
Ο νευροενδοκρινής άξονας
και ένα παράδειγμα μελέτης νευροεκφυλισμού
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ΜΑΘΗΣΙΑΚΟΙ ΣΤΟΧΟΙ

- αιτιολογήστε τη χρήση στεροειδών για νευροπροστασία

- περιγράψτε τον ρόλο του ασβεστίου στον νευροεκφυλισμό

- περιγράψτε μια πιθανή σηματοδοτική αλληλουχία σημάτων επιβίωσης, που μπορεί να 

πυροδοτηθεί από νευροστεροειδή



Το νευρικό και το ενδοκρινές σύστημα έχουν σημαντικές 

ομοιότητες

Είναι –και τα δύο- συστήματα για 

τη μετάδοση σημάτων

Λειτουργούν στη βάση διέγερση-

απόκριση

Μεταδίδουν σήματα τα οποία είναι 

τοπικά και ειδικά ή έχουν 

γενικευμένη επίδραση

Παίζουν ουσιαστικό ρόλο στο 

συντονισμό των 

φυσιολογικών διαδικασιών
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A users guide to HPA axis research

Ο νευροενδοκρινής άξονας: γιατί μας ενδιαφέρει?



Ο νευροενδοκρινής άξονας: γιατί μας ενδιαφέρει?





Ο νευροενδοκρινής άξονας: γιατί μας ενδιαφέρει?



Ολοκληρωμένη ενδοκρινική και νευρική ρύθμιση της γλυκόζης του 

πλάσματος



Τα επινεφρίδια : διακριτές στιβάδες και οι ορμόνες τους
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Σύνθεση των ορμονών του φλοιού

10



ΝΕΥΡΟΣΤΕΡΟΕΙΔΗ

allo

 Hans Selye, 1941: υπνωτική / αναισθητική δράση προγεστερόνης,
δεϋδροεπιανδροστερόνης (DHEA)

 Majewska et al., 1986: τα στεροειδή αλλοπρεγνανολόνη (allo) και
τετραϋδροδεοξυκορτικοστερόνη (THDOC) είναι τροποποιητές της νευρωνικής
διεγερσιμότητας, μέσω αλληλεπίδρασης με τον υποδοχέα GABAΑ

 Baulieu et al., 1987: βιοσύνθεση νευροστεροειδών στον εγκέφαλο



Σύνθεση των ορμονών του φλοιού

12

STRESS



Μη γονιδιακές και γονιδιακές δράσεις των 

νευροστεροειδών (προσαρμογή από Rupprecht and 

Holsboer, 1999)



Το 1927 αναφέρθηκε από τους Cashin και Movarek 

ότι η ενδοφλέβια χορήγηση χοληστερόλης προκαλεί 

υπνωτική και αναισθητική δράση (Cashin and 

Moravek, 1927)

ενώ λίγα χρόνια αργότερα ο Selye περιέγραψε τις 

υπνωτικές ιδιότητες της προγεστερόνης και της 

δεοξυκορτικοστερόνης (Selye, 1941; 1942). 

Αργότερα διαπιστώθηκε ότι τα αγωνιστικά 

νευροστεροειδή εμφανίζουν αγχολυτική και 

σπασμολυτική δράση, ενώ τα ανταγωνιστικά έχουν 

αντίθετες δράσεις (Majewska et al., 1986; 

Majewska and Schwartz, 1987).

Φυσιολογικός ρόλος των νευροστεροειδών



ΠΡΟΤΥΠΗ ΜΕΛΕΤΗ

(πειραματικό) 

Διερεύνηση των μοριακών συστατικών που καθορίζουν την 

εξειδίκευση της GABAA-εργικής αναστολής σε νευρικά κύτταρα, 

καθώς και των μηχανισμών ενίσχυσής της από ενδογενή 

νευροστεροειδή

ΜΑΘΗΣΙΑΚΟΙ ΣΤΟΧΟΙ

- αιτιολογήστε τη χρήση στεροειδών για νευροπροστασία

- περιγράψτε τον ρόλο του ασβεστίου στον νευροεκφυλισμό

- περιγράψτε μια πιθανή σηματοδοτική αλληλουχία σημάτων επιβίωσης, που μπορεί να 

πυροδοτηθεί από νευροστεροειδή



η επαγόμενη από γλουταμινικό είσοδος ασβεστίου, θεωρείται μια από τις 

κυριότερες αιτίες νευρωνικού θανάτου που συνοδεύει την εγκεφαλική 

βλάβη από ισχαιμία/επαναιμάτωση, ή την καταστροφή των νευρώνων σε 

περιπτώσεις επιληψίας ή σε νευροεκφυλιστικές νόσους. 

Στην προσπάθεια να βρεθούν παράγοντες, οι οποίοι θα μπορέσουν στο 

μέλλον να χρησιμεύσουν ως κύρια συστατικά κατά την παρασκευή 

φαρμάκων για την αντιμετώπιση των παραπάνω ασθενειών, απαιτείται 

μελέτη ενδογενών μορίων με προστατευτική δράση. Μια σημαντική 

κατηγορία ουσιών με αυτήν την ιδιότητα αποτελούν γενικότερα τα 

στεροειδή. 

Η ανίχνευση στον εγκέφαλο σημαντικών ποσοτήτων στεροειδών, 

παραγώγων της προγεστερόνης, έδωσε το έναυσμα για τη χρήση αυτών 

των ουσιών σε πειράματα νευροπροστασίας, με ελπιδοφόρα 

αποτελέσματα. Έτσι, οι ενεργοί μεταβολίτες της προγεστερόνης που 

ανιχνεύονται στο ΚΝΣ και ονομάστηκαν νευροστεροειδή, θεωρούνται 

σήμερα οι σπουδαιότεροι πιθανοί τελεστές της προστασίας των 

νευρώνων έναντι παραγόντων που οδηγούν στο νευροεκφυλισμό.

αιτιολόγηση



Πρότυπο σύστημα μελέτης μηχανισμών

νευροπροστασίας

Πολυδύναμες Kυτταρικές Σειρές



Πολυδύναμες Κυτταρικές Σειρές - Διαφοροποίηση



Παρόλο που η προέλευσή τους δεν είναι καλά καθορισμένη, τα P19 κύτταρα έχουν φαινότυπο παρόμοιο με αυτό 

κυττάρων πρωτογενούς εξωδέρματος. 

Πολλαπλασιάζονται με ιδιαίτερα ταχείς ρυθμούς και πρακτικά απεριόριστα σε καλλιέργεια. Η ικανότητά τους να 

διαφοροποιούνται πολλαπλά (pluripotency) ανάλογα με τις συνθήκες, σε συνδυασμό με το ευρύ αναπτυξιακό δυναμικό 

τους, τα καθιστά ένα ιδιαίτερα εύχρηστο μοντέλο in vitro μελέτης (Jones-Villeneuve et al., 1982; Jones-Villeneuve et 

al., 1983). 

Συγκεκριμένα, τα P19 κύτταρα μπορούν μετά από επίδραση ρετινοϊκού οξέος να διαφοροποιηθούν σε νευρικά κύτταρα 

(Ρ19-Ν), ενώ μετά από επίδραση διμεθυλο-σουλφοξειδίου (DMSO) διαφοροποιούνται σε καρδιακά και σκελετικά 

μυϊκά κύτταρα (McBurney, 1993).

Οι νευρώνες που προκύπτουν από τη διαφοροποίηση των P19 κυττάρων είναι μη αντιστρεπτά μεταμιτωτικοί, 

εμφανίζουν τυπική μορφολογία νευρικών κυττάρων και εκφράζουν έναν αριθμό χαρακτηριστικών δεικτών του ΚΝΣ, 

όπως την ειδική για νευρώνες ενολάση, νευροϊνώδεις πρωτεΐνες και το νευρο-ειδικό πυρηνικό αντιγόνο NeuN 

(McBurney et al., 1988). 

Το πρότυπο έκφρασης των γονιδίων κατά τη διαφοροποίηση των Ρ19 κυττάρων σε νευρικά κύτταρα, ακολουθεί την ίδια 

χρονική σειρά με το αντίστοιχο των φυσιολογικών πρόδρομων νευρικών κυττάρων (An et al., 2005). Επιπλέον, 

εκφράζουν γλουταμινεργικούς υποδοχείς (υποδοχείς NMDA, AMPA και καϊνικού οξέος), καθώς και GABAΑ-εργικούς 

υποδοχείς, ενώ συνθέτουν και αποθηκεύουν GABA και γλουταμινικό (Lin et al., 1996; MacPherson et al., 1997). 

Σχηματίζουν συνάψεις in vitro και είναι ανοσοενεργά για συναπτοφυσίνη (Finley et al., 1996). Ωστόσο, φαίνεται πως οι 

τασεοελεγχόμενοι δίαυλοι ασβεστίου απουσιάζουν από αυτούς τους νευρώνες (Morley et al., 1995).

Η κυτταρική σειρά των P19 κυττάρων πλεονεκτεί ως πειραματικό μοντέλο, εξαιτίας α) του μικρού χρόνου που 

απαιτείται για τη διαφοροποίησή τους, β) της άρτιας λειτουργικότητάς τους ως νευρώνες και γ) της παρουσίας ενός 

μεγάλου αριθμού ώριμων νευρικών κυττάρων και της σχεδόν πλήρους απουσίας μη νευρικών κυττάρων, μετά το πέρας 

της διαφοροποίησης.

P19



Διαφοροποίηση Ρ19 κυττάρων (aggregates)

Καταστολή ανάπτυξης 
μη νευρικών κυττάρων

4 ημέρες σε a-MEM 10% FBS + 
0,5μΜ RA σε bacter. grade dishes 

(aggregates)

7 ημέρες σε a-MEM + 5 μg/ml Ara-C

4 x 105 P19 κύτταρα
(πολυδύναμα, εμβρυïκά)

Έναρξη 
διαφοροποίησης

Aggregates νευρικών / μη νευρικών κυττάρων 
σε culture grade dishes 

Τελικώς διαφοροποιημένοι νευρώνες με άξονες 
και δενδρίτες



Ανοσοκυτταροχημεία σε NT2 και P19 κύτταρα

ΝΤ2 Ρ19

Syn / Tuj1
(1:10) (1:200)

Syn / Tuj1
(1:10) (1:200)



Πρότυπο Σύστημα Πολυδύναμων  Εμβρυονικών Κυττάρων

ΝΤ2 ΝΤ2-N

ΝΤ2-N

Ρ19 Ρ19-N

P19-N



Διαφοροποίηση παρουσία Ρετινοϊκού Οξέος

(RA) και Μιτωτικών Αναστολέων (10μM 5-

fluoro-2-deoxyuridine, 10 μM Uridine, 1 μM

Cytosine-b-D-arabinoside) σε, πλήρως

διαφοροποιημένους, μετα-μιτωτικούς

νευρώνες, οι οποίοι εκφράζουν

λειτουργικούς GABAΑ και NMDA

υποδοχείς.

Διαφοροποίηση σε Νευρικά Κύτταρα



 Έκφραση των υποδοχέων GABAA (υπομονάδες α1, β2) και NMDA
(υπομονάδα NR1) στα Ρ19 κύτταρα (mRNA)

α1 GAΒAAR

β2 GAΒAAR

NR1 NMDAR
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 Στον ώριμο εγκέφαλο η διατήρηση της δυναμικής 
ισορροπίας μεταξύ συναπτικής αναστολής (GABAεργικό
σύστημα) και διέγερσης (γλουταμινεργικό σύστημα) της 
νευρωνικής δραστηριότητας, καθορίζει τη φυσιολογική 

λειτουργία του εγκεφάλου.

φυσιολογική νευρωνική λειτουργία



γ-αμινοβουτυρικό οξύ (GABA): προσδένεται σε δυο 
τύπους υποδοχέων

 Ιονοτροπικοί : GABAA, GABAC

 Μεταβολοτροπικοί (υποδοχείς συζευγμένοι με G πρωτεΐνες): GABAB



Ο υποδοχέας GABAA

α-υπομονάδα (6 ισομορφές)
β-υπομονάδα (3 ισομορφές)
γ-υπομονάδα (3 ισομορφές)
δ-υπομονάδα
ε-υπομονάδα
θ-υπομονάδα
π-υπομονάδα

Πιο συχνός συνδυασμός: α1β2γ2



 Ιονοτροπικοί : AMPA, Καϊνικού οξέος (KA) και NMDA

Γλουταμινικό οξύ : προσδένεται σε δυο τύπους 
υποδοχέων

 Μεταβολοτροπικοί: mGluRs

AMPA:α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid



Ο υποδοχέας NMDA

NMDA,

Υπομονάδες NR1, NR2



Ομοιόσταση ασβεστίου



Ομοιόσταση ασβεστίου

Τα ιόντα Ca2+ αποτελούν έναν καθολικό ενδοκυττάριο μηνύτορα που ελέγχει ένα μεγάλο εύρος 

κυτταρικών διαδικασιών, όπως η μεταγραφή γονιδίων, η μυϊκή συστολή, ο κυτταρικός 

πολλαπλασιασμός, η ανάπτυξη, η μάθηση και η μνήμη, αλλά και ο κυτταρικός θάνατος (Berridge et al., 

2000; Bootman et al., 2001). 

Ειδικά στα νευρικά κύτταρα τα ιόντα Ca2+ κατέχουν εξέχουσα θέση ως ενδοκυττάριοι μηνύτορες 

αλλαγών του νευρωνικού περιβάλλοντος, καθώς ελέγχουν και τους δυο τύπους διακυτταρικής

επικοινωνίας, δηλαδή τη χημική νευροδιαβίβαση και την ηλεκτρική σύναψη, στους οποίους βασίζεται η 

εγκεφαλική λειτουργία (Verkhratsky, 2002). Έτσι, η ολοκλήρωση των κυκλωμάτων μεταξύ νευρώνων 

και γλοίας, που αποτελεί τη βάση για τη διαδικασία της μεταγωγής της πληροφορίας, βασίζεται σχεδόν 

αποκλειστικά στις συντονισμένες κινήσεις ιόντων Ca2+ κατά μήκος των κυτταρικών μεμβρανών και 

διαμέσου των ενδοκυττάριων διαμερισμάτων. Το δίκτυο σηματοδότησης του Ca2+ αποτελείται από 

τέσσερις λειτουργικές μονάδες:

1. Ένα διεγερτικό ερέθισμα προκαλεί ποικίλα σήματα κινητοποίησης ιόντων Ca2+.

2. Ενεργοποίηση μηχανισμών που προμηθεύουν το κυτταρόπλασμα με Ca2+.

3. Τα ιόντα Ca2+ λειτουργούν ως δεύτεροι μηνύτορες και διεγείρουν διάφορες διαδικασίες, 

εξαρτώμενες από ασβέστιο.

4. Τελικά, παρατηρείται ενεργοποίηση μηχανισμών, που περιλαμβάνουν λειτουργία αντλιών και 

ανταλλακτών για να απομακρυνθεί η περίσσεια του Ca2+ από τα κύτταρα και να αποκατασταθεί η 

κατάσταση ισορροπίας του κυττάρου.

Όταν τα κύτταρα βρίσκονται σε κατάσταση ηρεμίας, το ισοζύγιο μεταξύ των μηχανισμών ρύθμισης της 

ενδοκυττάριας συγκέντρωσης Ca2+ έχει ως αποτέλεσμα αυτή η συγκέντρωση να είναι περίπου 100 nM. 

Ωστόσο, διέγερση των κυττάρων μέσω εκπόλωσης, μηχανικής βλάβης ή ορμονικής ενεργοποίησης, 

αυξάνει τη συγκέντρωση Ca2+ στο κυτταρόπλασμα μέχρι και 1 μΜ.



Ρύθμιση διαφορετικών διαδικασιών από ιόντα Ca2+

στα νευρικά κύτταρα (προσαρμογή από Berridge et 

al., 2000).

Η διαταραχή της ρύθμισης της γλουταμινεργικής διαβίβασης, μπορεί να 

αποτελέσει ένα σήμα κυτταρικού θανάτου παρά ένα σήμα κυτταρικής 

επιβίωσης και αύξησης (Lynch and Guttmann, 2002). Οι τραυματισμένοι 

νευρώνες απελευθερώνουν γλουταμινικό οξύ σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 

αυτές που χρειάζονται για τη φυσιολογική νευρωνική λειτουργία. Το κύριο 

χαρακτηριστικό αυτής της διαδικασίας είναι η εισροή ιόντων Ca2+, Κ+ και Na+, 

εκ των οποίων η αυξημένη συγκέντρωση των ιόντων Ca2+ διαδραματίζει 

κυρίαρχο ρόλο αφού επάγει την ενεργοποίηση ενός καταρράκτη αντιδράσεων 

που τελικά οδηγούν σε θάνατο του νευρώνα (Sattler and Tymianski, 2000).



Ασβέστιο και διεγερσιμοτοξικότητα

υπερφόρτωση με Ca2+

ενεργοποίηση Ca2+ διαδικασιών 

μιτοχονδριακή δυσλειτουργία

ΝΕΚΡΩΣΗ
ΑΠΟΠΤΩΣΗ





Σκοπός της μελέτης
Νευροστεροειδή
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Ενεργοποίηση γλουταμινεργικών υποδοχέων

L-Glu % επιβίωση NMDA % επιβίωση

0 μΜ 100 0 μΜ 100

100 μΜ 96±1 100 μΜ 94.3±3

500 μΜ 84±10 500 μΜ 90±3.6

1 mΜ 73.2±2.5 ** 1 mΜ 70.6±2.3 **

2 mΜ 62.6±6.8 ** 2 mΜ 62±5.2 **

5 mM 46.3±5 ** 5 mM 59±5.6 **

 Ρ19-Ν



NMDA NMDAΜάρτυρας

allo+NMDA
DHEA+NMDA

NMDA



 Εμπλέκεται το ενδογενές μιτοχονδριακό μονοπάτι στην ΝΜDA-
επαγόμενη απόπτωση ;
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 Εμπλέκεται το ενδογενές μιτοχονδριακό μονοπάτι στην ΝΜDA-
επαγόμενη απόπτωση ;
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Το σηματοδοτικό μονοπάτι της PI3-K/Akt

Φωσφορυλίωση υποδοχέα GABAA

(υπομονάδα β2)
• ρύθμιση του αριθμού των υποδοχέων
• πλαστικότητα, λειτουργία

wortmannin



 Εμπλέκεται το σηματοδοτικό μονοπάτι της PI3-K/Akt κινάσης στη 
δράση των νευροστεροειδών ;
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 Ποια  είναι η επίδραση του ΝΜDA και των νευροστεροειδών στη 
φωσφορυλίωση της Akt κινάσης ;
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 Το σηματοδοτικό μονοπάτι της PI3-K/Akt κινάσης μεσολαβεί πράγματι 
τις προστατευτικές δράσεις των νευροστεροειδών ;
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 Ποιος  είναι ο ρόλος του Ca2+ στην τοξικότητα που προκαλεί το ΝΜDA
;a) Εισροή ιόντων Ca2+ παρουσία Γλουταμινικού οξέος (L-Glu) και NMDA
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 Ποιος  είναι ο ρόλος του Ca2+ στην τοξικότητα που προκαλεί το ΝΜDA
;
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β) δέσμευση Ca2+ (Bapta-AM, EGTA)



 Ποιος  είναι ο ρόλος του Ca2+ στην τοξικότητα που προκαλεί το ΝΜDA
;

γ) επίδραση της δέσμευσης Ca2+ (Bapta-AM, EGTA) στη φωσφορυλίωση της Akt κινάσης
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 Ποια είναι η επίδραση των νευροστεροειδών στην έκφραση των 
υποδοχέων GABAA και NMDA ;
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 Ποια είναι η επίδραση των νευροστεροειδών στην έκφραση των 
υποδοχέων GABAA και NMDA ;
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 Οι γονιδιακές επιδράσεις των νευροστεροειδών εξαρτώνται από την 
ύπαρξη λειτουργικών υποδοχέων GABAA ;
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 Έκφραση των υποδοχέων GABAA στα Ρ19 κύτταρα (πρωτεΐνες)
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 Η αύξηση της έκφρασης των mRNA των υπομονάδων α1 και β2 του 
υποδοχέα GABAA συνοδεύεται και από αύξηση της έκφρασης των αντίστοιχων 

πρωτεϊνών ;

υπομονάδα α1 (μάρτυρας) υπομονάδα α1 
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Συνθετικά νευροστεροειδή
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•τα νευροστεροειδή επάγουν μια πληθώρα αλληλοσυνδεόμενων κυτταρικών λειτουργιών που 

επηρεάζουν τη νευρωνική λειτουργία. 

•σε ένα in vitro σύστημα όπου συνυπάρχουν λειτουργικοί υποδοχείς GABAA και NMDA, η 

δράση των νευροστεροειδών απαιτεί α1, β2, NR1 υπομονάδες και είναι διπλή: μια άμεση, 

που μεσολαβείται από την κινάση Akt και μια έμμεση, που αφορά στην επιλεκτική αύξηση 

μεταγράφων του υποδοχέα GABAA. Έτσι, τα νευροστεροειδή μέσω ενεργοποίησης του 

PI3K→Akt μονοπατιού και παρεμβολής στο ενδογενές αποπτωτικό μονοπάτι, αναστέλλουν 

την απόπτωση νευρικών κυττάρων που προκαλεί η αυξημένη ενεργοποίηση των υποδοχέων 

NMDA και ταυτόχρονα, προκαλούν ενίσχυση της GABAA-εργικής αναστολής μέσω 

επαγωγής της έκφρασης μεταγράφων και πρωτεϊνικών υπομονάδων του υποδοχέα GABAA, 

γεγονός που μεταβάλλει την πλαστικότητα του υποδοχέα και πιθανόν οδηγεί σε αυξημένο 

αριθμό υποδοχέων στην κυτταρική μεμβράνη. 

•η ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Akt μέσω της φωσφορυλίωσης του υποδοχέα GABAA, ή από 

έναν διακριτό υποδοχέα για τα νευροστεροειδή, ή κατά την απ’ ευθείας αλληλεπίδραση των 

νευροστεροειδών με τη λιπιδική κυτταρική μεμβράνη (ως κλασσικά στεροειδή), μπορεί να 

ενεργοποιήσει έναν καταρράκτη αντιδράσεων με αποτέλεσμα την κυτταρική επιβίωση, μέσω 

ανεξάρτητων από τη μεταγραφή γεγονότων, αλλά και την τροποποίηση της νευρωνικής 

λειτουργίας, μέσω μηχανισμών εξαρτώμενων από τη μεταγραφή.

Συμπεράσματα



N-methyl-D-aspartic acid (NMDA, Ν-μέθυλο-D-ασπαρτικό οξύ): αγωνιστής του 

υποδοχέα NMDA

L-Glutamic acid (L-Glu, Γλουταμινικό οξύ): αγωνιστής των γλουταμινεργικών υποδοχέων

DL-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (AP5, DL-2-άμινο-5-φωσφοπεντανοϊκό οξύ):

ειδικός ανταγωνιστής των υποδοχέων NMDA

Bicuculline (Μπικουκουλίνη): ειδικός ανταγωνιστής του υποδοχέα GABAA

Wortmannin: ειδικός αναστολέας της ΡΙ3-Κ

Cytosine β-D-Arabinofuranoside (Ara C, β-D-αραβινοφουρανοσιδική κυτοσίνη):

μιτωτικός αναστολέας που χρησιμοποιείται για την απομάκρυνση των αστροκυττάρων-

γλοιοκυττάρων από τις νευρικές καλλιέργειες

5-Fluoro-2-deoxyuridine (FrdU, 5-φλουορο-2-δεοξυουριδίνη): μιτωτικός αναστολέας που 

χρησιμοποιείται για την απομάκρυνση των γλοιοκυττάρων από τις νευρικές καλλιέργειες 

Uridine (Ουριδίνη, Urd): μιτωτικός αναστολέας που χρησιμοποιείται για την απομάκρυνση 

των γλοιοκυττάρων από τις νευρικές καλλιέργειες
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