφή του εγκεφαλικού ιστού, 
με αποτέλεσμα να είναι δυνατή η εντόπιση και μελέτη συγκεκριμένων 
μηχανισμών απόκρισης του ιστού στο τραύμα.

■ Δεν επιφέρει άμεσα το θάνατο του πειραματοζώου και επομένως 
επιτρέπει τη μελέτη των δευτερευόντων χρονικά φαινομένων που 
συνοδεύουν τον τραυματισμό του εγκεφαλικού ιστού και τα οποία 
ευθύνονται για σημαντικές μακροχρόνιες επιπλοκές των ΚΕΚ. Πρέπει να 
τονισθεί πως οι μακροχρόνιες επιπλοκές των ΚΕΚ εμφανίζονται με τα 
ίδια ποσοστά σε τραυματίες που έχουν ανταπεξέλθει σε βαριάς μορφής 
ΚΕΚ και σε ασθενείς με μέτριους τραυματισμούς. Επίσης δίνεται η 
δυνατότητα να δοκιμασθούν οι νευροπροστατευτικές και 
νευροαναγεννητικές ιδιότητες συγκεκριμένων παραγόντων.

■ Επιτρέπει την επιλογή της περιοχής που τραυματίζεται και συνεπώς 
δίνεται η δυνατότητα να μελετηθούν τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά της 
απόκρισης συγκεκριμένων δομών του εγκεφάλου και η σύγκρισή τους με 
άλλες.

■ Εμφανίζονται ορισμένα χαρακτηριστικά τα οποία παραπέμπουν σε 
κλινικές παρατηρήσεις που αφορούν την πλειοψηφία των ΚΕΚ 
(αποδιοργάνωση του μεσολόβιου, σχηματισμός αστρογλοιακής ουλής, 
ενδοκοιλιακές αιμορραγίες).

■ Δεν απαιτείται εξοπλισμός του εργαστηρίου με ειδικά μηχανήματα 
παρακολούθησης των ζωτικών λειτουργιών του πειραματόζωου κατά την 
επέμβαση και μετά από αυτήν.

Το μοντέλο τραύματος που εφαρμόστηκε στα πειράματά μας προσομοιάζει 
σε τραυματισμούς από βλήματα και γενικώς ξένα σώματα, αλλά και σε πτυχές της 
κλινικής εικόνας ενός πολυτραυματία (για παράδειγμα από τροχαίο ατύχημα). 
Ούτως ή άλλως πρέπει να αναφερθεί πως οι διεισδυτικοί εγκεφαλικοί τραυματισμοί 
είναι πολύ συχνοί σε ορισμένες ομάδες του πληθυσμού, όπως τα θύματα πολεμικών 
συγκρούσεων και γενικότερα ως αποτέλεσμα της χρήσης όπλων (Salazar et al. 
1995, Ansari and Panezai 1998), τα παιδιά (κυρίως λόγω ατυχημάτων πάνω στο 
παιχνίδι) (Amirjamshidi et al. 1997), σε θύματα εργατικών ατυχημάτων και τέλος 
προσομοιάζει στον τραυματισμό του ιστού κατά την διάρκεια χειρουργικών 
επεμβάσεων στον εγκέφαλο (Christiaens and Blond 1998).

Επιπροσθέτως, η επιλογή της περιοχής που τραυματίστηκε (ιππόκαμπος) δεν 
ήταν τυχαία. Ο ιπποκάμπειος σχηματισμός είναι μία από τις καλύτερα μελετημένες 
δομές του ΚΝΣ. Ανήκει οντογενετικά και μορφολογικά στο παλαιοφλοιό του
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εγκεφάλου και θεωρείται ως το κέντρο της βραχυπρόθεσμης μνήμης. Ο ιππόκαμπος 
των τρωκτικών είναι ένας κυλινδρικός σχηματισμός ο οποίος διαγράφει ημικύκλιο 
γύρω από το θάλαμο. Το κυρίως τμήμα του διακρίνεται σε τέσσερις περιοχές CA1- 
CA4 (από το λατινικό Comu Ammon) και συνδέεται προσθίως με την οδοντωτή 
έλικα/ΟΕ (Dentate Gyrus /DG) και πίσω με την παραιπποκάμπειο έλικα 
(subiculum). Κάθε τμήμα του ιππόκαμπου και της ΟΕ έχει τρίστοιβη κυτταρική 
δομή. Εξωτερικά εντοπίζεται η μοριώδης στιβάδα (stratum radiatum, stratum 
lanucosum-moleculare), ενδιάμεσα η στιβάδα των πυραμοειδών ή αλλού των 
κοκκιωδών κυττάρων (stratum pyramidale) και εσωτερικά η στιβάδα των 
πολύμορφων κυττάρων (stratum oriens). Οι κύριες προσαγωγές νευρικές οδοί του 
ιππόκαμπου προέρχονται από τους διαφραγματικούς πυρήνες (μέσω της ψαλίδας), 
από τον ενδορινικό φλοιό (entorhinal cortex) και από τον αντίπλευρο ιππόκαμπο, 
μέσω του συνδέσμου των ιππόκαμπων (hippocampal commissure). Οι κύριες 
απαγωγές νευρικές οδοί κατευθύνονται στα βαθύτερα στρώματα του ενδορινικού 
φλοιού και στον αντίπλευρο ιππόκαμπο.

Ο ιππόκαμπος, όπως επίσης και η ΟΕ, δομείται από νευρικά κύτταρα τα 
οποία περιγράφονται ως ευάλωτα σε τραυματισμούς (Lowenstein et al. 1992, 
D’Ambrosio et al. 1998). Από την άλλη μεριά, ο ιπποκάμπειος σχηματισμός είναι 
μία από τις ελάχιστες δομές στις οποίες έχουν εντοπιστεί πρόδρομα νευρικά 
κύτταρα, με δυνατότητα πολλαπλασιασμού και διαφοροποίησης ακόμη και στον 
ενήλικο εγκέφαλο (Ray et al. 1993). Τα παραπάνω δεδομένα σε συνδυασμό με την 
υψηλή συχνότητα δυσλειτουργιών της μνήμης μετά από ΚΕΚ (Salazar et al. 1995) 
καθιστούν τη μελέτη των συνεπειών του τοπικού άμεσου τραυματισμού του 
ιππόκαμπου απαραίτητη.

Η έκφραση των πρωτεϊνών που επιλέχθηκαν να μελετηθούν παρουσιάζει 
ιδιαίτερο ενδιαφέρον (όπως περιγράφηκε στο γενικό μέρος), καθώς κάθε μία 
αποκαλύπτει μία ιδιαίτερη πτυχή της απόκρισης του εγκεφαλικού ιστού στο 
τραύμα. Επιπρόσθετα όμως, η συνολική εικόνα που προκύπτει από τη συνδυασμένη 
μελέτη τους στον ίδιο ιστό, και μάλιστα σε διαδοχικές τομές, επιτρέπει αφενός τη 
διαμόρφωση μίας αθροιστικής εικόνας της ομοιόστασης του εγκεφαλικού ιστού και 
αφετέρου τη δυνατότητα να προταθούν πιθανά μοντέλα αλληλεπίδρασης μεταξύ 
των συγκεκριμένων παραγόντων (για παράδειγμα η ανατομική κατανομή του 
φαινομένου του κυτταρικού θανάτου σε σχέση με την έκφραση νευροτροφικών 
παραγόντων).

Η όσο το δυνατόν πιο λεπτομερής και πολυδιάστατη μελέτη της απόκρισης 
του εγκεφαλικού ιστού στο συγκεκριμένο μοντέλο τραυματισμού αποτελούσε από 
μόνη της ένα βήμα στην αποκρυπτογράφηση των μηχανισμών που ενεργοποιούνταν 
ύστερα από τον τραυματισμό. Ήταν όμως ακόμη περισσότερο απαραίτητη στην 
προσπάθειά να εντοπισθεί κάποιος παράγοντας με πιθανή νευροπροστατευτική 
δράση έτσι ώστε στη συνέχεια να μελετηθούν και να αξιολογηθούν τα 
αποτελέσματα της εξωγενούς χορήγησής του.

Για να γίνουν πιο κατανοητά τα αποτελέσμιατά μας, πρέπει να αναφερθεί η 
διαδοχή των σταδίων/βημάτων της συγκεκριμένης ερευνητικής εργασίας. Σε πρώτο 
στάδιο μελετήθηκε η ιστολογία του εγκεφάλου σε τέσσερα χρονικά σημεία (4, 12, 
24 και 48 ώρες) μετά από τον τραυματισμό. Στα ίδια αυτά χρονικά σημεία 
μελετήθηκε η έκφραση της πρωτεΐνης nNOS (Giannakopoulou et al. 2000) η οποία
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αποτέλεσε τον πρώτο στόχο της παρούσας εργασίας. Τα δεδομένα που προέκυψαν 
οδήγησαν στο συμπέρασμα πως, τις πρώτες δώδεκα ώρες μετά τον τραυματισμό, 
ενεργοποιούνται σημαντικοί μηχανισμοί απόκρισης του ιστού και πιθανώς αυτό το 
χρονικό διάστημα αποτελεί την χρονική περίοδο στην οποία εμφανίζονται οι 
σημαντικότερες επιπτώσεις σε μοριακό και κυτταρικό επίπεδο. Τα βιβλιογραφικά 
δεδομένα υποδεικνύουν πως οι πρώτες ώρες μετά τον τραυματισμό αποτελούν 
κρίσιμο διάστημα. Τότε εξελίσσονται τα υπεύθυνα για τις μακροχρόνιες βλάβες 
δευτερογενή εκφυλιστικά φαινόμενα. Φαίνεται πως για κάποιες ώρες μετά τον 
τραυματισμό υφίσταται ένα «χρονικό παράθυρο» στα πλαίσια του οποίου πρέπει να 
εφαρμοσθεί η όποια προσπάθεια αναστροφής των επιπτώσεων της εγκεφαλικής 
καταστροφής. Με βάση αυτό το δεδομένο αλλά και για πρακτικούς λόγους, η 
μελέτη των επομένων πρωτεϊνών περιορίστηκε στα δύο πρώτα χρονικά σημεία (4 
και 12 ώρες). Προστέθηκε επίσης ένα ακόμη χρονικό σημείο, που ήταν μία 
εβδομάδα μετά τον τραυματισμό, το οποίο θα μας έδινε τη δυνατότητα καλύτερης 
εκτίμησης των μακροχρόνιων συνεπειών του τραύματος. Συνεπώς η μελέτη της 
έκφρασης όλων των άλλων πεπτιδίων (Hsp70, BDNF, NT-3, IGF-I, GFAP) καθώς 
και του αποπτωτικού θανάτου περιορίστηκε σε αυτά τα τρία χρονικά σημεία (4 και 
12 ώρες, 1 εβδομάδα). Από τη συνολική εικόνα του ιστού μετά τον τραυματισμό, 
όπως περιγράφηκε με την έκφραση των συγκεκριμένων πεπτιδίων, προέκυψε η 
υπόθεση πως η σύνθεση του παράγοντα IGF-Ι επάγεται μετά το τραύμα ως μία 
νευροπροστατευτική αντίδραση του ιστού. Η υπόθεση αυτή στηριζόταν και σε 
βιβλιογραφικά δεδομένα και έτσι αποφασίστηκε, σε ένα τρίτο στάδιο, να μελετηθεί 
η επίδραση της τοπικής έγχυσης του IGF-Ι ύστερα από τον τραυματισμό ως προς 
την έκφραση των συγκεκριμένων πρωτεϊνών και το φαινόμενο του κυτταρικού 
θανάτου.
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ΥΛΙΚΑ-ΜΕΘΟΑΟΣ

1. nsioauawCœa

Χρησιμοποιήθηκαν αρσενικοί επίμυς Wistar, βάρους 250-350 gr, οι οποίοι 
διέμεναν σε κλουβιά, υπό σταθερές συνθήκες θερμοκρασίας (25°C) και φωτισμού 
(κύκλοι φωτός-σκότους 12:12 ώρες) και με ελεύθερη πρόσβαση σε τροφή και νερό. 
Μετά τον τραυματισμό κάθε πειραματόζωο τοποθετούνταν μόνο του σε ξεχωριστό 
κλουβί.

2. Μοντέλο τραυαιατισαιού- γορήνηση IGF-I.

2.1 .Αναισθησία.

Για την αναισθητοποίηση των πειραματόζωων χρησιμοποιήθηκε ένυδρος 
χλωράλη. Η χορήγηση του αναισθητικού γινόταν με ενδοπεριτοναϊκή ένεση 
διαλύματος ένυδρου χλωράλης (400 mg/ kg βάρους σώματος) σε φυσιολογικό ορό, 
με συνολικό όγκο ένεσης περίπου 1 ml. Συνήθως η αναισθησία επιτυγχανόταν μέσα 
σε 3 έως 5 λεπτά, ήταν βαθιά και η διάρκειά της κυμαινόταν από δύο έως τρεις 
ώρες. Στις περιπτώσεις που με την παραπάνω δόση ενύδρου χλωράλης δεν 
επερχόταν βαθιά αναισθησία ακολουθούσε επαναληπτική χορήγηση 1/5 της 
αρχικής δόσης. Εάν και αυτή η δόση ήταν αναποτελεσματική δε γινόταν καθόλου 
χρήση του πειραματόζωου. Δεν παρατηρήθηκε κανένας θάνατος από την 
αναισθησία και δεν εντοπίσθηκε καμία ιδιαίτερη παρενέργεια με εξαίρεση τον 
ερεθισμό της κοιλιακής χώρας στη θέση της ένεσης, όπως φάνηκε από την 
αντίδραση των επίμυων σε ενδοπεριτοναϊκές ενέσεις αντιβιοτικού τις επόμενες μετά 
τον τραυματισμό ημέρες.

2.2.Τραυματισμός πειραματόζωων και χορήγηση έκδοχου/ IGF-I.

Αφού το πειραματόζωο βρισκόταν σε βαθιά αναισθησία τοποθετούνταν σε 
στερεοτακτική διάταξη (συσκευή Kupfer). Μετά τη σταθεροποίηση του ζώου 
ακολουθούσε η επιμήκης διατομή του δέρματος της κεφαλής και η αποκάλυψη του 
κρανίου. Στη συνέχεια με τη βοήθεια στερεοσκοπίου εντοπιζόταν το σημείο του 
βρέγματος, το οποίο αυθαίρετα οριζόταν ως σημείο μηδέν. Με βάση το βρέγμα και 
με οδηγό τον στερεοταξικό άτλαντα των Paxinos et al. (1986) καθοριζόταν το 
σημείο στο οποίο θα γινόταν ο τραυματισμός. Στην παρούσα εργασία οι 
συντεταγμένες του σημείου αυτού ήταν -3,4 mm στον προσθιοπίσθιο άξονα και - 
2,0 mm στον εγκάρσιο (Εικόνα 2.2.1). Στην παραπάνω θέση ανοιγόταν στο κρανίο, 
με οδοντιατρικό τρυπάνι, οπή (burr hole) διαμέτρου 4 mm. Για να επιτυγχάνεται η 
μέγιστη επαναληψιμότητα της διαδικασίας γινόταν προσπάθεια να μην 
τραυματιστεί η υποκείμενη σκληρή μήνιγγα και η οπή καθαριζόταν από τυχόν 
υπολείμματα οστού. Σε καμία περίπτωση δεν παρουσιάσθηκε σε αυτό το σημείο 
έντονη αιμορραγία. Ακολούθως, ο εγκεφαλικός ιστός τραυματιζόταν με την αργή 
διείσδυση μίας βελόνας 21G και μέχρι του βάθους των 4,0 mm από τη σκληρή
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μήνιγγα. Η βελόνα αποσυρόταν αργά και η διαδικασία επαναλαμβανόταν τρεις 
φορές. Υπήρξαν περιπτώσεις κατά τις οποίες η είσοδος της βελόνας συνοδεύτηκε 
από μικρής διάρκειας και έντασης αιμορραγία.

Μετά την τελευταία απόσυρση της βελόνας η περιοχή του κρανίου 
καθαριζόταν αλλά τα ζώα παρέμεναν στη στεροταξική διάταξη για τα επόμενα 75 
λεπτά ούτως ώστε να επιτευχθεί η τοπική χορήγηση του παράγοντα IGF-Ι (η=8) ή 
του εκδόχου (η=19). Η χορήγηση του IGF-Ι/εκδόχου γινόταν με μία σύριγγα 
ινσουλίνης απευθείας στο σημείο τραυματισμού, μέσα στο εγκεφαλικό παρέγχυμα. 
Η δόση ήταν lOpg IGF-Ι σε Ιθμΐ Phosphate Buffered Saline (PBS: NaCl 0,13M, 
KCl 2,5mM, Na2HP04 13mM, KH2P04 l,7mM pH=7,4) και επαναλαμβανόταν -σε 
κάθε ζώο- σε τρεις χρονικές στιγμές μετά τον τραυματισμό: 15, 45 και 75 λεπτά. Η 
χορήγηση εκδόχου περιλάμαβανε την ένεση 10 μΐ PBS. Ο IGF-1 ήταν 
ανασυνδυασμένος ανθρώπινος αυξητικός παράγοντας (recombinant human IGF-I/ 
rhIGF-I) της εταιρείας Chemicon (ΗΠΑ).

Τέλος, η τομή του δέρματος έκλεινε με ειδικά clips. Κατά τη διάρκεια της 
επέμβασης τα πειραματόζωα διατηρούνταν σε σταθερή θερμοκρασία και δεν 
παρατηρήθηκε σε καμία περίπτωση κάποια ιδιαίτερη επιπλοκή, με την εξαίρεση της 
περιορισμένης αύξησης του ρυθμού της αναπνευστικής και καρδιακής λειτουργίας 
κατά τη διάνοιξη της οπής στο κρανίο και του τραυματισμού. Οι επίμυς μετά την 
επέμβαση τοποθετούνταν σε καινούριο, καθαρό κλουβί.

Στα ζώα τα οποία θανατώθηκαν για τα πειράματα στα οποία μελετήθηκε η 
έκφραση της πρωτεΐνης nNOS (n= 20) έγινε απλός τραυματσμός χωρίς να
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ακολουθήσει χορήγηση εκδόχου ή IGF-Ι για αυτό και δεν αναφέρονται 
αποτελέσματα χορήγησης IGF-I.

2.3.Ζώα Μάρτυρες.

Ως ζώα μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν επίμυς οι οποίοι αναισθητοποιήθηκαν 
με ένυδρο χλωράλη, τοποθετήθηκαν στη συνέχεια στη στερεοταξική διάταξη αλλά 
μετά τη διατομή του δέρματος της κεφαλής και την αποκάλυψη του κρανίου δεν 
ακολούθησε διάνοιξη οπής στο οστό και τραυματισμός. FI τομή του δέρματος 
κλείστηκε με clips και τα ζώα αφέθηκαν να συνέλθουν σε καθαρό κλουβί. Μία 
ομάδα ζώων (η=5) χρησιμοποιήθηκε στα πειράματα μελέτης της έκφρασης της 
nNOS. Μία άλλη ομάδα (η=10) χρησιμοποπιήθηκε στα πειράματα μελέτης των 
πρωτεϊνών GFAP, BDNF, NT-3, IGF-I, Hsp70 και της αντίδρασης TUNEL.

3. Θανάτωση πειραματόζωων και επεζερνασία του ιστού.

Ύστερα από την ολοκλήρωση των επεμβάσεων τα ζώα θανατώθηκαν μετά 
από 4 ώρες, 12 ώρες, 24 ώρες, 48 ώρες και μία εβδομάδα.

Η θανάτωση των πειραματόζωων επιτυγχανόταν με την ενδοκαρδιακή 
έγχυση διαλύματος παραφορμαλδεΰδης (in vivo perfusion). Πιο συγκεκριμένα, οι 
επίμυς αναισθητοποιούνταν με αιθέρα. Ακολουθούσε διατομή του δέρματος στην 
κοιλιακή χώρα και με ψαλίδι ανοιγόταν, με δύο επιμήκεις πλάγιες τομές, ο 
θώρακας, έτσι ώστε να αποκαλυφθεί η καρδιά. Όσο ακόμη συνεχιζόταν η καρδιακή 
λειτουργία γινόταν έγχυση, με σύριγγα 20G, κρύου διαλύματος φυσιολογικού ορού 
και ηπαρίνης στην αριστερή κοιλία της καρδιάς. Ταυτόχρονα, με μικρό ψαλίδι 
γινόταν τομή του αριστερού καρδιακού κόλπου, με αποτέλεσμα να ανοίγει το 
κύκλωμα της κυκλοφορίας του αίματος. Μετά την αργή και σταθερή έγχυση 30 ml 
ηπαρίνης/φυσιολογικού ορού είχε ήδη απομακρυνθεί η μεγαλύτερη ποσότητα 
αίματος από την κυκλοφορία και είχε επέλθει ακαριαία ο θάνατος του 
πειραματόζωου. Στη συνέχεια γινόταν έγχυση με τον ίδιο τρόπο περίπου 120 ml 
διαλύματος παραφορμαλδεΰδης (0,4%) σε διάλυμα φωσφορικών συγκέντρωσης 
0,1 Μ και ρΗ=7,4 (Phosphate Buffer: 0,08Μ Na2HP04 και 0,02Μ NaH2P04). Με 
αυτήν τη διαδικασία απομακρυνόταν όσον το δυνατόν περισσότερο το αίμα από 
τους ιστούς και ξεκινούσε η μονιμοποίησή τους. Η ολοκλήρωση της διαδικασίας 
χαρακτηριζόταν από την ακαμψία του σώματος του ζώου.

Μετά την έγχυση του διαλύματος παραφορμαλδεΰδης, ακολουθούσε η 
απομόνωση του εγκεφάλου από το κρανίο, η κατάτμησή του και η περαιτέρω 
μονιμοποίησή του για περίπου 20 ώρες στο ίδιο διάλυμα παραφορμαλδεΰδης. Στη 
συνέχεια ακολουθούσε αφυδάτωση του ιστού μέσω της εμβάπτισής του σε 
διαδοχικά διαλύματα αιθανόλης, με αυξανόμενη συγκέντρωση (2 φορές από 90 
λεπτά σε αιθανόλη 80%, 2 φορές από 60 λεπτά σε αιθανόλη 90%, 2 φορές από 90 
λεπτά σε αιθανόλη 100%), σε ξυλόλη (2 φορές από 30 λεπτά) και τέλος σε υγρή 
παραφίνη στους 60°C (αρχικώς 2 ώρες και στη συνέχεια για τουλάχιστον 10 ώρες). 
Τέλος, ακολουθούσε ο εγκλεισμός του ιστού σε κύβους παραφίνης, στους οποίους 
μπορούσε να διατηρηθεί για μεγάλα χρονικά διαστήματα.
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4. Aνοσοϊστογηαεία

Οι κλεισμένοι σε παραφίνη ιστοί κόβονταν με μικροτόμο Leika σε 
μετωπιαίες (coronal) τομές πάχους 5μ και τοποθετούνταν σε σιλανιοποιημένες 
αντικειμενοφόρους πλάκες. Ο εγκλεισμός των ιστών είχε γίνει με τέτοιο τρόπο ώστε 
σε κάθε τομή να περιλαμβάνονται και τα δύο ημισφαίρια του εγκεφάλου.

Το πρώτο στάδιο της ανοσοϊστοχημείας περιλάμβανε τη θέρμανση των 
τομών στους 60°C για μία ώρα και την αποπαραφινοποίηση και ενυδάτωσή τους 
μέσω της διαδοχικής εμβάπτισής τους σε ξυλόλη (4 δεκαπεντάλεπτα), απόλυτη 
αιθανόλη (2 και 4 λεπτά), 95% αιθανόλη (4 λεπτά), 70% αιθανόλη (20 λεπτά), 50% 
και 25% αιθανόλη (από 2 λεπτά αντίστοιχα) και τέλος 2 λεπτά σε αποσταγμένο 
νερό. Ακολουθούσε η επώαση των τομών σε φούρνο μικροκυμάτων για 15 λεπτά, 
σε διάλυμα κιτρικού οξέος (10 mM, ρΗ=6,0) με στόχο την αποκάλυψη των 
αντιγονικών θέσεων. Στη συνέχεια οι τομές πλένονταν σε διάλυμα Tris Buffered 
Saline (TBS: 25 mM Tris, 137mM NaCl, 2,7 mM KCl) που περιείχε 0,4% Triton X- 
100 για τη αύξηση της διεισδυτικότητας των αντισωμάτων. Το επόμενο στάδιο ήταν 
η επώαση με ένα διάλυμα παρεμπόδισης της μη ειδικής σύνδεσης των αντισωμάτων 
στον ιστό (διάλυμα TBS το οποίο περιείχε τον απαιτούμενο, κατά περίπτωση, ορό, 
είτε κουνελιού, είτε κατσίκας, σε συγκέντρωση 10%, καθώς και 0,4% Triton X- 
100), για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου.

Χωρίς να μεσολαβήσει πλύσιμο των τομών, αυτές επωάζονταν με το 
διάλυμα που περιείχε το πρώτο αντίσωμα στους 4°C, καθώς και τον απαραίτητο ορό 
(κατσίκας ή κουνελιού) σε συγκέντρωση 4% καθώς και Triton Χ-100 (0,4%). Η 
επώαση με τα παρακάτω αντισώματα: αντί- Hsp70 κουνελιού έναντι επίμυος 
(10μgr/ml), αντι-BDNF κουνελιού έναντι επίμυος ( 1 pgr/ml), αντι-ΝΤ-3 κουνελιού 
έναντι επίμυος (1 pgr/ml), αντι-nNOS κουνελιού έναντι επίμυος (1 pgr/'ml) και αντι- 
GFAP κουνελιού έναντι επίμυος (1 pgr/ml), διαρκούσε μία νύχτα ενώ με το αντι- 
IGF-I αντίσωμα κατσίκας έναντι επίμυος (10 μgr/ml), για 72 ώρες. Μετά την 
επώαση αυτή οι τομές πλένονταν σε TBS (3 φορές από 5 λεπτά) και ακολουθούσε η 
επώασή τους με το αντίστοιχο δεύτερο βιοτινυλιωμένο αντίσωμα (IgG κουνελιού 
έναντι αντισωμάτων κατσίκας ή IgG κατσίκας έναντι αντισωμάτων κουνελιού), σε 
αραίωση 1/200 για 1 ώρα, σε θερμοκρασία δωματίου, μαζί με 2% αντίστοιχο ορό. Η 
περίσσεια του αντισώματος ξεπλενόταν με TBS (3 φορές από 5 λέπτα) και 
ακολουθούσε η περαιτέρω επώαση σε διάλυμα Αβιδίνης-Βιοτίνης συνδεδεμένης με 
υπεροξειδάση, για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Η περίσσεια του 
προηγουμένου διαλύματος απομακρυνόταν με πλύσιμο με TBS (3 φορές από 5 
λεπτά). Τέλος, η χρώση επιτυγχάνονταν με την αντίδραση της υπεροξειδάσης με 
χρωμογόνο υπόστρωμα DAB (3.3-diaminobenzidine). Για τη διατήρηση, 
αποθήκευση και παρατήρηση των τομών ακολουθούσε σταδιακή αφυδάτωσή τους 
και τοποθέτηση καλυπτρίδων. Ως μάρτυρες της διαδικασίας χρησιμοποιήθηκαν 
τομές οι οποίες δεν επωάσθηκαν με το ειδικό, πρώτο αντίσωμα και οι οποίες δεν 
έδωσαν σε καμία περίπτωση έντονο χρώμα.

Τα αντι-BDNF, αντι-ΝΤ-3, αντι-nNOS και αντι-IGF-I ήταν της Santa Cruz 
(ΗΠΑ), το αντι-GFAP της DAKO (Δανίας, ευγενική παραχώρηση της Δρ. Ρεβέκκας 
Μάτσα) και το avn-Hsp70 ευγενική παραχώρηση από τον Δρ. Μ. Αλέξη. Τα
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δευτερογενή αντισώματα και το διάλυμα αβιδίνης-βιοτίνης-υπεροξειδάσης ήταν 
προϊόντα της DAKO (Δανίας). Το χρωμογόνο DAB ήταν της SERVA (ΗΠΑ).

5. Αντίδραση TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick End Labelins).

Χρησιμοποιήθηκαν τα αντιδραστήρια της Boehringer Mannheim (In situ Cell 
Death Detection, POD) και ακολουθήθηκε σε γενικές γραμμές το πρωτόκολλο που 
προτείνει η εταιρεία. Τα πρώτα βήματα είναι όμοια με αυτά της ανοσοϊστοχημείας 
(αποπαραφινοποίηση, ενυδάτωση και επεξεργασία των τομών σε φούρνο 
μικροκυμάτων σε διάλυμα κιτρικού οξέος). Στη συνέχεια οι τομές επωάζονταν για 
μία ώρα στους 37 °C στο σκοτάδι, με το διάλυμα που περιείχε το ένζυμο τελική 
δεόξυνουκλεοτιδική τρανσφεράση (TdT) και μίγμα νουκλεοτιδίων στα οποία 
περιλαμβανόταν σημασμένη με φλουορεσκίνη ουρακίλη. Ακολουθούσε πλύσιμο 
των τομών με PBS (3 φορές για πέντε λεπτά) και έπειτα κάλυψή τους με διάλυμα 
γλυκερόλης/PBS (9:1). Η παρατήρησή τους γινόταν σε ειδικό μικροσκόπιο 
φθορισμού Nikon.

Σε ορισμένες τομές μετά από την παρατήρησή τους με το μικροσκόπιο 
φθορισμού ακολουθούσε ανοσοϊστοχημική εντόπιση της φθορίζουσας χρωστικής 
(φλουορεσκίνης) με ειδικό αντίσωμα αντι-φλουορεσκίνης (Boehringer Mannheim), 
το οποίο έφερε υπεροξειδάση. Η διαδικασία αυτή δεν επέτρεπε τη σαφή οριοθέτηση 
των αποπτωτικών κυτττάρων καθώς έδινε υψηλά επίπεδα μη ειδικής χρώσης. 'Εδινε 
όμως τη δυνατότητα παρατήρησης ορισμένων χαρακτηριστικών αποπτωτικών 
κυττάρων, με βάση τα μορφολογικά τους χαρακτηριστικά (αποπτωτικά σωμάτια).

6. Μετρήσεις- Στατιστική ανάλυση.
Ως περιτραυματική περιοχή ορίστηκε η περιοχή Imm εκατέρωθεν του 

σημείου του τραυματισμού, όπως αυτό καθοριζόταν από αμιγώς ιστολογικά 
χαρακτηριστικά. Το βάθος της περιτραυματικής περιοχής ήταν τα 4mm, 
ακολουθώντας το βάθος εισόδου της βελόνας (συνεπώς συνολικός όγκος 
περιτραυματικής περιοχής: 2mmX2mmX4mm). Πρέπει να σημειωθεί πως η 
περιοχή όπως οριστήκε με τις παραπάνω διαστάσεις περιλάμβανε: α)την περιοχή με 
σαφή ιστολογικά γνωρίσματα χαρακτηριστικά της μηχανικής διαταραχής του ιστού 
(περιοχές μειωμένου αριθμού κυττάρων με βάση χρώση με αιματοξυλίνη, 
αιματώματα και σπογγώδη μορφολογία) β)τη μέγιστη περιοχή εξάπλωσης των 
ανοσοθετικών στην Hsp70 κυττάρων μέχρι και τις 12 ώρες γ)τη μέγιστη περιοχή 
μειωμένης εντόπισης των νευροτροφινών BDNF και ΝΤ-3 μέχρι και τις 12 ώρες. Η 
περιοχή αυτή αποτελεί την περιτραυματική περιοχή όσον αφορά τις μετρήσεις, διότι 
ήταν απαραίτητο να υπάρχει ένας κοινός παρανομαστής σε όλα τα χρονικά σημεία 
και σε όλες τις ομάδες των ζώων. Όπου η περιτραυματική πραγματική περιοχή 
διέφερε σημαντικά από το μέσο όρο, όπως αυτός περιγράφηκε, το εύρημα 
ανφέρεται ως επιπλέον αποτέλεσμα (π.χ. η εξάπλωση των θετικών στην Hsp70 
κυττάρων γύρω από το τραύμα 1 εβδομάδα μετά τον τραυματισμό).

Η παρατήρηση των ιστών μετά από τα πειράματα ανοσοϊστοχημείας έγινε με 
οπτικό μικροσκόπιο. Οι μετρήσεις του αριθμού των ανοσοθετικών κυττάρων για τις 
πρωτεΐνες nNOS, BDNF, Hsp70, NT-3, IGF-I και GFAP έγιναν με τη βοήθεια 
ειδικού προγράμματος ανάλυσης εικόνας (ImagePro). Τα κύτταρα που έδωσαν
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σήμα μετά την αντίδραση TUNEL εντοπίστηκαν με τη χρήση μικροσκοπίου 
φθορισμού. Το μικροσκόπιο που χρησιμοποιήθηκε ήταν το μοντέλο Eclipse Ε400 
της εταιρείας ΝΙΚΟΝ, η φωτογραφική μηχανή ήταν το μοντέλο FDX-35 της 
ΝΙΚΟΝ και η κάμερα το μοντέλο TK-C1381 της JVC.

Τα αποτελέσματα των μετρήσεων της πρωτεΐνης nNOS είναι ο μέσος όρος 
του αριθμού των θετικών κυττάρων που μετρήθηκαν σε τουλάχιστον τέσσερις 
διαφορετικές τομές από κάθε εγκέφαλο και από τρία οπτικά πεδία για κάθε 
περιοχή. Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε με την ανάλυση κατά 
Student (t-test) και με στατιστικά σημαντικό επίπεδο ρ<0,05.

Τα αποτελέσματα των μετρήσεων της πρωτεΐνης Hsp70 είναι ο μέσος όρος 
του απόλυτου αριθμού των κυττάρων της περιτραυματικής περιοχής ή της 
αντίστοιχης περιοχής στο αντίπλευρο ημισφαίριο ή της περιοχής του κοκκιώδους 
φλοιού πίσω από το σπλήνιο του μεσολοβίου, που μετρήθηκαν σε τουλάχιστον έξι 
τομές από κάθε πειραματόζωο. Η στατιστική ανάλυση των μετρήσεων έγινε με την 
ανάλυση two-way ANOVA με ανεξάρτητες μεταβλητές το χρόνο και την «ομάδα» 
των ζώων (μάρτυρες, τραυματισμένα+έκδοχο, τραυματισμένα+IGF-I). Στη 
συνέχεια ακολούθησε post-hoc ανάλυση κατά Scheffe με όριο στατιστικής 
σημαντικότητας ρ<0,05.

Τα αποτελέσματα των μετρήσεων της αντίδρασης TUNEL είναι ο μέσος 
όρος του αριθμού των θετικών κυττάρων που μετρήθηκαν σε τουλάχιστον τέσσερις 
διαφορετικές τομές από κάθε εγκέφαλο και από τρία οπτικά πεδία για κάθε 
περιοχή. Η στατιστική ανάλυση των μετρήσεων έγινε με την ανάλυση two-way 
ANOVA με ανεξάρτητες μεταβλητές το χρόνο και την «ομάδα» των ζώων 
ακολουθούμενη από post-hoc ανάλυση κατά Scheffe με όριο στατιστικής 
σημαντικότητας ρ<0,05.

Στην περίπτωση του BDNF, της ΝΤ-3 και -για ορισμένες περιοχές- της 
Hsp70, οι μετρήσεις που έγιναν ήταν ήμι-ποσοτικές καθώς η ένταση, η υφή της 
χρώσης (π.χ. αξονική) και η ανομοιογένεια μεταξύ των ζώων δεν επέτρεπαν 
ποσοτικοποίηση. Αναφέρονται κυρίως διαφορές οι οποίες είναι σαφώς διακριτές με 
τα μάτια των παρατηρητών (BDNF, ΝΤ-3) ή διαφορές οι οποίες παρατηρήθηκαν σε 
ορισμένα από τα τραυματισμένα ζώα αλλά ποτέ στα ζώα μάρτυρες (περίπτωση 
Hsp70 Πίνακα 2).
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

1. Ζώα Μάρτυρες (Φυσιολογικοί smuvc).

1.1. nNOS.

Η ανοσοϊστοχημική εντόταση της nNOS στον ενήλικο φυσιολογικό 
εγκέφαλο περιοριζόταν σε διάσπαρτα νευρικά κύτταρα σε όλο το εύρος του ιστού 
χωρίς να εντοπίζεται κάποια δομή στην οποία να συγκεντρώνεται ιδιαίτερα υψηλός 
αριθμός ανοσοθετικών κυττάρων. Τα ανοσοθετικά κύτταρα ήταν περισσότερα στο 
ραβδωτό σώμα και σε ορισμένους πυρήνες του υποθαλάμου. Στο φλοιό θετικά στη 
nNOS ήταν ορισμένα μεγάλα πυραμιδικά κύτταρα, κυρίως στις στοιβάδες III και 
IV, με έντονη κυτταροπλασματική εντόπιση της πρωτεΐνης στο σώμα και τους 
άξονες (εικ. 2Α). Στον ιππόκαμπο η εντόπιση ανοσοθετικών κυττάρων ήταν σπάνια, 
τόσο στη στιβάδα των πυραμιδικών κυττάρων των περιοχών CA1-CA4, όσο και 
στα κοκκιώδη κύτταρα της ΟΕ (εικ. 2Β), αλλά και στη στιβάδα των διάμεσων 
νευρώνων (intemeurons).

1.2. Hsp70.

Στην ομάδα των πειραματόζωων μαρτύρων, η ανοσοϊστοχημική εντόπιση 
της πρωτεΐνης Hsp70 ήταν ιδιαιτέρως περιορισμένη (εικ. 3 Α). Διάσπαρτα 
ανοσοθετικά κύτταρα υπήρχαν στο φλοιό των ημισφαιρίων (κυρίως στις στοιβάδες 
III και IV), σε πυρήνες του θαλάμου και του υποθαλάμου (παρακοιλιακοί 
υποθαλαμικοί πυρήνες) καθώς και στο μεσολόβιο (εικ.3 A3). Η εντόπιση της Hsp70 
ήταν κυρίως κυτταροπλασματική (κυρίως στο κυτταρικό σώμα) και σε ορισμένες 
περιπτώσεις και πυρηνική. Στον ιππόκαμπο παρατηρήθηκε έλλειψη της Hsp70.

1.3. GF AP.

Στο φυσιολογικό εγκέφαλο η παρουσία των αστρογλοιακών κυττάρων είναι 
ευρεία εφόσον αποτελούν βασικό κυτταρικό τύπο του ΚΝΣ. Ανοσοϊστοχημική 
εντόπιση της πρωτεΐνης GFAP παρατηρήθηκε σε πολυάριθμα αστροκύτταρα, με 
καλά διαγραφόμενο κυτταρικό σώμα και έντονα ανοσοθετικές αποφυάδες οι οποίες 
προσέδιδαν στα κύτταρα αυτά τη χαρακτηριστική αστερόμορφη εικόνα. Η 
πυκνότητα των αστρογλοιακών κυττάρων ήταν ιδιαίτερα αυξημένη στον 
ιπποκάμπειο σχηματισμό και στα τοιχώματα των κοιλιών (εικ. 4-1 έως 4-4).

1.4. BDNF.

Η έκφραση της νευροτροφίνης BDNF ήταν εκτεταμένη στον εγκέφαλο του 
ενήλικου επίμυος. Η παρουσία της πρωτεΐνης ήταν ορατή σε πολυάριθμες νευρικές 
ίνες σε όλο το πάχος του φλοιού των ημισφαιρίων (εικ. 5 Al), πολλές από τις οποίες 
ξεκινούσαν ως νευράξονες από έντονα ανοσοθετικά σώματα των πυραμιδικών 
κυττάρων που βρίσκονται στις στιβάδες III και V. Τα κύτταρα αυτά είχαν σαφώς τη 
μορφολογία νευρικών κυττάρων και η χρώση ως προς το BDNF ήταν
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κυτταροπλασματική (εικ. 5 Α2). Έντονα ανοσοθετικοί άξονες ήταν εμφανείς και σε 
όλη την περιοχή του ιπποκάμπειου σχηματισμού (εικ. 5 Al) (με κατεύθυνση 
εγκάρσια και επιμήκη ως προς τον προσθοπίσθιο άξονα) καθώς και ορισμένα θετικά 
κυτταρικά σώματα στην περιοχή της ΟΕ και σποραδικά στη στιβάδα των 
πυραμιδικών κυττάρων. Στην περιοχή του θαλάμου, του ραβδωτού και των 
υποθαλαμίων πυρήνων η έκφραση του BDNF ήταν πολύ πιο περιορισμένη και 
περιοριζόταν μόνο σποραδικά σε κυτταρικά σώματα.

1.5.ΝΤ-3.

Η παρουσία της νευροτροφίνης ΝΤ-3 ήταν ιδιαίτερα έντονη σε όλη την 
έκταση του ενήλικου εγκεφάλου των φυσιολογικών επίμυων (εικ. 6 Α2). Στο φλοιό 
ανευρισκόταν σε διάσπαρτα κύτταρα σε όλες τις στιβάδες, με πυρηνική και 
κυτταροπλασματική εντόπιση (εικ. 6 Al). Η εντόπιση της ΝΤ-3 αφορούσε αφενός 
πολυάριθμα, μεγάλου μεγέθους κυτταρικά σώματα, συχνά με ανοσοθετικούς 
δενδρίτες και άξονες, στις στιβάδες III και IV, όπως επίσης και μικρότερα κύτταρα, 
πιθανώς κάποια από αυτά γλοία, σε όλο το πάχος του φλοιού. Έντονη ήταν επίσης η 
ανοσοεντόπιση της ΝΤ-3 στα ολιγοδενδρογλοιακά κύτταρα του μεσολόβιου, του 
συνδέσμου των ιππόκαμπων και άλλων δομών λευκής ουσίας. Όσον αφορά στον 
θάλαμο, το ραβδωτό και τους πυρήνες του υποθαλάμου ήταν ορατή η έκφραση της 
ΝΤ-3 σε πολυάριθμα, ποικίλης μορφολογίας κύτταρα, κάποια από τα οποία ήταν 
σαφώς πιο έντονα χρωσμένα. Στον ιπποκάμπειο σχηματισμό παρατηρήθηκε μία 
χαμηλού επιπέδου έκφραση της πρωτεΐνης της ΝΤ-3 σε μεγάλο αριθμό 
πυραμιδικών κυττάρων της CA2 περιοχής και κοκκιωδών κυττάρων της ΟΕ. Πιο 
έντονη ήταν η έκφραση της ΝΤ-3 σε κύτταρα της υποκοκκιώδους στιβάδας της ΟΕ 
(subgranular layer) και σε ενδιάμεσους νευρώνες.

1.6.IGF-I.

Η έκφραση του αυξητικού, τροφικού παράγοντα IGF-Ι στο φυσιολογικό 
εγκέφαλο ήταν πολύ περιορισμένη. Υπήρχαν λίγα ανοσοθετικά κύτταρα, διάσπαρτα 
σε όλο το εύρος του φλοιού και του ιππόκαμπου (εικ. 7-1,2). Τα κύτταρα αυτά είχαν 
πολύ μικρό μέγεθος και ήταν πιθανώς γλοία. Αντίστοιχου μεγέθους θετικά κύτταρα 
υπήρχαν και στο μεσολόβιο υποδεικνύοντας πιθανή ολιγοδενδρογλοιακή 
ταυτότητα. Η ίδια εικόνα ήταν εμφανής και στις υπόλοιπες δομές του εγκεφάλου.

1.7.αντίδραση TUNEL.

Η αντίδραση TUNEL δεν έδωσε θετικά κύτταρα στον εγκέφαλο του 
φυσιολογικού ενήλικου επίμυος (εικ. 8 A 1,2).
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2. Συνέπειες του τοαυιιατισμ.ού.

Γενική εικόνα, ιστολογία.

Η μακροσκοπική παρατήρηση των εγκεφάλων των πειραματόζωων μετά 
την απομόνωσή τους από το κρανίο, δεν αποκάλυψε (εκτός μίας περιπτώσεως σε 
πειραματόζωο το οποίο θυσιάστηκε 4 ώρες μετά τον τραυματισμό) σημαντικά 
επισκληρίδια ή υποσκληρίδια αιματώματα, ακόμα και στα ζώα τα οποία πέθαναν 
πριν τη διέλευση μίας εβδομάδας μετά τον τραυματισμό (4 στα 9). Μάλιστα, στα 
ζώα τα οποία θανατώθηκαν σε αυτό το χρονικό σημείο η περιοχή του τραυματισμού 
ήταν δύσκολο να εντοπισθεί δια γυμνού οφθαλμού λόγω της απουσίας 
συγκέντρωσης αίματος. Η διαδικασία της in vivo ενδοκαρδιακής έγχυσης, με την 
οποία απομακρύνεται ο μεγαλύτερος όγκος αίματος από την κυκλοφορία, φαίνεται 
πως δεν ήταν υπεύθυνη για το φαινόμενο αυτό όπως απέδειξε η εντόπιση 
ενδοεγκεφαλικών αιματωμάτων στη θέση του τραύματος στους εγκεφάλους των 
ζώων που θυσιάστηκαν τις πρώτες 48 ώρες.

Παρά την έλλειψη επισκληρίδιων ή άλλων επιφανειακών αιματωμάτων, 
συχνή ήταν η εντόπιση ενδοκοιλιακών αιμορραγιών, ορισμένες φορές ακόμη και 
στο αντίπλευρο ημισφαίριο. 4 ώρες μετά τον τραυματισμό χαρακτηριστική ήταν η 
εντόπιση ενδοκοιλιακής αιμορραγίας στο ραχιαίο τμήμα της τρίτης κοιλίας [6/7 
ζώα] (εικ. ΙΑ). 12 ώρες μετά το τραύμα η κύρια συγκέντρωση του αίματος δεν 
εστιαζόταν πλέον στην τρίτη κοιλία αλλά κατά μήκος του μεσολόβιου [5/7 ζώα] και 
σε ορισμένες περιπτώσεις στις πλάγιες κοιλίες και των δύο ημισφαιρίων [3/7 ζώα] 
(εικ. 1Β). Μία εβδομάδα μετά δεν εντοπίστηκε καμία περίπτωση ενδοκοιλιακής 
αιμορραγίας (εικ. 1Γ). Η έντονα αιμορραγική εικόνα του μεσολοβίου ίσως 
οφειλόταν στη μετακίνηση του αρχικά συγκεντρωμένου στην τρίτη κοιλία αίματος 
προς τις πλάγιες κοιλίες, μέσω των τρημάτων του Monro, ακολουθώντας τη 
φυσιολογική ροή του εγκεφαλονωτιαίου υγρού (ΕΝΥ). Μία εβδομάδα μετά πιθανώς 
να είχε ολοκληρωθεί η αποχέτευση του μεγαλύτερου μέρους του αιμορραγικού 
ΕΝΥ. Εξίσου πιθανό όμως είναι η συγκέντρωση αίματος στο ύψος του μεσολοβίου 
να οφείλοταν σε επέκταση του αιματώματος του εγκεφαλικού παρεγχύματος, το 
οποίο δημιουργήθηκε σε όλα τα πειραματόζωα κατά τη διάρκεια του διεισδυτικού 
μηχανικού τραυματισμού.

Η απλή ιστολογική παρατήρηση των τομών από τους εγκεφάλους των 
τραυματισμένων ζώων έως και 48 ώρες μετά τον τραυματισμό αποκάλυψε την 
εικόνα του κωνικού τούνελ (εικ. 1 Δ) η οποία είναι χαρακτηριστική για τα τραύματα 
από πυροβόλα όπλα (Κάζδαγλης 1996). Η χρώση με αιματοξυλίνη-εωσίνη ανέδειξε 
την ύπαρξη μίας περιτραυματικής περιοχής, τόσο στο φλοιό όσο και στον 
ιππόκαμπο, η οποία χαρακτηριζόταν από έντονη διατάραξη της συνέχειας του ιστού 
και μείωση του αριθμού των κυττάρων. Συχνή ήταν επίσης η παρατήρηση 
σπογγώδους μορφολογίας του παρεγχύματος. Ακόμη όμως και σε αυτές τις περιοχές 
οι οποίες έιχαν εμφανή σημάδια εκφύλισης συνέχιζαν να υπάρχουν πολυάριθμα 
κύτταρα με φυσιολογική μορφολογία. Στον ιππόκαμπο για παράδειγμα, η 
περιτραυματική περιοχή δε χαρακτηριζόταν από έλλειψη κυττάρων εκατέρωθεν του 
ίχνους του τραύματος, αλλά από πλήρη αποδιοργάνωση της δομής της στιβάδας 
των πυραμιδικών κυττάρων (εικ. 1ΣΤ).
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Μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό η υφή του ιστού γύρω από το τραύμα 
φαινόταν ομαλή. Δεν υπήρχε πλέον ρήξη της συνέχειας του ιστού καθώς ο κενός 
χώρος είχε πληρωθεί από πολυάριθμα κύτταρα και η παρουσία αιματωμάτων στο 
παρέγχυμα ήταν πολύ περιορισμένη (εικόνα 1Γ). Στην περιτραυματική περιοχή 
ήταν ορατό ένα μίγμα αστρογλοιακών κυττάρων (ανοσοθετικών στη πρωτεΐνη 
GFAP) και κυττάρων άλλου τύπου (αρνητικών στη GFAP) πιθανώς ivo βλαστών 
που εισχώρησαν στο εγκεφαλικό παρέγχυμα από τις μήνιγγες (εικ 2Γ). Τα 
αστροκύτταρα συγκεντρώνονταν γύρω από το ίχνος του τραύματος, ουσιαστικά 
δημιουργώντας ένα περίβλημα. Το περίβλημα αυτό των αστροκυττάρων 
δημιουργούσε ένα φραγμό ο οποίος πιθανότατα εμπόδιζε τη διαδικασία ανάπλασης 
του ιστού. Για παράδειγμα, η στιβάδα των πυραμιδικών κυττάρων του ιππόκαμπου, 
της οποίας η συνέχεια είχε διακοπεί από τον τραυματισμό, δεν εμφάνιζε σημεία 
επαναδιάταξης.

Μία δομή η οποία εμφανιζόταν με στοιχεία εκφύλισης σταθερά σε όλες τις 
περιπτώσεις, σε σχέση με το φυσιολογικό εγκέφαλο, ήταν το μεσολόβιο (εικ 3Γ,Δ). 
Παρά το γεγονός πως σε καμία τομή του ιστού δεν παρατηρήθηκε πλήρης διακοπή 
της συνέχειας των νευρικών ινών του μεσολόβιου, αυτό χαρακτηριζόταν - 
εκατέρωθεν της βλάβης- από διόγκωση (πιθανώς λόγω τοπικού οιδήματος) και 
σπογγώδη μορφολογία. Με την πάροδο του χρόνου η μορφολογία αυτή 
επεκτεινόταν πλαγίως και σε ορισμένες περιπτώσεις, ήδη από τις 4 ώρες μετά το 
τραύμα, είχε επεκταθεί και στο αντίπλευρο ημισφαίριο.

Ενδιαφέρον παρουσίασε επίσης η εντόπιση με αιματοξυλίνη ορισμένων 
χαρακτηριστικών κυττάρων με συμπαγείς σφαιρικούς πυρήνες στη στιβάδα των 
πυραμιδικών κυττάρων του ιππόκαμπου, αλλά κυρίως ανάμεσα στα ερυθρά 
αιμοσφαίρια (εικ. ΙΕ). Τα κύτταρα αυτά θα μπορούσαν να είναι λευκά αιμοσφαίρια 
τα οποία εισήλθαν στον ιστό μετά τη βίαιη διάρρηξη του αιματοεγκεφαλικού 
φραγμού εξαιτίας του τραυματισμού. Τα βιβλιογραφικά δεδομένα αναφέρουν σε 
αντίστοιχες περιπτώσεις την είσοδο τέτοιων κυττάρων το πρώτο εικοσιτετράωρο 
μετά τον τραυματισμό.

2.1.nNOS (Πίνακας 1).
2.1.1. 4 ώρες (η=5).

Ήδη από το πρώτο χρονικό σημείο μελέτης μετά τον τραυματισμό άρχισε να 
γίνεται φανερή μία αύξηση του αριθμού των ανοσοθετικών στη nNOS κυττάρων 
κυρίως στον ιππόκαμπο. Η αύξηση αυτή εντοπιζόταν τόσο στην ΟΕ (24%) όσο και 
στην περιοχή CA3 (27%) και εκτεινόταν όχι μόνο περιτραυματική περιοχή αλλά και 
σε ένα μεγάλο μέρος ολόκληρης της δομής του ραχιαίου ιππόκαμπου. Τα κύτταρα 
στα οποία εμφανίστηκε έκφραση της πρωτεΐνης βρίσκονταν κυρίως στην 
υποκοκκιώδη στοιβάδα και την κεντρική περιοχή της ΟΕ (εικ 2) και στον πληθυσμό 
των ενδιάμεσων νευρώνων της CA3 περιοχής. Αύξηση στον αριθμό των θετικών 
κυττάρων εμφανιζόταν και στην ΟΕ του αντίπλευρου ιππόκαμπου, χωρίς να είναι 
στατιστικά σημαντική. Αντίστοιχη αύξηση στον αριθμό των ανοσοθετικών 
κυττάρων στη πρωτεΐνη nNOS εμφανιζόταν στο φλοιό αλλά περιοριζόταν στο 
κέντρο της περιτραυματικής περιοχής.
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2.1.2. 12ώρες(η=5).

12 ώρες μετά τον τραυματισμό ο αριθμός των κυττάρων στα οποία 
εκφραζόταν η nNOS, σε σχέση με τα ζώα μάρτυρες, αυξήθηκε (εικ. 2Γ,Δ). Η 
αύξηση παρέμεινε στατιστικά σημαντική στην ΟΕ του τραυματισμένου ιππόκαμπου 
(32%) και στην περιοχή CA3, αν και με τάσεις μείωσης στη δεύτερη (19%). 
Ενδιαφέρον παρουσίασε το γεγονός πως στις 12 ώρες και ο αντίπλευρος 
ιππόκαμπος εμφάνιζε την ίδια εικόνα με πιο μεγάλη αύξηση στην ΟΕ (35%) και 
μικρότερη (αλλά στατιστικά σημαντική) στην περιοχή CA3 (19%). Η εικόνα στον 
υπόλοιπο εγκέφαλο παρέμεινε ίδια με αυτήν που είχε στις 4 ώρες, δηλαδή υπήρχε 
αυξημένος αριθμός θετικών κυττάρων στην περιτραυματική περιοχή του φλοιού και 
καμία μεταβολή στην έκφραση της nNOS σε άλλες δομές του εγκεφάλου.

2.1.3. 24 ώρες (η=5).

Μία ημέρα μετά τον τραυματισμό, ο αριθμός των ανοσοθετικών κυττάρων 
παρέμεινε αυξημένος, σε στατιστικά σημαντικό επίπεδο, στις ΟΕ και των δύο 
ιππόκαμπων (28% στο τραυματισμένο ημισφαίριο και 22% στο αντίπλευρο). Η 
εικόνα όμως είχε μεταβληθεί όσον αφορά τις ΟΑ3περιοχές, στις οποίες ο αριθμός 
των κυττάρων είχε επανέλθει σε φυσιολογικά επίπεδα. Επιπροσθέτως, στο φλοιό 
δεν ήταν πλέον εμφανής η αύξηση του αριθμού των ανοσοθετικών κυττάρων στην 
περιτραυματική περιοχή.

2.1.4. 48ώρες(η~5).

Οι 48 ώρες ήταν το τελευταίο χρονικό σημείο στο οποίο μελετήθηκε η 
έκφραση της nNOS μετά τον τραυματισμό. El εικόνα του ιππόκαμπου ήταν 
παρόμοια με αυτή των ζώων μαρτύρων, δηλαδή το φαινόμενο της επαγωγής της 
έκφρασης της nNOS που παρατηρήθηκε μετά το τραύμα είχε πλήρως αναστραφεί.

2.2.Hsp70 (Γραφήματα 1,2, Πίνακας 2).
2.2.1. 4 ώρες (η=7).

Στις 4 ώρες μετά τον τραυματισμό παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική 
αύξηση της έκφρασης της Hsp70 στην περιτραυματική περιοχή τόσο στο φλοιό, 
όσο και στον ιππόκαμπο (γράφημα 1)(F=54,459 και Ρ<0,001 χρησιμοποιώντας 
ανάλυση two-way ANOVA). Μία δομή στην οποία επίσης παρατηρήθηκε αύξηση 
της έκφρασης της Hsp70 ήταν το τραυματισμένο μεσολόβιο. Σε ορισμένα ζώα (3/7) 
η αύξηση αυτή επεκτεινόταν στο αντίπλευρο ημισφαίριο. Σε αυτές τις περιπτώσεις 
η περιοχή έκφρασης της Hsp70 ταυτιζόταν με την περιοχή του μεσολόβιου η οποία 
εμφάνιζε χαρακτηριστικά εκφύλισης. Στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων 
του πεπτιδίου μετρήθηκε επίσης στην περιοχή του κοκκιώδους φλοιού πίσω από το 
σπλήνιο του μεσολοβίου και στα δύο ημισφαίρια (γράφημα 2) (F=27,466 και 
Ρ<0,001 για το τραυματισμένο ημισφαίριο, F=4,896 και Ρ<0,05 για το αντίπλευρο 
με ανάλυση two-way ANOVA). Αλλες περιοχές του εγκεφάλου με αυξημένη, αν 
και όχι στατιστικά σημαντική, έκφραση της Hsp70 ήταν ο απιοειδής φλοιός του
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ημισφαιρίου στο οποίο έγινε ο τραυματισμός καθώς και οι παρακοιλιακοί πυρήνες 
του υποθαλάμου και ορισμένα κοκκιώδη κύτταρα της ΟΕ και των δύο ημισφαιρίων 
(πίνακας 2). Πρέπει να αναφερθεί πως ορισμένα από τα ανοσοθετικά στην πρωτεΐνη 
Hsp70 κύτταρα της περιτραυματικής περιοχής είχαν χαρακτηριστική μορφολογία 
κυττάρων τα οποία έχουν εισέλθει στη διαδικασία κυτταρικού θανάτου, δηλαδή 
συμπυκνωμένο κυτταρόπλασμα και τριγωνικό σχήμα (εικ 3 Β3).

Στα ανοσοθετικά κύτταρα όλων των προαναφερθείσων περιοχών η εντόπιση 
της πρωτεΐνης Hsp70 ήταν κυρίως κυτταροπλασματική και σε ορισμένα κύτταρα 
και πυρηνική. Τα θετικά κύτταρα ήταν στην πλειοψηφία τους ευμεγέθη με 
μορφολογία νευρικών κυττάρων (εικ. 3 Β2,6), με εξαίρεση τα ανοσοθετικά κύτταρα 
του μεσολόβιου τα οποία είχαν μικρότερο μέγεθος και σφαιρικό σχήμα (εικ 3 Β4).

2.2.2. 12ώρες(η=7).

12 ώρες μετά τον τραυματισμό ο αριθμός των ανοσοθετικών κυττάρων στην 
Hsp70 παρέμενα στατιστικά σημαντικά αυξημένος στην περιτραυματική περιοχή 
(γράφημα 1) τόσο στο φλοιό (εικ. 3 Β1) όσο και στον ιππόκαμπο (εικ. 3 Β5). 
Μάλιστα στα περισσότερα ζώα εντοπιζόταν αφενός μικρή αύξηση του αριθμού των 
κυττάρων και επέκταση της περιοχής έκφρασης της πρωτεΐνης γύρω από τον 
τραυματισμό προς τον προσθοπίσθιο και τον πλάγιο άξονα, κυρίως στον ιππόκαμπο 
και στο μεσολόβιο (εικ. 3 Β4), χωρίς να αλλάζουν τα μορφολογικά χαρακτηριστικά 
των ανοσοθετικών κυττάρων. Επίσης, αυξημένη ήταν πλέον η παρουσία της Hsp70 
και στο αντίπλευρο μεσολόβιο (6/7 ζώα), γεγονός που υποδείκνυε επέκταση της 
εκφύλισης των νευρικών ινών του μεσολόβιου σε περιοχές πιο απομακρυσμένες 
από το τραύμα. Αντιθέτως, η αύξηση του αριθμού των ανοσοθετικών κυττάρων 
στην περιοχή του κοκκιώδους φλοιού πίσω από το σπλήνιο του μεσολοβίου δεν 
ήταν πλέον ορατή σε κανένα από τα δύο εγκεφαλικά ημισφαίρια (γράφημα 2) 
(στατιστικά σημαντική επίδραση του παράγοντα χρόνου: F=11,331 και Ρ=0,001 για 
το τραυματισμένο ημισφαίριο και F—5,616 και Ρ<0,02 για το αντίπλευρο με 
ανάλυση two-way ANOVA).

2.2.3. 1 εβδομάδα (η=5).

Η έκφραση της Hsp70 στην περιτραυματική περιοχή παρέμενε στατιστικά 
σημαντικά αυξημένη ακόμη και μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό αλλά με 
τάσεις μείωσης (γράφημα 1) (εικ. 3 Β7). Ως σημαντικές μεταβολές σε σχέση με τις 
12 ώρες μπορούν να σημειωθούν η σαφής εντόπιση ανοσοθετικών κυττάρων σε όλη 
την έκταση του μεσολόβιου (και στο αντίπλευρο ημισφαίριο), καθώς και ο 
περιορισμός της περιοχής αυξημένης έκφρασης της Hsp70 εκατέρωθεν του 
τραύματος. Πιο συγκεκριμένα, ενώ ο συνολικός αριθμός των ανοσοθετικών 
κυττάρων στην περιτραυματική περιοχή δε διέφερε στατιστικά σημαντικά από τις 
12 ώρες, τα κύτταρα συγκεντρώνονταν κοντά στο κέντρο της περιοχής (περίπου σε 
απόσταση 0,5mm εκατέρωθεν) χωρίς να είναι ομοιόμορφα διασπαρμένα σε όλο το 
εύρος της (2mm).
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Επιπλέον επανεμφανίστηκε σημαντική αύξηση των ανοσοθετικών στην 
Hsp70 κυττάρων στην περιοχή του κοκκιώδους φλοιού πίσω από το σπλήνιο του 
μεσολοβίου και στα δύο ημισφαίρια (γράφημα 2).

2.3. GFAP.
2.3.1. 4 και 12 ώρες (η=7 και η=7 αντίστοιχα).

Η γενική παρουσία των αστροκυττάρων δεν επηρεάστηκε από τον 
τραυματισμό. Με εξαίρεση την περιτραυματική περιοχή, στον υπόλοιπο εγκέφαλο 
δεν εντοπίστηκε μεταβολή στον αριθμό των αστρογλοιακών κυττάρων.

Μέσα στην περιτραυματική περιοχή αφενός παρατηρήθηκε μείωση του 
αριθμού τους, ανάλογη με τη μείωση σε όλους τους τύπους κυττάρων εξαιτίας της 
καταστροφής τμήματος του ιστού και αφετέρου εμφανίστηκαν ορισμένα ευμεγέθη 
κύτταρα χωρίς τυπική αστεροειδή μορφή, με έντονη χρώση για την GFAP (εικ. 4- 
5). Όμοι ανοσοθετικά κύτταρα ήταν επίσης εμφανή στη στιβάδα των πυραμιδικών 
κυττάρων του ιππόκαμπου. Το πιθανότερο ενδεχόμενο είναι πως επρόκειτο για 
υπερμεγέθη, ευτροφικά ενεργοποιημένα αστρογλοιακά κύτταρα

2.3.2. 1 εβδομάδα (η=5).

Μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό δεν υπήρχαν πλέον τα υπερτροφικά 
αστρογλοιακά κύτταρα τα οποία ήταν ορατά στις πρώτες 12 ώρες. Αντιθέτως, 
αυξημένος αριθμός αστρογλοιακών κυττάρων τυπικής μορφολογίας εντοπιζόταν 
κατά μήκος του ίχνους του τραυματισμού (εικ. 4-6). Τα αστρογλοιακά κύτταρα 
σχημάτιζαν, όπως αποκάλυψε πολύ ευκρινώς η ανοσοϊστοχημική εντόπιση της 
πρωτεΐνης GFAP, τη χαρακτηριστική «ουλή» του ιστού, ενώ διατάσσονταν γύρω 
από συγκεκριμένες εστίες ερυθρών αιμοσφαιρίων και άλλων τύπων κυττάρων 
αρνητικών γαι την πρωτεΐνη GFAP (πιθανότατα ινοβλαστών).

2.4. BDNF (Πίνακας 3).
2.4.1. 4 ώρες (η—7).

4 ώρες μετά τον τραυματισμό ήταν εμφανής σημαντική μείωση του αριθμού 
των ανοσοθετικών στον BDNF νευρικών ινών και κυτταρικών σωμάτων στην 
περιτραυματική περιοχή (εικ. 5 Β3). Στην ουσία, στη συγκεκριμένη μελέτη η 
περιτραυματική περιοχή μπορούσε σε μεγάλο βαθμό να οριστεί ως η περιοχή του 
ιστού γύρω από τον τραυματισμό στην οποία εντοπιζόταν έλλειψη έκφρασης του 
συγκεκριμένου πεπτιδίου. Εξαίρεση αποτελούσε η εντόπιση μέσα στην 
περιτραυματική περιοχή του φλοιού λιγοστών κυττάρων με έντονη έκφραση του 
BDNF. Η μορφολογία των κυττάρων αυτών δεν ήταν φυσιολογική (εικ. 5 Β1). 
Είχαν σώμα τριγωνικού σχήματος με συρρικνωμένο και συμπαγές κυτταρόπλασμα 
χαρακτηριστικά που υποδήλωναν κύτταρα που έχουν εισέλθει στη διαδικασία 
κυτταρικού θανάτου. Η παρουσία αποφυάδων καθώς και το μέγεθος τους 
συνέτειναν στην ταυτοποίησή τους ως νευρικών. Επίσης, μικρός αριθμός 
πυραμιδικών κυττάρων της CAI περιοχής του ιππόκαμπου -μέσα στην 
περιτραυματική περιοχή- εμφάνιζε περιορισμένη έκφραση του BDNF. Στις όμορες
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στην περιτραυματική περιοχές του φλοιού παρατηρούνταν κυτταρικά σώματα με 
εντονότερη έκφραση του BDNF (στις στιβάδες IV και V), ενώ στον ιππόκαμπο 
εντοπιζόταν αυξημένη παρουσία του BDNF κυρίως σε ίνες. Καμία διαφορά δεν 
παρατηρήθηκ στην έκφραση του BDNF στο αντίπλευρο ημισφαίριο.

2.4.2. 12 ώρες (η=7).

Η εικόνα της έκφρασης του πεπτιδίου της νευροτροφίνης BDNF 12 ώρες 
μετά τον τραυματισμό ήταν ίδια με αυτή των 4 ωρών (εικ. 5 Β4,5). FI 
περιτραυματική περιοχή ήταν κενή από άξονες και κυτταρικά σώματα ανοσοθετικά 
στη νευροτροφίνη, ενώ οι όμορες περιοχές διακρίνονταν από αυξημένη 
συγκέντρωση BDNF (εικ. 5 Β2). Αρόντα ήταν και τα λιγοστά θετικά κυτταρικά 
σώματα μέσα στην περιτραυματική περιοχή που περιγράφηκαν και στις 4 ώρες (εικ. 
5 Β1). Αυξημένος αριθμός ανοσοθετικών κυτταρικών σωμάτων παρατηρήθηκε 
επίσης στον απιοειδή φλοιό του τραυματισμένου ημισφαιρίου. Στο αντίπλευρο 
ημισςφαίριο δεν παρατηρήθηκε καμία διαφορά.

2.4.3. 1 εβδομάδα (η=5).

Μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό, το πρότυπο έκφρασης του BDNF δεν 
είχε μεταβληθεί σημαντικά. Στην περιτραυματική περιοχή, γύρω από το ίχνος του 
τραύματος, εκεί όπου είχε συσσωρευτεί συνδετικός ιστός και γλοία κύτταρα, 
παρέμενε μία, μικρότερου από ότι στις 12 ώρες, μεγέθους περιοχή κενή από 
θετικούς άξονες και κυτταρικά σώματα (εικ. 5 Β6). Ως διαφορές πρέπει να 
σημειωθούν: πρώτον, η απουσία ακόμα και σποραδικών κυττάρων με υψηλά 
επίπεδα BDNF, είτε μέσα στην περιτραυματική περιοχή είτε στις όμορες περιοχές 
και δεύτερον, η ανοσοεντόπιση του πεπτιδίου στο εγκεφαλικό παρέγχυμα, με τη 
μορφή διάχυτης εξωκυττάριας χρώσης στην περιτραυματική περιοχή (εικ. 5 Β7). 
Δεν ήταν δυνατό να αποσαφηνιστεί εάν η χρώση οφειλόταν στην ανοσοεντόπιση 
BDNF συγκεντρωμένου σε τελικές απολήξεις νευρικών κυττάρων ή σε υψηλά 
επίπεδα εξωκυττάριου BDNF.

2.5.ΝΤ-3 (Πίνακας 4).
2.5.1. 4ώρες (η=7).

Ο τραυματισμός επέφερε σημαντική μείωση στην έκφραση της 
νευροτροφίνης ΝΤ-3 στην περιτραυματική περιοχή. Η έκφρασή της μειώθηκε 
σημαντικά σε σχέση με το φυσιολογικό εγκέφαλο, τόσο σε αριθμό κυττάρων, όσο 
και σε ποσότητα πεπτιδίου, στο βαθμό που αυτή ήταν δυνατόν να εκτιμηθεί ως 
συνάρτηση της έντασης της χρώσης (εικ. 6 Β1). Σε ορισμένες περιπτώσεις οι 
όμορες στην περιτραυματική περιοχές χαρακτηρίζονταν από εντόπιση κυττάρων με 
αυξημένη συσσώρευση πεπτιδίου, χωρίς όμως η ένταση του φαινομένου αυτού να 
είναι τόσο μεγάλη όσο στον BDNF. Αυξημένη ήταν επίσης η παρουσία θετικών στη 
ΝΤ-3 κυττάρων στο τραυματισμένο μεσολόβιο. Τα κύτταρα αυτά ήταν όμοια με τα 
κύτταρα του μεσολόβιου που ήταν ανοσοθετικά για την Hsp70 και ήταν μάλλον
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ολιγοδενδρογλοιακά, με βάση το μέγεθος και την ανατομική θέση τους. Ορισμένα 
από τα θετικά κύτταρα στη ΝΤ-3 μέσα στην περιτραυματική περιοχή είχαν 
μορφολογία κυττάρων που βρίσκονται στη διαδικασία κυτταρικού θανάτου 
(συμπυκνωμένο κυτταρόπλασμα και έντονα τριγωνικό σχήμα).Τα κύτταρα αυτά 
ήταν όμοια με αντίστοιχα κύτταρα ανοσοθετικά στην πρωτεΐνη Hsp70 και στη 
νευροτροφίνη BDNF. Τέλος, λιγοστά θετικά κύτταρα της περιοχής CAI του 
τραυματισμένου ιππόκαμπου ήταν μάλλον θετικά (σύγκριση σε διαδοχικές τομές) 
και για την πρωτεΐνη GFAP.

2.5.2. 12 ώρες (η=7).

Το πρότυπο της έκφρασης της ΝΤ-3 12 ώρες μετά τον τραυματισμό δεν ήταν 
ιδιαίτερα διαφοροποιημένο από αυτό των 4 ωρών (εικ. 6 Β3). Θα μπορούσε να 
αναφερθεί μόνο η επέκταση του αυξημένου αριθμού θετικών κυττάρων κατά μήκος 
του μεσολόβιου και η εντόπιση σε ορισμένες περιπτώσεις ανοσοθετικών κυττάρων 
στον απιοειδή φλοιό. Επιπροσθέτως μειωμένη ήταν η έκφραση της ΝΤ-3 σε 
πυρήνες όμορους στην ραχιαία τρίτη κοιλία (οπίσθιοι και μεσαίοι ηνιακοί πυρήνες/ 
Lateral and Medial Habenular nuclei).

2.5.3. 1 εβδομάδα (n=5).

Μετά από μία εβδομάδα η έκφραση της ΝΤ-3 στην περιοχή του τραύματος 
ήταν αρκετά έντονη. Τα κύτταρα τα οποία βρίσκονταν στη θέση του τραυματισμού 
«γεμίζοντας» τον κατεστραμμένο ιστό ήταν στην πλειοψηφία τους θετικά στη ΝΤ-3 
(εικ. 6 Β4,5). Τα θετικά κύτταρα είχαν ποικίλη μορφολογία και μάλλον ήταν μικτά 
νευρικά και γλοία.

2.6.IGF-I.
2.6.1. 4 και 12 ώρες (η=7 και η=7 αντίστοιχα).

Τις πρώτες δώδεκα ώρες μετά τον τραυματισμό εντοπίστηκε περιορισμένη 
αύξηση των επιπέδων του πεπτιδίου του IGF-Ι στην περιτραυματική περιοχή. Τόσο 
στις 4 όσο και στις 12 ώρες, εμφανίστηκαν κύτταρα θετικά στον IGF-Ι ακριβώς 
δίπλα στις θέσεις όπου ο ιστός είχε σχιστεί κατά τον τραυματισμό, κυρίως στο 
φλοιό (εικ. 7-3). Τα κύτταρα αυτά ήταν μεγάλου μεγέθους με κυτταροπλασματική 
εντόπιση της πρωτεΐνης. Επίσης η έκφραση του IGF-Ι εμφανίστηκε αυξημένη σε 
κύτταρα του μεσολόβιου, κοντά στην περιοχή του τραύματος.

2.6.2. 1 εβδομάδα (η=5).

Μετά τη πάροδο μίας εβδομάδας από τον τραυματισμό, η έκφραση του IGF-I 
εμφανίστηκε να έχει επαχθεί σε όλο το εύρος της περιτραυματικής περιοχής, τόσο 
στο φλοιό όσο και στον ιππόκαμπο (εικ. 7-4, 7-5). Η εντόπιση του IGF-Ι αφορούσε 
κυρίως μικρού μεγέθους κύτταρα και ήταν τόσο κυτταροπλασματική όσο και 
πυρηνική. Τα ανοσοθετικά κύτταρα εντοπίζονταν σχεδόν αποκλειστικά στο κέντρο 
του τραύματος, στη θέση όπου αναπτύσσονταν οι διαδικασίες επούλωσης της
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καταστροφής. Μόνη εξαίρεση αποτελούσε το μεσολόβιο στο οποίο η παρουσία του 
IGF-Ι επεκτεινόταν πλαγίως πέραν της περιτραυματικής περιοχής. Στο μεσολόβιο 
τα θετικά στον IGF-Ι κύτταρα ήταν πολυάριθμα και εντοπίζονταν σε όλο το μήκος 
της δομής στο τραυματισμένο ημισφαίριο. Ο IGF-Ι ήταν η μόνη πρωτεΐνη η οποία 
δε βρέθηκε να αυξάνεται σε περιοχές ανατομικά απομακρυσμένες από τον 
τραυματισμό.

2.7.Αντίδραση TUNEL (Γράφημα 3).
2.7.1. 4 ώρες (η-7).

Πολυάριθμα κύτταρα θετικά στην αντίδραση TUNEL ήταν ορατά κατά 
μήκος του τραύματος στο φλοιό(εικ. 8 Β1) και στον ιππόκαμπο μετά τις πρώτες 4 
ώρες από τον τραυματισμό. Η αύξηση του αριθμού των θετικών κυττάρων ήταν 
στατιστικά σημαντική τόσο στο φλοιό όσο και στον ιππόκαμπο (F—101,405 και 
ΡΟ,ΟΟΙ για το φλοιό και F=221,333 και ΡΟ,ΟΟΙ για τον ιππόκαμπο με ανάλυση 
Two-way ANOVA). Ιδιαίτερα όσον αφορά στον ιππόκαμπο, επρόκειτο κυρίως για 
θετικά πυραμιδικά κύτταρα (εικ. 8 Β7) κοντά στο σημείο που ο μηχανικός 
τραυματισμός είχε προκαλέσει τη διάρρηξη της συνέχειας της στιβάδας αυτών των 
κυττάρων. Επιπροσθέτως, στατιστικά σημαντική αύξηση του αριθμού των 
αποπτωτικών κυττάρων παρατηρήθηκε και στη στοιβάδα των κοκιωδών κυττάρων 
της ΟΕ στο τραυματισμένο ημισφαίριο (F= 148,196 και ΡΟ,ΟΟΙ με ανάλυση two-way 
ANOVA).

2.7.2. 12 ώρες (η-7).

Ο αριθμός των κυττάρων που είχαν εισέλθει στη διαδικασία του 
προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου είχε αυξηθεί στατιστικά σημαντικά από 
τις 4 έως τις 12 ώρες τόσο στον τραυματισμένο φλοιό (F=36,237 και ΡΟ,ΟΟΙ), όσο 
και στον τραυματισμένο ιππόκαμπο (F= 145,793 και ΡΟ,ΟΟΙ) αλλά και στην 
γειτονική στην περιτραυματική περιοχή ΟΕ (εικ. 8 Β3-5) (F=l48,074 και ΡΟ,ΟΟΙ). 
Ταυτόχρονα στατιστικά σημαντική αύξηση του αριθμού των θετικών κυττάρων 
στην αντίδραση TUNEL παρατηρήθηκε στον ιππόκαμπο (F=70,809 και ΡΟ,ΟΟΙ) 
και στα κοκκιώδη κύτταρα της ΟΕ (F=91,098 και ΡΟ,ΟΟΙ) του αντίπλευρου 
ημισφαιρίου. Επιπροσθέτως, θετικά κύτταρα εμφανίζονταν στην περιοχή του 
απιοειδούς φλοιού και στους παρακοιλιακούς υποθαλαμικούς πυρήνες (εικ. 8 Β6).

2.7.3. 1 εβδομάδα (η=5).

Η ανατομική εντόπιση των θετικών στην αντίδραση TUNEL κυττάρων δεν 
ήταν ιδιαίτερα διαφοροποιημένη μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό. Η 
περιτραυματική περιοχή στο φλοιό και τον ιππόκαμπο, ο αντίπλευρος φλοιός και 
ιππόκαμπος, ο απιοειδής φλοιός και οι παρακοιλιακοί υποθαλαμικοί πυρήνες 
εξακολουθούσαν να είναι οι περιοχές στις οποίες κυρίως εντοπίζονταν τα TUNEL 
θετικά κύτταρα. Όσον αφορά στον ιππόκαμπο, τα θετικά κύτταρα δεν 
περιορίζονταν μόνο στη στιβάδα των πυραμιδικών κυττάρων, αλλά εκτείνονταν και
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στους ενδιάμεσους νευρώνες. Η εικόνα μάλιστα ήταν παρόμοια και στους δύο 
ιππόκαμπους (εικ. 8 Β9-12). Πολυάριθμα θετικά κύτταρα εντοπίζονταν ακόμη και 
κατά μήκος της επούλωσης του τραύματος στο φλοιό και τον ιππόκαμπο (εικ. 8 
Β11,12).

2.8.Συνοπτική συγκριτική περιγραφή των χρονικών σημείων.

2.8.1. 4 ώρες (Σχήμα Α).

4 ώρες μετά τον μηχανικό, διεισδυτικό τραυματισμό ο εγκέφαλος του 
ενήλικου επίμυος είχε ήδη αρχίσει να αντιδρά. Μεγάλος αριθμός νευρικών και 
γλοίων κυττάρων παρήγαγαν τη θερμοεπαγόμενη, προστατευτική πρωτεΐνη Hsp70 
στην περιτραυματική περιοχή, στομεσολόβιο και στην περιοχή του κοκκιώδους 
φλοιού πίσω από το σπλήνιο του μεσολοβίου. Το κυριότερο χαρακτηριστικό του 
ιστού ήταν η σημαντική μέιωση (σχεδόν έλλειψη) θετικής χρώσης των νευραξόνων 
και των κυτταρικών σωμάτων για τη νευροτροφίνη BDNF στην περιτραυματική 
περιοχή. Το ίδιο φαινόμενο, αλλά όχι με την ίδια ένταση παρατηρήθηκε και για την 
έκφραση της νευροτροφίνης ΝΤ-3. Εξαίρεση αποτελούσε ένας μικρός αριθμός, 
έντονα θετικών για τον BDNF και σε μικρότερο βαθμό για τη ΝΤ-3 κυτταρικών 
σωμάτων, που βρίσκονταν στην περιτραυματική περιοχή τα οποία είχαν 
συρρικνωμένο κυτταρόπλασμα και ήταν θετικά και για την Hsp70 (χρώση σε 
διαδοχικές τομές). Επιπροσθέτως, ο αυξητικός παράγοντας IGF-Ι άρχιζε να 
συντίθεται σε μικρό αριθμό κυττάρων ακριβώς στα όρια της βλάβης, ενώ η nNOS 
εμφανιζόταν στατιστικά σημαντικά αυξημένη σε όλον τον τραυματισμένο 
ιππόκαμπο. Στα όρια του τραύματος άρχιζαν επίσης να εμφανίζονται μερικά 
υπερτροφικά αστρογλοιακά κύτταρα, ορισμένα εκ των οποίων, στη στιβάδα των 
πυραμιδικών κυττάρων, ήταν θετικά και για τις νευροτροφίνες BDNF και ΝΤ-3. 
Τέλος, το φαινόμενο του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου εμφανιζόταν σε 
ομάδες κυττάρων της περιτραυματικής περιοχής στο φλοιό και λίγο πιο εκτεταμένα 
στον ιππόκαμπο.

Στο αντίπλευρο ημισφαίριο δεν εντοπίστηκαν σημαντικές διαφοροποιήσεις 
στην έκφραση των παραπάνω παραγόντων. Εξαίρεση αποτελούσε η στατιστικά 
σημαντική αύξηση του αριθμού των θετικών κυττάρων στην Hsp70 στην περιοχή 
του κοκκιώδους φλοιού πίσω από το σπλήνιο του μεσολοβίου και στο μεσολόβιο σε 
ορισμένα μόνο ζώα (3/7).

2.8.2. 12 ώρες (Σχήμα Β).

12 ώρες μετά τον τραυματισμό τα μοριακά και κυτταρικά φαινόμενα τα 
οποία εμφανίσθηκαν στις 4 ώρες ήταν ακόμη ορατά και ορισμένα πιο έντονα. Η 
εξάπλωση της έκφρασης της Hsp70 στο μεσολόβιο είχε ξεπεράσει σχεδόν σε όλα τα 
ζώα (6/7) τα όρια του ενός ημισφαιρίου και εντοπιζόταν και στο αντίπλευρο 
ημισφαίριο. Πολύ πιό έντονη ήταν η επέκταση που παρατηρήθηκε στο φαινόμενο 
του κυτταρικού θανάτου. Εκτός της περιτραυματικής ζώνης του φλοιού και του 
ιππόκαμπου, κύτταρα θετικά στην αντίδραση TUNEL εντοπίζονταν επιπλέον στον 
αντίπλευρο ιππόκαμπο, στον απιοειδή φλοιό του τραυματισμένου ημισφαιρίου και
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γύρω από την τρίτη κοιλία. Ιδιαίτερη εξάπλωση χαρακτήριζε όμως και την έκφραση 
της nNOS, η οποία επεκτεινόταν και στους δύο αντίπλευρους ιππόκαμπους. Η 
σημαντική μείωση στην έκφραση των νευροτροφινών BDNF και ΝΤ-3 στην 
περιτραυματική περιοχή παρέμενε. Παρατηρήθηκε όμως περιορισμένη αλλά 
διακριτή αύξηση της έκφρασής τους στις όμορες περιοχές, όπως και σε ανατομικά 
απομακρυσμένες δομές όπως ο απιοειδής φλοιός. Επιπλέον, παρατηρήθηκε μείωση 
στην έκφραση της ΝΤ-3 στους μεσαίους και οπίσθιους ηνιακούς πυρήνες του 
θαλάμου. Τέλος, η αύξηση της έκφρασης του IGF-Ι και η εντόπιση υπερτροφικών 
αστρογλοιακών κυττάρων δίπλα στον κατεστραμμένο ιστό παρέμεινε περιορισμένη. 
Αξίζει να σημειωθεί πως στον απιοειδή φλοιό του τραυματισμένου ημισφαιρίου και 
στους παρακοιλιακούς υποθαλαμικούς πυρήνες βρέθηκε -σε λίγα ζώα- ταυτόχρονα 
αυξημένος αριθμός ανοσοθετικών κυττάρων στις πρωτεΐνες Hsp70, ΝΤ-3 και 
BDNF καθώς και θετικών στην αντίδραση TUNEL κυττάρων.

2.8.3. 1 εβδομάδα (Σχήμα Γ).

1 εβδομάδα μετά τον τραυματισμό ήταν εμφανείς ορισμένες μεταβολές στην 
παραπάνω περιγραφείσα εικόνα του ιστού. Το φαινόμενο του αποπτωτικού 
κυτταρικού θανάτου παρέμενε εκτεταμένο και στα δύο ημισφαίρια στην περιοχή 
του ιππόκαμπου και του φλοιού. Η έκφραση της Hsp70 ήταν ακόμη έντονη αλλά 
με τάσεις μείωσης και συγκέντρωσης στο κέντρο της περιτραυματικής περιοχής. Η 
απουσία του BDNF από την περιτραυματική περιοχή παρέμενε έντονη αν και μία 
διάχυτη χρώση του παρεγχύματος ίσως υποδήλωνε την επανέναρξη της τοπικής 
σύνθεσής του. Από την άλλη μεριά, η έκφραση της ΝΤ-3 είχε αποκατασταθεί στο 
μεγαλύτερο μέρος της περιτραυματικής περιοχής και ήταν έντονη στα κύτταρα που 
είχαν μεταναστεύσει στην περιοχή του κατεστραμμένου ιστού (στην «ουλή»). 
Αντίστοιχα έντονη, και ίσως σε μεγαλύτερο βαθμό, ήταν η έκφραση του IGF-Ι, σε 
περιορισμένο όμως ανατομικά χώρο, στα όρια της περιτραυματικής περιοχής και 
του μεσολόβιου. Τέλος, η παρουσία τυπικών αστρογλοιακών κυττάρων στην 
περιοχή της «ουλής» ήταν έντονη και ουσιαστικά αυτά διαμόρφωναν την κυτταρική 
αρχιτεκτονική του τραυματισμένου ιστού.

3. Μετατραυρ,ατική γορήγησπ IGF-Ι (Σγήματα Δ-Ε).

Η τοπική χορήγηση του IGF-Ι σε τρεις δόσεις, 15, 45 και 75 λεπτά μετά τον 
τραυματισμό, επέφερε ορισμένες μεταβολές στην έκφραση ορισμένων από τις 
πρωτεΐνες που μελετήθηκαν 4 (η=4) και 12 (π=4) ώρες αργότερα. Η κυριότερη 
διαφορά, η οποία έγινε ορατή σε όλα τα πειραματόζωα στα οποία χορηγήθηκε, ήταν 
ο περιορισμός της περιτραυματικής ζώνης, έτσι όπως αυτή ορίστηκε από τα 
πρότυπα έκφρασης συγκεκριμένων πεπτιδίων (αύξηση της Hsp70, μείωση των 
BDNF και ΝΤ-3). Πιο αναλυτικά:

3.1.Hsp70 (Γραφήματα 1,2, Πίνακας 2).

Η αύξηση της έκφρασης της Hsp70 στην περιτραυματική περιοχή παρέμεινε 
στατιστικά σημαντική σε σχέση με τα ζώα μάρτυρες αλλά ήταν στατιστκά



σημαντικά μειωμένη σε σχέση με τα τραυματισμένα ζώα τα οποία είχαν πάρει 
έκδοχο (γράφημα 1). Η επίδραση αυτή του IGF-Ι ήταν σαφής και στα δύο χρονικά 
σημεία που μελετήθηκαν (εικ. 3 Γ1). Επίσης, ο IGF-Ι οδήγησε στην απάλειψη της 
παροδικής (στις 4 ώρες μετά τον τραυματισμό) αύξησης του αριθμού των θετικών 
στην Hsp70 κυττάρων στον κοκκιώδη φλοιό πίσω από το σπλήνιο του μεσολοβίου 
και στα δύο ημισφαίρια (γράφημα 2). Ενδιαφέρον επίσης παρουίασε η εντόπιση, σε 
ορισμένα ζώα, περισσότερων ανοσοθετικών κυττάρων στον αντίπλευρο φλοιό και 
κυρίως στον ιππόκαμπο -από ό,τι στην περιτραυματική περιοχή- μετά τη χορήγηση 
του IGF-I.

3.2. BDNF (Πίνακας 3).

Η πιο διακριτή ίσως επίδραση της χορήγησης του IGF-Ι ήταν η αναστροφή 
του φαινομένου της δραματικής μείωσης των επιπέδων του BDNF στην 
περιτραυματική περιοχή. Στην ομάδα των πειραματόζωων στα οπία ενέθηκε IGF-I 
ήταν σαφής η παραμονή θετικών στον BDNF νευρικών ινών και κυτταρικών 
σωμάτων σε επαφή με τον πυρήνα του τραύματος, 4 και 12 ώρες μετά τον 
τραυματισμό (εικ. 5 Γ1-3). Επιπροσθέτως, όπου διαμορφώνοταν περιτραυματικός 
χώρος με μειωμένη έκφραση του BDNF, η αύξηση της παρουσίας της πρωτεΐνης 
στις αμέσως όμορες περιοχές ήταν έντονη. Πιο έντονη από την αντίστοιχα 
παρατηρούμενη αύξηση στην ομάδα των τραυματισμένων ζώων, χωρίς χορήγηση 
IGF-I.

3.3. ΝΤ-3 (Πίνακας 4).

Η χορήγηση του IGF-Ι οδήγησε σε μεγάλο βαθμό στη διατήρηση της 
έκφρασης του πεπτιδίου της ΝΤ-3 στην περιτραυματική περιοχή. Ιδιαίτερα στο 
φλοιό η ανοσοϊστοχημική εντόπιση της ΝΤ-3 4 και 12 ώρες μετά το τραύμα, μετά 
τη χορήγηση IGF-Ι, σε πολλές τομές εμφανίστηκε σχεδόν όμοια με του 
φυσιολογικού εγκεφάλου, με αποτέλεσμα να υπάρχει δυσκολία να διακριθεί ο 
τραυματισμός (εικ. 6 Γ1,3). Επιπλέον, σε αρκετές περιπτώσεις βρέθηκε αύξηση στα 
επίπεδα της ΝΤ-3 στις 12 ώρες μετά τον τραυματισμό, σε πυρήνες του θαλάμου, 
στο τραυματισμένο ημισφαίριο (εικ. 6 Γ2). Η αύξηση αυτή αφορούσε την έκφραση 
της νευροτροφίνης σε κυτταρικούς πληθυσμούς στους οποίους δεν εκφραζόταν στο 
φυσιολογικό εγκέφαλο ούτε και στο αντίπλευρο ημισφαίριο.

3.4. GFAP.

Η χορήγηση IGF-Ι μετά τον τραυματισμό δεν επηρέασε την 
ανοσοϊστοχημική εντόπιση της πρωτεΐνης GFAP. Δεν παρατηρήθηκε μεταβολή 
ούτε του αριθμού των ανοσοθετικών κυττάρων ούτε της συνολικής ποσότητας της 
πρωτεΐνης. Η παρουσία των ευτροφικών, ευμεγεθών αστρογλοιακών κυττάρων 
παρέμεινε ως σταθερό μετατραυματικό εύρημα στα δύο χρονικά σημεία στα οποία 
μελετήθηκε.
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3.5.IGF-I.

Η έκφραση του τροφικού παράγοντα IGF-Ι δεν μεταβλήθηκε από την 
εξωγενή χορήγηση του ίδιου του παράγοντα. Στον πυρήνα του τραύματος, λίγα 
ανοσοθετικά κυτταρικά σώματα ήταν εμφανή τόσο στις 4 όσο και στις 12 ώρες.

3.6.Αντίδραση TUNEL (Γράφημα 3).

Η χορήγηση του IGF-Ι είχε ως αποτέλεσμα τη σημαντική μείωση του 
αριθμού των θετικών στην αντίδραση TUNEL κυττάρων στην περιοχή του 
τραύματος (γράφημα 3). Το φαινόμενο ήταν εμφανές ήδη από τις 4 ώρες. Η 
επίδραση του IGF-Ι ήταν όμως πιο έντονη 12 ώρες μετά τον τραυματισμό. Στην 
περιτραυματική περιοχή, τόσο στο φλοιό όσο και στον ιππόκαμπο, η παρουσία 
θετικών στην αντίδραση TUNEL κυττάρων ήταν στατιστικά σημαντικά μειωμένη. 
Χαρακτηριστική της δράσης του IGF-Ι ήταν η εντυπωσιακή μείωση των 
αποπτωτικών κυττάρων στην κοκκιώδη στιβάδα της ΟΕ (εικ. 8 Γ2-4), μία περιοχή 
με μεγάλο αριθμό θετικών κυττάρων 12 ώρες μετά το τραύμα στα τραυματισμένα 
ζώα στα οποία είχε χορηγηθεί μόνο έκδοχο. FI μείωση αυτή δεν επεκτεινόταν στην 
αντίπλευρη ΟΕ, στην οποία παρέμενε έντονο το φαινόμενο της απόπτωσης στα 
κοκκιώδη κύτταρα. Επιπροσθέτως, στους εγκεφάλους των πειραματόζωων στα 
οποία χορηγήθηκε μετατραυματικά IGF-Ι δεν εντοπίστηκε μεγάλος αριθμός 
κυττάρων θετικών στη αντίδραση TUNEL σε πιο απομακρυσμένες από το τραύμα 
περιοχές του εγκεφάλου, όπως ο απιοειδής φλοιός και οι υποθαλαμικοί 
παρακοιλιακοί πυρήνες.
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ΠΙΝΑΚΕΣ-ΓΡ ΑΦΗΜΑΤ Α-ΕΙΚΟΝΕΣ
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ΤΡΑΥΜΑΤΙΣΜΕΝΟ
ΗΜΙΣΦΑΙΡΙΟ ΑΝΤΙΘΕΤΟ ΗΜΙΣΦΑΙΡΙΟ

ΟΕ ΠΕΡΙΟΧΗ
CA3 r\rKJèL

ΠΕΡΙΟΧΗ
CA3

ΖΩΑ
ΜΑΡΤΥΡΕΣ

(π=5)
14,5± 13,9± 14,5± 13,9±

4 ΩΡΕΣ
(η=5) 18±2,9* 18±2,8* 17,33±2,3 15,8±4,3

12 ΩΡΕΣ
(π=5) 19,11±4,6* 16,55±3,2* 19,63±3,7* 16,5±3,2*

24 ΩΡΕΣ
(π=5) 18,5±3,2* 15,88±2,1 17,63±2,5* 15,86±2.4

48 ΩΡΕΣ
(π=5) 17,29±2,4 14±1,3 13,6±2,6 14±2,8

ΠΙΝΑΚΑΣ 1. Αριθιιός ανοσοθετικών για τη πρωτεΐνη nNOS κυττάρων στον 
ιππόκαμπο. Οι μετρήσεις έγιναν στην Οδοντωτή Έλικα (ΟΕ) και στην περιοχή CA3 
του τραυματισμένου και του αντίπλευρου του ιππόκαμπου. Οι συγκρίσεις σε κάθε 
ένα χρονικό σημείο έγιναν μεταξύ της κάθε περιοχής σε σχέση με την αντίστοιχη 
περιοχή στα ζώα μάρτυρες. Με έντονο χρώμα και αστερίσκο επισημαίνονται οι 
τιμές που είναι στατιστικά σημαντικές μετά από ανάλυση κατά Student (t-test) και 
με επίπεδο σημαντικότητας ρ<0,05. (Σε κάθε κατηγορία έχουν χρησιμοποιηθεί 
εγκέφαλοι από 5 πειραματόζωα.)
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Γραφήματα Hsp70

στατιστικώς σημαντικά μικρότερος στα ζώα μάρτυρες σε σχέση τόσο με τα 
τραυματισμένα ζώα όσο και με τα ζώα στα οποία χορηγήθηκε IGF-Ι (4- : ΡΟ,ΟΟΙ). 
Παρόλα αυτά η χορήγηση IGF-Ι μείωσε σημαντικά τον αριθμό των θετικών 
κυττάρων σε σχέση με τα τραυματισμένα ζώα στα οποία χορηγήθηκε έκδοχο (ψ : 
Ρ<0,001). ”

I Μάρτυρες

Κοκκιώδης Φλοιός πίσω από 
το Σπλήνιο του Μεσολοβίου

Αριθμός
θετικών
κυττάρων

στην
Hsp70 ανά
οπτικό
πεδίο

Τραυματισμένο Αντίπλευρο

2 ημισφαίριο ημισφαίριο

■■Τραύμα: 4 Ώρες 

I ΙΤραΰμα+TGF-I: 4 Ώρες 

Κ13Τραύμα: 12 Ώρες 

1 ΙΤραύμα+IGF-I: 12 Ώρες 

Ε§3Τραύμα: 1 Εβδομάδα

Γράφτηια 2. Ο αριθμός των ανοσοθετικών κυττάρων στην Hsp70 είναι στατιστικώς σημαντικά 
μικρότερος στα ζώα μάρτυρες σε σχέση με τα τραυματισμένα ζώα στα οποία χορηγήθηκε 
έκδοχο 4 ώρες και μία εβδομάδά μετά τον τραυματισμό (I : Ρ<0,001). Η χορήγηση IGF-I 
οδήγησε στη στατιστικώς σημαντική μείωση του αριθμού των θετικών κυττάρων 4 ώρες μετά 
τον τραυματισμό (φ : Ρ<0,001) με αποτέλεσμα ο αριθμός των κυττάρων να μη διαφέρει από τα 
ζώα μάρτυρες.
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3η κοιλία

Εικόνα 1. 4 Ώρες μετά τον τραυματισμό ένα ενδοεγκεφαλικό αιμάτωμα ήταν εμφανές στο παρέγχυμα στη θέση το 
ίλάβης καθώς και στο ραχιαίο τμήμα της 3ης κοιλίας (Α, η περιτραυματική περιοχή περιλαμβάνεται μέσα στις δ 
:αράλληλες γραμμές, το τρίγωνο υποδεικνύει τη θέση του τραυματισμού). 12 Ώρες μετά τον τραυματισμό 
πμάτωμα στο παρέγχυμα επιμένει αλλά οι ενδοκοιλιακές αιμορραγίες έχουν μετακινηθεί στα πλάγια (B). 1 εβδομά 
ιετά το τραύμα ο μεγαλύτερος όγκος αίματος έχει αποχετευθεί και η ιστολογία φαίνεται φυσιολογική μακροσκοπι 
Γ). Σε μεγαλύτερη μεγέθυνση και μετά από χρώση με αιματοξυλίνη/εωσίνη είναι εμφανής η ύπαρξη μίας περιοχ 
ιε εμφανείς τις επιπτώσεις από τη μηχανική διαταραχή του ιστού, συγκεντρώσεις ερυθρών αιμοσφαιρίων, μείωση τ 
ιριθμού των κυττάρων (Α, ΣΤ οι παράλληλες γραμμές υποδεικνύουν την περιτραυματική περιοχή 12 ώρες μετά τ 
ραυματισμό, έτσι όπως αυτή καθορίστηκε με βάση συνεκτίμηση των ιστολογικών χαρακτηριστικών και το πρότυ: 
κφρασης των πρωτεϊνών που μελετήθηκαν). Ανάμεσα στα ερυθρά αιμοσφαίρια συχνά εντοπίζονταν κύτταρα 
αρακτηριστική μορφολογία λευκών αιμοσφαιρίων (Ε).
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Εικόνα 2. Η ανοσοϊστοχημική εντόπιση της πρωτεΐνης nNOS ήταν κυτταροπλασματική, σε κύτταρα μ; 
χαρακτηριστική νευρική μορφολογία (Α). Στον ιππόκαμπο των ενήλικων, φυσιολογικών ζώων εντοπίζονταν λίγι 
ινοσοθετικά κύτταρα κυρίως στην ΟΕ (Β). Ο αριθμός των θετικών κυττάρων αυξάνονταν μετά τον τραυματισμό 
ιε μέγιστη αύξηση στις 12 ώρες μετά τη βλάβη τόσο στο τραυματισμένο ημισφαίριο (Δ) όσο και στο αντίπλευρ« 
Γ). Ενδιαφέρον παρουσιάζει η αυξημένη εντόπιση ανοσοθετικών κυττάρων στην υποκοκκιώδη περιοχή της ΟΙ 
ανοιχτά βέλη), στην οποία έχει περιγράφει η παρουσία πρόδρομων νευρικών κυττάρων.
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ικόνα 3. Η πρωτεΐνη Hsp70 εντοπίζεται στο ενήλικο φυσιολογικό εγκέφαλο σε σποραδικά κύτταρα στο φλοιό (Α 
βέλος: αρνητικό στην Hsp70 κύτταρο, ανοιγτό βέλος: θετικό κύτταρο νευρικής μορφολογίας), στον ιππόκαμπο ( 

I καθώς και στο μεσολόβιο (Α 3). Ο τραυματισμός (Β 1-7) οδηγεί σε σημαντική αύξηση του αριθμού το 
/οσοθετικών κυττάρων στην Hsp70 στην περιτραυματική περιοχή 4 (δεδομένα χωρίς εικόνα) και 12 ώρες στο φλο 
ί 1) και τον ιππόκαμπο (Β 5). Η αύξηση εντοπίζεται κυρίως σε νευρικής μορφολογίας κύτταρα (Β 2 και 6 μεγέθυνε 
τό την Β 5) και σε κύτταρα με χαρακτηριστική αποπτωτική μορφολογία (Β 3). Εκτός της περιτραυματικής περιοχι 
ιαγωγή στην έκφραση της Hsp70 παρατηρείται στο μεσολόβιο, όπου συνεντοπίζεται με φαινόμενα εκφύλισι 
»ιδηματώδης μορφή) (Β 4). 1 εβδομάδα μετά τον τραυματισμό η αύξηση παραμένει σημαντική (Β 7). Η χορήγηο 
jF-1 οδήγησε σε σημαντική μείωση του αριθμού των ανοσοθετικών κυττάρων στην Hsp70 στην περιτραυματικ 
φιοχή (Γ 1). Το φαινόμενο ήταν πιό έντονο στο φλοιό και στην περιοχή CAI του ιππόκαμπου.
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Cikóv« 4. Στον ενήλικο φυσιολογικό εγκέφαλο εμφανίζονται πολυάριθμα ανοσοθετικά στην GFAP κύτταρο 
ίιάσπαρτα στον ιστό, με τη χαρακτηριστική αστεροειδή μορφολογία και ανοσοαρνητική χρώση του πυρήνα (1, 2 
»). Τα θετικά στην GFAP αστρογλοιακά κύτταρα είναι πυκνά τοποθετημένα στα τοιχώματα των κοιλιών καθώς κα 
πην Οδοντωτή Έλικα, στην οποία η στοιβάδα των κοκκιωδών κυττάρων είναι αρνητική, ενώ πολυάριθμα θετικό 
ώτταρα εντοπίζονται στην υποκοκκιώδη στιβάδα με απολήξεις που εισέρχονται στη στιβάδα των κοκκιωδώι 
ωττάρων (4). Μετά τον τραυματισμό -και έως τις 12 ώρες- ο αριθμός των αστρογλοιακών κυττάρων μειώνετα 
στην περιτραυματική περιοχή (βέλη στην 5) ενώ εμφανίζονται ορισμένα έντονα ανοσοθετικά κύτταρα, με ευμεγέθτ 
ιυτταρικά σώματα και λίγες απολήξεις (τρίγωνα στην 5 και μεγέθυνση στην 6) μία εβδομάδα μετά τη βλάβη έχε 
σχηματιστεί η αστροκυτταρική ουλή, από τυπικής μορφολογίας αστρογλοιακά κύτταρα (βέλη στην 7) 
ϊπιπροσθέτως, τα αστρογλοιακά κύτταρα περιβάλλουν περιοχές ανοσοαρνητικές στην GFAP (αστέρι στην 7), στκ 
»ποιες φαίνεται πως συγκεντρώνονται ινοβλάστες και μακροφάγα κύτταρα.





BDNF

J KONA 5. O BDNF εμφανίζει ευρεία εντόπιση στον ενήλικο φυσιολογικό εγκέφαλο (Α 1,2), τόσο σε κυτταρικό 
ώματα (βέλη), όσο και σε άξονες (ανοιχτά βέλη). Ο τραυματισμός (Β 1-7) επιφέρει μείωση της παρουσίας τοτ 
επτιδίου στην περιτραυματική περιοχή (διακεκομμένη γραμμή) 4 ώρες (Β 3), 12 ώρες (Β 4,5) και 1 εβδομάδα (Β 
ι) μετά. Εξαίρεση αποτελεί η παρατήρηση λίγων ανοσοθετικών κυτταρικών σωμάτων μέσα στην περιτραυματικτ 
εριοχή 4 και 12 ώρες μετατραυματικά (Β 1, μεγέθυνση από Β 4) και η εμφάνιση του στο παρέγχυμα 1 εβδομάδο 
ιετά (Β 7, τα ανοιχτά βέλη δείχνουν αρνητικά στο πεπτίδιο κύτταρα). Επίσης, αυξημένη είναι η παρουσία τοτ 
επτιδίου στα όρια της περιτραυματικής περιοχής (Β 2). Η χορήγηση IGF-Ι (Γ 1-3) οδηγεί σε σημαντικέ





1 KONA 6. H NT-3 εμφανίζει υψηλή εντόπιση στο φυσιολογικό ενήλικο εγκέφαλο (Α 1,2). Ο τραυματισμός (Β 1-5) οδήγησε σι 
ημαντική μείωση του αριθμού των ανοσοθετικών κυττάρων στην περιτραυματική περιοχή (διακεκκομμένη γραμμή) τόσο 4 (B 1 ), όσο και
2 ώρες μετά (Β 3). Η έκφραση της ΝΤ-3 ήταν έντονη στην επούλωση του τραύματος 1 εβδομάδα μετά (Β 4,5 τα ανοιχτά βέλη δείχνουν 
αφώς θετικά κύτταρα στην ίδια περιοχή που ο BDNF δεν εμφανίζει κυτταρική έκφραση -σύγκριση με εικόνα 4 Β 7-). Η χορήγηση του 
jF-I οδήγησε σε σημαντική ανααστροφή των συνεπειών του τραύματος (Γ 1,3) καθώς ο αριθμός των θετικών κυττάρων ήταν σε 
υσιολογικά επίπεδα. Επιπλλεον παρατηρήθηκε αύξηση του αριθμού των θετικών στην ΝΤ-3 κυττάρων στην περιοχή του θαλάμου,κυρίως 
όγω της επαγωγής της έκφρασης του πεπτιδίου σε κυτταρικούς πληθυσμούς στους οποίους δεν εκφραζόταν (σύγκριση Β 2 και Γ 2, το 
έλη υποδεικνύουν κύτταρα θετικά και στις δύο εικόνες ενώ τα ανοιχτά βέλη κύτταρα, διαφορετικού τύπου, θετικά μόνο μετά τη χορήγηση 
jF-I)
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Λκόνα 7. Στον ενήλικο φυσιολογικό εγκέφαλο εντοπίζοντα λιγοστά, σποραδικά ανοσοθετικά στον IGF-Ι κύττα| 
όσο στο φλοιό (1) όσο και στον ιππόκαμπο (2). 4 και 12 (3) ώρες μετά από τον τραυματισμό λιγοστά κύττα| 
νοσοθετικά στον IGF-Ι εμφανίζονται στο κέντρο της περιτραυματικής περιοχής (βέλη). Η παρουσία του πεπτιδίι 
ου IGF-Ι είναι σημαντικά αυξημένη 1 εβδομάδα μετά τη βλάβη, μέσα στην περιτραυματική περιοχή, τόσο στο φλο 
4) όσο και στον ιππόκαμπο (5).
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κόνα 8. Στον ενήλικο φυσιολογικό εγκέφαλο δεν εντοπίζνται πολλά θετικά στην αντίδραση TUNEL κύτταρα (Α 1-2). Ο τραυματισμό 
ήγησε στην αυξημένη εντόπιση θετικών κυττάρων 4 (Β 1,3) και 12 ώρες (Β 2,4-8) μετά. Ο αριθμός των κυττάρων ήταν ιδιαιτέρα) 
ςημένος 12 ώρες μετά τη βλάβη, στην ΟΕ του ιποπόκαμπου (Β 3-5,8) και στα δύο ημισφαίρια. Μία ακόμη περιοχή με αυξημένη παρουσί 
:ικών κυττάρων ήταν οι παρακοιλιακοί πυρήνες (Β 6). Τα θετικά κύτταρα καταμετρούνταν σε συνδυασμό με μορφολογικά χαρακτηριστικ 
ra από χρώση της αντίδρασης TUNEL με τη μέθοδο της υπεροξειδάσης (Β 2). Πολλές φορές ήταν δυνατή η αναγνώριση νευρική 
ρφολογίας στα θετικά κύτταρα χάρη στην ανατομική θέση τους και το σχήμα τους (Β 7: πυραμιδικά κύτταρα της περιοχής CAI, Β ί 
κκιώδη κύτταρα της ΟΕ). 1 εβδομάδα μετά τον τραυματισμό η παρουσία θετικών κυττάρων ήταν εκτεταμένη στην ευρύτερη περιοχή το 
οιού και του ιππόκαμπου και στα δύο ημισφαίρια (Β 10: τραυματισμένο ημισφαίριο, Β 9: αντίπλευρο ημισφαίριο). Έντονη ήταν 
:όπιση θετικών κυττάρων και στο ίχνος του τραύματος, στην επούλωση του ιστού ( Β 11,12: ιππόκαμπος). Η χορήγηση IGF-Ι οδήγησε στ 
μαντική μείωση του αριθμού των αποπτωτικών κυττάρων στο φλοιό (Γ 1) και κυρίως στην ΟΕ (Γ 2-4) μόνο του τραυματισμένο 
ισφαιρίου.





ΣΥΖΗΤΗΣΗ.

Η απόκριση του ιστού uéypi και τις πρώτες 48 codec αετό, τον τοαυυ.ατισιιό.

Κανένα από τα πειραματόζωα (η= 30) δεν πέθανε τις πρώτες 48 ώρες 
μετά τον τραυματισμό και όλα παρουσίασαν πλήρη ανάνηψη από την 
αναισθησία και την εγχείρηση, χωρίς εμφανείς κινητικές δυσκολίες. Η 
ιστολογική εικόνα του εγκεφαλικού ιστού τις πρώτες δύο ημέρες μετά τον 
τραυματισμό ήταν σε μεγάλο βαθμό όμοια με την εικόνα του κωνικού τούνελ η 
οποία χαρακτηρίζει τις ΚΕΚ από τη διείσδυση ξένου σώματος, τύπου 
πυροβόλου όπλου, στον άνθρωπο (Κάζδαγλης 1996). Το κέντρο της 
περιτραυματικής περιοχής χαρακτηριζόταν από τη συγκέντρωση ερυθρών 
αιμοσφαιρίων και κατεστραμμένου ιστού. Έντονη ήταν επίσης η παρουσία 
ενδοκοιλιακών αιμορραγιών, αρχικά στη ραχιαία περιοχή της τρίτης κοιλίας 
(χρονικό σημείο των 4 ωρών) και στη συνέχεια κατά μήκος του μεσολόβιου 
και στις πλάγιες κοιλίες.

Σαφής ήταν η εμφάνιση πολυάριθμων κυττάρων ανοσοθετικών στην 
πρωτεΐνη Hsp70 σε όλη την έκταση της περιτραυματικής περιοχής. Ο αριθμός 
τους ήταν αυξημένος στις 12 ώρες σε σχέση με τις 4, φαινόμενο το οποίο είναι 
σε συμφωνία με άλλα πειραματικά δεδομένα. Έχει βρεθεί πως το γονίδιο της 
Hsp70 αρχίζει να εκφράζεται πολύ γρήγορα μετά από εγκεφαλικό 
τραυματισμό, ήδη από τα 30 πρώτα λεπτά (Truettner et al. 1999), και για 
χρονικό διάστημα το οποίο μπορεί να φτάσει τις 3 ημέρες (Yamashita et al. 
1996). Αντίστοιχα, αλλά με μικρή χρονική υστέρηση, παρατηρείται έναρξη της 
σύνθεσης της Hsp70 η οποία φτάνει στο μέγιστο βαθμό στο χρονικό διάστημα 
από τις 12 έως τις 20 ώρες (Hoshino et al. 1995, Dutcher et al. 1998). H 
παρουσία της Hsp70 θεωρείται πως χαρακτηρίζει κύτταρα που βρίσκονται σε 
κατάσταση stress (Motte et al. 1998, Sharp et al. 1999) και εξαπλώνεται στην 
περιοχή στην οποία αναμένεται η κύρια εντόπιση νεκρωτικών και 
αποπτωτικών κυττάρων και γενικότερα εκφυλιστικών φαινομένων (Brown 
1990, Plumier et al. 1997, Kubo et al. 1998). Η υπόθεση αυτή φαίνεται να 
επιβεβαιώνεται στα πειράματά μας. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτέλεσε η 
αύξηση του αριθμού των θετικών στην Hsp70 κυττάρων κατά μήκος του 
μεσολόβιου ανάλογα με την ένταση των φαινομένων εκφυλισμού του. Το 
μεσολόβιο είναι μία δομή στην οποία εκφράζεται φυσιολογικά σε χαμηλά 
επίπεδα η Hsp70 (Freedman et al. 1992) και η οποία είναι ιδιαίτερα ευάλωτη 
στους τραυματισμούς (McIntosh et al. 1996, Christiaens and Blond 1998). Στα 
πειράματά μας το τραυματισμένο μεσολόβιο εμφάνιζε έντονα σημεία 
εκφύλισης (οιδηματώδης και σπογγώδης μορφολογία) ήδη από τις πρώτες 4 
μετα-τραυματικές ώρες, τα οποία με την πάροδο του χρόνου επεκτάθηκαν και 
στο αντίπλευρο ημισφαίριο. Αντίστοιχα, 4 ώρες μετά τον τραυματισμό 
αυξημένος ήταν ο αριθμός των θετικών στην Hsp70 κυττάρων στο 
τραυματισμένο μεσολόβιο και στη συνέχεια, στις 12 ώρες, παρατηρήθηκε 
εξάπλωση της παρουσίας της πρωτεΐνης στο αντίπλευρο ημισφαίριο. 
Επιπροσθέτως, θετικά στην Hsp70 κύτταρα παρατηρήθηκαν 4 και 12 ώρες 
μετά τον τραυματισμό στην περιοχή του απιοειδούς φλοιού του
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τραυματισμένου ημισφαιρίου καθώς και στους παρακοιλιακούς 
υποθαλαμικούς ττυρήνες και στην περιοχή του κοκκιώδους φλοιού πίσω από το 
σπλήνιο του μεσολόβιου και στα δύο ημισφαίρια. Ο απιοειδής φλοιός είναι μία 
περιοχή για την οποία έχει αναφερθεί αυξημένη έκφραση του γονιδίου της 
Hsp70 μετά από επιληπτική κρίση -με αρχική εστία τον ιππόκαμπο- χωρίς 
όμως να συνδυάζεται με αυξημένη σύνθεση του πεπτιδίου (Baille-Le Crom et 
al. 1996, Motte et al. 1998). Με εξαίρεση το μεσολόβιο, στις περιοχές στις 
οποίες η παρουσία της Hsp70 ήταν αυξημένη μετά τον τραυματισμό 
(περιτραυματική περιοχή, απιοειδής φλοιός, παρακοιλιακοί πυρήνες) 
παρατηρήθηκε ισχυρή εντόπιση του φαινομένου της απόπτωσης και αύξηση 
της ανοσοεντόπισης των νευροτροφινών BDNF και ΝΤ-3 στο χρονικό σημείο 
των 12 ωρών.

Ακόμα πάντως, δεν είναι ξεκάθαρο εάν η παρουσία της Hsp70 
χαρακτηρίζει κύτταρα ανθεκτικά στον τραυματισμό (Kinouchi et al. 1993, Li et 
al. 1993, Ikeda et al. 1994, Rajdev and Sharp 2000) ή κύτταρα τα οποία δεν 
πρόκειται να επιβιώσουν (Passarelli et al. 1994, Soriano et al. 1995, Massa et 
al. 1996). Σύμφωνα με την πιο πρόσφατα διατυπωμένη θεωρία η ενεργοποίηση 
του γονιδίου της Hsp70 και η αυξημένη παρουσία του mRNA του -που 
επάγεται κυρίως από την παρουσία αποδιαταγμένων πρωτεϊνών (Sharp et al. 
1999)- εντάσσεται στην προσπάθεια του κυττάρου να αντιμετωπίσει το stress. 
Τα κύτταρα στα οποία το mRNA μεταφράζεται θεωρείται πως έχουν τη 
δυνατότητα να επιβιώσουν. Αντιθέτως, όταν η σύνθεση της Hsp70 δεν είναι 
δυνατή θεωρείται πως τα κύτταρα δεν έχουν προοπτική επιβίωσης (Nowak et 
al. 1993, Massa et al. 1996, Planas et al. 1997). Πρέπει πάντως να σημειωθεί 
πως ορισμένα από τα νευρικά κύτταρα της περιτραυματικής περιοχής τα οποία 
ήταν θετικά στην Hsp70 αλλά και στις νευροτροφίνες BDNF και ΝΤ-3, είχαν 
μορφολογία κυττάρων που έχουν εισέλθει στη διαδικασία του κυτταρικού 
θανάτου (συμπυκνωμένο κυτταρόπλασμα, τριγωνικό σχήμα) και δεν 
παρατηρούνταν στην περιτραυματική περιοχή μία εβδομάδα μετά τον 
τραυματισμό.

Μέσα στις πρώτες 48 ώρες μετά τον τραυματισμό, τα πειράματά μας 
αποκάλυψαν μία παροδική αύξηση του αριθμού των ανοσοθετικών στη nNOS 
κυττάρων, στην περιτραυματική περιοχή του φλοιού και στους ιππόκαμπους 
και των δύο ημισφαιρίων. Η αύξηση αυτή ήταν μέγιστη στις παραπάνω δομές 
στις 12 ώρες και είχε εξαφανισθεί στις 48. Οι μελέτες της έκφρασης της nNOS 
μετά από μηχανικό τραυματισμό του εγκεφάλου δεν είναι πολλές αλλά σε 
μεγάλο βαθμό συμβαδίζουν με τα αποτελέσματά μας. Οι Rao et al. (1999) και 
Park and Yi (2001) εντόπισαν αύξηση του αριθμού των θετικών στη nNOS 
κυττάρων στο φλοιό παροδικά από τις 3 ώρες έως τις 48, με μέγιστη αύξηση 
στις 12 ώρες. Και οι δύο αυτές ομάδες εφήρμοσαν μοντέλα διάχυτου 
τραυματισμού του φλοιού, στα οποία η αύξηση των επιπέδων της nNOS ήταν 
ταυτόσημη και στα δύο ημισφαίρια. Η μόνη ομάδα που μελέτησε την έκφραση 
της NOS ειδικά στον ιππόκαμπο μετά από χειρουργικό τραυματισμό ήταν αυτή 
των Stojkovic et al. (1998). Στη συγκεκριμένη εργασία το πρώτο χρονικό 
σημείο το οποίο μελετήθηκε και στο οποίο αναφέρεται αύξηση μόνο στον 
τραυματισμένο ιππόκαμπο, ήταν οι 48 ώρες μετά τον τραυματισμό. Επειδή
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όμως χρησιμοποιήθηκε ιστοχημική χρώση για την εντόπιση της NADPH 
διαφοράσης και όχι άμεση ανοσοεντόπιση της nNOS η ακριβής σύγκριση των 
αποτελεσμάτων δεν είναι δυνατή. Τέλος, οι Zhang et al. (1994) ανέφεραν 
αύξηση της nNOS στο τραυματισμένο ραβδωτό σώμα μετά από ισχαιμία, με 
μέγιστη ένταση του φαινομένου στην χρονική περίοδο από τις 2 έως τις 48 
ώρες. Συνεπώς η εργασία μας αποτελεί ουσιαστικά την πρώτη λεπτομερή 
μελέτη της ανοσοεντόπισης της nNOS μετά από μηχανικό εστιασμένο 
τραυματισμό του εγκεφάλου. Η αύξηση των επιπέδων της nNOS στην 
περιτραυματική περιοχή ήταν μάλλον αναμενόμενη, εφόσον τα ιόντα 
ασβεστίου και η ενεργοποίηση των υποδοχέων του γλουταμικού τύπου NMDA 
αποτελούν κύριες οδούς επαγωγής της έκφρασης του γονιδίου της nNOS 
(Baader and Schilling 1996). Η έντονη όμως αύξηση του αριθμού των 
ανοσοθετικών κυττάρων στον αντίπλευρο ιππόκαμπο και ιδίως στην ΟΕ είναι 
ένα καινούριο ενδιαφέρον στοιχείο και αποτελεί ένα ακόμη παράδειγμα 
«μεταφοράς» των συνεπειών του τραύματος σε δομές που δεν είναι σε άμεση 
ανατομική συνάφεια.

Η περιτραυματική περιοχή χαρακτηριζόταν από την εντόπιση μεγάλου 
αριθμού θετικών στην αντίδραση TUNEL κυττάρων τις πρώτες 48 ώρες μετά 
τον τραυματισμό. Ο αριθμός των θετικών κυττάρων καθώς και η περιοχή 
εντόπισής τους αυξανόταν σταδιακά από τις 4 στις 12 ώρες. Το φαινόμενο του 
κυτταρικού θανάτου έχει μελετηθεί από πολλές ομάδες και σε διάφορα 
μοντέλα εγκεφαλικού τραυματισμού. Η μελέτη της βιβλιογραφίας αποκαλύπτει 
πως το βραχύτερο χρονικό σημείο μετά από τραυματισμό του εγκεφάλου στο 
οποίο αναφέρεται εντόπιση αποπτωτικών κυττάρων είναι οι 12 ώρες 
(Kharlamov et al. 1996, Conti et al. 1998) και αφορά το φλοιό, τον ιππόκαμπο 
και δομές της λευκής ουσίας. Οι περισσότερες εργασίες προσδιορίζουν ως 
χρόνο μέγιστης εμφάνισης του ΠΚΘ τις 24 ώρες (Colicos and Dash 1996, 
Conti et al. 1998, Pohl et al. 1999) ή τις 48 ώρες (Rink et al. 1995, Hughes et 
al. 1996) σε μετρήσεις που εστιάζονται κυρίως στο φλοιό και σε μοντέλα 
διάχυτου εγκεφαλικού τραυματισμού. Το χρονικό σημείο των 4 ωρών είτε δεν 
αναφέρεται -πιθανώς διότι δεν εντοπίστηκε το φαινόμενο του ΠΚΘ- είτε 
αναφέρεται ως αρνητικό στην παρουσία αποπτωτικών κυττάρων (Portera- 
Cailliau et al. 1995). Συνεπώς η εντόπιση στα πειράματά μας πολυάριθμων 
θετικών στην αντίδραση TUNEL κυττάρων 4 ώρες μετά τον τραυματισμό είναι 
ένα ασυνήθιστο εύρημα, το οποίο ίσως υπογραμμίζει τις ιδιαιτερότητες των 
διεισδυτικών τραυματισμών. Η αυξημένη παρουσία αποπτωτικών κυττάρων 
στις 12 ώρες συμβαδίζει με τη βιβλιογραφία, ενδιαφέρον όμως παρουσιάζει η 
εντόπιση τέτοιων κυττάρων στο αντίπλευρο ημισφαίριο (στην ΟΕ) και σε 
δομές του τραυματισμένου ημισφαιρίου αρκετά απομακρυσμένες από το 
τραύμα (απιοειδής φλοιός και παρακοιλιακοί υποθαλαμικοί πυρήνες). Στις 
περισσότερες εργασίες το φαινόμενο του ΠΚΘ δε βρέθηκε να εξαπλώνεται 
μακριά από την ευρύτερη περιτραυματική περιοχή (Colicos and Dash 1996, 
Hughes et al. 1996, Kharlamov et al. 1996, Pohl et al. 1999), τουλάχιστον τις 
πρώτες 48 ώρες μετά τον τραυματισμό.

Κύριο χαρακτηριστικό της περιτραυματικής περιοχής τις πρώτες 12 
μετα-τραυματικές ώρες ήταν η δραματική μείωση των θετικών στον BDNF
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νευρικών ινών και σωμάτων στο φλοιό και στον ιππόκαμπο. Αντιθέτως, 
αυξημένη ήταν η παρουσία της πρωτεΐνης σε ίνες και κυρίως νευρικά σώματα 
στην παράπλευρη περιοχή ενώ λιγοστά ανοσοθετικά κυτταρικά σώματα 
εμφανίστηκαν στον απιοειδή φλοιό του τραυματισμένου ημισφαιρίου. Τα 
αποτελέσματά μας συμφωνούν με αυτά άλλων ερευνητικών ομάδων στα οποία 
εμφανίζεται αύξηση, κυρίως στο επίπεδο του mRNA, μετά από αντίστοιχους 
και άλλων τύπων τραυματισμούς στην ευρύτερη περιτραυματική περιοχή 
(Ballarin et al. 1991, Hughes et al. 1993) και μείωση στην εστία της βλάβης 
(Kokaia et al. 1995, Hughes et al. 1999). Υπάρχουν όμως και αναφορές 
αύξησης του BDNF ακόμη και σε κύτταρα στο κέντρο της περιτραυματικής 
περιοχής (Wong et al. 1997). Παρόλα αυτά οι εργασίες που αναφέρονται στην 
έκφραση του πεπτιδίου είναι λίγες και σε καμία από αυτές δεν περιγράφεται 
τέτοιας έντασης μείωση των επιπέδων της πρωτεΐνης του BDNF στην 
περιτραυματική περιοχή. Πρέπει πάντως να τονιστεί πως ο ορισμός της 
περιτραυματικής περιοχής, του κέντρου της και των παράπλευρων περιοχών 
είναι σε μεγάλο βαθμό αυθαίρετος, γεγονός που δεν επιτρέπει την ακριβή 
σύγκριση των αποτελεσμάτων. Ακόμη, όσον αφορά τη σύνδεση των επιπέδων 
του mRNA του BDNF και του παραγόμενου πεπτιδίου του, οι Humpel et al. 
(1993) έδειξαν πως σε ένα μοντέλο επιληπτικών κρίσεων προκαλούμενών από 
χορήγηση pentylentetrazole, η αύξηση της σύνθεσης του mRNA συνδυαζόταν 
από ταυτόχρονη μείωση της ανοσοεντόπισης του πεπτιδίου, πιθανώς λόγω 
αυξημένης απελευθέρωσής του από τα κύτταρα.

Είναι γνωστό πως ο BDNF μεταφέρεται ενδοκυτταρικά τόσο 
ορθοδρομικά όσο και αντιδρομικά (Mufson et al. 1999). Επίσης, υπάρχουν 
πειραματικά δεδομένα τα οποία δείχνουν πως η αξονότμηση οδηγεί σε 
ορισμένους νευρικούς άξονες στην αύξηση της ορθοδρομικής μεταφοράς 
(Tonra et al. 1998) και σε άλλους της αντιδρομικής (Curtis et al. 1998). Η 
έντονη παρουσία της πρωτεΐνης, παραπλεύρως της περιτραυματικής περιοχής, 
και κυρίως σε κυτταρικά σώματα, μπορεί να οφείλεται στην αύξηση, είτε της 
αντιδρομικής μεταφοράς της νευροτροφίνης από την περιτραυματική περιοχή, 
είτε της τοπικής σύνθεσής της. Ορισμένοι από τους άξονες της 
περιτραυματικής περιοχής πιθανώς «ανήκουν» σε νευρώνες της παράπλευρης 
περιοχής. Η ταχεία μείωση του BDNF στην περιτραυματική περιοχή επομένως 
υποδεικνύει μία διαδικασία απομάκρυνσής του μέσω αντιδρομικής μεταφοράς 
του από τους τραυματισμένους νευράξονες προς τα παράπλευρα κυτταρικά 
σώματα. Είναι γνωστό εξάλλου πως ο BDNF διαθέτει νευροπροστατευτικές 
ιδιότητες οι οποίες εξαρτώνται από τη δράση του στη περιοχή του σώματος και 
του πυρήνα (Altar and Di Stefano 1998, Reynolds et al. 2000). Μία δεύτερη 
πιθανότητα είναι ο τραυματισμός των αξόνων να οδήγησε στην αύξηση της 
ορθοδρομικής μεταφοράς του BDNF και στη συγκέντρωσή του στις απολήξεις. 
Στη συνέχεια μπορεί να ακολούθησε η αυξημένη απελευθέρωσή του -πιθανώς 
και λόγω της αυξημένης ενδοκυττάριας συγκέντρωσης ιόντων ασβεστίου- και 
τελικά η μαζική πρόσληψή του από προσυναπτικά στοιχεία των άθικτων 
νευρώνων της παράπλευρης στην περιτραυματική περιοχής. Από την άλλη 
μεριά, η γνωστή από άλλα μοντέλα τραυματισμού αύξηση του mRNA του 
BDNF στην ευρεία περιτραυματική περιοχή οδηγεί στην υπόθεση πως η
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παρουσία των έντονα ανοσοθετικών κυτταρικών σωμάτων και ινών 
παραπλεύρως της περιτραυματικής περιοχής οφείλεται στην αύξηση της 
παραγωγής του BDNF σε αυτά τα κύτταρα, επίσης στα πλαίσια μίας 
αντιρροπιστικής νευροπροστατευτικής απόκρισης του ιστού. Εξάλλου 
υπάρχουν πειραματικά δεδομένα που αποδεικνύουν πως η είσοδος ιόντων 
ασβεστίου στο κυτταρόπλασμα επάγει την έκφραση του BDNF (Lipton and 
Kalil 1995). Στην ευρύτερη περιοχή του τραυματισμού υπάρχει σαφής αύξηση 
της εισόδου ιόντων ασβεστίου στα κύτταρα, κυρίως λόγω της αυξημένης 
παρουσίας γλουταμικού στον εξωκυττάριο χώρο (Palmer et al. 1993). Οι 
Kokaia et al. (1995), μελετώντας ένα μοντέλο ισχαιμίας, παρατήρησαν και 
αυτοί σημαντική αύξηση του mRNA του BDNF σε κύτταρα έξω από την 
ευρύτερη ισχαιμική περιοχή και σε λιγοστά κύτταρα στον πυρήνα της. 
Διατύπωσαν μάλιστα τη θεωρία πως η επαγωγή του γονιδίου του BDNF στις 
όμορες περιοχές οφείλεται σε ένα φαινόμενο εξαπλούμενης καταστολής 
(spreading depression), το οποίο οφείλεται κυρίως στην ενεργοποίηση 
υποδοχέων του γλουταμικού τύπου NMDA. Οι D’Ambrosio et al. (1998) 
απέδειξαν πως μετά από διάχυτο τραυματισμό του φλοιού, το φαινόμενο της 
μακροχρόνιας καταστολής των συνάψεων (LTD) στον ιππόκαμπο δεν 
αναστέλλεται αλλά αντιθέτως πιθανώς και να ενισχύεται, σε αντίθεση με το 
φαινόμενο της μακροχρόνιας ενδυνάμωσης των συνάψεων (LTP).

Σε ορισμένες περιπτώσεις παρατηρήθηκε έντονη παρουσία BDNF σε 
λιγοστά κύτταρα στην εστία της βλάβης. Η μορφολογία των σωμάτων των 
συγκεκριμένων κυττάρων θύμιζε κύτταρα που έχουν εισέλθει στη διαδικασία 
κυτταρικού θανάτου, καθώς εμφανίζονταν συρρικνωμένα σε σχέση με τα 
αντίστοιχα φυσιολογικά. Η εντόπιση σε αντίστοιχης μορφολογίας κύτταρα, 
στις ίδιες περίπου θέσεις και σε διαδοχικές τομές, της νεοσυντεθέμενης 
πρωτεΐνης Hsp70 υποδεικνύει πως αυτά εξακολουθούσαν να διαθέτουν τη 
δυνατότητα πρωτεϊνοσύνθεσης και συνεπώς παραγωγής BDNF. Είναι γνωστό 
πως η εισροή υψηλών ποσοτήτων ιόντων ασβεστίου στο κύτταρο, όπως 
πιθανώς συμβαίνει στο κέντρο του τραυματισμού στον οποίον εντοπίζεται 
τεράστια συγκέντρωση εξωκυττάριου γλουταμικού, είναι δυνατόν να οδηγήσει 
στην υπερέκφραση του BDNF (Ebadi et al. 1997). Ο νεοσυντεθείς BDNF, με 
τη σειρά του, επάγει την περαιτέρω είσοδο ιόντων ασβεστίου στο κύτταρο 
(Lipton and Kalil 1995), με αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός φαινομένου 
θετικής ανατροφοδότησης το οποίο έχει νευροτοξικά αποτελέσματα. Ο 
παραπάνω μηχανισμός σε συνδυασμό με τη μορφολογία των κυττάρων αυτών 
αποτελούν μία πιθανή εξήγηση για την απουσία των αντίστοιχων κυττάρων μία 
εβδομάδα μετά τον τραυματισμό. Δεν αποκλείεται όμως και η πιθανότητα η 
έντονη συγκέντρωση του BDNF στο κυτταρικό σώμα να είναι αποτέλεσμα της 
αυξημένης αντιδρομικής μεταφοράς του από τις τραυματισμένες νευρικές ίνες 
στο σώμα.

Επιπροσθέτως, πολύ λίγα από τα θετικά στον BDNF κύτταρα της 
περιτραυματικής περιοχής και κυρίως στη στιβάδα των πυραμιδικών κυττάρων 
του ιππόκαμπου, ήταν αστρογλοιακά καθώς ήταν θετικά και για την πρωτεΐνη 
GFAP. Η παρατήρηση αυτή συμβαδίζει με δεδομένα σύμφωνα με τα οποία τα 
ενεργοποιημένα αστροκύτταρα μπορεί να εκφράζουν και νευροτροφικούς
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παράγοντες (Ridet et al. 1997). Επίσης, οι Daugherty et al. (2000) βρήκαν πως 
τα ενεργοποιημένα αστρογλοιακά κύτταρα προσλαμβάνουν τον BDNF από το 
μεσοκυττάριο χώρο και υπέθεσαν πως το φαινόμενο αυτό έχει αρνητικές 
συνέπειες για τον ιστό. Ίσως μάλιστα σε αυτό να οφείλεται ως ένα βαθμό η 
μείωση της παρουσίας του BDNF στην περιτραυματική περιοχή.

Όσον αφορά τη νευροτροφίνη ΝΤ-3, μέχρι και το χρονικό σημείο των 
12 ωρών η παρουσία της βρέθηκε επίσης δραματικά μειωμένη σε όλο το εύρος 
της περιτραυματικής περιοχής, καθώς και στους οπίσθιους και μεσαίους 
ηνιακούς πυρήνες του θαλάμου. Μόνο στον απιοειδή φλοιό του 
τραυματισμένου ημισφαιρίου παρατηρήθηκε αύξηση των ανοσοθετικών στη 
ΝΤ-3 κυττάρων. Τα αποτελέσματά μας έρχονται σε αντίθεση με άλλες μελέτες 
στις οποίες δεν αναφέρονται σημαντικές μεταβολές στην έκφραση της ΝΤ-3, 
κυρίως στο επίπεδο του mRNA, μετά από τραυματισμό του εγκεφάλου 
(Scarisbrick et al. 1999, Yrek and Fletcher-Turner 2001). H εργασία μας 
αποτελεί την πρώτη αναφορά σημαντικής μείωσης της παρουσίας του 
πεπτιδίου της ΝΤ-3 μετά από τραυματισμό και ίσως το στοιχείο αυτό 
αναδεικνύει εντονότερα τις ιδιαιτερότητες των διεισδυτικών εγκεφαλικών 
τραυματισμών. Πρέπει να σημειωθεί πως και η ΝΤ-3 μεταφέρεται τόσο 
αντιδρομικά όσο και ορθοδρομικά στα νευρικά κύτταρα, αν και δεν υπάρχουν 
δεδομένα για πιθανή μεταβολή των φαινομένων αυτών μετά από τραυματισμό.

Στην περιτραυματική περιοχή, τόσο στις 4 όσο και στις 12 ώρες μετά 
τον τραυματισμό, η ανοσοεντόπιση του αυξητικού παράγοντα IGF-Ι ήταν 
περιορισμένη. Λίγα έντονα ανοσοθετικά κύτταρα ήταν ορατά σχεδόν στο 
κέντρο της περιτραυματικής περιοχής κυρίως στο φλοιό. Καθώς όμως η 
παρουσία του IGF-Ι στα ζώα μάρτυρες αλλά και στα μη τραυματισμένα 
ημισφαίρια ήταν σχεδόν ανύπαρκτη, τα λιγοστά αυτά κύτταρα μπορούν να 
θεωρηθούν ως μέρος της απόκρισης του εγκεφάλου στο τραύμα. Τα 
αποτελέσματά μας είναι σύμφωνα με την εργασία των Hughes et al. (1999), 
στην οποία αναφέρεται πολύ ασθενής επαγωγή της έκφρασης του IGF-Ι μέχρι 
και 5 ώρες μετά από τραυματισμό. Επιπροσθέτως, η συγκεκριμένη ομάδα 
έδειξε πως ο επαγόμενος IGF-Ι είναι της μορφής Ea η οποία συνδέεται με την 
αυτοκρινή/παρακρινή λειτουργία του, στοιχείο που υποδηλώνει πως η σύνθεσή 
του εντάσσεται στην προσπάθεια του εγκεφαλικού ιστού να αντιμετωπίσει τον 
τραυματισμό.

Τέλος, η ανοσοϊστοχημική μελέτη της πρωτεΐνης GFAP ανέδειξε την 
ύπαρξη λίγων ανοσοθετικών κυττάρων στην περιτραυματική περιοχή τα οποία 
δεν είχαν τη χαρακτηριστική αστρογλοιακή μορφολογία. Ήταν κύτταρα με 
μεγάλο μέγεθος, χωρίς πολλές αποφυάδες και έντονη χρώση. Η περιγραφή 
τους ταιριάζει με αυτήν των ενεργοποιημένων, ευτροφικών αστρογλοιακών 
κυττάρων. Τα αστρογλοιακά κύτταρα έχει βρεθεί να εισέρχονται σε μία 
διαδικασία ενεργοποίησης γρήγορα μετά τον τραυματισμό (Mucke et al. 1991, 
Yamashita et al. 1996), στα πλαίσια της οποίας συνθέτουν ποικίλα μόρια, 
συμπεριλαμβανομένων των νευροτροφινών (Ridet et al. 1997).

Ένα πολύ ενδιαφέρον φαινόμενο το οποίο παρατηρήθηκε στα 
πειράματά μας ήταν η αύξηση της παρουσίας ορισμένων από τις πρωτεΐνες που 
μελετήσαμε (Hsp70, nNOS, BDNF, ΝΤ-3) καθώς και του φαινομένου του
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ΠΚΘ σε δομές λιγότερο ή περισσότερο απομακρυσμένες από την 
περιτραυματική περιοχή. Σχεδόν για όλους τους παράγοντες αυτούς, το 
συγκεκριμένο φαινόμενο δε φαίνεται να αναφέρεται από άλλες ερευνητικές 
ομάδες. Οι περιοχές στις οποίες βρέθηκε να «μεταφέροιμαι» οι συνέπειες του 
τραυματισμού ήταν ο αντίπλευρος ιππόκαμπος και κυρίως η ΟΕ, ο απιοειδής 
φλοιός του τραυματισμένου ημισφαιρίου και οι παρακοιλιακοί υποθαλαμικοί 
πυρήνες.

Θα μπορούσαν να προταθούν τρεις υποθέσεις για την εξήγηση του 
φαινομένου της «ενεργοποίησης» περιοχών απομακρυσμένων από τον 
τραυματισμό: α) η ενεργοποίηση συγκεκριμένων νευρικών κυκλωμάτων, β) η 
δράση μορίων σινιάλων και γ) η μεταφορά των πρωτεϊνών από την περιοχή 
του τραύματος στις απομακρυσμένες αυτές δομές τουλάχιστον για τις 
περιπτώσεις που η «ενεργοποίηση» των περιοχών αυτών*χαρακτηρίστηκε από 
την αύξηση της παρουσίας των πρωτεϊνών που μελετήθηκαν. Πιο αναλυτικά:

α) Είναι σαφές πως ο τραυματισμός του εγκεφαλικού ιστού επιφέρει 
σημαντική τοπική διατάραξη στην εξωκυττάρια παρουσία νευροδιαβιβαστών 
και ιόντων (McIntosh et al. 1996). Το γεγονός αυτό είναι δυνατόν να επιφέρειν 
την αυτόματη ενεργοποίηση ορισμένων νευρικών κυκλωμάτων (για 
παράδειγμα γλουταμινεργικών). Επίσης, η καταστροφή συγκεκριμένων 
νευρώνων αλλά και νευρικών αξόνων μέσα στην περιτραυματική περιοχή 
προκαλεί την αλλοίωση των απαγωγών και προσαγωγών οδών δομών οι οποίες 
βρίσκονται μακριά από τη θέση του τραύματος, αλλά σε λειτουργική σύνδεση 
με αυτήν. Για παράδειγμα, η πιθανή καταστροφή των διεγερτικών εισόδων σε 
μία δομή μπορεί να οδηγήσει στην υπερίσχυση των τοπικών ανασταλτικών 
κυκλωμάτων, γεγονός το οποίο μπορεί να επηρεάσει την έκφραση ποικίλων 
γονιδίων, όπως του ρυθμιζόμενου από τη νευρική δραστηριότητα γονιδίου του 
BDNF (Lauterbom et al. 2000). Με βάση τα πειράματά μας η υπόθεση της 
ενεργοποίησης από τον τραυματισμό δομών ανατομικά απομακρυσμένων από 
την περιτραυματική περιοχή, αλλά σε πιθανή στενή λειτουργική σύνδεση με 
αυτήν, μπορεί να στηριχθεί κυρίως στην περίπτωση του φαινομένου της 
επέκτασης της παρουσίας της nNOS στον ιππόκαμπο. Ο αριθμός των 
ανοσοθετικών κυττάρων στη nNOS αυξήθηκε σχεδόν ταυτόχρονα στην 
αντίπλευρη ΟΕ και στις CAI και CA2 περιοχές του τραυματισμένου 
ιππόκαμπου. Δηλαδή βρέθηκαν να επηρεάζονται με τον ίδιο τρόπο αφενός μία 
περιοχή ανατομικά απομακρυσμένη από την ΟΕ του τραυματισμένου 
ιππόκαμπου -αλλά σε άμεση λειτουργική σύνδεση μέσω του συνδέσμου των 
ιππόκαμπων- και περιοχές που βρίσκονταν σε άμεση συνάφεια με τον 
τραυματισμό. Το ίδιο φαινόμενο καταγράφηκε και όσον αφορά την εξάπλωση 
του φαινομένου του ΠΚΘ. Η παρουσία θετικών κυττάρων στην αντίδραση 
TUNEL επεκτάθηκε ταυτόχρονα στην αντίπλευρη ΟΕ και στις όμορες στην 
περιτραυματική περιοχές του ιππόκαμπου.

Ο απιοειδής φλοιός, στον οποίο 12 ώρες μετά τον τραυματισμό 
παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης των Hsp70, BDNF και ΝΤ-3 καθώς και 
εμφάνιση αποπτωτικών κυττάρων, είναι επίσης μία δομή η οποία συνδέεται 
λειτουργικά με τον ιππόκαμπο, από τον οποίο δέχεται γλουταμινεργικές 
νευρικές ίνες (Baille-Le Crom et al. 1996). Τα δεδομένα από τη δουλειά των
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Hughes et al. (1999) έδειξαν πως μετά από μηχανικό τραυματισμό του 
ιππόκαμπου επάγεται στον απιοειδή φλοιό η έκφραση των γονιδίων c-fos και 
c-jun. Επίσης, φαρμακολογικά προκαλούμενες επιληπτικές κρίσεις με αρχική 
εστία τον ιππόκαμπο επιφέρουν αύξηση της πρωτεΐνης C-FOS στον απιοειδή 
φλοιό (Baille-Le Crom et al. 1996, Motte et al. 1998). Τα στοιχεία αυτά 
υποδηλώνουν πως ο τραυματισμός του ιππόκαμπου οδηγεί στην ενεργοποίηση 
των κυττάρων του απιοειδούς φλοιού, καθώς ειδικά η έκφραση του γονιδίου c- 
fos θεωρείται ως δείκτης ενεργοποίησης νευρικών κυκλωμάτων (Dragunow 
and Faull 1989). Επίσης πρέπει να σημειωθεί πως τα προϊόντα των γονιδίων c- 
fos και c-jun είναιπαράγοντες μεταγραφής οι οποίοι είναι δυνατόν με τη σειρά 
τους να επάγουν την έκφραση πολλών άλλων γονιδίων, όπως για παράδειγμα 
του BDNF.

β) Η πιθανή δράση μορίων σινιάλων μπορεί να χαρακτηριστεί ως 
πρωτογενής όταν τα μόρια αυτά παράγονται στην περιτραυματική περιοχή και 
στη συνέχεια μεταφέρονται στις απομακρυσμένες δομές οδηγώντας στη 
μεταβολή της έκφρασης συγκεκριμένων παραγόντων. Η αύξηση της παρουσίας 
των Hsp70, BDNF και ΝΤ-3 στον αντίπλευρο ιππόκαμπο, στον απιοειδή φλοιό 
καθώς και στους παρακοιλιακούς υποθαλαμικούς πυρήνες δεν είναι εύκολο να 
εξηγηθεί από αυτήν την υπόθεση, καθώς δεν είναι γνωστά συγκεκριμένα μόρια 
σινιάλα τα οποία θα μπορούσαν να οδηγούν στην αυξημένη παραγωγή τους. Η 
συγκεκριμένη υπόθεση όμως θα μπορούσε να προταθεί για την εμφάνιση του 
φαινομένου του ΠΚΘ σε απομακρυσμένες δομές εξαιτίας της δράσης, ως 
μορίου σινιάλου, του NO. To NO είναι γνωστό πως έχει κυτταροτοξικές 
ιδιότητες και συνδέεται με την επαγωγή του φαινομένου του ΠΚΘ (Zhang et 
al. 1995). Καθώς η παρουσία της NOS είναι αυξημένη στην περιτραυματική 
περιοχή και το NO είναι ένα εύκολα διαχεόμενο μόριο, θα μπορούσε να 
ευθύνεται για την ταυτόχρονη εξάπλωση του αριθμού των θετικών στην 
αντίδραση TUNEL κυττάρων στον τραυματισμένο και τον αντίπλευρο 
ιππόκαμπο. Ακόμη όμως και αν το NO δεν είναι το μόριο «μεταφορέας» της 
βλάβης, θα μπορούσε να δρα δευτερογενώς. Για παράδειγμα η νευρική 
διέγερση μίας περιοχής μπορεί να οδηγήσει σε σύνθεση NO (Baader and 
Schilling 1996), δεδομένο το οποίο μπορεί να εξηγήσει την αυξημένη 
παρουσία της nNOS στον αντίπλευρο ιππόκαμπο 12 ώρες μετά τον 
τραυματισμό. Επίσης, αυξημένη παραγωγή NO από μακροφάγα κύτταρα του 
αίματος μετά από εγκεφαλικό τραυματισμό έχει περιγράφει από αρκετές 
ερευνητικές ομάδες (Clark et al. 1996, Grzybicki et al. 1998). Είναι επομένμως 
πιθανό ο ΠΚΘ στις απομακρυσμένες δομές να οφείλεται στην τοπική δράση 
«δευτερογενώς» παραγόμενου NO από τα μακροφάγα που μετακινούνται μαζί 
με το αιμορραγικό ΕΝΥ στις κοιλίες του εγκεφάλου. Το γεγονός μάλιστα πως 
όλες οι απομακρυσμένες δομές στις οποίες καταγράφηκε μετατραυματική 
αλλαγή στην έκφραση πρωτεϊνών, βρίσκονται σε επαφή με το σύστημα των 
κοιλιών (οι δύο ιππόκαμποι με την ραχιαία περιοχή της τρίτης κοιλίας, ο 
απιοειδής φλοιός με την πλάγια κοιλία και οι παρακοιλιακοί υποθαλαμικοί 
πυρήνες με την τρίτη κοιλία) ενισχύει την παραπάνω πιθανότητα.

γ) Η αυξημένη εντόπιση των νευροτροφινών BDNF και ΝΤ-3 12 ώρες 
μετά τον τραυματισμό είναι δύσκολο να ερμηνευτεί από τις δύο πρώτες



υποθέσεις, καθώς περιορίζεται επιλεκτικά στον απιοειδή φλοιό. Για αυτές τις 
δύο πρωτεΐνες θα μπορούσε να διατυπωθεί η υπόθεση της μεταφοράς τους 
απευθείας από την περιτραυματική περιοχή. Η υπόθεση αυτή μπορεί να 
στηριχτεί στο δεδομένο της δυνατότητας αντιδρομικής μεταφοράς τους (Altar 
and DiStefano 1998), διαδικασία η οποία είναι ίσως και αυξημένη λόγω του 
τραυματισμού (Curtis et al. 1998). Επιπροσθέτως, οι Mufson et al. (1999) 
έδειξαν πως οι BDNF και ΝΤ-3, όταν χορηγηθούν ενδοκρανιακά με ένεση 
στην περιοχή του ιππόκαμπου και του υπερκείμενου φλοιού, προσλαμβάνονται 
από προσυναπτικές απολήξεις νευρώνων και μεταφέρονται ακόμη και στον 
απιοειδή φλοιό.

Η εντόπιση στις ίδιες περιοχές αποπτωτικών κυττάρων, κυττάρων 
ανοσοθετικών στην Hsp70, στον BDNF και στη ΝΤ-3 δεν αποτελεί αντίφαση. 
Το φαινόμενο της απόπτωσης αποκαλύπτει την ύπαρξη εκφυλιστικών 
φαινομένων ενώ και η εντόπιση της Hsp70 υποδηλώνει κύτταρα σε κατάσταση 
stress τα οποία όμως μάλλον αντιμετωπίζουν τη βλάβη του ιστού (Soriano et 
al. 1995, Massa et al. 1996). Αντίστοιχα, η αυξημένη παρουσία των 
νευροτροφινών ίσως αναδεικνύει την προσπάθεια του ιστού να προστατευθεί 
από τις συνέπειες του τραυματισμού.

Η απόκριση του ιστού 1 εβδοράδα αετό, τον τραυρατισρό.

Η θνητότητα του συγκεκριμένου μοντέλου εγκεφαλικού τραυματισμού 
ήταν αρκετά υψηλή κατά το μέγιστο χρονικό διάστημα που αφέθηκαν να 
επιβιώσουν τα πειραματόζωα (μία εβδομάδα). Τέσσερα στα εννέα ζώα 
πέθαναν πριν περάσει μία εβδομάδα από τη στιγμή του τραυματισμού 
(ποσοστό 44%): δύο από αυτά τρεις ημέρες μετά το τραύμα και τα άλλα δύο 
την έβδομη ημέρα. Φαίνεται συνεπώς πως ο θάνατος των επίμυων στις τρεις 
και εφτά ημέρες μετά τον τραυματισμό οφειλόταν περισσότερο σε 
δευτερογενή φαινόμενα κι όχι στην πρωτογενή καταστροφή του εγκεφαλικού 
ιστού.

Στα ζώα που επιβίωσαν για μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό δεν 
εντοπίστηκαν σημαντικά ενδοεγκεφαλικά αιματώματα και ενδοκοιλιακές 
αιμορραγίες. Η ιστολογική εικόνα της ανάπλασης του παρεγχύματος ήταν 
όμοια με τις αντίστοιχες περιγραφές άλλων μοντέλων εγκεφαλικού 
τραυματισμού. Υπήρχε σαφής πολλαπλασιασμός αστρογλοιακών κυττάρων 
και διαμόρφωση της εικόνας της αστρογλοιακής ουλής (Walter et al. 1997). Η 
ουλή αυτή θεωρείται πως αποτελεί φραγμό στην ομαλή εξέλιξη της 
διαδικασίας αναγέννησης των νευρικών αξόνων (Ridet et al. 1997) και πως 
συντείνει στην επιβάρυνση της κλινικής εικόνας των τραυματιών. Στο κέντρο 
της περιτραυματικής περιοχής παρατηρήθηκε επούλωση του τραύματος από 
πολυάριθμα αρνητικά στην πρωτεΐνη GFAP κύτταρα. Τα κύτταρα αυτά 
μάλλον ήταν ινοβλάστες οι οποίοι μετανάστευσαν εκεί από τις τραυματισμένες 
μήνιγγες, αιματογενή μακροφάγα κύτταρα και μικρογλοιακά κύτταρα (Walter 
étal. 1997).

Η έκφραση της Hsp70 παρέμεινε υψηλή σε περιορισμένη έκταση γύρω 
από την περιοχή επούλωσης της καταστροφής μία εβδομάδα μετά τον
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τραυματισμό αν και με σαφείς τάσεις μείωσης. Η παρατήρηση αυτή 
υποδεικνύει τη συνεχιζόμενη ύπαρξη εκφυλιστικών φαινομένων ακόμη και 
μετά την πάροδο αρκετών ημερών ύστερα από την πρωτογενή καταστροφή του 
ιστού. Η μοναδική δομή η οποία τραυματίστηκε πρωτογενώς και στην οποία η 
έκφραση της Hsp70 συνέχιζε να αυξάνεται μέχρι και μία εβδομάδα μετά το 
τραύμα ήταν το μεσολόβιο. Αν και στα περισσότερα μοντέλα εγκεφαλικού 
τραυματισμού η παροδική αύξηση της παρουσίας της Hsp70 δεν ξεπερνά τις 
δύο ημέρες, υπάρχουν εργασίες που αναφέρουν αυξημένα επίπεδα του mRNA 
της έως και τρεις ημέρες μετά το τραύμα (Yamashita et al. 1996) και του 
πεπτιδίου μέχρι και μία εβδομάδα μετα-τραυματικά (Hoshino 1995).

Σε αυτό το χρονικό σημείο τα θετικά κύτταρα στην αντίδραση TUN EL 
εντοπίζονταν σε όλες τις στιβάδες του φλοιού και σε όλη την έκταση του 
τραυματισμένου ιππόκαμπου. Η παρουσία θετικών κυττάρων στην περιοχή 
επούλωσης του ιστού πιθανώς να οφειλόταν στο φαινόμενο της δυναμικής 
ισορροπίας των διαφόρων κυτταρικών πληθυσμών που εντοπίζονταν εκεί. Ο 
ΠΚΘ παίζει κυρίαρχο ρόλο στη διαδικασία διαμόρφωσης του ιστού κατά την 
ανάπτυξη αλλά και στη διαδικασία αναγέννησης των κυττάρων και ανάπλασης 
του ιστού (Biebi et al. 2000). Πρέπει πάντως να επισημανθεί πως, σε αντίθεση 
με τις πρώτες μετα-τραυματικές ώρες, σε αυτό το στάδιο το φαινόμενο του 
ΠΚΘ δεν συνδυαζόταν με αυξημένη έκφραση της nNOS. Το στοιχείο αυτό 
ίσως αποκαλύπτει πως ο ΠΚΘ στην περιτραυματική και τις όμορες σε αυτήν 
περιοχές μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό αποτελεί ένα διαφορετικό 
φαινόμενο, ανεξάρτητο από τον ΠΚΘ των πρώτων ωρών μετά τον 
τραυματισμό, η επαγωγή του οποίου πιθανώς οφείλεται στη δράση 
διαφορετικών μηχανισμών. Στις περισσότερες μελέτες εγκεφαλικών 
τραυματισμών μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό τα θετικά κύτταρα στην 
αντίδραση TUNEL είναι είτε ανύπαρκτα (Portera-Cailliau et al. 1995, Rink et 
al. 1995), είτε ελάχιστα (Hughes et al. 1996, Kharlamov et al. 1996). Μόνο η 
ομάδα των Conti et al. (1998) ανέφερε ένα δεύτερο κύμα αποπτωτικού 
θανάτου 1 εβδομάδα μετά τον τραυματισμό στο φλοιό καθώς και σε δομές της 
λευκής ουσίας, ενώ στο θάλαμο η μέγιστη παρουσία αποπτωτικών κυττάρων 
προσδιορίστηκε στις δύο εβδομάδες. Πρέπει επίσης να σημειωθεί η μερική 
αποσύνδεση του φαινομένου του ΠΚΘ μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό 
από την έκφραση της Hsp70. Σε αυτό το χρονικό σημείο τα αποπτωτικά 
κύτταρα εντοπίζονταν και σε περιοχές του φλοιού και των ιππόκαμπων στις 
οποίες η έκφραση της Hsp70 δεν παρατηρήθηκε ιδιαίτερα αυξημένη σε κανένα 
από τα αρχικά χρονικά σημεία που μελετήθηκαν, σε αντίθεση με την υπόθεση 
πως η περιοχή εξάπλωσης της Hsp70 ταυατίζεται με την περιοχή 
αναμενόμενης εντόπισης κυτταρικού θανάτου (Brown 1990, Plumier et al. 
1997, Kubo et al. 1998). Εξαίρεση αποτέλεσε η ταυτόχρονη εντόπιση θετικών 
κυττάρων στην αντίδραση TUNEL και ανοσοθετικών κυττάρων στην πρωτεΐνη 
Hsp70 στο κέντρο της περιτραυματικής περιοχής και στις περιοχές του 
απιοειδούς φλοιού και των παρακοιλιακών υποθαλαμικών πυρήνων.

Η μείωση των επιπέδων του BDNF σε νευρικές ίνες και σώματα στην 
περιοχή του τραύματος ήταν ορατή και μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό 
και συνέχιζε να χαρακτηρίζεται από την ίδια έκταση και ένταση. Το εύρημα
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αυτό δεν έχει περιγράφει από άλλες ερευνητικές ομάδες, ενώ αντιθέτως οι 
Wong et al. (1997) ανέφεραν πως μία εβδομάδα μετά από χειρουργικό, 
εκτεταμένο τραυματισμό του ραβδωτού σώματος, η παρουσία του BDNF 
έφτασε στα μέγιστα επίπεδα ακόμη και στο κέντρο της περιτραυματικής 
περιοχής. Η συνεχιζόμενη απουσία του BDNF από την περιτραυματική 
περιοχή μπορεί να ερμηνευτεί από την αδυναμία ανάπλασης των 
τραυματισμένων νευραξόνων ή/και από την αδυναμία ενεργοποίησης της 
έκφρασης του γονιδίου του, για λόγους που δεν είναι ακόμη διευκρινισμένοι. 
Μόνο η διάχυτη ανοσοθετική χρώση του παρεγχύματος, γύρω από την ομάδα 
των κυττάρων τα οποία αντικατέστησαν τον πρωτογενώς κατεστραμμένο ιστό, 
υποδήλωνε την πιθανή σταδιακή επανενεργοποίηση της τοπικής παραγωγής 
BDNF.

Όσον αφορά την νευροτροφίνη ΝΤ-3, η αρχική μείωση των επιπέδων 
της φάνηκε να έχει τελείως αναστραφεί μία εβδομάδα αργότερα. Η εντόπιση 
της ΝΤ-3 στην περιοχή επούλωσης του τραυματισμού ήταν πολύ έντονη ακόμη 
και σε κύτταρα που δεν ήταν νευρικά. Το στοιχείο αυτό σαφώς υποδεικνύει 
πιθανό ρόλο της στη διαδικασία αποκατάστασης της ιστικής βλάβης. Παρόλο 
που και αυτό το δεδομένο δεν έχει περιγράφει από άλλες ομάδες συμβαδίζει με 
τις παλαιότερα περιγεγραμμένες νευροτροφικές και νευροαναγεννητικές 
ιδιότητες της ΝΤ-3 (Burke et al. 1994, Ebadi et al. 1996).

Επιπροσθέτως, μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό, η έκφραση του 
1GF-I εμφανίζεται έντονη, αν και τοπικά περιορισμένη, σε κύτταρα που 
συμμετέχουν στην επούλωση της καταστροφής, αλλά και σε διάσπαρτα 
γλοιακά κύτταρα παραπλεύρως. Ακόμη, αυξημένη ήταν η έκφραση του IGF-I 
σε κύτταρα του τραυματισμένου μεσολόβιου. Οι Beilharz et al. (1998) 
αναφέρουν έκφραση του IGF-Ι σε ινοβλάστες και κύτταρα του αίματος μετά 
από ισχαιμικό τραυματισμό του εγκεφάλου και οι Scheepens et al. (2000) σε 
ενεργοποιημένα μικρογλοιακά κύτταρα. Η αυξημένη παρουσία του πεπτιδίου 
του IGF-Ι στην περιτραυματική περιοχή εφτά μέρες μετά το τραύμα 
συμβαδίζει με τα αποτελέσματα πολυάριθμων ερευνητικών ομάδων. Ως μέσος 
χρόνος εντόπισης της μέγιστης έκφρασης του IGF-Ι μετά από εγκεφαλικό 
τραυματισμό αναφέρεται το χρονικό διάστημα μεταξύ 3ης και 5ης μετα- 
τραυματικής μέρας (Guthrie et al. 1995, Breese et al. 1996, Nordqvist et al. 
1996, Li et al. 1998, Woods et al. 1998). Επίσης, οι Yao et al. (1995) και 
Walter et al. (1997) εντοπίζουν το χρόνο μέγιστης έκφρασης του IGF-Ι στις 
εφτά ημέρες μετά τον τραυματισμό. Η αύξηση της έκφρασης του IGF-I 
παρατηρήθηκε στην χρονική περίοδο κατά την οποία τα φαινόμενα ανάπλασης 
και αναγέννησης του ιστού ήταν πιο έντονα και ήταν εντοπισμένη στις 
περιοχές εξέλιξης αυτών των φαινομένων, συμπέρασμα το οποίο σημειώνεται 
και από τους Guthrie et al. (1995) και Li et al. (1998). Αυτά τα χαρακτηριστικά 
της έκφρασης του IGF-1 ενισχύουν την υπόθεση σύμφωνα με την οποία η 
παραγωγή του αποτελεί μία νευροπροστατευτική και νευροαναγεννητική 
αντίδραση του ιστού.

Τα παραπάνω στοιχεία τα οποία συνθέτουν την απόκριση του 
εγκεφαλικού ιστού στον τραυματισμό, μία εβδομάδα μετά από αυτόν και τα 
οποία είτε περιγράφονται πρώτη φορά από την εργασία μας, είτε έρχονται σε
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αντίθεση με άλλες έρευνες, στοιχειοθετούν την ιδιαιτερότητα των διεισδυτικών 
τραυματισμών. Η ιδιαιτερότητα αυτή μάλιστα εκφράζεται και με την 
παρουσίαση διαφορετικών κλινικών στοιχειών σε σχέση με τους 
γενικευμένους εγκεφαλικούς τραυματισμούς, γεγονός που επιβάλλει τη 
διαφορετική θεραπευτική προσέγγισή τους (Κάζδαγλης 1996). Για 
παράδειγμα, η δημιουργία της αστροκυτταρικής ουλής καθώς και οι 
μετακινήσεις ποικίλων κυτταρικών πληθυσμών από την τραυματισμένη 
μήνιγγα ή από την αιματική κυκλοφορία στο εγκεφαλικό παρέγχυμα, είναι 
φαινόμενα που χαρακτηρίζουν κυρίως αυτού του τύπου τους τραυματισμούς 
(Walter et al. 1997). Η εξέλιξη αυτών των φαινομένων επιφέρει την ανάπτυξη 
ποικίλων κυτταρικών αλληλεπιδράσεων (Lotan and Schwartz 1994) και την 
αθρόα έκκριση κυτταροκινών (Fuerstein et al. 1997), γεγονότα τα οποία επίσης 
προσδίδουν στους τραυματισμούς αυτούς ιδιαίτερα χαρακτηριστικά..

Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας αποκαλύπτουν πως στο 
συγκεκριμένο μοντέλο ο εγκεφαλικός τραυματισμός αν και περιορισμένου 
αρχικού μεγέθους, ακολουθείται από μία πλειάδα εν δυνάμει παθολογικών 
κυτταρικών και μοριακών φαινομένων, στα οποία ίσως οφείλεται το υψηλό 
ποσοστό θνητότητας που τον συνοδεύει. Οι μεσοπρόθεσμες επιπτώσεις, όπως 
αυτές εκφράζονται από τα φαινόμενα του ΠΚΘ και της μειωμένης παρουσίας 
της νευροτροφίνης BDNF στην περιτραυματική περιοχή, είναι αρκετά έντονες. 
Ο τραυματισμένος φλοιός και ιππόκαμπος στερούνται της δράσης του BDNF 
για τουλάχιστον μία εβδομάδα Οι Horger et al. (1999) επεσήμαναν πως ακόμη 
και βραχύχρονες μεταβολές στην παρουσία του BDNF στον ιππόκαμπο μπορεί 
να επιφέρουν μακρόχρονα αποτελέσματα στις λειτουργίες της μνήμης και της 
μάθησης καθώς στη συγκεκριμένη δομή ο BDNF παίζει σημαντικό ρυθμιστικό 
ρόλο στο φαινόμενο της πλαστικότητας των συνάψεων (Conner et al. 1998, 
Altar and DiStefano 1998). Γεγονός είναι πως ακόμη δεν είναι γνωστός ο 
πιθανός ρόλος της μείωσης των επιπέδων του BDNF στη μετατραυματική 
φυσιολογία του εγκεφάλου. Η φυσιολογικά όμως έντονη παρουσία του στο 
φλοιό και τον ιππόκαμπο υποδηλώνουν πως ο συγκεκριμένος παράγοντας είναι 
απαραίτητος για την ομαλή λειτουργία του ιστού και συνεπώς η παρατεταμένη 
μείωση της έκφρασής του έχει μάλλον αρνητικά αποτελέσματα.

Ακόμη και η μάλλον πιο βραχείας διάρκειας μείωση της παρουσίας της 
ΝΤ-3 στην περιοχή του ιππόκαμπου είναι πιθανώς επιβαρυντική για τη 
λειτουργία αυτής της δομής καθώς και η ΝΤ-3 παίζει σημαντικό ρόλο στο 
φαινόμενο της πλαστικότητας των συνάψεων (Kokaia et al. 1998).

Τα αποτελέσματά μας αποκαλύπτουν πως ένας μέτριος εγκεφαλικός 
τραυματισμός μπορεί να ακολουθείται από έντονα δευτερογενή εκφυσλιστικά 
φαινόμενα. Συμβαδίζουν συνεπώς με τις επιδημιολογικές παρατηρήσεις 
σύμφωνα με τις οποίες οι μέτριοι και ελαφρείς εγκεφαλικοί τραυματισμοί 
επιφέρουν μακροχρόνιες επιπτώσεις σε ποσοστό περίπου ίδιο με τους 
σοβαρούς τραυματισμούς του εγκεφάλου (The European Brain Injury 
Consortium Survey of Head Injuries, Murray et al. 1999). Επίσης, 
αναδεικνύουν το συγκεκριμένο μοντέλο εστιασμένου, μηχανικού διεισδυτικού 
τραυματισμού ως ένα πολύ καλό εργαλείο, καθώς χαρακτηρίζεται από σχεδόν



μηδενική θνητότητα στα πρώτα στάδια και έντονη ανάπτυξη ποικίλων 
δευτερογενών διαδικασιών είτε νευροπροστατευτικών, είτε νευροτοξικών.

Χορήγηση IGF-I.

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η προστατευτική επίδραση της 
τοπικής χορήγησης IGF-Ι σε σύντομο διάστημα μετά τον τραυματισμό, δηλαδή 
σε ένα χρονικό διάστημα κατά το οποίο ο ενδογενής IGF-Ι δεν είχε ακόμη 
αυξηθεί σε σημαντικό βαθμό. Τα πειράματά μας αποκάλυψαν πως η χορήγηση 
του IGF-Ι είχε ως αποτέλεσμα την αναστροφή συγκεκριμένων φαινομένων και 
τελικά τη διατήρηση της φυσιολογικής εικόνας του ιστού. Δύο ήταν τα κύρια 
αποτελέσματα της επίδρασης του IGF-Ι. Πρώτον η διαφύλαξη της ισορροπίας 
στην έκφραση των νευροτροφινών και δεύτερον η μείωση του αριθμού των 
θετικών κυττάρων στην αντίδραση TUNEL.

Μετά τη χορήγηση του IGF-Ι, δεν παρατηρήθηκε στην περιτραυματική 
περιοχή η δραματική μείωση του αριθμού των ανοσοθετικών στον BDNF 
νευρικών ινών, όπως επίσης και η μείωση στην έκφραση της ΝΤ-3. Το 
ερώτημα το οποίο προκύπτει είναι εάν ο IGF-Ι επέδρασε άμεσα στη ρύθμιση 
της έκφρασης του BDNF και της ΝΤ-3 ή επέφερε τη διατήρηση της παρουσίας 
τους δευτερογενώς. Μέχρι στιγμής δεν υπάρχουν σαφή δεδομένα που να 
υποδεικνύουν την αλληλεπίδραση των μορίων αυτών στο επίπεδο της 
ρύθμισης της έκφρασης τους. Από την άλλη μεριά, ο IGF-Ι είναι γνωστό πως 
παρουσιάζει προστατευτική (Mason et al. 2000) αλλά και μιτογόνο (McMorris 
and Dubois-Dalcq 1988, McMorris et al. 1993) δράση στα ολιγοδενδρογλοιακά 
κύτταρα και τις πρόδρομες μορφές τους. Επιπροσθέτως, ο IGF-Ι είναι ένα 
μόριο με ιδιότητες ρυθμιστή της διαδικασίας μυελινοποίησης των νευρικών 
αξόνων (Komoly et al. 1992, Walter et al. 1997). Τα ολιγοδενδρογλοιακά 
κύτταρα εμφανίζουν ιδιαίτερη ευαισθησία στους τραυματισμούς (Pan and 
Kastin 2000, Shibata et al. 2000). Το φαινόμενο της απομυελινοποίησης είναι 
βασικό εύρημα σε περιπτώσεις τραυματισμού αλλά και άλλων 
νευροεκφυλιστικών παθήσεων (Ludwin 1988, Xie et al. 1995) και είναι 
υπεύθυνο για την εκφύλιση των νευρικών αξόνων και την εμφάνιση ποικίλων 
νευρολογικών διαταραχών. Μετά από μηχανικό διεισδυτικό τραυματισμό του 
εγκεφάλου επίμυων, έχει περιγράφει αφενός μία σχετικά αργή σε εξέλιξη 
διαδικασία απομυελινοποίησης (ξεκινά άμεσα μετά τον τραυματισμό αλλά 
διευρύνεται σε διάστημα πολλών ημερών) και αφετέρου μία ενεργοποίηση των 
ολιγοδενδρογλοιακών κυττάρων που επιβιώνουν, με αποτέλεσμα την αύξηση 
του μεγέθους τους αλλά και τον πολλαπλασιασμό τους (Ludwin 1984, Xie et 
al. 1995). Αν και δε χρησιμοποιήθηκαν ειδικοί ολιγοδενδρογλοιακοί δείκτες, 
το φαινόμενο της απομυελινοποίησης υφίστατο σίγουρα στο μοντέλο 
τραυματισμού που εφαρμόσαμε και ήταν εμφανές από τη μορφή του 
μεσολόβιου ήδη από τις 4 πρώτες μετα-τραυματικές ώρες. Είναι συνεπώς 
πιθανό, η διατήρηση σε μεγάλο βαθμό των θετικών στο BDNF νευρικών ινών, 
μετά τη χορήγηση IGF-Ι, να οφείλεται στην ενίσχυση της αντίστασης των 
ολιγοδενδρογλοιακών κυττάρων στις συνέπειες του τραύματος και στη 
διατήρηση του ελύτρου μυέλινης γύρω από τους νευρικούς άξονες. Με αυτόν
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τον τρόπο πιθανώς αποφεύχθηκε η καταστροφή των αξόνων και επόμενως η 
επαγωγή των φαινομένων που αναλύθηκαν νωρίτερα (αυξημένη αντιδρομική 
και ορθοδρομική μεταφορά των νευροτροφινών) τα οποία ευθύνονται για τη 
δραματική μείωση της παρουσίας τους στην περιτραυματική περιοχή.

Το γεγονός πως η επαγωγή της Hsp 70 μειώνεται μετά τη χορήγηση 
IGF-Ι σημαίνει πως λιγότερα κύτταρα βρίσκονται σε κατάσταση stress μετά 
τον τραυματισμό. Το στοιχείο αυτό οδηγεί στο συμπέρασμα πως τις 12 πρώτες 
ώρες ο IGF-Ι πιθανώς συμβάλλει στη διατήρηση της ομοιόστασης του ιστού 
και ιδίως της διαχείρισης από τα κύτταρα της υψηλής συγκέντρωσης 
εξωκυττάριων ιόντων ασβεστίου. FI υπόθεση αυτή έχει προταθεί και από άλλες 
ομάδες (Beilharz et al. 1998, Fernandez et al 1999) και ίσως εξηγεί την 
αναστροφή της μείωσης της έκφρασης της ΝΤ-3 και του BDNF αλλά και τη 
μείωση του φαινομένου του ΠΚΘ. Ένα επιπρόσθετο στοιχείο που ενισχύει την 
παραπάνω υπόθεση είναι πως μετά από τη χορήγηση του IGF-Ι δεν 
εντοπίζονται και τα χαρακτηριστικά ενεργοποιημένα αστροκύτταρα.

Η επίδραση της χορήγησης του IGF-1 στην ένταση και έκταση του 
φαινομένου του ΠΚΘ ήταν σαφής καθώς οδήγησε στη μείωση του αριθμού 
των αποπτωτικών κυττάρων στην περιοχή έγχυσής του έως και τις 12 ώρες 
μετά τον τραυματισμό. Ο IGF-Ι έχει βρεθεί να διαθέτει αντι-αποπτωτικές 
ιδιότητες σε ποικίλους κυτταρικούς πληθυσμούς, τα περισσότερα στοιχεία 
όμως προέρχονται από σε in vitro πειράματα (Fernandez et al. 1999, Russel et 
al. 1998, Tamatani et al. 1998, Ryu et al. 1999). Ενδιαφέρον παρουσιάζει η 
αδυναμία του IGF-Ι να επηρεάσει το φαινόμενο του ΠΚΘ στον αντίπλευρο 
ιππόκαμπο. Το στοιχείο αυτό υποδηλώνει πως ο IGF-Ι επιδρώντας άμεσα σε 
συγκεκριμένα κύτταρα οδήγησε στην αυξημένη ανθεκτικότητά τους, δε 
μπόρεσε όμως να αναστείλει την επαγωγή των δευτερογενών μηχανισμών οι 
οποίοι «μεταφέρουν» τα κυτταροτοξικά αποτελέσματα του τραυματισμού σε 
πιο απομακρυσμένες περιοχές. Οι Scheepens et al. (2000) αναλύουν τη δράση 
του IGF-Ι σε δύο συνιστώσες. Αφενός στην άμεση επίδρασή του στα κύτταρα 
που έχουν επηρεασθεί από τον τραυματισμό και αφετέρου στην ιδιότητα του 
ως πρόδρομου μορίου του τριπεπτιδίου GPE και του desIGF-I.

Τα αποτελέσματά μας τεκμηριώνουν τις νευροπροστατευτικές ιδιότητες 
του IGF-Ι και αναδεικνύουν τον παράγοντα αυτό ως ένα καλό υποψήφιο 
θεραπευτικό μέσο. Η δυνατότητα θεραπευτικής χρήσης του IGF-Ι ενισχύεται 
από το δεδομένο ότι μπορεί να διαπεράσει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό 
(Reinhardt and Bondy 1994, Pan and Kastin 2000) και συνεπώς να χορηγηθεί 
περιφερειακά. Ακόμη, δεδομένα από άλλες εργασίες απέδειξαν πως ο IGF-I 
που χορηγείται ενδοεγκεφαλικά συνδέεται πολύ γρήγορα στις πρωτεΐνες 
IGFBP (Guan et al. 2000) με αποτέλεσμα να παραμένει ενεργός για 
παρατεταμένο χρονικό διάστημα. Το γεγονός αυτό σημαίνει πως είναι δυνατή 
η πρόκληση παρατεταμένων αποτελεσμάτων ακόμη και με την εφάπαξ 
χορήγηση μικρής ποσότητας IGF-Ι. Οι κλινικές δοκιμές του IGF-Ι αν και 
έδωσαν αρχικά ορισμένα ενθαρρυντικά αποτελέσματα τελικά δεν είχαν θετική 
κατάληξη (Dore et al. 1997,Walsh 1995) χωρίς όμως να «κλείνουν» το 
κεφάλαιο της πιθανής κλινικής χρήσης του αυξητικού αυτού παράγοντα. Τα 
αποτελέσματά μας φανερώνουν πως είναι εφικτή η επιτυχής εξωγενής
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παρέμβαση με στόχο τη μείωση ή και την αναστροφή των συνεπειών του 
εγκεφαλικού τραυματισμού, ακόμη και σε ένα ιδιόμορφο μοντέλο όπως οι 
διεισδυτικοί κρανιοεγκεφαλικοί τραυματισμοί.



ΠΕΡΙΛΗΨΗ.

ΜΕΛΕΤΗ ΙΣΤΙΚΩΝ ΑΛΛΟΙΩΣΕΩΝ ΣΕ ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΤΡΑΥΜΑΤΙΣΜΟΥ ΤΟΥ 
ΚΕΝΤΡΙΚΟΥ ΝΕΥΡΙΚΟΥ ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ ΕΠΙΜΥΩΝ.

Οι ΚΕΚ αποτελούν βασική αιτία θανάτου ενώ συχνά οδηγούν σε 
μακροχρόνια προβλήματα υγείας με σοβαρές κοινωνικές και οικονομικές 
προεκτάσεις. Η περιγραφή και αποκωδικοποίηση των μοριακών μηχανισμών που 
ενέχονται στην απόκριση του εγκεφαλικού ιστού στο τραύμα είναι απαραίτητες 
προϋποθέσεις στην προσπάθεια επιτυχούς κλινικής αντιμετώπισής τους.

Στην παρούσα εργασία εφαρμόστηκε ένα μοντέλο εστιασμένου, μηχανικού 
διεισδυτικού τραυματισμού σε αρσενικούς επίμυς. Ο τραυματισμός γινόταν στο 
ραχιαίο τμήμα του ιππόκαμπου και στον υπερκείμενο φλοιό. Σε διάφορα χρονικά 
σημεία μετά το τραύμα, από τις 4 ώρες έως τη 1 εβδομάδα, έγινε αδρή ιστολογική 
αξιολόγηση των εγκεφάλων, μελετήθηκε η παρουσία ορισμένων πρωτεϊνών καθώς 
και το φαινόμενο του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου. Επιλέχθηκε η μελέτη 
της έκφρασης της θερμοεπαγώμενης πρωτεΐνης Heat Shock protein 70 (Hsp70) διότι 
αποτελεί δείκτη τραυματισμού των κυττάρων. Οι νευροτροφίνες Brain Derived 
Neurotrophic factor (BDNF) και Neurotrophin 3 (NT-3) μελετήθηκαν καθώς 
αμφότερες εντοπίζονται σε υψηλά επίπεδα στον ενήλικο εγκέφαλο των επίμυων και 
οι τροφικές ιδιότητές τους είναι καλά στοιχειοθετημένες. Η νευρωνική ισομορφή της 
συνθετάσης του μονοξειδίου του αζώτου (neuronal NO Synthase/ nNOS) 
συμπεριελήφθη στη μελέτη διότι το NO ενδέχεται να έχει νευροτοξικές ιδιότητες και 
η γλοιακή όξινη ινώδης πρωτεΐνη (Glial Fibrilary Acidic Protein/ GFAP) επειδή είναι 
δείκτης των αστρογλοιακών κυττάρων. Επιπροσθέτως, μελετήθηκε η ανοσοεντόπιση 
του Ινσουλινοειδούς Αυξητικού Παράγοντα I (Insulin-like Growth Factor 1/ IGF-I) 
ούτως ώστε να περιγράφει η πιθανή συμμετοχή του στην απόκριση του εγκεφαλικού 
ιστού στο τραύμα. Η παρουσία όλων των παραπάνω πρωτεϊνών έγινε 
ανοσοϊστοχημικά ενώ η εντόπιση αποπτωτικών κυττάρων μέσω της αντίδρασης 
TUNEL. Επιπλέον, προσδιορίστηκαν οι νευροπροστατευτικές ιδιότητες της μετα- 
τραυματικής χορήγησης IGF-I.

4 και 12 ώρες μετά τον τραυματισμό παρατηρήθηκε μεγάλη αύξηση του 
αριθμού των ανοσοθετικών στην Hsp70 κυττάρων στην περιτραυματική περιοχή. 
Επίσης, εντοπίστηκε περιορισμένος αριθμός ενεργοποιημένων αστρογλοιακών 
κυττάρων καθώς και ανοσοθετικών για τον IGF-Ι κυττάρων στο κέντρο της 
περιτραυματικής περιοχής. Αντιθέτως, στην ίδια περιοχή η έκφραση των 
νευροτροφινών BDNF και ΝΤ-3 παρουσίαζε δραματική μείωση. 4 ώρες μετά τον 
τραυματισμό υπήρχαν διάσπαρτα αποπτωτικά κύτταρα στο φλοιό και τον ιππόκαμπο 
εκατέρωθεν του τραύματος. Ο αριθμός των κυττάρων αυτών αυξήθηκε σημαντικά 
στις 12 ώρες όπως επίσης κατγράφηκε εξάπλωση της παρουσίας τους και στον 
αντίπλευρο ιππόκαμπο. Επιπροσθέτως, παρατηρήθηκε μία παροδική αύξηση του 
αριθμού των ανοσοθετικών για τη nNOS κυττάρων και στους δύο ιππόκαμπους. Ο 
αριθμός των κυυτάρων αυτών ήταν μέγιστος στις 12 ώρες και επανήλθε στα 
φυσιολογικά επίπεδα 48 ώρες μετά τον τραυματισμό. Ενδιαφέρον ήταν το εύρημα της 
παρουσίας ανοσθετικών κύττάρων για τις νευροτροφίνες και την Hsp70 καθώς και 
αποπτωτικών κυττάρων σε περιοχές απομακρυσμένες από το τραύμα, όπως ο 
απιοειδής φλοιός και οι παρακοιλιακοί υποθαλαμικοί πυρήνες.

Μία εβδομάδα μετά τον τραυματισμό ήταν εμφανής η διαμόρφωση της 
αστροκυτταρικής ουλής. Τα επίπεδα έκφρασης της Hsp70 ήταν ακόμη υψηλά στην 
περιτραυματική περιοχή, αλλά όχι όπως στις 12 ώρες. Σημαντικά αυξημένος ήταν
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οαριθμός των θετικών για τον IGF-Ι κυττάρων στην περιτραυματική περιοχή, όπως 
και* ο- αριθμός των θετικών στην αντίδραση TUNEL κυττάρων και στα δύο 
ημισφαίρια. Η περιτραυματική περιοχή συνέχιζε να χαρακτηρίζεται από απουσία 
θετικών για τον BDNF κυτταρικών σωμάτων και αξόνων και μόνο στο παρέγχυμα 
του πυρήνα της καταστροφής εντοπιζόταν χαμηλή παρουσία της νευροτροφίνης. Από 
την άλλη μεριά η εντόπιση της ΝΤ-3 είχε επιστρέφει σε φυσιολογικά επίπεδα.

Στους επίμυς στους οποίους χορηγήθηκε μετατραυματικά IGF-Ι ορισμένα από 
τα παραπάνω φαινόμενα έιχαν αναστραφεί. Ο IGF-Ι οδήγησε στη διατήρηση της 
φυσιολογικής έκφρασης των νευροτροφινών και στη σημαντική μείωση των 
αποπτωτικών κυττάρων -τουλάχιστον για τις πρώτες 12 ώρες. Επίσης επέφερε 
μείωση του αριθμού των ανοσοθετικών για την Hsp70 κυττάρων, ενώ τα επίπεδα των 
πεπτιδίων GFAP και IGF-Ι δεν επηρεάστηκαν. Τα αποτελέσματα αυτά υποδεικνύουν 
πως ο IGF-Ι διαθέτει προστατευτικές ιδιότητες κυρίως ως προς τα 
ολιγοδενδρογλοιακά κύτταρα και πως η χορήγησή του μπορεί να οδηγήσει στη 
διατήρηση της ομοιόστασης του ιστού στην περιτραυματική περιοχή. Συνεπώς ο IGF- 
I αναδεικνύεται ως ένας σημαντικός νευροπροστατευτικός παράγοντας ο οποίος 
μπορεί μελλοντικά να χρησιμοποιηθεί ως θεραπευτικό μέσο.
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SUMMARY

STUDY OF TISSUE ALTERATIONS IN TRAUMATIZED REGIONS OF THE

RAT CNS
Brain trauma is a primary cause of death or may lead to long-term health, social and 

economic problems. The elucidation of the molecular mechanisms involved in the response of 
brain tissue after trauma is necessary for the development of rational therapeutic approaches.

In this project, adult male rats were traumatized using a model of focal, mechanical, 
penetrating injury at the dorsal hippocampus and the overlying cortex. The gross histological 
alterations, the expression of certain proteins, as well as the phenomenon of programmed cell 
death were studied on various time points after brain injury, the shortest being 4 hours and the 
longest 1 week. The expression of Heat-Shock protein 70 was studied as a marker of neuronal 
injury and stress. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) and Neurotrophin 3 (NT-3) 
were studied because they are both highly expressed in the adult rat brain and have a well- 
described trophic action. The neuronal Nitric Oxide Synthase (nNOS) was studied as NO is a 
potent neurotoxic molecule and the expression of Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) was 
chosen as a marker of astrocytes. Additionally, the expression of Insulin-like Growth Factor I 
(IGF-I) was studied in order to evaluate the participation of this growth factor in the response 
of brain tissue to trauma. The expression of all of the above proteins was studied 
immunohistochemically and the occurrence of apoptotic cell death was observed by the 
TUNEL reaction. Furthermore, the neuroprotective properties of post-injury IGF-I 
administration were determined.

4 and 12 hours after injury, a strong increase in Hsp70 was observed in the 
peritraumatic area along with a moderate activation of astroglia and limited expression of 
IGF-I around the core of the injury. In contrast, neurotrophin expression was severely reduced 
in the same peritraumatic zone. Scattered apoptotic cells were detected in the peritraumatic 
zone at 4 hours but their number increased significantly up to 12 hours, even in the 
contralateral hippocampus. Additionally, a transient increase of nNOS immunoreactivity was 
observed in the hippocampi of both hemispheres. The number of nNOS immunopositive cells 
was maximal at 12 hours and had returned to normal values at 48 hours post-injury. 
Interestingly, expression of BDNF, NT-3 and Hsp70 as well as TUNEL positive cells were 
observed even in remote areas such as the piriform cortex and the paraventricular 
hypothalamic nuclei.

One week after the trauma, a glial scar had formed at the site of the injury. Hsp70 
expression was still high but limited in comparison to 12 hours. IGF-I immunoreactivity was 
significantly elevated in a restricted area adjacent to the lesion site. The numbers of apoptotic 
cells were further increased and TUNEL positive cells were present in both hemispheres. 
BDNF immunoreactive cells or axons were absent in the peritraumatic zone, with the 
exception of the presence of low immunoreactivity in the parenchyma in the core of the 
lesion. The reduction NT-3 immunoreactivity was not detectable anymore.

In the rats that received locally administered IGF-I after the injury many of the above 
phenomena were reversed. IGF-I led to maintenance of normal neurotrophin expression and 
significant reduction of apoptosis in the injured hemisphere -at least for the first 12 hours. It 
also resulted in reduction of the numbers of Hsp70 immunopositive cells, while GFAP and 
IGF-I immunoreactivity was not altered. These results indicate that IGF-I may have a strong 
protective action mainly for oligodndroglial cells and its administration reserves the 
homeostasis of brain tissues in the lesion site. Thus, IGF-I emerges as a potent 
neuroprotective factor that may prove to be a useful therapeutic molecule.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1: ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑΣ ΓΥΡΩ ΑΠΟ 
ΤΑ ΤΡΟΧΑΙΑ ΑΤΥΧΗΜΑΤΑ ΣΤΗΝ ΕΛΛΑΔΑ.

Αποτελεί κοινή εμπειρία για όλους τους Έλληνες η δραματική αναφορά 
του αριθμού των τροχαίων ατυχημάτων και αμέσως μετά του αριθμού των 
νεκρών και τραυματιών που προέκυψαν από αυτά, κάθε Κυριακή βράδυ, μετά 
από κάθε μεγάλη έξοδο η επιστροφή στο «κλεινόν άστυ». Η ευχή πως τον 
επόμενο χρόνο ο αριθμός των ατυχημάτων στους δρόμους θα έχει περιορισθεί, 
διαψεύδεται δυστυχώς από τα στατιστικά στοιχεία που παρέχει το υπουργείο 
Δημόσιας Τάξης (Βλέπε Πίνακες στο τέλος) και είναι προσβάσιμα μέσω 
ίντερνετ στη σελίδα: http://www.vdt.gr/trafFl.htm

Στην πραγματικότητα, οι ολοκληρωμένες (επιδημιολογικού χαρακτήρα) 
μελέτες που αναλύουν το φαινόμενο των τροχαίων ατυχημάτων στην Ελλάδα 
είναι λίγες (Lefkidis and Piperidis 1986, Kardara and Kondakis 1997). Φυσικά, 
η πεποίθηση πως πρόκειται για ένα σημαντικό πρόβλημα, με κοινωνικές και 
ιατρικές προεκτάσεις, είναι καλά εδραιωμένη στη συνείδηση των Ελλήνων. Η 
μελέτη όμως των παραμέτρων που το περιγράφουν είναι πάντοτε απαραίτητη 
στην προσπάθεια επιτυχούς αντιμετώπισης του προβλήματος, ιδίως στην χώρα 
μας, στην οποία παρά την έκταση του φαινομένου (δεν πρέπει να υπάρχει 
Έλληνας που να μην έχει χάσει κάποιον συγγενή ή φίλο σε τροχαίο ατύχημα) η 
ανταπόκριση του κόσμου στις υποδείξεις των αρχών παραμένει στοιχειώδης. 
Υπάρχουν ορισμένες πολύ ενδιαφέρουσες μελέτες οι οποίες αποκαλύπτουν 
μερικά χαρακτηριστικά του φαινομένου των τροχαίων ατυχημάτων στη χώρα 
μας, όπως το υψηλό ποσοστό εμπλοκής σε αυτά ταξιδιωτών (αλλοδαπών και 
ημεδαπών) που βρίσκονται σε διακοπές (Petridou et al. 1997, Petridou et al. 
1999), την αυξημένη συχνότητα κατανάλωσης αλκοόλ από τα θύματα των 
ατυχημάτων (Petridou et al. 1998) και το προφίλ των νεαρών οδηγών που 
εμπλέκονται σε τροχαία ατυχήματα στην περιοχή της Αθήνας (Chliaoutakis et 
al. 1999).

Η ατομική ευθύνη που φέρει ο κάθε πολίτης, όταν δεν παίρνει τα 
στοιχειώδη μέτρα ασφαλείας (χρήση της ζώνης ασφαλείας και του 
προστατευτικού κράνους από τους ενήλικες, χρήση ειδικών θέσεων στο πίσω 
κάθισμα για τα παιδιά) δεν είναι ένα αμελητέο μέγεθος, ιδίως όταν αφορά τη 
ζωή ανηλίκων. Από την άλλη μεριά όμως, δραματική αποδεικνύεται και η 
αποτυχία της πολιτείας να εμπεδώσει ή και να επιβάλει ορισμένους κανόνες 
ασφαλούς οδήγησης στους πολίτες. Τα στοιχεία που προκύπτουν από την 
ανάλυση των τροχαίων ατυχημάτων αναδεικνύουν με σαφήνεια την 
αποτελεσματικότητα της χρήσης των προαναφερθέντων μέτρων ασφαλείας 
(Petridou et al. 1998, Petridou et al. 1998). To 27% των θανάτων σε 
αυτοκινητιστικά τροχαία ατυχήματα θα μπορούσε να είχε αποφευχθεί εάν τα 
θύματα χρησιμοποιούσαν τη ζώνη ασφαλείας και το 38% των θανάτων σε 
ατυχήματα με μηχανές θα είχε αποφευχθεί εάν γινόταν χρήση του κράνους 
(Petridou et al. 1998) (περίπου 150 άνθρωποι μόνο το 2000).

Η περιγραφή των συμπεριφορών που οδηγούν τους πολίτες στο να 
αγνοούν στην πράξη, τα μέτρα ασφαλούς οδήγησης, ενώ ταυτόχρονα εκφρά­

http://www.vdt.gr/trafFl.htm


ζουν την ανησυχία και το θυμό τους για τις «αβλεψίες και προχειρότητες», της 
πολιτείας, οι οποίες αφορούν την ασφαλή οδήγηση (κακή κατάσταση 
οδοστρώματος, ελλιπής σήμανση) είναι απαραίτητη για το σχεδιασμό μίας 
αποδοτικής εκστρατείας πρόληψης των τροχαίων ατυχημάτων. Μία τέτοια 
μελέτη (Chliaoutakis et al. 2000) αποκαλύπτει ορισμένες παραμέτρους που 
επιδρούν στην εκδήλωση αυτής της συμπεριφοράς, όπως το φαινόμενο της 
μίμησης αλλά και την αποδοτικότητα των ποινικών κυρώσεων.

Ιδιαίτερα στατιστικά στοιχεία για τους εγκεφαλικούς τραυματισμούς 
στον ελληνικό πληθυσμό δεν υπάρχουν, πιθανώς λόγω της ανύπαρκτης 
μηχανογράφησης των υπηρεσιών υγείας. Πολύ περισσότερο δεν υπάρχουν 
στοιχεία για τη συχνότητα εμφάνισης εγκεφαλικών τραυματισμών σε τροχαία 
ατυχήματα, εκτός μεμονωμένων αλλά όχι εξειδικευμένων εργασιών 
(Papadopoulos et al. 1996). Προφανώς τα επιδημιολογικά δεδομένα που 
υπάρχουν από άλλες χώρες, σύμφωνα με τα οποία τα τροχαία ατυχήματα 
αποτελούν την πρώτη αιτία εγκεφαλικών τραυματισμών στην Ευρώπη 
(δεύτερη πιθανώς στις ΗΠΑ, μετά τους τραυματισμούς από όπλα) (The 
European Brain Injury Consortium Survey of Head Injuries, Murray et al.
1999) , περιγράφουν αδρά και την Ελληνική πραγματικότητα.

Μία πολύ σημαντική παράμετρος του προβλήματος των τροχαίων 
ατυχημάτων, αλλά και γενικότερα των εγκεφαλικών τραυματισμών 
(ανεξαρτήτως αιτιολογίας), είναι η δυνατότητα άμεσης αντιμετώπισης των 
περιστατικών, η πρόσβαση σε μονάδες πρωτοβάθμιας περίθαλψης και τελικά η 
πρόσβαση σε εξειδικευμένα κέντρα. Η εικόνα που διαμορφώνεται για την 
Ελλάδα από τις λίγες μελέτες που υπάρχουν, περιγράφει την ανάγκη για 
αναβάθμιση των υπηρεσιών επείγουσας βοήθειας (Papadopoulos et al. 1996), 
αλλά και καλύτερης επάνδρωσης και οργάνωσης των περιφερειακών μονάδων 
πρωτοβάθμιας και δευτεροβάθμιας παροχής υπηρεσιών υγείας (Petridou et al.
2000) . Σε μία συγκριτική διεθνή μελέτη με θέμα την αντιμετώπιση των 
πολυτραυματιών (στην οποία σημειώνεται πως παρά τον διεθνώς αυξανόμενο 
ετήσιο αριθμό πολυτραυματιών, οι θάνατοι των ασθενών παρουσιάζουν τάση 
μείωσης), η Ελλάδα, μαζί με τη Ρωσία, αναφέρονται ως οι χώρες στις οποίες 
οι χρόνοι διάσωσης (rescue times) και η ανεπαρκής προκλινική φροντίδα των 
πολυτραυματιών αποτελούν το σημαντικότερο πρόβλημα (Oestem 1999). 
Πρέπει πάντως να σημειωθεί πως η Ελλάδα συμμετέχει στα διεθνή 
προγράμματα που αποσκοπούν στην εκτίμηση της αποτελεσματικότητας των 
υπηρεσιών υγείας όσον αφορά στην αντιμετώπιση των τροχαίων ατυχημάτων 
και των τραυματισμών γενικότερα και στην προσπάθεια κεντρικού 
συντονισμού των συστημάτων υγείας στις χώρες της Ευρώπης (π.χ. πρόγραμμα 
WETS- Worldwide Emergency Telemedicine Services- Beltrame et al. 1998).
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ΟΛΙΚΑ ΤΡΟΧΑΙΑ ΑΤΥΧΗΜΑΤΑ - ΠΑΘΟΝΤΕΣ 
ΣΤΗΝ ΑΤΤΙΚΗ

ΑΤΥΧΗΜΑΤΑ ΠΑΘΟΝΤΕΣ

ΕΤΗ ΘΑΝ/ΡΑ ΣΟΒΑΡΑ ΕΑΑΦΡΑ ΣΥΝ. ΝΕΚΡΟΙ ΣΟΒΑΡΑ ΕΑΑΦΡΑ ΣΥΝ.

1986 388 801 8.415 9.580 394 985 11.401 12.780

1987 399 902 8.438 9.739 438 1.062 11.517 13.017

1988 385 720 9.041 10.146 412 857 12.453 13.722

1989 413 666 8.933 10.012 452 810 12.260 13.522

1990 450 622 8.236 9.308 485 774 11.217 12.476

1991 458 812 8.706 9.976 512 990 11.655 13.157

1992 454 893 9.1 81 10.528 498 1.025 12.438 13.961

1993 471 506 9.793 10.770 505 664 13.040 14.209

1994 417 408 8.831 9.656 444 539 11.645 12.626

1995 469 487 8.472 9.428 508 678 11.385 12.571

1996 472 480 9.697 10.649 501 616 12.699 13.816

1997 450 749 9.491 10.690 476 896 12.357 13.729

1998 463 915 9.481 10.859 493 1.087 12.513 14.093

1999 466 952 9.992 1 1.410 502 1.154 12.997 14.653

2000 482 963 10.161 11.606 513 1.208 13.450 15.171



ΟΛΙΚΑ ΤΡΟΧΑΙΑ ΑΤΥΧΗΜΑΤΑ - ΠΑΘΟΝΤΕΣ 
ΣΕ Ο AH ΤΗ ΧΩΡΑ

ΑΤΥΧΗΜΑΤΑ ΠΑΘΟΝΤΕΣ
ΕΤΗ ΘΑΝ/ΡΑ ΣΩΜ.

ΒΛΑΒΩΝ
ΣΥΝΟΛΟ ΝΕΚΡΟΙ ΤΡΑΥΜΑΤΙΕΣ ΣΥΝΟΛΟ

(ΣΟΒΑΡΑ-
ΕΛΛΦΡΛ)

(ΣΟΒΑΡΑ-
ΕΛΑΦΡΑ)

1986 1.536 20.703 22.239 1.720 30.775 32.495
1987 1.537 21.078 22.615 1.750 31.189 32.939
1988 1.568 22.285 23.853 1.768 33.414 35.182
1989 1.730 21.962 23.692 2.012 33.355 35.367
1990 1.760 20.884 22.644 1.981 31.145 33.126
1991 1.752 21.478 23.230 2.014 31.840 33.854
1992 1.764 22.383 24.147 1.999 32.489 34.488
1993 1.759 22.511 24.270 2.002 32.489 34.491
1994 1.833 22.060 23.893 2.076 32.059 34.135
1995 1.899 21.584 23.483 2.144 31.801 33.945
1996 1.904 22.207 14.111 2.176 33.081 35.257

1997 1.892 22.789 24.681 2.141 32.849 34.990

1998 1.980 22.914 24.894 2.229 33.113 35.342

1999 1.924 22.365 24.289 2.181 32.351 34.532

2000 1.867 21.085 22.952 2.103 30.389 32.482
2001 1.322 13.823 15.145 1.483 20.132 21.615

Σημείωση: Τα στοιχεία του 2001 είναι μέχρι και τον Σεπτέμβριο.



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2: ΚΛΙΝΙΚΗ ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗ ΚΕΚ

Το σημαντικότερο ίσως εργαλείο το οποίο διαθέτουν οι γιατροί οι 
οποίοι καλούνται να αντιμετωπίσουν περιπτώσεις ΚΕΚ, έτσι ώστε να 
μπορέσουν να εκτιμήσουν τη σοβαρότητα της κατάστασης και να σχηματίσουν 
μία εικόνα της πρόγνωσης του ασθενούς είναι η βαθμολόγησή του με βάση την 
κλίμακα της Γλασκόβης (Glasgow Coma Scale από τους Teasdale and Jennet 
1974). Με την κλίμακα της Γλασκώβης γίνεται εκτίμηση του επιπέδου 
συνείδησης του ασθενούς, ενός παράγοντα πολύ σπουδαίου για τη 
διαμόρφωση της κλινικής ακόνας. Μία αντίστοιχη κλίμακα έχει διαμορφωθεί 
στην προσπάθεια να εκτιμηθούν οι κλινικές δυσλειτουργίες και αναπηρίες του 
ασθενούς (Glasgow Outcome Scale από τους Jennet and Bond, 1975).

Η άμεση αντιμετώπιση του ασθενούς με ΚΕΚ περιλαμβάνει κυρίως την 
προσπάθεια να ελεγχθεί η ενδοκρανιακή πίεση, σε συνδυασμό με μετρήσεις 
της αιματικής ροής και του όγκου του αίματος. Η μηχανική υποστήριξη της 
αναπνευστικής λειτουργίας του τραυματία και συνήθως ο «υπεραερισμός» του 
είναι μία συνήθης διαδικασία, όπως επίσης η ρύθμιση της πίεσης με τη 
χορήγηση μαννιτόλης.

Η εξέλιξη στον τομέα της απεικονιστικής ιατρικής δίνει τη δυνατότητα 
άμεσης εξέτασης της κατάστασης του εγκεφάλου και της εντόπισης 
αιματωμάτων. Συνεπώς είναι αυξημένη η δυνατότητα εκτίμησης της ανάγκης 
χειρουργικής επέμβασης με στόχο την αποσυμφόρηση των πιέσεων του ιστού 
και την αποκατάσταση της ενδοκρανιακής πίεσης και της λειτουργίας 
συγκεκριμένων περιοχών (Cruz 2000, Basso et al. 2001, ενδιαφέρουσα 
ανασκόπηση: Gentleman 1999).

Η φαρμακολογική αντιμετώπιση των ασθενών με ΚΕΚ έγκειται στην 
καταστολή του ασθενούς κυρίως με τη χορήγηση βαρβιτουρικών αλλά και 
μορφίνης, ενώ η χρήση στεροειδών έχει μειωθεί σημαντικά. Στην Ιαπωνία 
αυτήν τη στιγμή χρησιμοποιούνται δύο φαρμακευτικά σκευάσματα για την 
αντιμετώπιση των ET. To Nicholin (cytidine diphosphate choline (CDP)- 
choline) και το Hirtonin (περιέχει ένα ανάλογο της TRH). Το πρώτο φαίνεται 
πως επάγει την επιδιόρθωση των μεμβρανών των νευρώνων με την ενίσχυση 
της αναπνευστικής λειτουργίας των μιτοχονδρίων και τη βιοσύνθεση της 
λεκιθίνης. Με αυτόν τον τρόπο οδηγεί στη βελτίωση του επιπέδου συνείδησης 
των ασθενών και τη βελτίωση της εικόνας του Ηλεκτροεγκεφαλογραφήματος. 
Το δεύτερο, επιδρά σε συγκεκριμένους πυρήνες του εγκεφάλου (π.χ. nucleus 
accumbens) και επάγει την απελευθέρωση ντοπαμίνης. Η χορήγησή του 
επιφέρει βελτίωση της αντιδραστικότητας και κινητικότητας των ασθενών 
καθώς και της εικόνας του ΗΕΓ τους. Ταυτόχρονα, αυτήν τη στιγμή μία 
πλειάδα φαρμακευτικών ουσιών ελέγχεται κλινικά (κλινικές δοκιμές φάσης II 
και III), ως πιθανά θεραπευτικά μέσα στην αντιμετώπιση των ΚΕΚ (στοιχεία 
από την εργασία των Maejima and Katayama, 2001).
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