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In Vivo Study of Synthetic Neurotrophin Analogs in the 5xFAD Animal Model of 

Alzheimer's Disease 

 

Abstract: 

Neurotrophins are a family of growth factors including NGF, BDNF, NT3, NT4, and promote 

the survival, development, and even apoptosis of neurons. These growth factors exert their 

functions through specific transmembrane receptors to which they bind. The two main 

categories of neurotrophin receptors are p75NTR and TRK receptors, which are further 

subdivided into TRKA, TRKB, and TRKC. Each TRK receptor has specific binding sites for 

different neurotrophin families; namely, NGF binds to TRKA, BDNF and NT4 to TRKB, and 

NTR3 to TRKC. Following the binding of neurotrophins to TRK receptors, these receptors 

dimerize, subsequently activating signaling pathways that lead to neuronal survival or 

differentiation. In the neurodegenerative disease Alzheimer's disease, neuronal apoptosis and 

loss of synaptic connections are observed in the cortex. Previous studies have shown that 

neurotrophin production is reduced in a degenerated brain, leaving neurons unprotected from 

apoptosis. This makes neurotrophins and cellular apoptosis an important therapeutic target 

for such diseases. However, neurotrophins are unable to cross the blood-brain barrier and 

have poor pharmacokinetics. For these reasons, this study will investigate a novel synthetic 

agonist, specific and selective for the TRKB neurotrophin receptor, ENT-A061. This agonist 

has been shown to have neuroprotective and neuroregenerative properties in primary 

neuronal cell cultures. The structure of ENT-A061 is based on that of BNN27, a synthetic 

microneurotrophin, which is a neurosteroid derivative, can cross the blood-brain barrier, and 

is specific for the receptor to which it binds. In this study, the properties of the agonist ENT-

A061 will be examined through its effects on male hemizygous 5xFAD genotype mice and 

wild-type male mice. 5xFAD mice express human genes (e.g., APP) with a set of five 

mutations that have been associated with Alzheimer's disease and exhibit its phenotypes, 

such as neuronal loss and amyloid plaque accumulation. Mice from both the 5xFAD and 

wild-type genotype categories will be administered the agonist ENT-A061 as well as placebo, 

thereby creating four different groups. All animals will undergo behavioral memory tests. 

Following these experiments, the brains of the animals will be isolated for histological and 

biochemical analyses. 
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Περίληψη 

Οι νευροτροφίνες είναι μία οικογένεια αυξητικών παραγόντων στις οποίες 

συμπεριλαμβάνονται οι NGF, BDNF, NT3, ΝΤ4 και προωθούν την επιβίωση, την ανάπτυξη 

αλλά και την απόπτωση των νευρώνων. Αυτοί οι αυξητικοί παράγοντες διεκπεραιώνουν τις 

λειτουργίες τους, μέσω ειδικών διαμεμβρανικών υποδοχέων στους οποίους προσδένονται. Οι 

δύο κύριες κατηγορίες υποδοχέων νευροτροφινών είναι ο p75NTR και οι TRK υποδοχείς, οι 

οποίοι διακρίνονται σε TRKA, TRKB, TRKC. Κάθε TRK υποδοχέας έχει ειδικές θέσεις 

πρόσδεσης για τα διαφορετικά μέλη νευροτροφινών, δηλαδή, ο NGF προσδένεται στον TRKA, 

οι BDNF και NT4 στον TRKB και ο NT3 στον TRKC. Μετά την πρόσδεση των 

νευροτροφινών στους TRK υποδοχείς, οι υποδοχείς διμερίζονται ενεργοποιώντας στη 

συνέχεια σηματοδοτικά μονοπάτια, κι οδηγώντας τελικά στην επιβίωση ή τη διαφοροποίηση 

του κυττάρου. Κατά τη νευροεκφυλιστική νόσο Αλτσχάιμερ (Alzheimer’s Disease), στον 

εγκέφαλο παρατηρούνται απόπτωση νευρικών κυττάρων κι απώλεια συναπτικών συνδέσεων 

στο φλοιό. Από προηγούμενες μελέτες έχει παρατηρηθεί πως σε έναν εκφυλισμένο εγκέφαλο 

η παραγωγή νευροτροφινών είναι μειωμένη, αφήνοντας τα νευρικά κύτταρα απροστάτευτα 

από αποπτωτικές διαδικασίες. Η διατήρηση επομένως των επιπέδων των νευροτροφινών και 

η νευροπροστατευτική τους δράση έναντι της κυτταρικής απόπτωσης, τις καθιστούν 

σημαντικό θεραπευτικό στόχο για τις νευροεκφυλιστικές ασθένειες. Παρ΄ όλα αυτά, οι 

νευροτροφίνες δεν είναι ικανές να διαπεράσουν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και έχουν 

ασταθή φαρμακοκινητική, αδυνατώντας έτσι να χρησιμοποιηθούν ως θεραπευτικά σχήματα. 

Για αυτούς τους λόγους στη συγκεκριμένη μελέτη θα ελεγχθεί ένας νέος συνθετικός 

αγωνιστής, ειδικός και εκλεκτικός για τον TRKB υποδοχέα νευροτροφινών, ο ΕΝΤ-Α061. Ο 

αγωνιστής αυτός έχει αποδειχθεί πως έχει νευροπροστατευτικές και νευροαναγεννητικές 

ιδιότητες σε καλλιέργειες πρωτογενών νευρικών κυττάρων. Η δομή του ENT-A061 είναι 

βασισμένη σε αυτήν του BNN27, μίας συνθετικής μικρονευροτροφίνης, που είναι παράγωγο 

του νευροστεροειδούς Διϋδροεπιανδροστερόνη, διαπερνάει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και 

είναι ειδική για τους νευροτροφικούς υποδοχείς που προσδένεται. Στη συγκεκριμένη μελέτη 

θα εξεταστούν οι ιδιότητες του αγωνιστή ΕΝΤ-Α061, μέσω των επιδράσεών του σε 
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αρσενικούς ετεροζυγώτες μύες γονότυπου 5xFAD και σε αρσενικούς μύες αγρίου τύπου. Οι 

μύες 5xFAD εκφράζουν γονίδια του ανθρώπου (π.χ. APP) με ένα σύνολο από πέντε 

μεταλλάξεις που έχουν συσχετιστεί με τη νόσο Αλτσχάιμερ και εμφανίζουν φαινότυπούς της, 

όπως απώλεια νευρώνων και συσσώρευση πλακών αμυλοειδούς. Μύες και από τις δύο 

διαφορετικές κατηγορίες γονότυπου, 5xFAD και αγρίου τύπου, θα υποβληθούν στη χορήγηση 

του αγωνιστή ΕΝΤ-Α061 αλλά και placebo, δημιουργώντας έτσι τέσσερις διαφορετικές 

ομάδες. Όλα τα ζώα θα υποβληθούν σε συμπεριφορικά πειράματα μνήμης. Με το πέρας αυτών 

των πειραμάτων, θα απομονωθούν οι εγκέφαλοι των ζώων για ιστολογικές και βιοχημικές 

αναλύσεις. 
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1. Εισαγωγή 

Ο εγκέφαλος είναι από τα πιο πολύπλοκα και σημαντικότερα όργανα του ανθρώπινου 

οργανισμού. Σε αυτόν οφείλεται η δημιουργία της κάθε σκέψης, δράσης, μνήμης και πολλών 

άλλων σημαντικών λειτουργιών του ατόμου. Αποτελείται από δισεκατομμύρια νευρικά 

κύτταρα τα οποία συνδέονται μέσω συνάψεων και η συνδεσιμότητά τους είναι σύνθετη, 

ακριβής αλλά και ρυθμιζόμενη ανάλογα των περιβαλλοντικών ερεθισμάτων. Η νευροεπιστήμη 

αποτελεί μία διεπιστημονική προσέγγιση στη μελέτη του εγκεφάλου, συνδυάζοντας τομείς 

όπως της βιολογίας, της ψυχολογίας και του προγραμματισμού. Μεγάλο μέρος της έρευνας 

στην νευροεπιστήμη έχει αφιερωθεί στην μελέτη των νευροεκφυλιστικών νόσων όπως είναι η 

νόσος Αλτσχάιμερ (AD), η νόσος Πάρκινσον (PD) και άλλες νόσοι που σχετίζονται με την 

ηλικία και αφορούν πολλά εκατομμύρια ανθρώπων παγκοσμίως (Yeung et al., 2018). 

 

1.1 Οι Νευροτροφίνες 

 

Οι νευροτροφίνες αποτελούν μία οικογένεια πρωτεϊνών με μεγάλο μοριακό βάρος που έχουν 

χαρακτηριστεί ως επαγωγείς νευρωνικής επιβίωσης και ανάπτυξης καθώς και ως ρυθμιστές 

πολλών σηματοδοτικών μονοπατιών που σχετίζονται με τα δενδριτικά δίκτυα και τη 

συναπτική πλαστικότητα. Έχει ανακαλυφθεί η ικανότητα των νευροτροφινών να αποτρέπουν 

ή να αναστρέφουν τη νευρωνική εκφύλιση, να προωθούν την αναγέννηση και να 

ενδυναμώνουν την συναπτική πλαστικότητα σε διάφορα in vitro και in vivo μοντέλα (Longo 

& Massa, 2013). Οι ανακαλύψεις αυτές οδηγούν στο συμπέρασμα πως η συγκεκριμένη ομάδα 

πρωτεϊνών είναι σημαντικός θεραπευτικός στόχος. Οι νευροτροφικοί παράγοντες εκκρίνονται 

από τα νευρικά και γλοιακά κύτταρα και δρουν προωθώντας την νευρική επιβίωση. 

Η απαρχή της έρευνας των αυξητικών παραγόντων νευροτροφινών έγινε με την ανακάλυψη 

του nerve growth factor (NGF) από τους βραβευθέντες με το Βραβείο Νόμπελ το 1956, Rita 

Levi-Montalcini και Stanley Cohen. Μαζί με τον NGF στα θηλαστικά έχουν χαρακτηριστεί 

ακόμη οι εξής τρεις νευροτροφίνες: brain-derived neurotrophic factor (BDNF), neurotrophin-

3 (NT-3), and neurotrophin-4/5 (NT-4/5). Αυτοί οι πολυπεπτιδικοί παράγοντες ονομάστηκαν 

νευροτροφίνες και ανήκουν στην ίδια πρωτεϊνική οικογένεια καθώς  εξελικτικά προέρχονται 
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από δύο διπλασιασμούς κοινών προγονικών γονιδίων, και μοιράζονται μέρος της δομής και 

αλληλουχίας τους (Hallböök, 1999). 

 

Ο NGF είναι απαραίτητος για την ανάπτυξη και τη διατήρηση των νευρώνων καθώς έχει προ-

αποπτωτιτκές και νευροτροφικές ιδιότητες. Αρχικά παράγεται η πρόδρομη μορφή του, 

proNGF, η οποία στη συνέχεια μπορεί να διασπαστεί ενζυμικά ενδοκυττάρια στην ώριμη και 

ενεργή μορφή του NGF, να διασπαστεί εξωκυττάρια ή να παραμείνει στη πρώιμη μορφή της. 

Υπάρχουν δύο υποδοχείς στους οποίους προσδένεται ο NGF, o p75 υποδοχέας νευροτροφινών 

(p75NTR), ο οποίος είναι μία χαμηλής χημικής συγγένειας διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη και 

μη ειδικός υποδοχέας όλων των νευροτροφινών, και ο υψηλής χημικής συγγένειας 

tropomyosin receptor kinase A (TrkA) (Hempstead et al., 1991). Η πρόσδεση του NGF στον 

p75NTR του κυττάρου στόχου, μπορεί να οδηγήσει σε απόπτωση του κυττάρου, σε περίπτωση 

μειωμένης ή μη έκφρασης του υποδοχέα TrkA. Αντίθετα, η πρόσδεση του NGF στον TrkA, 

οδηγεί σε σηματοδοτικό καταράκτη χαρακτηριστικό των υποδοχέων κινάσες τυροσίνης 

(Sofroniew et al., 2001), επάγοντας προ-επιβιωτικά μονοπάτια. Ο NGF και οι υποδοχείς του 

παράγονται κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, της ενήλικης ζωής και κατά τη γήρανση, και 

εκφράζονται σε πολλούς κυτταρικούς τύπους στο κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστημα, 

στο ανοσοποιητικό σύστημα αλλά και σε άλλους ιστούς. Ο NGF κατέχει κεντρικό ρόλο στη 

ρύθμιση της αντίληψης του πόνου, μεσολαβώντας τη δράση του μέσω του TrkA που 

εκφράζεται στους αισθητικούς νευρώνες του πόνου, καθώς σε περιπτώσεις τραύματος, οδηγεί 

σε ισχυρότερο σήμα πόνου από τον τραυματισμένο ιστό και σε ισχυρότερη σηματοδότηση από 

το περιφερικό στο κεντρικό νευρικό σύστημα (Barker et al., 2020). Ο NGF έχει δοκιμασθεί 

κλινικά για τη θεραπεία διάφορων παθήσεων όπως έλκη και νευροπάθειες, παθήσεις του 

κεντρικού αλλά και του περιφερικού νευρικού συστήματος. Όσον αφορά το κεντρικό νευρικό 

σύστημα και τις νευροεκφυλιστικές νόσους, έρευνες αποδεικνύουν πως η χορήγηση του NGF, 

οδήγησε σε επιβίωση των χολινεργικών νευρώνων, οι οποίοι είναι γνωστό ότι εκφυλίζονται σε 

ασθένειες που σχετίζονται με το πέρας της ηλικίας όπως είναι η νόσος Αλτσχάιμερ (Aloe et 

al., 2015). Διαφορετικοί τρόποι χορήγησης του NGF αλλά και οι ευεργετικές δράσεις του, 

καθιστούν τη συγκεκριμένη νευροτροφίνη αντικείμενο έρευνας. 

 

Μερικές δεκαετίες αργότερα από την απομόνωση του NGF, απομονώθηκε ο BDNF (Brain 

Derived Neurotrophic Factor) το 1982, ως το δεύτερο μέλος της οικογένειας των 

νευροτροφινών, καθώς απομονώθηκε από εγκέφαλο γουρουνιού και φάνηκε να προωθεί την 



 

9 

 

In vivo μελέτη συνθετικών αναλόγων νευροτροφινών στο ζωϊκό μοντέλο 5xFAD της Νόσου 

Αλτσχάιμερ 

επιβίωση αισθητικών νευρώνων (Barde et al., 1982). Ο BDNF μοιράζεται την αμινοξική 

αλληλουχία του σε βαθμό 50% με τις υπόλοιπες νευτροτροφίνες (Rodriguez-Tebar et al., 

1991). Επιπλέον, ο συγκεκριμένος αυξητικός παράγοντας προσδένεται και εκτελεί τις 

λειτουργίες του μέσω του υψηλής συγγένειας υποδοχέα νευτροτροφινών TrkB (Fryer et al., 

1997). Το mRNA του BDNF και η πρωτεΐνη BDNF εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα στον 

ιππόκαμπο στην κοκκώδη περιοχή της οδοντωτής έλικας. Επιπροσθέτως, το σύμπλοκο BDNF 

και TrkB βρίσκεται διάχυτο σε όλο το κεντρικό νευρικό σύστημα (Conner et al., 1997), και 

απαντάται κυρίως σε γλουταμεργικές διεγερτικές συνάψεις, ενδυναμώνοντάς τις (επαγωγή του 

Long Term Potentiation, LTP), και μπορεί να αποδυναμώνει ανασταλτικές GABAεργικές 

συνάψεις. Έτσι ο BDNF καθίσταται πολύ σημαντικός για τη συναπτική πλαστικότητα. Μέσω 

της εμπλοκής του στη συναπτική πλαστικότητα έχει συσχετιστεί και με γνωστικές διαδικασίες 

όπως είναι η μνήμη και η μάθηση (Cunha, 2010). Επιπλέον, ο BDNF έχει σημαντικό ρόλο στη 

διαδικασία της νευρογένεσης, καθώς έχει βρεθεί πως η χορήγησή του μπορεί να οδηγήσει στην 

διαφοροποίηση ενήλικων νευρικών βλαστικών κυττάρων και στην δημιουργία νέων νευρώνων 

(Sairanen et al., 2015). Αντίθετα, μειωμένα ποσοστά πρωτεΐνης BDNF έχουν παρατηρηθεί σε 

περιπτώσεις νευροεκφυλιστικών ασθενειών, όπως η νόσος Αλτσχάιμερ και η νόσος 

Πάρκινσον, στον ιππόκαμπο και τη Υπομέλαινα Ουσία αντίστοιχα (Binder & Scharfman, 

2004). 

 

Στη συνέχεια ταυτοποιήθηκαν δύο ακόμη μέλη της οικογένειας των νευροτροφινών, οι ΝΤ-3 

και ΝΤ-4/5. Η ΝΤ-3 όπως και ο BDNF ενεργοποιεί τον υποδοχέα TrkB αλλά και τον TrkC. Ο 

συγκεκριμένος αυξητικός παράγοντας συμμετέχει ενεργά στην ανάπτυξη του νευρικού 

συστήματος καθώς εκφράζεται από την αρχή της νευρογένεσης και καθ’ όλη την υπόλοιπη 

ζωή του οργανισμού. Οι μύες που δεν εκφράζουν ΝΤ-3 παρουσιάζουν έλλειψη συμπαθητικών, 

ιδιοδεκτικών και μηχανοϋποδεκτικών αισθητικών νευρώνων καθώς επίσης σημαντικά 

προβλήματα στην κίνηση και μειωμένο αριθμό γλοιικών κυττάρων (Hernández-Echeagaray, 

2020).Η νευροτροφίνη ΝΤ-4/5, σηματοδοτεί αποκλειστικά μέσω του TrkB, και προωθεί την 

επιβίωση των κινητικών και αισθητικών νευρώνων (Gu et al., 2015). 

 

 

1.2 Οι υποδοχείς Νευροτροφινών 

 

Υποδοχείς Κινάσης Τυροσίνης  
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Οι τέσσερις νευροτροφίνες NGF, BDNF, NT-3 and NT-4/5 προσδένονται και ενεργοποιούν 

έναν ή περισσότερους υποδοχείς της Trk οικογένειας ή τον p75 υποδοχέα νευροτροφινών. 

Μέσω αυτών των υποδοχέων, ενεργοποιούν διάφορα σηματοδοτικά μονοπάτια, επηρεάζοντας 

με αυτόν τον τρόπο την ανάπτυξη και την λειτουργία του νευρικού συστήματος. Οι Trk 

πρωτεΐνες είναι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες single-pass τύπου 1. Πιο συγκεκριμένα έχουν ένα 

εξωκυτταρικό τμήμα στο οποίο δεσμεύεται ο προσδέτης,  ένα διαμεμβρανικό τμήμα και ένα 

ενδοκυττάριο τμήμα με καταλυτική ικανότητα τυροσίνης κινάσης (Ivanisevic & Saragovi, 

2013). Ο TrkA αλληλεπιδρά με τον NGF, ο TrkΒ με τους BDNF και NT-4 και ο TrkC με τον 

ΝΤ-3 (Εικόνα 1). Με τη δέσμευση κάποιου νευτροτροφικού παράγοντα στον υποδοχέα, ο 

υποδοχέας αυτός διμερίζεται και αυτοφωσφορυλιώνονται κατάλοιπα τυροσίνης στο 

ενδοκυτταρικό τμήμα του. Με αυτήν την φωσφορυλίωση προωθείται η σηματοδότηση, καθώς 

δημιουργούνται σημεία πρόσδεσης πρωτεϊνών που θα φέρουν σε επαφή τον εκάστοτε 

υποδοχέα με ενδοκυτταρικά σηματοδοτικά μονοπάτια. Στα μονοπάτια αυτά 

συμπεριλαμβάνονται το μονοπάτι της PLCγ (φωσφολιπάση γ), της Ras/MAPK (πρωτεϊνική 

κινάση που ενεργοποιείται από μιτογόνο παράγοντα) και της PI3K/Akt (3-κινάση 

φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης). Τα μονοπάτια αυτά οδηγούν τελικά στην αύξηση των ιόντων 

ασβεστίου του κυτταροπλασματικού δικτύου, στην ενεργοποίηση μεταγραφικών παραγόντων 

που ελέγχουν την έκφραση γονιδίων και στην ενεργοποίηση ή απενεργοποίηση πρωτεϊνών, 

προωθώντας έτσι την επιβίωση των νευρώνων αλλά και τη νευρωνική διαφοροποίηση 

(Patapoutian & Reichardt, 2001; Friedman, 2012). Συγκεκριμένα στην περίπτωση της PLCγ, 

όταν φωσφορυλιωθούν κατάλοιπα των υποδοχέων τυροσίνης κινάσης, η PLCγ προσδένεται 

σε αυτά και ενεργοποιείται μέσω φωσφορυλίωσης από την κινάση των υποδοχέων. Η 

ενεργοποιημένη μορφή της φωσφολιπάσης γ στη στην συνέχεια, υδρολύει την 

φωσφοτιδυλινοσιτόλη 4,5-διφωσφορική (ΡΙΡ3) σε τριφωσφορική ινοσιτόλη (ΙΡ3) και 

διακυλογλυκερόλη (DAG). Η ΙΡ3 προωθεί την έκλυση ιόντων ασβεστίου από ενδοκυτταρικές 

αποθήκες, γεγονός που επηρεάζει τη συναπτική πλαστικότητα. Τέλος, η DAG ενεργοποιεί 

ισομορφές της πρωτεϊνικής κινάσης C που ρυθμίζεται από τη DAG, οδηγώντας έτσι σε 

μεταγραφικές αλλαγές (Huang & Reichardt, 2003; Uren & Turnley, 2014). Το άλλο 

σηματοδοτικό μονοπάτι που ενεργοποιούν οι TRK υποδοχείς είναι αυτό της ΜΑΡ κινάσης. 

Όταν ο υποδοχέας διμερίζεται, η μικρή G πρωτεΐνη ras ενεργοποιεί το ΜΑΡΚ σηματοδοτικό 

καταρράκτη, ο οποίος οδηγεί με τη σειρά του στην ενεργοποίηση του ERK. Ο ERK 

φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί μεταγραφικούς παράγοντες όπως ο CREB, ο οποίος ρυθμίζει 

την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με την νευρωνική διαφοροποίηση (Friedman, 2012). 



 

11 

 

In vivo μελέτη συνθετικών αναλόγων νευροτροφινών στο ζωϊκό μοντέλο 5xFAD της Νόσου 

Αλτσχάιμερ 

Όσον αφορά τις PI3K/Akt, ο καταρράκτης ξεκινάει όταν η ΡΙ3Κ προσδεθεί στην 

ενεργοποιημένη κινάση τυροσίνης του υποδοχέα ή στην πρωτεΐνη Ras. Έτσι, η ΡΙ3Κ 

ενεργοποιείται και καταλύει τη δημιουργία του ΡΙΡ3. Αυτός ο δεύτερος αγγελιοφόρος 

ενεργοποιεί την κινάση σερίνης-θρεονίνης Αkt, η οποία όταν ενεργοποιηθεί, μπορεί να 

φωσφορυλιώσει διάφορες πρωτεΐνες (Hemmings & Restuccia, 2015). Η ενεργοποίηση της Akt 

προκαλεί έναν καταρράκτη γεγονότων που οδηγεί στην ενεργοποίηση πρωτεϊνών οι οποίες 

σχετίζονται με την επιβίωση και την απόπτωση, προωθώντας έτσι τη νευρωνική επιβίωση 

(Friedman, 2012). 

 

Ο TrkA εντοπίζεται κυρίως στους χολινεργικούς νευρώνες του προμετωπιαίου φλοιού, καθώς 

και ο NGF εντοπίζεται στον ιππόκαμπο και το φλοιό που δέχονται σήμα από αυτήν την 

περιοχή. Αντίστοιχα ο BDNF επηρεάζει πολλούς νευρωνικούς πληθυσμούς σε όλον τον 

εγκέφαλο, και σε συνέπεια με αυτό το εύρημα ο TrkΒ βρίσκεται σε όλην την περιοχή του 

ιππόκαμπου και του φλοιού (Friedman, 2012). Ο TrkC απαντάται κυρίως στο ραβδωτό σώμα 

(Keefe & Horner, 2016). 

 

Υποδοχέας p75NTR 

Ο υποδοχέας p75NTR ήταν ο πρώτος υποδοχέας που ανακαλύφθηκε από την οικογένεια 

υποδοχέων των αυξητικών παραγόντων. Είναι ένας γλυκοζυλιωμένος διαμεμβρανικός 

υποδοχέας και μέλος της οικογένειας των υποδοχέων του παράγοντα νέκρωσης όγκων (tumor 

necrosis factor receptor, TNFR, family). Ο p75NTR είναι περισσότερο γνωστός για το ότι 

προωθεί την κυτταρική απόπτωση στο αναπτυσσόμενο νευρικό σύστημα καθώς και για την 

έκφρασή του μετά από τραυματισμό ή σε νευροπαθολογικές περιπτώσεις. Αρχικά 

χαρακτηρίστηκε ως ένας χαμηλής συγγένειας υποδοχέας για όλες τις νευροτροφίνες (Εικόνα 

1). Ο p75NTR δεν έχει κάποια εγγενή ενζυματική ιδιότητα όπως οι υποδοχείς Trk, έτσι η 

σηματοδότηση μέσω αυτού χρειάζεται τη στρατολόγηση ενδοκυτταρικών πρωτεϊνών 

πρόσδεσης (Kenchappa et al., 2013). O p75NTR μπορεί να αλλάζει την ειδικότητα του προσδέτη 

στους Trk υποδοχείς. Οι νευτροτροφίνες BDNF, NT3 και NT4/5 προσδένονται στον TrkΒ με 

την απουσία του p75NTR, ενώ με τη συνέκφραση p75NTR με TrkΒ μόνο ο BDNF οδηγεί σε 

λειτουργική απόκριση. Επιπλέον, όταν συνεκφράζονται, οι TrkA και p75NTR αποτελούν ένα 

σύμπλοκο υψηλής συγγένειας, το οποίο αυξάνει την ειδικότητα με την οποία ο NGF 

προσδένεται στον TrkA και ενδυναμώνει τη σηματοδότηση μέσω της τυροσίνης κινάσης και 

των σηματοδοτικών γεγονότων που συνεπάγονται. Αναλύσεις της δομικής λειτουργίας των 
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Trk υποδοχέων προτείνουν πως όταν συνεκφράζονται με τον p75NTR, η δομή τους αλλάζει 

ώστε να παρέχει επιπλέον σημεία πρόσδεσης με νευροτροφίνες (Zaccaro et al., 2001). Έχει 

παρατηρηθεί η αύξηση του υποδοχέα p75NTR, μετά από βλάβες στο νευρικό σύστημα, όπως 

για παράδειγμα βλάβες στη σπονδυλική στήλη ή σε επιληπτικές κρίσεις και οδηγεί σε 

απόπτωση. Επιπρόσθετα, η αυξημένη έκφρασή του παρατηρείται σε νευροπαθολογίες όπως 

στην ισχαιμία, στο εγκεφαλικό, στην νόσο Αλτσχάιμερ, οδηγώντας έτσι τους ερευνητές στο 

συμπέρασμα ότι ο συγκεκριμένος υποδοχέας παίζει ρόλο στις νευροπαθολογικές ασθένειες  

(Kokaia et al., 1998; Kenchappa et al., 2013). Όπως και άλλα μέλη της οικογένειας των 

υποδοχέων του παράγοντα νέκρωσης όγκων, ο p75NTR ενεργοποιεί την c-Jun N-terminal 

κινάση (JNK), η οποία είναι απαραίτητη για την επαγωγή της απόπτωσης (Casaccia-Bonnefil 

et al., 1996; Kenchappa et al., 2013). Η κινάση JNK ενεργοποιείται από μιτογόνους 

παράγοντες και από το στρες (ΜΑΡΚ, SAPK) και έχει βρεθεί πως το σηματοδοτικό μονοπάτι 

αυτής της οικογένειας κινασών ενεργοποιείται επίσης όταν σε νευρώνες που εκφράζουν τους 

p75 υποδοχείς νευροτροφινών, χορηγηθεί το πεπτίδιο Αβ, γεγονός που επιβεβαιώνει την 

σύνδεση μεταξύ των JNK και της απόπτωσης (Yaar et al., 2002). Επιπλέον έρευνες 

αποδεικνύουν πως οι JNK, ενισχύουν την παραγωγή του Αβ και επιπλέον βοηθούν στην 

ωρίμανση και ανάπτυξη των νευροϊνιδιακών σωματιδίων (Yarza et al., 2016). Υπάρχουν τρία 

διαφορετικά γονίδια που κωδικοποιούν τις JNK, τα JNK1, JNK2, and JNK3 (Davis, 2000).  Η 

JNK ενεργοποιείται από τις JNK κινάσες, οι οποίες ενεργοποιούνται από τις JNKKKs. 

Συγκεκριμένα η JNΚ ενεργοποιείται από τις  MAPK2K (τις ΜΚΚ4 και ΜΚΚ7), οι οποίες είναι 

φωσφορυλιωμένες στα κατάλοιπα θρεονίνης και τυροσίνης. Οι MAPK2K ρυθμίζονται από τις 

MAP3K και MAP4K πρωτεΐνες. Ύστερα από την ενεργοποίησή της, η JNK φωσφορυλιώνει 

πρωτεΐνες στόχους κατώτερα στο μονοπάτι, όπως διάφορους μεταγραφικούς παράγοντες , 

συμπεριλαμβανομένου του c-Jun (Hammouda et al., 2020). Επιπλέον, η JNK μέσω της 

φωσφορυλίωσης επιδρά στη δραστηριότητα μιτοχονδριακών πρωτεϊνών που σχετίζονται με 

την απόπτωση (Weston & Davis, 2007). 
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Εικόνα 1. Οι νευροτροφίνες και η επιλεκτική τους πρόσδεση στους υποδοχείς τυροσίνης 

κινάσης ή στον υποδοχέα νευροτροφινών p75 (Chao, 2003). 

 

1.3 Η νόσος Αλτσχάιμερ 

Νευροεκφύλιση 

Νευροεκφύλιση είναι η διαδικασία που οδηγεί σε μη αναστρέψιμη νευρωνική βλάβη και 

κυτταρικό θάνατο, και απαντάται κατά την πάροδο της ηλικίας του ατόμου και στις 

νευροεκφυλιστικές ασθένειες. Οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες επηρεάζουν το κεντρικό 

νευρικό σύστημα, προκαλώντας κατάρρευση στην συνδεσιμότητα και στην επικοινωνία 

μεταξύ των νευρώνων και άρα αποδεκατίζονται οι συνάψεις και οι νευράξονες και έτσι οι 

νευρώνες οδηγούνται στο θάνατο (Wareham et al., 2022). Οι κύριοι μηχανισμοί που οδηγούν 

στη νευροεκφύλιση θεωρούνται πολυπαραγοντικοί και σχετίζονται με γενετικούς, 

περιβαλλοντικούς και ενδογενείς μηχανισμούς. Οι νευροεκφυλιστικές νόσοι 

κατηγοριοποιούνται με βάση γνωστούς γενετικούς μηχανισμούς ή/και σημαντικά ποσά 

εναπόθεσης πρωτεϊνών. Οι νόσοι που χαρακτηρίζονται από βασικές αλλαγές στη διαμόρφωση 

των πρωτεϊνών, χαρακτηρίζονται ως νόσοι με λάθος αναδίπλωση πρωτεϊνών (protein 

misfolding diseases) ή πρωτεϊνοπάθειες (Jellinger, 2010). Στις πρωτεϊνοπάθειες 

συγκαταλέγονται η νόσος Αλτσχάιμερ, η νόσος Πάρκινσον, η ατροφία πολλαπλών 

συστημάτων και άλλες. 

 

Η νόσος Αλτσχάιμερ  

Η νόσος Αλτσχάιμερ είναι μία προοδευτική νευροεκφυλιστική νόσος που αποτελεί την πιο 

συχνή αιτία άνοιας στους ηλικιωμένους και προκαλεί στην σταδιακή απώλεια γνωστικών 

λειτουργιών και τελικά οδηγεί στον θάνατο. Το 1907, ο Alois Alzheimer, νευροψυχίατρος από 
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τη Γερμανία, περιέγραψε την περίπτωση μίας γυναίκας 51 ετών η οποία παρουσίασε σχετικά 

γρήγορη επιδείνωση μνήμης, μαζί με άλλες ψυχιατρικές διαταράξεις, η οποία κατέληξε έπειτα 

από τέσσερα χρόνια. Αυτό που έκανε την συγκεκριμένη περίπτωση ιδιαίτερη είναι η σχετικά 

νεαρή ηλικία της ασθενούς μαζί με το καινούργιο εύρημα, τα νευροϊνιδιακά δεμάτια 

(neurofibrillary tangle-NFT). Η νόσος Αλτσχάιμερ αποτελεί τη συχνότερη μορφή άνοιας στον 

γηραιό πληθυσμό καθώς συνοδεύει περίπου το 70% των ανοϊκών ατόμων άνω των 60 ετών. 

Πέρα από την ηλικία άλλοι παράγοντες κινδύνου αποτελούν το οικογενειακό ιστορικό άνοιας, 

το τραύμα στην κεφαλή, οι γενετικοί παράγοντες, οι αγγειακές νόσοι και οι περιβαλλοντικοί 

παράγοντες (Castellani et al., 2010). Υπάρχουν τρεις τύποι της νόσου Αλτσχάιμερ, ο πρώτος 

αφορά την πρόωρη έναρξη της (Early-onset Alzheimer's), συγκεκριμένα πριν τα 65 έτη της 

ζωής των ατόμων, αφορά συνήθως μικρό ποσοστό των ασθενών, και είναι πιο συχνό σε άτομα 

με σύνδρομο Down, καθώς ένα γονίδιο (ΑΡΡ) σημαντικό για την εμφάνιση πλακών 

αμυλοειδούς βρίσκεται στο χρωμόσωμα 21. Στον δεύτερο τύπο παρατηρείται πιο αργή 

εμφάνιση των συμπτωμάτων (Late-onset Alzheimer's), αργότερα από τα 65 έτη ζωής, ενώ ο 

τρίτος τύπος της νόσου, είναι γενετικά κληρονομήσιμος (Familial Alzheimer's disease (FAD)), 

καθώς έχουν βρεθεί και τα αντίστοιχα γονίδια (Small, 1998; Cruchaga et al., 2017). Τα 

συμπεριφορικά χαρακτηριστικά της νόσου συμπεριλαμβάνουν τα αρχικά συμπτώματα, όπως 

μείωση της μνημονικής ικανότητας μαζί με αποπροσανατολισμό σε χώρο και χρόνο και 

δυσκολία συγκέντρωσης. Όταν πρωτοεμφανίζεται η νόσος σε έναν ασθενή, μπορεί να 

χαρακτηριστεί ως Ήπια Γνωστική Έκπτωση (Mild Cognitive Impairment), κατά την οποία οι 

ασθενείς εμφανίζουν γνωστικές δυσλειτουργίες αλλά δεν μπορούν να διαγνωσθούν ακόμη με 

άνοια (Castellani et al., 2010).  

 

Παθολογία της νόσου Αλτσχάιμερ 

Η παθολογία της νόσου Αλτσχάιμερ μπορεί να διακριθεί σε δύο σημαντικές κατηγορίες: στις 

βλάβες που σχετίζονται σε συσσωρεύσεις μορίων και στις βλάβες που προκαλούνται από 

απώλειες (νευρώνων ή συνάψεων).  

Οι βλάβες που προκαλούνται από συσσώρευση μορίων οφείλονται κυρίως στην εναπόθεση 

Αβ πεπτιδίων και στην ενδοκυτταρική συσσώρευση της Tau πρωτεΐνης, και τα δύο αυτά μόρια 

αποτελούν φυσιολογικά συστατικά του κυττάρου, πράγμα που αλλάζει στην περίπτωση της 

νόσου Αλτσχάιμερ (Duyckaerts et al., 2009). Αυτές οι συσσωρεύσεις μορίων μπορούν να 

οδηγήσουν τον οργανισμό σε αντιδραστικές διαδικασίες, όπως είναι η φλεγμονή. 
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Τα πεπτίδια Αβ προέρχονται από την πρόδρομη πρωτεΐνη αμυλοειδούς (ΑΡΡ), η οποία είναι 

μία διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη τύπου Ι που διασπάται από τις β-, γ-σεκρετάσες , ενώ η 

φυσιολογική διάσπασή της γίνεται από τις α-, γ-σεκρετάσες (Younkin, 1998; Kuznetsov & 

Kuznetsov, 2018). Η φυσιολογική λύση της ΑΡΡ έχει δύο σημαντικά αποτελέσματα, αρχικά 

το καρβοξυτελικό άκρο που κόβεται μπορεί να εκλυθεί από το κύτταρο, και επιπλέον αυτή η 

διαδικασία καταστρέφει την αλληλουχία που θα μπορούσε να δώσει το Αβ πεπτίδιο, 

μειώνοντας έτσι την πιθανότητα σχηματισμού πλακών αμυλοειδούς (Small, 1998). Το τμήμα 

της ΑΡΡ από το οποίο θα προκύψει το πεπτίδιο Αβ βρίσκεται στην εξωτερική πλευρά του 

κυττάρου (Takahashi et al., 2017). Η πρωτεολυτική επεξεργασία του πρόδρομου μορίου ΑΡΡ, 

βρέθηκε ότι μπορεί να εμπεριέχει ετερογένεια, παράγωντας διαφορετικά μήκη πεπτιδίων Αβ. 

Οι κύριες μορφές αποτελούνται από 40 και 42 κατάλοιπα (Αβ40 και Αβ42 αντίστοιχα) 

(Findeis, 2007). Το πεπτίδιο με το μικρότερο μήκος (Αβ40) είναι αυτό που βρίσκεται κατά 

κύριο λόγο σε έναν εγκέφαλο με φυσιολογική λειτουργία (Younkin, 1998). Η μεγάλη 

εναπόθεση Αβ πεπτιδίων υποστηρίζεται πως οφείλεται σε ανισορροπία μεταξύ της παραγωγής 

και της απόρριψής τους αλλά και στην αναλογία των Αβ40/Αβ42 πεπτιδίων. Οι πλάκες 

αμυλοειδούς προέρχονται από τη συσσώρευση των πεπτιδίων Αβ42 (Kuznetsov & Kuznetsov, 

2018) και διαφορετικά ονομάζονται και γεροντικές πλάκες. Μεγάλα ποσά Αβ πεπτιδίων 

βρίσκονται κυρίως στις περιοχές του ιπποκάμπου, του νεοφλοιού και στην εγκεφαλική 

αγγείωση. Μαζί με την παραγωγή του Αβ πεπτιδίου, έχουν παρατηρηθεί μεταλλαγές στα 

γονίδια APP, PSEN1, και PSEN2 τα οποία έχουν βρεθεί σε άτομα με οικογενή νόσο 

Αλτσχάιμερ με πρόωρη έναρξη συμπτωμάτων. Περίπου 200 κυρίαρχες μεταλλάξεις στο 

γονίδιο της PSEN1 και 14 παραλλαγές του γονιδίου της PSEN2, ευθύνονται για την εμφάνιση 

της οικογενούς νόσου Αλτσχάιμερ με πρόωρη έναρξη (EOFAD) (Bagyinszky et al., 2014). Οι 

πρωτεΐνες PSEN1 και PSEN2 είναι στενά συνδεδεμένες με την παθογένεια της συγκεκριμένης 

νόσου, καθώς σοβαρές μεταλλάξεις στα γονίδιά τους, σχετίζονται με υψηλό κίνδυνο 

ανάπτυξης χρόνιας νευροεκφύλισης (Plascencia-Villa & Perry, 2020). Οι δύο αυτές πρωτεΐνες 

μαζί με άλλες όπως η νικαστρίνη (nicastrin), σχηματίζουν το σύμπλοκο της γ-σεκρετάσης, το 

οποίο καταλύει τη διάσπαση διάφορων διαμεμβρανικών πρωτεϊνών. Όπως έχω ήδη αναφέρει 

η γ-σεκρετάση εμπλέκεται στη φυσιολογική διάσπαση της πρωτεΐνης ΑΡΡ. Οι PSEN1 και 

PSEN2 εντοπίζονται στο ενδοπλασματικό δίκτυο και τη συσκευή Golgi, και έχουν κύριο ρόλο 

στην επεξεργασία της ΑΡΡ και στο μονοπάτι που οδηγεί στην απελευθέρωση των Αβ 

πεπτιδίων (Hooli & Tanzi, 2016).  
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Τα μονομερή Αβ πεπτίδια συσσωρεύονται σε διάφορες μορφές, όπως είναι τα ολιγομερή, τα 

πρωτοϊνίδια και τα ινίδια αμυλοειδούς. Τα ινίδια αμυλοειδούς είναι μεγαλύτερα από τα 

ολιγομερή και μπορούν να ενωθούν σχηματίζοντας τις πλάκες αμυλοειδούς, ενώ τα ολιγομερή 

μπορούν να είναι διάχυτα σε όλον τον εγκέφαλο. Το 1992 οι Hardy and Higgins, διατύπωσαν 

την υπόθεση του καταρράκτη αμυλοειδούς, ότι η εναπόθεση της πρωτεΐνης Αβ, το κύριο 

συστατικό των πλακών, είναι η κύρια αιτία της παθολογίας της νόσου Αλτσχάιμερ και πως τα 

νευροϊνιδιακά δεμάτια, η απώλεια κυττάρων, η καταστροφή αγγείων και η άνοια είναι 

αποτέλεσμα της συσσώρευσής της πρωτεΐνης αυτής. Μετέπειτα έρευνες έδειξαν ότι δεν 

υπάρχει άμεση συσχέτιση μεταξύ των πλακών αμυλοειδούς και της απώλειας συνάψεων και 

νευρώνων που παρατηρείται σε έναν εγκέφαλο με Αλτσχάιμερ. Επιπλέον δεδομένα δείχνουν 

πως τα γνωστικά ελλείματα υπήρχαν πριν την εναπόθεση πλακών αμυλοειδούς ή ινιδίων 

αμυλοειδούς (Hsia et al., 1999). Την υπόθεση αυτή, αντικατέστησε μία νέα, η υπόθεση των 

Αβ ολιγομερών, σύμφωνα με την οποία τα διαλυτά ολιγομερή, σε αντίθεση με τα μη διαλυτά 

ινίδια και τις πλάκες αμυλοειδούς, είναι ικανά να προκαλέσουν την απώλεια συνάψεων και τη 

βλάβη στη μνήμη που απαντώνται στο Αλτσχάιμερ. Η υπόθεση αυτή βασίστηκε στο ότι 

συνθετικά Αβ ολιγομερή μπόρεσαν να δράσουν ως νευροτοξίνες και να αναστείλουν την 

μακρόχρονη ενδυνάμωση (Long Term Potentiation) (Lambert et al., 1998). Τα πεπτίδια Αβ 

δημιουργούν διάφορες μορφές οι οποίες μπορούν να είναι τοξικές. Οι διάφορες μορφές είναι, 

τα διαλυτά Αβ πεπτίδια, τα Αβ ολιγομερή, και τα Αβ πεπτίδια στις πλάκες. Η συσσώρευση του 

Αβ αρχικά δημιουργεί τα ολιγομερή και στη συνέχεια τα ινίδια και τις γεροντικές πλάκες, 

συμβάλλοντας στην νευροεκφύλιση στα διαφορετικά στάδια της ασθένειας. Επιπλέον, η 

συσσώρευση του Αβ αμυλοειδούς μπορεί να οδηγήσει στην υπερφωσφορυλίωση της Tau 

πρωτεΐνης, το οποίο στη συνέχεια θα προκαλέσει το σχηματισμό των νευροϊνιδιακών δεματίων 

και τέλος νευρωνική και συναπτική δυσλειτουργία. Η εναπόθεση ποσοτήτων Αβ μπορεί να 

παράγει ελεύθερες ρίζες οι οποίες θα αντιδράσουν με πρωτεΐνες ή λιπίδια και θα δώσουν 

τοξικά οξειδωμένες πρωτεΐνες και υπεροξειδωμένα λιπίδια. Μία σταθερή και διαρκής 

ποσότητα πεπτιδίων Αβ μπορεί να προκαλέσει μία ανοσολογική απόκριση και να  

ενεργοποιήσει την μικρογλοία, οδηγώντας έτσι σε απώλεια νευρώνων, εξαιτίας της 

φαγοκυττάρωσης (Takahashi et al., 2017).  

 

Οι πλάκες αμυλοειδούς και τα νευροϊνιδιακά δεμάτια είναι τα πλέον χαρακτηριστικά ευρήματα 

της παθολογίας της νόσου Αλτσχάιμερ. Αντίστοιχα με τα πεπτίδια Αβ, η συσσώρευση της 

φωσφορυλιωμένης πρωτεΐνης Tau οδηγεί στην δημιουργία των νευροϊνιδιακών δεματίων  
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(NeuroFibrillary Tangles, NFT). Η πρωτεΐνη Tau (tubulin associated unit) ανήκει σε μία 

οικογένεια με έξι διαλυτές πρωτεϊνικές ισομορφές που προέρχονται από το γονίδιο ΜΑΡΤ 

(microtubule-associated protein tau) (Goedert et al., 1988) και ανακαλύφθηκε πρώτη φορά το 

1975 (Weingarten et al., 1975). Η Tau προωθεί την συγκέντρωση της τουμπουλίνης σε 

μικροσωληνίσκους, οι οποίοι και αποτελούν ένα από τα κύρια χαρακτηριστικά του 

κυτταροσκελετού που καθορίζουν τη μορφολογία των νευρώνων και τους υποστηρίζουν 

δομικά. Το ποσοστό πρόσδεσης της Tau με την τουμπουλίνη εξαρτάται από τη φωσφορυλίωση 

της Tau. Στην περίπτωση της νόσου Αλτσχάιμερ, η μη φυσιολογική φωσφορυλίωση της 

συγκεκριμένης πρωτεΐνης μειώνει την ικανότητα πρόσδεσής της, οδηγώντας σε 

αποδιοργάνωση των μικροσωληνίσκων και ταυτόχρονα μπορεί να οδηγήσει σε αυτό-

πολυμερισμό της ίδιας της πρωτεΐνης Tau με αποτέλεσμα τη συσσώρευσή της στα 

μικροϊνιδιακά δεμάτια. Η υπερφωσφορυλιωμένη Tau έχει βρεθεί πως είναι το κύριο συστατικό 

των PHFs (paired helical filaments) τα οποία συγκεντρώνονται και οδηγούν στη δημιουργία 

των NFTs. Η σοβαρότητα της συγκεκριμένης ασθένειας αυξάνεται ανάλογα με τα επίπεδα 

συγκέντρωσης των NFTs, τα οποία εντοπίζονται κυρίως στον ιππόκαμπο, στον ενδορινικό 

φλοιό και στην αμυγδαλή (Maccioni et al., 2001).  

 

Επιπλέον, πέρα από την υπόθεση αμυλοειδούς έχει διατυπωθεί ακόμη η χολινεργική υπόθεση, 

η οποία είναι η παλαιότερη υπόθεση που έχει διατυπωθεί για τη νόσο Αλτσχάιμερ. Έρευνες 

υποδεικνύουν πως χολινεργικά δεμάτια του βασικού και του ραχιαίου πρόσθιου εγκεφάλου, 

έχουν πολύ σημαντικούς λειτουργικά ρόλους στην προσοχή, την μνήμη εργασίας και σε άλλες 

μνημονικές διαδικασίες (Perry et al., 1999). Σύμφωνα με την υπόθεση αυτή, η δυσλειτουργία 

των νευρώνων που παράγουν τον νευροδιαβιβαστή ακετυλοχολίνη στον εγκέφαλο 

συμβάλλουν ουσιαστικά στην γνωστική διαταραχή που παρατηρείται σε άτομα μεγάλης 

ηλικίας και με τη νόσο Αλτσχάιμερ. Μελέτες σε μεταθανάτιο ανθρώπινο ιστό υποδεικνύουν 

ελλείματα στη δραστηριότητα του ενζύμου που είναι υπεύθυνο για τη σύνθεση της 

ακετυλοχολίνης, την ακετυλοτρανσφεράση της χολίνης. Ο πυρήνας του βασικού χολινεργικού 

προσθεγκεφάλου (cholinergic basal forebrain nuclei (ChBF) ), παρέχει την κύρια χολινεργική 

πληροφορία στον ιππόκαμπο και στον φλοιό, και άρα είναι πολύ σημαντικός για τη λειτουργία 

της μνήμης και της προσοχής (Allen et al., 2011). Έτσι, η χολινεργική υπόθεση για τη νόσο 

Αλτσχάιμερ, προτείνει πως η απώλεια της χολινεργικής λειτουργίας στον συγκεκριμένο 

πυρήνα και τον εγκεφαλικό φλοιό, συμβάλλει στην διαταραχή της γνωστικής λειτουργίας που 

παρατηρείται στους ασθενείς με τη συγκεκριμένη νόσο (Bartus et al., 1982). Κατά συνέπεια, 
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η υπόθεση αυτή αποτελεί τη βάση για πολλές θεραπευτικές στρατηγικές εναντίον της 

συγκεκριμένης νόσου (Terry & Buccafusco, 2003). 

 Μία τρίτη υπόθεση διαμορφώθηκε το 1981 και υποστηρίζει την συμμετοχή του 

νευροτροφικού παράγοντα στις νευροεκφυλιστικές νόσους. Σύμφωνα με αυτή την υπόθεση, η 

νόσος Αλτσχάιμερ, μπορεί να οφείλεται σε έλλειψη νευροτροφικών πρωτεϊνών ή των 

υποδοχέων τους. Σε συμφωνία με αυτά τα δεδομένα έρχονται οι έρευνες με μειωμένα επίπεδα 

του BDNF και του NGF αλλά και του υποδοχέα νευροτροφινών TrkA στην περίπτωση της 

νόσου Αλτσχάιμερ (Allen et al., 2011; Lübke et al.,2021). 

 

Έρευνες έχουν δείξει πως τα γνωστικά ελλείμματα οφείλονται σε μεγάλο βαθμό στην απώλεια 

νευρώνων που πιθανά να είναι αποτέλεσμα της συναπτικής απώλειας (Jackson et al., 2019). 

Σε προχωρημένα επίπεδα της συγκεκριμένης νόσου παρατηρείται σημαντική απώλεια 

νευρώνων και συνάψεων, ωστόσο, υπάρχουν παρατηρήσεις ότι η απώλεια συνάψεων 

συμβαίνει και σε πρόδρομα στάδια της νόσου ή στην περίπτωση της MCI και μάλιστα πως 

προηγείται της ατροφίας και της μετέπειτα νευροεκφύλισης (Scheff et al., 2006). Πιστεύεται 

λοιπόν, πως τα συμπτώματα στα αρχικά στάδια της νόσου, κατά την MCI, προέρχονται από 

τη συναπτική δυσλειτουργία η οποία με τη σειρά της έχει προκληθεί από τη συσσώρευση 

διαλυτών ολιγομερών Αβ, πριν δημιουργηθούν ακόμη οι πλάκες αμυλοειδούς και πριν τη 

διάχυτη απώλεια συνάψεων και νευρώνων (Hsia et al., 1999, Skaper et al., 2017). Σε συνέπεια 

με αυτά τα ευρήματα, υπάρχουν έρευνες στις οποίες αποδεικνύεται πως με τη διαγονιδιακή 

έκφραση του ΑΡΡ υπάρχουν και μειωμένες προσυναπτικές απολήξεις (Jackson et al., 2019). 

 

Η νευροφλεγμονή έχει αποδειχτεί πως έχει καθοριστικό ρόλο στην παθογένεια της νόσου 

Αλτσχάιμερ και κλιμακώνεται με την πάροδο της νόσου. Κατά της διαδικασία της φλεγμονής 

αυτής το έμφυτο ανοσοποιητικό σύστημα ενεργοποιείται από διάφορους προκλητικούς 

παράγοντες. Η φλεγμονώδης αντίδραση στη συγκεκριμένη νόσο καθοδηγείται από 

ανοσοποιητικά κύτταρα του κεντρικού νευρικού συστήματος (ΚΝΣ), κυρίως τα μικρογλοιακά 

κύτταρα αλλά και από άλλα όπως τα αστροκύτταρα. Τα μικρογλοιακά κύτταρα είναι τα εγγενή 

ανοσοποιητικά κύτταρα του ΚΝΣ, προστατεύουν τον εγκέφαλο από παθογόνα και 

υποστηρίζουν την ομοιόσταση του ΚΝΣ και την πλαστικότητά του (Heppner et al., 2015). 

Επιπλέον τα μικρογλοιακά κύτταρα έχουν ρόλους που σχετίζονται με την ανάπτυξη, την 

ωρίμανση και τη γήρανση του ΚΝΣ καθ’ όλη τη διάρκεια της ζωής του ατόμου (Leng & 

Edison, 2020).  Κατά την παρουσία εσωτερικού ή εξωτερικού παθολογικού κινδύνου, οι 
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επιφανειακοί μικρογλοιακοί υποδοχείς, αναγνωρίζουν παθογόνα όπως μη φυσιολογικές 

πρωτεΐνες και προκαλούν μία μικρογλοιακή αντίδραση. Έτσι, εσωτερικεύουν τα παθογόνα και 

τα διασπούν μέσω διάφορων ενδοκυτταρικών μονοπατιών. Ενώ η διαδικασία αυτή σταματά 

όταν έχει εξαλειφθεί το ερέθισμα που προκαλεί την ανοσοποιητική αντίδραση, στους 

ηλικιωμένους εγκέφαλους τα μικρογλοιακά κύτταρα εμφανίζουν λειτουργικές βλάβες καθώς 

τείνουν να είναι διαρκώς ενεργοποιημένα. Αυτή η κατάσταση μπορεί να συμβάλλει στην 

παθογένεια των νευροεκφυλιστικών ασθενειών όπως είναι η νόσος Αλτσχάιμερ. Τα 

μικρογλοιακά κύτταρα σε εγκεφάλους μεγάλης ηλικίας έχουν μειωμένες διακλαδώσεις στην 

περιοχή που επιτηρούν, το οποίο μπορεί επιπλέον να συμβάλλει στην βλάβη της διατήρησης 

της ομοιόστασης (Leng & Edison, 2020). Τα Αβ πεπτίδια προσελκύουν τα μικρογλοιακά 

κύτταρα, τα οποία τα αντιμετωπίζουν μέσω φαγοκυττάρωσης. Έτσι, στην περίπτωση της 

νόσου Αλτσχάιμερ η συσσώρευση του Αβ διατηρεί ενεργοποιημένα τα μικρογλοιακά κύτταρα, 

οδηγώντας εντέλει στη βλάβη τους, αλλά και των αστροκυττάρων και άλλων κυττάρων του 

ΚΝΣ, οδηγώντας έτσι στην νευροεκφύλιση και την απώλεια νευρώνων (Leng & Edison, 2020; 

Zhang et al., 2021). 

 

Ενήλικη Νευρογένεση και νόσος Αλτσχάιμερ 

Η περιοχή του ιππόκαμπου είναι κρίσιμη για τις γνωστικές λειτουργίες της μνήμης και της 

μάθησης και είναι ιδιαίτερα ευάλωτη στην περίπτωση της νόσου Αλτσχάιμερ. Πολλές έρευνες 

δείχνουν πως ένα πρώιμο στάδιο της νόσου αυτής περιλαμβάνει τη ελλατωμένη λειτουργία 

της δημιουργίας νέων νευρώνων -ενήλικη νευρογένεση- στην περιοχή της οδοντωτής έλικας 

του ιππόκαμπου. Συνεπώς μη λειτουργική νευρογένεση μπορεί να οδηγήσει σε βλάβες της 

λειτουργίας της μνήμης (Mu & Gage, 2011). Η ενήλικη νευρογένεση στα θηλαστικά, λαμβάνει 

χώρα σε δύο περιοχές του ιππόκαμπου, στην υποκοιλιακή (subventricular) ζώνη και την 

υποκοκκώδη (subgranular) ζώνη της οδοντωτής έλικας (Rodríguez & Verkhratsky, 2011). Η 

πλειοψηφία των ερευνών σε διαγονιδιακά ζώα, που φέρουν γονίδια της νόσου Αλτσχάιμερ, 

επιδεικνύει μειωμένη νευρογένεση σε μία από τις δύο ή και στις δύο παραπάνω περιοχές. Τα 

αποτελέσματα δείχνουν την μειωμένη λειτουργία των γνωστικών δραστηριοτήτων μετά από 

μειωμένη νευρογένεση στον ιππόκαμπο. Επιπρόσθετα, οι έρευνες υποστηρίζουν πως τα 

επίπεδα της νευρογένεσης είναι αντιστρόφως ανάλογα με την ηλικία, και πως σχετίζονται με 

την συσσώρευση πλακών αμυλοειδούς (Li Puma et al., 2021). Υπάρχουν και αντιφατικές 

έρευνες οι οποίες υποστηρίζουν την αύξηση της νευρογένεσης σε διαγονιδιακά ζώα με τη νόσο 

Αλτσχάιμερ (Rodríguez & Verkhratsky, 2011). Συνεπώς, η ρύθμιση της νευρογένεσης είναι 
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ένας σημαντικός στόχος για την ανάπτυξη νέων θεραπειών κατά των νευροεκφυλιστικών 

νόσων.  

Στη συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποιήθηκε το διαγονιδιακό ζωικό μοντέλο 5xFAD, το οποίο 

φέρει πέντε μεταλλάξεις της οικογενούς μορφής της νόσους Αλτσχάιμερ (FAD). Αυτά τα 

διαγονιδιακά ζώα,  αναπτύσσουν αμυλοειδικές πλάκες στον εγκέφαλο και γλοίωση στους δύο 

πρώτους μήνες της ζωής τους. Επιπρόσθετα, στα ζώα αυτά παρατηρούνται πολύ υψηλά 

επίπεδα του Αβ42 πεπτιδίου, μειωμένα επίπεδα συναπτικών δεικτών, νευρωνική απώλεια και 

διαταραχές στη λειτουργία της μνήμης κατά το συμπεριφορικό πείραμα Y-λαβύρινθος (Oakley 

et al., 2006).  

  

 

1.4 Συνθετικές Νευροτροφίνες 

 

Όπως είναι γνωστό οι νευροτροφίνες έχουν σημαντικό ρόλο στο ΚΝΣ, καθώς το υποστηρίζουν 

και το συντηρούν μέσω μηχανισμών νευροπροστασίας και πλαστικότητας, οι οποίοι 

ελέγχονται από τη σηματοδότηση υποδοχέων νευροτροφινών. Από προηγούμενες μελέτες έχει 

παρατηρηθεί πως σε έναν εκφυλισμένο εγκέφαλο η παραγωγή νευροτροφινών είναι μειωμένη, 

συνεπώς αφήνοντας τα νευρικά κύτταρα απροστάτευτα από την απόπτωση. Η πρόδρομη 

μορφή του NGF, ο pro-NGF, είναι η κύρια μορφή στην οποία παρατηρείται ο NGF στον 

εγκέφαλο κι ο οποίος προάγει την απόπτωση.  Στην περίπτωση της νόσου Αλτσχάιμερ, 

παρατηρούνται αλλαγές στα επίπεδα του pro-NGF, που μπορούν να οδηγήσουν σε 

ανικανότητα μεταφοράς του NGF (Schindowski et al., 2008). Τα επίπεδα του  NGF 

συγκεκριμένα στον πυρήνα ChBF, ο οποίος σχετίζεται με τη χολινεργική πληροφορία, είναι 

μειωμένα ενώ το ίδιο δεν συμβαίνει σε άλλες περιοχές του εγκεφάλου όπως ο φλοιός ή ο 

ιππόκαμπος. Η έλλειψη NGF στους χολινεργικούς νευρώνες μπορεί να προκαλέσει 

συρρίκνωση του κυττάρου και μειωμένη παραγωγή ενζύμων όπως η ChAT και η AChE 

(Svendsen et al., 1991). Αυτή η χολινεργική εκφύλιση, είναι το έναυσμα για διάφορες 

θεραπείες για τη νόσο αυτή, όπως είναι γονιδιακές θεραπείες με τη χορήγηση του NGF. 

Επιπλέον, έχει καταγραφεί η απώλεια των υποδοχέων TrkA του NGF στον βασικό 

τηλεγκέφαλο και στον φλοιό, σε εγκεφάλους που πάσχουν από τη νόσο αυτή (Schindowski et 

al., 2008). Εξαιτίας λοιπόν της σχέσης του NGF με το χολινεργικό σύστημα αλλά και το 

γεγονός ότι είναι αυξητικός παράγοντας, αποτελεί σημαντικό θεραπευτικό στόχο. Ταυτόχρονα 

όμως, είναι ιδιαίτερα απαιτητικό να βρεθεί ένας ασφαλής και επιτυχημένος τρόπος να 
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χορηγηθεί στον εγκέφαλο. Έτσι , έχουν γίνει δοκιμές μέσω ex-vivo και in-vivo γονιδιακής 

θεραπείας σε ανθρώπους με NGF από τους Tuszynski et al., 2015, οι οποίες ξεκίνησαν το 

2001. Σε αντίστοιχη έρευνά τους το 2015, φαίνεται πως ο NGF προκαλεί αυξητικές (“trophic”) 

αποκρίσεις σε AD εγκεφάλους. Οι αποκρίσεις αυτές περιλαμβάνουν νευρωνική υπερτροφία, 

αξονικές διακλαδώσεις (sprouting) και ενεργοποίηση της κυτταρικής σηματοδότησης, 

αποδεικνύοντας έτσι πως η χορήγηση αυξητικών παραγόντων μπορεί να διεγείρει λειτουργικές 

καταστάσεις των νευρώνων ακόμη και στις περιπτώσεις χρόνιων νευροεκφυλιστικών 

ασθενειών. 

Επίσης στοιχεία για τον BDNF δείχνουν, πώς το mRNA και η πρωτεΐνη του εμφανίζονται σε 

μειωμένα επίπεδα σε περιοχές του εγκεφάλου όπως ο ιππόκαμπος και ο ενδορινικός φλοιός, 

στη περίπτωση της νόσου Αλτσχάιμερ (Allen et al., 2011). Υπό φυσιολογικές συνθήκες ο 

BDNF, ενεργοποιεί τον TrkB υποδοχέα νευροτροφινών, με αποτέλεσμα την αποφυγή του 

κυτταρικού θανάτου και την προστασία των νευρώνων από απειλές. Συνεπώς, στην περίπτωση 

της νόσου Αλτσχάιμερ τα μειωμένα επίπεδα BDNF, οδηγούν σε κάποια από τα 

νευροπαθολογικά συμπτώματα της νόσου αυτής. Επιπλέον, στον ιππόκαμπο και τον πρόσθιο 

φλοιό στην περίπτωση της νόσου, ο υποδοχέας TrkB είναι σε μειωμένα επίπεδα (Allen et al., 

1999). Βασιζόμενοι στα ανωτέρω ευρήματα, οι νευροτροφίνες και η μείωση της κυτταρικής 

απόπτωσης αποτελούν σημαντικό θεραπευτικό στόχο για τις νευροεκφυλιστικές ασθένειες. 

Παρ΄ όλα αυτά, οι νευροτροφίνες δεν είναι ικανές να διαπεράσουν τον αιματοεγκεφαλικό 

φραγμό, εμφανίζουν περιορισμένη διάχυση στο ΚΝΣ και έχουν ασταθή κινητική (Gravanis et 

al., 2017; Longo & Massa, 2013). Ένας από τους τρόπους να ξεπεραστούν αυτά τα εμπόδια 

είναι να στοχευθούν μεμονωμένα οι υποδοχείς των νευροτροφινών, με συνθετικούς 

μικρομοριακούς προσδέτες. Οι προσδέτες αυτοί θα πρέπει να διαθέτουν επιθυμητές χημικές 

και φαρμακολογικές ιδιότητες, όπως η σταθερότητα, το μικρό μέγεθος και η ικανότητα να 

διαπερνούν φραγμούς των ιστών. Ανάλογα με τους συνθετικούς προσδέτες και την περιοχή 

του υποδοχέα που θα προστεθούν, μπορούν να δράσουν ως ρυθμιστές βιολογικών 

αποκρίσεων, ανταγωνιστές ή αγωνιστές (Skaper, 2008). 
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1.5 Σκοπός της εργασίας 

 

Στην συγκεκριμένη ερευνητική εργασία μελετήθηκε η χορήγηση ενός συνθετικού αγωνιστή 

νευροτροφινών σε ζώα αγρίου τύπου και διαγονιδιακά ζώα 5xFAD (B6SJL) μέσω 

συμπεριφορικών και ιστολογικών πειραμάτων. Τα διαγονιδιακά αυτά ζώα εκφράζουν γονίδια 

του ανθρώπου (π.χ. APP) με ένα σύνολο από πέντε μεταλλάξεις που έχουν συσχετιστεί με τη 

νόσο Αλτσχάιμερ και εμφανίζουν φαινότυπούς της. Ο συνθετικός αγωνιστής ΕΝΤ-Α061 είναι 

ειδικός και εκλεκτικός για τον υποδοχέα ΤRKB, καθώς επίσης έχει αποδειχθεί πως έχει 

νευροπροστατευτικές και νευροαναγεννητικές ιδιότητες σε καλλιέργειες πρωτογενών 

νευρικών κυττάρων. Η δομή του ENT-A061 είναι βασισμένη σε αυτήν του BNN27, μίας 

συνθετικής μικρονευροτροφίνης, που είναι παράγωγο νευροστεροειδούς, διαπερνάει τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό και είναι ειδική για τον υποδοχέα στον οποίο προσδένεται 

(Pediaditakis et al., 2021; Bonetto et al., 2017). Σκοπός της συγκεκριμένης εργασίας είναι να 

εξετασθεί η επίδραση του ειδικού για τον TRKB αγωνιστή, σε γνωστικές λειτουργίες όπως η 

μνήμη και η μάθηση, αλλά και σε κυτταρικό επίπεδο, στην συσσώρευση πλακών αμυλοειδούς, 

στη νευρογένεση, στην νευροφλεγμονή και στην απώλεια συνάψεων. Ο απώτερος σκοπός της 

παρούσας εργασίας αλλά και των μετέπειτα μελετών που θα ακολουθήσουν είναι να εξετασθεί 

η ικανότητα του συγκεκριμένου συνθετικού αγωνιστή, αλλά και άλλων αντίστοιχων, να δρουν 

ως φαρμακευτικές ουσίες ώστε να βοηθήσουν στην εξέλιξη της έρευνας για τη νόσο 

Αλτσχάιμερ. 
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2. Μέθοδοι και Υλικά 

 

Πειραματόζωα 

Όλοι οι μύες αναπαράγονται και εκτρέφονται στο ζωοτροφείο του Ιδρύματος Έρευνας και  

Τεχνολογίας στο Ηράκλειο Κρήτης, υπό συγκεκριμένες συνθήκες υγιεινής, σε πλαστικά 

κλουβιά των οποίων το μέγεθος ποικίλλει ανάλογα με τον αριθμό μυών που περιέχει. Στα ζώα 

παρέχεται μονίμως ξηρά τροφή, νερό και ελεγχόμενη θερμοκρασία. Όλα τα πειράματα έγιναν 

βάσει της Ευρωπαϊκής και Ελληνικής νομοθεσίας που περιγράφονται στην οδηγία 2010 / 63ΕΕ 

του Ευρωπαϊκού Συμβουλίου, της 22ας Σεπτεμβρίου 2010. 

Ξεκινώντας την πειραματική διαδικασία λήφθηκαν αρσενικά 49 ζώα. Από αυτά τα ζώα τα 23 

ήταν αγρίου τύπου (Wild Type/WT) και τα υπόλοιπα 26 5xFAD διαγονιδιακά ζώα.  

 

5xFAD διαγονιδιακά ζώα 

 

Τα 5xFAD ζώα υπερεκφράζουν το μεταλλαγμένο ανθρώπινο γονίδιο του βήτα αμυλοειδούς  

για την πρόδρομη πρωτεΐνη 695 (ΑΡΡ) μαζί με τη Swedish (K670N, M671L), τη Florida 

(I716V), και τη London (V717I) μεταλλάξεις της οικογενούς νόσου Αλτσχάιμερ (Familial 

Alzheimer's Disease (FAD)). Ακόμη εκφράζουν δύο FAD μεταλλάξεις M146L and L286V, 

για την ανθρώπινη πρεσενιλίνη 1 (PS1). Και τα δύο αυτά διαγονίδια έχουν ρυθμιστεί με τον 

εκκινητή Thy1 για προωθήσει την υπερέκφραση στον εγκέφαλο. Οι 5xFAD μύες εμφανίζουν 

πολύ σημαντικά χαρακτηριστικά της παθολογίας αμυλοειδούς και θεωρούνται ένα πολύ 

χρήσιμο μοντέλο για τη νευροεκφύλιση που προκαλείται από το Αβ-42 και το σχηματισμό 

πλακών αμυλοειδούς (Oakley et al., 2006). Τα ζώα που χρησιμοποιούνται είναι ετερόζυγα ως 

προς το γονίδιο με τη μετάλλαξη για την πρωτεΐνη ΑΡΡ. Τα ζώα ταυτοποιούνται αν είναι 

αγρίου τύπου ή φέρουν τη μετάλλαξη ΑΡΡ μέσω της διαδικασίας της γονοτύπησης, έπειτα από 

απομόνωση DNA (The Jackson Laboratory). Σε ηλικία 4 μηνών τα διαγονιδιακά αυτά ζώα ήδη 

έχουν αναπτύξει την κλινική εικόνα της ασθένειας του Αλτσχάιμερ (Oblak et al., 2021). 

Συγκεκριμένα οι πλάκες αμυλοειδούς αρχίζουν να διαμορφώνονται ήδη από τους δύο μήνες 

ζωής των 5xFAD ζώων (Oakley et al., 2006). 
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Συνθετικός αγωνιστής ΕΝΤ-Α061 

Στις μισές πειραματικές ομάδες θα χορηγηθεί ένας νέος συνθετικός αγωνιστής, ειδικός και 

επιλεκτικός για τον TRKB υποδοχέα νευροτροφινών, ο ΕΝΤ-Α061. Ο αγωνιστής αυτός έχει 

αποδειχθεί πως έχει νευροπροστατευτικές και νευροαναγεννητικές ιδιότητες σε καλλιέργειες 

πρωτογενών νευρικών κυττάρων. Η δομή του ENT-A061 είναι βασισμένη σε αυτήν του 

BNN27, μίας συνθετικής μικρονευροτροφίνης, που είναι παράγωγο νευροστεροειδούς, 

διαπερνάει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και είναι ειδική για τον υποδοχέα στον οποίο 

προσδένεται. 

 

Πειραματικές ομάδες ζώων 

Στην συγκεκριμένη μελέτη υπήρχαν δύο ομάδες ελέγχου: οι ομάδες στις οποίες χορηγήθηκε 

placebo, δηλαδή ανενεργή ουσία. Το placebo ήταν φυσιολογικός ορός (saline). Η εργασία αυτή 

αποτελεί μία τυφλή μελέτη, καθώς η ταυτότητα του κάθε ζώου αποκαλύφθηκε στους 

ερευνητές μόνο πριν τη στατιστική ανάλυση. 

1η ομάδα: WT με Placebo (εικονική πελέτα)-11 αρσενικά ζώα 

2η ομάδα: WT με ENT-A061 πελέτα-12 αρσενικά ζώα 

3η ομάδα: ΑΡΡ με Placebo-13 αρσενικά ζώα 

4η ομάδα: ΑΡΡ με ENT-A061 πελέτα-13 αρσενικά ζώα 

 

 

Χορήγηση του αγωνιστή ΕΝΤ-Α061 

Η χορήγηση του συνθετικού αγωνιστή έγινε στην ηλικία των τεσσάρων μηνών των μυών, σε 

δύο από τις ομάδες, μέσω υποδόριας πελέτας. Η πελέτα η οποία περιείχε τον αγωνιστή 

απελευθερωνόταν σε σταθερές δόσεις καθημερινά (10mg/kg/day) για δύο μήνες. Με το πέρας 

αυτών των δύο μηνών, όλα τα ζώα υποβλήθηκαν σε συμπεριφορικά πειράματα ύστερα από τη 

διαδικασία εξοικείωσής τους με τον πειραματιστή. 

 

Συμπεριφορικά πειράματα 

Προετοιμασία και καταγραφή συμπεριφορικών πειραμάτων: 

Πριν την έναρξη όλων των συμπεριφορικών πειραμάτων, οι μύες εξοικειώνονται με τον 

πειραματιστή σε διάστημα 7 με 10 ημερών. Συγκεκριμένα τα ζώα αφήνονται ελεύθερα από 

τον καρπό έως τον βραχίονα του πειραματιστή για 3-10 λεπτά κάθε μέρα. Οι μύες 

μεταφέρονται στον πειραματικό χώρο μία ώρα πριν την έναρξη της πειραματικής διαδικασίας. 
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Σκοπός αυτών των δύο διαδικασιών είναι η εξοικείωση του ζώου τόσο με τον πειραματιστή 

όσο και με τον χώρο διεξαγωγής του πειράματος, έτσι ώστε στη διαδικασία του πειράματος να 

μην υπάρχει εκ των προτέρων στρες, που προήλθε από κάτι άγνωστο. Όλες οι φάσεις 

καταγράφονταν με κάμερες και αποθηκεύονταν προς ανάλυση, η οποία γινόταν με την βοήθεια 

του προγράμματος J Watcher και στην συνέχεια καταγραφή των αποτελεσμάτων στο Excel. 

 

Δοκιμασία αναγνώρισης αντικειμένου 

Οι δοκιμασίες αναγνώρισης αντικειμένου λαμβάνουν χώρα στην αρένα ανοιχτού πεδίου, υπό 

χαμηλό φωτισμό σε ειδικό δωμάτιο συμπεριφοράς. Πριν από τους τρεις τύπους αναγνώρισης 

αντικειμένου τα ζώα υπό δοκιμασία τοποθετήθηκαν για τρεις εν συνεχεία μέρες επί 10 λεπτά 

στην αρένα ανοιχτού πεδίου, για εξοικείωση με τον χώρο. 

 

Αναγνώριση νέου αντικειμένου ( Novel Object Recognition, NOR) 

 

Εικόνα 2. Αναγνώριση νέου αντικειμένου.  

 

Το συγκεκριμένο πείραμα αποτελείται σε τρεις φάσεις. Στην πρώτη φάση (acquisition) ο μυς 

τοποθετείται στην αρένα ανοιχτού πεδίου, όπου έχουν ήδη τοποθετηθεί δύο ίδια μεταξύ τους 

αντικείμενα απέναντι το ένα στο άλλο. Τα εν λόγω αντικείμενα είναι καινούργια ως προς το 

ζώο. Στη δεύτερη φάση (retention) το ζώο επανατοποθετείται στην αρένα ανοιχτού πεδίου με 

δύο αντικείμενα αντίκρυ του, το ένα είναι το αντικείμενο της πρώτης φάσης και το άλλο 

καινούργιο και μη γνώριμο αντικείμενο ως προς τους υποκείμενους μύες. Η κάθε φάση διαρκεί 

για 5 λεπτά, ανάμεσα στις δύο φάσεις μεσολαβεί ένα διάστημα 60 λεπτών (short-term NOR), 

όπου τα ζώα επανατοποθετούνται σε ένα κλουβί μεταφοράς διαφορετικό από αυτό στο οποίο 

διαμένουν. Η ίδια διαδικασία επαναλαμβάνεται μετά από 24 ώρες (long-term NOR) όπου στο 

ζώο παρουσιάζονται πάλι δύο αντικείμενα, το ένα το ίδιο που υπήρχε και στις δύο  

φάσεις της προηγούμενης ημέρας και ένα καινούριο, μη γνώριμο αντικείμενο. Συνολικά και 

οι τρεις φάσεις εμπεριέχουν ένα κοινό αντικείμενο που από τη δεύτερη φάση και μετά 

θεωρείται το γνώριμο προς το ζώο αντικείμενο. 
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Αναγνώριση αντικειμένου ως προς θέση ( To Place Object Recognition, TPOR) 

 

Εικόνα 3. Αναγνώριση αντικειμένου ως προς τη θέση. 

 

Μετά από μία μέρα κενή, οι μύες επανατοποθετούνται στην αρένα ανοιχτού πεδίου, χωρίς 

αντικείμενο, το κάθε ένα για 15 λεπτά. Ακολουθεί η ημέρα της πειραματικής διαδικασίας, 

όπου στην αρένα ανοιχτού πεδίου τοποθετούνται δύο άγνωστα στο ζώο αντικείμενα αντίκρυ 

του και το ένα δίπλα στο άλλο. Στη συνέχεια το ζώο τοποθετείται στη συσκευή και αφήνεται 

ελεύθερο να εξερευνήσει. Στην επόμενη φάση, στην αρένα ανοιχτού πεδίου, παραμένουν τα 

αντικείμενα της πρώτης φάσης, με τη διαφορά ότι το ένα από τα δύο παραμένει στην ίδια θέση 

(stationary) και το άλλο έχει μετακινηθεί αντιδιαμετρικά από την αρχική του θέση (displaced). 

Το ζώο τοποθετείται πάλι στην αρένα ανοιχτού πεδίου και αφήνεται ελεύθερο να εξερευνήσει. 

Η κάθε φάση διαρκεί για 5 λεπτά, ανάμεσα στις δύο φάσεις μεσολαβεί ένα διάστημα 60 

λεπτών, όπου τα ζώα επανατοποθετούνται σε ένα κλουβί μεταφοράς διαφορετικό από αυτό 

στο οποίο διαμένουν. 

 

Αναγνώριση αντικειμένου σε χρονική σειρά (Temporal Object Recognition, TOR) 

 

 

Εικόνα 4. Αναγνώριση αντικειμένου σε χρονική σειρά. 

 

Μετά από μία μέρα κενή, οι μύες επανατοποθετούνται στην αρένα ανοιχτού πεδίου, χωρίς 

αντικείμενο, το κάθε ένα για 15 λεπτά. Ακολουθεί η ημέρα της πειραματικής διαδικασίας, 
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όπου στην αρένα ανοιχτού πεδίου τοποθετούνται δύο άγνωστα στο ζώο αντικείμενα αντίκρυ 

του και το ένα δίπλα στο άλλο. Στη συνέχεια το ζώο τοποθετείται στη συσκευή και αφήνεται 

ελεύθερο να εξερευνήσει. Αυτό αποτελεί την πρώτη δοκιμή. Στη συνέχεια τοποθετούνται στην 

ίδια με την προηγούμενη θέση δύο νέα και μη γνώριμα αντικείμενα, το ζώο τοποθετείται ξανά 

στην αρένα ανοιχτού πεδίου. Αυτή η διαδικασία αποτελεί την δεύτερη δοκιμή. Ακολουθεί η 

φάση τεστ, όπου στις ίδιες θέσεις με όλες τις δοκιμασίες τοποθετείται ένα αντικείμενο ίδιο με 

την πρώτη δοκιμασία, το οποίο αποτελεί το λιγότερο οικείο και άρα το νέο αντικείμενο και 

ένα αντικείμενο ίδιο με την δεύτερη το οποίο αποτελεί το περισσότερο οικείο αντικείμενο, άρα 

το παλιό αντικείμενο. Η κάθε φάση διαρκεί για 5 λεπτά, ανάμεσα στις δύο φάσεις μεσολαβεί 

ένα διάστημα 60 λεπτών, όπου τα ζώα επανατοποθετούνται σε ένα κλουβί μεταφοράς 

διαφορετικό από αυτό στο οποίο διαμένουν. 

 

Συντελεστική εκμάθηση φόβου 

 

Εικόνα 5. Συντελεστική εκμάθηση φόβου. Τα κόκκινο και μπλε χρώματα συμβολίζουν τα δύο 

διαφορετικά περιβάλλοντα μέσα στη συσκευή. 

 

Ο θάλαμος εκμάθησης φόβου είναι μεταλλικός και το κάτω μέρος του αποτελείται από 

μεταλλικές ράγες τις οποίες μπορεί να διαπεράσει το ρεύμα. Κατά τη συγκεκριμένη 

πειραματική διαδικασία οι μύες δεν χρειάζεται να εξοικειωθούν με την πειραματική συσκευή. 

Το πείραμα συντελεστικής εκμάθησης φόβου αποτελείται από τρεις διαφορετικές φάσεις και 

έχει διάρκεια τριών ημερών. Την πρώτη μέρα λαμβάνει χώρα η συσχετιστική εκμάθηση φόβου 

μέσω ήπιου ηλεκτρισμού στον θάλαμο εκμάθησης φόβου στον οποίο κάτω από τις ράγες είναι 

τοποθετημένο λευκό χαρτί. Ο μυς τοποθετείται στο θάλαμο εκμάθησης φόβου για 12 λεπτά, 

όπου κατά το έβδομο λεπτό της πειραματικής διαδικασίας εκτίθεται σε ήπιο ηλεκτρισμό στα 

πόδια. Το ανεξάρτητο προκλητικό ερέθισμα του ήπιου ηλεκτρισμού έχει ένταση ρεύματος 0,75 

mA και διάρκεια 1000msec. Την επόμενη ημέρα ο μυς επανατοποθετείται στο θάλαμο 

εκμάθησης φόβου για τρία λεπτά, χωρίς να υποβληθεί σε ηλεκτρισμό δύο φορές. Την πρώτη 

φορά το περιβάλλον είναι το ίδιο με της προηγούμενης μέρας καθώς δεν έχει αλλάξει το χρώμα 

στο χαρτί κάτω από τις ράγες, ενώ τη δεύτερη φορά το χρώμα στο χαρτί κάτω από τις ράγες 
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που περπατάει ο μυς είναι διαφορετικό, εισάγοντας έτσι ένα νέο πλαίσιο. Οι εκθέσεις στα δύο 

διαφορετικά περιβάλλοντα απείχαν μεταξύ τους χρονικά 60 λεπτά. Την τρίτη και τελευταία 

ημέρα η διαδικασία είναι η ίδια με της δεύτερης μέρας. Όλες οι φάσεις καταγράφονταν με 

κάμερες και αποθηκεύονταν προς ανάλυση, η οποία γινόταν με την βοήθεια του προγράμματος 

J Watcher και στην συνέχεια καταγραφή των αποτελεσμάτων στο Excel, όπου υπολογιζόταν 

το χρονικό διάστημα κατά το οποίο το ζώο ήταν ακινητοποιημένο. 

 

Υ Λαβύρινθος δοκιμασία αυθόρμητης εναλλαγής 

 

Εικόνα 6. Η συσκευή του Υ λαβύρινθου για τη δοκιμασία της αυθόρμητης εναλλαγής. Τα 

βέλη υποδεικνύουν τις πιθανές κινήσεις των μυών μέσα τη συσκευή. 

 

Η συγκεκριμένη συμπεριφορική δοκιμασία αξιολογεί την προθυμία των μυών να 

εξερευνήσουν νέα περιβάλλοντα, καθώς η τυπική συμπεριφορά τους είναι να εξερευνήσουν 

έναν νέο βραχίονα. 

Η πειραματική διαδικασία λαμβάνει χώρα σε έναν λαβύρινθο με το σχήμα Υ, που αποτελείται 

από μεταλλικούς βραχίονες που απέχουν 120 μοίρες μεταξύ τους. Ο μυς αρχικά τοποθετείται 

στο κέντρο της συσκευής και αφήνεται ελεύθερος να εξερευνήσει τους βραχίονες. 

 

Απομόνωση εγκεφάλων και δημιουργία τομών 

 

Με το πέρας των συμπεριφορικών πειραμάτων τα ζώα θυσιάστηκαν με αναισθητοποίηση με 

ισοφλουράνιο και ενδοκαρδιακή έγχυση φυσιολογικού ορού (0.9% NaCl) και στη συνέχεια οι 

εγκέφαλοι αφαιρέθηκαν και χωρίστηκαν στα δύο ημισφαίρια. Τα ημισφαίρια που προοριζόταν 

για ανοσοσφθορισμό αποθηκεύτηκαν σε PFA και διατηρήθηκαν στους 4 ˚C. Στη συνέχεια, το 
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ημισφαίριο αυτό κοβόταν οβελιαία (sagittally) με την μικροτόμο παλλόμενης λεπίδας 

(Vibratome) σε τομές πάχους 40μm. Οι τομές αφορούσαν τις περιοχές του ιππόκαμπου και του 

φλοιού και αποθηκεύτηκαν σε πηγάδια με κρυοπροστατευτικό υγρό 30% στους -20 ˚C. Το 

κρυοπροστατευτικό υγρό αποτελείται από 30% γλυκερόλη/30% ethylene glycol σε phosphate 

buffer (PB). Έπειτα ακολουθούσε η διαδικασία του ανοσοφθορισμού. 

 

Ανοσοφθορισμός 

Το πρωτόκολλο του ανοσοθφορισμού διαρκεί συνολικά τρεις ημέρες και καθ’ όλη τη διάρκεια 

των πλύσεων ή των επωάσεων των τομών στα διαλύματα, τα πηγάδια με τις τομές 

βρισκόντουσαν τοποθετημένα σε αναδευτήρα. Οι τομές αρχικά μεταφέρθηκαν σε καινούργια 

πηγάδια όπου ξεπλύθηκαν από το κρυοπροστατευτικό, με PBS 1x, τρεις φορές για 15 λεπτά, 

στη συνέχεια με PBStx 0.1% (Triton X-100, 0.1% in PBS) για 15 λεπτά και τέλος με PBStx 

0.3%  (Triton X-100, 0.3% in PBS) για μισή ώρα. Στη συνέχεια για κάποιες από τις χρώσεις 

χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της ανάκτησης αντιγονικών επίτοπων πρωτεϊνών που κατά τη 

διάρκεια της μονιμοποιήσης με παραφορμαλδεΰδη έγιναν μη αντιδραστικοί και μη 

ανιχνεύσιμοι (Krenacs et al., 2009). Η διαδικασία αυτή έγινε με κιτρικό οξύ (10mM sodium 

citrate σε PBS, pH=6.0) στους 85 ˚C για 10 λεπτά. Έπειτα από επαναφορά των τομών σε 

θερμοκρασία δωματίου, έγινε ξανά πλύση των τομών με PBStx 0.1% για 15 λεπτά. Στη 

συνέχεια ετοιμάστηκε το Blocking buffer το οποίο αποτελείται από 0.1% BSA (Bovine Serum 

Albumin), 10% normal serum (φυσικός ορός) σε PBStx 0.1%. Το Blocking buffer 

χρησιμοποιείται για να καλυφθούν οι μη ειδικές θέσεις πρόσδεσης, κάνοντας έτσι την 

πρόσδεση του αντισώματος πιο ειδική. Οι τομές παρέμειναν στο Blocking buffer για διάρκεια 

τριών ωρών. Στη συνέχεια οι τομές επεξεργάστηκαν ολονύχτια με τα πρωτογενή αντισώματα 

στους 4 ˚C. Τη δεύτερη μέρα ακολουθούν τρεις πλύσεις των τομών από τα πρωτογενή 

αντισώματα με PBStx 0.1% για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, και στη συνέχεια 

ολονύχτια επεξεργασία τους με τα δευτερογενή αντισώματα στους 4 ˚C. Από αυτό το σημείο 

και έπειτα οι τομές προστατεύονται από το φως. Την τρίτη και τελευταία μέρα της 

πειραματικής διαδικασίας ανοσοφθορισμού, σε θερμοκρασία δωματίου, οι τομές ξεπλένονται 

αρχικά με PBStx 0.1% και στη συνέχεια με PBS 1x. Κάθε πλύση διαρκεί 15 λεπτά. Στη 

συνέχεια έγινε χρώση με Hoescht (1:10000 σε PBS) για 15 λεπτά. Το Hoescht είναι χρωστική 

που βάφει το DNA των κυττάρων, και έτσι γίνεται ευδιάκριτη η τοποθεσία του πυρήνα. Στη 

συνέχεια ακολουθεί μία πλύση με PBS 1x και μία με PB 1x , η κάθε μία για 15 λεπτά. Η 

διαδικασία ολοκληρώνεται με την τοποθέτηση των τομών πάνω σε αντικειμενοφόρες πλάκες 
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με καλυπτρίδες και Vectashield mounting medium το οποίο καθυστερεί τον αποχρωματισμό 

του φθορισμού των τομών. Τέλος, αποθηκεύονται στους 4 ˚C. 

Για τη συγκεκριμένη εργασία έγιναν οι εξής τέσσερις χρώσεις: 

1. Πρωτογενές αντίσωμα APP Antibody (6E10) mouse, αραίωση 1:500 (σε PBStx 0.1%) 

με δευτερογενές Αlexa Fluor 488 anti-mouse σε αραίωση 1:1000. Το αντίσωμα για 

ΑΡΡ αναγνωρίζει τα Αβ πεπτίδια καθώς και την ΑΡΡ σε διαφορετικά μεγέθη 

(Rajendran et al., 2006). 

2. Πρωτογενές αντίσωμα Anti-doublecortin (DCX) rabbit, αραίωση 1:200 με 

δευτερογενές Alexa Fluor 546 anti-rabbit σε αραίωση 1:1000. Η DCX είναι μία 

πρωτεΐνη που σχετίζεται με τους μικροσωληνίσκους και περιλαμβάνεται στις 

διαδικασίες μετανάστευσης και διαφοροποίησης των νευρώνων (Schaar et al., 2004). 

Η πρωτεΐνη αυτή χρησιμοποιείται ως δείκτης την ενήλικης νευρογένεσης (Couillard-

Despres et al., 2005). 

3. Πρωτογενή αντισώματα PSD95 Antibody mouse και Synapsin I Antibody rabbit σε 

αραίωση 1:500 και 1:200 αντίστοιχα, με δευτερογενή αντισώματα Alexa Fluor anti-

mouse 488 goat και Alexa Fluor anti-rabbit 546 donkey αντίστοιχα, με αραίωση 

1:1000. Εντοπίζοντας την Postsynaptic density protein-95, εντοπίζονται οι 

μετασυναπτικές απολήξεις. Ενώ εντοπίζοντας την φωσφοπρωτεΐνη Synapsin Ι, 

εντοπίζονται οι προσυναπτικές απολήξεις. Έτσι, ο συνδυασμός αυτών των δύο βοηθάει 

στην εξαγωγή συμπεράσματος για τον αριθμό των συνάψεων που υπάρχουν στην 

εκάστοτε τομή. 

 

Οι λήψεις των εικόνων έγιναν στην περιοχή του ιππόκαμπου και πραγματοποιήθηκε από το 

συνεστιακό μικροσκόπιο Leica SP8 στους φακούς x40 και τον ελαιοκαταδιτικό x60. 

 

Ανάλυση 

Τα συμπεριφορικά πειράματα καταγράφηκαν από τις κάμερες. Τα βίντεο αναλύθηκαν στο 

πρόγραμμα J Wtacher και στην συνέχεια τα αποτελέσματα περάστηκαν προς στατιστική 

ανάλυση στο Excel και το GraphPad-Prism. Οι φωτογραφίες από τα πειράματα 

ανοσοφθορισμού αναλύθηκαν στο πρόγραμμα Fiji και στη συνέχεια και αυτά τα 

αποτελέσματα περάστηκαν προς στατιστική ανάλυση στο Excel και το GraphPad-Prism. Για 

όλα τα στατιστικά τεστ η σημαντικότητα καθορίστηκε με το p<0.05. Ο στατιστικός έλεγχος 

που πραγματοποιήθηκε σε όλες τις κατηγορίες πειραμάτων είναι one-way ANOVA, κατά τον 
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οποίον εξετάζεται μέσω σύγκρισης εάν οι μέσοι δύο ομάδων με μία κοινή παράμετρο είναι 

σημαντικά διαφορετικοί. Χρησιμοποιήθηκε post-hoc μέθοδος για να συγκριθούν όλες οι 

ομάδες μεταξύ τους. Τα δεδομένα που παρουσιάζονται είναι οι μέσοι όροι ± το τυπικό σφάλμα 

του μέσου (s. e. m.). 
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3. Αποτελέσματα 

 

Στη συγκεκριμένη μελέτη η πειραματική διαδικασία ξεκινάει όταν τα ζώα έχουν ηλικία 

τεσσάρων μηνών. Στους τέσσερις μήνες τα ζώα τα οποία θα ανήκουν στις κατηγορίες WT 

ENT-A061 και APP ENT-A061, υποβάλλονται σε ένα χειρουργείο όπου τους εμφυτεύεται 

υποδόρια ο συνθετικός αγωνιστής νευροτροφινών ENT-A061σε μορφή πελέτας. Μετά από 

δύο μήνες κατά τους οποίους απελευθερωνόταν σταθερό ποσό του ENT-A061από την πελέτα, 

ξεκινούν τα συμπεριφορικά πειράματα αξιολόγησης μνήμης και μάθησης με σκοπό να 

διαπιστωθεί μέσω των επιδόσεων των ζώων εάν υπάρχουν διαφορές στα ζώα που τους 

χορηγήθηκε ο αγωνιστής νευροτροφινών και στα ζώα που ανήκαν στις Placebo ομάδες, αλλά 

και στα ζώα που ανήκαν σε διαφορετικές ομάδες γονοτύπων. Μας ενδιαφέρει η επίδοση των 

ζώων σε αυτές τις γνωστικές διαδικασίες καθώς η νόσος Αλτσχάιμερ χαρακτηρίζεται από 

δυσλειτουργίες στη μνήμη και τη μάθηση. Τέλος, το δεύτερο κομμάτι της εργασίας αυτής 

αφορά τον έλεγχο της επίδρασης του συνθετικού αγωνιστή των νευροτροφινών μαζί με το 

γονότυπο σε κυτταρικό επίπεδο, καθώς υπάρχουν διάφορα χαρακτηριστικά ευρήματα στη 

νόσο του Αλτσχάιμερ, όπως είναι η εναπόθεση πλακών αμυλοειδούς. Για το σκοπό αυτό 

απομονώνονται, κόβονται και βάφονται με τα κατάλληλα αντισώματα οι τομές από τους 

εγκέφαλους των ζώων. Τα πειράματα αυτά έχουν σκοπό να μελετηθούν οι πιθανές επιδράσεις 

του Αλτσχάιμερ αλλά και του συνθετικού αγωνιστή ΕΝΤ-Α061 σε ιστολογικό επίπεδο στην 

περιοχή του ιππόκαμπου, μία περιοχή όπου σχετίζεται με τη μνήμη και να συγκριθούν μεταξύ 

τους όλες οι τέσσερις κατηγορίες των ζώων.  

 

Εικόνα 7. Πειραματικός σχεδιασμός. Στην εικόνα αυτή απεικονίζονται όλα τα πειράματα και 

οι διαδικασίες που διενεργήθηκαν στη συγκεκριμένη μελέτη με χρονική σειρά με βάση την ηλικία 

των ζώων. Όλα τα ζώα και οι ιστοί που απομονώθηκαν υποβλήθηκαν σε πειράματα κάτω από 
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τις ίδιες συνθήκες ανεξαρτήτων της ομάδας στην οποία ανήκαν. Ο πειραματιστής κατά την 

ανάλυση των αποτελεσμάτων δεν γνώριζε σε ποια ομάδα ζώων ανήκαν τα αποτελέσματα που 

ανέλυε (blind analysis). 

 

Συμπεριφορικά πειράματα 

 

Δοκιμασίες αναγνώρισης αντικειμένου 

Στις δοκιμασίες αναγνώρισης αντικειμένου γίνεται αξιολόγηση της μνήμης που βασίζεται στην 

εγγενή τάση των ζώων να εξερευνούν το καινούργιο ως προς αυτά αντικείμενο. Αυτό 

εφαρμόζεται στην αναγνώριση νέου αντικειμένου, αλλά και στην αναγνώριση του 

μετατοπισμένου αντικειμένου και στην αναγνώριση του λιγότερο γνώριμου αντικειμένου. Οι 

συγκεκριμένες δοκιμασίες αναγνώρισης αντικειμένου που αξιολογούν τις εναλλαγές μνήμης 

χρησιμοποιούνται συχνά σε έρευνες φαρμακολογίας και ψυχιατρικών διαταραχών (Goulart et 

al., 2010).  

  

Στη δοκιμασία αναγνώρισης νέου αντικειμένου τα ζώα έρχονται αντιμέτωπα με ένα 

αντικείμενο το οποίο το εξερεύνησαν στην δοκιμή και ένα εντελώς καινούργιο αντικείμενο 

και τις δύο ημέρες της πειραματικής διαδικασίας. Για αυτήν τη δοκιμασία υπολογείσθηκε ο 

δείκτης διάκρισης ξεχωριστά και για τις δύο ημέρες (short-term, long-term). Υπολογίζεται από 

την εξής σχέση: (Καινούργιο – γνώριμο αντικείμενο)/(Καινούργιο + γνώριμο αντικείμενο). 

Αντίστοιχα για την δοκιμασία αναγνώρισης αντικειμένου ως προς τη θέση ο δείκτης διάκρισης 

υπολογίζεται ως: (μετατοπισμένο – στάσιμο αντικείμενο)/(μετατοπισμένο + στάσιμο 

αντικείμενο). Τέλος στην δοκιμασία αναγνώρισης αντικειμένου με χρονική σειρά ο δείκτης 

διάκρισης υπολογίζεται ως εξής: (λιγότερο γνώριμο –γνώριμο αντικείμενο)/(λιγότερο γνώριμο 

+ γνώριμο αντικείμενο). Οι υπολογισμοί αυτών των δεικτών αφορούν τους μέσους όρους των 

επιδόσεων των τεσσάρων κατηγοριών των ζώων. Τα πειράματα αυτά έγιναν με σκοπό να 

αξιολογηθεί η ικανότητα των μυών να διακρίνουν μεταξύ των αντικειμένων. Τα αποτελέσματα 

δεν ήταν στατιστικά σημαντικά μεταξύ όλων των ομάδων (WT Placebo – WT ENT-A061 – 

APP Placebo – APP ENT-A061). 

 

Συγκεκριμένα, τα αποτελέσματα για το πείραμα NOR Short Term οι μέσοι όροι των 

ομάδων±sem έχουν ως εξής: WT Placebo: 20.6±4.6, WT ENT-A061: 30.6±5.9, APP Placebo: 

23.7±3.4, APP ENT-A061: 19.6±4. 
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Για το πείραμα NOR Long Term: WT Placebo: 24.1±6.2, WT ENT-A061: 35.3±7, APP 

Placebo: 33.5±6.3, APP ENT-A061: 33±8. 

Για το πείραμα TPOR: WT Placebo: 8.5±8, WT ENT-A061: 16.6±6, APP Placebo: 16±7, APP 

ENT-A061: 14±6.7. 

Για το πείραμα TOR: WT Placebo: 14.1±6.1, WT ENT-A061: 6.4±4, APP Placebo: 8.5±7.2, 

APP ENT-A061: 6.8±6.3. 
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Εικόνα 8. Διάκριση στα πειράματα αναγνώρισης αντικειμένου. Στα διαγράμματα Α-D 

παρουσιάζεται ο δείκτης διάκρισης χρόνου εξερεύνησης των αντικειμένων, καινούργιου οικείου 

ή μετατοπισμένου στάσιμου αντίστοιχα, μεταξύ όλων των πειραματικών ομάδων. Σε όλες τις 

πειραματικές δοκιμασίες οι ομάδες είναι οι εξής WT Placebo (n=11), WT ENT-A061 (n=12), 

APP Placebo (n=13), APP ENT-A061 (n=13). Μεταξύ όλων των ομάδων p>0.05. 

 

 

Δοκιμασία συντελεστικής εκμάθησης φόβου 

Η συντελεστική εκμάθηση φόβου είναι μία διαδικασία μάθησης (Lee, 2013), στη 

συγκεκριμένα δοκιμασία τα ζώα υπόκεινται σε ένα ήπιο ηλεκτρικό ερεθισμό σε ένα 

συγκεκριμένο περιβάλλον. Στη συνέχεια καταγράφεται και μελετάται ο χρόνος όπου τα ζώα 

ήταν ακίνητα στο αρχικό αλλά και σε ένα διαφορετικό περιβάλλον στο οποίο δεν δέχθηκαν 

ηλεκτρικό ερεθισμό. Αυτό που μετριέται είναι τα δευτερόλεπτα ακινητοποίησης του εκάστοτε 

υποκειμένου (freezing). Αυτό που θέλουμε να δούμε από το συγκεκριμένο πείραμα είναι η 

διάρκεια που τα ζώα θυμούνται τον ερεθισμό και η ικανότητά τους να διακρίνουν μεταξύ των 

δύο διαφορετικών πλαισίων, του ενός που δέχτηκαν τον ερεθισμού και του άλλου που δεν 

δέχθηκαν. Υπήρξαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ της ομάδας WT ENT-A061 και 

APP Placebo, αλλά και μεταξύ APP Placebo και  APP ENT-A061. 

 

Συγκεκριμένα, για το πλαίσιο Α στις 24 ώρες οι μέσοι όροι των ομάδων±sem έχουν ως εξής: 

WT Placebo: 57.5±4.5, WT ENT-A061: 47.9±4.7, APP Placebo: 57.1±4.5, APP ENT-A061: 

57.5±4.9. 

Για το πλαίσιο Α στις 48 ώρες: WT Placebo: 70±6.8, WT ENT-A061: 80±4.3, APP Placebo: 

70.6±6.7, APP ENT-A061: 72.2±7.6. 

Για το πλαίσιο Β στις 24 ώρες: WT Placebo: 23±3.9, WT ENT-A061: 19.8±4.4, APP Placebo: 

34.7±6, APP ENT-A061: 20.9±3.2. 

Για το πλαίσιο Β στις 48 ώρες: WT Placebo: 30.6±6.5, WT ENT-A061: 32.1±8, APP Placebo: 

38.2±8, APP ENT-A061: 27±6.7. 
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Εικόνα 9. Ακινητοποίηση στην δοκιμασία συντελεστικής εκμάθησης φόβου. Στα 

διαγράμματα  A-D παρουσιάζεται ο μέσος όρος των χρόνων όπου τα υποκείμενα των τεσσάρων 

διαφορετικών ομάδων έμειναν ακίνητα. Τα διαγράμματα Α, Β αφορούν την δεύτερη ημέρα της 

πειραματικής διαδικασίας που τα ζώα δεν δέχτηκαν το ερέθισμα και συγκεκριμένα το Α αφορά 

το περιβάλλον στο οποίο τα ζώα είχαν δεχθεί το ερέθισμα την προηγούμενη μέρα (Α), ενώ το Β 

αποτελεί ένα καινούργιο περιβάλλον (Β). Στα C, D μετριέται ο χρόνος ακινητοποίησης των ζώων 
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την τρίτη μέρα της πειραματικής διαδικασίας σε αντίστοιχα περιβάλλοντα Α και Β. Σε όλες τις 

πειραματικές δοκιμασίες οι ομάδες είναι οι εξής WT Placebo (n=11), WT ENT-A061 (n=12), 

APP Placebo (n=13), APP ENT-A061 (n=13). (B: p=0.0442, p=0.0392; D: p=0.0385). 

 

 

Δοκιμασία Υ λαβυρίνθου 

Η δοκιμασία Υ λαβυρίνθου χρησιμοποιείται για τη μελέτη της μνήμης εργασίας και τη 

λειτουργία του ιππόκαμπου μία περιοχή κρίσιμη για τη χωρική μνήμη. Τα ζώα έρχονται 

αντιμέτωπα με την εξερεύνηση των δύο καινούργιων αρμών του λαβυρίνθου. Στη 

συγκεκριμένη δοκιμασία υπολογίσθηκε το ποσοστό εναλλαγής. Το ποσοστό αυτό 

χρησιμοποιείται για τη μέτρηση της χωρικής μνήμης ως ένδειξη του πόσο συχνά το υποκείμενο 

εναλλάσσει μεταξύ διαφορετικών αρμών των Υ λαβυρίνθου. Για να υπολογισθεί αυτό το 

ποσοστό, αρχικά καταγράφεται ο συνολικός αριθμός επιλογών αρμού που έχει κάνει το 

υποκείμενο. Στη συνέχεια υπολογίζεται ο αριθμός των φορών που το ζώο έχει μπει σε έναν 

αρμό με τη σειρά χωρίς να υπολογίζεται η προηγούμενη επιλογή, δημιουργώντας τριπλέτες 

(π.χ. ΑΓΒ, ΑΒΑ, ΓΑΒ). Τέλος δημιουργείται το εξής κλάσμα: 

ΑΡΙΘΜΟΣ  ΣΥΝΟΛΙΚΩΝ ΤΡΙΠΛΕΤΩΝ

ΑΙΡΘΜΟΣ ΣΥΝΟΛΙΚΩΝ ΕΠΙΛΟΓΩΝ ΑΡΜΟΥ
× 100, μέσω του οποίου υπολογίζεται το ποσοστό επί 

τοις εκατό της εναλλαγής. Ο σκοπός του πειράματος είναι να αξιολογηθεί η τάση των ζώων 

για εξερεύνηση νέων περιβαλλόντων. Από τα αποτελέσματα καμμιά ομάδα ζώων δεν είχε 

στατιστικά σημαντική διαφορά με κάποια άλλη. 

 

Συγκεκριμένα για την πειραματική διαδικασία του Υ λαβύρινθου οι μέσοι όροι των 

ομάδων±sem έχουν ως εξής: WT Placebo: 56.9±3.9, WT ENT-A061: 61.4±3.6, APP Placebo: 

57±1.4, APP ENT-A061: 56.8±3.8. 
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Εικόνα 10. Ποσοστό εναλλαγής επιλογής βραχίονα για τον Υ λαβύρινθο. Για τη δοκιμασία Υ 

λαβύρινθου υπολογίσθηκε το ποσοστό της εναλλαγής μεταξύ των τριών αρμών, στις τέσσερις 

ομάδες ζώων. Oι ομάδες είναι οι εξής WT Placebo (n=11), WT ENT-A061 (n=12), APP 

Placebo (n=13), APP ENT-A061 (n=13). Μεταξύ όλων των ομάδων p>0.05. 

 

Ιστολογικά πειράματα ανοσοφθορισμού 

 

Χρώση με πρωτογενές αντίσωμα ΑΡΡ 

Η χρώση αυτή γίνεται για τον εντοπισμό πλακών αμυλοειδούς και την σύγκριση του ποσού 

πλακών αμυλοειδούς πεπτιδίου ανάμεσα σε όλες τις 4 ομάδες. Συγκεκριμένα ανά φωτογραφία 

καταμετρώνται οι πλάκες αμυλοειδούς. Η καταμέτρηση αυτή γίνεται σε ολόκληρη την περιοχή 

του ιππόκαμπου και δεν έδειξε κάποια στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των τεσσάρων 

διαφορετικών ομάδων. 

Συγκεκριμένα σε αυτή τη χρώση οι μέσοι όροι των ομάδων±sem έχουν ως εξής: WT Placebo: 

7, WT ENT-A061: 0, APP Placebo: 192.2±23.8, APP ENT-A061: 226.2±63.4. 
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Εικόνα 11. Αριθμός πλακών αμυλοειδούς ανά κατηγορία. Στο συγκεκριμένο διάγραμμα 

φαίνεται ο μέσος όρος των πλακών αμυλοειδούς των μυών της κάθε ομάδας σε όλο τον 

ιππόκαμπο. Οι παραπάνω ομάδες είναι WT Placebo (n=1), WT ENT-A061 (n=0), APP Placebo 

(n=5), APP ENT-A061 (n=5). Μεταξύ όλων των ομάδων p>0.05. 

 

 

Εικόνα . Φωτογραφίες από ιππόκαμπο με χρώσεις με DAPI και 6Ε10. Στις εικόνες Α και Β 

βλέπουμε τις χρώσεις σε ιππόκαμπο APP Placebo ζώου με DAPI και 6Ε10 αντίστοιχα, ενώ στη 

C βλέπουμε την ένωση των δύο χρώσεων στην ίδια περιοχή της ίδιας τομής. Αντίστοιχα στις 
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εικόνες D, E και F για ιππόκαμπο ζώου APP ENT-A061. Μπορούν να παρατηρηθούν οι πυρήνες 

των κυττάρων και οι πλάκες αμυλοειδούς.  

 

 

Χρώση με πρωτογενές αντίσωμα DCX 

Η συγκεκριμένη χρώση έγινε για τον εντοπισμό πιθανής ενήλικης νευρογένεσης. Μετρήθηκαν 

στην περιοχή του DG (Dental Gyrus) κύτταρα τα οποία ήταν θετικά στην συγκεκριμένη ουσία 

(DCX+). Επιπλέον, στην συγκεκριμένη χρώση δεν εντοπίστηκαν στατιστικά σημαντικές 

διαφορές μεταξύ των ομάδων. 

 

Συγκεκριμένα για τη συγκεκριμένη χρώση τα αποτελέσματα ήταν: WT Placebo: 30.7±9.3, WT 

ENT-A061: 63.5±23.7, APP Placebo: 44.3±5.3, APP ENT-A061: 44.75±16.3. 

 

 

 

Εικόνα 12. Αριθμός DCX+ κυττάρων. Στο συγκεκριμένο διάγραμμα φαίνεται ο μέσος όρος 

των κυττάρων με χρώση DCX στους εγκεφάλους στην περιοχή DG του ιππόκαμπου των μυών 
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της κάθε ομάδας. Οι παραπάνω ομάδες είναι WT Placebo (n=4), WT ENT-A061 (n=4), APP 

Placebo (n=6), APP ENT-A061 (n=4). Μεταξύ όλων των ομάδων p>0.05. 

 

Εικόνα 13. Φωτογραφίες από την περιοχή DG του ιππόκαμπου με χρώσεις DAPI και DCX. 

Στις εικόνες Α, Β, D, E, G, H αποτελούν χρώσεις με DAPI και αντισώματα για DCX, ζώων WT 

Placebo, APP Placebo, APP ENT-A061 αντίστοιχα. Στις εικόνες C, F και Ι φαίνεται η ένωση 

των χρώσεων αυτών για τους αντίστοιχους εγκεφάλους. Μπορούν να παρατηρηθούν οι πυρήνες 

των κυττάρων αλλά και τα DCX+ κύτταρα. 

 

 

Χρώση με πρωτογενή αντισώματα PSD95 και Synapsin I  

Ο σκοπός της συγκεκριμένης χρώσης είναι να μελετηθεί εάν υπήρξε διαφορά στην ποσότητα 

των συνάψεων μεταξύ του πριν και του μετά της χορήγησης είτε του ΕΝΤ-Α061 είτε placebo. 

Έγινε μέτρηση του φθορισμού ανά περιοχή με χρήση του προγράμματος Fiji (Image J). Η 
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περιοχή η οποία ερευνάται για την συγκεκριμένη χρώση είναι η CA3 του ιππόκαμπου. Στις 

συγκεκριμένες χρώσεις δεν παρατηρήθηκε διαφορά μεταξύ των διαφορετικών ομάδων. 

 

Συγκεκριμένα στη χρώση PSD95 τα αποτελέσματα ήταν WT Placebo: 0, WT ENT-A061: 

46.1±5.1, APP Placebo: 60±9, APP ENT-A061: 59.8±10.2. 

Ενώ για τη χρώση SynI τα αποτελέσματα ήταν WT Placebo: 55.3±7.3, WT ENT-A061: 

52.2±4.8, APP Placebo: 59.5±10.2, APP ENT-A061: 63.6±3.9. 

 

 

Εικόνα 14. Ποσοστό φθορισμού ανά περιοχή. Στα διαγράμματα Α και Β φαίνονται οι μέσοι 

όροι των ποσοστών φθορισμού ανά περιοχή CA3 για τις δύο διαφορετικές χρώσεις για τις 

τέσσερις πειραματικές ομάδες. Οι παραπάνω ομάδες για τη χρώση με PSD95 είναι WT Placebo 

(n=0), WT ENT-A061 (n=5), APP Placebo (n=3), APP ENT-A061 (n=3), ενώ για τη χρώση 

SynI είναι WT Placebo (n=4), WT ENT-A061 (n=3), APP Placebo (n=3), APP ENT-A061 

(n=5). Μεταξύ όλων των ομάδων p>0.05. 
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Εικόνα 15. Φωτογραφίες από την περιοχή CA3 του ιππόκαμπου με χρώσεις DAPI, Anti 

PSD95 και Anti Synapsin I. Συγκεκριμένα, στις εικόνες A, B, C και E, F, G φαίνεται η χρώση 

DAPI, Anti PSD95 και Anti Synapsin I σε εγκεφάλους ζώων APP ENT-A061 και WT ENT-

A061αντίστοιχα. Στις εικόνες D και H φαίνεται στην ίδια περιοχή των ίδιων εγκεφάλων η ένωση 

αυτών των χρώσεων. Μπορούν να παρατηρηθούν οι πυρήνες των κυττάρων και οι περιοχές των 

συνάψεων. 
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4. Συζήτηση 

Συμπεριφορικά πειράματα 

 

Δοκιμασίες αναγνώρισης αντικειμένων 

Σε έρευνες στις οποίες μελετάται η μνήμη των ζώων χρησιμοποιούνται συχνά οι 

συγκεκριμένοι έλεγχοι αναγνώρισης αντικειμένων, οι οποίοι βασίζονται στην εγγενή τάση των 

τρωκτικών να αναζητούν και να εξερευνούν το καινούργιο αντικείμενο (Ennaceur & Delacour, 

1988). Τα συγκεκριμένα πειράματα είναι σχετικά εύκολα να εφαρμοστούν καθώς δεν απαιτούν 

από τα ζώα να μπουν σε διαδικασίες έλλειψης φαγητού ή νερού. Η μνήμη αναγνώρισης είναι 

μία πολύ βασική ικανότητα μνήμης που περιλαμβάνει την ικανότητα για αναγνώριση αλλά και 

την κρίση των προηγουμένων συνθηκών ή αντικειμένων (Brown & Aggleton, 2001). Στις 

διαδικασίες αναγνώρισης αντικειμένου έχει φανεί πως ουσιαστικό ρόλο παίζουν δύο περιοχές 

του εγκεφάλου, ο περιρινικός φλοιός και ο ιππόκαμπος. Συγκεκριμένα η δοκιμασία 

αναγνώρισης νέου αντικειμένου σχετίζεται με τις περιοχές του ιππόκαμπου, περιοχές του 

περιρινικού και ενδορινικού φλοιού (Buckmaster et al., 2004; Hammond et al., 2004). Ο 

ενδορινικός φλοιός κατέχει σημαντικό ρόλο στα inputs και τα outputs του ιππόκαμπου. Ακόμη, 

ένας δείκτης του Αλτσχάιμερ έχει προταθεί πως είναι και η μειωμένη ικανότητα της μνήμης 

οπτικής αναγνώρισης (αναγνώριση χαρακτηριστικών των αντικειμένων). Η μνήμη αυτή 

σχετίζεται με αλληλεπιδράσεις του νεοφλοιού με τον ενδορινικό και τον περιρινικό φλοιό,, 

ενώ ο ιππόκαμπος έχει κυρίως ρόλο σε χωρική και χρονική αναγνώριση αντικειμένου (Grayson 

et al., 2015). Ο ιππόκαμπος μαζί με τον ενδορινικό, τον περιρινικό και τις άλλες γειτονικές 

περιοχές (parahippocampal  δημιουργούν το σύστημα του medial temporal lobe (MTL), το 

οποίο είναι ένα σύστημα μνήμης. 

Όσον αφορά τη δοκιμασία αναγνώρισης αντικειμένου ως προς τη θέση, η τάση των τρωκτικών 

είναι να αφιερώσουν περισσότερο χρόνο προς εξερεύνηση του αντικειμένου που μετακινήθηκε 

σε νέα θέση (Ennaceur, Neave, & Aggleton, 1997). Η δοκιμασία αυτή βασίζεται σε λειτουργία 

του ιππόκαμπου, καθώς έχει σχέση με τη χωρική μνήμη (Rolls et al., 2018).  

Στα πειράματα αναγνώρισης αντικειμένου με βάση τη θέση του και αντικειμένου με χρονική 

σειρά, πειράματα με ζώα με βλάβες σε διάφορες περιοχές του εγκεφάλου έχουν δείξει πως 

σημαντικό ρόλο παίζει και ο προμετωπιαίος φλοιός (PFC). Έχει δειχθεί ότι μη πρωτεύοντα 

ζώα μπορούν να διακρίνουν οικείο από μη οικείο αντικείμενο αλλά δεν μπορούν να διακρίνουν 

τα αντικείμενα με βάση τη σειρά που τους παρουσιάστηκαν, εάν πάσχουν από βλάβη στον 
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PFC (Mitchell, 1998). Επειδή συμπτώματα αντίστοιχα με τις βλάβες που αναφέρθηκαν, όπως 

αμνησία και αδυναμία αναγνώρισης οικείων αντικειμένων είναι συμπτώματα της νόσου του 

Αλτσχάιμερ που μελετάται στη συγκεκριμένη εργασία, τα πειράματα αναγνώρισης 

αντικειμένου είναι πολύ βασικά για την εξαγωγή συμπερασμάτων.  

 

 

Συντελεστική εκμάθηση φόβου 

Η εκμάθηση μέσω του φόβου και συγκεκριμένα του ηλεκτρικού σοκ στα πόδια είναι από τους 

πιο εύκολους τρόπους μάθησης μέσω συσχέτισης με το περιβάλλον. Η μάθηση και η 

συσχέτιση του χώρου αυτού με το ερέθισμα εκφράζονται ως πάγωμα του υποκειμένου 

(freezing), το πάγωμα αυτό αποτελεί ειδική συμπεριφορά για το συγκεκριμένο είδος ζώου, και 

αποτελούν αυτό που ονομάζεται συντελεστική εκμάθηση φόβου (Matus-Amat et al., 2004). 

Επιπλέον κατά την πειραματική διαδικασία στα πρωτόκολλα υπάρχει επανέκθεση στο ίδιο 

περιβάλλον που το ζώο έλαβε τον ηλεκτρισμό στο πόδι. Κατά την πειραματική διαδικασία 

αυτή, τα υποκείμενα μαθαίνουν να συσχετίζουν το ηλεκτρικό σοκ με το περιβάλλον (Α, εικόνα 

5) στο οποίο το δέχτηκαν. Η διαδικασία αυτή ονομάζεται ευαισθητοποίηση. Τις επόμενες 

μέρες όπου το ζώο εκτίθεται στο ίδιο περιβάλλον χωρίς το ερέθισμα σταδιακά 

απευαισθητοποιείται. 

Πολλές μελέτες υποδεικνύουν πως βλάβη στον ιππόκαμπο επηρεάζει αρνητικά την 

συντελεστική εκμάθηση φόβου (Blanchard & Fial, 1968; Phillips & LeDoux, 1992). Οι 

ερευνητές Xu και Südhof, το 2013, επίσης υποστήριξαν πως οι περιοχές έσω προμετωπιαίος 

φλοιός και ιππόκαμπος εμπλέκονται στη διαδικασία της μνήμης στην συντελεστική εκμάθηση 

φόβου. Θεωρείται πως ο ιππόκαμπος έχει σημαντικό ρόλο αλλά ελεγχόμενο χρονικά στην 

αποθήκευση μνημών οι οποίες θα ενσωματωθούν αργότερα σε άλλες εγκεφαλικές δομές. Οι 

βλάβες στην περιοχή του ιππόκαμπου οδηγούν σε οπισθοδρομική αμνησία και για το λόγο 

αυτό μελετάται η συγκεκριμένη περιοχή στις έρευνες σχετικά με τη νόσο του Αλτσχάιμερ και 

στην συγκεκριμένη εργασία (Kim & Fanselow, 1992). 

Τέλος, τα κοκκώδη οδοντωτά κύτταρα που γεννιούνται στον ενήλικο οργανισμό (DGCs) 

παράγονται διαρκώς από νευρικά βλαστικά κύτταρα στην οδοντωτή έλικα (DG) του 

ιππόκαμπου στους ανθρώπους και τα τρωκτικά καθ’ όλα τη διάρκεια της ζωής τους. Τα DGCs 

ενσωματώνονται λειτουργικά στο κύκλωμα του ιππόκαμπου και παρουσιάζουν υψηλή 

συναπτική και δομική πλαστικότητα (Besnard & Sahay, 2021). Έρευνες δείχνουν πως 

ενδυναμώνοντας την ενήλικη νευρογένεση στις περιοχές DG-CA3-CA1, οδηγεί σε 



 

46 

 

In vivo μελέτη συνθετικών αναλόγων νευροτροφινών στο ζωϊκό μοντέλο 5xFAD της Νόσου 

Αλτσχάιμερ 

βελτιωμένες επιδώσεις στην συντελεστική εκμάθηση φόβου αλλά επίσης ενισχύει την 

ικανότητα διάκρισης του ηλεκτρικού σοκ από το αντίστοιχο πλαίσιο (Miller & Sahay, 2019). 

Οι ερευνητές Sahay et al. το 2011 διενέργησαν συμπεριφορικά πειράματα συντελεστικής 

εκμάθησης φόβου. Τα ζώα τα οποία συμμετείχαν σε αυτό το πείραμα ήταν μύες με αυξημένη 

ενήλικη νευρογένεση. Τα ζώα αυτά ήταν πιο ικανά από τα ζώα της ομάδας ελέγχου στο να 

ξεχωρίζουν επικαλυπτόμενα πλαίσια, γεγονός το οποίο είναι ένδειξη για αυξημένη ικανότητα 

διαχωρισμού μοτίβων (pattern separation). Επιπλέον, οι ίδιοι αποδεικνύουν μέσω 

ακτινοβολίας στον ιππόκαμπο, πως οι μύες οι οποίοι δεν είχαν νευρώνες που γεννήθηκαν στην 

ενήλικη περιοχή DG, είχαν μειωμένη ικανότητα να ξεχωρίσουν μεταξύ δύο παρόμοιων 

περιβαλλόντων. Για τους λόγους αυτούς στη συγκεκριμένη μελέτη διεξάγεται και χρώση με 

DCX για την έρευνα των επιπέδων της ενήλικης νευρογένεσης, ανά τις διαφορετικές 

κατηγορίες ζώων και σχετικά με τη χορήγηση του συνθετικού ENT-A061. 

 

Υ Λαβύρινθος δοκιμασία αυθόρμητης εναλλαγής 

Η συγκεκριμένη δοκιμασία μελετάει την προθυμοποίηση των ζώων να εξερευνήσουν νέα 

περιβάλλοντα. Η δοκιμασία αυτή επιπλέον αποτελεί μία δοκιμασία της χωρικής μνήμης 

εργασίας (Prieur & Jadavji, 2019; Sarnyai et al., 2019). Έτσι, η αυθόρμητη εναλλαγή είναι ο 

τρόπος με τον οποίο μετριέται η χωρική μνήμη εργασίας. Ένα υποκείμενο με πλήρως 

λειτουργική μνήμη εργασίας θα θυμάται ποιοι ήταν οι αρμοί στους οποίους μπήκε πρόσφατα 

και έτσι θα φανεί η τάση του να επισκέπτεται τους λιγότερο πρόσφατους αρμούς της συσκευή 

Υ λαβυρίνθου. Επιπλέον είναι γνωστό πως στα ζώα που πάσχουν από τη νόσο του Αλτσχάιμερ 

εμφανίζονται δυσλειτουργίες όσον αφορά τη χωρική μνήμη, πράγμα που καθιστά τη 

πραγματοποίηση της συγκεκριμένης δοκιμασίας στη μελέτη αυτή, καίρια (Hoveida et al., 

2011). 

 

 

Πειράματα ανοσοφθορισμού 

Στην εργασία αυτή έγινε μελέτη για την ποσότητα εναπόθεσης πλακών αμυλοειδούς. Όπως 

έχει αναφερθεί και στην εισαγωγή οι συσσώρευση πλακών αμυλοειδούς είναι υπεύθυνη για 

πολλά από τα βασικά συμπτώματα της νόσου Αλτσχάιμερ. Μέσω της τεχνικής του 

ανοσοφθορισμού έγινε η χρώση των τομών για ανίχνευση των πλακών αμυλοειδούς και το 

αποτέλεσμα δείχνει πως δεν υπάρχει παρ’ όλα αυτά σημαντική διαφορά μεταξύ των τεσσάρων 

διαφορετικών ομάδων στις οποίες ανήκαν τα ζώα σ αυτήν την εργασία, δεν καταγράφηκαν 
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όμως διαφορές ούτε μεταξύ των ομάδων Wild Type Placebo με 5xFAD Placebo. Επιπρόσθετα 

καθώς πολλές μελέτες δείχνουν μειωμένη ενήλικη νευρογένεση στα άτομα με τη νόσο του 

Αλτσχάιμερ, ήταν σημαντικό να γίνει χρώση με τη μέθοδο του ανοσοφθορισμού για την 

doublecortin, για την ανίχνευση κυττάρων θετικών σε DCX. Συγκεκριμένα η ποσοτικοποίηση 

των κυττάρων που εκφράζουν DCX είναι ένας αξιόπιστος δείκτης για τις ρυθμίσεις που 

γίνονται κατά την ενήλικη νευρογένεση (Couillard-Despress et al., 2005). Στη συνέχεια 

μετρήθηκε ο αριθμός συνάψεων σε όλες τις κατηγορίες των ζώων, με σκοπό να διευκρινιστεί 

εάν υπήρξε κάποια διαφορά μεταξύ τις κατηγορίες ζωών στα οποία χορηγήθηκε ο αγωνιστής 

ΕΝΤ-Α061. Η απώλεια των συνάψεων στη νόσο του Αλτσχάιμερ είναι ένα από τα 

αποτελέσματα που έχει η συσσώρευση πλακών αμυλοειδούς και συσχετίζεται και με την 

γνωστική έκπτωση (Colom-Cadena et al., 2020), πράγμα που σημαίνει ότι τα αποτελέσματα 

αυτά θα μπορούσαν να συσχετιστούν και με τα συμπεριφορικά πειράματα που διενεργήθηκαν. 
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5. Συμπεράσματα 

Στην παρούσα μελέτη η πλειοψηφία των συμπεριφορικών αλλά και όλα τα ιστολογικά 

πειράματα δεν επέφεραν στατιστικώς σημαντικά αποτελέσματα. Μία ερμηνεία για αυτά τα 

αποτελέσματα θα μπορούσε να είναι πως ίσως δεν έγινε επιτυχημένο χειρουργείο ή/και πως οι 

πελέτες με τον συνθετικό αγωνιστή δεν διαλύθηκαν όπως ανέμεναν οι ερευνητές. Οι εξηγήσεις 

αυτές θα έδιναν απάντηση στη σύγκριση μεταξύ Placebo και ENT-A061 ομάδων που 

χαρακτηριζόντουσαν από τον ίδιο γονότυπο. Δεν είναι όμως ικανές αυτές οι ερμηνείες να 

απαντήσουν και στο εξής ερώτημα: γιατί δεν υπάρχει διαφορά στις επιδόσεις και στους ιστούς 

μεταξύ των δύο διαφορετικών γονοτύπων. Απάντηση σε αυτό το ερώτημα που αφορά κυριώς 

τις επιδόσεις στα συμπεριφορικά πειράματα, θα μπορούσαν να δώσουν οι συνθήκες που 

κυριαρχούσαν στο ζωοτροφείο και στο χώρο διεξαγωγής των συμπεριφορικών πειραμάτων. 

Πιο συγκεκριμένα οι θερμοκρασίες που είχαν αυτοί οι χώροι ήταν είτε 15 είτε 30 βαθμοί 

Κελσίου. Το πρόβλημα αυτό οφειλόταν σε βλάβη στο σύστημα κλιματισμού. Έχει αποδειχθεί 

πως η θερμοκρασία και οι μεταβολές τις μπορούν να αποτελέσουν περιβαλλοντικό στρεσογόνο 

παράγοντα, γνωστό και ως θερμικό στρες (thermal stress) (Gaskill & Garner, 2017). Ένα τέτοιο 

γεγονός μπορεί να ταράξει την ομοιόσταση των υποκειμένων, καθώς η θερμοκρασία στις 

συνήθεις συνθήκες εργαστηρίου είναι 20-24 βαθμοί Κελσίου (Gordon et al., 1993). Σε 

εργαστηριακές συνθήκες, τα ζώα έχουν λίγο ή καθόλου έλεγχο στη θερμοκρασία, και έτσι η 

απώλεια αυτού του ελέγχου αλλά και η απότομη μεταβολή της θερμοκρασίας μπορεί να τους 

προκαλέσει πίεση (Moberg, 2000). Έτσι, πιθανόν στην συγκεκριμένη εργασία οι απότομες 

μεταβολές της θερμοκρασίας αλλά και η μεγάλη απόκλιση αυτών των τιμών από τις 

προτεινόμενες, να επηρέασε σημαντικά την επίδοση των υποκειμένων. 

 

Συγκεκριμένα όμως στα αποτελέσματα των ιστολογικών πειραμάτων δεν υπάρχει επίσης 

κάποια στατιστικά σημαντική διαφορά. Αυτό μπορεί επιπλέον να εξηγηθεί από τον μικρό 

αριθμό ζώων στα οποία έγιναν πειράματα και στις τέσσερις κατηγορίες. Τα μεγέθη των 

δειγμάτων είναι πολύ μικρά και τα στατιστικά αποτελέσματα μπορεί να μην είναι αρκετά 

ακριβή ή αξιόπιστα για να συναχθούν νοήματα. 

 

Στη δεύτερη και στην τρίτη μέρα του πειράματος της συντελεστικής εκμάθησης φόβου και στο 

δεύτερο πλαίσιο, βλέπουμε πως υπάρχει μία στατιστικώς σημαντική διαφορά (p<0,05), καθώς 

τα ζώα με γονότυπο ΑΡΡ που δέχθηκαν Placebo, έχουν σημαντικά μεγαλύτερο χρόνο 

ακινητοποιημένα απ’ ό,τι τα ζώα με τον ίδιο γονότυπο που δέχθηκαν ΕΝΤ-Α061 και από τα 
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ζώα με γονότυπο αγρίου τύπου στα οποία χορηγήθηκε ΕΝΤ-Α061. Συμπερασματικά, αυτά τα 

αποτελέσματα θα μπορούσαν να δείχνουν πως η χορήγηση του ΕΝΤ-Α061, πράγματι 

επηρεάζει την συσχέτιση του πλαισίου με το ηλεκτρικό ερέθισμα, αλλά και την ταχύτητα με 

την οποία το ζώα θα απευαισθητοποιηθούν. 

 

Στη συγκεκριμένη μελέτη δεν μπορεί να εξαχθεί ένα καθολικό συμπέρασμα για τη συνεισφορά 

του αγωνιστή ΕΝΤ-Α06, αλλά μπορεί να γραφτεί πως υπάρχει μία τάση λόγω κάποιων 

αποτελεσμάτων των συμπεριφορικών πειραμάτων να ενισχύει ο αγωνιστής αυτός την απόδοση 

των υποκειμένων αλλά και να βοηθάει στον διαχωρισμό μεταξύ διαφορετικών πλαισίων. 

Σύμφωνα με αυτά που έχω αναφέρει στην προηγούμενη ενότητα των αποτελεσμάτων, τα 

αποτελέσματα από τα συγκεκριμένα πειράματα θα μπορούσαν να είναι ένδειξη ενισχυμένης 

νευρογένεσης. Αυτό σημαίνει πως ο αγωνιστής ΕΝΤ-Α061 έχει ερευνητική προοπτική να 

ενισχύει την νευρογένεση σε συγκεκριμένες περιοχές του ιππόκαμπου, γεγονός που τον 

καθιστά στόχο για περαιτέρω έρευνα. Κάποιοι περιορισμοί που υπήρχαν στη μελέτη αυτή, θα 

μπορούσαν να προσπεραστούν επαναλαμβάνοντας την ίδια πειραματική διαδικασία 

συμπεριλαμβανομένων των συμπεριφορικών και των ιστολογικών πειραμάτων. Σε αυτήν την 

περίπτωση χρειάζεται να χρησιμοποιηθεί μεγαλύτερος αριθμός ζώων για να μπορέσουν να 

επαληθευθούν στατιστικά τα αποτελέσματα. Επιπλέον ίσως χρειαστεί να αναθεωρηθεί η 

ποσότητα δραστικής ουσίας που χρησιμοποιείται στις πελέτες, αλλά θεωρώ αυτό μπορεί να 

γίνει σε δευτερεύοντα χρόνο. Πιο σημαντικά για την πορεία αυτής της έρευνας είναι η 

επανάληψη των πειραμάτων σε ρυθμισμένες συνθήκες θερμοκρασίας και με μεγαλύτερο 

αριθμό υποκειμένων. 
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