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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η κρανιοεγκεφαλική κάκωση προκαλεί φλεγμονώδεις αντιδράσεις στο εγκεφαλικό 

παρέγχυμα, η έκταση των οποίων καθορίζει το βαθμό απόπτωσης των νευρικών κυττάρων 

και κατά συνέπεια την έκβαση των ασθενών. Οι φορείς του αλληλομόρφου 2 της IL-1Ra 

σχετίζονται με αυξημένη παραγωγή IL-Ιβ που επιδεινώνει δραματικά την εγκεφαλική βλάβη. 

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη του πολυμορφισμού του γονιδίου της IL-1 ra σε 

ασθενείς με κρανιοεγκεφαλική κάκωση, η επίδρασή του στη βαρύτητα και την έκβαση των 

ασθενών και η συσχέτισή του με εγκεφαλικά αιμορραγικά φαινόμενα.

151 ασθενείς με κρανιοεγκεφαλική κάκωση (μέση ηλικία 38.0±(20.14), γυναίκες=23 [15.2%], 

άνδρες=128 [84.8%]) εισήχθησαν στη Νευροχειρουργική κλινική του Πανεπιστημιακού 

Νοσοκομείου Λάρισας. Ο πληθυσμός ήταν σε ισορροπία Hardy-Weinberg (H-W). Ανάμεσα 

στις πληροφορίες που συλλέχθηκαν κατά την καταγραφή των ασθενών ήταν και η αρχική 

κλινική εικόνα του ασθενή με τη χρήση της κλίμακας κώματος της Γλασκώβης (Glasgow 

Coma Score [GCS]), καθώς και η εξάμηνη έκβαση του ασθενή με βάση την κλίμακα έκβασης 

της Γλασκώβης (Glasgow Outcome Scale [GOS]). Επίσης, μετά τη νευρολογική εξέταση του 

ασθενούς πραγματοποιήθηκε απεικονιστικός έλεγχος με αξονική τομογραφία για να 

ανιχνευτεί η ύπαρξη ή όχι εγκεφαλικών αιμορραγικών φαινομένων.

To t-test χρησιμοποιήθηκε για τη μελέτη της διαφοράς στην GCS εισόδου ανάμεσα στους 

φορείς ή όχι του αλληλομόρφου 2. Οι αναλογίες πιθανοτήτων (Odds ratios) υπολογίστηκαν 

για τη σύγκριση μεταξύ κακής και ευνοϊκής έκβασης. Οι συχνότητες αλληλομόρφων και 

γονοτύπων σε ασθενείς με ή χωρίς αιμορραγικά φαινόμενα συγκρίθηκαν με τη χρήση του χ2 

test. Μια Ρ-τιμή μικρότερη από 0.05 θεωρήθηκε στατιστικά σημαντική.

Υπήρξε μια στατιστικά σημαντική διαφορά στην GCS κατά την εισαγωγή (ρ<0.01), με τους 

φορείς του αλληλομόρφου 2 να παρουσιάζουν χαμηλότερη GCS εισόδου και κατά συνέπεια 

βαρύτερη κλινική εικόνα. Επίσης, η πιθανότητα της ευνοϊκής έκβασης για τους φορείς του 

αλληλομόρφου 2 της IL-1 ra ήταν 3 φορές υψηλότερη από την αντίστοιχη για τους μη-φορείς 

(OR=3.39 [95% (1.34-8.18)]). Τέλος, η μελέτη μας υποστηρίζει για πρώτη φορά ότι το 

αλληλόμορφο 2 του γονιδίου της IL-1 ra πιθανόν να αντιπροσωπεύει ένα γονίδιο ευαισθησίας 
για την πρόκληση αιμορραγίας.
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ABSTRACT

Traumatic Brain Injury (TBI) triggers inflammatory processes the extent of which determines 

the degree of acute and chronic neuronal cell death and patient’s clinical outcome. Allele 2 

carriers of the IL-Ira (VNTR) are associated with increased production of IL-lbeta. We 

conducted a prospective study to test the influence of IL-Ira gene polymorphism on patient’s 

outcome and induction of cerebral haemorrhage after brain trauma.

151 patients with TBI (mean age±SD=38.0±(20.14), females=23 [15,2%]) successively 

admitted to the neurosurgical unit were evaluated. Initial neurological status was assessed by 

means of the Glasgow Coma Score (GCS), while we defined patients’ six-month outcome 

using the Glasgow Outcome Scale. We also noticed the presence of hemorrhagic events in 

the computed tomography findings. IL-Ira genotypes were determined from blood samples by 

standard PCR/RFLP method. Mann-Whitney U test was used to study the differences in GCS 

at entrance between carriers and non-carriers of allele 2. Odds ratios were calculated for the 

risk of favourable and unfavourable outcome. Allele and genotype frequencies in patients with 

and without hemorrhagic events were compared by χ2 test.

The population was in H-W equilibrium. The risk of favourable outcome for IL-Ira allele 2 

carriers was 3 times higher than for non-carriers; OR=3,39[95%(1.34-8.18)]. There was a 

significant difference in GCS at entrance (p<0.01) and in the occurrence of hemorrhagic 

events between IL-Ira allele 2 carriers and non-carriers.

The study provides evidence that altered IL-lbeta gene expression due to IL-Ira and 

polymorphism affects patient’s clinical outcome while IL-Ira is a susceptibility gene for 

traumatic hemorrhagic events.
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ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

ΚΡΑΝΙΟ ΕΓΚΕΦΑΛΙΚΗ ΚΑΚΩΣΗ (ΚΕΚ)

Εισαγωγή

Ανάμεσα στην τεράστια ποικιλία των νευρολογικών νοσημάτων, το εγκεφαλικό τραύμα 

κατέχει υψηλή θέση κατά σειρά συχνότητας και βαρύτητας. Στις Ηνωμένες Πολιτείες, όπου 

υπάρχουν επίσημα στατιστικά στοιχεία, κάθε χρόνο σύμφωνα με την ATS (American Trauma 

Society), 500.000 Αμερικάνοι με εγκεφαλικό τραύμα, οι περισσότεροι από τους οποίους είναι 

νέοι και κατά τα άλλα υγιείς, εισάγονται στα νοσοκομεία. Από αυτούς 75.000 με 90.000 

πεθαίνουν, ενώ ακόμη μεγαλύτερος είναι ο αριθμός αυτών που παραμένουν μόνιμα 

ανάπηροι. Στην πατρίδα μας το πρόβλημα πιθανότατα να είναι μεγαλύτερο εξαιτίας της 

μεγάλης συχνότητας των τροχαίων ατυχημάτων και της συμφόρησης γενικότερα που υπάρχει 

στις μονάδες εντατικής θεραπείας.

Το μεγαλύτερο ποσοστό των ασθενών με ΚΕΚ χρειάζονται ιατρική φροντίδα και ο γιατρός 

θα πρέπει να είναι προετοιμασμένος για την έγκαιρη διάγνωση των διάφορων τύπων της και 

την αντιμετώπισή της τόσο στον τόπο του ατυχήματος όσο και στο νοσοκομείο.

Οι περισσότερες ΚΕΚ που συμβαίνουν στην καθημερινή ζωή είναι κλειστές (μη 

διατιτραίνουσες). Οι ανοιχτές κακώσεις συμβαίνουν συνήθως μετά από πυροβολισμό.

Ο όρος ενκεφαλική διάσειση (concussion) συνιστά μια παροδική λειτουργική εγκεφαλική 

βλάβη, η οποία προκαλείται μετά από βίαιο κούνημα ή τράνταγμα του εγκεφάλου και εκδηλώ­

νεται ως παροδική απώλεια των αισθήσεων. Ο όρος ενκεφαλική θλάση (contusion) αναφέρε- 

ται σε εστιακή εγκεφαλική βλάβη και οφείλεται στη δημιουργία μώλωπα στο εγκεφαλικό 

παρέγχυμα.

Εάν αυτή εντοπίζεται κάτω από το σημείο της πρόσκρουσης ονομάζεται coup κάκωση, ενώ 

αν βρίσκεται στο εντελώς αντιδιαμετρικό σημείο ονομάζεται contracoup1. Η εγκεφαλική θλάση 

συνιστάται από μια μεγάλη ποικιλία παθολογικών αλλοιώσεων όπως τοπικό οίδημα, 

πετεχειώδης εξαγγείωση αίματος ή μεγαλύτερη αιμορραγική διήθηση, διάσχιση νευρικών ινών 

(shearing injury), φλεγμονή. Όλες οι παραπάνω αλλοιώσεις της εγκεφαλικής θλάσης 

προκαλούν σχεδόν πάντα παροδική ή πιο επίμονη διαταραχή του επιπέδου συνείδησης του 

ασθενούς.

Μηχανισμοί εγκεφαλικής κάκωσης

Είναι γνωστό ότι ο εγκέφαλος στην πραγματικότητα επιπλέει μέσα στο εγκεφαλονωτιαίο 

υγρό (ΕΝΥ). Το γεγονός αυτό του δίνει τη δυνατότητα χωριστής κίνησης απ’ αυτήν του 

κρανίου. Μετά από ένα ζωηρό-γρήγορο χτύπημα, το οποίο θέτει σε κίνηση την κεφαλή (κάκω­

ση επιτάχυνσης), η κίνηση του εγκεφάλου καθυστερεί. Επίσης, όταν η κεφαλή έχει μια ταχύτη­

τα και κτυπήσει σε ακίνητο αντικείμενο (κάκωση επιβράδυνσης), η κίνηση της κεφαλής σταμα­

τά απότομα, γεγονός που δεν συμβαίνει με τον εγκέφαλο. Πρέπει ακόμη να σημειωθεί ότι το
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στέλεχος που βρίσκεται στον οπίσθιο κρανιακό βόθρο, και ειδικότερα κάτω από το σκηνίδιο 

της παρεγκεφαλίδας, έχει μικρή δυνατότητα κίνησης. Έτσι, σε εγκεφαλικές κακώσεις, λόγω 

της μεγαλύτερης μετακίνησης των εγκεφαλικών ημισφαιρίων σε σχέση με το εγκεφαλικό 

στέλεχος, το τελευταίο {αντίστοιχα με το επίπεδο του άνω δικτυωτού σχηματισμού-σχηματι- 

σμός υπεύθυνος για την εγρήγορση) υφίσταται μέγιστη παραμόρφωση. Αυτή είναι η πιο 

πιθανή εξήγηση της παροδικής απώλειας συνείδησης (διάσειση) που συμβαίνει μόνο όταν η 

κεφαλή είναι κινούμενη τη στιγμή της κάκωσης.

Όσον αφορά τώρα τις εγκεφαλικές θλάσεις, ο μηχανισμός είναι παρόμοιος. Πιο συγκεκριμέ­

να, μετά την πρόσκρουση οι επιφανειακές εγκεφαλικές έλικες μπορούν να τραυματιστούν από 

τις οστικές προεξοχές της εσωτερικής επιφάνειας του κρανίου ή τις αναδιπλώσεις της 

σκληρός μήνιγγας2. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία coup ή contracoup θλάσεων, 

αιμορραγιών ή διασχίσεων των παρακείμενων νευρικών ινών.

Μερικές φορές λόγω της πρόσκρουσης του εγκεφάλου, της σύνθλιψης και παραμόρφωσης 

καθώς και των δυνάμεων που αναπτύσσονται, οι θλάσεις μπορεί να βρίσκονται μακριά από 

το σημείο της πλήξης. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη διάσχιση ή ρήξη των αξόνων των 

νευρικών ινών στη λευκή ουσία των ημισφαιρίων, το μεσολόβιο ή το στέλεχος (αξονότμηση 

τύπου I, II και III αντίστοιχα)3.

Κατάγματα κρανίου

Η βαρύτητα της εγκεφαλικής κάκωσης σχετίζεται αδρά μόνο με την παρουσία καταγμάτων 

του κρανίου. Για παράδειγμα, μια φαινομενικά μικρή κάκωση μπορεί να προκαλέσει κάταγμα 

στο κροταφικό οστό και ρήξη της μέσης μηνιγγικής αρτηρίας, με αποτέλεσμα τη δημιουργία 

επισκληρίδιου αιματώματος. Αντιθέτως, μπορεί να υπάρξει βαριά διάσειση και θλάση χωρίς 

κάταγμα κρανίου.

Είναι γεγονός ότι πολλές φορές η ενέργεια μιας κάκωσης μπορεί να αποσβένεται με ένα 

κάταγμα, με αποτέλεσμα να μη μεταδίδεται στο εγκεφαλικό παρέγχυμα. Κατάγματα που 

απαιτούν προσοχή είναι αυτά της βάσης του κρανίου, γιατί μπορεί να προκληθεί κάκωση του 

οπτικού νεύρου ή των άλλων κρανιακών νεύρων και να επιτραπεί η είσοδος αέρα (πνευμο- 

εγκέφαλος) και μικροβίων ή η εκροή ΕΝΥ από τους παραρρίνιους κόλπους και τα αυτιά 

(ρινόρροια, ωτόρροια αντίστοιχα). Ένα κάταγμα στο σφηνοειδές οστούν ή στο τουρκικό 

εφίππιο μπορεί να προκαλέσει διάσχιση της καρωτίδας (με αποτέλεσμα τη δημιουργία 

καρωτιδο-σηραγγώδη συριγγίου4) ή διατομή των μίσχων της υπόφυσης (με αποτέλεσμα τη 

δημιουργία υποθάλαμο-υποφυσιακού συνδρόμου, ιδιαίτερα άποιου διαβήτη).

Διάσειση και θλάση

Μια κλειστή ΚΕΚ5 μπορεί να προκαλέσει ακαριαία απώλεια συνείδησης, η διάρκεια της 

οποίας ποικίλει. Όσο πιο μεγάλη είναι η διάρκεια της απώλειας συνείδησης τόσο μεγαλύτερη 

η πιθανότητα στην εγκεφαλική διάσειση να επιπροστίθονται εγκεφαλικές θλάσεις (εικόνα ΙΑ), 

αιμορραγία, εντοπισμένο οίδημα, αξονότμηση. Αυτές οι αλλοιώσεις είναι υπεύθυνες και για 

την εμφάνιση συμπτωμάτων όπως ημιπάρεση, αφασία, ή άλλα εστιακά συμπτώματα όπως
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επίσης και για σημεία μετατόπισης της μέσης γραμμής, του εγκεφάλου, ή εγκολεασμού της 

αγκιστρωτής έλικας του κροταφικού λοβού στο σκηνίδιο της παρεγκεφαλίδας6.

Οξύ επισκληρίδιο αιμάτωμα

Το οξύ επισκληρίδιο αιμάτωμα προκαλείται από ρήξη της μέσης μηνιγγικής αρτηρίας (ή 

περιστασιακά της φλέβας) από κάταγμα του κροταφικού ή βρεγματικού οστού. Η 

χαρακτηριστική κλινική εικόνα είναι ότι ενώ ο ασθενής έχει συνείδηση, όσο περνά η ώρα και 

το αιμάτωμα μεγαλώνει αυτός καθίσταται ημιπληγικός και κωματώδης. Η αξονική τομογραφία 

του εγκεφάλου είναι διαγνωστική, ενώ τις περισσότερες περιπτώσεις κρίνεται απαραίτητη η 

χειρουργική επέμβαση και η παροχέτευση του αιματώματος (εικόνα 1Γ).

Υπαραχνοειδής-Ενδοεγκεφαλική αιμορραγία και οξύ-χρόνιο υποσκληρίδιο αιμάτωμα

Όταν το εγκεφαλικό παρέγχυμα υποστεί θλάσεις σχεδόν πάντα αναγνωρίζεται κάποιου 

βαθμού υπαραχνοειδής αιμορραγία και όχι σπάνια υποσκληρίδια αιμορραγία. Η 

υπαραχνοειδής αιμορραγία είναι αποτέλεσμα τραυματικής ρήξης αγγείων μέσα στον 

υπαραχνοειδή χώρο (εικόνα 2Γ). Ο άρρωστος παρουσιάζει δυσκαμψία αυχένα, διαταραχή 

του επιπέδου συνείδησης και άλλοτε άλλου βαθμού εστιακή σημειολογία. Το οξύ 

υποσκληρίδιο αιμάτωμα προκαλείται από ρήξη φλεβών που γεφυρώνουν την περιοχή μεταξύ 

σκληρός μήνιγγας και εγκεφάλου7 (εικόνα 2Α). Οι παραπάνω βλάβες απεικονίζονται εύκολα 

με αξονική τομογραφία. Εάν το οξύ υποσκληρίδιο αιμάτωμα είναι ευμεγέθες μπορεί να 

προκαλέσει κεφαλαλγία, σύγχυση, σπασμούς ή κώμα. Συχνά η φλεβική αιμορραγία σταματά 

με την αύξηση της ενδοκράνιας πίεσης και έτσι μπορεί να μεταπέσει σε χρονιότητα (εικόνα 

2Β). Παρόλα αυτά, μεγάλα υποσκληρίδια αιματώματα χρήζουν χειρουργικής θεραπείας. Όταν 

η αιμορραγία εντοπίζεται μέσα στο εγκεφαλικό παρέγχυμα ονομάζεται ενδοεγκεφαλική 

αιμορραγία και προκαλείται από τη ρήξη μικρών τροφικών αγγείων ή μεγαλύτερων αγγειακών 

κλάδων (εικόνα 1Β). Αναλόγως του μεγέθους και της εντόπισής της χρήζει χειρουργικής 

επέμβασης για παροχέτευση του αιματώματος.

Εικόνα 1 : Εικόνες τραυματικών αιμορραγικών θλάσεων στον Αρ κροταφικό και βρεγματικό 
λοβό, ενδοεγκεφαλικής αιμορραγίας στον Αρ μετωπιαίο λοβό, οξύ επισκληρίδιου αιματώματος 
στο Δε ημισφαίριο
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Εικόνα 2 : Οξύ υποσκληρίδιο αιμάτωμα στο Αρ ημισφαίριο με σημαντική παρεκτόπιση της 
μέσης γραμμής, χρόνια υποσκληρίδια αιματώματα και στα δύο ημισφαίρια, μετατραυματική 
υπαραχνοειδής αιμορραγία στη Δε σχισμή του Sylvius.

Θεραπεία

Ασθενείς μόνο με παροδική απώλεια της συνείδησης

Ασθενείς με μια μη-ετππλεγμένη διάσειση, οι οποίοι έχουν ήδη ανακτήσει τη συνείδησή 

τους, έχουν ελάχιστες δυσκολίες στη θεραπευτική αντιμετώπιση. Πρέπει να τεθούν υπό 

παρακολούθηση από το νοσηλευτικό προσωπικό και τους οικείους τους για πιθανές καθυ­

στερημένες επιπλοκές (υποσκληρίδιο και επισκληρίδιο αιμάτωμα, ενδοεγκεφαλική αιμορραγία 

και οίδημα).

Ασθενείς, οι οποίοι αναρρώνουν αλλά έχουν επίμονα συμπτώματα κεφαλαλγίας, ζάλης και 

νευρικότητας, είναι πιο δύσκολο να αντιμετωπιστούν. Σε μερικούς το ατύχημα μπορεί να 

προκαλέσει ανησυχία και κατάθλιψη. Ασθενείς, οι οποίοι έχουν νευρωτική ή καταθλιπτική 

προσωπικότητα, δύσκολα προσαρμόζονται μετά την κάκωση και ανακτούν την προηγούμενη 

κοινωνική λειτουργικότητα. Τέλος, ασθενείς, οι οποίοι έχουν υποστεί σοβαρότερη κάκωση, 

μπορεί να εμφανίσουν διαταραχές προσωπικότητας και ήπια εξασθένηση των γνωστικών 

λειτουργιών τους.

Ασθενείς με βαριά κρανιοεγκεφαλική κάκωση

Σε έναν αναίσθητο ασθενή στον τόπο του ατυχήματος απαιτείται γρήγορη εκτίμηση της 

κατάστασής του πριν αυτός μετακινηθεί. Αρχικά, θα πρέπει να διαπιστωθεί εάν ο ασθενής 

αναπνέει, εάν έχει βατή αεροφόρο οδό, σφυγμό και αρτηριακή πίεση, και αν υπάρχει επικίν­

δυνη αιμορραγία από τραύμα στο τριχωτό της κεφαλής ή σε εσωτερικό όργανο. Πολύ βαριές 

ΚΕΚ προκαλούν αναστολή της αναπνοής και ακολούθως διακοπή της καρδιακής λειτουργίας. 

Τραύματα τέτοιου μεγέθους είναι συχνά θανατηφόρα. Η πιθανότητα συνύπαρξης ΚΕΚ με 

κάκωση της αυχενικής μοίρας της σπονδυλικής στήλης απαιτεί να ληφθούν οι απαραίτητες 

προφυλάξεις και να τοποθετηθεί αυχενικός κηδεμόνας κατά τη μετακίνηση του ασθενούς, έτσι 

ώστε να αποφευχθεί η διατομή του νωτιαίου μυελού.
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Στο νοσοκομείο το πρώτο βήμα είναι ο καθαρισμός της αεροφόρου οδού και η εξασφάλιση 

επαρκούς αερισμού μέσω ενδοτραχειακής διασωλήνωσης όταν αυτό είναι απαραίτητο. Μια 

προσεκτική έρευνα για άλλα τραύματα θα πρέπει να πραγματοποιηθεί, ιδιαίτερα στην κοιλιά, 

το θώρακα, την σπονδυλική στήλη και τα μακρά οστά. Η επίμονη υπόταση πρέπει να εγείρει 

την υποψία ρήξης εσωτερικού οργάνου ή ύπαρξης εσωτερικής αιμορραγίας εντός της 

θωρακικής και κοιλιακής κοιλότητας. Μερικές φορές, εκτεταμένα κατάγματα ή τραύματα της 

σπονδυλικής στήλης μπορούν επίσης να προκαλέσουν εκτεταμένη αιμορραγία και υπόταση. 

Στο σημείο αυτό πρέπει να τονιστεί ότι η πρώιμη και επίμονη υπόταση8 (συστολική πίεση 

<90mm Hg) έχει συσχετιστεί με διπλάσια θνητότητα. Γι’ αυτό, κύριο μέλημα είναι η αποκατά­

σταση του ενδοαγγειακού όγκου, η παρακολούθηση των ζωτικών σημείων και η διερεύνηση 

για την ανακάλυψη του σημείου της αιμορραγίας9.

Μια γρήγορη νευρολογική εξέταση μπορεί στη συνέχεια να γίνει με έμφαση στο βάθος του 

κώματος, το μέγεθος της κόρης και την αντίδρασή της στο φως, τις οφθαλμικές κινήσεις, το 

αντανακλαστικό του κερατοειδούς, τις κινήσεις του προσώπου, την κατάποση, την άρθρωση, 

το φαρυγγικό αντανακλαστικό, το μυϊκό τόνο και τις κινήσεις των άκρων, τη στάση του 

σώματος, την αντίδραση στον πόνο και τις τενόντιες αντανακλάσεις.

Η διενέργεια της αξονικής τομογραφίας είναι κεντρικής σημασίας στην ΚΕΚ. Η ύπαρξη 

ευμεγέθους υποσκληριδίου, επισκληριδίου αιματώματος ή ενδοεγκεφαλικής αιμορραγίας είναι 

ένδειξη για άμεση χειρουργική αποσυμπίεση. Η παρουσία θλάσεων, εγκεφαλικού οιδήματος, 

παρεκτόπισης των δομών της μέσης γραμμής καθιστά απαραίτητη την παρακολούθηση της 

εξέλιξής τους και τον έλεγχο της ενδοκράνιας πίεσης.

Η κλίμακα κώματος της Γλασκώβης (GCS: Glasgow Οοπιβ Scale) είναι ένα πρακτικό μέσο 

για την εκτίμηση του επιπέδου της συνείδησης ανά τακτά χρονικά διαστήματα. Ωστόσο, δεν 

μπορεί να υποκαταστήσει την πλήρη νευρολογική εξέταση. Με την κλίμακα αυτή εκτιμάται η 

ικανότητα του ασθενούς να εκτελέσει 3 νευρολογικές δοκιμασίες: (1) άνοιγμα των οφθαλμών 

(αυθόρμητο, μετά από παραγγελία, μετά από επώδυνο ερέθισμα, χωρίς αντίδραση), (2)

λεκτική αντίδραση (προσανατολισμένος, συγκεχυμένος, άσχετες λέξεις, ήχοι-βογκητά, χωρίς 

αντίδραση), (3) κινητική αντίδραση (υπακούει, εντοπίζει το επώδυνο ερέθισμα, αποσύρει,

ανώμαλη καμπτική αντίδραση, ανώμαλη εκτατική αντίδραση, χωρίς αντίδραση). Η GCS είναι

χρήσιμη στην παρακολού­

θηση της πορείας της ΚΕΚ 

και σχετίζεται με την έκβαση 

μετά από βαριά κάκωση 

(GCS<8: σχετίζεται με κακή 

πρόγνωση) (Πίνακας 1).

Πίνακας 1: Η κλίμακα
κώματος της Γλασκώβης 
χρησιμοποιείται ευρέως για 
την εκτίμηση της βαρύτητας 
του κώματος. Μπορεί να λάβει 
τιμές από 3 (καμιά αντίδραση) 
έως 15.

Κλίμακα κώματος Γλασκώβης (GCS)

Άνοιγμα ματιών

Αυθόρμητα 4
Σε πρόσταγμα 3
Σε πόνο 2
Καμιά αντίδραση 1

Αντίδραση στο 
λόγο

Προσανατολισμένος 5
Συγκεχυμένος 4
Μόνο λέξεις, φωνές 3
Ήχοι, βογκητά 2Καμιά αντίδραση 1

Κινητική
αντίδραση

Ακολουθεί παραγγελίες 6
Εντοπίζει τον πόνο 5
Κάμψη σε πόνο (απόσυρση κανονική) 4
Κάμψη αποφλοίωσης σε πόνο 3
Έκταση απεγκεφαλισμού σε πόνο 2
Καμιά αντίδραση 1
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Συνέπειες της κρανιοεγκεφαλικής κάκωσης

Η διάσειση σχεδόν πάντα επιφέρει στον ασθενή άλλοτε άλλης διάρκειας περιτραυματική 

αμνησία, η οποία περιλαμβάνει γεγονότα πριν και μετά την κάκωση. Ιδιαίτερα το τελευταίο 

αποτελεί αξιόπιστο δείκτη της βαρύτητας της διάσεισης.

Η διάσειση και μερικές φορές ακόμα και στην πιο ασήμαντη κάκωση (στην οποία δεν 

υπάρχει διάσειση) μπορούν να αφήσουν στον ασθενή μια επίμονη κεφαλαλγία, καταβολή, 

ευερεθιστότητα, αίσθημα ζάλης, δυσκολία συγκέντρωσης, διαταραχή του ύπνου, άγχος και 

κατάθλιψη. Το σύνδρομο αυτό είναι πολύ συχνό και έχει λάβει διάφορα ονόματα. Τα 

συμπτώματα αυτά μπορεί να επιμένουν για εβδομάδες, μήνες ή και χρόνια. Το σύνδρομο 

είναι πιο συχνό και παρατεταμένο όταν εμπλέκονται νομικά ζητήματα και περιπτώσεις 

αποζημίωσης. Έτσι, πολύ σημαντικό για την αποκατάσταση του ασθενούς είναι η 

τακτοποίηση του νομικού προβλήματος και η καθησύχαση του ασθενούς.

Στους ασθενείς με εγκεφαλική θλάση μπορεί να επακολουθήσουν αιμορραγικές ή ισχαιμικές 

κακώσεις ποικίλης έκτασης και βαρύτητας. Ο θάνατος τις πρώτες ώρες ή ημέρες μετά την 

ΚΕΚ ή η φυτική κατάσταση είναι συχνά επακόλουθα. Μερικοί ασθενείς μετά από μια παρατε- 

ταμένη περίοδο κώματος διατηρούν φυσιολογικά ζωτικά σημεία, ανοίγουν τα μάτια τους, αλλά 

δεν παρουσιάζουν σημάδια αντίδρασης ή κατανόησης (άγρυπνο κώμα). Σε άλλους ασθενείς, 

μετά από σοβαρή ΚΕΚ, μπορεί να παραμείνει βαριά αναπηρία με αποτέλεσμα την εξάρτηση 

από το οικογενειακό περιβάλλον για τις καθημερινές ανάγκες.

Καθυστερημένη εμφάνιση επιληπτικών κρίσεων10,11 μπορεί να εκδηλωθεί σε ποσοστό 10- 

40% των ασθενών με εγκεφαλικές θλάσεις. Εστιακά ελλείμματα (ημιπάρεση, δυσφασία, 

διαταραχές μετωπιαίου λοβού, παρεγκεφαλιδική αταξία) μπορούν να επιμείνουν σε ήπια 

ένταση σε ασθενείς με εγκεφαλικές κακώσεις. Διαταραχές προσωπικότητας και ήπια έκπτωση 

νοητικής λειτουργίας μπορούν να εκδηλωθούν με την πάροδο του χρόνου και να 

προκαλέσουν σοβαρά προβλήματα στη συνέχιση της εργασίας και την κοινωνική 

προσαρμογή12.

Προγνωστικοί παράγοντες κρανιοεγκεφαλικής κάκωσης

Η κλίμακα έκβασης της Γλασκώβης είναι η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη για την 

αξιολόγηση της αποτελεσματικότητας των θεραπευτικών χειρισμών μετά από κρανιοεγκεφαλι- 

κή κάκωση. Όπως φαίνεται στον πίνακα 2 οι υπομονάδες της κλίμακας περιλαμβάνουν το 

θάνατο, την παρατεταμένη φυτική κατάσταση, τη σοβαρή ανικανότητα (ο ασθενής εξαρτάται 

από τους άλλους για τις δραστηριότητες της καθημερινής ζωής), τη μέτρια ανικανότητα (ο 

ασθενής είναι ανεξάρτητος στις καθημερινές δραστηριότητες) και την πλήρη ανάρρωση (ο 

ασθενής επανέρχεται στην εργασία του). Σε μια εργασία του Becker13 και των συνεργατών 

του, η οποία είναι αντιπροσωπευτική επιθετικής χειρουργικής και συμπτωματικής θεραπείας, 

τα αποτελέσματα έχουν ως εξής: θνητότητα:32%, σοβαρή ανικανότητα/φυτική κατάσταση: 

11%, μέτρια ανικανότητα/πλήρης ανάρρωση: 57%. Όλοι οι ασθενείς ήταν κωματώδεις κατά 

την εισαγωγή.
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ΚΛΙΜΑΚΑ ΕΚΒΑΣΗΣ ΓΚΑΣΚΩΒΗΣ (GOS) 
Πλήρης ανάρρωση (G): Επάνοδος στις
φυσιολογικές δραστηριότητες αν και ίσως να 
υπάρχουν ήπια σωματικά ή ψυχολογικά
ελλείμματα ________ _
Μέτρια ανικανότητα (MD): (με ανικανότητα αλλά 
ανεξάρτητος). Ο ασθενής είναι ανεξάρτητος όσον 
αφορά την καθημερινή ζωή. Η ανικανότητα μπορεί 
να συμπεριλαμβάνει ποικίλους βαθμούς από 
δυσφαγία, ημιπάρεση, αταξία, ελλείμματα μνήμης 
ή διανοητικά ή αλλαγές της προσωπικότητας. 
Σοβαρή ανικανότητα (5ϋ):(με συνείδηση αλλά 
ανίκανος). Ο ασθενής εξαρτάται από άλλους για 
καθημερινή φροντίδα και στήριξη εξαιτίας 
σωματικής ή πνευματικής ανικανότητας 
Φυτική κατάσταση(ν): ο ασθενής δεν επιδεικνύει
φανερή φλοιϊκή λειτουργία.______
Θάνατος(Ρ)

Πίνακας 2: Η Κλίμακα έκβασης της Γλασκώβης χρησιμοποιείται για την αξιολόγηση της 
αυτονομίας του ασθενούς συνήθως 6 μήνες μετά την ΚΕΚ.

Μια ποικιλία επιβαρυντικών παραγόντων που υπάρχουν πριν την κάκωση μπορούν να 

επηρεάσουν την πρόγνωση του σοβαρού εγκεφαλικού τραύματος.

Η ηλικία είναι ο πιο σημαντικός παράγοντας και φαίνεται ότι η θνησιμότητα μετά από 

κρανιοεγκεφαλική κάκωση αυξάνεται στις προχωρημένες ηλικίες. Αυτό οφείλεται κυρίως στην 

υψηλή συχνότητα των επιπλοκών που παρατηρούνται σε ηλικιωμένους ασθενείς με σοβαρές 

κακώσεις. Επιπλέον, πιο συχνή είναι και η ανάπτυξη ενδοκρανιακών βλαβών και βλαβών με 

φαινόμενα στους ηλικιωμένους ασθενείς.

Επίσης, επιβαρυντικός παράγοντας για την πρόγνωση μετά την κρανιοεγκεφαλική κάκωση 

είναι και η παρουσία νόσων και βλαβών του εγκεφάλου προ της κάκωσης. Για παράδειγμα, η 

ύπαρξη ισχαιμικής εγκεφαλοπάθειας ή εγκεφαλοπάθειας των μποξέρ (punch-drunk boxer’s 

syndrome). Στην περίπτωση αυτή, σχετικά μικρής έντασης εγκεφαλική κάκωση μπορεί να 

επιφέρει μια αθροιστική πτωχή πρόγνωση.

Ισχυρούς προγνωστικούς παράγοντες αποτελούν επίσης και διάφοροι παράμετροι του 

κώματος. Είναι γνωστό ότι η κλίμακα γλασκώβης εισόδου σχετίζεται με την πρόγνωση. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι το 80% των ασθενών πιθανόν να καταλήξει ή να παραμείνει σε 

φυτική κατάσταση όταν η κλίμακα γλασκώβης είναι 3 με 4, ποσοστό το οποίο πέφτει στο 54% 

όταν η GCS είναι 5 με 7, και στο 27% όταν η γλασκώβη εισόδου είναι 8 με 10 και τελικά στο 

6% σε ασθενείς με καλή κλίμακα γλασκώβης (11-15).

Ισχυρό προγνωστικό παράγοντα αποτελεί επίσης η ύπαρξη ή όχι σημείων βλάβης του 

στελέχους κατά την εισαγωγή. Αν για παράδειγμα το φωτοκινητικό αντανακλαστικό δεν 

εκλύεται αμφοτερόπλευρα τότε η θνησιμότητα είναι 65% σε ασθενείς με εστιακή βλάβη στην
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CT (mass lesion) και 82% σε ασθενείς με διάχυτη εγκεφαλική βλάβη. Αν απουσιάζει το 

αιθουσοφθαλμικό αντανακλαστικό η θνησιμότητα πλησιάζει το 60%. Αντίδραση 
απεγκεφαλισμού σχετίζεται με 50% θνησιμότητα.

Κακό προγνωστικό παράγοντα αποτελούν επίσης οι διαταραχές του αυτόνομου νευρικού 

συστήματος όπως διαταραχές αναπνοής και κυκλοφορίας (π.χ. υπόταση).

Επίσης, η φύση της εγκεφαλικής κάκωσης έχει προγνωστική αξία. Για παράδειγμα, η 

ύπαρξη χωροκατακτητικής εξεργασίας αυξάνει σημαντικά τη θνητότητα. Για το λόγο αυτό, τα 

ευρήματα της αξονικής τομογραφίας έχουν προγνωστικό χαρακτήρα. Η πιο ευνοϊκή έκβαση 

σχετίζεται είτε με φυσιολογικό απεικονιστικό έλεγχο ή με την παρουσία υπόπυκνων 

αλλοιώσεων (οίδημα, οιδηματώδεις θλάσεις). Βλάβες υψηλής πυκνότητας (οξέα αιματώματα) 

σχετίζονται με πτωχή πρόγνωση με την εξής σειρά: τη χειρότερη πρόγνωση έχει το 

επισκληρίδιο αιμάτωμα και ακολουθούν το οξύ υποσκληρίδιο αιμάτωμα, οξεία ενδοεγκεφαλική 

αιμορραγία, και αιμορραγικές θλάσεις.

Τέλος, η αυξημένη ενδοκράνια πίεση (>40mmHg) σε ασθενείς που νοσηλεύονται στην 

μονάδα εντατικής θεραπείας συνεπάγεται ελαττωμένη εγκεφαλική αιμάτωση και σχετίζεται με 

πτωχή πρόγνωση.
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ΚΕΚ ΚΑΙ ΓΕΝΕΤΙΚΟΙ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΙ-ΑΠΟΛΙΠΟΠΡΩΤΕΙΝΗ Ε

Εισαγωγή

Εκτεταμένες μελέτες έχουν γίνει σε ασθενείς με ΚΕΚ, οι οποίες αφορούν κυρίως στην 

διερεύνηση της επίδρασης του πολυμορφισμού της απολιποπρωτεΐνης Ε (apoE) στην 

πρόγνωση μετά από εγκεφαλική βλάβη. Οι μελέτες αυτές συγκλίνουν στην αναγνώριση της 

apoE ως σημαντικό παράγοντα για την έκβαση μετά από εγκεφαλική κάκωση.

Η απολιποπρωτεΐνη Ε (apoE για την πρωτεΐνη, ΑΡΟΕ για το γονίδιο) είναι μια 

πρωτεΐνη που αποτελείται από 299 αμινοξέα και έχει κύριο ρυθμιστικό ρόλο στη μεταφορά 

και το μεταβολισμό των λιπιδίων14. Στους ανθρώπους υπάρχουν 3 ισομορφές της apoE: η 

Ε2, Ε3 και Ε4 που κωδικοποιούνται από 3 διαφορετικά αλληλόμορφα: e2, e3 και e4. To e4 

αλληλόμορφο αποτελεί ισχυρό παράγοντα κινδύνου για τη σποραδική και οικογενή νόσο 

Alzheimer (AD), την εμφάνιση αυτόματης ενδοεγκεφαλικής αιμορραγίας και ισχαιμικού ΑΕΕ, 

ενώ έχει συσχετισθεί επίσης με βαρύτερη κλινική εικόνα εισόδου και με κακή πρόγνωση μετά 

από εγκεφαλική κάκωση.

Ρόλος της ΑροΕ στον εγκέφαλο

Στον ανθρώπινο εγκέφαλο η apoE παράγεται στη νευρογλοία και τους νευρώνες. 

Επιπλέον η apoE μπορεί να προσληφθεί από τους νευρώνες μέσω υποδοχέων της LDL.

Από σειρά μελετών σε πειραματόζωα φαίνεται ότι η apoE έχει νευροπροστατευτική 

δράση και μειώνει το μέγεθος της νευρωνικής βλάβης μετά από εγκεφαλική κάκωση. Ποντίκια 

με έλλειψη του γονιδίου της ΑΡΟΕ παρουσιάζουν τουλάχιστον διπλάσια νευρωνική βλάβη σε 

όλες τις περιοχές του εγκεφάλου15 (εικόνα 3), ενώ ενδοεγκεφαλική-ενδοκοιλιακή χορήγηση 

apoE μειώνει την έκταση της βλάβης16.

CT
CD.Ό<
CD.

3CL

CQ.
νϋ

-<σθ-

Φυσιολογικά
ποντίκια

Ποντίκια με 
έλλειψη ΑροΕ

Εικόνα 3: Ποσοτικοποίηση του μεγέθους της νευρωνικής βλάβης στον κερκοφόρο πυρήνα μετά 
από παροδική σφαιρική ισχαιμία σε ποντίκια που στερούνται του γονιδίου της ΑΡΟΕ σε 
σύγκριση με φυσιολογικά ποντίκια.
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Επίσης, διαγονιδιακά μοντέλα που υπερ-εκφράζουν την ApoE e4 ισομορφή 

παρουσιάζουν διπλάσια νευρωνική βλάβη μετά από εγκεφαλική κάκωση σε σχέση με τις 

άλλες ισομορφές.

Πολυμορφισμός της ΑΡΟΕ και ΚΕΚ

Μια μετα-ανάλυση μελετών που αφορούσαν ασθενείς με ΚΕΚ έδειξε σημαντική 

συσχέτιση μεταξύ ιστορικού ΚΕΚ και επακόλουθης AD17. Επίσης παρατηρήθηκαν 

εναποθέσεις Αβ αμυλοειδούς στον εγκέφαλο περίπου στο 30% των ασθενών που πέθαιναν 

στην οξεία φάση μετά από ΚΕΚ18. Έτσι, η διερεύνηση της σχέσης του πολυμορφισμού της 

ΑΡΟΕ και του εγκεφαλικού τραύματος προέκυψε έμμεσα λόγου της φανερής σύνδεσης της 

ΚΕΚ με την AD και του ήδη γνωστού ρόλου της ΑΡΟΕ στην ανάπτυξη γεροντικών πλακών 

στην AD. Πράγματι διαπιστώθηκε ότι ασθενείς με ΑΡΟΕ e4 που πέθαιναν από εγκεφαλική 

κάκωση είχαν 4 φορές μεγαλύτερη πιθανότητα να έχουν Αβ εναποθέσεις σε σχέση με τους 

ασθενείς χωρίς το e4 αλληλόμορφο.

Πολλές μελέτες κατόπιν έδειξαν ότι ασθενείς με ΑΡΟΕ e4 έχουν κακή πρόγνωση μετά 

από ΚΕΚ. Σε πρώτη προοπτική μελέτη19 ασθενών με ΚΕΚ (η=93) βρέθηκε ότι 57% των 

ασθενών με e4 αλληλόμορφο είχαν κακή πρόγνωση (θάνατος, φυτική κατάσταση, βαριά 

αναπηρία σύμφωνα με την κλίμακα έκβασης της Γλασκώβης) 6 μήνες μετά την κάκωση 

συγκρινόμενο με 27% των ασθενών χωρίς το e4 με κακή επίσης πρόγνωση. Αυτή η 

στατιστική σημαντικότητα διατηρήθηκε και μετά από την προσαρμογή για την ηλικία, την 

βαρύτητα της αρχικής κάκωσης (με βάση την κλίμακα εισόδου Γλασκώβης, [GCS]) και τα 

ευρήματα της αξονικής τομογραφίας. Επίσης οι ασθενείς με το e4 αλληλόμορφο είχαν 

βαρύτερη κλινική εικόνα εισόδου (μικρότερη GCS) και μεγαλύτερη διάρκεια νοσηλείας. Τα 

ευρήματα αυτά επιβεβαιώθηκαν και σε πολύ μεγαλύτερες σε αριθμό ασθενών μελέτες.

Ο πολυμορφισμός της ΑΡΟΕ έχει επιπλέον μελετηθεί σε ασθενείς με μικρές 

επαναλαμβανόμενες κακώσεις, όπως αυτές που συμβαίνουν στους μποξέρ και βρέθηκε ότι οι 

ασθενείς με το e4 αλληλόμορφο έχουν βαρύτερη κλινική εικόνα.

Πιθανός μηχανισμός πολυμορφισμού της ΑΡΟΕ στην εγκεφαλική κάκωση

1. Η ΑροΕ επηρεάζει το ρυθμό εναπόθεσης αμυλοειδούς στον εγκέφαλο. Ειδικότερα, η 

ApoE Ε4 ισομορφή σχετίζεται θετικά με εναπόθεση αμυλοειδούς20 ενώ οι άλλες ισομορφές 

προστατεύουν τον εγκέφαλο από την εναπόθεση. Υπάρχουν ενδείξεις ότι οι ΑροΕ ισομορφές 

διαφέρουν στην ικανότητα μεταφοράς του Αβ αμυλοειδούς διαμέσου του αιματοεγκεφαλικού 

φραγμού21. Έτσι ενώ οι Ε2 και Ε3 ισομορφές αναστέλλουν τη μεταφορά του Αβ, η ΑροΕ Ε4 

δεσμεύει το Αβ που περνά έτσι τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό.

2. Μελέτες δείχνουν ότι η ΑροΕ προστατεύει κύτταρα από την οξειδωτική βλάβη και την 

υπεροξείδωση των λιπιδίων (lipid peroxidation) που συμβάλλουν στην παθογένεση της 

νευρωνικής βλάβης. Αυτή η αντιοξειδωτική δράση έχει σχέση με τις διάφορες ισομορφές της 

ΑροΕ με την Ε4 να είναι λιγότερο αποτελεσματική σε σχέση με τις άλλες ισομορφές22.
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3. Η ΑροΕ βοηθά στην επιδιόρθωση και αντικατάσταση των κατεστραμμένων ιστών και 

στην ανάπτυξη νέων συνάψεων. To e4 αλληλόμορφο σχετίζεται με την μικρότερη 

συναπτογένεση23 και δυσλειτουργία του χολινεργικού συστήματος24.

4. Τέλος υπάρχουν ενδείξεις ότι η ΑροΕ έχει νευροτροφικές δράσεις και συμμετέχει στην 

ανάπτυξη των νευριτών μέσω επίδρασης στον κυτταροσκελετό. Η Ε3 ισομορφή σταθεροποιεί 

τον σχηματισμό μικροσωληναρίων μέσω σύνδεσής της με την Tau πρωτεΐνη (μια πρωτεΐνη 

σχετιζόμενη με τα μικροσωληνάρια) εμποδίζοντας έτσι την υπερφωσφορυλίωσή της και την 

εναπόθεσή της ενώ η ΑροΕ e4 αποσταθεροποιεί την σύνδεση των μικροσωληναρίων και 

αποτυγχάνει να συνδεθεί με την Tau25 (εικόνα 4).

Brain injury

Amyloid-3-protein Cytoskeletal alterations Oxidative stress
aggregates Tau hyper-phosphorylation

Neuronal
damage

ApoE E2, E3 ΑροΕ E4

Effective repair Poor repair

Εικόνα 4: Πιθανοί μηχανισμοί επίδρασης του γονοτύπου της ΑΡΟΕ στην απάντηση των ασθενών 
μετά από εγκεφαλική κάκωση.
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ΚΕΚ ΚΑΙ ΦΛΕΓΜΟΝΗ

Εισαγωγή

Το μέγεθος της εγκεφαλικής βλάβης μετά από ΚΕΚ καθορίζεται από διάφορους παράγο­

ντες. Ανάμεσα σ’ αυτούς σημαντικό ρόλο παίζουν διάφοροι τοπικοί παράγοντες στο σημείο 

της βλάβης όπως η αγγειοσύσπαση και η ελαττωμένη αιμάτωση, η απελευθέρωση 

κυτταροτοξικών ουσιών (ιόντα Ca2+, ελεύθερες ρίζες οξυγόνου) και η παραγωγή διάφορων 

επιβλαβών πρωτεϊνών26,27,28,29. Τελευταία, όλο και περισσότερο γίνεται φανερό ότι η 

φλεγμονώδης αντίδραση ' παίζει ένα σημαντικό ρόλο στην παθογένεση της εγκεφαλικής 

βλάβης μετά από τραύμα ' . Αυτή περιλαμβάνει διήθηση των λευκοκυττάρων και δημιουργία 

οιδήματος στο σημείο του τραύματος. Επίσης, ενεργοποιούνται διάφορα φλεγμονώδη 

εγκεφαλικά κύτταρα (αστροκύτταρα, μικρογλοία, ενδοθηλιακά κύτταρα), με αποτέλεσμα την 

παραγωγή κυτοκινών34. Γενικά, όσο μεγαλύτερη είναι η έκταση της φλεγμονώδους 

αντίδρασης τόσο μεγαλύτερη είναι η βλάβη του εγκεφαλικού ιστού.

Έκφραση της IL-1 και των υποδοχέων της μετά από ΚΕΚ

Η έκφραση της IL-1 β στον εγκεφαλικό ιστό αυξάνεται δραματικά σε πολλές οξείες35,36 και 

χρόνιες νευροεκφυλιστικές ασθένειες37,38,39. Σε διάφορες μελέτες τρωκτικών που υπέστησαν 

ΚΕΚ έχει παρατηρηθεί υπερέκφραση της IL-Ιβ στον εγκέφαλο κατά τη διάρκεια της πρώιμης 

περιόδου μετά την κάκωση (mRNA μετάγραφα εντός 15min και πρωτεΐνη εντός 1h) με 

κορύφωση την 6η ώρα40,41(Πίνακας 3).

Επίσης, σε κλινικές μελέτες ασθενών που υπέστησαν κρανιοεγκεφαλική κάκωση ή 

εγκεφαλικό επεισόδιο παρατηρείται αυξημένη έκφραση IL-1 στο ΕΝΥ ή τον εγκεφαλικό ιστό 

μετά το θάνατό τους.

Η ακριβής κυτταρική πηγή της IL-Ιβ μετά από εγκεφαλική βλάβη δεν έχει ακόμη 

διευκρινιστεί. Ωστόσο, κύριες πηγές42 της θεωρούνται τα ενδοθηλιακά κύτταρα, η μικρογλοία, 

και τα μακροφάγα/μονοκύτταρα. Επίσης, μερικές μελέτες αναφέρουν ότι οι νευρώνες, τα 

αστροκύτταρα καθώς και τα ολιγοδεντροκύτταρα43 εκφράζουν IL-Ιβ μετά από εγκεφαλική 

βλάβη.
Η έκφραση της IL-Ια, της IL-1 ra και των υποδοχέων της IL-1 μετά από εγκεφαλική βλάβη 

δεν έχει διερευνηθεί εκτεταμένα. Ωστόσο, σε ποντίκια που υπέστησαν προσωρινή ή μόνιμη 

σύγκλειση της μέσης εγκεφαλικής αρτηρίας παρατηρήθηκε ότι το mRNA της IL-Ια επάγεται 

πολύ νωρίτερα από το mRNA της IL-Ιβ. Επίσης, στην ίδια μελέτη, το mRNA της IL-1 ra 

επάγεται 6h μετά από τη σύγκλειση της μέσης εγκεφαλικής αρτηρίας και παραμένει σε 

αυξημένα επίπεδα για τις επόμενες 5 ημέρες. Οι κυτταρικές πηγές της IL-Ια και της IL-1 ra δεν 

έχουν ακόμη διευκρινιστεί44. Η παρουσία της IL-1 ra στον φυσιολογικό εγκέφαλο και η 

ενεργοποίηση του mRNA της μετά από εγκεφαλική βλάβη φανερώνουν ότι η IL-1 ra μετριάζει 

τις φλεγμονώδεις αντιδράσεις που επαγονται απο την εγκεφαλική κάκωση 1

To mRNA για τους υποδοχείς της IL-1 επάγεται μετά από εγκεφαλική βλάβη. Η έκφραση 

του υποδοχέα τύπου I (IL-1RI) αυξάνεται μόνο κατά το όψιμο στάδιο της βλάβης. Μελέτες
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αναφέρουν ότι πιθανή κυτταρική πηγή του υποδοχέα τύπου I είναι οι νευρώνες. Ο υποδοχέας 
τύπου II (IL-1RII) ενεργοποιείται 3h μετά την εγκεφαλική βλάβη47.

Traumatic injury
mRNA Cortex, hippocampus Rat Fan et al.4B (1995), Shohami et al 

(1997), Szaflarski et al.49 (1995)
Corpus callosum, striatum,
commissural anterior, tractus 
olfactorius, lateralis

Rat Yan et al.su (1992)

Cortex, corpus callosum, striatum Rat Woodroofe et al.51 (1991)
Spinal cord Rat Wang et al.52 (19971
Cortex Mice Rostworowski et al. (1997)
Cortex Mice Herx et al.54 (2000)

Protein Cortex, hippocampus Rat Taupin et al (1993)
Cortex, hippocampus, striatum, 
thalamus, cerebellum, brain stem, 
corpus callosum

Mice Tchelingerian et al.55 (1993)

Hippocampus Rat Fagan and Gage56 (1990)
Striatum Rat Yan et al. (1992)
Spinal cord Rat Wang et al. (1997)

Πίνακας 3: Έκφραση της IL-1 στο κεντρικό νευρικό σύστημα μετά από εγκεφαλική κάκωση

Ενδείξεις συμμετοχής της IL-1 στην εγκεφαλική βλάβη μετά από κάκωση

Πολλές μελέτες φανερώνουν ότι η IL-1 συμμετέχει στην παθογένεση της εγκεφαλικής 

βλάβης μετά από κάκωση57. Έτσι, η χορήγηση IL-1 β σε πειραματικά μοντέλα που υπέστησαν 

εγκεφαλική κάκωση επιδεινώνει δραματικά την εγκεφαλική βλάβη58,59. Αντίθετα, η 

ενδοεγκεφαλική, ενδοκοιλιακή ή συστηματική χορήγηση της IL-1 ra μειώνει σημαντικά 

(συνήθως >50%) την εγκεφαλική βλάβη60,61. Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρούνται και με 

την υπερέκφραση της IL-1 ra στον εγκέφαλο μέσω χρήσης αδενοϊικού φορέα (adenoviral 

vector)62. Επίσης, η χορήγηση αντισωμάτων που αναστέλλουν τη δράση της IL-Ιβ ή 

αναστολέων της ICE (IL-1 β converting enzyme)63 που εμποδίζουν τη διάσπαση της IL-Ιβ 

προκαλούν σημαντική μείωση του εγκεφαλικού οιδήματος, του μεγέθους της βλάβης καθώς 

και του αριθμού των νευρικών κυττάρων που υφίστανται απόπτωση64.

Δράση της IL-1 ανάλογα με την εντόπιση στον εγκέφαλο

Έχει αναφερθεί ότι η χορήγηση IL-1 στις εγκεφαλικές κοιλίες ή το ραβδωτό σώμα πειραματι­

κών μοντέλων που υπέστησαν σύγκλειση της μέσης εγκεφαλικής αρτηρίας επιδεινώνει την 

εγκεφαλική βλάβη τόσο στο ραβδωτό σώμα όσο και στο φλοιό. Ωστόσο, αυτό το φαινόμενο 

δεν παρατηρείται κατά τη χορήγηση IL-1 (ακόμα και σε πολύ υψηλότερες δόσεις) στον 

εγκεφαλικό φλοιό.

Όμοια, η IL-1 ra είναι προστατευτική65 όταν χορηγείται στο ραβδωτό σώμα και όχι στο φλοιό 

αρουραίων που υπόκεινται σε εγκεφαλική ισχαιμία, εγκεφαλική κάκωση ή χορήγηση τοξικών 

ουσιών. Χορήγηση IL-1 σε συνδυασμό με S-AMPA εντός του ραβδωτού σώματος καταλήγει
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σε εκτεταμένη βλάβη του εγκεφαλικού φλοιού. Παρόλα αυτά, κάτι τέτοιο δεν παρατηρείται 

όταν η IL-1 χορηγείται εντός του εγκεφαλικού φλοιού.

Από τα παραπάνω συμπεραίνεται ότι η IL-1 και η IL-1 ra ενεργοποιούν υποδοχείς και 

μεσολαβητές που βρίσκονται στο ραβδωτό σώμα και όχι στο φλοιό. Αυτοί μπορούν να 

επηρεάσουν την επιβίωση των νευρώνων τόσο τοπικά (στο ραβδωτό σώμα) όσο και σε 

απομακρυσμένες περιοχές (π.χ. στον εγκεφαλικό φλοιό). Το γεγονός αυτό πιθανόν να 

πραγματοποιείται μέσω ενεργοποίησης ειδικών νευρωνικών κυκλωμάτων. Η φύση αυτών των 

υποδοχέων, μεσολαβητών και κυκλωμάτων παραμένει ακόμη άγνωστη.

Εστιακή Κρανιοεγκεφα- Χορήγηση
εγκεφαλική λική κάκωση τοξικών ουσιών
ισχαιμία (fluid perfusion (NMDA, AMPA)

injury) στο ραβδωτό
σώμα

Εικόνα 5: Απεικόνιση των νευροπροστατευτικών επιδράσεων ανασυνδυασμένης IL-lra σε
τρωκτικά με εστιακή εγκεφαλική ισχαιμία (πειραματική σύγκλειση της μέσης εγκεφαλικής 
αρτηρίας, ενδοεγκεφαλική-ενδοκοιλιακή χορήγηση 10pg IL-lra), κρανιοεγκεφαλική κάκωση 
(lateral fluid perfusion injury, ενδοεγκεφαλική-ενδοκοιλιακή χορήγηση 10pg IL-lra), και 
χορήγηση αγωνιστών των υποδοχέων NMDA ή ΑΜΡΑ στο ραβδωτό σώμα (χορήγηση 5pg IL- 
lra στο ραβδωτό σώμα).

Πιθανοί μηχανισμοί δράσης της IL-1 στην εγκεφαλική βλάβη

Ένα χαρακτηριστικό της φλεγμονώδους αντίδρασης είναι η συσσώρευση λευκοκυττάρων, 

ιδιαίτερα ουδετερόφιλων, στον εγκέφαλο και παρατηρείται τόσο σε πειραματικά μοντέλα όσο 

και στον άνθρωπο μετά από εστιακή εγκεφαλική βλάβη. Οι επιβλαβείς επιδράσεις των 

λευκοκυττάρων όπως η έμφραξη των τριχοειδών, η διάσπαση του αιματοεγκεφαλικού φραγ­

μού και η αγγειοσύσπαση οδηγούν σε ανεπανόρθωτη βλάβη των νευρώνων. Η μετακίνηση 

των λευκοκυττάρων προς την περιοχή της βλάβης διευκολύνεται από μόρια προσκόλλησης 

(π.χ. ICAM-1). Η έκφραση των μορίων αυτών επάγεται από την IL-1 μετά από εγκεφαλική 

βλάβη. Επομένως, η IL-Ιβ επιδεινώνει την εγκεφαλική βλάβη, αφού διευκολύνει μέσω των 

μορίων προσκόλλησης, τη διείσδυση των ουδετερόφιλων στον εγκέφαλο66. Το γεγονός αυτό 

υποστηρίζεται από τις ακόλουθες παρατηρήσεις: (1) στην εγκεφαλική ισχαιμία τα oiRNA για 

την IL-1 και τα μόρια προσκόλλησης παράγονται στο ίδιο σχεδόν χρονικό διάστημα, (2) η 

χορήγηση αντισώματος για το ICAM-1 ή η έλλειψη του γονιδίου που κωδικοποιεί το ICAM-1
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μειώνει σημαντικά τη βλάβη που προέρχεται από εγκεφαλική ισχαιμία, και (3) έχει αναφερθεί 

ότι η χορήγηση IL-1ra ή αντισώματος για την IL-Ιβ μειώνει την έκφραση του ICAM-1 καθώς 

και τον αριθμό των ουδετερόφιλων στον εγκέφαλο μετά από ισχαιμία67.

Επίσης, η IL-1 επιδρά στη νευροδιαβίβαση, ενεργοποιεί τα ενδοθηλιακά κύτταρα και τη 

γλοία, επάγει τη σύνθεση μερικών αυξητικών παραγόντων, προ-φλεγμονωδών κυτοκινών 

(όπως TNF-α, IL-6, IL-8, IL-2 ή IFN-γ) καθώς και αντι-φλεγμονωδών κυτοκινών (όπως TGF-β, 

IL-10, IL-4)68, όπως φαίνεται στην εικόνα 6. Επίσης, μεσολαβεί στην απελευθέρωση άλλων 

φλεγμονωδών μεταβολιτών ή ενζύμων όπως προσταγλανδίνες, κολλαγενάση και 

φωσφολιπάση Α269.

Ωστόσο, δύο παράγοντες παρεμποδίζουν τη μελέτη του μηχανισμού δράσης της IL-1 στον 

εγκέφαλο. Πρώτον, έχει παρατηρηθεί ότι η IL-1 δεν είναι νευροτοξική in vivo απουσία άλλων 

κακώσεων και δεύτερον, οι επιδράσεις της IL-1 ή της IL-1 ra στην νευρωνική απόπτωση in 

vivo δεν παρατηρούνται σε in vitro πειράματα. Για παράδειγμα, κατά τη χορήγηση τοξικών

ουσιών σε καλλιέργεια νευρώνων, η IL-1 προστατεύει τους νευρώνες πιθανόν μέσω 

επαγωγής του NGF (nerve growth factor)70, γεγονός που δεν παρατηρείται μετά από 

χορήγηση IL-1 ra71. Επομένως, η IL-1 πιθανόν να επιδρά στη νευρωνική επιβίωση72 ή 

θάνατο73 μέσω περίπλοκων μηχανισμών και της συμμετοχής διάφορων τύπων νευρικών 

κυττάρων74. Έτσι, τα κύτταρα της γλοίας μπορούν να παράγουν και να αποκριθούν σε μια 

ποικιλία κυτοκινών και αυξητικών παραγόντων75,76. Επίσης, τα αστροκύτταρα συμμετέχουν 

στην επούλωση τραυμάτων επάγοντας την έκκριση νευροτροφικών παραγόντων77 μετά από 

εγκεφαλική βλάβη78,79. Η μικρογλοία ρυθμίζει τη νευρωνική επιβίωση και επάγει την 

κυτταροτοξικότητα μέσω παραγωγής ελεύθερων ριζών, σύνθεσης του NO και ενεργοποίησης 

του NMDA υποδοχέα80. Επομένως, οι ωφέλιμες ή οι επιβλαβείς επιδράσεις της IL-Ιβ φαίνεται

να εξαρτώνται από το χρόνο, τη διάρκεια, τα επίπεδα και την περιοχή που εκφράζεται η IL-Ιβ

στον εγκέφαλο μετά από κάκωση.

Εικόνα 6: Απεικόνιση των πιθανών 
αλληλεπιδράσεων ανάμεσα στην IL-1 
και άλλες φλεγμονώδεις ουσίες, 
αυξητικούς παράγοντες και μόρια 
προσκόλλησης. COX-2: κυκλοοξυ- 
γενάση 2, PLA2: φωσφολιπάση Α2, 
iNOS: inducible NO synthase, ET-1: 
endothelin 1, CRF: corticotropin
releasing factor, TNFa: tumor
necrosis factor a, INFg: ιντερφερόνη 
γ, ICAM-1: intercellular cell adhe­
sion molecule 1, IL-lra: interleukin-1 
receptor antagonist, IL-6: ιντερλευ- 
κίνη 6, TGFb: transforming growth 
factor b, IL-4: ιντερλευκίνη 4, IL-10: 
ιντερλευκίνη 10, NGF: nervous
growth factor.
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Επιδράσεις της IL-1 στη θερμοκρασία του εγκεφάλου

Η IL-Ιβ είναι μια ισχυρή πυρετογόνος ουσία81. Είναι γνωστό επίσης ότι η υπερθερμία 

επιδεινώνει την εγκεφαλική βλάβη. Το ερώτημα που τίθεται είναι εάν η επιδείνωση της 

εγκεφαλικής βλάβης που προκαλείται από τη χορήγηση της IL-Ιβ είναι ανεξάρτητη ή όχι της 

αύξησης της θερμοκρασίας. Έχει αναφερθεί ότι η ενδοεγκεφαλική ή ενδοκοιλιακή χορήγηση 

IL-Ιβ σε πειραματικά μοντέλα που υπέστησαν σύγκλειση της μέσης εγκεφαλικής αρτηρίας 

επιδεινώνει τη βλάβη του εγκεφάλου και προκαλεί μια σημαντική αύξηση στη θερμοκρασία 

του σώματος. Αντίθετα, η χορήγηση IL-Ιβ εντός του ραβδωτού σώματος καταλήγει σε βλάβη 

του ραβδωτού σώματος και του φλοιού, χωρίς να προκαλεί αλλαγές στη θερμοκρασία του 

σώματος. Αυτό φανερώνει ότι η επιδείνωση της εγκεφαλικής βλάβης που επάγεται από την 

IL-Ιβ είναι ανεξάρτητη από την αλλαγή στη θερμοκρασία του σώματος.

ΚΕΚ και χρόνια φλεγμονώδης αντίδραση

Από μελέτες σε ασθενείς με νόσο Alzheimer (AD) βρέθηκε ότι η IL-1 ενεργοποιεί την 

έκφραση της βΑΡΡ πρωτεΐνης82 (β amyloid precursor protein) που αποτελεί πρόδρομο μόριο 

του β-αμυλοειδούς (Αβ) και συνεισφέρει στο σχηματισμό των αμυλοειδικών πλακών της 

νόσου. Επίσης, η IL-1 επάγει την έκφραση και τη φωσφορυλίωση της tau πρωτεΐνης83 που 

συμμετέχει στο νευροεκφυλισμό. Γνωρίζοντας τους κοινούς παθογενετικούς μηχανισμούς της 

AD και της εγκεφαλικής κάκωσης μπορούμε να υποθέσουμε ότι η οξεία ή επιμένουσα 

φλεγμονώδης αντίδραση μετά από κρανιοεγκεφαλική κάκωση πιθανόν να είναι μια από τις 

αιτίες της εναπόθεσης Αβ αμυλοειδούς, του χρόνιου νευροεκφυλισμού και της σύνδεσης των 

δύο νόσων.

Πράγματι σε μελέτες αρουραίων84 που υπέστησαν εγκεφαλικό τραύμα έχει ανιχνευτεί 

επιμένουσα φλεγμονώδης αντίδραση 3 μήνες μετά το τραύμα, καθώς και αυξημένη έκφραση 

της βΑΡΡ και της tau πρωτεΐνης85 αρκετούς μήνες μετά το τραύμα. Επίσης, σε μελέτες 

πειραματικών μοντέλων που υπέστησαν οξεία εγκεφαλική βλάβη έχει αναφερθεί ότι η 

χορήγηση IL-1 ra αναστέλλει την επαγωγή της βΑΡΡ πρωτεΐνης86.

Εικόνα 7: Ο ρόλος 
της IL-1 στον χρόνιο 
νευροεκφυλισμό. Η 
IL-1 όπως και η 
ΑροΕ εμπλέκονται 
με παρόμοιους παθο- 
γενετικούς μηχανι­
σμούς στη νευρωνι- 
κή βλάβη.
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ΚΥΤΟΚΙΝΕΣ

Ιντερλευκίνη 1

Η οικογένεια της IL-1 αποτελείται από 3 γονίδια που κωδικοποιούν τρεις ξεχωριστές 

πρωτεΐνες με σημαντικές δομικές ομολογίες87,88. Τόσο η IL-Ια όσο και η IL-Ιβ έχουν μοριακό 

βάρος 17kD, ενώ η IL-1 ra έχει μοριακό βάρος 22kD. Η IL-1 α, μετά την παραγωγή της, 

παραμένει προσδεδεμένη στην κυτταρική μεμβράνη. Σε αντίθεση, η IL-Ιβ είναι ένα 

εκκρινόμενο μόριο και αποτελεί την κυρίαρχη μορφή που συναντάται στον εγκέφαλο89. Η IL- 

Ιβ σχηματίζεται ως ανενεργό πρόδρομο μόριο (pro-IL-Ιβ) και διασπάται από το ένζυμο ICE 

(IL-Ιβ converting enzyme) για την παραγωγή του βιολογικά ενεργού μορίου. Οι αγωνιστές IL- 

1α και IL-Ιβ προσδένονται στον υποδοχέα τύπου I (IL-1RI), ο οποίος συνδέεται με μια AcP 

πρωτεΐνη (accessory protein) για την μεταγωγή ενδοκυττάριου σήματος90. Ο υποδοχέας 

τύπου II (IL-1RII) επίσης προσδένει IL-1, αλλά στερείται ενδοκυττάριας περιοχής, οπότε δεν 

συμμετέχει στην μετάδοση σήματος91,92,93. Επίσης, η IL-1 ra προσδένεται στον υποδοχέα 

τύπου I, αλλά αποτυγχάνει να προκαλέσει τη σύνδεση ανάμεσα στην AcP και τον IL-1RI94. 

Έτσι, η IL-1 ra δρα σαν ένας αναστολέας της δραστηριότητας της IL-195,96.

Μονοπάτι μεταγωγής σήματος της IL-1 (signal transduction of IL-1)

Η πρόσδεση της IL-1 στον υποδοχέα τύπου I (IL-1RI) επάγει την αλληλεπίδραση τόσο της 

AcP πρωτεΐνης (accessory protein) όσο και της MyD88 πρωτεΐνης (adaptor protein) με την 

ενδοκυττάρια περιοχή του υποδοχέα. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της IRAK 

κινάσης (IL-1R-associated kinase), η οποία συνδέεται με το σύμπλοκο AcP/MyD8897,98. Στη 

συνέχεια, ενεργοποιούνται άλλες πρωτεΐνες όπως ο TNF (tumour necrosis factor), ο TRAF6 

(receptor associated factor 6) και o NFkB (nuclear factor kappa B). 0 NF-kB συνήθως 

παραμένει ανενεργός με τον σχηματισμό ενός συμπλέγματος με τον αναστολέα του ΙκΒ (NF- 

kB/ΙκΒ). Ωστόσο, η φωσφορυλίωση του ΙκΒ από ΙκΒ κινάσες (ΙΚΚα και ΙΚΚβ) καταλήγει στην 

απελευθέρωση του NF-kB που εισέρχεται στον πυρήνα. Μέσα στον πυρήνα, ο NF-kB 

προσδένεται στους προαγωγείς διάφορων γονιδίων-στόχων και επάγει την έκφραση 

τους99,100,101.

Επίσης, η IL-1 ενεργοποιεί το μονοπάτι των πρωτεϊνικών κινασών. Στο μονοπάτι αυτό 

συμμετέχουν τρεις πρωτεϊνικές κινάσες102: η ρ42/ρ44 ΜΑΡΚ (mitogen-activated protein 

kinase), η ρ38 ΜΑΡΚ και η JNK1 (c-Jun N-terminal kinase 1). Υποστηρίζεται ότι οι 

πρωτεϊνικές αυτές κινάσες ρυθμίζονται από μια G-πρωτεΐνη χαμηλού MB που προηγείται 

αυτού του μονοπατιού103. Ωστόσο, ο μηχανισμός που συνδέει το συστατικό αυτό με τις MAP 

κινάσες δεν έχει πλήρως διευκρινιστεί.
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Εικόνα 8: Δράση της Ιντερλευκίνης 1. Τα 
μέλη της οικογένειας της 1L-1 περιλαμβάνουν 
τους αγωνιστές (IL-1 a,b) τον ανταγωνιστή 
(IL-1 ra) και τους δύο υποδοχείς ( τύπου I και 
II). Συντομεύσεις: AcP: accessory protein, 
MAP: mitogen-activated protein, IRAK:
interleukin-1 receptor associated kinase, 
TRAF: tumour necrosis factor receptor
associated factor, NF- kB: nuclear factor- kB, 
JNK: c-jun amino terminal kinase.

Pro-IL-Ια Pro-IL-1B Pro-IL-Ira

I Nuclear transcription! mRNA stabilization)
ireiiTs .ft Neurosaences

Ανταγωνιστής του υποδοχέα της IL-1 (IL-1 Ra)

Η πρωτεΐνη IL-IRa παρουσιάζει 18% ομολογία αμινοξέων με την IL-1 α και 26% ομολογία 

με την IL-Ιβ. Η οικογένεια της IL-IRa περιλαμβάνει μια εξωκυττάρια ισομορφή (sIL-IRa) και 

τρεις ενδοκυττάριες ισομορφές (iclL-1 Ral ,2,3)104.

Συγκεκριμένα, η sIL-IRa πρωτεΐνη έχει μοριακό βάρος 17KDa, αποτελείται από 177 

αμινοξέα και περιέχει μια αλληλουχία οδηγού (“leader sequence”), η οποία απομακρύνεται 

όταν ολοκληρωθεί η λειτουργία της. Το ανθρώπινο γονίδιο για την slL-1 Ra πρωτεΐνη περιέχει 

4 εξόνια και 3 ιντρόνια.

Από την άλλη πλευρά, η icIL-IRal πρωτεΐνη έχει μοριακό βάρος 18KDa (iclL-1 Ral) και 

αποτελείται από 159 αμινοξέα. Αυτές οι δύο ισομορφές της IL-IRa δημιουργούνται από 

εναλλακτικό μάτισμα (‘splicing’), όπου συμμετέχουν διαφορετικά αρχικά εξόνια. Το πρώτο 

εξόνιο για την icIL-IRa βρίσκεται 9.4Kb πριν από το πρώτο εξόνιο για την sIL-IRa. Η 

εσωτερική αλληλουχία δέκτη ματίσματος για την iclL-1 Ra βρίσκεται εντός του πρώτου εξονίου 

για την sIL-IRa, κοντά στο 3 άκρο της αλληλουχίας που κωδικοποιεί για το πεπτίδιο 

συνθήματος (“signal peptide”). Έτσι, η icIL-IRa δεν έχει λειτουργική αλληλουχία οδηγού και 

για το λόγο αυτό, η iclL-1 Ra πρωτεΐνη παραμένει στο κυτταρόπλασμα.

Η iclL-1 Ra εντοπίζεται σε μεγάλα ποσοστά στο δέρμα και κυρίως σε κερατινοκύτταρα και 

άλλα επιθηλιακά κύτταρα. Ωστόσο, αποτελεί και προϊόν των ενεργοποιημένων μονοκύτταρων 

και μακροφάγων.

Η sIL-IRa πρωτεΐνη παράγεται από οποιοδήποτε κύτταρο που συνθέτει IL-1, με εξαίρεση 

τα ενδοθηλιακά (τα οποία παράγουν αποκλειστικά icIL-IRa πρωτεΐνη). Έτσι, εκκρίνεται από 

μονοκύτταρα, ουδετερόφιλα, περιφερικά ερυθροκύτταρα. Στα ποντίκια, η κατανομή της IL- 

1 Ra στους ιστούς φανερώνει ότι η slL-1 Ra βρίσκεται κυρίως στους πνεύμονες και το σπλήνα.
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Τέλος, οι ινοβλάστες όταν διεγείρονται κατάλληλα παράγουν mRNA και πρωτεΐνη και των δύο 
ισομορφών της IL-1 Ra105.

Δύο επιπρόσθετες ενδοκυττάριες μορφές της IL-1 Ra έχουν επίσης περιγράφει'106. Μια 

ενδοκυττάρια μορφή με μοριακό βάρος 25KDa καλείται iclL-1 Ra2. To mRNA της iclL-1Ra2 

περιέχει μια αλληλουχία 63bp εντός πλαισίου ανάγνωσης που βρίσκεται μέσα στο πρώτο 

ιντρόνιο του γονιδίου της icIL-IRa. Αυτή η ενδοκυττάρια ισομορφή περιέχει τα ίδια 3 ΝΗ2- 

τελικά κατάλοιπα με την αρχική μορφή της icIL-IRa, τα οποία συνδέονται με μια μοναδική 

ένθεση 21 αμινοξέων. To mRNA της iclL-1 Ra2 έχει βρεθεί σε ενεργοποιημένους ινοβλάστες, 

σε μονοκύτταρα, ουδετερόφιλα και κερατινοκύτταρα. Ωστόσο, η πρωτεΐνη της iclL-1 Ra2 δεν 

έχει βρεθεί σε ανθρώπινα κύτταρα, οπότε αυτό το mRNA πιθανόν να μην μεταφράζεται in 

vivo. Μια μικρότερη ισομορφή με μοριακό βάρος 16KDa καλείται iclL-1 Ra3107. Αυτό το μόριο 

έχει βρεθεί σε μονοκύτταρα, μακροφάγα, ουδετερόφιλα και ηπατικά κύτταρα. Πιθανόν να 

δημιουργείται από εναλλακτικό μάτισμα ή εναλλακτική έναρξη της μετάφρασης. Τέλος, αυτή η 

ισομορφή προσδένεται λιγότερο αποτελεσματικά στους υποδοχείς της IL-1 σε σύγκριση με τις 

υπόλοιπες ισομορφές της IL-1 Ra.

Η ρύθμιση των αποτελεσμάτων της IL-1 στο κυτταρικό μικροπεριβάλλον θα μπορούσε να 

αποτελεί μείζονα βιολογικό ρόλο για την εξωκυττάρια sIL-IRa. Παρόλα αυτά το γεγονός ότι 

τουλάχιστον δύο ισομορφές της ενδοκυττάριας IL-1 Ra διατηρούνται κατά τη διάρκεια της 

εξέλιξης φανερώνει ότι οι ισομορφές αυτές πιθανόν να συμμετέχουν σε επιπρόσθετες 

άγνωστες ως τώρα λειτουργίες εντός των κυττάρων108.

Η παραγωγή της IL-1 Ra επάγεται από έναν αριθμό άλλων κυτοκινών, προϊόντα ιών και 

βακτηρίων, και πρωτεΐνες οξείας φάσης109, φανερώνοντας ότι αυτή η κυτοκίνη πιθανόν να 

παράγεται in vivo σε πολυάριθμες χρόνιες φλεγμονώδεις και μολυσματικές ασθένειες.

Η IL-1 Ra προσδένεται στους υποδοχείς με ένταση αλληλεπίδρασης σχεδόν ισοδύναμη με 

τους δύο αγωνιστές, αλλά αποτυγχάνει να ενεργοποιήσει τα κύτταρα. Και οι δύο τύποι 

υποδοχέων είναι μέλη της οικογένειας των ανοσοσφαιρινών (lg) και διαθέτουν 3 περιοχές στα 

εξωκυττάρια τμήματά τους. Η IL-Ιβ προσδένεται με μεγαλύτερη δύναμη σύνδεσης στον 

διαλυτό υποδοχέα τύπου II από την IL-1 Ra. Αυτός ο τύπου II υποδοχέας λειτουργεί ως 

αναστολέας των δράσεων της IL-1 in vivo γιατί δεν επάγει ενδοκυττάριο σήμα. Σε αντίθεση, ο 

διαλυτός υποδοχέας τύπου I προσδένει IL-1 Ra σχεδόν εκλεκτικά λόγω μεγαλύτερης δύναμης 

σύνδεσης σε σχέση με την IL-1.

Μελέτες φανερώνουν ότι η IL-Ιβ και η IL-1 Ra έχουν δομή β-πτυχωτού φύλλου110,111, ενώ τα 

κατάλοιπα της κοινής επιφάνειας των δύο μορίων προσδένονται στην ίδια περιοχή του 

υποδοχέα τύπου I. Ωστόσο, η φορτισμένη περιοχή της IL-1 Ra δεν αλληλεπιδρά με την τρίτη 

περιοχή του διαλυτού υποδοχέα τύπου I. Για παράδειγμα, ένας υποδοχέας που περιέχει τις 

περιοχές 1 και 2 προσδένει την IL-Ια και IL-Ιβ με χαμηλή συγγένεια, αλλά προσδένει την IL- 

IRa με υψηλή συγγένεια. Έτσι, η περιοχή 3 είναι απαραίτητη για να επιτυγχάνεται υψηλής 

συγγένειας πρόσδεση με τους δύο αγωνιστές112.
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Το γονίδιο της IL-1 Ra

To ανθρώπινο γονίδιο της IL-1 Ra (IL1RN) έχει 

χαρτογραφηθεί στον μακρύ βραχίονα του χρωμοσώματος 2, 

στην περιοχή q14-q21113. Τα γονίδια για την IL-Ια (IL-1A), IL- 

1β (IL-1B) και IL-1 Ra χαρτογραφούνται σ’ ένα περιορισμένο 

τμήμα 430Kb: το IL-1A βρίσκεται ανάμεσα στο +0 και +35Kb, το 

IL-1B ανάμεσα στο +70 και +110Kb και το IL1RN ανάμεσα στο 

+330 και το +430Kb. Είναι ενδιαφέρον ότι τα γονίδια για τους 

ανθρώπινους υποδοχείς τύπου I και II επίσης βρίσκονται στο 

μακρύ βραχίονα του χρωμοσώματος 2, αλλά όχι κοντά στα 

γονίδια που κωδικοποιούν για τους τρεις συνδέτες (Εικόνα 9).

Chromosome 2

-—
Ξ—

-

2q14.2 Ξ gC IL-1 Ra gana
-■■■
-

-■■
=Hi

Λ =Μ _ '■----J

Εικόνα 9: Δομή του γονιδίου της IL-lra (Β) και θέση του στο χρωμόσωμα 2 (Α).

Πολυμορφισμός στο ανθρώπινο γονίδιο της IL-1Ra

Ένας πολυμορφισμός παρατηρείται στο ιντρόνιο 2 του ανθρώπινου γονιδίου της IL-1 Ra και 

οφείλεται στην παρουσία μιας σειράς επαναλήψεων (2-6 επαναλήψεις) σταθερής 

αλληλουχίας 86bp114. 5 αλληλόμορφα έχουν περιγράφει και η επαναλαμβανόμενη αυτή 

αλληλουχία περιέχει τρεις περιοχές σύνδεσης πρωτεϊνών, οι οποίες φαίνονται να ευθύνονται 

για τη λειτουργικότητα του πολυμορφισμού.

Στον παρακάτω πίνακα αναφέρεται ο αριθμός των επαναλήψεων και τα χαρακτηριστικά του 

κάθε αλληλομόρφου:

Αλληλόμορφο Αριθμός
επαναλήψεων Χαρακτηριστικά

1 4 Το πιο συχνό αλληλόμορφο
2 2 Σχετίζεται με παρατεταμένη φλεγμονή
3 3 Σπάνιο
4 5 Σπάνιο
5 6 Σπάνιο

Πίνακας 4: Τα αλληλόμορφα του γονιδίου της IL-lra και ο αριθμός των επαναλήψεων τους.

Στον φυσιολογικό πληθυσμό η συχνότητα του αλληλομόρφου 1 είναι περίπου 73% στο 

Δυτικό κόσμο ενώ η συχνότητα του αλληλομόρφου 2 κυμαίνεται στο 21%.
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Συσχέτιση του πολυμορφισμού της IL-1ra με άλλες νόσους

To IL1RNT2 έχει συσχετιστεί με μια ποικιλία ανθρώπινων ασθενειών κυρίως φλεγμονώδους 

και αυτοάνοσης αρχής153. Σε πολλές από αυτές, το IL1RN*2 σχετίζεται με τη σοβαρότητα και 

όχι με την ευαισθησία και την προδιάθεση να αποκτήσει κάποιος την νόσο.

Πιο συγκεκριμένα μερικές από τις νόσους με τις οποίες το IL1RN*2 αλληλόμορφο έχει 

συσχετιστεί είναι:

s Δερματικές εκδηλώσεις σε συστηματικό ερυθηματώδη λύκο115,116,117 

ν' Σοβαρές μορφές του συνδρόμου Sjogren118 

ν' Νεανικές ιδιοπαθείς φλεγμονώδεις μυοπάθειες 119

ν' Νεανική χρόνια αρθρίτιδα, ιδιαίτερα σε εκείνους τους ασθενείς με εκτεταμένη 
ολιγοαρθρική πορεία120 

ν' Βαριά ρευματοειδής αρθρίτιδα121

ν' Σκληρυντικός λειχήνας122

ν' Σοβαρότητα της κατά πλάκας αλωπεκίας ( alopecia areata )123 

ν' Πρώιμης εμφάνισης ψωρίαση124

ν' Ελκώδης κολίτιδα (σε μερικούς πληθυσμούς έχει περιγράφει συσχέτιση125,126, αλλά σε 

άλλους όχι127,128,129 )

ν' Η σοβαρότητα της σκλήρυνσης κατά πλάκας (συσχέτιση έχει βρεθεί σε μερικές 

μελετες , αλλα σε άλλες οχι )

ν' Henoch-Schonlein νεφρίτιδα και IgA νεφροπάθεια137,138 

ν' Καρκίνος στομάχου 139

ν' Διαβητική νεφροπάθεια140

ν' Σοβαρή σήψη141

ν' Πρώιμης εμφάνισης περιοδοντίτιδα142

ν" Βρογχικό άσθμα143

ν' Ινώδης κυψελίτιδα144

ν' Πνευμοκονίωση λόγω εισπνοής σκόνης σιλικόνης σε ανθρακωρύχους145 

ν' Σοβαρότητα της απόρριψης μοσχεύματος (Graft-versus-host-disease) σε δέκτες μυελού 

των οστών με διαφορετική αντιγονική σύσταση146 

ν' Ιδιοπαθής υποτροπιάζουσα αποβολή εμβρύου147

ν' Grave’s disease148

Πιθανός μηχανισμός του πολυμορφισμού της IL-1ra

Ο μηχανισμός συσχέτισης του IL1RN*2 με φλεγμονώδεις και αυτοάνοσες ασθένειες, καθώς 

και η λειτουργική επίδραση του συγκεκριμένου πολυμορφισμού στην παραγωγή IL-1 ra και IL-
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1β δεν έχουν πλήρως διευκρινιστεί. Μελέτες έχουν δείξει ότι το IL1RN*2 έχει συσχετιστεί με 

αυξημένη παραγωγή IL-Ιβ από τα μονοκύτταρα ανεξάρτητα από τους πολυμορφισμούς της 

IL-1 β149. Από την άλλη πλευρά, τα μονοπύρηνα κύτταρα των φορέων του αλληλομόρφου 2 

έχουν μια αυξημένη ικανότητα να παράγουν IL-1 Ra πρωτεΐνη in vitro150. Επίσης, αυτά τα 

άτομα έχουν υψηλότερα επίπεδα siL-Ira σε σχέση με τους μη-φορείς. Αντιθέτως, το IL1RN*2 

σχετίζεται με μειωμένη παραγωγή icIL-lral από τα επιθηλιακά151 και τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα152, γεγονός που εξηγεί το συσχετισμό του αλληλομόρφου 2 με μια μεγάλη ποικιλία 

ανθρώπινων ασθενειών, κυρίως επιθηλιακής ή ενδοθηλιακής προέλευσης153. Πρόσφατα 

αποδείχτηκε ότι η icIL-lral ελευθερώνεται από τα κύτταρα κάτω από ορισμένες συνθήκες και 

εμποδίζει την πρόσδεση της IL-1 στους υποδοχείς της κυτταρικής επιφάνειας. Συνεπώς, οι 

φορείς του αλληλομόρφου 2 αντιπροσωπεύουν έναν προ-φλεγμονώδη φαινότυπο καθώς 

συνδυάζουν την αυξημένη ενεργοποίηση IL-Ια και IL-Ιβ με την μειωμένη παραγωγή icIL- 

lral. Αυτός ο προ-φλεγμονώδης φαινότυπος πιθανόν να επηρεάζει την ακεραιότητα και τη 

σύσταση του αγγειακού τοιχώματος. Έτσι, αυτό γίνεται επιρρεπές και εύθραυστο σε μηχανι­

κές κακώσεις, όπως αυτές του εγκεφαλικού τραύματος. Επιπλέον είναι πολύ πιθανό να 

επηρεάζει την ένταση και τη διάρκεια της φλεγμονώδους αντίδρασης του εγκεφαλικού 

παρεγχύματος που επάγεται από την μηχανική κάκωση. Αυτό έχει ως συνέπεια την αυξημένη 

βλάβη του νευρικού ιστού και απόπτωσης των νευρικών κυττάρων.
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ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ

Σκοπός της παρούσας πτυχιακής εργασίας είναι η μελέτη του πολυμορφισμού του γονιδίου 

του ανταγωνιστή του υποδοχέα της ιντερλευκίνης 1 (interleukin 1 receptor antagonist, IL-1ra) 

σε άτομα που υπέστησαν κρανιοεγκεφαλική κάκωση και η συσχέτισή του με εγκεφαλική 

αιμορραγική βλάβη, όπως επίσης με την βαρύτητα και την έκβαση του ασθενή.

ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΣ

Εκτίμηση των ασθενών με κρανιοεγκεφαλική κάκωση

151 ασθενείς με κρανιοεγκεφαλική κάκωση που εισήχθηκαν στη Νευροχειρουργική κλινική, 

του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Λάρισας, συλλέχθηκαν προοπτικά, χωρίς να 

εφαρμοστούν κριτήρια επιλογής. Γραπτή ή προφορική συγκατάθεση δόθηκε από τον ασθενή 

ή ένα συγγενή του ανάλογα με τις περιστάσεις. Η μελέτη εγκρίθηκε από την επιστημονική 

επιτροπή του Νοσοκομείου. Κατά την καταγραφή των ασθενών συλλέχθηκαν οι ακόλουθες 

πληροφορίες: ηλικία, φύλο, ευρήματα από την αξονική ή τη μαγνητική τομογραφία, η αρχική 

κλινική εικόνα του ασθενή με τη χρήση της κλίμακας κώματος της Γλασκώβης (Glasgow 

Coma Score[GCS])154, η διάρκεια παραμονής στην εντατική μονάδα θεραπείας και η εξάμηνη 

έκβαση των ασθενών με βάση την κλίμακα έκβασης της Γλασκώβης (Glasgow Outcome 

Scale[GOS])155.

Ευρήματα της αξονικής-μαγνητικής τομογραφίας

Μετά τη νευρολογική εξέταση και την εκτίμηση της σοβαρότητας του ασθενούς 

πραγματοποιήθηκε απεικονιστικός έλεγχος με αξονική τομογραφία. Η μαγνητική τομογραφία 

έγινε σε επιλεγμένες περιπτώσεις, όπου η βαριά κλινική συμπτωματολογία δεν συμβάδιζε με 

τα ήπια ευρήματα της αξονικής τομογραφίας. Οι ασθενείς κατανεμήθηκαν σε κατηγορίες 

αναλόγως με την ύπαρξη ή όχι αιμορραγίας γενικά, αιμορραγικών θλάσεων, αιμορραγικής 

αξονότμησης, υπαραχνοειδούς αιμορραγίας, υποσκληρίδιου-επισκληρίδιου αιματώματος, 

ενδοεγκεφαλικής και ενδοκοιλιακής αιμορραγίας. Οι αιμορραγικές θλάσεις υποταξινομήθηκαν 

σε πρώιμες (πρώτη μέρα του εγκεφαλικού τραύματος) και όψιμες.

Ανάλυση του πολυμορφισμού της IL-1ra

Γενωμικό DNA απομονώθηκε από περιφερικό αίμα χρησιμοποιώντας τη μέθοδο της 

εξαλάττωσης156. Ενζυμική ενίσχυση του DNA πραγματοποιήθηκε με την αλυσιδωτή
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αντίδραση πολυμεράσης (PCR) και ειδικά η περιοχή που περιέχει τον VNTR πολυμορφισμό 

του δεύτερου ιντρονίου του γονιδίου της IL-1 ra. Το τμήμα που ενισχύθηκε157 εκτείνεται από 

τη θέση 28681 μέχρι τη θέση 28970 (Gene Bank Accession Number U65590). Τα 

αλληλόμορφα αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (2%) παρουσία 

βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr) και έγιναν ορατά με υπεριώδη ακτινοβολία.

Στατιστική ανάλυση

To t-test χρησιμοποιήθηκε για τη μελέτη της διαφοράς στην GCS εισόδου ανάμεσα στους 

φορείς ή όχι του αλληλομόρφου 2. Οι αναλογίες πιθανοτήτων (Odds ratios) υπολογίστηκαν 

για τη σύγκριση μεταξύ κακής και ευνοϊκής έκβασης με 95% διαστήματα εμπιστοσύνης 

(confidence intervals:C.I.). Οι συχνότητες αλληλομόρφων και γονοτύπων σε ασθενείς με ή 

χωρίς αιμορραγικά φαινόμενα συγκρίθηκαν με τη χρήση του χ2 test. Όλες οι στατιστικές 

αναλύσεις εκτελέστηκαν χρησιμοποιώντας SPSS νΐ 1.5 (SPSS) στατιστικό πακέτο. Μια Ρ-τιμή 

μικρότερη από 0.05 (P-value<0.05) θεωρήθηκε στατιστικά σημαντική.
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ΤΕΧΝΙΚΕΣ

Απομόνωση DNA

Βασικό και πρωταρχικό βήμα για τη μελέτη του DNA αποτελεί, αναμφισβήτητα, η σωστή και 

αποτελεσματική απομόνωσή του από τα κύτταρα του οργανισμού. Ζητείται πάντα μια μέθο­

δος απομόνωσης DNA που να είναι αποδοτική ποσοτικά και να δίνει DNA σε καλή κατά­

σταση. Αυτό συμβαίνει όταν το DNA είναι ελεύθερο προσμίξεων και δεν είναι διασπασμένο σε 

πολύ μικρά κομμάτια που δεν μπορούν να ενισχυθούν και να αναλυθούν.

Υπάρχουν πολλές μέθοδοι απομόνωσης γενωμικού DNA. Η επιλογή της κατάλληλης τεχνι­

κής εξαρτάται από πολλές παραμέτρους, όπως το είδος και η ποσότητα των διαθέσιμων 

κυττάρων, το είδος και η ποιότητα του DNA που θέλουμε να απομονώσουμε. Στο 

συγκεκριμένο πειραματικό στάδιο εφαρμόστηκε η μέθοδος της εξαλάττωσης. Η απομόνωση 

γενωμικού DNA γίνεται από εμπύρηνα κύτταρα περιφερικού αίματος (πυρήνες 

λευκοκυττάρων). Για τη διαδικασία αυτή λαμβάνονται 10ml αίματος που τοποθετούνται σε 

σωληνάριο, παρουσία αντιπηκτικού Na2EDTA. Τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται για 

την απομόνωση του γενωμικού DNA φαίνονται στο παρακάτω πίνακα:

-Διάλυμα διάσπασης των πυρήνων

Lysis I: NH4CI (155mM), KHC03 (ΙΟπιΜ), EDTA (ImM),

pH=7.4

Lysis II : Tris (ΙΟπιΜ), NaCI (400πιΜ), di-Na EDTA (2mM), 

pH=8.2

-Διάλυμα πρωτεϊνάσης K (lOmg/ml)

-Διάλυμα 10% w/v SDS (sodium dodecyl sulfate: 

δωδεκακυλοθειϊκό νάτριο)

-Κορεσμένο διάλυμα NaCI (6Μ)

-Απόλυτη αιθανόλη 

-CH3COONa (3Μ)

-Πηκτή αγαρόζης 1%

Τα στάδια που ακολουθούνται για την απομόνωση του DNA με τη μέθοδο της εξαλάττωσης 

παρουσιάζονται παρακάτω:

In υέρα
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1. Τοποθετούμε το αίμα σε σωληνάριο κολυπροπυλενίου των 15ml και αραιώνουμε ως 

12ml με ddH20 (δις απεσταγμένο νερό). Ακολουθεί καλή ανάδευση (με τον τρόπο αυτό 

επιτυγχάνεται λύση των ερυθρών αιμοσφαιρίων).

2. Φυγοκεντρούμε για 15min στις 3000rpm, στους 4°C (απομόνωση των εμπύρηνων 

κυττάρων).

3. Μετά την ολοκλήρωση της φυγοκέντρησης, το υπερκείμενο απορρίπτεται και η 

διαδικασία συνεχίζεται με το ίζημα. Τα κύτταρα αραιώνονται σε ddH20 έως 12ml και 

ανακινούμε σε vortex.

4. Φυγοκεντρούμε για 15min στις 3000rpm, στους 4°C.

5. Αφαιρούμε το υπερκείμενο και συνεχίζουμε με το ίζημα. Προσθέτουμε το διάλυμα lysis I 

μέχρι τα 12ml.

6. Φυγοκεντρούμε για 15min στις 3000rpm, στους 4°C.

7. Επαναλαμβάνουμε τα στάδια 5 και 6 με lysis I.

8. Αφαιρούμε το υπερκείμενο και συνεχίζουμε με το ίζημα. Προσθέτουμε το διάλυμα lysis 

II μέχρι τα 6ml (τα λυτικά διαλύματα lysis I και lysis II διευκολύνουν τη διάσπαση των 

πυρηνικών μεμβρανών για την απελευθέρωση του DNA. Επίσης, όπως φαίνεται στον 

παραπάνω πίνακα, περιέχουν EDTA που δεσμεύει τα δισθενή κατιόντα (Ca2+, Mg2+) που 

θεωρούνται απαραίτητα για τη δράση των νουκλεασών. Έτσι, τα ένζυμα αυτά 

απενεργοποιούνται, γεγονός που εξυπηρετεί στην αποφυγή της διάσπασης του DNA). 

Ανακινούμε ισχυρά και επωάζουμε για 15-30min, σε θερμοκρασία δωματίου

9. Προσθέτουμε 750μΙ SDS (10% w/v) και ΙΟΟμΙ πρωτεϊνάσης Κ (10mg/ml) (το SDS είναι

ένα ανιονικό αποδιατακτικό που δεσμεύει τα λιπίδια και καταστρέφει τη δομή της μεμβρά­

νης του πυρήνα, ενώ συμμετέχει στην αποδιάταξη της χρωματίνης και των πρωτεϊνών. 

Επίσης, με την πρωτεϊνάση Κ επιτυγχάνεται η διάσπαση και η πέψη των πρωτεϊνών, με τις 

οποίες είναι συνδεδεμένο το DNA).

10. Επώαση στους 37°C 16-18hrs (overnight)(0/N).

2n υέοα

1. Προσθέτουμε 2ml 6Μ κεκορεσμένου NaCI. Αναδεύουμε ισχυρά για 15sec (με τη 

διαδικασία αυτή λαμβάνει χώρα η κατακρήμνιση των αποδιαταγμένων πρωτεϊνών).

2. Φυγοκεντρούμε για 15min στις 3500rpm, στους 4°C.

3. Στο υπερκείμενο υπάρχει το DNA. Μεταγγίζουμε το υπερκείμενο σε καθαρό σωληνάριο 

και απορρίπτουμε το ίζημα. Αναδεύουμε ισχυρά.

4. Φυγοκεντρούμε για 15min στις 3500rpm, στους 4°C.

5. Μεταγγίζουμε το υπερκείμενο σε καθαρό σωληνάριο των 50ml και απορρίπτουμε το 

ίζημα.
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6. Ακολουθεί καταβύθιση του νουκλεϊκού οξέος, που βρίσκεται στο υπερκείμενο διάλυμα, 

με 2 όγκους απόλυτης αιθανόλης (2πλάσιο όγκο σε σχέση με το αρχικό διάλυμα) και 

CH3COONa σε ποσότητα ίση με το 1/10 του όγκου του αρχικού διαλύματος. Σημείωση: Σε 

περίπτωση που η αρχική ποσότητα του δείγματος του αίματος είναι αρκετή, δεν χρειάζεται 

να προσθέσουμε CH3COONa

7. Επώαση στους -20°C Ο/Ν.

3η υέρα

1. Φυγοκεντρούμε για 50min στις 3500rpm, στους 4°C.

2. Απορρίπτουμε το υπερκείμενο. To DNA που συλλέγεται «ξεπλένεται» με διάλυμα 

αιθανόλης 70% και εισάγεται σε σωληνάριο τύπου eppendorf (το συγκεκριμένο βήμα 

καθαρισμού χρειάζεται για την απομάκρυνση του άλατος που έχει παραμείνει στο 

διάλυμα).

3. Φυγοκεντρούμε για 30min στις 12000τρπι, στους 4°C.

4. Επαναλαμβάνουμε το στάδιο 2 άλλες δύο φορές, με τη διαφορά ότι η διάρκεια της 

φυγοκέντρησης είναι 20πιίη.

5. Αφαιρούμε όλο το υπερκείμενο (αιθανόλη) προσεκτικά, (αφήνουμε μόνο το ίζημα-DNA) 

και καλύπτουμε το σωληνάριο με παραφίλμ, το οποίο τρυπάμε με μικροσκοπική καρφίτσα 

(με τον τρόπο αυτό διευκολύνεται η εξάτμιση της αιθανόλης που έχει παραμείνει στο 

σωληνάριο).

6. Επώαση σε θερμοκρασία ψυγείου.

7. To DNA φυλάσσεται στους 4°C (για συχνή χρήση) ή στους -20°C (για μεγάλο χρονικό 

διάστημα).

Προσδιορισμός ποιότητας και συγκέντρωσης του DNA 

Α. Έλεγχος σε πηκτή αγαρόζης

Με μικρή ποσότητα DNA πραγματοποιείται ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (1%) 

παρουσία βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr) και το DNA γίνεται ορατό με υπεριώδη ακτινοβολία σε 

συσκευή UV για να ελεγχθεί η ποιότητα του DNA.

Β. Μέτρηση συγκέντρωσης

Μετά το πέρας της διαδικασίας απομόνωσης του DNA ακολουθεί ο προσδιορισμός της 

συγκέντρωσής του. To DNA ανιχνεύεται και προσδιορίζεται ποσοτικά με πολλούς τρόπους. Η 

απλούστερη μέθοδος περιλαμβάνει τον υπολογισμό της συγκέντρωσής του με φωτομέτρηση 

σε φασματοφωτόμετρο. Η τεχνική αυτή βασίζεται στην ιδιότητα του DNA να απορροφά εκλε- 

κτικά ακτινοβολία μήκους κύματος 260ηπι.
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Συγκεκριμένα, μετράται η οπτική πυκνότητα (OD) υδατικού διαλύματος DNA (αραιωμένο 

διάλυμα DNA 1:100) σε μήκος κύματος 260nm και 280 nm σε κυψελίδα χαλαζία με διαδρομή 

φωτός 1cm. Η απορρόφηση στα 260nm αντιστοιχεί στο νουκλεϊκό οξύ που περιέχεται στο

διάλυμα, ενώ η απορρόφηση στα 280 nm αντιστοιχεί στις πρωτεΐνες και άλλες προσμίξεις 

που έχουν παραμείνει στο διάλυμα.

Η καθαρότητα του DNA εκτιμάται με βάση το λόγο OD26o/OD28o· Τιμές του λόγου μεταξύ 1,7 

και 1,9 υποδηλώνουν παρουσία επαρκώς καθαρού DNA, τιμές μικρότερες του 1,7 

φανερώνουν ότι το διάλυμα του DNA περιέχει πρωτεΐνες, ενώ τιμές μεγαλύτερες του 1,9 

υποδηλώνουν πρόσμιξη με RNA.

Έχει αποδειχθεί ότι σε μήκος κύματος 260nm τιμή OD ίση με 1 αντιστοιχεί σε συγκέντρωση 

50pg/ml δίκλωνου DNA. Βάσει αυτού του δεδομένου μπορεί να υπολογιστεί η συγκέντρωση 

του DNA μετά τη φωτομέτρηση ως εξής:

Συγκέντρωση DNA (μ9/ιτιΙ)=αραίωση χ 50 χ τιμή OD260

Η μέθοδος αυτή είναι αρκετά ευαίσθητη και μπορεί να ανιχνεύσει ποσότητες DNA μέχρι και 

0,2pg DNA/ml διαλύματος.
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Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR-Polymerase Chain Reaction)

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης επιτρέπει τον ενζυμικό πολλαπλα­

σιασμό in vitro επιλεγμένων αλληλουχιών DNA (DNA-στόχου) από ελάχιστη αρχική ποσότητα 

δείγματος. Η τεχνική της PCR εκμεταλλεύεται δύο χαρακτηριστικά της αντιγραφής του DNA: 

Το πρώτο είναι ότι η DNA πολυμεράση χρησιμοποιεί μονόκλωνο DNA ως εκμαγείο για τη 

σύνθεση ενός νέου συμπληρωματικού κλώνου. Για το λόγο αυτό η αποδιάταξη του DNA είναι 

απαραίτητη για τη δράση της Taq DNA πολυμεράσης. Το δεύτερο είναι ότι για να μπορέσει η 

DNA πολυμεράση να αρχίσει τη σύνθεση χρειάζεται ένα μικρό τμήμα δίκλωνου DNA. Αυτό 

σημαίνει ότι αν μετά το διαχωρισμό των δύο αλυσίδων ενός μορίου DNA χρησιμοποιηθεί ένας 

εκκινητής που υβριδίζεται σε ένα σημείο της μιας αλυσίδας, τότε θα αρχίσει η σύνθεση της 

συμπληρωματικής αλυσίδας από το σημείο που υβριδίστηκε ο εκκινητής (primer). Επομένως, 

είναι δυνατόν να επιτευχθεί η ενίσχυση οποιουδήποτε τμήματος δίκλωνου DNA επιλέγοντας 

δύο εκκινητές που υβριδίζονται εκατέρωθεν της αλληλουχίας-στόχου. Ο κάθε εκκινητής είναι 

συμπληρωματικός προς κάθε μια από τις δύο αλυσίδες DNA και οι δύο μαζί καθορίζουν τα 

άκρα του επιθυμητού προϊόντος.

Η τεχνική της PCR αποτελείται από επαναλαμβανόμενους κύκλους. Κάθε κύκλος της PCR 

περιλαμβάνει τρία στάδια και η διαδικασία αυτή πραγματοποιείται εξολοκλήρου in vitro σε ένα 

σωληνάριο τύπου eppendorf με τη χρήση θερμικού κυκλοποιητή.

1 στάδιο|: θερμική αποδιάταξη του DNA-εκμαγείου, όπου το δίκλωνο DNA μετατρέπεται σε

μονόκλωνο (denaturation)

2 στάδιο|: σύνδεση εκκινητών, όπου οι δύο εκκινητές υβριδίζονται με τις δύο συμπληρω­

ματικές αλληλουχίες του DNA-στόχου (primer annealing)

3 στάδιο|: σύνθεση DNA, όπου παρουσία Taq DNA πολυμεράσης και dNTPs, οι συμπληρω­

ματικές βάσεις προστίθενται στα 3 άκρα των εκκινητών με βάση την αλυσίδα DNA-εκμαγείο 

και οι νέες πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες επεκτείνονται (extension). Η σύνθεση DNA γίνεται 

πάντοτε προς την κατεύθυνση 5 ->3 .

Για τη λειτουργία της μεθόδου είναι απαραίτητη η χρήση:

> Ειδικής DNA πολυμεράσης (Taq DNA πολυμεράσης)

> Ενός ζεύγους συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων, τα οποία ονομάζονται 

μόρια-εκκινητές (primers)

> Κατάλληλου διαλύματος ελεύθερων 5 τριφωσφορικών δεοξυριβοζονου- 

κλεοτιδίων (dNTPs)

> Κατάλληλης συγκέντρωσης διαλύματος MgCI2

> Ειδικού ρυθμιστικού διαλύματος για την Taq DNA πολυμεράση

> Μικρής ποσότητας DNA που παίζει το ρόλο του εκμαγείου- μήτρας.
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Πιο συγκεκριμένα, όσον αφορά:

Το υόοιο του DNA-στόγου υποστηρίζεται ότι για την PCR χρειάζεται τουλάχιστον ένα 

αντίγραφο του γονιδίου-στόχου για να εξασφαλιστεί η αντιγραφή του. Ο μεγαλύτερος αριθμός 

των αντιγράφων του DNA-στόχου ενισχύει την πιθανότητα ενός επιτυχούς πολλαπλασιασμού 

του DNA. Κάθε βλάβη, όπως η ύπαρξη σπασμένου DNA, εμποδίζει την αντίδραση της PCR. 

Επιπλέον η νουκλεοτιδική αλληλουχία-στόχος μπορεί να είναι άγνωστη, αρκεί να είναι 

γνωστές οι αλληλουχίες των δύο άκρων της, ώστε να σχεδιαστούν οι απαραίτητοι για τη 

μέθοδο εκκινητές.

Επίσης οι εκκινητές δεν θα πρέπει να συνδέονται με ανεπιθύμητες αλληλουχίες DNA για να 

επιτευχθεί εξειδικευμένη ενίσχυση του DNA-στόχου. Συνήθως, το μήκος των εκκινητών 

υπολογίζεται από 15 μέχρι 30 νουκλεοτίδια χωρίς συμπληρωματική αλληλοεπικάλυψη στα 

3'άκρα τους. Το ζεύγος των εκκινητών που απαιτείται για την ενίσχυση του στόχου θα πρέπει 

να διαθέτει παρόμοια θερμοκρασία τήξεως (Tm, melting temperature), ή πιο εξειδικευμένα, 

θερμοκρασία επαναδιάταξης (Ta, annealing temperature). Επίσης, πρέπει να έχουν παρόμοια 

περιεκτικότητα σε G+C, η οποία να κυμαίνεται σε ποσοστό 40% με 60%.

Η Tag DΝΑ-πολυυεοάση που απομονώνεται από το θερμόφιλο βακτήριο, Thermus 

aquaticus, αντέχει επαναλαμβανόμενη έκθεση σε υψηλές θερμοκρασίες που απαιτούνται για 

την αποδιάταξη του DNA. Επίσης, είναι ενεργή σε θερμοκρασίες, όπου επιτελείται υβριδισμός 

των εκκινητών επί των συμπληρωματικών επιθυμητών αλληλουχιών. Η βέλτιστη θερμοκρασία 

δράσης του ενζύμου (temperature optimum) κυμαίνεται γύρω στους 72°C.

Επιπλέον, ελεύθερα δ'τρκρωσφοοικά δεοξυοιβοΤονουκλεοτίδια (dNTPs) απαιτούνται για τη 

σύνθεση του DNA. Τα τέσσερα dNTPs (dATP, dTTP, dCTP και dGTP) ενδείκνυνται να 

χρησιμοποιούνται σε ισοδύναμες συγκεντρώσεις και ανάλογες με την αντίστοιχη της 

πολυμεράσης, έτσι ώστε να εμποδίζεται η λανθασμένη πρόσδεση νουκλεοτιδίων κατά τη 

διάρκεια της επιμήκυνσης.

Απαραίτητα για την PCR θεωρούνται και τα δισθενή κατιόντα υαννησίου (Μα2*). Η 

συγκέντρωση των ιόντων Mg2+ επιδρά στον υβριδισμό-πρόσδεση των εκκινητών, στη 

θερμοκρασία τήξεως του DNA και στη δραστηριότητα του ενζύμου.

Εκτός από τα αντιδραστήρια, τα οποία άμεσα περιλαμβάνονται στην αντίδραση, η PCR 

απαιτεί και ένα κατάλληλο ουθυιστικό διάλυυα (buffer). Το ρυθμιστικό διάλυμα περιέχει Tris- 

HCI και άλατα και καθορίζει το pH της αντίδρασης μεταξύ 8,3 και 8,9.

Όπως παραστατικά φαίνεται στο παρακάτω διάγραμμα, η τεχνική της PCR περιλαμβάνει 

μια επαναλαμβανόμενη εναλλαγή ανάμεσα σε μια υψηλή θερμοκρασία για το διαχωρισμό των 

αλυσίδων του DNA, μια σχετικά χαμηλή θερμοκρασία για τον υβριδισμό των εκκινητών με 

συμπληρωματικές περιοχές του DNA-στόχου και μια ενδιάμεση θερμοκρασία για την 

επέκταση των εκκινητών (Διάγραμμα 1).
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Διάγραμμα 1

Αιάνοαυυα θεουοκοασιακής εναλλανής κατά τη διάρκεια ενός κύκλου PCR-.

Θερμοκρασία

(°C)

95

72

56

30

Αναμφισβήτητα, οι θερμοκρασίες για την PCR είναι κρίσιμες, οπότε σημαντικό ρόλο διαδρα­

ματίζουν οι θεουοκυκλοποιητέc (thermal cycler), οι οποίοι επιτυγχάνουν ακριβή ρύθμιση της 

θερμοκρασίας. Έχουν την ιδιότητα να επιτρέπουν την αυτοματοποιημένη εναλλαγή της 

θερμοκρασίας, σύμφωνα με θερμοκρασιακό προγραμματισμό.

Η επιλογή κατάλληλης συγκέντρωσης των αντιδραστηρίων που απαιτούνται, κατάλληλης 

θερμοκρασίας και χρόνου σε κάθε στάδιο της αντίδρασης σχετίζονται με την ειδικότητα της 

αντίδρασης. Θα πρέπει να τονιστεί ότι απόκλιση από τις ιδανικές συγκεντρώσεις και συνθήκες 

έχει σαν αποτέλεσμα την παραγωγή μεγάλης ποσότητας μη-ειδικών προϊόντων.

Στην παρούσα μελέτη το συγκεκριμένο τμήμα του γονιδίου της IL-1ra μέσα στο δεύτερο 

ιντρόνιο που περιέχει τον VNTR πολυμορφισμό ενισχύθηκε χρησιμοποιώντας τους 

ακόλουθους εκκινητές:

Primer F: 5 GCC CCT CAG CAA CAC TCC TAT 3 

Primer R: 5 CCC TGG TCC CCA CAA AAC TA3
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Οι συνθήκες της PCR περιγράφονται στον ακόλουθο πίνακα.

PCR συνθιίκεο: 

95°C για 7min 

95°C για 30sec 

56°C για 30sec 

72°C για 90sec 

72°C για 7min 

4°C για oo

32 φορές

Επίσης, παρουσιάζονται οι συγκεντρώσεις και οι ποσότητες των αντιδραστηρίων σε τελικό 
όγκο 25μΙ.

Όγκος Τελική
συγκέντρωση

DNA (200ng/pl) 1.00 μΙ 0,2pgr

10χ PCR buffer 2.50μΙ 1χ

dNTPs (40mM) 0.50μΙ 0,8mM

Primer F (ΙΟμΜ) 0.25μΙ Ο,ΙμΜ

Primer R (ΙΟμΜ) 0.25μΙ Ο,ΙμΜ

MgCI2 (50mM) Ι.ΟΟμΙ 2mM

Taq DNA Polymerase (5u/pl) 0.25μΙ 1.25u

ddH20 18.25μΙ

Τελικός όγκος (\Λέλ.) 25.00μΙ
_____________
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Ηλεκτροφόρηση

Η ηλεκτροφόρηση ορίζεται ως η μετακίνηση ενός φορτισμένου μορίου υττό την επίδραση 

του ηλεκτρικού πεδίου. Περιγράφεται από τον τύπο: |v=Exz/f|. Όπου ν είναι η ταχύτητα μετακί­

νησης κάθε μορίου, z το καθαρό φορτίο του μορίου, Ε η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου και f ο 

συντελεστής τριβής. Είναι η τεχνική που χρησιμοποιήθηκε για το διαχωρισμό του DNA με 

βάση το φορτίο και το μοριακό του βάρος. Στο συγκεκριμένο πειραματικό στάδιο πραγματο­

ποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης που αποτελεί καθιερωμένη μέθοδο για τον 

προσδιορισμό του μήκους και της καθαρότητας του DNA. Η μέθοδος είναι απλή, γρήγορη και 

ικανή να διαχωρίσει τμήματα DNA, τα οποία δεν μπορούν να διαχωριστούν ικανοποιητικά με 

άλλες τεχνικές.

Η αγαρόζη, που απομονώνεται από φύκη, είναι ένας γραμμικός πολυσακχαρίτης. Ο 

πολυσακχαρίτης συνίσταται από D-γαλακτόζη και 3,6-άνυδρο-Ι_-γαλακτόζη που συνδέονται 

με 1—>4 γλυκοζιτικό δεσμό. Επίσης, ο σχηματισμός των πόρων είναι μια φυσική διαδικασία 

που προκύπτει από την αναδιάταξη των μορίων που την αποτελούν. Συνεπώς, η 

χαρακτηριστική ανομοιομορφία στο μέγεθος των πόρων οδηγεί σε μικρή διαχωριστική 

ικανότητα. Ωστόσο, όσο αυξάνεται η περιεκτικότητα της πηκτής σε αγαρόζη τόσο αυξάνεται 

και η ικανότητά της να διαχωρίζει μικρού μεγέθους μόρια. Οι πηκτές αγαρόζης ηλεκτροφο- 

ρούνται συνήθως οριζόντια σε ηλεκτρικό πεδίο σταθερής ισχύος και κατεύθυνσης.

Η πηκτή αγαρόζης παρασκευάζεται λιώνοντας την αγαρόζη στο κατάλληλο ρυθμιστικό 

διάλυμα μέχρις ότου αυτό γίνει εντελώς διαυγές. Το ρυθμιστικό διάλυμα που χρησιμοποιή­

θηκε είναι το Tris- Βορικό-EDTA (ΙχΤΒΕ: ΙΟιπΜ Tris, 0.09Μ Βορικό οξύ, 0.5Μ EDTA) και pH 

περίπου 8 και διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου. Είναι ευρέως αποδεκτό ότι το ΤΒΕ 

επιτυγχάνει καλό διαχωρισμό και έχει υψηλή ρυθμιστική ικανότητα.

Στη συνέχεια το διάλυμα τοποθετείται σε κατάλληλη συσκευή-εκμαγείο όπου και πήζει. Οι 

συσκευές που χρησιμοποιούνται είναι οριζόντιες και παρέχουν αρκετά πλεονεκτήματα όπως: 

(α) δυνατότητα χρησιμοποίησης χαμηλών συγκεντρώσεων αγαρόζης, (β) εύκολη παρασκευή 

πηκτής με διαστάσεις που κάθε φορά απαιτούνται, (γ) εύκολη και γρήγορη κατασκευή και 

χρησιμοποίηση των πηκτών.

Ακολούθως, απαραίτητη θεωρείται η ανάμιξη του δείγματος DNA με μια χρωστική (βρωμο- 

φαινόλη: ΙΟΟπιΜ EDTA , 20% w/v Ficoll, 1%Bromophenol blue). Με τον τρόπο αυτό το δείγμα 

γίνεται ορατό και διευκολύνεται η εισαγωγή του στην κατάλληλη περιοχή («πηγαδάκι») της 

πηκτής αγαρόζης. Στη συνέχεια, όταν εφαρμοστεί το ηλεκτρικό πεδίο κατά μήκος της πηκτής, 

το DNA κατευθύνεται προς την άνοδο. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι το DNA καθίσταται 

αρνητικά φορτισμένο σε ουδέτερο pH, λόγω της παρουσίας των φωσφορικών ομάδων.

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης οι ζώνες του DNA σε πηκτή αγαρόζης δεν είναι δυνατόν 

να γίνουν ορατές εκτός αν το DNA βαφεί με κάποιο τρόπο. Για το λόγο αυτό ακολουθεί 

εμβάπτιση της πηκτής σε διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου. Η ουσία αυτή παρεμβάλλεται 

ανάμεσα στις βάσεις του DNA. Μετά την τοποθέτηση της πηκτής σε συσκευή UV, οι ζώνες
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του DNA είναι ορατές, γεγονός που οφείλεται στο φθορισμό της χρωστικής κάτω από την 

υπεριώδη ακτινοβολία. Ακολουθεί η φωτογράφηση του DNA.

Στη μελέτη μας πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση τόσο για τον έλεγχο ύπαρξης DNA μετά 

την διαδικασία απομόνωσης, όπως προαναφέρθηκε, όσο και για την ανίχνευση του 

προϊόντος της PCR. Συγκεκριμένα, τα προϊόντα της PCR ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή αγαρόζης 2% παρουσία βρωμιούχου αιθιδίου (1pg/ml) και έγιναν ορατά με υπεριώδη 

ακτινοβολία. Ο έλεγχος του μεγέθους του προϊόντος της PCR που ενισχύθηκε έγινε εφικτός 

μετά από σύγκριση με το μέγεθος των ζωνών γνωστού DNA (100bp DNA ladder). Στη 

συνέχεια ταξινομήθηκαν όπως φαίνεται παρακάτω:

Allele 1 4 repeats of 86bp 470bp

Allele 2 2 repeats 300bp

Allele 3 5 repeats 555bp

Allele 4 3 repeats 385bp

Allele 5 6 repeats 740bp

Στην παρακάτω εικόνα παρουσιάζονται ενδεικτικά γονότυποι ασθενών με κρανιοεγκεφαλική 

κάκωση.

Εικόνα 10: Διαχωρισμός των προϊόντων PCR με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2%. Μ: 
100bp DNA ladder. Θέσεις 1 και 2: γονότυπος 1,1. Θέσεις 3 και 4: γονότυπος 1,2 . Θέσεις 5,6,7: 
γονότυποι 1,3,2,2,2,3 αντίστοιχα.
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Α. Συχνότητες πολυμορφισμών

Οι ασθενείς αποτελούνται από 23 γυναίκες (15.2%) και 128 άνδρες (84.8%) με μέση ηλικία 

38.0±20.14. Οι συχνότητες των πολυμορφισμών στους άνδρες και τις γυναίκες φαίνονται 

στον παρακάτω πίνακα 5. Ο πληθυσμός ήταν σε ισορροπία Hardy-Weinberg (H-W).

Συχνότητες πολυμορφισμών
2/- -/- σύνολο 1/1 1/2 2/2 1/3 2/3

Άνδρες 55 73 128 67 44 10 6 1
Γ υναίκες 9 14 23 14 7 2 0 0
Σύνολο 64 87 151 81 51 12 6 1

Πίνακας 5: Συχνότητες των πολυμορφισμών στους άνδρες και τις γυναίκες

Β. Συσχετισμός πολυμορφισμού με κλινική συμπτωματολογία

Η πιθανότητα της ευνοϊκής έκβασης για τους φορείς του αλληλομόρφου 2 της IL-1ra ήταν 3 

φορές υψηλότερη από την αντίστοιχη για τους μη-φορείς: OR=3.39 [95% (1.34-8.18)] 

(πίνακας 6).

Έκβαση
21- -/- σύνολο 1/1 1/2 2/2 1/3 2/3

κακή 5 17 25 18 7 0 0 0
καλή 59 70 126 63 44 12 6 1
σύνολο 64 87 151 81 51 12 6 1

0,03

Πίνακας 6: Συχνότητες των γονοτΰπων και των φορέων ή μη του αλληλόμορφου 2 όσον αφορά 
την έκβαση (x2 test: 0.03).

Επίσης, υπήρξε μια στατιστικά σημαντική διαφορά στην GCS κατά την εισαγωγή (ρ<0.01), 

με τους φορείς του αλληλομόρφου 2 να παρουσιάζουν χαμηλότερη GCS εισόδου (βαρύτερη 

κλινική εικόνα) (πίνακας 7).

GCS εισόδου
21- -/- σύνολο 1/1 1/2 2/2 1/3 2/3

3-8 32 27 59 26 27 5 1 0
9-12 7 17 24 15 7 0 2 0
13-15 25 43 68 40 17 7 3 1
σύνολο 64 87 151 81 51 12 6 1

0,018

Πίνακας 7: Συχνότητες των γονοτύπων και των φορέων ή μη του αλληλόμορφου 2 όσον αφορά 
την κλίμακα Γλασκώβης εισόδου. Οι ασθενείς έχουν καταταγεί σε 3 ομάδες αναλόγως της 
βαρύτητας της κάκωσης. Η πρώτη ομάδα περιλαμβάνει τους κατεξοχήν κωματώδεις ασθενείς 
(GCS εισόδου: 3-8) (x2 test: 0.018).
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Γ. Συσχετισμός πολυμορφισμού με αιμορραγικά φαινόμενα

Βρέθηκε μια στατιστικά σημαντική διαφορά ανάμεσα στους φορείς του αλληλομόρφου 2 και 

τους μη-φορείς στην παρουσία εγκεφαλικών θλάσεων (ρ=0.02), υπαραχνοειδούς αιμορραγίας 

(ρ=0.008), ενώ κάτι ανάλογο δεν παρατηρήθηκε σε ασθενείς με υποσκληρίδιο-επισκληρίδιο 

αιμάτωμα, ενδοεγκεφαλική, ενδοκοιλιακή αιμορραγία ή αιμορραγική αξονότμηση. Σε ασθενείς 

με οποιοδήποτε αιμορραγικά γεγονός, η συχνότητα των φορέων του αλληλομόρφου 2 

κυμαίνονταν στο 49.6% συγκρινόμενη με το 17.6% σε ασθενείς χωρίς αντίστοιχα φαινόμενα 

(ρ=0.001) (πίνακας 8).

αιμορραγική θλάση
21- -/- σύνολο 1/1 1/2 2/2 1/3 2/3

ναι 35 31 66 27 26 9 4 0
όχι 29 56 85 54 25 3 2 1
σύνολο 64 87 151 81 51 12 6 1

0,0196

υπαραχνοειδείς αιμορραγίες
21- -/- σύνολο 1/1 1/2 2/2 1/3 2/3

ναι 42 38 80 36 32 9 2 1
όχι 22 49 71 45 19 3 4 0
σύνολο 64 87 151 81 51 12 6 1

0,007

επι-υποσκληρίδια αιματώματα
21- -/- σύνολο 1/1 1/2 2/2 1/3 2/3

ναι 30 33 63 30 27 3 3 0
όχι 34 54 88 51 24 9 3 1
σύνολο 64 87 151 81 51 12 6 1

0,27

ενδοεγκεφαλικές αιμορραγίες
21- -/- σύνολο 1/1 1/2 2/2 1/3 2/3

ναι 5 4 9 4 4 1 0 0
όχι 59 83 142 77 47 11 6 1
σύνολο 64 87 151 81 51 12 6 1

0,409

ενδοκοιλιακές αιμαρραγίες
21- -/- σύνολο 1/1 1/2 2/2 1/3 2/3

ναι 6 12 18 11 6 0 1 0
όχι 58 75 133 70 45 12 5 1
σύνολο 64 87 151 81 51 12 6 1

0,408
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Αιμορρ. αξονότμΓ ση
21- -/- σύνολο 1/1 1/2 2/2 1/3 2/3

ναι 10 9 19 8 9 1 1 0
όχι 54 78 132 73 42 11 5 1
σύνολο 64 87 151 81 51 12 6 1

0,333

Αιμορραγικά φαινόμενα γενικά
21- -/- σύνολο 1/1 1/2 2/2 1/3 2/3

ναι 58 59 117 55 46 11 4 1
όχι 6 28 34 26 5 1 2 0
σύνολο 64 87 151 81 51 12 6 1

0,0009

Πίνακας 8: Συχνότητες των γονοτύπων και των φορέων ή μη του αλληλόμορφου 2 όσον αφορά τα 
αιμορραγικά φαινόμενα (x2 test: 0.0196 για αιμορραγική θλάση, 0.007 για υπαραχνοειδείς 
αιμορραγίες και 0.0009 για αιμορραγικά φαινόμενα γενικά).
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Κρανιοεγκεφαλική κάκωση και Αιμορραγία

Η κρανιοεγκεφαλική κάκωση μπορεί να καταλήξει σε ποικίλα αιμορραγικά φαινόμενα 

ανάλογα με τη σφοδρότητα του τραύματος. Ωστόσο, η μελέτη μας φανερώνει για πρώτη φορά 

ότι ο πολυμορφισμός του γονιδίου της IL-1 ra αποτελεί ανεξάρτητο παράγοντα για την 

πρόκληση εγκεφαλικής αιμορραγίας μετά από τραύμα. To IL1RIST2 πιθανόν να 

αντιπροσωπεύει ένα γονίδιο ευαισθησίας για την πρόκληση αιμορραγίας. Αυτή η γενετική 

επίδραση πιθανόν να αντανακλά σε μια δομική ευαισθησία του αγγειακού τοιχώματος ή 

παρέμβαση στις διαδικασίες θρόμβωσης.

Αυτόματη αρτηριακή φλεγμονή περιγράφηκε158 σε knockout ποντίκια για το γονίδιο της IL- 

1 ra. Στο αρτηριακό τοίχωμα υπήρχαν ενδείξεις χρόνιας φλεγμονής, διήθησης λευκοκυττάρων, 

καταστροφής ελαστικών στοιβάδων ή ενδείξεις επιδιορθωμένων βλαβών με ινώδη 

ουλοποίηση και απουσία λευκοκυτταρικής διήθησης. Αυτές οι αλλαγές οδηγούσαν σε 

στένωση ή διαστολή του αρτηριακού τοιχώματος και σε σχηματισμό ανευρυσμάτων, με 

αποτέλεσμα τη μειωμένη σταθερότητα του τοιχώματος. Οι βλάβες συνήθως εντοπίζονταν σε 

διακλαδώσεις ή καμπές των αγγείων, οι οποίες στους ανθρώπους αποτελούν περιοχές 

υψηλής στροβιλώδους ροής του αίματος και σχηματισμού αθηροσκληρωτικών πλακών. Τα 

ομοζυγωτικά ποντίκια πέθαιναν πρώιμα από αιμορραγία ως αποτέλεσμα ανευρυσματικής 

ρήξης που οφείλονταν σε χρόνιες εκφυλιστικές αλλοιώσεις του αρτηριακού τοιχώματος. 

Αντίθετα, τα ετεροζυγωτικά ποντίκια ανέπτυσσαν μικρές, μη-θανατηφόρες κακώσεις. Αυτή η 

αυτόματη αρτηριακή βλάβη στα ποντίκια που στερούνταν την IL-1 ra αποδόθηκε στα επιβλαβή 

αποτελέσματα της τοπικής δράσης της IL-1, η οποία επάγεται από τη μηχανική βλάβη στο 

ενδοθήλιο. Είναι γνωστό ότι η IL-1 ra είναι σημαντική στην αντιμετώπιση των επιβλαβών 

αποτελεσμάτων της IL-1.

Στη μελέτη μας υποθέτουμε ότι η χρόνια μειωμένη παραγωγή IL-1 ra, όπως συμβαίνει στους 

IL1RN*2 φορείς, πιθανόν να προκαλεί μεταβολές και ελαττώματα στο αγγειακό τοίχωμα που 

προδιαθέτουν για αιμορραγία μετά από ποικίλες κακώσεις. Έχει περιγράφει152 ότι οι 

ομοζυγώτες για το αλληλόμορφο 2 έχουν 2 με 3 φορές χαμηλότερη παραγωγή icIL-lral σε 

σχέση με τους ομοζυγώτες για το αλληλόμορφο 1 της IL-1 ra, ενώ η παραγωγή icIL-lral 

στους ετεροζυγώτες βρίσκεται σε ένα ενδιάμεσο επίπεδο. Συνεπώς, η εγκεφαλική αιμορραγία 

που ακολουθεί το τραύμα πιθανόν να είναι το αποτέλεσμα δομικής ευαισθησίας του 

αγγειακού τοιχώματος που οφείλεται σε μειωμένη παραγωγή IL-1 ra από το ενδοθήλιο.

Λίγα είναι γνωστά σχετικά με την επίδραση του πολυμορφισμού του γονιδίου της IL-1 ra 

στην διαδικασία πήξης και στην ισορροπία μεταξύ θρόμβωσης και αιμορραγίας. Μερικές μελέ­

τες φανερώνουν ότι το IL1RN*2 εξουδετερώνει τα θρομβογόνα αποτελέσματα της IL-1. Έτσι, 

παρόλο που το IL1RN*2 σχετίστηκε με αθηροσκλήρυνση των καρωτίδων159 και της στεφανι­

αίας160 αρτηρίας, φαίνεται να προστατεύει ενάντια στην επαναστένωση που ακολουθεί τη

43



διαδερμική αγγειοπλαστική (stenting) της στεφανιαίας αρτηρίας161,162. Αυτές οι αντικρουόμενες 

πληροφορίες πιθανόν να δικαιολογηθούν εάν υποθέσουμε ότι το IL1RNT2 πιθανόν να 

μεταβάλλει τις ομοιοστατικές ιδιότητες του ενδοθηλίου, για παράδειγμα με την αναστολή της 

προσκόλλησης και συνάθροισης των αιμοπεταλίων. Επιπλέον, σε μια πρόσφατη μελέτη οι 

φορείς του αλληλομόρφου 2 σχετίζονται με μειωμένο κίνδυνο για ισχαιμικό εγκεφαλικό 

επεισόδιο163. Σε άλλη μελέτη σε ασθενείς με αθηροθρομβωτικό εγκεφαλικό επεισόδιο (όπου 

υπάρχει μια συσχέτιση με το αλληλόμορφο 2 της IL-Ια (-889) και καμιά με το IL1RNT2), στους 

φορείς του αλληλομόρφου 2 της IL-Ια (-889) παρατηρήθηκε αύξηση του σχετικού κινδύνου 

για εγκεφαλικό επεισόδιο απουσία του αλληλομόρφου 2 της IL-1ra164. Ωστόσο, αυτά τα 

αποτελέσματα δεν παρατηρήθηκαν σε οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου165,166. Λαμβάνοντας 

υπόψη τα προαναφερθέντα μπορούμε να υποθέσουμε ότι αυτή η προστασία από τη θρόμ­

βωση μπορεί να καταλήξει σε αιμορραγία σε μερικές περιστάσεις, όπως για παράδειγμα 

παρουσία μηχανικής βλάβης. Είναι φανερό ότι αυτή η επίδραση του IL1RN*2 δε μπορεί να 

εξηγηθεί χρησιμοποιώντας τις υπάρχουσες πληροφορίες σχετικά με τη λειτουργία του 

πολυμορφισμού. Ίσως, τα αυξημένα επίπεδα της sIL-Ira του πλάσματος να αναστέλλουν τις 

θρομβογόνες επιδράσεις της IL-1.

Είναι γνωστό ότι οι κυτοκίνες δρουν σε ένα πολύ περιορισμένο μικροπεριβάλλον, ενώ 

έχουν πολλαπλές λειτουργίες και στόχους και συχνά επικαλυπτόμενα βιολογικά 

αποτελέσματα. Είναι δύσκολο και παρακινδυνευμένο να εικάζουμε και να συμπεραίνουμε χω­

ρίς να διαθέτουμε δείγματα ιστών από την προσβεβλημένη περιοχή. Η μελέτη μας παρέχει 

ενδείξεις για πιθανή συσχέτιση του γονιδίου της IL-1 ra με αιμορραγικά φαινόμενα μετά από 

κρανιοεγκεφαλική κάκωση. Περαιτέρω μελέτες σε πειραματικά μοντέλα απαιτούνται ώστε να 

επιβεβαιώσουν αυτή τη συσχέτιση και να ερευνήσουν πιθανούς παθογενετικούς 

μηχανισμούς.

Αλληλόμορφο 2 της IL-1 ra και αυξημένη κλινική σοβαρότητα κατά την εισαγωγή

Βιβλιογραφικά έχει αναφερθεί167 ότι σε εγκεφάλους τρωκτικών που υπέστησαν 

πειραματικές βλάβες, όπως κρανιοεγκεφαλική κάκωση, εγκεφαλική ισχαιμία, ή 

ενδοεγκεφαλική χορήγηση τοξικών ουσιών, παρατηρείται γρήγορη επαγωγή IL-Ιβ (mRNA 

μετάγραφα εντός 15min και πρωτεΐνη εντός 1h). Επίσης, σε κλινικές μελέτες ασθενών που 

υπέστησαν κρανιοεγκεφαλικές κακώσεις ή εγκεφαλικό επεισόδιο έχει παρατηρηθεί αυξημένη 

έκφραση IL-1 στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό168 ή στον εγκεφαλικό ιστό μετά τον θάνατο του 

ασθενούς.

Υπάρχουν πολλές μελέτες που υποστηρίζουν ότι στην οξεία φάση του εγκεφαλικού 

τραύματος η IL-1ra μειώνει την έκταση της εγκεφαλικής βλάβης και την απόπτωση των 

νευρικών κυττάρων, ενώ η IL-Ιβ επιδεινώνει το νευρωνικό θάνατο.

Συγκεκριμένα, η IL-1 παρόλο που δεν είναι τοξική στο φυσιολογικό εγκεφαλικό ιστό ή τους 

φυσιολογικούς νευρώνες, ενισχύει την τραυματική, ισχαιμική και τοξική εγκεφαλική βλάβη 

ακόμη και σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις (pmoles)169. Έτσι, η ενδοεγκεφαλική, ενδοκοιλιακή
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ή εντός του ραβδωτού σώματος χορήγηση IL-Ιβ σε πειραματικά μοντέλα που υπέστησαν 

εγκεφαλική κάκωση επιδεινώνει δραματικά την εγκεφαλική βλάβη170.

Από την άλλη πλευρά, πολλές μελέτες υποστηρίζουν ότι η IL-1 ra μειώνει το μέγεθος της 

βλάβης που μπορεί να προκληθεί από ισχαιμική, τοξική, τραυματική ή φλεγμονώδη 

εγκεφαλική κάκωση61. Είναι αποτελεσματική όχι μόνο όταν χορηγείται ενδοεγκεφαλικά ή 

ενδοκοιλιακά αλλά και περιφερικά (φλεβική αιματική κυκλοφορία), όσο επίσης και όταν η 

χορήγηση είναι καθυστερημένη μέχρι 1 ώρα σε περιπτώσεις ισχαιμίας και τουλάχιστον κατά 4 

ώρες σε εγκεφαλικές κακώσεις171,172.

Σε μια πρόσφατη μελέτη , η υπερέκφραση της sIL-Ira από αστροκύτταρα στο κεντρικό 

νευρικό σύστημα ποντικιών που υπέστησαν ΚΕΚ μειώνει το μέγεθος της βλάβης στο 50% και 

σχετίζεται με καθυστερημένη επαγωγή των φλεγμονωδών κυταροκινών και βελτιωμένη 

κλινική εικόνα. Μειώνει το οίδημα, αναστέλλει την ενεργοποίηση της γλοίας και την εισβολή 

των ουδετερόφιλων, προστατεύει τα νευρικά κύτταρα και βελτιώνει τη νευρολογική λειτουρ­

γικότητα των ζώων45. Είναι φανερό ότι τα ευρήματα αυτά έχουν και θεραπευτικές προεκτάσεις 

και στον τομέα αυτό κατευθύνεται μεγάλος όγκος έρευνας. Έτσι γονιδιακή θεραπεία με IL-1 ra 

σε πειραματικά μοντέλα νόσων του κεντρικού νευρικού συστήματος όπως αγγειακού 

εγκεφαλικού επεισοδίου σε αρουραίους174, εγκεφαλικής βλάβης από χορήγηση τοξικών 

ουσιών σε αρουραίους ή ισχαιμικής εγκεφαλικής βλάβης σε ποντίκια175,176,177’178 έδειξε 

σημαντικό περιορισμό της εγκεφαλικής βλάβης.

Στη δίκιά μας μελέτη φάνηκε ότι οι φορείς του IL1RN*2 παρουσιάζουν βαρύτερη κλινική 

εικόνα κατά την εισαγωγή τους στο νοσοκομείο. Όπως έχει προαναφερθεί, το αλληλόμορφο 2 

έχει συσχετισθεί με αυξημένη παραγωγή IL-1 β και μειωμένη παραγωγή icIL-lral. Έτσι οι 

φορείς του IL1RN*2 με εγκεφαλική κάκωση λόγω του προ-φλεγμονώδη φαινοτύπου είναι 

πιθανό να παρουσιάζουν αυξημένη φλεγμονώδη αντίδραση στο εγκεφαλικό παρέγχυμα και 

κατά συνέπεια αυξημένη εγκεφαλική βλάβη και βαρύτερη κλινική εικόνα. Βέβαια, επιπλέον 

μελέτες είναι απαραίτητες για να επιβεβαιώσουν τα ευρήματα.

Αλληλόμορφο 2 της IL-1 ra και ευνοϊκή έκβαση

Εκ πρώτης όψεως αυτό το εύρημα είναι αντιφατικό. Φαίνεται δηλαδή, ότι οι φορείς του 

αλληλόμορφου 2 ενώ στην οξεία φάση λόγω της έντονης φλεγμονώδους αντίδρασης 

παρουσιάζουν αυξημένη εγκεφαλική βλάβη και βαρύτερη κλινική εικόνα, σε χρόνια φάση 

έχουν περισσότερες πιθανότητες για βελτίωση και αποκατάσταση. Παρόλα αυτά ένα πλήθος 

παρατηρήσεων και πειραμάτων συμβαδίζει με το παραπάνω εύρημα, ότι δηλαδή κάτω από 

ορισμένες συνθήκες αυξημένη φλεγμονώδη αντίδραση μπορεί να συμβάλλει στην επιβίωση 

των νευρικών κυττάρων. Πιο συγκεκριμένα:

1. Πολλές μελέτες αναφέρουν ότι, in vitro σε καλλιέργειες νευρικών κυττάρων, η IL-1 

βελτιώνει την επιβίωση ποικίλων νευρωνικών κυτταρικών πληθυσμών.
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2. Έχει αναφερθεί179 ότι ποντίκια με έλλειψη του γονιδίου του Tumor necrosis factor 

(TNF), (φλεγμονώδης κυτταροκίνη με ίδιες περίπου ιδιότητες με την IL-1) (TNF -/- mice) πα­

ρουσιάζουν ηπιότερα συμπτώματα απώλειας συγκεκριμένης συμπεριφοράς μετά από κρανιο- 

εγκεφαλικό τραύμα σε σχέση με ποντίκια που διαθέτουν το φυσιολογικό γονίδιο (wild type 

mice). Παρόλα αυτά, κατά τη διάρκεια μιας χρόνιας (4 εβδομάδες) περιόδου μετά την 

κάκωση, τα TNF -/- ποντίκια δεν αναρρώνουν επαρκώς και υπολείπονται λειτουργικά σε 

σύγκριση με ποντίκια φυσιολογικού-τύπου τα οποία παρουσιάζουν θεαματική κλινική 

βελτίωση. Όταν οι εγκέφαλοι των ποντικιών αυτών εξεταστούν παθολογοανατομικά τα TNF 

-/- ποντίκια ενώ στην οξεία φάση έχουν μικρές συγκριτικά βλάβες, κατά τη χρόνια περίοδο 

μετά την κάκωση παρουσιάζουν μεγαλύτερη απώλεια φλοιώδους νευρικού ιστού. Αυτά τα 

αποτελέσματα φανερώνουν ότι η έκφραση ορισμένων φλεγμονωδών κυτοκινών, όπως ο TNF 

και πιθανότατα και η IL-1, στην οξεία περίοδο μετά την κάκωση μπορεί να είναι 

καταστροφική, αλλά πιθανόν σε χρόνια φάση να συμμετέχει στη νευρωνική επιβίωση και 

επιδιόρθωση36. Βέβαια περαιτέρω μελέτες απαιτούνται για επιβεβαίωση όλων αυτών των 

ευρημάτων και ειδικότερα σε ποντίκια που στερούνται τα γονίδια της IL-Ια και IL-Ιβ.

3. Άλλο ένα ορόσημο της κάκωσης του ΚΝΣ είναι η μετα-τραυματική προσωρινή έκφραση 

νευροτροφικών παραγόντων γύρω από την περιοχή της κάκωσης, όπως ο NGF (Nerve 

Growth Factor) ή ο CNTF ( Ciliary Neurotrophic Factor). Έχει γενικά αποδειχθεί ότι οι νευρο- 

τροφικοί παράγοντες είναι σημαντικοί για την επιβίωση ποικίλων νευρωνικών πληθυσμών. 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω σε κυτταροκαλλιέργειες, η εξωγενής IL-1 είναι 

νευροπροστατευτική σε χαμηλές συγκεντρώσεις. Αυτό το αποτέλεσμα πιθανόν να μεσολαβεί- 

ται από την απελευθέρωση ενδογενούς NGF180. Χορήγηση IL-1 μέσα στον εγκέφαλο εκτός
ΛΟΛ 1QO

των άλλων δράσεών του, συνεπάγεται και ενεργοποίηση του NGF . Επίσης, η IL-Ιβ 

απαιτείται για την παραγωγή του CNTF54. Σε αντίθεση, η IL-1ra καταστέλλει τον 

πολλαπλασιασμό της μικρογλοίας καθώς και την παραγωγή του NGF183. Επιπρόσθετες 

νευροπροστατευτικές δράσεις της IL-1, ανεξάρτητες της σύνθεσης νευροτροφικών 

παραγόντων, είναι ότι η IL-1 προκαλεί αναστολή εισροής ιόντων Ca2+184 εντός των κυττάρων 

μετά την κάκωση , ενίσχυση της GABA δραστηριότητας185, επαγωγή της νεο-αγγειοποίη- 

σης186. Είναι πιθανόν ότι η IL-1 ασκεί πολλές από τις παραπάνω δράσεις, εξαρτώμενη από 

την περιοχή, το χρόνο της επαγωγής, τη συγκέντρωση, και το περιβάλλον και ότι οι 

ξεχωριστές αυτές διεργασίες ενισχύουν ή περιορίζουν το νευρωνικό θάνατο171. Τα παραπάνω 

στοιχεία παρέχουν ενδείξεις ότι η IL-1 και η φλεγμονή μπορούν να έχουν μια ωφέλιμη δράση 

στην αναγεννητική ικανότητα του ΚΝΣ.

4. Μελέτες φανερώνουν ότι η IL-Ιβ ρυθμίζει πρώιμες επουλωτικές απαντήσεις των 

κυττάρων του εγκεφάλου με σκοπό την επιδιόρθωση και αντικατάσταση των κατεστραμμένων 

ιστών. Επίσης συμβάλλει στην ανάπτυξη νέων συνδέσεων μεταξύ των νευρικών κυττάρων, 

λειτουργία η οποία συνιστά την νευρωνική πλαστικότητα187,188 και στον πολλαπλασιασμό των 

αστροκυττάρων189. Η IL-Ιβ επάγει τη νευρωνική ανάπτυξη του ιππόκαμπου μετά την κάκω­

ση56. Επίσης, η IL-Ιβ πιθανόν να συμμετέχει στην επιδιόρθωση των περιφερικών νεύρων 

στους αρουραίους190. Σε μοντέλα αρουραίων τα οποία μιμούνται την νόσο Parkinson, η

/
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εμφύτευση εντός του ραβδωτού σώματος βραδέως απελευθερούμενης IL-Ιβ, ενισχύει τη 

νευρωνική ανάπτυξη από τους εναπομείναντες ντοπαμινεργικούς νευρώνες, γεγονός που 

σχετίζεται με τη ανάκτηση της λειτουργικότητας191. Η IL-1 επίσης φαίνεται να συνεισφέρει στη 

συνοπτική πλαστικότητα και τις διαδικασίες εκμάθησης μνήμης, καθώς είναι σημαντική για τη 

διατήρηση της μακροπρόθεσμης ενίσχυσης (long-term potentiation)192.

Είναι γνωστό ότι οι κυτοκίνες δρουν σε ένα πολύ περιορισμένο μικροπεριβάλλον, ενώ 

έχουν πολλαπλές λειτουργίες και στόχους και συχνά επικαλυπτόμενα βιολογικά 

αποτελέσματα. Είναι δύσκολο να συμπεράνουμε χωρίς να διαθέτουμε δείγματα ιστών από 

την προσβεβλημένη περιοχή. Η μελέτη μας παρέχει μαρτυρία για πιθανή συσχέτιση του 

γονιδίου της IL-1ra με αιμορραγικά γεγονότα, τη σοβαρότητα της κλινικής εμφάνισης κατά την 

εισαγωγή και την ευνοϊκή εξαμηνιαία έκβαση μετά την κρανιοεγκεφαλική κάκωση. Επιπλέον 

μελέτες απαιτούνται για την επιβεβαίωση των παραπάνω συσχετίσεων και τη διερεύνηση των 

υποκείμενων παθογενετικών μηχανισμών.
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