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Περίληψη 
 

Μια συνθήκη κοινή για όλα τα άτομα και τους οργανισμούς αποτελεί αυτή της έκθεσης σε 

στρεσσογόνους ή δυνητικά στρεσσογόνους παράγοντες. Όπως είναι γνωστό, η συνθήκη της 

έκθεσης σε στρεσσογόνες καταστάσεις μπορεί να επηρεάσει με διάφορους τρόπους, τόσο 

συναισθηματικές και γνωστικές λειτουργίες, όσο και φυσιολογικές λειτουργίες ακόμα και σε 

κυτταρικό επίπεδο. 

Ο προμετωπιαίος φλοιός (PFC) είναι η εξελικτικά πιο ανεπτυγμένη περιοχή και σχετίζεται με 

τις ανώτερες λειτουργίες του οργανισμού. Αυτό σημαίνει πως είναι αυτή η περιοχή που 

καθορίζει σε μεγάλο βαθμό ανώτερες γνωστικές και συναισθηματικές λειτουργίες. Οι 

λειτουργίες του PFC διαφοροποιούνται σε θηλυκά και αρσενικά άτομα σε πολλές περιπτώσεις. 

Ο φυλετικός διμορφισμός που χαρακτηρίζει κάποιες από αυτές τις λειτουργίες μπορεί να 

παρατηρείται είτε κατά τη φυσιολογική συνθήκη, είτε κατά την έκφραση των 

χαρακτηριστικών κάποιας διαταραχής.  

Στόχος αυτής της διδακτορικής διατριβής ήταν να διερευνηθεί η επίδραση του συστημικού, 

αλλά και του κυτταρικού στρες στη λειτουργία του PFC.  

Στο πρώτο μέρος, η μελέτη εστίασε στις επιπτώσεις της αντίδρασης του στρες στον PFC τόσο 

αρσενικών, όσο και θηλυκών ατόμων. Στο δεύτερο μέρος, έγινε μια προσπάθεια προσέγγισης 

των φυλετικών διαφοροποιήσεων που παρατηρήθηκαν κατά την απόκριση του στρες και στο 

τρίτο μέρος, μελετήθηκε η αλληλεπίδραση του συστημικού στρες με το κυτταρικό στρες στον 

PFC.  

Στο πρώτο μέρος της μελέτης, τα αποτελέσματα  έδειξαν ότι το οξύ στρες περιορισμού 

επέδρασσε αυξάνοντας την αγχώδη συμπεριφορά στους θηλυκούς μύες, αλλά όχι στους 

αρσενικούς, ενώ επηρέασε αρνητικά τις γνωστικές λειτουργίες που διαμεσολαβούνται από 

τον PFC μόνο στους αρσενικούς μύες. Η τελευταία επίδραση μπορεί να διαρκέσει για 

τουλάχιστον 24 ώρες, ενώ οι αρνητικές επιπτώσεις λόγω του στρες μπορούν να βελτιωθούν 

με τη χορήγηση του ανταγωνιστή των GRs, μιφεπριστόνη. Επιπροσθέτως, είδαμε ότι η 

συνθήκη του στρες προκαλεί μειωμένη νευρωνική ενεργοποίηση του PFC στα αρσενικά 

άτομα σε σύγκριση με τα θηλυκά, ενώ και σε αυτή την περίπτωση αυτή η συνθήκη 

βελτιώνεται με τη χορήγηση μιφεπριστόνης. Ταυτόχρονα, 24 ώρες μετά το στρες περιορισμού 

παρατηρήθηκε σχετικά μειωμένη πυκνότητα δενδριτικών ακανθών στους δευτεροταγείς 

δενδρίτες στον PFC των αρσενικών μυών. Στη συνέχεια δείξαμε ότι τόσο η ενεργοποίηση του 
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CRF συστήματος, μέσω του στρες περιορισμού, της επίδρασης του παράγοντα CRF και της 

κορτικοστερόνης (CORT), αλλά όσο και το μπλοκάρισμα του συστήματος, μέσω του 

ανταγωνισμού των CRFRs, επιδρά αρνητικά στην επαγωγή μακρόχρονης συναπτικής 

ενδυνάμωσης (LTP) μόνο στον PFC των αρσενικών μυών.  Αντίθετα, είδαμε ότι η 

ενεργοποίηση του CRF συστήματος, μέσω της επίδρασης της CORT, προκαλεί μειωμένη 

GABAεργική αναστολή στον PFC των θηλυκών μυών. 

Καθώς τα παραπάνω αποτελέσματα χαρακτηριζόταν από έντονο φυλετικό διμορφισμό, όσον 

αφορά την επίδραση του στρες στον PFC, προχωρήσαμε στη διερεύνηση πιθανόν μηχανισμών 

αυτού του διμορφισμού. Αρχικά, δείξαμε ότι η φάση του οιστρικού κύκλου δεν επηρεάζει τις 

λειτουργίες του PFC που μελετήσαμε, ακόμα και σε συνάρτηση με τη συνθήκη του στρες. Στη 

συνέχεια, δείξαμε ότι είναι πιθανό η επαγωγή LTP στον PFC να διαμεσολαβείται από 

διαφορετικό μηχανισμό, σε θηλυκούς και αρσενικούς μύες. Συγκεκριμένα, παρουσιάζουμε 

την υπόθεση ότι η επαγωγή LTP να είναι NMDA- εξαρτώμενη στα θηλυκά και μη NMDA-

εξαρτώμενη στα αρσενικά, καθώς φαίνεται ότι έχει σημαντικό ρόλο ο GABAA.  

Τέλος, στο τρίτο μέρος, διερευνήσαμε την αλληλεπίδραση του συστημικού στρες και του 

οξειδωτικού στρες στον PFC. Αρχικά, είδαμε ότι το στρες περιορισμού δεν επηρεάζει την 

έκφραση ενός δείκτη του οξειδωτικού στρες στα κύτταρα του PFC, αλλά παρουσία του 

ανταγωνιστή μιφεπριστόνη, παρατηρείται μια σημαντική αύξηση του δείκτη στα θηλυκά 

άτομα που υπεβλήθησαν στη συνθήκη του στρες. Επιπλέον, φαίνεται ότι η αύξηση του 

κυτταρικού στρες μειώνει τη συναπτική πλαστικότητα στον PFC θηλυκών μυών, αλλά όχι 

αρσενικών.  

Συμπερασματικά, παρατηρείται η πολύ έντονη επίδραση του παράγοντα του φύλου στις 

επιπτώσεις της συνθήκης του στρες, τόσο του συστημικού, όσο και του κυτταρικού, στις 

λειτουργίες του PFC. Η βασική υπόθεση που προκύπτει από αυτή τη μελέτη είναι πως φαίνεται 

να υπάρχει κάποιος προστατευτικός μηχανισμός των θηλυκών ατόμων σε ότι αφορά στις 

επιπτώσεις του συστημικού στρες στις λειτουργίες του PFC, ενώ παράλληλα προκύπτει η 

υπόθεση ότι ο PFC των θηλυκών μυών είναι πιο ευαίσθητος απέναντι στο οξειδωτικό στρες.  
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Abstract  
 

Stress -or even potential stressors- is a common condition influencing the lives of all individuals 

and organisms. It is known that exposure to stress can affect emotional and cognitive functions 

in several ways as well as physiological processes even on a cellular level. The prefrontal cortex 

(PFC) is evolutionarily the most developed brain region, and it is related to an organism’s higher 

functions. In other words, it is the main brain region controlling higher cognitive and emotional 

functions. The functions of the PFC are differentiated in females and males in many cases. The 

sexual dimorphism of several of these functions can be observed either in normal conditions or 

in mental disorders The aim of this doctoral thesis was to investigate the effect of systemic and 

cellular stress on PFC functions. 

In the first part, the study focuses on the effects of stress response on the PFC of both males and 

females. In the second part, an attempt was made to investigate the sexual differences observed 

during the stress response and in the third part; the interaction of systemic and cellular stress in 

the PFC was studied. The results of the first part of the study showed that acute restraint stress 

increased stress behavior in female but not in male mice, while negatively affecting PFC -

mediated cognitive functions in male mice only. The latter effect can last for at least 24 hours, 

while the negative effects of stress can be improved by the administration of the  GRs antagonist, 

mifepristone. Furthermore, we showed that stress conditions cause reduced neuronal activation 

of the PFC in males compared to females, and in this case too the administration of mifepristone 

leads to improvement. Concurrently, 24 hours after the restraint stress, a relatively reduced 

density of dendritic spines was observed in the secondary dendrites in the PFC of male mice. 

Subsequently, it was shown that the activation of the CRF system through restraint stress and 

through the effect of CRF and corticosterone (CORT), along with the inhibition of the system 

through CRFRs antagonism, have a negative effect on the induction of long-term synaptic 

potentiation (LTP) only in the PFC of male mice. In contrast, activation of the CRF system through  

the effect of CORT causes reduced GABAergic inhibition in the PFC of female mice. 

Since the above-mentioned results depict a strong sexual dimorphism in the effect of stress on 

the PFC, we proceeded to investigate possible mechanisms of this dimorphism. Initially, we 

ensured that the phase of the estrous cycle does not affect the studied functions of the PFC, even 

in correlation to stress conditions. Next, we checked the possibility that LTP induction in the PFC 

is mediated by different mechanisms, in female and male mice. Specifically, we propose that LTP 
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induction is NMDA-dependent in females and non-NMDA-dependent in males, where GABAA 

appears to have a crucial role. 

Finally, in the third part, we examined the interaction of systemic and oxidative stress  in the PFC. 

No effect of restraint stress was observed on the expression of an oxidative stress marker in PFC 

cells, but in the presence of the antagonist mifepristone, we detected a significant increase in the 

marker’s expression in females undergoing stress. In addition, increased cellular stress appears 

to reduce synaptic plasticity in the PFC of female, but not male mice. 

In conclusion, sex strongly determines the outcomes of both systemic and cellular stress on the 

functions of the PFC. The main hypothesis that emerges from this study is that there seems to 

be some protective mechanism in females in terms of the effects of systemic stress on the PFC 

functions, while at the same time it is hypothesized that the female PFC is more susceptible to 

oxidative stress. 
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Abbreviations List  
 

A 

aCSF: artificial cerebrospinal fluid 

ACTH: adrenocorticotropic hormone 

AD: Alzheimer's disease 

AMPA: α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

AP5: (2R)-amino-5-phosphonovaleric acid 
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Bic: Bicuculline 

BF: basal forebrain 
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BNST: bed nucleus of the stria terminalis 
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CaMKII: Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II 

cAMP: cyclic adenosine monophosphate 
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CNS: central nervous system/ΚΝΣ: κεντρικό νευρικό σύστημα 
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CREB: cAMP-response element binding protein  

CRF: corticotropin-releasing factor 

CRF-BP: corticotropin releasing factor-binding protein 
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D 

ddH2O: double-distilled water 

DEE: diethyl ether 

dH2O: distilled water 

dlPFC: dorsolateral PFC  

DNA: deoxyribo-nucleic acid 
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DR: dorsal raphe 

DTT: dithiothreitol 

E 

(f)EPSPs: (fields) excitatory postsynaptic potentials 

F 

FBS: fetal bovine serum 

G 

GABA: γ-Aminobutyric acid 

GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GAR-HRP: goat anti-rabbit antibody conjugated to horseradish peroxidase 

GCs: glucocorticoids 

GluR: glutamate receptor 

GPCRs: G-protein-coupled receptors 

GR: glucocorticoid receptor 

GRKs: G-protein-coupled receptor kinases  
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H2O2: hydrogen peroxide  

HPA axis: hypothalamic-pituitary-adrenal axis/ΥΥΕ άξονας: άξονας υποθαλάμου, υπόφυσης, 

επινεφριδίων 

I 

IEG: immediate early genes  

IgG: immunoglobulin G 

IL: infralimbic cortex 

i.p.: intraperitoneal 

ISI: interstimulus interval 

L 

L/D: Light/Dark 

LFps: local field potentials 

LS: lateral septum 

LTD: long-term depression  

LTP: long-term potentiation 
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M 

MD: medio-dorsal nucleus of the thalamus  

Mif: mifepristone  

mPFC: medial prefrontal cortex 

MR: mineralocorticoid receptor 

mRNA: messenger ribo-nucleic acid 

N 

NMDA: N-methyl-D-aspartate 

NR: non- restraint stressed 

O 

OFC: orbitofrontal cortex  

O/N: over-night 

P 

PPR: paired pulse ratio 

PFC: pre-frontal cortex 

PKC: protein kinase C 

PrL: prelimbic cortex   

PAG: periaqueductal gray 

PBS: phosphate-buffered saline 

PFA: paraformaldehyde 

PKA: protein kinase A 

PKB: protein kinase B 

PKC: protein kinase C 

POMC: pro-opiomelanocortin 

ROS: reactive oxygen species 

RS: restraint-stressed (group of mice that subjected to 2hrs of restraint stress) 

RT: room temperature 

PTSD: post-traumatic stress disorder 

PVN: para-ventricular nucleus  

S 

SDS: sodium dodecyl sulfate  
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sIPSCs: spontaneous inhibitory post-synaptic currents 

STR: striatum  

Syp: synaptophysin 

T 

THA: thalamus 

TNF-a: tumor necrosis factor-a 

TOR: temporal order object recognition  

U 

UCNs: urocortins 

V 

vHPC: ventral hippocampus  

vlPFC: ventrolateral PFC  

vmPFC: ventromedial PFC 

VTA: ventral tegmental area 

W 

WB: Western Blot 
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Κεφάλαιο 1: Γενική εισαγωγή 
 

1.1 Ο Προμετωπιαίος Φλοιός 
 

1.1.1 Προμετωπιαίος Φλοιός (Pre-Frontal Cortex-PFC) 

Η οργάνωση του εγκεφαλικού φλοιού είναι ιεραρχική. Τη βάση της ιεραρχικής πυραμίδας 

αποτελούν περιοχές οι οποίες σχετίζονται με κινητικές και αισθητικές λειτουργίες. Σε ανώτερα 

επίπεδα βρίσκονται ανώτερες φυλογενετικά και οντολογικά περιοχές οι οποίες δέχονται 

εισόδους από άλλες φλοιϊκές περιοχές διαφορετικών λειτουργιών (π.χ. σωματοαισθητικός 

φλοιός, οπτικός φλοιός, ακουστικός φλοιός) και υποστηρίζουν ανώτερες λειτουργίες. Στην 

κορυφή της πυραμίδας βρίσκεται ο προμετωπιαίος φλοιός ο οποίος αποτελεί το «κέντρο 

εκτέλεσης» του εγκεφάλου (Fuster, 2001).  Στα θηλαστικά, ως προμετωπιαίος φλοιός ορίζεται 

η συνειρμική περιοχή που συναντάται στο πρόσθιο και μέσο τμήμα του μετωπιαίου λοβού και 

αποτελεί την πλέον ανεπτυγμένη εξελικτικά φλοιϊκή περιοχή. Αν και έχουν υπάρξει πολλές 

προσπάθειες οριοθέτησης και χαρακτηρισμού της περιοχής αυτής μέσω διαφορετικών 

κριτηρίων και μεθοδολογίας, δεν υπάρχει μέχρι και σήμερα ένας καθολικά αποδεκτός 

ανατομικός ορισμός του προμετωπιαίου φλοιού. Το βασικό χαρακτηριστικό γνώρισμα της 

συγκεκριμένης περιοχής που την ορίζει είναι οι κύριες αμφίδρομες συνδέσεις της με τον μεσο-

ραχιαίο πυρήνα του θαλάμου (mediodorsal nucleus of the thalamus – MD) του εγκεφάλου 

(Εικόνα 1.1) (Puig et al., 2014). Αυτή η φλοιϊκή περιοχή εντοπίζεται στο πρόσθιο άκρο των 

εγκεφαλικών ημισφαιρίων, πρόσθια του πρωτοταγή κινητικού φλοιού στην πλάγια, κογχική 

και διάμεση επιφάνεια, ενώ αποτελείται από μία ομάδα συσχετιζόμενων περιοχών (Kolb et al., 

2012). Κατά τη διάρκεια της εξέλιξης των θηλαστικών, ο προμετωπιαίος φλοιός ξεχώρισε ως 

προς το ρυθμό ανάπτυξης από τον υπόλοιπο νεοφλοιό καθώς αυξήθηκε σημαντικά σε μέγεθος 

και σήμερα αποτελεί την πλέον ανεπτυγμένη περιοχή του νεοφλοιού των πρωτευόντων. 

Συγκεκριμένα, στον άνθρωπο αποτελεί το 30% του εγκεφαλικού φλοιού (Carlén, 2017). 

Ο προμετωπιαίος φλοιός διακρίνεται ανατομικά σε τρείς υπο-περιοχές. Στα πρωτεύοντα οι 

περιοχές αυτές είναι: η πλευρική, η μέση και η κοιλιακή, οι οποίες εμφανίζουν ετερογένεια 

στην αρχιτεκτονική οργάνωση των κυττάρων τους και επιπλέον διαιρούνται σε επιμέρους 

υποπεριοχές. Σύμφωνα με την οργάνωση των περιοχών κατά το χάρτη του Brodmann οι 

υποπεριοχές του προμετωπιαίου φλοιού των πρωτευόντων διαχωρίζονται περαιτέρω ως 

εξής : η πλευρική περιλαμβάνει την ραχιαιοπλευρική (dorsolateral PFC – dlPFC) και την 

κοιλιακοπλευρική περιοχή (ventrolateral PFC – vlPFC), η μέση αποτελείται από την 

μεσοραχιαία (dorsomedial PFC – dmPFC) και την μεσοκοιλιακή περιοχή (ventromedial PFC – 
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vmPFC) και τέλος η κοιλιακή περιέχει τμήματα των vmPFC και vlPFC καθώς και την 

κογχομετωπιαιά περιοχή (OrbitoFrontal cortex- OFC). Σε άμεση επαφή με τις περιοχές αυτές 

βρίσκεται ο πρόσθιος προσαγώγιος φλοιός (anterior cingulate cortex - ACC) στον οποίο 

προβάλλει ο μεσοραχιαίος πυρήνας του θαλάμου και γι’ αυτό από μερικούς θεωρείται τμήμα 

του προμετωπιαίου φλοιού (Εικόνα 1.2). Συνολικά, ο προμετωπιαίος φλοιός συνάπτει 

αμφίδρομες συνδέσεις με τον μεσοραχιαίο πυρήνα του θαλάμου, αλλά παράλληλα 

δευτερογενώς και με άλλες φλοιϊκές και μη περιοχές. Οι υποπεριοχές του συνδέονται τόσο 

μεταξύ τους όσο και με άλλες περιοχές. Η πλευρική υποπεριοχή συνδέεται με τα βασικά 

γάγγλια και τις συνειρμικές περιοχές άλλων λοβών και οι άλλες δύο συνδέονται με τον 

υποθάλαμο και άλλες μεταιχμιακές δομές, όπως η αμυγδαλή και ο ιππόκαμπος (Carlén, 2017; 

Dalley et al., 2004; Fuster, 2001).   

 

Εικόνα 1.1: αντιστοιχία προμετωπιαίου φλοιού μεταξύ ανθρώπου & τρωκτικού, με βάση τις κύριες 

αμφίδρομες συνδέσεις του με τον μεσο-ραχιαίο πυρήνα του θαλάμου (mediodorsal nucleus of the 

thalamus – MD) του εγκεφάλου (Puig et al., 2014)      
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Εικόνα 1.2: Σχηματική απεικόνιση των υποπεριοχών του προμετωπιαίου φλοιού. dlPFC=dorsolateral PFC 

(ραχιαιοπλευρική περιοχή), vlPFC=ventrolateral PFC (κοιλιακοπλευρική περιοχή), dmPFC=dorsomedial PFC 

(μεσοραχιαία περιοχή), vmPFC=ventromedial PFC (μεσοκοιλιακή περιοχή), OFC=OrbitoFrontal Cortex 

(κογχομετωπιαιά περιοχή),ACC=Anterior Cingulate Cortex (πρόσθιος προσαγώγιος φλοιός) (Carlén, 2017) 

 

 

Όσον αφορά στα τρωκτικά η ύπαρξη μιας αντίστοιχης με τα πρωτεύοντα  δομής 

προμετωπιαίου φλοιού υπήρξε ιδιαίτερα αμφιλεγόμενη για μεγάλο χρονικό διάστημα. 

Ωστόσο, ανατομικές και λειτουργικές μελέτες παρείχαν αποδεικτικά στοιχεία για την ύπαρξη 

προμετωπιαίας φλοιϊκής περιοχής που παρουσιάζει μια ξεκάθαρη αναλογία με την 

προμετωπιαία περιοχή των πρωτευόντων καθώς δέχεται και προβάλλει συνδέσεις στο 

μεσοραχιαίο πυρήνα του θαλάμου του εγκεφάλου των τρωκτικών. Ο προμετωπιαίος φλοιός 

στα τρωκτικά δεν είναι τόσο διαφοροποιημένος όσο αυτός των πρωτευόντων αλλά και αυτός 

διαιρείται σε 3 υποπεριοχές: τον φλοιό της έλικας του προσαγωγίου (anterior cingulate cortex 

- aCg), τον προμεταιχμιακό φλοιό (prelimbic cortex - PrL) και τον υπομεταιχμιακό φλοιό 

(infralimbic cortex - IL) (Εικόνα 1.3). Οι υποπεριοχές αυτές επικοινωνούν με συνειρμικές και 

αισθητοκινητικές περιοχές του νεοφλοιού, με τμήματα του μεταιχμιακού συστημάτος και με 

άλλες εγκεφαλικές περιοχές (Carlén, 2017; Foster et al., 2012). 

Οι πυραμιδικοί νευρώνες του φλοιού της πρόσθιας έλικας του προσαγωγίου στέλνουν 

κατιούσες προεκβολές στην καρδιά του επικλινούς πυρήνα, το κέντρο επεξεργασίας της 

ανταμοιβής, και δέχονται ανιούσες συνδέσεις από αυτή καθώς και από άλλες μεταιχμιακές 

περιοχές (Kandel et al., 2000). Ο προμεταιχμιακός και ο υπομεταιχμιακός φλοιός επικοινωνούν 

μεταξύ τους, αλλά διασπείρουν τις συνδέσεις τους πολύ διαφορετικά στην έκταση του 

εγκεφάλου, με εξαίρεση τις κοινές προβολές τους σε τμήματα του μεσοκοιλιακού 

προμετωπιαίου φλοιού, του οσφρητικού προεγκεφάλου και του θαλάμου μέσης γραμμής. Ο 

προμεταιχμιακός προβάλλει κυρίως προς συνειρμικές και αισθητικοκινητικές περιοχές του 

νεοφλοιού, αλλά και προς μεταιχμιακές περιοχές που επηρεάζουν τη μάθηση, όπως για 

παράδειγμα ο κεντρικός και ο βασικός πυρήνας της αμυγδαλής. Ο υπομεταιχμιακός, αντιθέτα, 

προβάλλει κυρίως προς περιοχές που ελέγχουν την αυτόνομη και σπλαχνοκινητική 

δραστηριότητα (Vertes, 2004). Επιπροσθέτως, ο προμετωπιαίος φλοιός δέχεται πλούσια 

χολινεργική και μονοαμινεργική, ιδίως ντοπαμινεργική, εννεύρωση. Ο προμετωπιαίος φλοιός 

στοχεύει στα κύρια μετωπιαία χολινεργικά και μονοαμινεργικά συστήματα και επιπλέον έχει 

προβολές και στους χολινεργικούς νευρώνες στο βασικό προσθεγκέφαλο. Τα συστήματα αυτά 

δρουν εναλλάξ τροποποιώντας τα νευρωνικά δίκτυα, μέσω της επίδρασης τους στα 

διεγερτικά και ανασταλτικά συναπτικά σήματα, καθώς και σε άλλες πτυχές φλοιϊκής 
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επεξεργασίας σε νευρώνες του προμετωπιαίου φλοιού. Τέλος, οι ανιούσες συνδέσεις από τα 

συστήματα νευροδιαβίβασης που αναφέρθηκαν συμμετέχουν στον έλεγχο διαφόρων πτυχών 

της συμπεριφοράς (Robbins & Arnsten, 2009).  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.3: Αντιστοιχία της περιοχής του προμετωπιαίου φλοιού σε εγκέφαλο ανθρώπου (αριστερά) και 
τρωκτικού (μεσαία απεικόνιση) καθώς και οι περιοχές του φλοιού της πρόσθιας έλικας του προσαγωγίου (aCg), 
του προμεταιχμιακού (PL) και του υπομεταιχμιακού φλοιού (IL) σε τομή εγκεφάλου τρωκτικού. (Foster et al., 
2012) 

 

 

1.1.2 Οργάνωση του PFC: Νευρώνες: γλουταματεργικοί – GABAεργικοί  

Ο φλοιός του εγκεφάλου είναι οργανωμένος σε στοιβάδες (layers)  στα οποία προβάλλουν 

νευρώνες από απομακρυσμένες εγκεφαλικές περιοχές ή  αλληλοεπιδρούν νευρώνες «τοπικών 

δικτύων» (Adesnik & Naka, 2018; Harris & Shepherd, 2015).  

Έχει παρατηρηθεί ότι ο mPFC εμφανίζει μια ξεχωριστή αρχιτεκτονική (Van De Werd et al., 

2010), επιτρέποντας δυνητικά διαφορετικές και πιο πολύπλοκες μορφές επεξεργασίας της 

πληροφορίας που λαμβάνει. Συγκεκριμένα, ο mPFC λαμβάνει μια ποικιλία διεγερτικών 

προβολών από απομακρυσμένες εγκεφαλικές περιοχές και παράλληλα δημιουργεί προβολές 

σε πολλές άλλες περιοχές του εγκεφάλου. Αυτά τα μονοπάτια εισόδου και εξόδου 

αλληλεπιδρούν με το «τοπικό δίκτυο» του PFC, στο οποίο διαφορετικοί διεγερτικοί και 

ανασταλτικοί νευρώνες επικοινωνούν μεταξύ τους μέσω συγκεκριμένων μονοπατιών  

επικοινωνίας (Εικόνα 1.4)  (Anastasiades & Carter, 2021). Πιο συγκεκριμένα, σε αντίθεση με τον 

αισθητικό φλοιό ο οποίος αποτελείται από 6 στοιβάδες, ο mPFC διαιρείται σε πέντε κύριες 

στοιβάδες, η δομή και η λειτουργία των οποίων είναι καλά διατηρημένη και εμφανίζει κάποιες 

σημαντικές διαφορές σε σύγκριση με την οργάνωση του φλοιού.  Η στοιβάδα I (L1) περιέχει 

τους κορυφαίους δενδρίτες των πυραμιδικών νευρώνων και αρκετούς πληθυσμούς GABA-

ergic ενδονευρώνων (Abs et al., 2018; Anastasiades et al., 2021; Schuman et al., 2019). Ενώ στον 
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αισθητικό φλοιό συναντάται η στοιβάδα IV (L4), η οποία αποτελεί την κύρια στοιβάδα στην 

οποία προβάλλουν πυραμιδικά κύτταρα ή αστρο-κύτταρα που δημιουργούν ενδο-φλοιϊκές 

συνδέσεις, στον mPFC οι νευρώνες προβάλλουν σε όλες τις στοιβάδες (L1, L2/3, L5 & L6). Οι L2 

και L3 συνήθως ομαδοποιούνται ως L2/3, που περιέχουν κύτταρα που προβάλλουν σε άλλες 

περιοχές του φλοιού και άλλων περιοχών (BLA: basolateral amygdala; cPFC: contralateral PFC, 

MD: mediodorsal thalamus) (Han et al., 2018; Ueta et al., 2019). Παράλληλα, κύτταρα που 

βρίσκονται σε όλο το μήκος των στοιβάδων L2-L6 δημιουργούν προβολές (outputs) και 

εμπλέκονται σε κυκλώματα με άλλες περιοχές του εγκεφάλου, ενώ πολλοί τύποι αυτών των 

κυττάρων έχουν τη δυνατότητα να επικοινωνούν μεταξύ τους μέσω «τοπικών δικτύων» 

(Anastasiades et al., 2019; Brown & Hestrin, 2009; Collins et al., 2018; Harris & Shepherd, 2015; 

Ueta et al., 2019). Τέλος, οι στοιβάδες από το L1 ως το L6 δέχονται προβολές από 

απομακρυσμένες εγκεφαλικές περιοχές που σχετίζονται με γνωστικές και συναισθηματικές 

λειτουργίες. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.4: γενική οργάνωση του δικτύου του mPFC στα τρωκτικά. Παρουσιάζονται περιοχές κλειδιά οι οποίες 
επικοινωνούν  λαμβάνοντας και στέλνοντας συνδέσεις από και προς την περιοχή του mPFC. (Cortex, thalamus 
(THA), claustrum (CLA), ventral hippocampus (vHPC), periaqueductal gray (PAG), ventral tegmental area (VTA), 
basolateral amygdala (BLA), striatum (STR) (Anastasiades & Carter, 2021) 

 

 

1.1.3 Λειτουργίες PFC 

Ο προμετωπιαίος φλοιός αποτελεί το «κέντρο εκτέλεσης» του εγκεφάλου καθώς 

διαμορφώνει και ελέγχει, όπως έχει αναφερθεί, ανώτερες γνωστικές λειτουργίες. O όρος 

γνωστικές λειτουργίες περιλαμβάνει όλες τις ανώτερες νοητικές λειτουργίες του ανθρώπινου 

οργανισμού οι οποίες συνεργάζονται για την απόκτηση, οργάνωση και χρησιμοποίηση της 
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γνώσης. Οι γνωστικές λειτουργίες όπως η αντίληψη, η μνήμη, η νόηση, η γλώσσα, η επίλυση 

προβλημάτων, η λήψη αποφάσεων, αποτελούν το στάδιο στο οποίο το άτομο αλληλεπιδρά με 

το περιβάλλον. Ταυτόχρονα, ο προμετωπιαίος φλοιός σχετίζεται και με την χρονική οργάνωση 

αισθητικών, κινητικών και μνημονικών ερεθισμάτων (Kolb et al., 2012). Στη βάση της χρονικής 

οργάνωσης των ενεργειών βρίσκεται η νευρική διαδικασία της ενσωμάτωσης πληροφοριών 

από χρονικά διακριτά ερεθίσματα, δράσεις και σχέδια δράσεων που θα αξιοποιηθούν για την 

πραγματοποίηση μιας στοχευμένης αλληλουχίας συμπεριφορών. Για να διεκπεραιώσει το 

ρόλο αυτό, ο προμετωπιαίος φλοιός πρέπει να έχει πρόσβαση σε αισθητικά, κινητικά, 

μνημονικά και γενικότερα σε όλα τα στοιχεία που δομούν μια συμπεριφορά.  

Μία από τις βασικότερες λειτουργίες του προμετωπιαίου φλοιού είναι η συμμετοχή του στην 

μνήμη εργασίας (working memory). Η μνήμη εργασίας αποτελεί ένα τύπο μνήμης που είναι 

ενεργή για ένα πολύ περιορισμένο χρονικό διάστημα, συνήθως κλίμακας δευτερολέπτων, και 

σκοπεύει στη συσχέτιση πληροφοριών, απομακρυσμένων μεταξύ τους χωρικά και χρονικά. Η 

σημασία αυτού του είδους μνήμης έγκειται στην εμπλοκή του σε πλήθος γνωστικών 

λειτουργιών όπως η μάθηση, ο συλλογισμός, η αντίληψη, ο προσανατολισμός της προσοχής, η 

λήψη αποφάσεων, η αναστολή συμπεριφορών, η εκμάθηση κανόνων, η συμπεριφορική 

ευελιξία, ο σχεδιασμός δράσεων και η δημιουργικότητα. Επομένως, οι δυσλειτουργίες του 

προμετωπιαίου φλοιού δύναται να σχετίζονται άμεσα με εκπτώσεις στις γνωστικές 

λειτουργίες ατόμων που έχουν διαγνωστεί με νευροψυχιατρικές διαταραχές όπως η 

σχιζοφρένεια, η διπολική διαταραχή, η κατάθλιψη κ.ά. (Dalley et al., 2004; Goldman-Rakic, 

1996). 

Ένας ακόμα πολύ σημαντικός τύπος μνήμης που σχετίζεται με τη λειτουργία του 

προμετωπιαίου φλοιού είναι η χρονική μνήμη αναγνώρισης αντικειμένων. Η χρονική μνήμη 

αναγνώρισης, που ορίζεται ως μνήμη για τη σειρά με την οποία έχουν συμβεί τα γεγονότα ή 

έχουν παρουσιασθεί τα αντικείμενα, αντιπροσωπεύει μια άλλη σημαντική μορφή μνήμης, η 

οποία στην απλούστερη εφαρμογή της υποστηρίζει την ικανότητα του ατόμου να διακρίνει τη 

σχετική επικαιρότητα των ερεθισμάτων/συμβάντων (Hannesson et al., 2004; Mitchell & 

Laiacona, 1998). Αυτή η κατηγορία μνήμης παρέχει ένα χρονικό γνωστικό χάρτη, ανάλογο του 

καλύτερα μελετημένου χωρικού χάρτη, και επιτρέπει τη διαδοχική οργάνωση της 

συμπεριφοράς. Η χρονική μνήμη είναι κρίσιμη για την κατάλληλη και αποτελεσματική 

εφαρμογή πληροφοριών που προκύπτουν από άλλες μνημονικές και συμπεριφορικές 

διαδικασίες (Mitchell & Laiacona, 1998). Ενώ βλάβες στον mPFC οδηγεί σε δυσλειτουργία στις 

φυσικές συμπεριφορές που απαιτούν την εκτέλεση των βημάτων της συμπεριφοράς με τη 

σωστή σειρά. Οι αρουραίοι με βλάβες στον mPFC είναι σε θέση να παράγουν ακόμα και 
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πολύπλοκες συμπεριφορές, ωστόσο δεν καταφέρνουν να εκτελέσουν τα βήματα στη σωστή 

ακολουθία, υποδηλώνοντας ότι ο mPFC εμπλέκεται στη διαδοχική οργάνωση συμπεριφορών 

(Mitchell & Laiacona, 1998). Βλάβες στον dlPFC δεν είναι σε θέση να θυμούνται τη σειρά με την 

οποία αντιμετωπίστηκαν τα ερεθίσματα, να υπολογίσουν με ακρίβεια τη συχνότητα, να 

οργανώσουν μια ακολουθία συμπεριφορικών αποκρίσεων ή να προγραμματίσουν ένα 

χρονικά ταξινομημένο σύνολο δραστηριοτήτων (Mitchell & Laiacona, 1998). 

Σημαντικό ρόλο, επίσης, φαίνεται να έχει ο mPFC στη ρύθμιση του «αρνητικού» 

συναισθήματος. Μελέτες που υποστηρίζουν το ρόλο του mPFC στη ρύθμιση του αρνητικού 

συναισθήματος περιλαμβάνει τη «γενίκευση του εξαρτημένου φόβου» (δηλαδή, τις 

αποκρίσεις φόβου σε ερεθίσματα που γίνονται αντιληπτά με παρόμοιο τρόπο με το 

εξαρτημένο ερέθισμα) (Milad & Quirk, 2002; Morgan et al., 1993; Quirk et al., 2000). Μια αρχική 

μελέτη έδειξε ότι ελλείματα στη συναπτική μετάδοση στον mPFC έχει ως αποτέλεσμα την 

υπεργενίκευση των φοβικών μνημών (Xu et al., 2012), ενώ μια μεταγενέστερη μελέτη έδειξε 

ότι η αδρανοποίηση των ερεθισμάτων εισόδου του mPFC προς ένα συγκεκριμένο θαλαμικό 

πυρήνα, ο οποίος με τη σειρά του προβάλλει στον ιππόκαμπο και πίσω στον mPFC, αυξάνει  τη 

γενίκευση των φοβικών μνημών με παρόμοιο τρόπο (Xu & Südhof, 2013). Παράλληλα με τον 

πολύ σημαντικό ρόλο που φαίνεται να έχει ο mPFC στην αναστολή του αρνητικού 

συναισθήματος, υπάρχουν μελέτες που υποστηρίζουν το ρόλο του vmPFC στην επαγωγή 

αρνητικού συναισθήματος. Συγκεκριμένα, έχει φανεί πως άνθρωποι με βλάβη στον vmPFC 

δεν παρουσιάζουν αυξημένη επαγωγή αρνητικών συναισθημάτων, όπως φόβος, άγχος ή 

ενοχή, όπως θα ήταν αναμενόμενο από τις προαναφερθείσες μελέτες που με κάποιο τρόπο 

ορίσαν ένα «μοντέλο αναστολής» (Hiser & Koenigs, 2018). Αντίθετα, όπως έχει φανεί, 

άνθρωποι με βλάβες στον vmPFC εμφανίζουν έντονες συναισθηματικές εκφράσεις και 

μειωμένη φυσιολογική αντιδραστικότητα σε αποτρεπτικά ερεθίσματα (Barrash et al., 2000; 

Damasio et al., 1990), ενώ παράλληλα έχει παρατηρηθεί μειωμένη ευαισθησία σε διαταραχές 

όπως η κατάθλιψη και η διαταραχή μετατραυματικού στρες (Koenigs, Huey, Calamia, et al., 

2008; Koenigs, Huey, Raymont, et al., 2008). 

Η περιοχή του mPFC έχει επίσης ρόλο σε μια σειρά από κοινωνικές γνωστικές λειτουργίες.  Για 

παράδειγμα, άτομα με βλάβη στην περιοχή του vmPFC παρουσιάζουν ελλείμματα στην 

ενσυναίσθηση (Barrash et al., 2000; Shamay-Tsoory et al., 2009) και στην αναγνώριση των 

συναισθημάτων του προσώπου (Heberlein et al., 2008; Tsuchida & Fellows, 2012). Ένας ακόμα 

τομέας των κοινωνικών γνωστικών λειτουργιών, που διαμεσολαβείται της λειτουργίας του 

mPFC, είναι η επεξεργασία πληροφοριών που σχετίζονται με τον εαυτό τους. Μελέτες σε 

ανθρώπους έχουν δείξει ξεκάθαρα δραστηριότητα στην περιοχή του mPFC κατά τη διάρκεια 
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συμπεριφορικών δοκιμασιών που απαιτούν εστιασμένη στον εαυτό τους σκέψη, όπως για 

παράδειγμα η θεώρηση εάν ένα χαρακτηριστικό προσωπικότητας σχετίζεται με τον εαυτό 

τους, η πρόβλεψη της φύσης των συναισθημάτων τους σε μια υποθετική κατάσταση ή η 

ανάκληση μιας αυτοβιογραφικής μνήμης (Northoff et al., 2006; Svoboda et al., 2006). 

Η περιοχή του PFC επηρεάζεται από πολλαπλούς περιβαλλοντικούς (προ- και 

μεταγεννητικούς) και γενετικούς παράγοντες και έχει φανεί πως ωριμάζει σε επόμενα στάδια 

κατά την ανάπτυξη του ατόμου. Θεωρείται ώριμη μετά και την εφηβική ηλικία και βρίσκεται 

σε μόνιμη σχέση, τόσο με το εσωτερικό, όσο και με το εξωτερικό περιβάλλον του οργανισμού. 

Ο χαρακτήρας των λειτουργιών του προμετωπιαίου φλοιού τις καθιστά υπεύθυνες για τον 

προσδιορισμό του ατόμου και την έκφραση της προσωπικότητάς του. Επομένως, η διαρκής 

αλληλεπίδραση του ατόμου με το περιβάλλον και οι εμπειρίες που βιώνει σχηματίζουν και 

αναδιαμορφώνουν συνεχώς τα νευρωνικά δίκτυα του προμετωπιαίου φλοιού επιδρώντας 

στις λειτουργίες του και κατ’ επέκταση στη διαμόρφωση της ταυτότητα του ατόμου (Fuster, 

2001; Kolb et al., 2012). 

 

1.2 Η Πλαστικότητα 
 

1.2.1 Πλαστικότητα  

Ο όρος πλαστικότητα χαρακτηρίζει ένα δυναμικό μοντέλο το οποίο φέρει τη δυνατότητα 

μεταβολής και η δυνητική διατήρηση της μεταβολής αυτής για κάποιο χρονικό διάστημα. Η 

πλαστικότητα αναφέρεται στην ικανότητα ενός συστήματος να μεταβάλλεται υπό την 

επίδραση κάποιου ερεθίσματος χωρίς να υφίσταται αποδιοργάνωση (Kandel et al., 2014; 

Science of memory: Concepts, 2007). Η έννοια της πλαστικότητας εφαρμόζεται σε όλα τα 

επίπεδα της οργάνωσης του νευρικού συστήματος, εκφράζοντας, τόσο τη λειτουργική, όσο 

και τη δομική πλαστικότητα. Στο ανώτερο επίπεδο λειτουργικής οργάνωσης, η πλαστικότητα 

μπορεί να γίνει αντιληπτή μέσω της μεταβολής στη συμπεριφορά, κάτι που κατ’ επέκταση 

μπορεί να σχετιστεί με την έννοια της μάθησης. Στο χαμηλότερο επίπεδο λειτουργικής 

οργάνωσης, που φέρει και μια σχετική αυτονομία και που αποτελεί τη βάση του μεγαλύτερου 

μέρους της συμπεριφορικής πλαστικότητας, η λειτουργική πλαστικότητα συνίσταται στη 

συναπτική πλαστικότητα. Γενικά, ως πλαστικότητα θα μπορούσε να θεωρηθεί το σύνολο των 

φυσικών και βιοχημικών αλλαγών, που συμβαίνουν κυρίως στις περιοχές των συναπτικών 

συνδέσεων του εγκεφάλου, οι οποίες και αποτελούν τον σύνδεσμο μεταξύ των βιωμένων 

εμπειριών και της επίδρασής τους στη συμπεριφορά του οργανισμού (Weldon & Johnson, 
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2013). Το χαρακτηριστικό αυτό του εγκεφάλου υποδεικνύει το δυναμικό μοντέλου που 

ακολουθεί η δημιουργία και η ανάπτυξη των νευρωνικών δικτύων και σχετίζεται  την 

επίδραση διαφόρων παραγόντων του εσωτερικού και του εξωτερικού περιβάλλοντος του 

οργανισμού, σε συνδυασμό με γενετικούς  και επιγενετικούς παράγοντες συνδεόμενους με 

την αναπτυξιακή φάση του οργανισμού.  

Η έννοια της πλαστικότητας έχει διατυπωθεί από  τα τέλη περίπου του 19 ου αιώνα από τον 

ψυχολόγο και φιλόσοφο James William, ο οποίος αναφέρθηκε για πρώτη φορά στην ικανότητα 

του εγκεφάλου να αναδιαμορφώνεται και να μεταβάλλεται. Έτσι χαρακτήρισε την 

πλαστικότητα ως μια υποθετική συνθήκη κατά την οποία παρατηρούνται αλλαγές στο νευρικό 

σύστημα οι οποίες εξαρτώνται ή επάγονται από την παρατηρούμενη συμπεριφορά 

(Sidiropoulou, 2015). Παράλληλα, την ίδια περίοδο ο γνωστός ιστολόγος  νευροεπιστήμονας 

Santiago Ramon y Cajal είχε προτείνει τη θεωρία ότι η νοητική άσκηση μπορεί να τροποποιήσει 

και να ενδυναμώσει τις συνδέσεις μεταξύ νευρικών κυττάρων, ενώ ήταν ο πρώτος 

επιστήμονας ο οποίος είχε μιλήσει για την ύπαρξη εξειδικευμένων συνδέσεων μεταξύ των 

νευρώνων, τους οποίους έτσι είχε αναγνωρίσει ως δομικές και σηματοδοτικές μονάδες του 

εγκεφάλου. Είχε, δηλαδή, προτείνει ότι η δυνατότητα αλλαγής αυτών των συνδέσεων θα 

μπορούσε να αποτελεί τον μηχανισμό μέσω του οποίου επάγονται μακρόχρονες μεταβολές 

στον εγκέφαλο ως αποτέλεσμα της εμπειρίας (Sidiropoulou, 2015). 

 

1.2.2 Συναπτική πλαστικότητα 

Μια βασική παραδοχή στη νευροεπιστημονική μελέτη των φαινομένων μάθησης και μνήμης 

είναι ότι οι διεργασίες αυτές απαιτούν ή βασίζονται στο φαινόμενο της μεταβολής της 

συναπτικής διαβίβασης, τη συναπτική πλαστικότητα, δηλαδή ένα σύνολο διακριτών 

μοριακών και κυτταρικών διεργασιών που οδηγούν σε αλλαγή της συναπτικής διαβίβασης 

(Buzsaki, 2006). Υπό τη γενική και πιο χρησιμοποιούμενη έννοια, συναπτική πλαστικότητα 

είναι η ιδιότητα των χημικών συνάψεων να μεταβάλλονται ως αποτέλεσμα της νευρωνικής 

δραστηριότητας, η ικανότητα δηλαδή να αποκρίνονται με συγκεκριμένο τρόπο αναλόγως της 

«ιστορίας» της δραστηριότητάς τους. Ο βασικός ρόλος της συναπτικής πλαστικότητας 

θεωρείται ότι είναι η διαμόρφωση της συναπτικής εξόδου, δηλαδή η διαμόρφωση της 

επίπτωσης της διέγερσης ενός νευρώνα επί του επόμενου με τον οποίο συνδέεται συναπτικά. 

Ένας από τους πιο απλούς και άμεσους τρόπους επαγωγής μεταβολής της συναπτικής 

διαβίβασης είναι η επαναλαμβανόμενη ενεργοποίηση του προσυναπτικού νευρώνα μέσα σε 

ένα σχετικά σύντομο χρονικό διάστημα, δηλαδή η επαναλαμβανόμενη πρόκληση συναπτικής 
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διαβίβασης σε τακτά χρονικά διαστήματα τα οποία δεν είναι επαρκή για επιστροφή της 

σύναψης σε μια κατάσταση «ηρεμίας». 

Τα φαινόμενα συναπτικής πλαστικότητας κατηγοριοποιούνται σε δύο μεγάλες ομάδες με 

κριτήριο τη διάρκεια διατήρησης της μεταβολής της συναπτικής διαβίβασης, στη βραχύχρονη 

και στη μακρόχρονη συναπτική πλαστικότητα, αν και τα χρονικά όρια μεταξύ των δύο αυτών 

μεγάλων κατηγοριών είναι ασαφή και κυμαίνονται μεταξύ αρκετών δεκάδων λεπτών. Η 

περαιτέρω μελέτη των φαινομένων θα επιτρέψει την καλύτερη κατανόηση του ρόλου που 

μπορεί να έχει καθένα από τα φαινόμενα αυτά στις διεργασίες μάθησης και μνήμης, αλλά και 

γενικότερα στη λειτουργία του νευρικού συστήματος. 

 

1.2.3 Μακρόχρονη συναπτική πλαστικότητα 

Οι διαδικασίες της μακρόχρονης συναπτικής πλαστικότητας είναι αμφίδρομες, δηλαδή 

υπάρχει, τόσο η ενδυνάμωση, όσο και η αποδυνάμωση. Εντυπωσιακό είναι το γεγονός ότι οι 

μηχανισμοί επαγωγής τους στα αρχικά στάδια εμπλέκουν παρόμοιες διεργασ ίες, όπως τους 

υποδοχείς NMDA και την είσοδο ασβεστίου (Christie et al., 1996). 

Το κυρίαρχο παράδειγμα συναπτικής πλαστικότητας που θεωρείται πως αποτελεί τη 

θεμελιώδη νευροβιολογική διεργασία στη μνήμη και τη μάθηση είναι η μακρόχρονη 

συναπτική ενδυνάμωση (Long Term Potentiation-LTP) και έχει μελετηθεί εκτεταμένα στις 

συνάψεις του ιπποκάμπου, ενώ αποτελεί πλέον την αφετηρία κάθε μελέτης και συζήτησης 

γύρω από τους μοριακούς και κυτταρικούς μηχανισμούς των διεργασιών μάθησης και μνήμης 

(Neves et al., 2008). 

 

1.2.3.1 Μακρόχρονη συναπτική πλαστικότητα & Μνήμη 

Το βασικό μονοπάτι που συνδέει τη συναπτική πλαστικότητα με τη μνήμη σχετίζεται με το 

ρόλο του ιπποκάμπου και της νευρωνικής του δραστηριότητας στις διεργασίες μάθησης και 

μνήμης, και του υποδοχέα NMDA στη μακρόχρονη συναπτική ενδυνάμωση. Σχετικά λίγα 

στοιχεία όμως είναι γνωστά για τον τρόπο μέσω του οποίου οι διεργασίες ολοκλήρωσης 

μεταξύ διαφορετικών συνάψεων επηρεάζουν τη συμπεριφορά ενός νευρώνα και επίσης τον 

τρόπο με τον οποίο οι αλληλεπιδράσεις, εντός και μεταξύ νευρωνικών δικτύων, κωδικοποιούν 

και συγκρατούν την πληροφορία με τέτοιο τρόπο, ώστε να είναι ανακτήσιμη και να μπορεί να 

επηρεάσει τη συμπεριφορά μεταγενέστερα από τον χρόνο απόκτησής της (Nabavi et al., 2014; 

Neves et al., 2008). 
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Κοινή αποδοχή αποτελεί η υπόθεση της «συναπτικής πλαστικότητας και της μνήμης» (Martin 

et al., 2000; Takeuchi et al., 2014). Η υπόθεση αυτή στηρίζεται σε δύο παραδοχές: α) ότι η 

συναπτική πλαστικότητα αποτελεί ένα κοινό φαινόμενο κατά τη νευρωνική δραστηριότητα 

στον εγκέφαλο, και β) η συναπτική πλαστικότητα υπόκειται στη δημιουργία της μνήμης. 

Συγκεκριμένα, προβλέπει ότι φαινόμενα συναπτικής πλαστικότητας επάγονται μέσω της 

νευρωνικής δραστηριότητας σε συγκεκριμένες συνάψεις κατά τη δημιουργία της μνήμης και 

συνιστά αναγκαία και ικανή συνθήκη για την αποθήκευση της πληροφορίας που σχετίζεται με 

το συγκεκριμένο είδος μνήμης, το οποίο υποστηρίζεται από την εγκεφαλική περιοχή στην 

οποία παρατηρούνται τα συγκεκριμένα φαινόμενα πλαστικότητας. 

Διάφορες προσεγγίσεις, οι οποίες υποδεικνύονται από τα παραπάνω κριτήρια, έχουν δώσει 

αρκετά στοιχεία για τις σχέσεις μεταξύ συναπτικής πλαστικότητας και μνήμης. Για 

παράδειγμα, έχει βρεθεί ενίσχυση των συνάψεων στον ιππόκαμπο μετά την εκμάθηση 

δοκιμασιών, όπως εξαρτημένη μάθηση βλεφαρισμού μέσω αποτυπώματος (Whitlock et al., 

2006) και αναγνώριση νέων αντικειμένων (Matsuo et al., 2008). Εκμάθηση της 

συμπεριφορικής δοκιμασίας που συνίσταται σε «εξαρτημένη φοβική αντίδραση πλαισίου» ή 

«εκμάθηση αποφυγής» οδηγεί σε αύξηση των υποδοχέων AMPA στις συνάψεις του 

ιπποκάμπου, δηλαδή η μάθηση οδηγεί σε αυξημένη διακίνηση των υποδοχέων στη σύναψη  

(Bourne & Harris, 2007; Matsuo et al., 2008), κάτι το οποίο έχει ως αποτέλεσμα την ενδυνάμωση 

της σύναψης. Η προσέγγιση μέσω φαρμακολογικού αποκλεισμού του υποδοχέα NMDA έχει 

αποδείξει τον ρόλο του υποδοχέα, τόσο στην LTP όσο και στη μνήμη (Morris et al., 1986). 

Παράλληλα, ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι σχεδόν όλες οι μελέτες γύρω από τη 

σχέση μεταξύ του φαινομένου της LTP και της μνήμης αφορούν τη συναπτική ενδυνάμωση 

που επάγεται μέσω της ενεργοποίησης των υποδοχέων NMDA. 

Επίσης, σημαντικό και διακριτό ρόλο στη μνήμη φαίνεται να παίζει και η μακρόχρονη 

συναπτική αποδυνάμωση (Long Term Depression-LTD). Για παράδειγμα, στην εκμάθηση της 

αναγνώρισης συγκεκριμένης διαμόρφωσης των αντικειμένων στον χώρο κατά την 

εξερεύνηση του περιβάλλοντος το οποίο περιέχει νεοαπαντώμενα αντικείμενα ή/και οικεία 

αντικείμενα τα οποία είναι τοποθετημένα σε νέες θέσεις, αυξάνεται το μέγεθος της LTD (Kemp 

& Manahan-Vaughan, 2004; Manahan-Vaughan & Braunewell, 1999). 
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1.2.3.2 Μακρόχρονη συναπτική ενδυνάμωση (LTP) & NMDA υποδοχείς 

Ένα από τα βασικότερα μονοπάτια σε κυτταρικό επίπεδο επαγωγής LTP είναι αυτό που 

εμπλέκει τον NMDA υποδοχέα. Οι μηχανισμοί μέσω των οποίων ο υποδοχέας NMDA 

εμπλέκεται στις διεργασίες συναπτικής πλαστικότητας σχετίζονται κυρίως με την ιδιότητα 

του υποδοχέα να επιτρέπει την εισροή ιόντων Ca2+ στον ενδοκυττάριο χώρο. Κατά την 

διάρκεια μια συναπτικής διαβίβασης απελευθερώνεται γλουταμινικό από τον προσυναπτικό 

νευρώνα και αυτό προσδένεται στους ΑΜΡΑ και NMDA υποδοχείς του μετασυναπτικού 

νευρώνα. Όταν προσδεθεί στους ΑΜΡΑ υποδοχείς προκαλεί την διάνοιξη του διαύλου και έτσι 

ακολουθεί εισροή ιόντων Na+ και εκροή ιόντων Κ+. Ωστόσο, η πρόσδεση του στους NMDA 

υποδοχείς δεν επαρκεί για την διάνοιξη του διαύλου καθώς στον πόρο υπάρχουν ιόντα Mg+2, 

όπως προαναφέρθηκε. Απαιτείται εκπόλωση της μετασυναπτικής μεμβράνης, η οποία 

επιτυγχάνεται μέσω της δράσης των ΑΜΡΑ υποδοχέων. Με την επαρκή εκπόλωση του 

δυναμικού της μεμβράνης ανοίγουν και οι δίαυλοι NMDA. Την εκπόλωση αυτή ακολουθεί 

εισροή ιόντων Na+ και εκροή ιόντων Κ+, αλλά και εισροή ιόντων Ca+2 που συμβάλλει στην 

επαγωγή LTP. Η αύξηση του ασβεστίου ενδοκυτταρικά ενεργοποιεί ασβέστιο-εξαρτώμενες 

κινάσες (π.χ. CaMKII, PKC) οι οποίες φωσφορυλιώνουν και ενεργοποιούν πολλούς 

διαφορετικούς μεταγραφικούς παράγοντες (π.χ. CREB), οι οποίοι επάγουν πρωτεϊνοσύνθεση 

(Purves et al., 2001). Οι πρωτεΐνες αυτές συμμετέχουν στην διατήρηση της LTP, αυξάνοντας 

τους ΑΜΡΑ υποδοχείς ή μεταβάλλοντας ανατομικά την σύναψη. Ωστόσο, απαιτείται και κάτι 

που θα επάγει την συνεχή έκλυση γλουταμινικού από τον προσυναπτικό νευρώνα, οπότε οι 

ασβεστιοεξαρτώμενες κινάσες ενεργοποιούν και έναν αγγελιοφόρο (πιθανόν CO ή ΝΟx) ο 

οποίος φαίνεται να δρα στις κινάσες της προσυναπτικής απόληξης και προκαλεί συνεχή 

ενίσχυση της απελευθέρωσης γλουταμινικού στην συναπτική σχισμή (Εικόνα 1.5) (Izquierdo & 

Medina, 1995; Medina & Izquierdo, 1995). 

Το σημαντικά μεγαλύτερο ποσοστό μελετών που αφορούν φαινόμενα συναπτικής 

πλαστικότητας αναφέρονται στη συναπτική ενδυνάμωση που επάγεται μέσω της 

ενεργοποίησης των υποδοχέων NMDA. Έχει παρατηρηθεί πως σημαντικό ρόλο στον 

μηχανισμό αυτό παίζουν και οι διαφορετικές υπομονάδες των NMDA υποδοχέων. 

Συγκεκριμένα, ο λόγος των υπομονάδων NR2Α/NR2Β σχετίζεται άμεσα με την κατεύθυνση 

της μακρόχρονης συναπτικής πλαστικότητας: ενδυνάμωση (LTP) ή αποδυνάμωση (LTD) 

(Morishita et al., 2007). Ωστόσο, υπάρχουν επιπλέον μηχανισμοί επαγωγής LTP, ένας εκ των 

οποίων πραγματοποιείται μέσω ενεργοποίησης τασεοελεγχόμενων διαύλων Ca 2+ στις 

συνάψεις του ιπποκάμπου που μάλιστα οδηγούν σε LTP μεγάλης διάρκειας (Cavuş & Teyler, 

1996). 
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Εικόνα 1.5: NMDA- εξαρτώμενος μοριακός μηχανισμός επαγωγής μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης 

(LTP) (Carter et al., 2009) 

 

1.2.4 Μεθοδολογία και συνθήκες επαγωγής της μακρόχρονης συναπτικής 

ενδυνάμωσης 

Από την ανακάλυψη της LTP στον ιππόκαμπο είχε παρατηρηθεί η συνθήκη ότι ο υψίσυχνος 

ηλεκτρικός ερεθισμός των προσυναπτικών, προσαγωγών ινών είναι ιδιαίτερα 

αποτελεσματικός στην επαγωγή LTP. 

Τα συνήθη και ευρέως χρησιμοποιούμενα πειραματικά πρωτόκολλα που στοχεύουν στην 

επαγωγής LTP περιλαμβάνουν κάποιο μικρό ή μεγάλο αριθμό ερεθισμών που 

χαρακτηρίζονται από υψηλή συχνότητα, ίση ή μεγαλύτερη από έναν αριθμό δεκάδων 

ερεθισμών το δευτερόλεπτο (Hz), συνήθως 50-200 Hz. Η συναπτική πλαστικότητα είθισται να 

υπολογίζεται ως διαρκούσα μεταβολή του μετασυναπτικού δυναμικού, ενώ η συναπτική 

πλαστικότητα των διεγερτικών συνάψεων συνήθως μελετάται χρησιμοποιώντας ηλεκτρόδια 

καταγραφής του ηλεκτρικού δυναμικού που βρίσκονται τοποθετημένα στον εξωκυττάριο 

χώρο, όποτε γίνεται λόγος για εξωκυττάριες καταγραφές. 

Συνοπτικά, υπό συνθήκες «ηρεμίας», ένας υπερκατώφλιος ερεθισμός στις προσυναπτικές ίνες 

θα τις διεγείρει και το δυναμικό ενέργειας (ΔΕ) στις ίνες αυτές θα προκαλέσει απελευθέρωση 

νευροδιαβιβαστή, του οποίου η δράση στη μετασυναπτική περιοχή θα προκαλέσει μια 

συγκεκριμένη μεταβολή του μεμβρανικού δυναμικού του μετασυναπτικού κυττάρου μετά τη 

διάνοιξη των διαύλων των ιονοτροπικών υποδοχέων. Ένας επόμενος ερεθισμός ίδιας 

έντασης, ο οποίος δίνεται μετά από ένα ικανό διάστημα που τυπικά κυμαίνεται από 20”-1’, θα 

προκαλέσει ακριβώς την ίδια μετασυναπτική απάντηση (το διάστημα μεταξύ των διαδοχικών 

ερεθισμών είναι μεγαλύτερο αυτού που μπορεί να προκαλέσει βραχύχρονη πλαστικότητα). 
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Αυτή είναι η λεγόμενη «βασική» κατάσταση (baseline) μίας συγκριμένης σύναψης ή συνήθως 

ενός πληθυσμού συνάψεων (όταν η συναπτική διαβίβαση μελετάται με εξωκυττάρια 

ηλεκτρόδια). Στην κατάσταση αυτή η «συναπτική σχέση» ή «συναπτική 

αποτελεσματικότητα», οριζόμενη ως η σχέση μεταξύ ενός προσυναπτικού ΔΕ και του 

προκαλούμενου από αυτό μετασυναπτικού δυναμικού, παραμένει σταθερή στο χρόνο. Η 

δημιουργία, όμως, μιας αλληλουχίας διαδοχικών προσυναπτικών ΔΕ (ίδιας έντασης μεταξύ 

τους και με τα μεμονωμένα ΔΕ) με υψηλή συχνότητα μπορεί να πυροδοτήσει την έναρξη 

βιοχημικών διεργασιών που οδηγούν σε μεταβολή της συναπτικής αποτελεσματικότητας έτσι 

που ένα προσυναπτικό ΔΕ τώρα οδηγεί σε μεγαλύτερη μετασυναπτική απάντηση σε σύγκριση 

με τη «βασική». Ο υψίσυχνος προσυναπτικός ερεθισμός προσομοιάζει την αισθητική είσοδο 

που ενεργοποιεί τις συνάψεις σε μια εγκεφαλική περιοχή. Βέβαια, το πρότυπο νευρωνικής 

ενεργοποίησης που προκαλείται με το πιο χρησιμοποιημένο πειραματικό πρωτόκολλο 

ηλεκτρικού ερεθισμού, το οποίο συνίσταται σε ένα ή λίγα συνήθως τρένα εκατό περίπου 

παλμών συχνότητας 100 Hz, δεν έχει παρατηρηθεί να συμβαίνει υπό φυσιολογικές συνθήκες, 

στην περιοχή για παράδειγμα του ιπποκάμπου στον οποίο και έχει πραγματοποιηθεί η 

πλειονότητα των μελετών LTP. Ωστόσο, μελέτες έχουν δείξει ότι τέτοια πρωτόκολλα 

ερεθισμού επάγουν παρόμοιες, αν όχι τις ίδιες, μοριακοκυτταρικές διεργασίες που επάγονται 

με πιο φυσιολογικά πρωτόκολλα επαγωγής LTP, όπως είναι αυτά που στηρίζονται στον «θήτα 

ρυθμό» (Larson & Munkácsy, 2015). Ο «θήτα ρυθμός» συνίσταται σε μια ταλάντωση της 

ενεργοποίησης του νευρωνικού δικτύου του ιππόκαμπου που συμβαίνει κατά τη διάρκεια της 

κινητικής δραστηριότητας εξερεύνησης του περιβάλλοντος στα τρωκτικά και του οποίου η 

συχνότητα κυμαίνεται στα 3-7 Hz (δηλαδή ~5 Hz) (Bland, 1986; Buzsaki, 2006), θεωρείται δε ότι 

εμπλέκεται σε φαινόμενα συναπτικής πλαστικότητας, καθώς και σε φαινόμενα μάθησης και 

μνήμης (Buzsaki, 2006; Colgin, 2013). 

Η επαγόμενη μέσω του υψίσυχνου ερεθισμού μεταβολή στη συναπτική αποτελεσματικότητα 

μπορεί να διατηρείται, για μικρό ή μεγάλο χρονικό διάστημα, και για να καταστεί η μεταβολή 

αυτή ως μακρόχρονη, προϋποθέτει τη διατήρηση της για τουλάχιστον μισή ώρα. Εάν 

διατηρείται για μικρότερο διάστημα, χαρακτηρίζεται ως βραχύχρονη μεταβολή. 

Το LTP είναι ένα φαινόμενο που αναπτύσσεται σταδιακά στο χρόνο, δηλαδή συνίσταται σε μία 

αλληλουχία διαδοχικών μοριακών και κυτταρικών διεργασιών, οι οποίες οδηγούν σε 

διαρκούσα συναπτική ενδυνάμωση. 

Οι εξωκυττάριες καταγραφές δυναμικών πραγματοποιούνται σε κύριο λόγο για την 

καταγραφή των διεγερτικών (εκπολωτικών) συναπτικών δυναμικών (excitatory postsynaptic 



 35 

potentials, EPSPs). Η διαδικασία σε διεγερτικές συνάψεις όπου χρησιμοποιείται ως 

νευροδιαβιβαστής το γλουταμικό οξύ είναι η εξής: ο νευροδιαβιβαστής δεσμεύεται σε 

ιονοτροπικούς AMPA υποδοχείς στη μετασυναπτική μεμβράνη, τους ενεργοποιεί, και 

προκαλείται διέλευση ιόντων μέσω του ιοντικού διαύλου του υποδοχέα και έπειτα 

παρατηρείται μεταβολή του μετασυναπτικού δυναμικού. Ο δίαυλος του AMPA είναι 

διαπερατός τόσο σε ιόντα νατρίου όσο και καλίου, θα έτσι θα υπάρξει μεικτό ρεύμα 

νατρίου/καλίου, το οποίο προκαλεί εκπόλωση της μετασυναπτικής μεμβράνης, αφού το 

ρεύμα νατρίου θα υπερκεράσει αυτό του καλίου, λόγω της πολύ μεγαλύτερης 

ηλεκτρεγερτικής δύναμης που εξασκείται στο νάτριο. (Sidiropoulou, 2015) 

Μελέτες έχουν δείξει πως πολλοί ενδογενής παράγοντες και διάφορες ουσίες είναι δυνατό 

συμβάλλουν στην επαγωγή και να επηρεάσουν το μέγεθος της LTP. Πέραν από το ρόλο της 

GABA-εργικής αναστολής στην ενεργοποίηση του NMDA υποδοχέα, έχει φάνει πως σχεδόν το 

σύνολο των νευροδιαβιβαστών και νευροτροποποιητών (neuromodulators) είναι δυνατό να 

επιδράσουν άμεσα ή έμμεσα στη διαδικασία επαγωγής της LTP. Κάποιες από τις πιο 

σημαντικές μελέτες αναφέρονται στο ρόλο της ντοπαμίνης, νοραδρεναλίνης, ακετυλοχολίνης, 

σεροτονίνης, οπιοειδών, ενδοκανναβινοειδών, αλλά ορμονών, όπως τα κορτικοστεροειδή, οι 

οποίες  ουσίες αυτές μπορούν να δρούν επηρεάζοντας διαδικασίες όπως την 

πρωτεϊνοσύνθεση (Bliss et al., 2018; O'Dell et al., 2015).   

 

 

1.3 Το Στρες 

 

1.3.1 Στρες  

Η καθημερινή αλληλεπίδραση του ατόμου με το περιβάλλον αναπότρεπτα δημιουργεί 

συναισθηματικά διεγερτικές εμπειρίες οι οποίες δυνητικά μπορούν να διαταράξουν την 

ομοιόσταση του οργανισμού. Κάθε πραγματική ή δυνητική διαταραχή (στρεσσογόνο) γίνεται 

αντιληπτή από συγκεκριμένες περιοχές του εγκεφάλου. Ως στρεσσογόνοι παράγοντες μπορεί 

να δράσουν πραγματικά ή πνευματικά (mentally evoked) προκληθέντα γεγονότα, όπως επίσης 

καταστάσεις σωματικής ή ψυχολογικής φύσης και η αντίληψη κάποιου ερεθίσματος ως 

στρεγόνο μπορεί να είναι, είτε αντικειμενική, είτε υποκειμενική (Levine, 2005). Η αντίδραση 

του οργανισμού στους στρεσσογόνους παράγοντες χαρακτηρίζεται ως «στρες» και είναι 

άμεση και μη ειδική, καθώς ο οργανισμός αντιδρά σαν σύνολο. Η αντίδραση αυτή του 
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οργανισμού περιλαμβάνει την απελευθέρωση μορίων που χαρακτηρίζονται ως «μεσολαβητές 

στρες» (stress mediators). Καθένας από αυτούς τους μεσολαβητές δρα σε συγκεκριμένους 

νευρωνικούς πληθυσμούς, με αποτέλεσμα την επαγωγή εξειδικευμένων μοριακών 

καταρρακτών. Η απόκριση αυτή του οργανισμού χαρακτηρίζεται ως «απόκριση στρες» και 

επιτρέπει στον οργανισμό να προσαρμόζεται στο μεταβαλλόμενο περιβάλλον (de Kloet et al., 

2005; Fenoglio et al., 2006; McEwen, 2007; O'Dell et al., 2015). Το κύριο χαρακτηριστικό της 

απόκρισης στρες είναι η πολυπλοκότητά της. Έχουν περιγραφεί διάφοροι μεσολαβητές στρες, 

συμπεριλαμβανομένων νευροδιαβιβαστών (π.χ. νοραδρεναλίνη και σεροτονίνη), πεπτίδια 

(π.χ. παράγοντας απελευθέρωσης κορτικοτροπίνης (CRF), άλλα μέλη της οικογένειας CRF και 

βαζοπρεσσίνη) και στεροειδείς ορμόνες (κορτιζόλη στον άνθρωπο και κορτικοστερόνη σε 

τρωκτικά). 

Η απόκριση στρες είτε προερχόμενη από δυνητική  ή πραγματική απειλή απαιτεί άμεσες 

αλλαγές στη συμπεριφορά, καθώς παράλληλα τροποποίηση μελλοντικών συμπεριφορών. 

Αυτό επιτυγχάνεται μέσω της ρύθμισης της νευρωνικής λειτουργίας σε διάφορα επίπεδα του 

κεντρικού νευρικού συστήματος (ΚΝΣ), όπως επίπεδα που αφορούν τη λήψη αποφάσεων, τη 

μάθηση και τη μνήμη καθώς και τις ορμονικές, αυτόνομες και συναισθηματικές αντιδράσεις. 

Διαφορετικοί τύποι στρεσσογόνων παραγόντων απαιτούν διαφορετικές αποκρίσεις (Fenoglio 

et al., 2006; Joëls et al., 2007; McEwen, 2007)(Εικόνα 1). Ο τύπος του στρεσσογόνου παράγοντα 

επηρεάζει και το συνδυασμό των νευρωνικών πληθυσμών που αντιλαμβάνονται μια πιθανή 

απειλή, καθώς και τους νευρώνες και τους μεσολαβητές στρες που εμπλέκονται στην 

προσαρμοστική απόκριση. Για παράδειγμα, σωματικοί στρεσσογόνοι παράγοντες όπως η 

απώλεια αίματος, το τραύμα και το κρύο επιστρατεύουν γρήγορα το εγκεφαλικό στέλεχος και 

τις περιοχές του υποθαλάμου, ενώ ψυχολογικοί στρεσσογόνοι παράγοντες όπως η κοινωνική 

αμηχανία, οι εξετάσεις ή οι προθεσμίες εμπλέκουν κατά κύριο λόγο μεσολαβητές στρες σε 

περιοχές του εγκεφάλου που σχετίζονται με το συναίσθημα (αμυγδαλή και προμετωπιαίος 

φλοιός), τη μάθηση και τη μνήμη (ιππόκαμπος και προμετωπιαίος φλοιός) και τη λήψη 

αποφάσεων (προμετωπιαίος φλοιός) (Fenoglio et al., 2006; Ulrich-Lai & Herman, 2009). Γίνεται 

αντιληπτό πως αυτά δεν μπορούν να είναι ξεκάθαρα διαχωρισμένα συστήματα, καθώς είναι 

προφανές ότι οι σωματικοί στρεσσογόνοι παράγοντες έχουν συχνά ψυχολογικές πτυχές και το 

αντίστροφο. Η διάρκεια του στρεσσογόνου παράγοντα επίσης επηρεάζει σε μεγάλο βαθμό τη 

φύση των νευρωνικών αποκρίσεων. Οι οξείς στρεσσογόνοι παράγοντες - για παράδειγμα, ένα 

αυτοκίνητο που πλησιάζει γρήγορα - προκαλούν ένα γρήγορο κύμα νευροδιαβίβασης, άμεση 

νευρωνική ενεργοποίηση και απελευθέρωση ορμονών. Αυτό ακολουθείται από ταχεία 

επιστροφή στα βασικά επίπεδα, αν και η προσωρινή ενεργοποίηση, για παράδειγμα, τω ν 
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νευρώνων του ιππόκαμπου και του υποθαλάμου μπορεί τελικά να οδηγήσει σε αλλαγές στη 

γονιδιακή έκφραση, οι οποίες με τη σειρά τους αλλάζουν τις επακόλουθες νευρωνικές 

αποκρίσεις. Αντίθετα, το χρόνιο στρες (συνήθως ορίζεται ως στρες που διαρκεί μία εβδομάδ α 

ή περισσότερο) προκαλεί συνεχείς ή/και προοδευτικές αλλαγές στην έκφραση συγκεκριμένων 

γονιδίων, δομικές αλλοιώσεις στους νευρώνες και αλλαγές στα μοτίβα πυροδότησης 

νευρώνων σε όλη την έκταση του εγκεφάλου (Joëls et al., 2007; McEwen, 2007). Σε 

περιπτώσεις που τέτοιου είδους αλλαγές έχουν επιμείνει, έχουν παρατηρηθεί αποκλίσεις από 

την αρχική λειτουργία και δομή του δικτύου του εγκεφάλου (Fenoglio et al., 2006). Επιπλέον, 

τα αναπτυξιακά και μορφολογικά χαρακτηριστικά του εγκεφάλου που αντιλαμβάνεται και 

ανταποκρίνεται στη στρεσσογόνο συνθήκη, καθορίζουν το μοτίβο και το μέγεθος της 

απόκρισής του. Για παράδειγμα, η ηλικία του ζώου επηρεάζει την πιθανότητα ένα σήμα να 

εκληφθεί ως στρεσσογόνος παράγοντας. Επηρεάζει επίσης τους μεσολαβητές που 

απελευθερώνονται από στρεσσογόνους παράγοντες και τις συνέπειές τους (Fenoglio et al., 

2006; Lupien et al., 2005; Shors, 2006). Για παράδειγμα, στα τρωκτικά οι μοριακοί 

καταρράκτες που ενεργοποιούνται από το στρες στον υποθάλαμο και τον ιππόκαμπο κατά την 

ενηλικίωση διαφέρουν από εκείνους που ενεργοποιούνται από το στρες στο βρέφος και 

αλλάζουν ξανά με τη γήρανση. Επιπλέον, το φύλο και οι γενετικοί παράγοντες αλληλεπιδρούν 

με γεγονότα της ζωής, όπως ο εμπλουτισμός ή η απομόνωση του περιβάλλοντος, με 

αποτέλεσμα να συμβάλουν στην ποικιλομορφία των στρεσσογόνων παραγόντων και στις 

επιπτώσεις τους στον εγκέφαλο ενός ατόμου (Baram & Hatalski, 1998; Brunson et al., 2005; 

Chen et al., 2006; Lupien et al., 2005; Rice et al., 2008). Συνολικά, η μεγάλη ποικιλία τύπων 

στρες και πλαισίων, το γενετικό υπόβαθρο, η ηλικία και το φύλο του οργανισμού που βιώνει 

τη στρεσσογόνο συνθήκη, καθώς και πρόσθετοι παράγοντες, όπως το σημείο του κιρκάδιου 

ρυθμού στον οποίο λαμβάνει χώρα το στρεσσογόνο γεγονός, δημιουργούν μια πλούσια και 

περίπλοκη δεξαμενή στρεσσογόνων παραγόντων. Κάθε μοναδική στρεσσογόνος κατάσταση 

απαιτεί μια αποτελεσματική απόκριση από πολυάριθμα νευρωνικά σύνολα σε όλο το ΚΝΣ, μια 

διαδικασία που απαιτεί καλά μελετημένη «ενορχήστρωση» (Joëls & Baram, 2009).   

 

1.3.2 Αλλόσταση 

Οι προσαρμογές στις οποίες υπόκεινται τα βιολογικά συστήματα, επιτρέπουν με αυτόν τον 

τρόπο την προστασία και την προσαρμογή του ατόμου σε συγκεκριμένες προκλήσεις 

πραγματοποιείται  μέσω μιας διαδικασίας που χαρακτηρίζεται ως «αλλόσταση» (McEwen, 

2006). Ο όρος «αλλόσταση» εισήχθη από τους Sterling και Eyer (Sterling & Eyer, 1988)και 

χαρακτηρίζει την ενεργή διαδικασία με την οποία το σώμα ανταποκρίνεται στα καθημερινά 
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γεγονότα και διατηρεί την ομοιόσταση (αλλόσταση κυριολεκτικά σημαίνει «επίτευξη 

σταθερότητας μέσω αλλαγής»). Έτσι, η χρήση των όρων «προστασία» και «ζημιά» είναι οι δύο 

αντίθετες πλευρές της φυσιολογίας που εμπλέκονται στην άμυνα του σώματος ενάντια στις 

προκλήσεις της καθημερινής ζωής. Υπάρχουν πολλοί μεσολαβητές που συμμετέχουν στην 

αλλόσταση και συνδέονται μεταξύ τους σε ένα δίκτυο ρύθμισης που είναι μη γραμμικό, που 

σημαίνει ότι κάθε μεσολαβητής έχει την ικανότητα να ρυθμίζει τη δραστηριότητα των άλλων 

μεσολαβητών, μερικές φορές σε διφασικό τρόπο (Εικόνα 1.6) (McEwen, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.6: παρουσιάζεται ένα μη γραμμικό δίκτυο μεσολαβητών των αλλοστατικών μηχανισμών που 
εμπλέκονται στην απόκριση του στρες, όπως προτάθηκε από τον Dr. McEwen. Τα βέλη δείχνουν ότι κάθε 
σύστημα συμμετέχει στη ρύθμιση άλλων συστημάτων με αμοιβαίο τρόπο, δημιουργώντας βέβαια ένα μη 
γραμμικό δίκτυο (McEwen, 2006) 

 

 

1.3.3 Στρες & Διαταραχές 

Μια στρεσσογόνος συνθήκη μπορεί να χαρακτηριστεί «καλή», «ανεκτή» ή «τοξική» ανάλογα 

με τον βαθμό στον οποίο το άτομο έχει τον έλεγχο της συνθήκης, καθώς και τον βαθμό που 

διαθέτει ο οργανισμός του τα συστήματα υποστήριξης και τους πόρους ώστε να την 

αντιμετωπίσει (Folkman, 2013)3, 4). Η αντίδραση του οργανισμού απέναντι σε μια 

στρεσσογόνο συνθήκη μπορεί να οδηγήσει σε ανάπτυξη ή και προσαρμογή διαφόρων 

στρατηγικών που προάγουν την ανθεκτικότητα του οργανισμού, ενώ έχει φανεί πως σε 

αρκετές περιπτώσεις μπορεί να έχει και ευεργετικά αποτελέσματα για τον οργανισμό. 

Παράλληλα, άλλες στρεσσογόνες εμπειρίες ή οι ίδιες εμπειρίες σε διαφορετικές συγκυρίες 

μπορούν να δημιουργήσουν μια συνθήκη νευρονικών, φυσιολογικών, συμπεριφορικών, 

γνωστικών και συναισθηματικών αλλαγών, οι οποίες είναι να δυνατό να αυξήσουν την 
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ευαλωτότητα του οργανισμού και μπορούν να αποτελέσουν ικανή συνθήκη για τη δημιουργία 

ή την πυροδότηση της εκδήλωσης διαφόρων μορφών διαταραχών και παθήσεων (McEwen, 

1998; McEwen & Gianaros, 2011).   

Ένα σύνολο διαταραχών έχουν σχετιστεί με την έντονη απόκριση του οργανισμού σε συνθήκες 

στρες. Μερικά παραδείγματα που έχουν παρατηρηθεί σε οργανισμού που έρχονται 

αντιμέτωποι με τις αρνητικές επιπτώσεις της αντίδρασης του οργανισμού σε στρεσσογόνες 

εμπειρίες αποτελούν, συνήθεις διαταραχές που σχετίζονται με την καρδιαγγειακή λειτουργία 

π.χ. βλάβη των ενδοθηλιακών κυττάρων αθηροσκλήρωση, διαταραχές του μεταβολισμού π.χ. 

διαβήτης, παχυσαρκία, διαταραγμένη ανοσολογική λειτουργία που χαρακτηρίζεται από 

αφύσικα έντονη ανοσολογική απόκριση ή και ανοσοκαταστολή (McEwen, 2006).  

Παράλληλα, ένα μεγάλο πεδίο στη μελέτη των αρνητικών επιπτώσεων της αντίδρασης του 

στρες σχετίζεται με διαταραχές νευροψυχιατρικής φύσεως. Σε αρκετές νευροψυχιατρικές 

διαταραχές το σύστημα απόκρισης του στρες φαίνεται να χαρακτηρίζεται από δυσλειτουργίες 

σε διάφορα επίπεδα. Σε άτομα που έχουν διαγνωστεί με διαταραχές όπως  κατάθλιψη, 

σχιζοφρένεια ή ASD (autism spectrum disorder) έχουν παρατηρηθεί υψηλά ποσοστά 

κορτιζόλης, ACTH, CRF στο αίμα ή στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό. Ενώ σε διαταραχές όπως η 

διαταραχή μετατραυματικού στρες (Post-Traumatic Stress Disorder-PTSD) φαίνεται να 

παρατηρείται μειωμένη της «φυσιολογικής» απόκριση του άξονα ΥΥΕ (υποθαλάμου -

υπόφυσης-επινεφριδίων) (Lupien et al., 2009; Novais et al., 2017).     

 

1.4 Κυτταρικό Στρες 

 

1.4.1 Η περίπτωση του οξειδωτικού στρες 

Η κυτταρική απόκριση στρες χαρακτηρίζει ένα ευρύ φάσμα μοριακών αλλαγών που 

υφίστανται τα κύτταρα ως απόκριση σε περιβαλλοντικούς στρεσσογόνους παράγοντες, 

συμπεριλαμβανομένων των αλλαγών στα επίπεδα των θρεπτικών, του οξυγόνου, της 

θερμοκρασίας, της έκθεσης σε τοξίνες και της μηχανικής βλάβης. Οι αποκρίσεις του 

κυτταρικού στρες μπορεί επίσης να προκληθούν από ορισμένες ιογενείς λοιμώξεις (Barnham 

et al., 2004). Το σύνολο των διαδικασιών που εμπλέκονται στις αποκρίσεις του κυτταρικού 

στρες εξυπηρετούν την προσαρμογή και την προστασία του κυττάρου υπό δυσμενείς 

περιβαλλοντικές συνθήκες, τόσο μέσω βραχυπρόθεσμων μηχανισμών που ελαχιστοποιούν 

την οξεία βλάβη και στοχεύουν στην καθολική διατήρηση του κυττάρου, όσο και μέσω 
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μακροπρόθεσμων μηχανισμών που παρέχουν στο κύτταρο ένα ανθεκτικό περιβάλλον 

απέναντι σε παρόμοιες συνθήκες (Hains et al., 2009). 

Μια από τις πιο γνωστές μορφές κυτταρικού στρες, αποτελεί το οξειδωτικό στρες. Ο πιο 

διαδεδομένος ορισμός που αφορά στο οξειδωτικό στρες το χαρακτηρίζει ως, «μια 

ανισορροπία μεταξύ της παραγωγής και της εξουδετέρωσης των δραστικών μορφών 

οξυγόνου (Reactive Oxygen Species-ROS) και την ανικανότητα ενός βιολογικού συστήματος 

να αποτοξινώνει άμεσα το σύστημα από τα ενεργά ενδιάμεσα παράγωγα, και να επιδιορθώνει 

τις βλάβες που προκύπτουν από αυτά» (Martin et al., 2000). Από τα μέσα της δεκαετίας του ’80 

σε ένα εγχειρίδιο για το οξειδωτικό στρες που δημοσιεύθηκε το 1985 από τον Sies (Cadenas & 

Sies, 1985), εντοπίζεται ένας πολύ παρόμοιος ορισμός: «η ανισορροπία μεταξύ οξειδωτικών 

και αντιοξειδωτικών που δυνητικά οδηγεί σε βλάβη». Σε κάθε περίπτωση, είναι ξεκάθαρα  3 

συγκεκριμένα ζητήματα σε αυτούς τους ορισμούς: το πρώτο είναι η παραγωγή ROS, το 

δεύτερο η πιθανή τοξικότητα αυτών των μορφών οξυγόνου και τέλος η παρουσία 

συστημάτων αποτοξίνωσης. Το οξυγόνο δεν είναι ικανό να χρησιμοποιείται από το κύτταρο 

εάν δεν ενεργοποιηθεί ως ROS, πράγμα που σημαίνει ότι η ζωή είναι αδύνατη στους 

περισσότερους οργανισμούς χωρίς ROS, τα οποία χρειάζονται για πολλές σημαντικές 

λειτουργίες των κυττάρων. Οι ROS (π.χ. ελεύθερες ρίζες, το υπεροξείδιο του υδρογόνου κ.α.) 

είναι ομάδες ασταθών μορίων που, παρά τη μικρή περίοδο ζωής τους, είναι εξαιρετικά 

δραστικές λόγω του μονήρους ηλεκτρονίου στην εξωτερική τους στιβάδα. Αποτελούν 

φυσιολογικά παραπροϊόντα του οξειδωτικού μεταβολισμού και τα μιτοχόνδρια είναι η κύρια 

πηγή ROS.  

Η παραγωγή και η απελευθέρωση των ROS εμπλέκονται σε διάφορα φυσιολογικά μονοπάτια 

και οι ενδοκυτταρικές συγκεντρώσεις των ROS ελέγχονται αυστηρά από τους 

αντιοξειδωτικούς αμυντικούς μηχανισμούς. Είναι ενδιαφέρον ότι η αποτελεσματικότητα των 

αντιοξειδωτικών μηχανισμών δεν είναι σταθερή με την πάροδο του χρόνου, υποδηλώνοντας 

μια φυσική αύξηση του οξειδωτικού στρες στα μεταγενέστερα στάδια της ζωής (Preiser, 

2012).  

Τα επίπεδα των κυτταρικών ROS μπορούν να μειωθούν μέσω αντιοξειδωτικών ενζύμων, 

παραγόντων και μορίων, ενώ η συσσώρευσή τους μπορεί να επάγει κυτταρική βλάβη, βλάβη 

στο σύστημα επιδιόρθωσης του DNA και μιτοχονδριακές δυσλειτουργίες (Federico et al., 

2012). Οι υψηλές ενεργειακές απαιτήσεις του νευρικού συστήματος έχουν ως αποτέλεσμα την 

αυξημένη παραγωγή ROS. Ενώ παράλληλα είναι γνωστό ότι οι νευρώνες έχουν σχετικά φτωχή 

έκφραση ενδογενών αντιοξειδωτικών μηχανισμών, καθιστώντας τους ιδιαίτερα ευαίσθητους 
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στο οξειδωτικό στρες. Αυτός ο συνδυασμός αποτελεί βασικό παράγοντα στην ανάπτυξη και 

πρόοδο διαφόρων νευροεκφυλιστικών διαταραχών (Deganuto et al., 2007; Gandhi & 

Abramov, 2012; Kim et al., 2015). 

Μεταλλάξεις σε μιτοχονδριακές πρωτεΐνες έχουν ταυτοποιηθεί σε σειρά νευροεκφυλιστικών 

διαταραχών, υποδηλώνοντας περαιτέρω τη συμβολή της οξειδοαναγωγικής ρύθμισης στην 

αιτιολογία των διαταραχών αυτών (S. Bolisetty & E. A. Jaimes, 2013). Τέλος, σε ποικίλες 

νευροεκφυλιστικές διαταραχές έχουν φανεί αλληλεπιδράσεις μεταξύ πρωτεϊνών που 

εμπλέκονται στη συναπτική λειτουργία και πρωτεϊνών/μορίων που συμμετέχουν στη 

διατήρηση της οξειδοαναγωγικής ισορροπίας σε νευρώνες, συνδέοντας/συσχετίζοντας το 

αυξημένο οξειδωτικό στρες με τη μειωμένη συναπτική λειτουργία. Εντούτοις, οι μελέτες 

αυτές δεν έχουν πραγματοποιηθεί σε περιοχές του εγκεφάλου που σχετίζονται με τις 

γνωστικές λειτουργίες.  

 

1.5 Το φύλο 

 

1.5.1 Ο παράγοντας του φύλου  

Τα τελευταία χρόνια ένα μεγάλο κομμάτι της έρευνας που σχετίζεται με τη συμπεριφορά, τις 

ψυχικές διαταραχές, αλλά και το σχεδιασμό πιο εξειδικευμένων φαρμακευτικών παραγόντων, 

έχει στραφεί στη μελέτη των φυλετικών διμορφισμών. Παρόλο που οι κοινωνικά 

καθορισμένοι ρόλοι φύλου έχουν προταθεί για να εξηγήσουν κάποια μεταβλητότητα 

συμπεριφοράς που παρατηρείται μεταξύ θηλυκών και αρσενικών ατόμων, οι συμπεριφορικές 

αυτές διαφορές σχετίζονται σε πολλές περιπτώσεις με φυσιολογικές διαφορές σε γενετικό, 

μοριακό και βιοχημικό επίπεδο.  

Μελέτες που προέρχονται, κυρίως, από εργαστηριακά ζωικά μοντέλα θέτουν τη βάση για 

μελλοντική επέκταση στην έρευνα των φυλετικών διαφορών, συμπεριλαμβάνοντας 

παρατηρήσεις σχετικά με τις συμβολές των X και Y χρωμοσωμάτων στη φυλοεξαρτώμενη 

διαμόρφωση της εγκεφαλικής δομής (Carruth et al., 2002). Σε πολλές περιπτώσεις έχει φανεί 

ότι, τα μοτίβα νευρικής ενεργοποίησης στα ίδια τεστ είναι αρκετά διαφορετικά μεταξύ των 

δύο φύλων ακόμη και όταν η απόδοση είναι παρόμοια (Derntl et al., 2010). Αυτό οδηγεί στην 

υπόθεση ότι αρσενικοί και θηλυκοί οργανισμοί, συχνά χρησιμοποιούν διαφορετικές 

στρατηγικές για την προσέγγιση και την αντιμετώπιση ζητημάτων που προκύπτουν στην 
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καθημερινή ζωή, εν μέρει λόγω συγκεκριμένων μικρο-διαφορών στην αρχιτεκτονική του 

εγκεφάλου (McEwen et al., 2016). 

 

1.5.2 Φύλο & Απόκριση Στρες 

“…it's pretty difficult to find any single factor that's more predictive for some of these disorders than 

gender...”(Holden, 2005) 

Πολλά στοιχεία είναι διαθέσιμα σχετικά με ψυχιατρικές διαταραχές που σχετίζονται με το 

άγχος και δείχνουν να είναι πιο διαδεδομένες στα θηλυκά από ότι στα αρσενικά άτομα. 

Διαταραχές σχετιζόμενες με το άγχος, όπως για παράδειγμα η κατάθλιψη, το PTSD 

εμφανίζονται με διπλάσια συχνότητα σε θηλυκά σε σύγκριση με αρσενικά άτομα. Αν και η 

νευροβιολογική βάση αυτού είναι μέχρι στιγμής άγνωστη, οι διαφορές στην ευαισθησία 

αρσενικών και θηλυκών ατόμων σε στρεσσογόνα ερεθίσματα, έχουν εμπλακεί στη 

διαφορετική συχνότητα εμφάνισης των διαταραχών αυτών ανάμεσα στα δύο φύλα (Holden, 

2005). 

Επειδή ο CRF, αποτελεί βασικό στοιχείο της απόκρισης του οργανισμού σε στρεσσογόνα 

ερεθίσματα, και επειδή η έκφραση του είναι απορυθμισμένη σε πολλές διαταραχές που 

σχετίζονται με το άγχος, αποτελεί ιδιαίτερα πιθανό υπόστρωμα για την εμφάνιση των 

διαφορών που σχετίζονται με το φύλο σε καταστάσεις που αφορούν στην ευαισθησία του 

άξονα του στρες. Πράγματι, υπάρχουν δεδομένα τα οποία σχετίζουν τη ρύθμιση της έκφρασης 

των γονιδίων CRF άμεσα από τα οιστρογόνα και υποδεικνύουν ένα μηχανισμό ο οποίος 

υποστηρίζει το φυλετικό διμορφισμό της απόκρισης του στρες και της επικράτησης της 

ψυχοπαθολογίας που σχετίζεται με το άγχος σε θηλυκά άτομα (Vamvakopoulos & Chrousos, 

1993).  

Ταυτόχρονα, μελέτες έχουν εντοπίσει φυλετικές διαφορές στους υποδοχείς CRF, οπότε 

καταδεικνύουν μια πιθανότητα να υπάρχει αυξημένη νευρωνική ευαισθησία στον CRF στα 

θηλυκά σε σύγκριση με τα αρσενικά τρωκτικά. Επιπρόσθετα, έχουν προσδιοριστεί διαφορές, 

που σχετίζονται με το φύλο, στο συνεντοπισμό των υποδοχέων του CRF με τους GABA-

εργικούς νευρώνες σε περιοχές του ιπποκάμπου (Howerton et al., 2014) Williams et al., 2011). 

Παράλληλα, μελέτες έδειξαν πως στα επίπεδα της ηλεκτροφυσιολογίας και της 

σηματοδότησης, οι θηλυκοί αρουραίοι είναι πιο ευαίσθητοι στον παράγοντα CRF από τους 

αρσενικούς αρουραίους (Bangasser et al., 2010; Curtis et al., 2006). Έτσι, υψηλότερες δόσεις 

του CRF ενεργοποίησαν έναν αντισταθμιστικό μηχανισμό στα αρσενικούς, αλλά όχι στους 
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θηλυκούς αρουραίους, που μείωσε τη σχετίζομενη με το άγχος συμπεριφορά τους. Ένας 

τέτοιος μηχανισμός θα μπορούσε να είναι η απευαισθητοποίηση του υποδοχέα CRF1, που έχει 

παρατηρηθεί σε αρσενικά ποντίκια που υπερεκφράζουν CRF, αλλά όχι σε θηλυκά ποντίκια που 

υπερεκφράζουν CRF (Bangasser et al., 2013).  

Σε μελέτες που αφορούν κυρίως την επίδραση έντονου στρες, όπου είναι δυνατό να οδηγήσει 

και σε μορφολογικές αλλαγές των νευρωνικών κυττάρων, η μείωση των δενδριτικών 

ακανθών των δενδριτών νευρικών κυττάρων παρατηρείται κυρίως σε αρσενικά άτομα. Στα 

θηλυκά, οι ωοθηκικές ορμόνες φαίνεται να προστατεύουν αυτές τις αλλαγές (Bangasser et al., 

2018; Hyer et al., 2018). 

Οι διαφορές που σχετίζονται με το φύλο είναι επίσης εμφανείς και σε άλλες πτυχές της 

δραστηριότητας του άξονα YYE, καθώς παρατηρείται ότι οι θηλυκοί αρουραίοι έχουν 

υψηλότερα επίπεδα κορτικοστερόνης σε κατάσταση ηρεμίας, αλλά και εμφανίζουν 

μεγαλύτερες ημερήσιες μεταβολές τόσο στην ACTH, όσο και στα επίπεδα κορτικοστερόνης σε 

σχέση με τους αρσενικούς (Handa et al., 1994; Kitay, 1961). Επίσης, σε σύγκριση με τους 

αρσενικούς αρουραίους, οι θηλυκοί έχουν υψηλότερα επίπεδα γλυκοκορτικοειδών μετά από 

έκθεση σε στρεσσογόνα και αυτό φαίνεται να εξαρτάται από τις ορμόνες του κύκλου των 

θηλυκών (Galea et al., 1997; Seale et al., 2004). Αυτές οι διαφορές σε κυτταρικό επίπεδο μεταξύ 

αρσενικού και θηλυκού φύλου υποδηλώνουν ότι ο CRF μπορεί να επιδρά διαφορετικά στη 

ρύθμιση, τόσο των νευρωνικών κυκλωμάτων του εγκεφάλου, όσο και της συμπεριφοράς 

αρσενικών και θηλυκών ατόμων. 

Επιπλέον, μελέτες δείχνουν έντονες διαφορές που σχετίζονται με το φύλο σε ένα άλλο 

σύστημα το οποίο συσχετίζεται με το άγχος, το σύστημα νορεπινεφρίνης του εγκεφάλου, το 

οποίο διαμορφώνει τις γνωστικές πτυχές της απόκρισης στο στρες. Η αυξημένη ευαισθησία σε 

συνθήκες στρες αυτού του συστήματος, θα μπορούσε να μεταφραστεί σε αυξημένη ή 

ακατάλληλη διέγερση, διαταραχή της προσοχής και υπερεγρήγορση. 

Βέβαια, οι διαφορές μεταξύ αρσενικών και θηλυκών ατόμων σε επίπεδο συστημάτων και 

συμπεριφορών που σχετίζονται με το σύστημα CRF είναι σε μεγάλο βαθμό ανεξερεύνητες, 

καθώς η πλειονότητα των προηγούμενων μελετών αξιολογούσε τη λειτουργία του 

συστήματος CRF, αλλά και άλλων συστημάτων, μόνο σε αρσενικά τρωκτικά (Toth et al., 2014, 

2015). 
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1.5.3 Φύλο & Συναπτική Πλαστικότητα  

Φυλετικές διαφορές παρατηρούνται και στο επίπεδο της συναπτικής πλαστικότητας. Οι 

περισσότερες μελέτες αναφέρονται στην διαφοροποιημένη επαγωγή της LTP στην περιοχή 

CA1 του ιπποκάμπου, μεταξύ θηλυκών και αρσενικών ατόμων. Αυτή η φυλετική διαφορά 

φαίνεται να οφείλεται στις διαφορετικές επιδράσεις των φυλετικών ορμονών κατά την 

ανάπτυξη του ιπποκάμπου (Qi et al., 2016; Yang et al., 2004). Τα υψηλά επίπεδα οιστραδιόλης 

οδηγούν σε αυξημένη επαγωγή της LTP στην περιοχή CA1 του ιπποκάμπου στα θηλυκά άτομα, 

ενώ η τεστοστερόνη φαίνεται να μπλοκάρει την επαγωγή της LTP στην περιοχή αυτή στα 

αρσενικά άτομα (Hyer et al., 2018; Qi et al., 2016). Βέβαια οι παρατηρήσεις αυτές διαφέρουν 

από περιοχή σε περιοχή. Στην οδοντωτή έλικα του ιπποκάμπου, για παράδειγμα, τα υψηλά 

επίπεδα οιστρογόνων, μειώνουν την επαγωγή της LTP στα θηλυκά άτομα (Gupta et al., 2001).  

Εκτός όμως από την άμεση επίδραση των φυλετικών ορμονών, η απόκριση στρες φαίνεται να 

σχετίζεται εξίσου τον φυλετικό διμορφισμό της επαγωγής LTP. Ένα παράδειγμα είναι οι 

μορφολογικές αλλαγές των νευρωνικών κυττάρων που προκαλεί το χρόνιο στρες και η 

διαφοροποίηση που παρατηρείται στις συνάψεις, έχουν άμεση επίδραση στην επαγωγή της 

LTP και οι επιδράσεις αυτές εμφανίζονται με διαφοροποιημένες μεταξύ των φύλων 

(Bangasser et al., 2018; Hyer et al., 2018).  

Επιπλέον, ο φυλετικός διμορφισμός στο επίπεδο επαγωγής της LTP φαίνεται να σχετίζεται 

άμεσα και με τα επίπεδα ενεργοποίησης των NMDA υποδοχέων. Υπάρχουν ενδείξεις ότι στα 

δύο φύλα τα επίπεδα έκφρασης NMDA υποδοχέων κατά την επαγωγή της LTP διαφέρουν, 

γεγονός που υποδεικνύει πιθανή φυλετική διαφορά στο είδος του μηχανισμού επαγωγής της 

LTP: NMDA-εξαρτώμενο ή μη (Maren et al., 1994). Ωστόσο απαιτούνται περισσότερες μελέτες 

για την εξακρίβωση αυτής της υπόθεσης. 

 

1.5.4 Φύλο & Οξειδωτικό Στρες 

Η μέχρι τώρα βιβλιογραφία έχει, στην πλειοψηφία της, δείξει υψηλότερα επίπεδα ενεργών 

μορφών οξυγόνου και δεικτών που υποδεικνύουν οξειδωτική βλάβη, όπως π.χ. η 

υπεροξείδωση των λιπιδίων, στον εγκέφαλο αρσενικών ατόμων. Αντίστοιχα βέβαια, έχουν 

φανεί από ένα σύνολο μελετών, υψηλότερα αντιοξειδωτικά επίπεδα σε εγκεφάλους θηλυκών 

ατόμων, αν και υπάρχουν αρκετές μελέτες όπου τα αποτελέσματά ποικίλουν αρκετά ως προς 

αυτό το συμπέρασμα. Κυρίως το πρόβλημα στην βιβλιογραφία που αφορά το φυλετικό 

διμορφισμό στο οξειδωτικό στρες είναι ότι συνήθως τα αποτελέσματα είναι εξαρτώμενα από 

την ηλικία, με μεγαλύτερη ποικιλομορφία να εντοπίζεται στις νεαρές ηλικίες, σε σύγκριση με 
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τις μεγαλύτερες. Επιπλέον, τα αποτελέσματα φαίνεται να ποικίλουν καθώς οι έρευνες 

αφορούν πολλές διαφορετικές εγκεφαλικές περιοχές, αλλά και διαφορετικά ζωικά μοντέλα 

(Ruszkiewicz et al., 2019).  

Τα υψηλότερα αντιοξειδωτικά επίπεδα που έχουν παρατηρηθεί σε πολλές περιπτώσεις στ ον 

εγκέφαλο των θηλυκών, δεν είναι ακόμα ξεκάθαρό αν εξαρτάται ή επηρεάζεται από ορμόνες 

των θηλυκών ατόμων. Αν και σε αρκετές περιπτώσεις οι ορμόνες του φύλου έχει αποδειχθεί 

ότι είναι ικανές να ρυθμίζουν μονοπάτια του οξειδωτικού στρες και των αντιοξειδω τικών 

μηχανισμών, η επίδρασή τους δεν είναι ομοιόμορφη καθώς διαφοροποιείται ανάλογα με την 

ηλικία, την περιοχή του εγκεφάλου, και το πειραματικό μοντέλο που μελετάται (Tenkorang et 

al., 2018). Παράλληλα, ένα πλήθος άλλων παραγόντων είναι δυνατό να συμβάλλει στο 

φυλετικό διμορφισμό που έχει παρατηρηθεί, όπως γενετικοί και επιγενετικοί παράγοντες, που 

δεν έχουν μελετηθεί. 

Τέλος, παρόλο που υπάρχει ένα πλήθος μελετών νευρολογικών παθήσεων οι οποίες 

εξετάζουν τους δείκτες οξειδοαναγωγής, μόνο ένα μικρό ποσοστό αυτών συμπεριλαμβάνει 

και τα δύο φύλα. Απαιτείται σίγουρα περαιτέρω έρευνα, για να διαπιστωθούν με ακρίβεια 

φυλετικές διαφοροποιήσεις που χαρακτηρίζουν τόσο τη συνθήκη του οξειδωτικού στρες σε 

κάποιες περιπτώσεις, όσο και πλήθος διαταραχών που σχετίζονται με το οξειδωτικό στρες. 
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Κεφάλαιο 2: Στόχος της μελέτης  

Τα στρεσσογόνα ερεθίσματα αποτελούν αναπόσπαστη συνθήκη στην καθημερινότητα όλων 

των οργανισμών, ενώ όπως έχει φανεί από μελέτες, η συνθήκη του στρες αποτελεί κύριο 

παράγοντα στην εμφάνιση και επιδείνωση πολλών διαταραχών του νευρικού συστήματος, 

τόσο ψυχιατρικών όπως η κατάθλιψη και η σχιζοφρένεια, όσο και νευροεκφυλιστικών όπως 

οι νόσοι Alzheimer’s και Parkinson’s (Barnham et al., 2004).  Από τα κύρια χαρακτηριστικά 

πολλών διαταραχών, οι οποίες έχουν σχετιστεί με κάποιον τρόπο με την απόκριση του στρες, 

είναι τα ελλείμματα που παρατηρούνται σε γνωστικές λειτουργίες, αλλά και οι φυλετικές 

διαφοροποιήσεις τόσο στην εμφάνιση, όσο και στην παθοφυσιολογία των διαταραχών.  

Μια βασική περιοχή του εγκεφάλου που εμπλέκεται σε ανώτερες γνωστικές λειτουργίες, όπως 

η μνήμη εργασίας, η προσοχή, η λήψη αποφάσεων και η μακρόχρονη μνήμη, είναι ο 

προμετωπιαίος φλοιός (PFC). Ο PFC επηρεάζεται σημαντικά στις διαταραχές που 

αναφέρθηκαν παραπάνω και είναι ιδιαίτερα ευάλωτος στις δράσεις, τόσο του συστημικού, 

όσο και του κυτταρικού στρες, αλλά οι μηχανισμοί των επιπτώσεων του στρες καθώς και οι 

φυλετικές διαφοροποιήσεις είναι ελάχιστα μελετημένοι. 

Στόχος της παρούσας διατριβής είναι η μελέτη της επίδρασης των μεσολαβητών του 

συστημικού και οξειδωτικού στρες σε μηχανισμούς που υποστηρίζουν τη συναπτική 

πλαστικότητα και συγκεκριμένες λειτουργίες στον PFC, καθώς και της αλληλεπίδρασης των 

δύο συστημάτων του στρες, λαμβάνοντας υπόψιν τον παράγοντα του φύλου.  

Συγκεκριμένα, οι επιμέρους στόχοι της διατριβής είναι οι παρακάτω:  

1) Η μελέτη της επίδρασης του οξέος στρες και των μεσολαβητών του συστήματος CRF, 

σε γνωστικές λειτουργίες και τη συναπτική πλαστικότητα του PFC. Η μελέτη αυτή 

προσεγγίστηκε στο επίπεδο της συμπεριφοράς, της κυτταρικής ενεργοποίησης, και 

της συναπτικής πλαστικότητας με ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές, μέσ ω δυο 

βασικών χειρισμών: ενεργοποιώντας ή μπλοκάροντας τον άξονα ΥΥΕ. 

2) Η διερεύνηση των μηχανισμών που υποστηρίζουν τις φυλετικές διαφοροποιήσεις που 

προέκυψαν από το πρώτο μέρος της μελέτης. Αρχικά, μελετήθηκε το κατά πόσο 

διαφέρουν βασικοί μηχανισμοί που σχετίζονται με τη συναπτική πλαστικότητα της 

περιοχή του PFC μεταξύ των δύο φύλων, και στη συνέχεια οι μηχανισμοί που 

διαφοροποιούνται κατά την απόκριση του στρες στα δύο φύλα.   
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3) Η μελέτη της πιθανής συσχέτισης του συστημικού στρες και του οξειδωτικού στρες 

στην περιοχή του PFC, καθώς και η μελέτη της επίδρασης του οξειδωτικού στρες στη 

συναπτική πλαστικότητα του PFC.  

Είναι πολύ σημαντικό να τονιστεί ο παράγοντας του φύλου στη συγκεκριμένη μελέτη, καθώς 

ο σκοπός είναι η μελέτη αυτή να συμβάλλει στην κατανόηση των διαφοροποιήσεων που 

παρατηρούνται σε θηλυκά άτομα, τόσο σε διάφορες διαταραχές που σχετίζονται με το στρες 

(κατάθλιψη, διαταραχές άγχους, κ.ά.), όσο και σε περιπτώσεις νευροεκφυλιστικών 

διαταραχών (άνοια, νόσος Alzheimer’s και πολλαπλή σκλήρυνση). 

Οι μελέτες που σχετίζονται με τη διαλεύκανση διαφορών μεταξύ των δύο φύλων 

συμβάλλουν, εφ’ ενός στο σχεδιασμό στοχευμένων και πιο εξειδικευμένων προσεγγίσεων 

στην αντιμετώπιση διαταραχών στις οποίες έχουν παρατηρηθεί διαφοροποιήσεις 

σχετιζόμενες με το φύλο, και αφ’ ετέρου στην πρόβλεψη της έκβασης καταστάσεων στις 

οποίες μέχρι τώρα δεν ήταν υπολογίσιμο το φύλο ως παράγοντας. 
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Κεφάλαιο 3: Επίδραση του στρες περιορισμού στις 

λειτουργίες του PFC  

 

3.1 Εισαγωγή 

 

3.1.1 Στρες Περιορισμού 

Το στρες περιορισμού (Restraint Stress) πιθανώς αποτελεί την πιο δημοφιλή πειραματική 

διαδικασία για την πρόκλησης της απόκρισης στρες. Η πρώτη αναφορά της συγκεκριμένης 

πειραματικής προσέγγισης έγινε από τους Pare & Glavin το 1986(Paré & Glavin, 1986). Μέχρι 

και με τα σημερινά δεδομένα, το στρες περιορισμού συνεχίζει να αποτελεί το κύριο 

μεθοδολογικό εργαλείο στη μελέτες που σχετίζονται με την επαγωγή της απόκρισης στρες, 

ειδικά όσον αφορά πειράματα που χρησιμοποιούν ως υποκείμενα τρωκτικά.  

Η συγκεκριμένη πειραματική συνθήκη μπορεί να συναντηθεί στη βιβλιογραφία με πολλές 

διαφορετικές παραλλαγές που αφορούν κυρίως το εύρος και τον τρόπο που επιβάλλεται ο 

περιορισμός της κίνησης του ζώου. Το κύριο κοινό χαρακτηριστικό σε όλες τις παραλλαγές 

αποτελεί ο περιορισμός και η ακινητοποίηση του ζώου. Έχουν περιγραφεί συνηθέστερα, αλλά 

δεν περιορίζονται απαραίτητα σε αυτές, οι ακόλουθες παραλλαγές:  

α) ολόκληρο το ζώο τοποθετείται σε άκαμπτο κώνο από πλεξιγκλάς, β) ολόκληρο το ζώο 

τοποθετείται σε Decapicone (ένας κλειστός, κωνικός, πλαστικός «σωλήνας» από διάφανη 

μεμβράνη), γ) τα άκρα του ζώου είναι κολλημένα σε σανίδα ή δεμένα σε μαξιλαράκια, δ) 

ολόκληρο το ζώο τοποθετείται και ακινητοποιείται σε συρμάτινο πλέγμα συγκράτησης, ε) ένα 

πλαστικό ή πλεξιγκλάς πάνελ χρησιμοποιείται για να περιορίσει τις κινήσεις του ζώου σε μια 

γωνία ενός κλουβιού, στ) το ζώο τοποθετείται σε πλαστική φιάλη ή κλουβί συγκράτησης, ζ) 

ολόκληρο το ζώο είναι τυλιγμένο με συρμάτινη «μεμβράνη», η) το ζώο τυλίγεται σε 

υφασμάτινη πετσέτα, με μόνο το ρύγχος και την ουρά να φαίνονται. (Buynitsky & Mostofsky, 

2009) 

Η ακινητοποίηση, περιγράφεται συνήθως ως μια συνθήκη που χαρακτηρίζεται από 

περιορισμένο εύρος κίνησης. Ο περιορισμός ολόκληρου του ζώου είναι η προτιμώμενη 

εκδοχή της μεθόδου, κυρίως επειδή είναι απλή και ανώδυνη συνθήκη και χωρίς διαρκή 

εξασθένηση του ζώου, λόγω της απόλυτης ακινησίας που προσφέρει.  
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Σε σύγκριση με την επαγωγή της απόκρισης στρες που επιτυγχάνεται μέσω χορήγησης 

φαρμάκων, χειρουργικών επεμβάσεων, ακραίων θερμοκρασιών ή ακουστικής διέγερσης, το 

στρες περιορισμού δίνει τη δυνατότητα τη δυνατότητα της ταυτόχρονης μελέτης των 

αλλαγών στα επίπεδα της αδρενοκορτικοτρόπου ορμόνης (ACTH), της κορτικοστερόνης 

(corticosterone-CORT), της έκφρασης ης πρωτεΐνης c-Fos, καθώς και της 

απευαισθητοποίησης της απόκρισης του ΥΥΕ-άξονα και τα επίπεδα της έκφρασης των 

κυτοκινών. Στις μελέτες αυτές μπορεί να ενσωματωθεί και ένας αριθμός συμπεριφορικών 

δοκιμών, όπως διαδικασίες μάθησης (Jeong et al., 2006; Wu et al., 2007), η πρόσληψη τροφής 

(Tabarin et al., 2007) ή απόκριση σε έντονα ακουστικά ερεθίσματα (responses to acoustic 

startle) (Khan & Liberzon, 2004) και παρόμοιες συμπεριφορικές δοκιμασίες που σχετίζονται με 

την επίδραση διαφόρων περιβαλλοντικών προκλήσεων. 

Επιπλέον, η προτίμηση αυτής της μεθόδου για την επαγωγή της απόκρισης στρες οφείλεται 

στο γεγονός ότι  είναι οικονομική και παράλληλα αποκλείει την  πρόκληση οποιασδήποτε 

σωματικής βλάβης στο ζώο. Η πιο συχνή συνθήκη είναι να πραγματοποιείται άπαξ εφαρμογή 

της συνθήκης του περιορισμού (acute restraint stress) και με το πέρας της το ζώο να 

θανατώνεται. Ωστόσο, είναι αρκετά περιορισμένος ο αριθμός των μελετών που ασχολούνται 

με τις μακροπρόθεσμες επιπτώσεις του στρες περιορισμού μετά από μία μόνο εφαρμογή της 

μεθόδου. Εκτός από τη συχνότητα εφαρμογής της μεθόδου, βασικοί παράγοντες που 

σχετίζονται με τις επιπτώσεις της εφαρμογής της, είναι τόσο αυτός της συνθήκης του 

περιορισμού (διαφορετικές παραλλαγές του περιορισμού, περιγραφή Παράρτημα σελ 154), 

όσο και αυτός της διάρκειας. Παρουσιάζονται αναλυτικά οι επιπτώσεις των συνθήκων που 

αφορούν στη συγκεκριμένη μελέτη, δηλαδή η ακινητοποίηση σε διάφανο κώνο από 

πλεξιγκλάς για διάστημα 2 ωρών (Buynitsky & Mostofsky, 2009).   

        ▪ ακινητοποίηση σε διάφανο κώνο από πλεξιγκλάς 

↑ACTH και έκκριση CORT 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

↑επίπεδα c-Fos-protein & c-Fos mRNA 

↑επίπεδα νιτρωδών 

↑επίπεδα TNF-a και δραστηριότητα μετατρεπτικού ενζύμου TNF-a 

↑επαγόμενες ανοσολογικές αλλοιώσεις 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

↓κινητικής δραστηριότητας 

↓κίνητρο & διεκδίκηση  

↓διατήρησης & κωδικοποίησης μνήμης, δυνατότητα ανάπλασης μνημών  
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     ▪ διάστημα εφαρμογής «στρες περιορισμού»: 1-2 ώρες  

- ανορεκτική συμπεριφορά 

- εξασθένηση των λειτουργιών του ανοσοποιητικού 

 ↑επίπεδα ACTH & CORT 

 ↑αγχώδους συμπεριφοράς 

 ↑έκφρασης c-Fos-protein & c-Fos mRNA  

 ↑επίπεδα νιτρωδών στον μετωπιαίο φλοιό και στον ιππόκαμπο 

 -------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 ↓κινητική δραστηριότητα και συντονισμός 

 ↓διατήρησης & κωδικοποίησης μνήμης 

 

 

3.1.2 Η «ανατομία» της απόκρισης του στρες  

Οι ανατομικές δομές που εμπλέκονται στην αντίδραση του στρες εντοπίζονται, τόσο στο 

κεντρικό νευρικό σύστημα, όσο και στους περιφερικούς ιστούς. Οι κύριοι συντελεστές της 

απόκρισης του στρες εντοπίζονται στον παρακοιλιακό πυρήνα (paraventricular nucleus, PVN) 

του υποθάλαμου, στον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης και στον επινεφρίδιο αδένα. Αυτό το 

σύστημα δομών αναφέρεται συνήθως ως άξονας υποθαλάμου-υπόφυσης-επινεφριδίων 

(ΥΥΕ) και αποτελεί σύστημα αρνητικής ανάδρασης. Οι μικροκυτταρικοί νευρώνες του PVN, 

συνθέτουν τον CRF, τον κύριο ρυθμιστή του άξονα ΥΥΕ. Στην απόκριση σε στρεσσογόνο 

ερέθισμα, ο CRF απελευθερώνεται στο υποφυσιακό-πυλαίο σύστημα και η σύνδεση του CRF 

με τον υποδοχέα του στην υπόφυση προκαλεί την απελευθέρωση της ACTH, από τα 

κορτικοτρόπα κύτταρα της πρόσθιας υπόφυσης, στην συστηματική κυκλοφορία. Η ACTH 

κυκλοφορεί συστημικά και διεγείρει τη σύνθεση γλυκοκορτικοειδών και την έκκρισή τους από 

την στηλιδωτή ζώνη (zona fasciculata) του φλοιού των επινεφριδίων. Τα γλυκοκορτικοειδή με 

τη σειρά τους, δρουν στον εγκέφαλο με σκοπό την αναστολή της δραστηριότητας του άξονα 

ΥΥΕ. Η αρνητική ανάδραση λαμβάνει χώρα στο επίπεδο του υποθαλάμου για αναστολή 

σύνθεσης CRF, και στην υπόφυση για αναστολή σύνθεσης της προοπιομελανοκορτίνης 

(POMC) (Rivier & Vale, 1983; Vale et al., 1981) (Εικόνα 7).  

Η δραστηριότητα του άξονα ΥΥΕ ακολουθεί ένα ημερήσιο πρότυπο, όπου σε συνθήκες 

ηρεμίας η δραστηριότητα κορυφώνεται ακριβώς πριν ή ταυτόχρονα με την περίοδο μείζονος 

σίτισης του οργανισμού, με κλειστά τα φώτα στο νυκτόβιο τρωκτικό και με ανοιχτά φώτα στο 

ημερόβιο πρωτεύον (Buynitsky & Mostofsky, 2009). Ωστόσο, η ανεπαρκής ή υπερβολική 
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ενεργοποίηση του άξονα ΥΥΕ μπορεί να συμβάλλει στην ανάπτυξη παθολογικών φαινομένων 

ή να πυροδοτήσει παθολογικά γεγονότα (Jacobson, 2014).  

Ο άξονας YYE εμπλέκεται στη νευροβιολογία των διαταραχών της διάθεσης και λειτουργικών 

διαταραχών, συμπεριλαμβανομένης της διαταραχής άγχους, της διπολικής διαταραχής, της 

αϋπνίας, της διαταραχής μετατραυματικού στρες, της οριακής διαταραχής της 

προσωπικότητας, της μείζονος καταθλιπτικής διαταραχής, του συνδρόμου χρόνιας κόπωσης, 

του συνδρόμου ευερέθιστου εντέρου, και τον αλκοολισμό (Pariante, 2003). 
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3.2 Πειραματικός σχεδιασμός (Εικόνα 3.1) 

 

Εικόνα 3.1: Πειραματικός σχεδιασμός-Επίδραση του στρες περιορισμού στις λειτουργίες του PFC 

Αρσενικοί και θηλυκοί ενήλικοι μύες υπεβλήθησαν σε 2ώρο στρες περιορισμού (RS), ή 

παρέμειναν στο κλουβί τους (NR). Ένα σύνολο μυών μετά το 2ώρο στρες περιορισμού 

πραγματοποίησε άμεσα τις συμπεριφορικές δοκιμές Φωτεινού/Σκοτεινού πεδίου (L/D test) 

και Δοκιμασία Αναγνώρισης Αντικειμένων με Χρονική Σειρά (TOR task), ενώ ένα άλλο 

πραγματοποίησε τις ίδιες δοκιμές 24 ώρες μετά το στρες περιορισμού. Παράλληλα υπήρχαν 

και οι αντίστοιχες ομάδες ελέγχου. Ο εγκέφαλοι όλων των μυών απομονώθηκαν μετά το 

πέρας των συμπεριφορικών δοκιμών και ακολουθήθηκαν διαφορετικοί χειρισμοί, είτε για 

ανοσοιστοχημεία, είτε για χρώση Golgi-Cox.  

Σε ένα διαφορετικό σύνολο αρσενικών και θηλυκών ενήλικων μυών πραγματοποιήθηκαν 

εξωκυττάριες ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές στη στοιβάδα ΙΙ της περιοχής του Prl σε 

τομές PFC και καταγράφηκαν τα επαγώμενα διεγερτικά μετασυναπτικά πεδίου (evoked field 

excitatory postsynaptic potentials-fEPSPs) για τη μελέτη της επαγωγή μακρόχρονης 

συναπτικής ενδυνάμωσης (LTP). Οι καταγραφές πραγματοποιήθηκαν, είτε αμέσως μετά το 

2ώρο στρες περιορισμού, είτε 24 ώρες μετά. Παράλληλα, και σε αυτά τα πειράματα υπήρχαν 

οι αντίστοιχες ομάδες ελέγχου.  
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3.3 Υλικά & Μέθοδοι 

3.3.1 Συμπεριφορικά Πειράματα  

Στη συγκεκριμένη φάση της μελέτης συμμετείχε η ομάδα μυών, όπου υπεβλήθη σε 2ώρο 

στρες περιορισμού (RS group), και παράλληλη η ομάδα ελέγχου όπου δεν υπεβλήθη σε κανένα 

χειρισμό (NR group). Το στρες περιορισμού επιτυγχάνεται με την τοποθέτηση κάθε μυ σε 

ειδικά διαμορφωμένο θάλαμο περιορισμού, στον οποίο το ζώο έχει την ικανότητα 

φυσιολογικού αερισμού, αλλά δεν έχει την ικανότητα κίνησης. Με αυτό τον τρόπο 

δημιουργείται η συνθήκη για την άμεση ενεργοποίηση του ΥΥΕ-άξονα. [περισσότερες 

λεπτομέρειες παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 

Όλες οι ομάδες με το πέρας του 2ώρου πραγματοποίησαν τις ίδιες συμπεριφορικές 

δοκιμασίες. Επιπλέον, υπήρχε η ομάδα 24RS, στην οποία τα ζώα υπεβλήθησαν σε 2ώρο στρες 

περιορισμού και οι συμπεριφορικές δοκιμές πραγματοποιήθηκαν 24 ώρες μετά τη συνθήκη 

του στρες. Αρχικά, η δοκιμασία Φωτεινού/Σκοτεινού πεδίου (Light/dark-L/D) [παραπομπή 

παράρτημα σελ. 144], όπου το ζώο αφήνεται στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής έχοντας τη 

δυνατότητα να κινηθεί ελεύθερα σε όλο το εύρος της συσκευής για χρονικό διάστημα 5’. Η 

δοκιμασία αυτή είναι ένα κλασσικό τεστ, όπου μπορεί να δώσει εικόνα για τα επίπεδα 

αγχώδους συμπεριφορών των τρωκτικών. 

Στη δοκιμασία L/D ελέγχθηκαν δύο παράμετροι, το ποσοστό του χρόνου που περνάει το ζώο 

στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής, και ο χρόνος μέχρι να εξέλθει για πρώτη φορά από το 

σκοτεινό πεδίο της συσκευής στο φωτεινό (latency). [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή 

παράρτημα σελ. 154] 

Μετά από τη δοκιμασία L/D, όλες οι ομάδες ζώων πραγματοποίησαν τη Δοκιμασία 

Αναγνώρισης Αντικειμένων με Χρονική Σειρά (Temporal order Object Recognition task-TOR). 

Η δοκιμασία αυτή σχετίζεται άμεσα με τη λειτουργία του mPFC, καθώς ο mPFC έχει κύριο 

ρόλο στη μνήμη χρονικής σειράς (recency memory). Η συγκεκριμένη δοκιμασία περιλάμβανε 

συνολικά τρεις φάσεις, οι οποίες απείχαν χρονικά μεταξύ τους 25’. Δύο φάσεις δοκιμασίας 

δειγμάτων και μια φάση-τεστ. Σε κάθε φάση δειγμάτων, οι μύες εξερευνούσαν δύο 

πανομοιότυπα, μη-γνώριμα αντικείμενα, διαφορετικά σε κάθε φάση για χρονικό διάστημα 5’. 

Η τρίτη φάση είναι το τεστ στο οποίο χρησιμοποιούνται ένα αντικείμενο από την πρώτη φάση 

(λιγότερο γνώριμο ή παλαιό) και ένα αντικείμενο από τη δεύτερη φάση (περισσότερο γνώριμο 

ή πρόσφατο) και ο μυς αφήνονταν να τα εξερευνήσει για χρονικό διάστημα 5’.  
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Στη δοκιμασία TOR υπολογίστηκε ο παράγοντας του δείκτη διάκρισης (discrimination index) 

που είναι ο χρόνος που περνάει εξερευνώντας το παλαιό αντικείμενο (φάση 1), προς το χρόνο 

που περνάει εξερευνώντας το πιο πρόσφατο αντικείμενο (φάση 2), καθώς και ο χρόνος  

εξερεύνησης  (χρόνος που περνάει εξερευνώντας τα δύο αντικείμενο προς το συνολικό χρόνο 

του πειράματος) (σελ. 157, Παράρτημα).[αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα σελ. 

154] 

Με το πέρας των συμπεριφορικών δοκιμών οι εγκέφαλοι όλων των ζώων απομονωθήκαν και 

ακολουθήθηκαν διαφορετικοί χειρισμοί. Παράλληλα, απομονώθηκε από τα ζώα αίμα, το 

οποίο χρησιμοποιήθηκε για την πραγματοποίηση ELISA για την μέτρηση των επιπέδων της 

κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος.  

 

3.3.2 Ανοσοϊστοχημεία  

Για τη διαδικασία της ανοσοϊστοχημείας, 90’ μετά το τέλος των συμπεριφορικών δοκιμών, οι 

μύες υπεβλήθηκαν στη διαδικασία καρδιακής διοχέτευσης υγρού (perfusion) με στόχο τη 

μονιμοποίηση του εγκεφάλου. Ο εγκέφαλος από όλες τις ομάδες μυών απομονώθηκε και 

μονιμοποιήθηκε σε διάλυμα παραφορμαλδεΰδης (PFA) 4% με τη διαδικασία perfusion 

[παραπομπή παράρτημα σελ. 154].  

Στη συνέχεια, οι εγκέφαλοι υπεβλήθηκαν σε διαδικασία ανοσοϊστοχημείας, για να 

καταμετρηθούν τα επίπεδα της έκφρασης του γονίδιου c-Fos, ώστε να μελετηθεί η νευρωνική 

ενεργοποίηση της περιοχής PrL του mPFC, έπειτα από το 2ώρο στρες περιορισμού.  

Πραγματοποιήθηκαν τομές εγκεφάλου 40μm, σε μικροτόμο παλλόμενης λεπίδας (Vibratome, 

Leica VT1000S). Στη συνέχεια συλλέχθηκαν οι τομές που έφεραν την περιοχή μελέτης και 

ακολουθήσαν πλύσεις με PBS-Tween 0,1%, και επωάση αρχικά σε διάλυμα blocking [PBS-

tween 0,1 % (Tween 20 (Sigma-Aldrich, LOT STBB3609, CAT.:P137-9), 0,1 % Triton (Triton X100 

(Sigma-Aldrich, Batch # 106K0177), 2%FBS: Fetal Bovine Serum (Gibco, LOT 41F4594K)] για 

διάστημα 1 ώρας σε θερμοκρασία δωματίου (room temperature, RT). Στη συνέχεια οι τομές 

επωάστηκαν σε διάλυμα πρωτογενούς αντισώματος [PBS-Tween 0,1 %, 0,1 % Triton, 2 % FBS, 

1:50 anti-c-Fos Antibody (E-8): sc-166940, Santa Cruz Biotechnology, Inc] για διάστημα ~12 

ωρών (overnight, O/N) στους 4οC. Τη 2η ημέρα πραγματοποιήθηκαν εκ νέου πλύσεις με PBS-

Tween 0,1 % και οι τομές επωάστηκαν στο φωτοευαίσθητο διάλυμα του 2ου αντισώματος 

[PBS-tween 0,1 %, 0,1 % Triton, 2 %FBS, 1:500 GAR488 (Goat Anti-Mouse, IgG (H + L), CF®568, 

Biotium] για διάστημα 2 ωρών σε RT και συνθήκες σκότους. Τέλος, πραγματοποιήθηκαν 
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πλύσεις με PBS-Tween 0,1 % και οι τομές μεταφέρθηκαν σε αντικειμενοφόρο πλάκα, 

καλύφθηκαν με σταγόνες (~10μl) Mounting Medium with DAPI (ab104139, Abcam plc.) και 

γυάλινη καλυπτρίδα. [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 

 

3.3.3 Χρώση Golgi-Cox 

Για τη διαδικασία της χρώσης Golgi-Cox, στους εγκεφάλους των μυών ακολουθήθηκε 

διαφορετικός χειρισμός, καθώς με το πέρας των συμπεριφορικών δοκιμών οι εγκέφαλοι 

απομονώθηκαν και τοποθετήθηκαν σε διάλυμα Golgi-Cox. Στόχος ήταν να μελετηθούν οι 

δομικές τροποποιήσεις στις δενδριτικές άκανθες των νευρώνων στην περιοχή του mPFC, 

έπειτα από το 2ώρο στρες.  

Μετρήθηκαν ο αριθμός και το μήκος για των κορυφαίων (apical) και δευτεροταγών 

(secondary) δενδριτών (Εικόνα 3.2), καθώς και η πυκνότητα των ακανθών τους. Η πυκνότητα 

των συνολικών ακανθών για κάθε είδος δενδρίτη, μελετήθηκαν με βάση την κλασσική 

κατηγοριοποίηση σε thin, mushroom (θεωρήθηκαν ενιαία κατηγορία, ως οι ώριμες άκανθες) 

και stubby, αλλά η πυκνότητά τους απεικονίστηκε συνολικά. 

  Οι εγκέφαλοι παρέμειναν σε διάλυμα Golgi-Cox [παραπομπή παράρτημα σελ. 154], με 

ανανέωση του διαλύματος μέρα παρά μέρα, για 10 μέρες (σε κάθε ανανέωση, το παλιό 

διάλυμα απορρίπτεται σε ειδικό δοχείο τοξικών αποβλήτων, προστίθενται εκ νέου ~4ml 

διαλύματος και στη συνέχεια το δοχείο αναδεύεται για 1 ώρα), ενώ την 11η ημέρα οι εγκέφαλοι 

μεταφέρθηκαν σε διάλυμα σουκρόζης 30% σε dH2O. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκαν τομές 

150μm σε μικροτόμο παλλόμενης λεπίδας (Vibratome, Leica VT1000S). Οι τομές 

μεταφέρθηκαν σε αντικειμενοφόρες πλάκες, και καλύφθηκαν με Parafilm “M”, τέλος 

φυλάχθηκαν σε θάλαμο υγρασίας στο σκοτάδι. Τη 2η ημέρα μετά την λήψη των εγκεφαλικών 

τομών πραγματοποιήθηκε η «εμφάνιση» τους. Αρχικά, αφαιρείται το Parafilm “M” και οι 

αντικειμενοφόρες πλάκες τοποθετήθηκαν στην απαγωγό εστία, ενώ διαδοχικά επωάστηκαν 

σε dH2O (1’), σε 100 % Ammonium Hydroxide (15’), σε dH2O (1’), σε διάλυμα Kodak Fix (15’) και 

τέλος σε dH2O (1’). Στη συνέχεια ακολουθήθηκε αφυδάτωση των τομών με μια σειρά από 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις αιθανόλης (50%, 70%, 95%, 100%), επώαση σε 100 % Xylenium 

(3’) και τέλος, αφού οι τομές στέγνωσαν λίγο, προστέθηκε μία σταγόνα Eukitt® Quick-

hardening mounting medium (03989, Sigma-Aldrich) σε κάθε τομή και oι αντικειμενοφόρες 

πλάκες καλύφθηκαν με γυάλινη καλυπτρίδα. [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή 

παράρτημα σελ. 154] 
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Εικόνα 3.2: σχηματική απεικόνιση τυπικού πυραμιδικού νευρώνα. Διακρίνονται τα σημεία: σώμα, 
δευτοροταγής δενδρίτης & κορυφαίος δενδρίτης  Απεικονίζεται τμήμα βασικού δενδριτή, πυραμιδικού 
νευρώνα, σε μεγέθυνση 100x, όπου διακρίνονται οι δενδριτικές άκανθες  

 

3.3.4 Καταγραφές πεδίου  

Σε διαφορετικές ομάδες ζώων με το πέρας του 2ώρου στρες περιορισμού, αλλά και 24 ώρες 

μετά αυτού, αντιστοίχως με τις ομάδες που έχουν αναφερθεί, ο εγκέφαλος απομονώθηκε και 

ζωντανές τομές PFC χρησιμοποιήθηκαν για να πραγματοποιηθούν εξωκυττάριες 

ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές.    

Σε αυτή την περίπτωση το ζώο θανατώθηκε και ο εγκέφαλος του απομονώθηκε ταχέως σ ε 

παγωμένο οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) διάλυμα 0-Ca2+ aCSF (artificial cerebrospinal fluid-

τεχνητό εγκεφαλονωτιαίο υγρό). Πραγματοποιήθηκαν τομές PFC, πάχους 400μm, σε 

μικροτόμο παλλόμενης λεπίδας (Leica VT1000S) που περιείχει παγωμένο οξυγονωμένο (95% 

O2/5% CO2) διάλυμα 0-Ca2+ aCSF. Οι τομές αυτές μεταφέρθηκαν σε θάλαμο διατήρησης, 

βυθισμένες σε aCSF καταγραφής, το οποίο είχε συνεχή οξυγόνωση (95% O2/5% CO2) και 

βρισκόταν σε RT. Παρέμειναν σε αυτή τη συνθήκη για ~1 ώρα μέχρι τη μεταφορά τους στην 

τράπεζα των ηλεκτροφυσιολογικών καταγραφών. 
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Στη διαδικασία εξωκυττάριας καταγραφής δυναμικών τοπικού πεδίου (Local Field Potentials-

LFPs) χρησιμοποιήθηκε ένα μεταλλικό συγκεντρωτικό μικροηλεκτρόδιο ερεθισμού 

(πλατίνα/ιρίδιο) και ένα ηλεκτρόδιο καταγραφής που αποτελείται από λεπτό σύρμα 

χλωριούχου αργύρου και μονωτική γυάλινη μικροπιπέτα (διαμέτρου ~10μm), πλήρη 

ηλεκτρολύτη (3Μ NaCl).  

Οι καταγραφές πραγματοποιήθηκαν στο σύνολό τους στην έξω κοκκώδη στοιβάδα (layer II) 

στην περιοχή PrL του mPFC, η οποία εντοπίζεται με τη βοήθεια μικροσκοπίου φωτισμού 

πρόσπτωσης (Zeiss,USA) και ενσωματωμένης κάμερας (Hamamatsu, Japan) (Εικόνα 3.3).  

Τα ασθενή ηλεκτρικά σήματα που δέχεται το μικροηλεκτρόδιο φιλτράρονται με 

χαμηλοπερατό φίλτρο στα 0-1 Hz και ενισχύονται μέσω ενισχυτή (DAGAN BVC-700), 

ψηφιοποιούνται με το ITC-18 (A-D board), και καταγράφονται σε υπολογιστή όπου 

λαμβάνονται με τη χρήση του προγράμματος IgorPro (Wavemetrics, USA). Η συχνότητα λήψης 

ανέρχεται στα 100 kHz. 

 

Εικόνα 3.3: Πάνω: περιοχή prelimbic prefrontal cortex (PrL) διακρίνονται τα διαφορετικά στρώματα οργάνωσης 
των στοιβάδων (L1, L2/3, L5, L6)Κάτω: πειραματική διάταξη ηλεκτροδίων στην περιοχή του PrL, στη στοιβάδα 
II: μέση γραμμή: κόκκινη διακεκομμένη γραμμή ηλεκτρόδιο ερεθισμού: μαύρο χρώμα ηλεκτρόδιο 

καταγραφής: ανοιχτόχρωμο   

 

Αρχικά καταγράφηκαν τα επαγώμενα διεγερτικά μετασυναπτικά πεδίου (fEPSPs) σε 

απόκριση αυξανόμενης έντασης ερεθισμάτων. Πραγματοποιήθηκαν διαδοχικά δύο ερεθισμοί 

διάρκειας 0,01ms, έντασης 0,1mA και με χρονική απόσταση μεταξύ τους ISI (InterStimulus 



 59 

Interval) διάρκειας 60”. Στη συνέχεια επαναλαμβάνεται η ίδια διαδικασία με αυξανόμενη 

ένταση ερεθισμού κατά 0,1mA κάθε φορά μέχρι τα 0,3mA και τέλος δίνονται δύο ερεθισμοί 

έντασης 0,15mA.  

Οι καταγραφές πραγματοποιήθηκαν, στη μια συνθήκη αμέσως μετά από το 2ώρο στρες 

περιορισμού, ενώ στην άλλη 24 ώρες μετά το στρες. Παράλληλα, υπήρχε και η αντίστοιχη 

ομάδα ελέγχου.  

Στη συνέχεια, μελετήθηκε η δυνατότητα επαγωγής LTP στις συνάψεις της συγκεκριμένης 

περιοχής, έπειτα από τετανικό ερέθισμα. Για τη μελέτη του LTP, μετρήθηκε αρχικά το μέσο 

μέγεθος της απόκρισης των νευρώνων πριν την εφαρμογή του τετανικού ερεθισμού, δηλαδή 

αυτό που χαρακτηρίζεται ως «βασική κατάσταση» (baseline activity), εφαρμογή 10 μονών 

ερεθισμάτων, σταθερής έντασης, διάρκειας 0,01ms και μεταξύ τους ISI 60”.  Μετά την 

εφαρμογή του τετανικού ερεθίσματος, όπου αποτελείται από 3 επαναλήψεις διεγερτικών 

σημάτων υψηλής συχνότητας (100Hz) και αυξημένης διάρκειας (1”), μεταξύ των οποίων 

παρεμβάλλεται ISI διαρκείας 20”, ακολουθεί καταγραφή του μέσου μεγέθους απόκρισης. 

Συγκεκριμένα εφαρμόζονται μια σειρά 50 μονών ερεθισμών σταθερής έντασης και διάρκειας, 

με μεταξύ τους ISI 60’’ (όμοιες συνθήκες με αυτές του «βασικής κατάστασης»). Εάν το μέσο 

μέγεθος απόκρισης αυξάνεται σε σχέση με τη «βασική κατάσταση», πρόκειται για μακρόχρονη 

συναπτική ενδυνάμωση (LTP), ενώ εάν παραμένει σχετικά αμετάβλητη η συνθήκη 

χαρακτηρίζεται από απουσία μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης.  

Καθ’ όλη τη διάρκεια του πρωτοκόλλου στο σημείο της τράπεζας, όπου διατηρείται η τομή 

υπάρχει συνεχής ροή οξυγονωμένου (95% O2/5% CO2) aCSF καταγραφής σε θερμοκρασία 

~37οC. [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 

 

3.3.5 Μέτρηση επιπέδων κορτικοστερόνης  

Για την πραγματοποίηση της μεθόδου ELISA (Cayman CHEMICAL, Corticosterone ELISA Kit, 

No.501320), με σκοπό την μέτρηση των επιπέδων της κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος, 

από αρσενικούς και θηλυκούς μύες οι οποίοι είχαν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού,  

έγινε λήψη περίπου 0,5ml αίματος, είτε 30’ μετά τη συνθήκη τους στρες, είτε 24 ώρες μετά. 

Παράλληλα υπήρχαν και οι αντίστοιχες ομάδες οι οποίες δεν έχουν υποβληθεί σε κανένα 

χειρισμό.  

Τα δείγματα αίματος, μετά από 45,’ φυγοκεντρήθηκαν για 15’ στα 18000rcf. Συλλέχθηκε ο ορός 

και διατηρήθηκε στους  -20oC. Στη συνέχεια 40μl από κάθε δείγμα ορού «καθαρίστηκαν» με 
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0,5ml διεθυλεθέρα (DEE)/δείγμα και 100μl από το ELISA Buffer/δείγμα και 50μl από κάθε 

δείγμα αραιώθηκε σε 2 διαφορετικές συγκεντρώσεις (1:10 & 1:2). Για την καμπύλη αναφοράς 

της ELISA για την κορτικοστερόνη χρησιμοποιήθηκαν 8 tubes, αριθμημένα από το #1 έως το 

#8 (S1-S8). Το tube S1 περιείχε 900μl «ELISA Buffer» και από το S2 έως το S8 το κάθε tube 

περιείχε 750μl. 100μl από το «bulk standard» (50ng/ml) μεταφέρθηκε στο tube S1. Σταδιακά τα 

δείγματα αραιώθηκαν, καθώς αφαιρούνταν 500μl από το tube S1 και επανατοποθετούνταν 

στο tube S2, ενώ στη συνέχεια 500μl αφαιρούνταν από το tube S2 επανατοποθετούνταν στο 

tube S3 και ου το καθεξής για τα tubes από το S4 έως το S8. Το 96-well plate που 

χρησιμοποιήθηκε περιείχε: ένα «well total activity» (TA), 2 «bulk» (Blk), 2 «non-specific binding 

wells (NSBs)» με 100μl «ELISA Buffer» το καθένα,2 «maximum binding wells» (B0S) με 50μl 

«ELISA Buffer» το καθένα και τα S1-S8 επί 2 φορές το καθένα (50μl το καθένα).Καθένα από τα 

8 δείγματα (50μl το καθένα) «φορτώθηκε» επί 2 φορές και για τις 2 συγκεντρώσεις (1:100, 

1:10). «Corticosterone AChE Tracer» (50μl) προστέθηκε σε όλα τα wells, εκτός από των TA και 

Blk, Corticosterone ELISA Antiserum (50μl) προστέθηκε σε όλα τα wells εκτός των TA, Bl k και 

NSB. Το 96-well plate επωάστηκε στους 4oC, O/N και από μετά την επώαση, τα wells  

αδείαστηκαν και  ξεπλυθήκαν 5 φορές με 200μl Wash Buffer/φορά. Το «Ellman’s Reagent» 

προστέθηκε σε όλα τα wells, ενώ 5μl από «Corticosterone AChE Tracer» προστέθηκε στο TA 

well. Η εξέλιξη της διαδικασίας πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας shaker για 90’ και στη 

συνέχεια το well plate «διαβάστηκε» σε μήκος κύματος 412nm. Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε 

σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή.. [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή 

παράρτημα σελ. 154] 
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3.4. Αποτελέσματα 

 

3.4.1  Επίδραση του στρες περιορισμού στην εμφάνιση αγχώδους συμπεριφοράς 

(άμεσα και με το πέρας 24ωρών) 

3.4.1.1. Οι θηλυκοί μύες εμφανίζουν αυξημένη αγχώδη συμπεριφορά συγκριτικά με τους 

αρσενικούς αμέσως μετά από το 2ώρο στρες περιορισμού.  

Στη δοκιμασία L/D, το 2ώρο στρες αύξησε το χρόνο παραμονής στο σκοτεινό πεδίο και στα 2 

φύλα. Οι αρσενικοί μύες που υπεβλήθησαν στη συνθήκη του στρες (RS group-μαύρο χρώμα) 

δεν εμφανίζουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές στο ποσοστό του χρόνου παραμονής τους 

στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής σε σύγκριση με τους αρσενικούς μύες της ομάδας ελέγχου 

(NR group-γκρι χρώμα). Οι θηλυκοί μύες που υπεβλήθησαν στο 2ώρο στρες περιορισμού (RS 

group-κόκκινο χρώμα) εμφανίζουν στατιστικώς σημαντικά αυξημένο χρόνο παραμονής στο 

σκοτεινό πεδίο σε σχέση με το φωτεινό, συγκριτικά με τους θηλυκούς μύες της ομάδας 

ελέγχου (NR group-ροζ χρώμα). Ενώ, στατιστικώς σημαντική είναι και η διαφορά του 

ποσοστού του χρόνου παραμονής στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής των θηλυκών μυών της 

ομάδας RS (κόκκινο χρώμα) σε σύγκριση με το ποσοστό του χρόνου της αντίστοιχης ομάδας 

των αρσενικών μυών (RS group- μαύρο χρώμα). (Εικόνα 3.4) 

Ο χρόνος που τα θηλυκά ζώα, που έχουν υποβληθεί στο 2ώρο στρες περιορισμού (RS- κόκκινο 

χρώμα), χρειάζονται για να περάσουν για πρώτη φορά από το σκοτεινό στο φωτεινό πεδίο της 

συσκευής δεν διαφέρει σημαντικά, από τον αντίστοιχο χρόνο που χρειάζονται τα θηλυκά ζώα 

της ομάδας ελέγχου (NR- ροζ χρώμα). Το ίδιο ισχύει και για τις ομάδας RS (μαύρο χρώμα) και 

NR (γκρι χρώμα) των αρσενικών μυών. Δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές 

διαφορές στο χρόνο που χρειάζονται για να εξέλθουν στο φωτεινό πεδίο της συσκευής για 

πρώτη φορά. Τέλος, δεν παρατηρούνται διαφορές ούτε μεταξύ των δύο φύλων σε καμία από 

τις δύο συνθήκες, των ομάδων που έχουν υποβληθεί στο 2ώρο στρες (RS) και των 

αντίστοιχων ομάδων ελέγχου (NR).  

Οπότε, προκύπτει πως το 2ώρο στρες περιορισμού αυξάνει την αγχώδη συμπεριφορά μόνο 

στους θηλυκούς μύες και όχι στους αρσενικούς . 
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Εικόνα 3.4:  επίδραση του 2ώρου στρες περιορισμού στη δοκιμασία L/D  Α. παρουσιάζεται η επίδραση του 
2ώρου στρες περιορισμού στο ποσοστό του χρόνου που περνάει ο μυς στο σκοτεινό πεδίο  της συσκευής 
(percent time in dark compartment). Το 2ώρο στρες αύξησε το χρόνο παραμονής στο σκοτεινό πεδίο και στα 2 
φύλα. Οι θηλυκοί μύες που έχουν υποβληθεί σε στρες περιορισμού (RS-κόκκινο) περνάνε στατιστικώς 
σημαντικά περισσότερο χρόνο στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής, συγκριτικά με τους θηλυκούς μύες της ομάδας 
ελέγχου (NR-ροζ). Στατιστικώς σημαντικά περισσότερο χρόνο στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής περνάνε τα 
θηλυκά ζώα που έχουν υποβληθεί στο 2ώρο στρες περιορισμού (RS-κόκκινο), σε σύγκριση με την αντίστοιχη 
ομάδα αρσενικών ζώων (RS-μαύρο). Δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές στο χρόνο παραμονής στο σκοτεινό 
πεδίο της συσκευής των αρσενικών μυών που έχουν υποβληθεί στο 2ώρο στρες περιορισμού (RS-μαύρο), 
συγκριτικά με την αντίστοιχη ομάδα ελέγχου (NR-γκρι) (ανάλυση Two-way ANOVA: p=0.002) Β. 
παρουσιάζεται η επίδραση του 2ώρου στρες περιορισμού στο χρόνο μέχρι το ζώο εξέλθει για 1η φορά από το 
σκοτεινό πεδίο της συσκευής στο φωτεινό πεδίο (latency). Δεν υπάρχουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές στο 
χρόνο μέχρι τα ζώα να εξέλθουν για 1η φορά από το σκοτεινό πεδίο της συσκευής στο φωτεινό μεταξύ τόσο 
των ομάδων των θηλυκών ζώων (κόκκινο-ροζ), όσο και μεταξύ των αρσενικών (μαύρο-γκρι). Δεν 

παρατηρούνται διαφορές επίσης μεταξύ των δυο φύλων (ανάλυση Two-way ANOVA: p =0.039) [NR male 
n=11, RS male n=11, NR females n=10, RS females n=11] 

 

3.4.1.2 Τα αρσενικά, αλλά ούτε τα θηλυκά ζώα δεν εμφανίζουν αγχώδη συμπεριφορά 24ώρες 

μετά από το 2ώρο στρες περιορισμού.  

Στη δοκιμασία L/D, οι θηλυκοί μύες που υπεβλήθησαν στο 2ώρο στρες περιορισμού (RS 

group-κόκκινο χρώμα) και η αντίστοιχη ομάδα ελέγχου (NR group-ροζ χρώμα) δεν 

εμφανίζουν διαφορές στο χρόνο παραμονής στο σκοτεινό πεδίο σε σχέση με το φωτεινό, 24 

ώρες μετά τη συνθήκη του στρες. Ομοίως, 24 ώρες μετά τη συνθήκη του στρες, ούτε οι 

αρσενικοί μύες που υπεβλήθησαν στη συνθήκη του στρες (RS group-μαύρο χρώμα) 

εμφανίζουν διαφορές στο ποσοστό του χρόνου παραμονής τους στο σκοτεινό πεδίο της 

συσκευής σε σύγκριση με τους αρσενικούς μύες της ομάδας ελέγχου (NR group-γκρι χρώμα). 

Ενώ, δεν παρατηρείται διαφορά ούτε μεταξύ θηλυκών μυών και των δύο ομάδων (RS/NR 

group) σε σύγκριση με τις αντίστοιχες ομάδες των αρσενικών μυών. (Εικόνα 3.5) 
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Αντίστοιχα, 24 ώρες μετά τη συνθήκη του στρες, ο χρόνος που τα θηλυκά ζώα που έχουν 

υποβληθεί στο 2ώρο στρες περιορισμού (RS- κόκκινο χρώμα) χρειάζονται για να περάσουν 

για πρώτη φορά από το σκοτεινό στο φωτεινό πεδίο της συσκευής δε διαφέρει σημαντικά από 

τον αντίστοιχο χρόνο που χρειάζονται τα θηλυκά ζώα της ομάδας ελέγχου (NR- ροζ χρώμα). 

Το ίδιο ισχύει και για τις ομάδας RS (μαύρο χρώμα) και NR (γκρι χρώμα) των αρσενικών μυών. 

Δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές στο χρόνο που χρειάζονται οι μύες για 

να εξέλθουν στο φωτεινό πεδίο της συσκευής για πρώτη φορά. Τέλος, δεν παρατηρούνται 

διαφορές ούτε μεταξύ των δύο φύλων σε καμία από τις δύο περιπτώσεις, των ομάδων δηλαδή 

που έχουν υποβληθεί στο 2ώρο στρες (RS) και των αντίστοιχων ομάδων ελέγχου (NR). Τέλος, 

η αγχώδης συμπεριφορά που φάνηκε να προκαλεί το 2ώρο στρες περιορισμού στα θηλυκά 

ζώα, δε φαίνεται να επιμένει 24 ώρες μετά τη συνθήκη του στρες στα θηλυκά ζώα. 

Εικόνα 3.5:  επίδραση του 2ώρου στρες περιορισμού στη δοκιμασία L/D 24 ώρες μετά τη συνθήκη του στρες Α. 

παρουσιάζεται η επίδραση του 2ώρου στρες περιορισμού στο ποσοστό του χρόνου που περνάει ο μυς στο 

σκοτεινό πεδίο  της συσκευής (percent time in dark compartment), 24 ώρες μετά τη συνθήκη του στρες 

περιορισμού. Δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές στο χρόνο παραμονής στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής 

μεταξύ τόσο των θηλυκών μυών που έχουν υποβληθεί σε στρες περιορισμού (RS-κόκκινο) και των αντίστοιχων 

μυών της ομάδας ελέγχου (NR-ροζ), όσο και των αρσενικών μυών που έχουν υποβληθεί σε στρες περιορισμού 

(RS-μαύρο) και των αντίστοιχων μυών της ομάδας ελέγχου (NR-γκρι). Δεν παρατηρούνται σημαντικές  

διαφορές ούτε μεταξύ των ομάδων των δυο φύλων (ανάλυση Two-way ANOVA:p=0.171) Β. παρουσιάζεται η 

επίδραση του 2ώρου στρες περιορισμού στο χρόνο μέχρι το ζώο εξέλθει για 1η φορά από το σκοτεινό πεδίο 

της συσκευής στο φωτεινό πεδίο (latency), 24 ώρες μετά τη στρεσσογόνο συνθήκη. Δεν υπάρχουν 

στατιστικώς σημαντικές διαφορές στο χρόνο μέχρι τα ζώα να εξέλθουν για 1η φορά από το σκοτεινό 

πεδίο της συσκευής στο φωτεινό μεταξύ τόσο των ομάδων των θηλυκών ζώων (κόκκινο-ροζ), όσο και 

μεταξύ των αρσενικών (μαύρο-γκρι). Δεν παρατηρούνται διαφορές επίσης μεταξύ των δυο φύλων. 
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Όλα τα ζώα φαίνεται πως εξέρχονται σε πολύ μικρό χρόνο στο φωτεινό πεδίο της συσκευής (ανάλυση 

Two-way ANOVA: p=0.107) [NR male, n=7, RS male n=8, NR females n=7, RS females n=8] 

 

3.4.2 Επίδραση του στρες περιορισμού στη μνήμη χρονικής σειράς (άμεσα και μετά 

από 24ώρες) 

3.4.2.1 Μόνο οι αρσενικοί μύες εμφανίζουν ελλείματα στη μνήμη χρονικής σειράς αμέσως μετά 

από το 2ώρο στρες περιορισμού.  

Τα αρσενικά ζώα που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού (RS-μαύρο χρώμα) 

εμφανίζουν μειωμένη ικανότητα διάκρισης του παλαιού από το πιο πρόσφατο αντικείμενο σε 

σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (NR-γκρι χρώμα), ενώ τα θηλυκά ζώα και των δύο ομάδων 

έχουν παρόμοια ικανότητα διάκρισης των αντικειμένων. Φαίνεται ότι το 2ώρο στρες 

περιορισμού επηρεάζει άμεσα τη μνήμη χρονικής σειράς των αρσενικών μυών, αλλά όχι των 

θηλυκών μυών (Εικόνα 3.6). 

 

Εικόνα 3.6:  επίδραση του 2ώρου στρες περιορισμού στη δοκιμασία TOR. Παρουσιάζεται η επίδραση του 
2ώρου στρες περιορισμού στο δείκτη διάκρισης (discrimination index), στο χρόνο δηλαδή που περνάει 
εξερευνώντας το πρόσφατο αντικείμενο (φάση 2), προς το χρόνο που εξερευνάει παλαιό αντικείμενο (φάση 1). 
Η Two-way ANOVA ανάλυση έδειξε σημαντική επίδραση του στρες όσον αφορά το φύλο (p=0.011), και 
σημαντική επίδραση του στρες (p=0.032). Συγκεκριμένα οι αρσενικοί μύες που έχουν υποβληθεί σε στρες 
περιορισμού (RS-μαύρο) έχουν στατιστικώς σημαντικά μικρότερο δείκτη διάκρισης, συγκριτικά με τους 
αρσενικούς μύες της ομάδας ελέγχου (NR-γκρι) (p=0.008). Δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές στο δείκτη 
διάκρισης των θηλυκών μυών που έχουν υποβληθεί στο 2ώρο στρες περιορισμού (RS-κόκκινο), συγκριτικά με 
την αντίστοιχη ομάδα ελέγχου (NR-ροζ). Δεν παρατηρούνται διαφορές στο δείκτη διάκρισης μεταξύ των δύο 

φύλων, σε καμία από τις ομάδες.  [NR male, n=11, RS male n=11, NR females n=10, RS females n=11] 
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3.4.2.2 Τα ελλείματα στη μνήμη χρονικής σειράς στους αρσενικούς μύες παραμένουν ακόμα για 

και 24 ώρες μετά από το 2ώρο στρες περιορισμού.  

Οι αρσενικοί μύες, που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού (μαύρο χρώμα) 24 ώρες 

πριν τη δοκιμασία TOR, εμφανίζουν σημαντικά μειωμένο δείκτη διάκρισης μεταξύ των 

αντικειμένων, σε σύγκριση με την ομάδα NR (γκρι χρώμα). Σε αντίθεση με τους αρσενικούς, 

οι θηλυκοί μύες που έχουν υποβληθεί στο 2ώρο στρες (κόκκινο χρώμα) περιορισμού, 24 ώρες 

πριν τη δοκιμασία TOR, δεν παρουσιάζουν διαφορές στο δείκτη διάκρισης σε σύγκριση με την 

ομάδα ελέγχου (ροζ χρώμα). Εντωμεταξύ, στατιστικώς σημαντική είναι η διαφορά στο δείκτη 

διάκρισης των αντικειμένων μεταξύ αρσενικών και θηλυκών μυών των ομάδων RS, καθώς τα 

αρσενικοί μύες εμφανίζουν πολύ μειωμένο δείκτη διάκρισης στη δοκιμασία TOR, 24 ώρες 

μετά από το 2ώρο στρες περιορισμού (Εικόνα 3.7).   

Συμπερασματικά, το 2ώρο στρες περιορισμού φαίνεται να επηρεάζει την μνήμη χρονικής 

σειράς των αρσενικών μυών ακόμα και 24 ώρες μετά την «εφαρμογή» του, ενώ η μνήμη 

χρονικής σειράς και κατ’ επέκτασιν ο mPFC των θηλυκών ζώων δε φαίνεται να επηρεάζονται. 

 

Εικόνα 3.7:  επίδραση του 2ώρου στρες περιορισμού στη δοκιμασία TOR, 24 ώρες μετά τη συνθήκη του στρες. 
Παρουσιάζεται η επίδραση του 2ώρου στρες περιορισμού στο δείκτη διάκρισης (discrimination index). Η Two-
way ANOVA ανάλυση έδειξε σημαντική επίδραση του στρες όσον αφορά το φύλο (p=0.005). Συγκεκριμένα 
μετα-ανάλυση έδειξε ότι αρσενικοί μύες που έχουν υποβληθεί σε στρες περιορισμού 24 ώρες πριν τη δοκιμασία 
TOR (RS-μαύρο) έχουν στατιστικώς σημαντικά μικρότερο δείκτη διάκρισης, συγκριτικά με τους αρσενικούς 
μύες της ομάδας ελέγχου (NR-γκρι) (p=0.029), αλλά και από τους αντίστοιχους θηλυκούς μύες (RS-κόκκινο) 
(p=0.038). Δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές στο δείκτη διάκρισης των θηλυκών μυών που έχουν υποβληθεί 
στο 2ώρο στρες περιορισμού 24 ώρες πριν τη δοκιμασία TOR (RS-κόκκινο), συγκριτικά με την αντίστοιχη 

ομάδα ελέγχου (NR-ροζ). [NR male n=7, RS male n=8, NR females n=7, RS females n=8] 
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3.4.3 Επίδραση του στρες περιορισμού στην κυτταρική ενεργοποίηση του 

προμετωπιαίου φλοιού 

Οι θηλυκοί μύες, που έχουν υποβληθεί σε 2ώρος στρες περιορισμού (RS-κόκκινο χρώμα), 

εμφανίζουν σημαντικά μεγαλύτερο αριθμό c-Fos θετικών κυττάρων στην περιοχή του PrL του 

PFC, συγκριτικά με τους αντίστοιχους μύες της ομάδας ελέγχου (NR-ροζ χρώμα). Στους 

αρσενικούς μύες, που υπεβλήθησαν σε 2ώρο στρες περιορισμού (RS-μαύρο χρώμα), 

παρατηρείται μια πολύ μικρή αύξηση στον αριθμό των c-Fos θετικών κυττάρων, σε σχέση με 

την αντίστοιχη ομάδα ελέγχου (NR-γκρι χρώμα), η οποία δεν είναι στατιστικώς σημαντική. 

Συμπερασματικά, παρατηρείται σημαντικά αυξημένη νευρωνική ενεργοποίηση μόνο στον 

PFC των θηλυκών μυών μετά από 2ώρο στρες περιορισμού, και όχι στον PFC των αρσενικών 

μυών (Εικόνα 3.8). 
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Εικόνα 3.8: έκφραση του c-Fos στην περιοχή PrL του mPFC σε αρσενικούς και θηλυκούς μύες 90’ μετά από το 
2ώρο στρες περιορισμού. Παρουσιάζονται εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο Leica DMi8, Scale bar: 100μm 
(A-D) & Scale bar: 50μm (E-H) Α-Β: αντιπροσωπευτικές εικόνες που δείχνουν την έκφραση του c-Fos. Το λευκό 
τετράγωνο είναι εστιασμένο στην περιοχή του PrL αρσενικών μυών, της ομάδας ελέγχου (Α) και της ομάδας 
που υπεβλήθη σε 2ώρο στρες περιορισμού (Β) C-D: αντιπροσωπευτικές εικόνες που δείχνουν την έκφραση του 
c-Fos. Το λευκό τετράγωνο είναι εστιασμένο στην περιοχή του PrL θηλυκών μυών, της ομάδας ελέγχου (C) και 
της ομάδας που υπεβλήθη σε 2ώρο στρες περιορισμού (D) E-F: η περιοχή εστίασης, σε 40x καταδυτικό φακό 
λαδιού, στα αρσενικά ζώα (NR-E, RS-F)  G-H: η περιοχή εστίασης, σε 40x καταδυτικό φακό λαδιού, στα θηλυκά 
ζώα (NR-G, RS-H) I: Η Two-way ANOVA ανάλυση έδειξε σημαντική επίδραση του στρες, όσον αφορά το φύλο 
(p=0.036), αλλά και σημαντική επίδραση του στρες (p=0.086) και του φύλου (p=0.001). Συγκεκριμένα μετα-
αναλύσεις έδειξαν ότι τα θηλυκά ζώα που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού (κόκκινο) 
εμφανίζουν στατιστικώς σημαντικά αυξημένη έκφραση c-Fos στην περιοχή PrL του mPFC, σε σύγκριση 
με την αντίστοιχη ομάδα ελέγχου (ροζ) (p=0.003) και με τις ομάδες των αρσενικών ζώων NR males 
(p=0.001) and RS males (p=0.004). Τα αρσενικά ζώα που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού 
(μαύρο) εμφανίζουν μια τάση αυξημένης έκφρασης του c-Fos σε σχέση με την αντίστοιχη ομάδα ελέγχου τους 
(γκρι), αλλά δεν είναι στατιστικώς σημαντική.[RS males n=6, NR males n=6, RS females n=6, NR females n=6] 

 

 

 

3.4.4 Επίδραση του στρες περιορισμού στην πυκνότητα των δενδριτικών ακανθών 

άμεσα και με το πέρας 24ωρών) 

3.4.4.1 Δεν παρουσιάζεται διαφορά στη συνολική πυκνότητα δενδριτικών ακανθών στους 

δευτεροταγής δενδρίτες 

Χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 4 μύες, αντιπροσωπευτικοί για κάθε πειραματική ομάδα (2 

αρσενικοί NR/RS και 2 θηλυκοί NR/RS). Η μικροσκοπική παρατήρηση εστιάστηκε στην περιοχή 

PrL του mPFC, όπου μελετήθηκαν κατά μέσο όρο 3 νευρώνες για κάθε άτομο και στη συνέχεια 

μετρήθηκε ο αριθμός και το μήκος για τους κορυφαίους (apical) και τους  δευτεροταγείς 

(secondary) δενδρίτες. Η μέτρηση της πυκνότητας της πυκνότητας των συνολικών ακανθών 

των κορυφαίων δενδριτών, αλλά και των δευτεροταγών κορυφαίων δενδριτών, δεν έδειξε 

σημαντικές διαφορές μεταξύ των ατόμων των ομάδων ελέγχου (NR) και των ομάδων όπου 

είχαν υποβληθεί στο 2ώρο στρες περιορισμού (RS), σε κανένα από τα δύο φύλα (Εικόνα 3.9).  

 

 

 

 

 

 



 68 

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

males NR males RS females NR females RS

To
ta

l s
p

in
e 

d
e

n
si

ty
 (

sp
in

e
s/
μ

m
)

PFC Apical Secondary Dendrites

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

2

males NR males RS femals NR females RS

To
ta

l s
p

in
e 

d
en

si
ty

 (
sp

in
es

/μ
m

)

PFC Apical DendriteA. B.

C.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.9: A. Ενδεικτικές εικόνες από οπτικό μικροσκόπιο (Leitz Dialux 20 EB) με τη χρήση 20x φακού μέσω 
κάμερας κατά τη διάρκεια της μικροσκοπικής παρατήρησης των φετών. Παρουσιάζεται τμήμα του νευρώνα 
του mPFC στην περιοχή PrL, στον οποίο είναι ευδιάκριτες οι δομές των δενδριτικών ακανθών  B. Παρουσιάζεται 
η πυκνότητα των συνολικών ακανθών των κορυφαίων δενδριτών στην περιοχή του PrL του mPFC, αρσενικών 
και θηλυκών μυών μετά από 2ώρο στρες περιορισμού. Δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές 
μεταξύ των ατόμων των ομάδων ελέγχου (NR) και των ομάδων όπου είχαν υποβληθεί στο 2ώρο στρες 
περιορισμού (RS), σε κανένα από τα δύο φύλα (ανάλυση Two-way ANOVA F(1,18)=2.282, p=0.41), για τα 

αρσενικά και τα θηλυκά άτομα, αντίστοιχα) C. Παρουσιάζεται η πυκνότητα των συνολικών ακανθών των 
δευτεροταγών δενδριτών στην περιοχή του PrL του mPFC, αρσενικών και θηλυκών μυών μετά από 2ώρο 
στρες περιορισμού. Δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφοροποιήσεις στη συνολική πυκνότητα των 
δευτεροταγών δενδριτών μεταξύ των διαφορετικών ομάδων (ανάλυση Two-way ANOVA, F(1,18)=1.58, 

p=0.58).  

 

 

3.4.4.2 Είκοσι τέσσερις ώρες μετά το στρες περιορισμού δεν παρατηρούνται διαφορές στην 

συνολική πυκνότητα δενδριτικών ακανθών στους δευτεροταγείς δενδρίτες 

Χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 5 μύες, αντιπροσωπευτικοί για κάθε πειραματική ομάδα (3 

αρσενικοί NR/RS και 2 θηλυκοί NR/RS). Η μικροσκοπική παρατήρηση εστιάστηκε στην 

περιοχή PrL του mPFC, όπου μελετήθηκαν κατά μέσο όρο 4 νευρώνες για κάθε άτομο και 

στη συνέχεια μετρήθηκε ο αριθμός και το μήκος για τους κορυφαίους (apical) και τους  

δευτεροταγείς (secondary) δενδρίτες. Μελετήθηκε η επίδρασή του 2ώρου στρες στη 

μορφολογία των νευρώνων, και συγκεκριμένα στις δενδριτικές άκανθες, 24 ώρες μετά την 

εφαρμογή του. Οι μετρήσεις της συνολικής πυκνότητας των δενδριτικών ακανθών στους 
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κορυφαίους δενδρίτες, δεν έδειξαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων 

τόσο των αρσενικών, όσο και των θηλυκών μυών. Όσον αφορά στις μετρήσεις της 

συνολικής πυκνότητας των δενδριτικών ακανθών στους δευτερογενείς δενδρίτες, 

παρατηρείται μια τάση για μείωση της πυκνότητας στους αρσενικούς μύες που είχαν 

υποβληθεί 24 ώρες πριν σε 2ώρο στρες περιορισμού, σε σχέση με τις υπόλοιπες ομάδες. Το 

αποτέλεσμα δεν είναι στατιστικώς σημαντικό (Εικόνα 3.10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.10: Παρουσιάζεται η πυκνότητα των συνολικών ακανθών των δευτεροταγών δενδριτών στην περιοχή 
PrL του mPFC, αρσενικών και θηλυκών μυών 24 ώρες μετά από 2ώρο στρες περιορισμού. Δεν παρατηρούνται 
στατιστικώς σημαντικές διαφοροποιήσεις στη συνολική πυκνότητα ακανθών του κορυφαίου δενδρίτη και των 
δευτεροταγών δενδριτών μεταξύ αρσενικών-θηλυκών και μεταξύ διαφοερτικών πειραματικών ομάδων (two-
way ANOVA, F(1,14)=0.58, p=0.4).  
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3.4.5 Επίδραση του στρες περιορισμού στη συναπτική πλαστικότητα 

3.4.5.1 Η επαγωγή μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης ήταν σημαντικά μειωμένη στον PFC 

αρσενικών μυών που έχουν υποστεί στρες περιορισμού 

Ηλεκτροφυσιολογικές εξωκυττάριες καταγραφές πραγματοποιήθηκαν σε 13 τομές PFC 

ασρενικών ενήλικων μυών και 13 τομές PFC θηλυκών μυών, ακολουθώντας το ίδιο 

πρωτόκολλο ερεθισμού και στις δύο περιπτώσεις. Αρχικά υπολογίστηκαν τα fEPSPs στη 

στοιβάδα ΙΙ του mPFC, σε απόκριση αυξανόμενης έντασης ερεθισμάτων. Η καταγραφόμενη 

απόκριση αυξανόταν όσο μεγαλύτερη ήταν η ένταση του διεγερτικού ερεθίσματος, τόσο στις 

ομάδες RS, όσο και στις ομάδες NR και των δύο φύλων.  Δεν υπάρχει στατιστικώς σημαντική 

διαφορά σε καμία από τις ομάδες. Στη συνέχεια μελετήθηκε η επαγωγή LTP των συνάψεων 

της στοιβάδας ΙΙ του mPFC, έπειτα από τετανικό ερέθισμα. Ακολούθησε κανονικοποίηση των 

ποσοτικών τιμών των καταγραφών και στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων. Τα 

αρσενικά ζώα που έχουν υποβληθεί στο 2ώρο στρες περιορισμού δεν παρουσίασαν επαγωγή 

LTP (μαύρες κουκίδες), ενώ στην αντίστοιχη ομάδα ελέγχου παρατηρήθηκε φυσιολογική 

επαγωγή LTP (γκρι κουκίδες). Τόσο στα θηλυκά ζώα που είχαν υποβληθεί στο 2ώρο στρες 

περιορισμού (κόκκινες κουκίδες), όσο και στα ζώα της αντίστοιχης ομάδας ελέγχου (ροζ 

κουκίδες) δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στην επαγωγή LTP στις συνάψεις της περιοχής 

μελέτης.  Συμπερασματικά, το 2ώρο στρες περιορισμού φαίνεται να επηρεάζει μόνο τον PFC 

των αρσενικών ζώων, όσων αφορά στη δυνατότητα των συνάψεων για επαγωγή LTP, και όχι 

των θηλυκών (Εικόνα 3.13).  
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Εικόνα 3.11: παρουσιάζονται τα fEPSPs σε απόκριση αυξανόμενης έντασης ερεθισμάτων και η επαγωγή 
μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης στη στοιβάδα ΙΙ του mPFC αρσενικών και θηλυκών μυών που έχουν 
υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού και των αντίστοιχων ομάδων ελέγχου Α. δεν παρατηρείται στατιστικώς 
σημαντική διαφορά, τόσο στα αρσενικά ζώα που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού (μαύρο), όσο 
και τα αρσενικά ζώα τις ομάδας ελέγχου (γκρι), καθώς η καταγραφόμενη απόκριση αυξανόταν, σε 
αυξανόμενης έντασης διεγερτικού ερεθίσματος στη στοιβάδα ΙΙ του mPFC κτιςτις δυο ομάδες (ανάλυση ANOVA: 
p=0.504)) Β. δεν παρατηρείται στατιστικώς σημαντική διαφορά στα θηλυκά ζώα που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο 
στρες περιορισμού (κόκκινο) και στην ομάδα ελέγχου (ροζ), καθώς η καταγραφόμενη απόκριση αυξανόταν, σε 
αυξανόμενης έντασης διεγερτικού ερεθίσματος στη στοιβάδα ΙΙ του mPτιςαι στις δυο ομάδες (ανάλυση ANOVA: 
(p=0.198))C. στιτιςυνάψεις της στοιβάδας ΙΙ του mPFC στα αρσενικά ζώα που αποτελούν την ομάδα ελέγχου 
(γκρι) παρατηρείται επαγωγή LTP, ενώ στα αρσενικά ζώα που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού 
(μαύρο) δεν παρατηρείται LTP. Απεικονίζονται δυο αντιπροσωπευτικές καταγραφές, με αντίστοιχα χρώματα 
(ανάλυση ANOVA: (p=0.014)) D. στα θηλυκά ζώα δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές στις 
στις συνάψεις της στοιβάδας ΙΙ του PFC, σε καμία από τις δύο ομάδες. Απεικονίζονται δυο αντιπροσωπευτικές 
καταγραφές, με αντίστοιχα χρώματα (ανάλυση ANOVA: p=0.365) [NR males (n=6), RS males (n=7), NR females 
(n=6), RS females (n=7)] 

 

3.4.5.2 Η μειωμένη επαγωγή μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης στον PFC αρσενικών 

μυών που έχουν υποστεί στρες περιορισμού, διατηρείται ακόμα και 24 ώρες μετά τη συνθήκη 

του στρες 

Ηλεκτροφυσιολογικές εξωκυττάριες καταγραφές πραγματοποιήθηκαν σε 12 τομές PFC 

ασρενικών ενήλικων μυών και 12 τομές PFC θηλυκών μυών, ακολουθώντας το ίδιο 

πρωτόκολλο ερεθισμού και στις δύο περιπτώσεις. Υπολογίστηκαν τα fEPSPs, σε απόκριση 

αυξανόμενης έντασης ερεθισμάτων. Η καταγραφόμενη απόκριση αυξανόταν όσο μεγαλύτερη 

ήταν η ένταση του διεγερτικού ερεθίσματος, τόσο στις ομάδες των αρσενικών μυών (μαύρες-

γκρι κουκίδες), όσο και των θηλυκών (κόκκινες-ροζ κουκίδες),οπότε και δεν υπάρχει 

στατιστικώς σημαντική διαφορά μεταξύ των ομάδων που υπεβλήθησαν στη συνθήκη του 

στρες 24 πριν τις καταγραφές (24RS) και των αντίστοιχων ομάδων ελέγχου (NR) τόσο σε 

θηλυκά όσο και σε αρσενικά ζώα.   

Στη συνέχεια μελετήθηκε η επαγωγή LTP, έπειτα από τετανικό ερέθισμα. Ακολούθησε 

κανονικοποίηση των ποσοτικών τιμών των καταγραφών και στατιστική ανάλυση των 

αποτελεσμάτων. Τα αρσενικά ζώα της ομάδας 24RS εμφάνισαν μειωμένη δυνατότητα 

επαγωγής LTP στον mPFC τους (μαύρες κουκίδες). Στους αρσενικούς μύες της ομάδας NR 

παρατηρήθηκε επαγωγή LTP στις συνάψεις του mPFC τους (γκρι κουκίδες). Στον mPFC, τόσο 

των θηλυκών μυών της ομάδας 24RS (κόκκινες κουκίδες), όσο και των μυών της ομάδας NR 

(ροζ κουκίδες) παρατηρήθηκε επαγωγή LTP. Συμπερασματικά, φαίνεται πως η μειωμένη 

επαγωγή LTP στον mPFC αρσενικών μυών που έχουν υποστεί στρες περιορισμού, διατηρείται 

ακόμα και 24 ώρες μετά τη συνθήκη του στρες. Αντίθετα, η επαγωγή LTP στον mPFC θηλυκών 

μυών δεν επηρεάζεται από τη συνθήκη του στρες (Εικόνα 3.12). 
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Εικόνα 3.12: παρουσιάζονται τα fEPSPs σε απόκριση αυξανόμενης έντασης ερεθισμάτων και η επαγωγή 
μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης στη στοιβάδα ΙΙ του mPFC αρσενικών και θηλυκών μυών 24 ώρες 
μετά τη συνθήκη του 2ώρου στρες περιορισμού (24RS) και των αντίστοιχων ομάδων ελέγχου (NR)  Α. τόσο 
στα αρσενικά ζώα της ομάδας 24RS (μαύρο), όσο και τα αρσενικά ζώα της ομάδας NR (γκρι), η καταγραφόμενη 
απόκριση αυξανόταν, σε αυξανόμενης έντασης διεγερτικού ερεθίσματος στη στοιβάδα ΙΙ του mPFC και δεν 
παρατηρείται στατιστικώς σημαντική διαφορά (ανάλυση ANOVA: (p=0.167)) Β. στα θηλυκά ζώα της ομάδας 
24RS (κόκκινο) και σε αυτά που αποτελούν την ομάδα ελέγχου (ροζ), η καταγραφόμενη απόκριση αυξανόταν 
σε αυξανόμενης έντασης διεγερτικού ερεθίσματος στη στοιβάδα ΙΙ του mPFC και δεν παρατηρείται στατιστικώς 
σημαντική διαφορά (ανάλυση ANOVA: p=0.259)) C. στις συνάψεις της στοιβάδας ΙΙ του mPFC στα αρσενικά 
ζώα της ομάδας NR (γκρι) παρατηρείται επαγωγή LTP, ενώ στα αρσενικά ζώα της ομάδας 24RS (μαύρο) 
παρατηρείται σημαντικά μειωμένη επαγωγή LTP (ανάλυση ANOVA (p=0.015)) D. στα θηλυκά ζώα δεν 
παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές στην επαγωγή LTP στις συνάψεις της στοιβάδας ΙΙ του mPFC, 
σε καμία από τις δύο ομάδες (ανάλυση ANOVA: (p=0.211)) [NR males (n=6), RS24 males (n=6), NR females (n= 

6), RS24 females (n=6)] 

 

3.4.6 Επίδραση του στρες περιορισμού στα επίπεδα κορτικοστερόνης στον ορό του 

αίματος  

3.4.6.1  Δεν παρατηρήθηκε φυλετικός διμορφισμός στα επίπεδα της κορτικοστερόνης στον ορό 

του αίματος μετά το 2ώρο στρες 

Με τη μέθοδο ELISA (Corticosterone ELISA kit, Cayman) μετρήθηκαν τα επίπεδα 

κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος σε αρσενικά και θηλυκά ζώα όλων των πειραματικών 

ομάδων που αναφέρθηκαν. Συγκεκριμένα αρσενικά και θηλυκά ζώα που υπεβλήθησαν σε 

στρες περιορισμού και η δειγματοληψία του αίματος έγινε 30’ μετά το πέρας της συνθήκης του 

στρες (RS) και στις αντίστοιχες ομάδες ελέγχου (NR) και σε αρσενικά και θηλυκά ζώα που είχαν 

υποβληθεί στο στρες περιορισμού 24 ώρες πριν τη συλλογή του αίματος (RS24). Τα επίπεδα 
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της κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος ήταν αυξημένα, τόσο στα αρσενικά, όσο και στα 

θηλυκά ζώα των ομάδων RS, συγκριτικά με τις αντίστοιχες ομάδες ελέγχου τους. Παράλληλα, 

παρατηρήθηκε μια τάση αυξημένων επιπέδων κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος μυών 

των ομάδων (RS24), τόσο στα αρσενικά, όσο και στα θηλυκά συγκριτικά με τις αντίστοιχες 

ομάδες ελέγχου τους (Εικόνα 3.13).  

 

 

Εικόνα 3.13: παρουσιάζονται τα επίπεδα της κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος αρσενικών και θηλυκών 
μυών που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού και η λήψη του αίματος έγινε άμεσα (RS), αίματος 
αρσενικών και θηλυκών μυών που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού και η λήψη του αίματος έγινε 
24 ώρες μετά τη συνθήκη του στρες (RS24) και των ομάδων ελέγχου (NR). Αναλύσεις two-way ANOVA έδειξαν 
σημαντική επίδραση του στρες (p=0.018), αλλά όχι του φύλου (p=0.5) ή της επίδρασης του στρες στο φύλο 
(p=0.264).  Συγκεκριμένα μετα-αναλύσεις (δοκιμή Tukey) έδειξαν ότι αρσενικοί (μαύρο) και θηλυκοί (κόκκινο) 
μύες RS έχουν σημαντικά αυξημένα επίπεδα κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος τους, συγκριτικά με τις 
αντίστοιχες ομάδες ελέγχου (p=0.017). Παρατηρείται μία τάση για αυξημένα επίπεδα κορτικοστερόνης στον 
ορό του αίματος τους, σε αρσενικά (γκρι) και θηλυκά (ροζ) ζώα RS24 (p=0.087). Δεν παρατηρείται φυλετικός 
διμορφισμός σε κανένα από τα αποτελέσματα. [RS male= 4, NR male=4, RS24 male=4, RS female= 4, NR 

female=4, RS24 female=4] 
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Κεφάλαιο 4: Επίδραση των διαμεσολαβητών του CRF 

συστήματος στις λειτουργίες του προμετωπιαίου φλοιού  
 

4.1  Εισαγωγή: Η επίδραση του εκλυτικού παράγοντα της 

κορτικοτροπίνης στις λειτουργίες του προμετωπιαίου φλοιού 
 

4.1.1 Υποδοχείς του εκλυτικού παράγοντα της κορτικοτροπίνης-CRFRs 

Όλα τα CRF-σχετιζόμενα πεπτίδια είναι εξαιρετικά διατηρημένα σε όλη την κλίμακα της 

εξέλιξης (Lederis et al., 1990). Τόσο ο CRF όσο και τα UCNs σχετίζονται με δύο υποδοχείς, τους 

CRFR1 και CRFR2, οι οποίοι έχουν κλωνοποιηθεί από δύο ξεχωριστά γονίδια που εμφανίζουν 

ομοιότητα 70% στο επίπεδο των αμινοξέων τους. Και οι δύο υποδοχείς CRF ανήκουν στην 

κατηγορία Β1 της υπεροικογένειας συνδεδεμένων με G-πρωτεΐνες υποδοχέων και λόγω 

εναλλακτικού ματίσματος, παρατηρούνται διάφορες ισομορφές των CRFR1 και CRFR2 

(Zmijewski & Slominski, 2011). Το γονίδιο του υποδοχέα CRF τύπου 1 (CRFR1) κωδικοποιεί ένα 

λειτουργικό παράγωγο (α) σε ανθρώπους και τρωκτικά, ενώ ο υποδοχέας CRF τύπου 2 

(CRFR2) έχει τρία λειτουργικά παράγωγα στον άνθρωπο (α, β και γ) και δύο σε τρωκτικά (α και 

β) που διαφέρουν στην εξωκυτταρική Ν-τελική περιοχή τους (Chang et al., 1993; Chen et al., 

1993; Perrin et al., 1995; Stenzel et al., 1995; Vita et al., 1993).  

Ο CRFR1 συζευγνύεται απευθείας με αδενυλική κυκλάση, ενεργοποιώντας την κυτταρική  

σηματοδότηση με μεσολάβηση της cAMP. Επιπλέον οι υποδοχείς CRFR1 

απευαισθητοποιούνται άμεσα μέσω μιας G-πρωτεϊνικής κινάσης που δεσμεύεται σε GPCRs 

(GRK) και μέσω του μονοπατιού της β-αρρεστίνης παρουσία υψηλής συγκέντρωσης αγωνιστή 

(Hauger et al., 2006). Η έκφραση του CRFR1 κυριαρχεί στον εγκέφαλο κυρίως στους 

οσφρητικούς λοβούς, την υπόφυση, το φλοιό, τον ιππόκαμπο και την παρεγκεφαλίδα, και σε 

χαμηλά επίπεδα στους περιφερικούς ιστούς, με κυριότερο το γαστρεντερικό ιστό, αλλά και τα 

επινεφρίδια, τους όρχεις και τις ωοθήκες σε αρουραίους και ανθρώπους (Chatzaki, Crowe, et 

al., 2004; Hauger et al., 2003; Yuen et al., 2012). Ως συνέπεια της ευρείας έκφρασής του, το 

CRFR1 εκφράζεται σε μια σειρά διαφορετικών, ως προς την ταυτότητα του νευροδιαβιβαστή 

τους, νευρώνων. Η έκφραση του CRFR1 στους γλουταμινεργικούς νευρώνες του πρόσθιου 

εγκεφάλου περιορίστηκε σε δομές όπως ο εγκεφαλικός φλοιός, ο ιππόκαμπος και η 

βασοπλευρική αμυγδαλή. Παράλληλα, έκφραση σε ανασταλτικούς GABA-εργικούς νευρώνες 

ανιχνεύθηκε στον οσφρητικό βολβό, στο στην ωχρά σφαίρα και στο δικτυωτό πυρήνα του 

θαλάμου. Συνεντοπισμός του CRFR1 με ντοπαμινεργικούς δείκτες παρατηρήθηκε στην 
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κοιλιακή καλυπτρική περιοχή (VTA) και στη μέλαινα ουσία του μεσεγκεφάλου. Αντίθετα, μόνο 

λίγοι νευρώνες CRFR1 στον πυρήνα της ραφής ταυτοποιήθηκαν ως σεροτονινεργικοί (Refojo 

et al., 2011). Η ενεργοποίηση των CRFR1 στους γλουταμινεργικούς νευρώνες του πρόσθιου 

εγκεφάλου έχει αγχογόνες επιδράσεις, ενώ αντίθετα στους ντοπαμινεργικούς νευρώνες του 

μεσοεγκεφάλου παρουσιάζει αγχολυτικές ιδιότητες. Επιπρόσθετα, knock-out για το CRFR1 

μύες υποδεικνύουν ότι ο CRFR1 είναι σε θέση να ρυθμίζει άμεσα τη γλουταμινεργική και τη 

ντοπαμινεργική νευροδιαβίβαση (Refojo et al., 2011). Αυτές οι μελέτες συγκεντρωτικά δίνουν 

μια πιθανή σχέση εμπλοκής του συστήματος CRF στην παθοφυσιολογία των διαταραχών που 

σχετίζονται με το στρες, υποδηλώνοντας μια ανισορροπία των ελεγχόμενων από CRFR1 

κυκλωμάτων, των γλουταματεργικών που εμφανίζουν αγχογόνο δράση και των 

ντοπαμινεργικών με αγχολυτική δράση.  

Σε αντίθεση, ο CRFR2 εκφράζεται σε μεγάλο βαθμό στους περιφερικούς ιστούς και 

εντοπίζεται σε περιορισμένο αριθμό περιοχών στον εγκέφαλο. Τα διαφορετικά παράγωγα του 

CRFR2 έχουν διαφορετικό πρότυπο κατανομής στους ιστούς, και φαίνεται πως το παράγωγο 

CRFR2a υπερισχύει στον εγκέφαλο των θηλαστικών (Hauger et al., 2003) κυρίως στο πλάγιο 

διάφραμα (LS-lateral septum), στο διάμεσος πυρήνας της τελικής ταινίας του οπτικού 

θαλάμου (BNST), στον μεσοκοιλιακό υποθάλαμο (ventral medial hypothalamus), και στον 

πυρήνα της ραφής (mesencephalic raphe nuclei) (Εικόνα 4.1). Στην περιφέρεια, η έκφραση 

CRFR2β έχει βρεθεί σε σκελετικούς μυς, στην καρδιά, στους όρχεις, στη γαστρεντερική οδό και 

στη χοληδόχο κύστη (Chatzaki, Murphy, et al., 2004; Hauger et al., 2003; Van Pett et al., 2000) . 

Παράλληλα, οι CRFR1 και CRFR2 εμφανίζουν διαφορετικά φαρμακολογικά χαρακτηριστικά. Ο 

CRF συνδέεται με τον CRFR1 με υψηλότερη συγγένεια από ότι με τον CRFR2, ενώ η Ucn1 έχει 

υψηλή συγγένεια τόσο για CRFR1 όσο και για CRFR2 και είναι πιο ειδική από τον CRF στην 

πρόσδεση με τον CRFR2 (Perrin et al., 1995).  

Ο νευροενδοκρινικός χαρακτήρας του CRF επιτυγχάνεται μέσω του CRFR1 στην πρόσθια 

υπόφυση. Η δέσμευση του CRF στον υποδοχέα τύπου 1 έχει ως αποτέλεσμα τη διέγερση της 

αδενυλικής κυκλάσης και την επακόλουθη ενεργοποίηση του μονοπατιού σηματοδότησης 

μέσω του cAMP που καταλήγει στην απελευθέρωση της ACTH από τα κορτικοτρόπα κύτταρα 

της πρόσθιας υπόφυσης. Ο άμεσος ρόλος του CRFR1 στη ρύθμιση της έκλυσης της ACTH 

επιβεβαιώθηκε από τον φαινότυπο ποντικών με έλλειψη του CRFR1., όπου εμφάνισαν σοβαρά 

εξασθενημένη ανταπόκριση του άξονα ΥΥΕ σε στρεσσογόνα ερεθίσματα, καθώς και κατά 

συνέπεια μειωμένες αγχώδεις συμπεριφορές. Αντίθετα ο ρόλος του CRFR2 στη ρύθμιση του 

άξονα YYE και η συμβολή του στην προσαρμογή της απόκρισης του στρες είναι λιγότερο 

σαφής. Οι μύες με έλλειψη του CRFR2 έχουν ενισχυμένη απόκριση του άξονα ΥΥΕ, και 
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παρουσιάζουν εντονότερες αγχώδεις συμπεριφορές. Ωστόσο, η χορήγηση αγωνιστών και 

ανταγωνιστών του CRFR2 σε διάφορες περιοχές του εγκεφάλου αποκαλύπτει τόσο 

αγχολυτικούς όσο και αγχογόνους ρόλους του CRFR2 (Bale et al., 2000; Coste et al., 2000; 

Kishimoto et al., 2000; Smith et al., 1998; Timpl et al., 1998). 

Τέλος, αν και οι υποδοχείς CRF δεσμεύουν πρωτίστως τη Gs πρωτεΐνη και την αδενυλική 

κυκλάση για να αυξήσουν την παραγωγή cAMP, έχουν την ικανότητα να αλληλεπιδρούν και 

με άλλα συστήματα G πρωτεϊνών, όπως τις Gq, Gi, Go και Gz (Grammatopoulos et al., 2001). 

Έτσι, οι υποδοχείς CRF μπορούν να ρυθμίζουν διάφορα σηματοδοτικά μονοπάτια και κινάσες, 

όπως τη φωσφοκινάση Α (ΡΚΑ), τη φωσφοκινάση Β (ΡΚΒ), τη φωσφοκινάση C (ΡΚC), και MAP 

κινάσες, αλλά και ενδοκυτταρικές συγκεντρώσεις Ca2+, ώστε να ενεργοποιούνται τα διάφορα 

συστήματα G-πρωτεϊνών με τρόπο εξαρτώμενο από τη συγκέντρωση (Grammatopoulos & 

Chrousos, 2002). 

 

4.1.2 CRF binding proteins  

Έχουν ταυτοποιηθεί δύο διαλυτές πρωτεΐνες που προσδένονται στα μέλη της οικογένειας CRF 

πεπτιδίων με υψηλή συγγένεια. Η CRF-BP πρωτεΐνη (CRF-BP) είναι μια εξαιρετικά 

διατηρημένη γλυκοπρωτεΐνη 37kD που δεσμεύει τόσο τον CRF, όσο και την Ucn1 με υψηλή 

συγγένεια. Η CRF-BP παρατηρήθηκε αρχικά στο μητρικό πλάσμα του αίματος, όπου η 

λειτουργία της είναι να αναστέλλει την ενεργοποίηση του άξονα ΥΥΕ από τα αυξημένα επίπεδα 

του CRF στην κυκλοφορία που δημιουργούνται λόγω από πλακούντα. Η CRF-BP εκφράζεται 

σε μεγάλο βαθμό στην υπόφυση και η σύνδεση της CRF-BP/CRF φαίνεται να εξασθενεί την 

επαγόμενη από CRF απελευθέρωση ACTH σε καλλιέργεια κυττάρων της πρόσθιας υπόφυσης. 

Ενδεχομένως, η CRF-ΒΡ έχει την ικανότητα να απομονώσει το CRF στο επίπεδο της υπόφυσης 

και ως αποτέλεσμα να μειωθεί η δραστικότητα των υποδοχέων CRF (Huising & Flik, 2005; 

Linton et al., 1988; McLean & Smith, 2001; Potter et al., 1991; Westphal & Seasholtz, 2006). 
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Εικόνα 4.1: Κατανομή της έκφρασης mRNA του CRFR1), του υποδοχέα CRF2 (CRFR2) και της πρωτεΐνη που 
δεσμεύει το CRF (BP) στον εγκέφαλο τρωκτικών. Οι θέσεις έκφρασης υποδεικνύονται με χρωματιστές 

κουκίδες: CRFR1 (κόκκινο), CRFR2 (σκούρο μπλε), CRF-BP (καφέ) (Deussing & Chen, 2018). 

 

4.1.3 Εκλυτικός παράγοντας της κορτικοτροπίνης-Corticotropin-releasing Factor (CRF) 

Ο εκλυτικός παράγοντας της κορτικοτροπίνης (CRF) είναι ένα πεπτίδιο 41 αμινοξέων που 

αρχικά απομονώθηκε από υποθαλαμικό ιστό προβάτου το 1981 (Vale et al., 1981). Από την 

αρχική αυτή ταυτοποίηση, ο CRF έχει αποδειχθεί ότι είναι ο πρωταρχικός ρυθμιστής της 

απελευθέρωσης ACTH από τα κορτικοτρόπα κύτταρα της πρόσθιας υπόφυσης και έχει επίσης 

εμπλακεί στη ρύθμιση του αυτόνομου νευρικού συστήματος, σε διεργασίες μάθηση ς και 

μνήμης, και σε συμπεριφορές σχετικές με τη διατροφή και την αναπαραγωγή (Chatterton, 

1990; Contarino et al., 2000; Croiset et al., 2000; Petraglia et al., 1994; Richard et al., 2002; 

Valentino & Foote, 1988; Valentino et al., 1983).  

Ο CRF εκφράζεται ευρέως μέσω του κεντρικού νευρικού συστήματος (ΚΝΣ) και σε έναν 

αριθμό περιφερικών ιστών. Στον εγκέφαλο, ο CRF είναι συγκεντρωμένος στη ν περιοχή του 

PVN και επίσης εντοπίζεται στον οσφρητικό βολβό, στον BNST, στη μέση προοπτική περιοχή 

(medial preoptic area), στον πλευρικό υποθάλαμο, στον κεντρικό πυρήνα της αμυγδαλής, στον 

πυρήνα του Barington, και την κάτω ελαία (inferior olive) (Sawchenko et al., 1993). Στην 

περιφέρεια, ο CRF έχει ανιχνευθεί στα επινεφρίδια, στους όρχεις, στον πλακούντα, στο 

γαστρεντερικό σωλήνα, στο θύμο αδένα και στο δέρμα (Bale & Vale, 2004).  

Ο CRF είναι το μέλος που έχει μελετηθεί ως επί το πλείστων σε μια οικογένεια σχετικών 

πεπτιδίων, η οποία περιλαμβάνει τις urotensin, sauvagine και urokortins 1, 2 και 3 (UCNs) σε 

σπονδυλωτά (Vaughan et al., 1995). Σχετικά πρόσφατα ταυτοποιήθηκαν τα τρία πρόσθετα 

μέλη της οικογένειας πεπτιδίων CRF, οι Ucn 1, Ucn2 (stresscopin-related peptide) και Ucn3 

(stresscopin). Στον εγκέφαλο των θηλαστικών, η Ucn1 εκφράζεται κυρίως στον πυρήνα 

Edinger-Westphal και η έκφραση της Ucn2 περιορίζεται στον PVN και τον coeruleus locus. Η 

Ucn3 έχει ευρύτερη κατανομή στον εγκέφαλο και εντοπίζεται στην περιοχή του υποθαλάμου, 

του BNST, LS και της αμυγδαλής (Hsu & Hsueh, 2001; Li et al., 2002). Η εκτεταμένη ανατομικά 

κατανομή του CRF και των ουροκορτινών συσχετίζεται άμεσα με το πλήθος και την 

ποικιλομορφία των φυσιολογικών λειτουργιών που σχετίζονται με αυτή την οικογένεια 

πεπτιδίων. 

Σε συνθήκες ηρεμίας ο υποθαλαμικός νευρώνας CRF εμφανίζει ημερήσιο (κιρκάδιο) ρυθμό. 

Οι νευρώνες CRF ελέγχουν επίσης την κιρκαδική έκκριση της ACTH και των 

γλυκοκορτικοειδών με κορύφωση στην έναρξη της εγρήγορσης και κατώφλι 12 ώρες 
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αργότερα (Herman et al., 2003). Η δραστηριότητα αυξάνεται σημαντικά κατά την απόκριση 

στρες, οδηγώντας σε απελευθέρωση και de novo σύνθεση του CRF. Η ενεργοποίηση του 

νευρώνα CRF εξαρτάται από πολύπλοκες προσαγωγές νευρικές οδούς προς το PVN που 

προέρχονται από το εγκεφαλικό στέλεχος και το μεταιχμιακό σύστημα, η συμμετοχή των 

οποίων εξαρτάται από τη φύση, την ένταση και τη διάρκεια της απόκρισης στρες. Τα 

ερεθίσματα εισόδου από αυτά τα νευρωνικά μονοπάτια επάγουν καταρράκτες μεταγωγής 

σήματος στον νευρώνα CRF, και ακολουθεί ταχεία έκκριση CRF με συνακόλουθο, αυξημένη 

μεταγραφή και μετάφραση του γονιδίου CRF. Η μεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου CRF 

μεσολαβείται από μοριακά μονοπάτια εξαρτώμενα από cAMP/πρωτεΐνική κινάση Α/phospho-

CREB (Aguilera & Liu, 2012). Η δράση του CRF εμφανίζει δυαδική φύση: αφενός 

χαρακτηρίζεται από όλα τα στοιχεία μιας κλασικής ορμόνης που απελευθερώνεται από τον 

υποθάλαμο και αφετέρου δρα ως νευροδιαμορφωτής (neuromodulator) στο πλαίσιο της 

νευρωνικής επικοινωνίας (van den Pol, 2012). 

Μελέτες έχουν δείξει τη συσχέτιση του CRF με διαδικασίες που επιδρούν στις γνωστικές 

λειτουργίες. Ανατομικές μελέτες δείχνουν ότι ο CRF είναι εμπλέκεται στη ρύθμιση περιοχών 

που σχετίζονται με τη μάθηση και τη μνήμη. Προκλινικές συμπεριφορικές μελέτες 

αναφέρονται στην ικανότητα του CRF να επηρεάζει την εξαρτημένη μνήμη φόβου, να επιδρά 

αρνητικά στην εδραίωση της μνήμης και να επηρεάζει επίσης έναν αριθμό εκτελεστικών 

λειτουργιών, συμπεριλαμβανομένης της προσοχής και της γνωστικής ευελιξίας. 

Η απορρύθμιση του CRF συστήματος που παρατηρείται σε ψυχιατρικές διαταραχές που 

σχετίζονται με το στρες θα μπορούσε να σχετίζεται με το φαινόμενο της εξασθενημένης 

εκτελεστικής λειτουργίας, επειδή ο CRF φαίνεται να εμπλέκεται στη ρύθμιση, τόσο φλοιϊκών, 

όσο και υποφλοιϊκών περιοχών, που συμμετέχουν σε αυτές τις διαδικασίες. Μελέτες σε 

τρωκτικά έχουν δείξει ότι οι υποδοχείς CRF1 εκφράζονται σε μεγάλο βαθμό σε περιοχές του 

φλοιού, συμπεριλαμβανομένου του PFC (Van Pett et al., 2000). Οι υποδοχείς CRF έχουν επίσης 

εντοπιστεί σε περιοχές που προβάλλουν στον PFC και συμμετέχουν στη ρύθμιση 

εκτελεστικών λειτουργιών (Εικόνα 4.2). Συγκεκριμένα, οι υποδοχείς CRF1 εντοπίζονται σε 

χολινεργικούς νευρώνες στον βασικό πρόσθιο εγκέφαλο που απελευθερώνουν 

ακετυλοχολίνη στην περιοχή του PFC (Chen et al., 2000; Sauvage & Steckler, 2001; Zaborszky 

et al., 2012). Η VTA, η οποία απελευθερώνει ντοπαμίνη στις περιοχές του φλοιού, φέρει 

υποδοχείς CRF1 και CRF2 (Sauvage & Steckler, 2001; Ungless et al., 2003). Οι υποδοχείς CRF1 

βρίσκονται επίσης σε νοραδρενεργικούς νευρώνες στον υπομέλα τόπο (locus coeruleus-LC) 

(Curtis et al., 2006; Reyes et al., 2008) που είναι η πηγή νορεπινεφρίνης για τον φλοιό (G. Aston-
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Jones & J. D. Cohen, 2005), ενώ και οι δύο υπότυποι υποδοχέα CRF1 και CRF2 βρίσκονται σε 

σεροτονινεργικούς και μη-σεροτονινεργικούς νευρώνες στον ραχιαίο πυρήνας της ραφής 

(dorsal raphe) (Reyes et al., 2006; Waselus et al., 2009). Ενδοκρανιακές εγχύσεις CRF στις 

περιοχές του LC και στο ραχιαίο πυρήνας της ραφής αυξάνουν την απελευθέρωση 

νορεπινεφρίνης και σεροτονίνης στην περιοχή PFC, αντίστοιχα, αποκαλύπτοντας έναν 

μηχανισμό με τον οποίο η επίδραση του CRF στη διαμόρφωση των δομών του εγκεφαλικού 

στελέχους μπορεί να επηρεάσει τη λειτουργία του φλοιού (Curtis et al., 1997; Forster et al., 

2008; Smagin et al., 1995). Συνολικά αυτά τα ευρήματα υποδεικνύουν ότι είναι δυνατή η άμεση 

ή έμμεση (μέσω υπο-φλοιϊκών προβολών) τροποποίηση εκτελεστικών λειτουργιών, που 

ελέγχονται από μετωπιαίες περιοχές, μέσω του παράγοντα CRF.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.2: Απεικόνιση του κυκλώματος με το οποίο ο CRF συμμετέχει στη ρύθμιση εκτελεστικών λειτουργιών. 
Ο CRF μπορεί να ρυθμίσει άμεσα τον PFC ή να επιδράσει έμμεσα τις εκτελεστικές λειτουργίες μέσω των 
συστημάτων του πρόσθιου εγκεφάλου και του εγκεφαλικού στελέχους. Οι περιοχές με υποδοχείς CRF1 
σκιάζονται με μπλε, ενώ αυτές με υποτύπους υποδοχέων CRF1 και CRF2 σκιάζονται με κόκκινο.  
BF: basal forebrain; DR: dorsal raphe; LC: locus coeruleus; PFC: prefrontal cortex; VTA: ventral tegmental area 
(Bangasser & Kawasumi, 2015)  
  

 

Χορήγηση του παράγοντα CRF σε αρσενικούς αρουραίους έχει φανεί πως βλάπτει αρκετές 

πτυχές της εργασίας μετατόπισης της προσοχής (Snyder et al., 2012). Παράλληλα έχει φανεί ότι 

ελλείμματα στη μνήμη εργασίας στους ανθρώπους έχουν αποδοθεί στην αλληλεπίδραση 

μεταξύ περιβαλλοντικών παραγόντων, στρεσσογόνων γεγονότων σε πρώιμα ηλικιακά 

στάδια, αλλά και διαφορών που εντοπίζονται στο γονίδιο του υποδοχέα CRF1 (Gutman & 

Nemeroff, 2002; Heim & Binder, 2012; Pechtel & Pizzagalli, 2011). 

 

4.1.4 Ανταγωνιστές των CRFRs  

Οι πολύπλευρες δράσεις του παράγοντα CRF και των σχετικών πεπτιδίων προβλέπουν πολλές 

πιθανές χρήσεις σχετικά με τους ανταγωνιστές των υποδοχέων του CRF, ως θεραπευτικούς 



 81 

παράγοντες για την αντιμετώπιση διαφόρων ψυχικών διαταραχών που συχνά συνδέονται με 

το σύστημα του CRF.  

Ως ανταγωνιστής ενός υποδοχέα χαρακτηρίζεται ένας τύπος προσδέτη για τον υποδοχέα ή ένα 

φάρμακο που μπλοκάρει ή μειώνει μια βιολογική απόκριση με τη δέσμευσή του στον 

υποδοχέα, αντί να προκαλεί τη βιολογική απόκριση όπως ένας αγωνιστής. Οι ανταγωνιστές 

των CRFRs δεσμεύουν τις θέσεις του υποδοχέα για τον CRF και εμποδίζουν έτσι τις 

επακόλουθες εκκρίσεις της ACTH και των γλυκοκορτικοειδών, λόγω ενεργοποίησης του 

άξονα ΥΥΕ, όπως και την αυξημένη συγκέντρωση του CRF στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό. 

Υπάρχει αυξημένο κλινικό ενδιαφέρον για τους ανταγωνιστές των υποδοχέων του CRF που 

μπορούν να διαπεράσουν τον αιματο-εγκεφαλικό φραγμό ώστε να χρησιμοποιηθούν για τη 

ρύθμιση καταστάσεων που σχετίζονται με την υπερδραστηριότητα του άξονα ΥΥΕ. Η έρευνα 

στράφηκε στην προσπάθεια να αναπτυχθούν ανταγωνιστές του CRF1 υποδοχέα, οι οποίοι θα 

παρεμποδίζουν το σηματοδοτικό μονοπάτι Gs του υποδοχέα CRF με στόχο τη χρήσ η τους ως 

δυνητικούς αντικαταθλιπτικούς παράγοντες. Μια μελέτη του παράγοντα R121919, ενός από 

τους πρώτους ανταγωνιστές του υποδοχέα CRF1, διεξήχθη σε μικρό αριθμό νοσηλευόμενων 

ασθενών με μείζονα καταθλιπτική διαταραχή. Η μελέτη αυτή ανέφερε ότι η θεραπεία 30 

ημερών είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση των συμπτωμάτων της κατάθλιψης και του άγχους 

που εμφάνιζαν τα άτομα (Zobel et al., 2000). Βέβαια, υπάρχουν δεδομένα που δείχνουν ότι η 

θεραπεία με ανταγωνιστή του CRFR1 είναι αποτελεσματική στη μείωση της αγχώδους 

συμπεριφοράς σε ζώα που αναπτύσσονται σε συνθήκες υψηλών επιπέδων άγχους, όπως και 

ζώων που έχουν εκτεθεί σε έντονο στρεσσογόνο ερέθισμα.  

Ανταγωνιστές που δρουν στους CRFR2 έχουν επίσης αναπτυχθεί, όπως το πεπτίδιο Astressin-

B, αλλά μέχρι στιγμής δεν είναι διαθέσιμοι ιδιαίτερα επιλεκτικοί παράγοντες για διάφορους 

υποτύπους του CRFR2. 

 Είναι βέβαια αυξημένο το ενδιαφέρον σχετικά με τη συνδυαστική χρήση των ανταγωνιστών 

CRFR1 και CRFR2, για τη ρύθμιση του άξονα ΥΥΕ σε διάφορες περιπτώσεις διαταραχών. Ένα 

τέτοιο παράδειγμα μη-ειδικού ανταγωνιστή για τους CRFR αποτελεί ο παράγοντας α-Helical 

CRF9-41. 
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4.2 Πειραματικός σχεδιασμός (Εικόνα 4.3) 
 

Εικόνα 4.3: Πειραματικός σχεδιασμός - Επίδραση του εκλυτικού παράγοντα της κορτικοτροπίνης στις 
λειτουργίες του PFC, ενεργοποιώντας ή μπλοκάροντας τους υποδοχείς CRF1  

 

Σε αρσενικούς και θηλυκούς ενήλικους μύες, οι οποίοι δεν έχουν υποβληθεί σε κανένα 

χειρισμό (NR), πραγματοποιήθηκαν εξωκυττάριες ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές στη 

στοιβάδα ΙΙ της περιοχής του Prl σε τομές PFC. Καταγράφηκαν τα fEPSPs για τη μελέτη της 

επαγωγή LTP. Στην 1η συνθήκη οι τομές επωάζονται στο πεπτίδιο του CRF, ενώ παράλληλα 

αντίστοιχες τομές αποτελούσαν τη συνθήκη ελέγχου. Στη 2η συνθήκη καθ΄ όλη τη διάρκεια 

του πρωτοκόλλου επαγωγής LTP εφαρμόζεται στη ροή του aCSF ο ανταγωνιστής α-Helical9-

41. 

 

4.2.1 Υλικά & Μέθοδοι  
4.2.2.1 Καταγραφές πεδίου  

Από αρσενικούς και θηλυκούς ενήλικους μύες, οι οποίοι δεν έχουν υποβληθεί σε κανένα 

χειρισμό (NR), ο εγκέφαλος απομονώνεται για να πραγματοποιηθούν εξωκυττάριες 

ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές. Στόχος είναι η μελέτη της επίδρασης του CRF και των 

υποδοχέων του (CRFRs)  στην επαγωγή LTP  στον mPFC. 

Το CRF-πεπτίδιο αποτελεί συνθετικό ανάλογο του φυσιολογικού εκλυτικού παράγοντα της 

κορτικοτροπίνης - CRF (πεπτίδιο 41 αμινοξέων). Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε για 

να ελεγχθεί η επίδραση του CRF, ως μεσολαβητή του CRF συστήματος, συγκεκριμένα 

ενεργοποιώντας τους CRFRs στην περιοχή του προμετωπιαίου φλοιού. Αντίστοιχα, για να 

μελετηθεί η συμβολή των CRFRs στην επαγωγή LTP στον mPFC, χρησιμοποιήθηκε ο 
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ανταγωνιστής α-Helical9-41. Συγκεκριμένα μελετήθηκε η συμβολή του CRFR1, καθώς είναι ο 

μόνος από τους υποδοχείς που συναντάται στον PFC. 

Όπως έχει αναφερθεί στην ενότητα 3.2.2, το ζώο θανατώνεται και ο εγκέφαλος του 

απομονώνεται ταχέως σε παγωμένο οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) διάλυμα 0-Ca2+ aCSF. 

Λαμβάνονται τομές PFC πάχους 400μm, σε μικροτόμο παλλόμενης λεπίδας (Leica VT1000S) 

που περιέχει παγωμένο οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) διάλυμα 0-Ca2+ aCSF. Οι τομές 

μεταφέρονται σε θάλαμο διατήρησης, βυθισμένες σε aCSF καταγραφής, το οποίο έχει συνεχή 

οξυγόνωση (95% O2/5% CO2) και βρίσκεται σε θερμοκρασία 37οC. Παραμένουν σε αυτή τη 

συνθήκη για ~1 ώρα.  

Στην πρώτη περίπτωση, που αφορά στη μελέτη της επίδρασης του πεπτιδίου CRF (TOCRIS a 

biotechne brand, CAS#86784-80-7), οι τομές του PFC, με το πέρας της ~1 ώρας κατά την οποία 

βρίσκονται σε οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) aCSF καταγραφής, επωάζονται σε aCSF 

καταγραφής όπου περιέχεται το πεπτίδιο CRF σε συγκέντρωση 200nM. Οι τομές επωάζονται 

για χρονικό διάστημα 3 ωρών. Στη συνέχεια μεταφέρονται στην τράπεζα των 

ηλεκτροφυσιολογικών καταγραφών, όπου μελετάται η επαγωγή LTP, έπειτα από τετανικό 

ερέθισμα. Όπως έχει ήδη αναφερθεί αναλυτικά στην ενότητα 3.2.2, οι καταγραφές 

πραγματοποιήθηκαν στο σύνολό τους στην έξω κοκκώδη στοιβάδα (layer II) στην περιοχή PrL 

του mPFC, με τις ίδιες συνθήκες και τον ίδιο εξοπλισμό και καθ’ όλη τη διάρκεια του 

πρωτοκόλλου στο σημείο της τράπεζας, όπου διατηρείται η τομή, υπάρχει συνεχής ροή 

οξυγονωμένου (95% O2/5% CO2) aCSF καταγραφής σε θερμοκρασία ~37οC.  

Όσον αφορά στη συνθήκη των υποδοχέων του CRF, μελετήθηκε η επίδραση του ανταγωνιστή 

α-Helical CRF9-41. Οι τομές PFC με το πέρας της ~1 ώρας κατά την οποία βρίσκονται σε 

οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) aCSF καταγραφής, μεταφέρονται στην τράπεζα των 

ηλεκτροφυσιολογικών καταγραφών, όπου μελετάται η επαγωγή μακρόχρονης συναπτικής 

LTP στις συνάψεις της στοιβάδας ΙΙ του PrL στην περιοχή του mPFC, έπειτα από τετανικό 

ερέθισμα υπό την επίδραση του ανταγωνιστή. Σε αυτή τη συνθήκη, σε όλη τη διάρκεια του 

πρωτοκόλλου για τη μελέτη του LTP, στο σημείο της τράπεζας όπου διατηρείται η τομή, 

υπάρχει συνεχής ροή οξυγονωμένου (95% O2/5% CO2) aCSF καταγραφής όπου περιέχεται ο 

α-Helical CRF9-41 σε συγκέντρωση 3μM.  
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4.3 Αποτελέσματα 

 

4.3.1 Επίδραση του CRF και των υποδοχέων του στη συναπτική πλαστικότητα 

4.3.1.1 Η ενεργοποίηση των CRFRs στον προμετωπιαίο φλοιό αρσενικών μυών δεν προκαλεί 

επαγωγή μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης στην περιοχή 

Πραγματοποιήθηκαν ηλεκτροφυσιολογικές εξωκυττάριες καταγραφές σε τομές PFC 5 

αρσενικών και 6 θηλυκών ενήλικων μυών, που είχαν επωαστεί για 3ώρες με [200nM] (Gao et 

al., 2016; Ugolini et al., 2008) CRF πεπτίδιο διαλυμένο σε aCSF καταγραφής. Παράλληλα, 

πραγματοποιήθηκαν ίδιου τύπου καταγραφές και σε αντίστοιχες τομές οι οποίες αποτελέσουν 

τη συνθήκη ελέγχου. Ακολούθησε κανονικοποίηση των ποσοτικών τιμών των καταγραφών 

και στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων. Οι τομές PFC αρσενικών ζώων που αποτελούν 

τη φυσιολογική συνθήκη έχουν τη δυνατότητα επαγωγής LTP (ανοιχτό πράσινο), ενώ στις 

αντίστοιχες τομές που έχουν επωαστεί με το CRF πεπτίδιο μπλοκάρεται η επαγωγή του LTP.  

Αντίθετα, η επώαση των τομών PFC θηλυκών μυών με το πεπτίδιο CRF δε φαίνεται να 

επηρεάζει την επαγωγή LTP στις συνάψεις της περιοχής PrL του mPFC (κόκκινο), όπως 

συμβαίνει και στις τομές της συνθήκης ελέγχου (ροζ), παρατηρείται επαγωγή LTP (Εικόνα 4.4). 

Συμπερασματικά, η αυξημένη συγκέντρωση CRF στον PFC αρσενικών μυών μπλοκάρει την 

επαγωγή του LTP στην περιοχή, συγκριτικά με τη συνθήκη ελέγχου. Και σε αυτή την 

περίπτωση φαίνεται πως δεν επηρεάζεται ο PFC των θηλυκών ζώων.  

Εικόνα 4.4: παρουσιάζεται η επίδραση του πεπτιδίου CRF στην  επαγωγή LTP στη στοιβάδα ΙΙ του mPFC 
αρσενικών και θηλυκών μυών  A. οι τομές PFC αρσενικών μυών που έχουν επωαστεί με το πεπτίδιο CRF δεν 
εμφανίζουν LTP (πράσινο σκούρο), αντίθετα στις τομές της συνθήκης ελέγχου (πράσινο ανοιχτό) παρατηρείται 
επαγωγή LTP μετά από τετανικό ερέθισμα (σημείο 0) (ανάλυση Two-tailed Unpaired t test p=0.0511  B. στις 
τομές PFC θηλυκών μυών που έχουν επωαστεί με το πεπτίδιο CRF (κόκκινο) και στις τομές που αποτελούν τη 
συνθήκη ελέγχου (ροζ) δεν παρατηρείται στατιστικώς σημαντική διαφορά στην επαγωγή LTP (ανάλυση Two-
tailed Unpaired t test p= 0.7716) 
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4.3.1.2 Ο ανταγωνισμός των CRFRs στον προμετωπιαίο φλοιό αρσενικών μυών προκαλεί 

μειωμένη επαγωγή μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης στην περιοχή 

Πραγματοποιήθηκαν ηλεκτροφυσιολογικές εξωκυττάριες καταγραφές σε τομές PFC 6 

αρσενικών και 6 θηλυκών ενήλικων μυών, και μελετήθηκε η επαγωγή LTP στις συνάψεις του 

mPFC χρησιμοποιώντας τον ανταγωνιστή α-Helical CRF9-41, (3μM, σε aCSF καταγραφής). 

Ακολούθησε κανονικοποίηση των ποσοτικών τιμών των καταγραφών και στατιστική 

ανάλυση των αποτελεσμάτων. Σε τομές PFC αρσενικών μυών η επίδραση του α-Helical CRF9-

41 μειώνει την επαγωγή μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης (σκούρο πράσινο), σε 

σύγκριση με τη συνθήκη ελέγχου (ανοιχτό πράσινο).Σε τομές PFC θηλυκών ζώων, στις οποίες 

επέδρασε ο ανταγωνιστής α-Helical CRF9-41, δεν παρατηρείται διαφοροποίηση στην 

εμφάνιση LTP, σε σύγκριση με τις τομές της συνθήκης ελέγχου (Εικόνα 4.5).  

Εικόνα 4.5: παρουσιάζεται η επίδραση του ανταγωνιστή των CRFRs α-Helical CRF9-41 στην  επαγωγή LTP στη 

στοιβάδα ΙΙ του PFC αρσενικών και θηλυκών μυών  A. οι τομές PFC αρσενικών μυών στις οποίες έχει επιδράσει 

ο ανταγωνιστής α-Helical CRF9-41 εμφανίζουν έντονη μείωση στην επαγωγή LTP (πράσινο σκούρο), σε 

σύγκριση με τις τομές της συνθήκης ελέγχου (πράσινο ανοιχτό (ανάλυση Two-tailed Unpaired t test p=0.0838)  

B. στις τομές PFC θηλυκών μυών στις οποίες έχει επιδράσει ο ανταγωνιστής α-Helical CRF9-41 (κόκκινο) και 

στις τομές που αποτελούν τη συνθήκη ελέγχου (ροζ) δεν παρατηρείται στατιστικώς σημαντική διαφορά στην 

επαγωγή LTP (ανάλυση Two-tailed Unpaired t test p=0.9294)  

 

Συμπερασματικά, φαίνεται να επηρεάζεται ο PFC των αρσενικών μυών, τόσο στη συνθήκη 

ενεργοποίηση των CFRFs στην περιοχή, όσο και στη συνθήκη μπλοκαρίσματος τους. Και στις 

δυο συνθήκες παρατηρείται μειωμένη επαγωγή μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης στις 

συνάψεις του PFC των αρσενικών ζώων, μια συνθήκη που δε φαίνεται να ισχύει για τα θηλυκά 

ζώα.   
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Κεφάλαιο 5: Επίδραση των γλυκοκορτικοειδών στις 

λειτουργίες του προμετωπιαίου φλοιού  
 

5.1 Εισαγωγή: Γλυκοκορτικοειδή (GCs) & οι υποδοχείς τους (GRs) 
Τα γλυκοκορτικοειδή (GCs) αποτελούν μια κατηγορία ορμονών του στρες που 

απελευθερώνονται κατά την έκθεση σε μια δυνητικά στρεσσογόνο κατάσταση. Τα GCs 

(κυρίως η κορτιζόλη στον άνθρωπο και η κορτικοστερόνη στα τρωκτικά) είναι τα τελικά 

προϊόντα της ενεργοποίησης του άξονα ΥΥΕ και απελευθερώνονται από τον φλοιό των 

επινεφριδίων. Λόγω της λιποδιαλυτής φύσης τους, έχουν την ικανότητα να διασχίζουν τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό και να προσδένονται σε υποδοχείς GCs σε διάφορες περιοχές του 

εγκεφάλου (Herman & Cullinan, 1997). 

Δύο τύποι υποδοχέων GCs έχουν χαρακτηριστεί: ο υποδοχέας αλατοκορτικοειδών 

(mineralocorticoid receptor-MR ή Τύπος Ι) και ο υποδοχέας γλυκοκορτικοειδών (glucocorticoid 

receptor-GR ή Τύπος II). Οι MRs έχουν πολύ μεγαλύτερη συγγένεια με τα GC σε σύγκριση με 

τους GRs (Reul & de Kloet, 1985). Βέβαια, ενώ οι MRs κατανέμονται κυρίως στο μεταιχμιακό 

σύστημα, οι GRs συναντώνται σε υποφλοιϊκές και φλοιϊκές δομές, με κύρια κατανομή στον 

PFC (Diorio et al., 1993; McEwen et al., 1986; McEwen et al., 1968; Meaney et al., 1985; Sánchez 

et al., 2000; Sarrieau et al., 1988). 

Οι GRs παράλληλα εμπλέκονται στον μηχανισμό αρνητικής ανάδρασης που ρυθμίζει τον 

άξονα ΥΥΕ. Όταν τα επίπεδα των γλυκοκορτικοειδών αυξάνονται, ένα μέρος τους δεσμεύεται 

τόσο στο επίπεδο της υπόφυσης, όσο και του υποθαλάμου προκειμένου να διατηρηθεί η 

ομοιόσταση. Μελέτες πρόσφατα έδειξαν ότι τα γλυκοκορτικοειδή είναι πιθανό να δρουν στο 

επίπεδο των μεμβρανικών υποδοχέων. Αν και οι συγκεκριμένες μελέτες είναι αρκετά 

περιορισμένες σε σύγκριση με αυτές που αφορούν τους MRs και GRs , οι υποδοχείς της 

μεμβράνης φαίνεται να είναι υπεύθυνοι για τις πολύ ταχείς, σχετιζόμενες με τα 

γλυκοκορτικοειδή, επιπτώσεις (de Kloet et al., 2008).  

Παρόλο που έχει φανεί πως η αρνητική ανατροφοδότηση επικεντρώνεται στο επίπεδο της 

υπόφυσης και του υποθαλάμου, η ρύθμιση του άξονα ΥΥΕ συντελείται σε τρεις κύριες δομές: 

τον ιππόκαμπο, την αμυγδαλή και τον mPFC. Η περιοχή της αμυγδαλής είναι η μόνη από τις 

τρεις περιοχές που αναφέρθηκαν, που ενεργοποιεί τον άξονα ΥΥΕ (Davis, 1992; Herman et al., 

2005). Αντίθετα, ο προμετωπιαίος φλοιός και ο ιππόκαμπος παίζουν ανασταλτικό ρόλο στη 

ρύθμιση του άξονα ΥΥΕ (Dunn & Orr, 1984; Herman et al., 2005; Rubin et al., 1966). Από αυτές 

τις τρεις εγκεφαλικές περιοχές, ο ιππόκαμπος έχει αναμφίβολα την πιο καλά χαρακτηρισμένη 
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συμβολή στη ρύθμιση του άξονα ΥΥΕ, λόγω και της συσχέτισης  του με αρκετές ψυχικές 

διαταραχές όπως η κατάθλιψη, η διαταραχή μετατραυματικού στρες (PTSD) και η νόσος 

Alzheimer (AD) (Caetano et al., 2004; Shin et al., 2006). 

Δεδομένου ότι και οι δύο τύποι υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών εντοπίζονται στην 

περιοχή του ιπποκάμπου (Herman, 1993; Herman et al., 2005; Reul & de Kloet, 1985), φαίνεται 

να έχει βασικό ρόλο στη ρύθμιση αρνητικής ανάδρασης του άξονα ΥΥΕ (Herman et al., 2005). 

Λόγω της μεγάλης συγκέντρωσης των υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών στον ιππόκαμπο, 

η περιοχή καθίσταται ιδιαίτερα ευάλωτη στις νευροτοξικές επιδράσεις των 

γλυκοκορτικοειδών (McEwen et al., 1982; McEwen et al., 1986; Seckl et al., 1991). Μελέτες έχουν 

δείξει πως η χρόνια έκθεση σε υψηλά επίπεδα γλυκοκορτικοειδών έχει συσχετιστεί με 

μειωμένη γνωστική απόδοση, ιδιαίτερα σε εργασίες που εξαρτώνται από την περιοχή του 

ιπποκάμπου, όπως η χωρική μνήμη ((Borcel et al., 2008; Sandi & Touyarot, 2006). Παράλληλα, 

και όντας άμεσα σχετιζόμενα με τα αποτελέσματα των συμπεριφορικών μελετών, η χρόνια 

έκθεση σε αυξημένα επίπεδα γλυκοκορτικοειδών έχει συνδεθεί με απώλεια νευρώνων στον 

ιππόκαμπο, δενδριτική ατροφία και μειωμένο όγκο της περιοχής (Borcel et al., 2008; Issa et al., 

1990; Kerr et al., 1991; Landfield et al., 1981; Sandi, 2004; Sandi et al., 2003; Sapolsky et al., 1985; 

Woolley, Gould, & McEwen, 1990). Επιπροσθέτως, έχει συσχετιστεί με μειωμένη νευρογένεση 

στην περιοχή της οδοντωτής έλικας του ιππόκαμπου, μια από τις λίγες περιοχές του 

εγκεφάλου που συνεχίζουν να δημιουργούν νευρώνες σε όλη την ενήλικη ζωή (Gould & 

Tanapat, 1999; Sousa et al., 2000).  

Παράλληλα, μελέτες έχουν δείξει ότι το επαναλαμβανόμενο στρες περιορισμού, το χρόνιο 

«απρόβλεπτο» στρες ή η χρόνια χορήγηση κορτικοστερόνης μειώνουν την πυκνότητα των 

κορυφαίων δενδριτών των πυραμιδικών νευρώνων (Cerqueira et al., 2005; Cerqueira et al., 

2007; Cook & Wellman, 2004; Goldwater et al., 2009; Liston et al., 2006; Radley et al., 2006; 

Radley et al., 2004; Wellman, 2001). Αντίθετα, το επαναλαμβανόμενο στρες περιορισμού 

αυξάνει την πολυπλοκότητα και τη μεταγραφική δραστηριότητα των GABA-εργικών 

ενδονευρώνων στον PFC (Gilabert-Juan et al., 2013) και ενώ είναι άγνωστη η λειτουργική 

επίπτωση αυτών μορφολογικών τροποποιήσεων, υποδηλώνεται, τόσο μειωμένη 

διεγερσιμότητα των πυραμιδικών κυττάρων, όσο και πιθανά αυξημένη αναστολή μέσω 

ενδονευρώνων (Myers et al., 2014).  

Έχει φανεί από μελέτες ότι σε ενήλικα αρσενικά ζώα, η χρόνια χορήγηση κορτικοστερόνης 

μειώνει την έκφραση της υπομονάδας των NMDA υποδοχέων, NR2B και των υπομονάδων 

των AMPA υποδοχέων GluR2/GluR3 στον mPFC (Gourley et al., 2009).  
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Σε ένα διαφορετικό επίπεδο μελετών, έχει φανεί πως τα γλυκοκορτικοειδή έχουν έντονη 

επίδραση σε συμπεριφορές στις οποίες εμπλέκεται ο PFC. Η άμεση επίδραση των 

γλυκοκορτικοειδών συμβαίνει μέσω της οδού του cAMP στην περιοχή του κοιλιακού PFC με 

επιβλαβείς επιδράσεις στη μνήμη εργασίας, αλλά ενισχύοντας την διαδικασία της παγίωσης 

της μνήμης (Barsegyan et al., 2010; Roozendaal et al., 2004). Η χρόνια επίδραση των 

γλυκοκορτικοειδών επίσης έχει φανεί πως προκαλεί ελλείματα στη μνήμης εργασίας 

(Mizoguchi et al., 2004; Mizoguchi et al., 2000). 

Παράλληλα, μελέτες έδειξαν ότι το οξύ στρες περιορισμού επιδρά αρνητικά στην απόδοση 

των τρωκτικών στη δοκιμασία μνήμης εργασίας «delayed spatial win-shift task», που 

σχετίζεται με τη λειτουργία του PFC (Butts et al., 2011). Το χρόνιο «απρόβλεπτο» στρες ή το 

επαναλαμβανόμενο στρες περιορισμού προκαλούν επίσης ελλείματα στη γνωστική ευελιξία 

των τρωκτικών, όπως έχει φανεί από μελέτες  (set-shifting και/ή reversal learning) (Birrell & 

Brown, 2000; Bondi et al., 2008; Liston et al., 2006). Η επίδραση των γλυκοκορτικοειδών στον 

mPFC  φαίνεται να έχει σοβαρό αρνητικό αντίκτυπο στην απόκτηση κινήτρου, καθώς μελέτες 

έδειξαν ότι μείωση των GR στον PrL PFC αυξάνει την ακινησία στο τεστ αναγκαστικής 

κολύμβησης (forced swim test), που έχει σχετιστεί με συμπεριφορές που προσομοιάζουν τη 

διαταραχή της κατάθλιψης (McKlveen et al., 2013).  
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5.2 Πειραματικός σχεδιασμός (Εικόνα 5.1) 
 

Εικόνα 5.1: Πειραματικός σχεδιασμός - Επίδραση των γλυκοκορτικοειδών στις λειτουργίες του PFC  

Σε αρσενικούς και θηλυκούς ενήλικους μύες χορηγήθηκε ενδοπεριτονιακά μια δόση 

μιφεπριστόνης, και 1 ώρα μετά υπεβλήθησαν σε 2ώρο στρες περιορισμού, ή αποτέλεσαν την 

ομάδα ελέγχου. Όλοι οι μύες μετά το 2ώρο στρες περιορισμού πραγματοποίησαν τις 

συμπεριφορικές δοκιμές L/D και TOR. Ο εγκέφαλοι όλων των μυών, μετά το πέρας των 

συμπεριφορικών δοκιμών, απομονώθηκαν και μονιμοποιήθηκαν. Ακολούθησαν πειράματα 

ανοσοϊστοχημείας για τη μελέτη της έκφρασης του c-Fos. 

Σε ένα διαφορετικό σύνολο, αρσενικών και θηλυκών ενήλικων μυών, πραγματοποιήθηκαν 

εξωκυττάριες ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές στη στοιβάδα ΙΙ της περιοχής του Prl σε 

τομές PFC και καταγράφηκαν τα fEPSPs. Στόχος ήταν η μελέτη της επίδρασης της 

κορτικοστερόνης (CORT) στην επαγωγή LTP, οπότε οι τομές του PFC επωάστηκαν με CORT ή 

αποτέλεσαν τη συνθήκη ελέγχου.  

Τέλος, σε ένα τρίτο σύνολο αρσενικών και θηλυκών ενήλικων μυών πραγματοποιήθηκαν 

ενδοκυττάριες ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές, με την τεχνική της καθήλωσης κηλίδας 

(patch-clamp technique). Σε πυραμιδικούς νευρώνες της στοιβάδας ΙΙ της περιοχής του Prl σε 

τομές PFC, οι οποίες είτε είχαν επωαστεί με CORT, είτε αποτελούσαν τη συνθήκη ελέγχου, 

καταγράφηκαν αυθόρμητα ανασταλτικά μετασυναπτικά ρεύματα (sIPSCs). Στόχος ήταν η 

μελέτη της συμμετοχής των NMDA/AMPA και GABA υποδοχέων στα μετασυναπτικά ρεύματα 

στον PFC, υπό την επίδραση της CORT.   
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5.3 Υλικά & Μέθοδοι  
 

5.3.1 Συμπεριφορικά Πειράματα  

Στη συγκεκριμένη φάση της μελέτης συμμετείχε μια ομάδα αρσενικών και θηλυκών μυών, 

όπου όλοι έλαβαν ενδοπεριτονιακά (i.p.) μια δόση του ανταγωνιστή των υποδοχέων των 

γλυκοκορτικοειδών (GRs), μιφεπριστόνη (Mifepristone, TOCRIS a biotechne brand, 

CAS#84371-65-3). Η μιφεπριστόνη διαλύθηκε σε ηλιέλαιο με ελαφριά θέρμανση (~40oC). Σε 

όλα τα ζώα χορηγήθηκε μιφεπριστόνη (200mg/kg), οι ομάδες RS, (αρσενικών και των 

θηλυκών μυών), 1 ώρα μετά τη χορήγηση της μιφεπριστόνης υπεβλήθησαν σε 2ώρο στρες 

περιορισμού. Παράλληλα υπήρχαν και οι αντίστοιχες ομάδες ελέγχου.  

Μετά το πέρας των 2 ωρών, όλες οι ομάδες ακολούθησαν τις ίδιες συμπεριφορικές 

δοκιμασίες, αρχικά τη δοκιμασία L/D και στη συνέχεια τη δοκιμασία TOR. 

Αρχικά η δοκιμασία L/D, για χρονικό διάστημα 5’, στην οποία ελέγχθηκαν δύο παράμετροι, το 

ποσοστό του χρόνου που περνάει το ζώο στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής, και ο χρόνος μέχρι 

να εξέλθει για πρώτη φορά από το σκοτεινό πεδίο της συσκευής στο φωτεινό (latency). 

[αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 

Μετά από τη δοκιμασία L/D, όλες οι ομάδες ζώων πραγματοποίησαν τη δοκιμασία TOR.  

Το πείραμα περιλαμβάνει συνολικά τρεις φάσεις, οι οποίες απέχουν χρονικά μεταξύ τους 25’. 

Δύο φάσεις δοκιμασίας δειγμάτων (οι μύες εξερευνούν δύο πανομοιότυπα, μη-γνώριμα 

αντικείμενα, διαφορετικά σε κάθε φάση) και μια φάση-τεστ (χρησιμοποιείται ένα αντικείμενο 

από την πρώτη φάση (λιγότερο γνώριμο ή παλαιό) και ένα αντικείμενο από τη δεύτερη φάση 

(περισσότερο γνώριμο ή πρόσφατο)), όπως έχει περιγραφθεί στην Ενότητα 3.2.2. 

Στη δοκιμασία του TOR υπολογίστηκε ο παράγοντας του δείκτη διάκρισης (discrimination 

index). [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 

Με το πέρας των συμπεριφορικών δοκιμών οι εγκέφαλοι όλων των ζώων απομονωθήκαν και 

μονιμοποιήθηκαν για πειράματα ανοσοϊστοχημείας. 

 

5.3.2 Ανοσοιστοχημεία 

Συγκεκριμένα, 90’ μετά το τέλος των συμπεριφορικών δοκιμών, ο εγκέφαλος από όλες τις 

ομάδες μυών απομονώθηκε και μονιμοποιήθηκε σε διάλυμα PFA 4% με τη διαδικασία 

perfusion [παραπομπή παράρτημα σελ. 154]. Πραγματοποιήθηκε ανοσοϊστοχημεία για να 
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μελετηθούν τα επίπεδα της έκφρασης του γονίδιου c-Fos και κατ’ επέκταση να μελετηθεί η 

νευρωνική ενεργοποίηση στην περιοχή PrL του PFC έπειτα από το 2ώρο στρες περιορισμού 

και υπό την επίδραση της μιφεπριστόνης.  

Όπως έχει αναφερθεί στην ενότητα 3.2.2, πραγματοποιήθηκαν τομές εγκεφάλου 40μm και 

συλλέχθηκαν οι τομές που φέρουν την περιοχή μελέτης. Εφαρμόστηκε το πρωτόκολλο της 

ανοσοϊστοχημείας anti-c-Fos, με διάλυμα πρωτογενούς αντισώματος [PBS-Tween 0,1%, 0,1% 

Triton, 2%FBS, 1:50 anti-c-Fos Antibody (E-8): sc-166940, Santa Cruz Biotechnology, Inc] και 2ου 

αντισώματος [PBS-tween 0,1%, 0,1% Triton, 2%FBS, 1:500 GAR488 (Goat Anti-Mouse, IgG (H + 

L), CF®568, Biotium]. Τέλος, εφαρμόστηκαν σταγόνες (~10μl) Mounting Medium with DAPI 

(ab104139, Abcam plc.). [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 

 

5.3.3 Καταγραφές πεδίου 

Σε μια διαφορετική ομάδα αρσενικών και θηλυκών ενήλικων ζώων, η οποία δεν έχει υποστεί 

κανένα χειρισμό (NR), ο εγκέφαλος απομονώνεται και ζωντανές τομές PFC χρησιμοποιούνται 

για να πραγματοποιηθούν εξωκυττάριες ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές, υπό την 

επίδραση του γλυκοκορτικοειδούς, κορτικοστερόνη (CORT) (Corticosterone, TOCRIS a 

biotechne brand, CAS#50-22-6).  

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στην ενότητα 3.2.2, ο εγκέφαλος του απομονώνεται ταχέως σε 

παγωμένο οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) διάλυμα 0-Ca2+ aCSF και λαμβάνονται τομές PFC 

πάχους 400μm. Οι τομές μεταφέρονται σε θάλαμο διατήρησης, βυθισμένες σε aCSF 

καταγραφής, το οποίο έχει συνεχή οξυγόνωση (95% O2/5% CO2) και βρίσκεται σε 

θερμοκρασία δωματίου. Παραμένουν σε αυτή τη συνθήκη για ~1 ώρα μέχρι τη μεταφορά τους 

στην τράπεζα των ηλεκτροφυσιολογικών καταγραφών. 

Με το πέρας της ~1 ώρας κατά την οποία βρίσκονται σε οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) aCSF 

καταγραφής, επωάζονται aCSF καταγραφής όπου περιέχεται το CORT σε συγκέντρωση 

200nM για χρονικό διάστημα 1,5 ωρών. 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί αναλυτικά στην ενότητα 3.2.2, οι καταγραφές πραγματοποιήθηκαν 

στο σύνολό τους στην έξω κοκκώδη στοιβάδα (layer II) στην περιοχή PrL του mPFC, με τις ίδιες 

συνθήκες και τον ίδιο εξοπλισμό. Υπολογίστηκαν τα fEPSPs σε απόκριση αυξανόμενης 

έντασης ερεθισμάτων. Οι καταγραφές πραγματοποιήθηκαν σε τομές όπου έχουν επωαστεί με 

την CORT και σε αντίστοιχες τομές που συνιστούν τη συνθήκη ελέγχου. Στη συνέχεια 

μελετήθηκε η επαγωγή LTP στις συνάψεις της συγκεκριμένης περιοχής, έπειτα από τετανικό 
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ερέθισμα, οπότε και καταγράφηκαν τα fEPSPs. Καθ’ όλη τη διάρκεια του πρωτοκόλλου στο 

σημείο της τράπεζας όπου διατηρείται η τομή υπάρχει συνεχής ροή οξυγονωμένου (95% 

O2/5% CO2) aCSF καταγραφής σε θερμοκρασία δωματίου.  [αναλυτικό πρωτόκολλο 

παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 

 

5.3.4 Καταγραφές με την τεχνική καθήλωσης κηλίδας (patch-clamp) 

Σε μια τρίτη ομάδα αρσενικών και θηλυκών ενήλικων ζώων, το οποίο δεν έχει υποστεί κανένα 

χειρισμό (NR), ο εγκέφαλος απομονώθηκε και ζωντανές τομές PFC χρησιμοποιήθηκαν για να 

πραγματοποιηθούν ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές με την τεχνική καθήλωσης κηλίδας 

(patch-clamp technique), υπό την επίδραση του γλυκοκορτικοειδούς, κορτικοστερόνη 

(CORT).  

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στην ενότητα 3.2.2, ο εγκέφαλος του απομονώνεται ταχέως σε 

παγωμένο οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) διάλυμα 0-Ca2+ + Choline aCSF και λαμβάνονται 

τομές PFC πάχους 300μm. Οι τομές μεταφέρονται σε θάλαμο διατήρησης, βυθισμένες σε aCSF 

καταγραφής, το οποίο έχει συνεχή οξυγόνωση (95% O2/5% CO2) και βρίσκεται σε 

θερμοκρασία δωματίου. Παραμένουν σε αυτή τη συνθήκη για ~1 ώρα μέχρι τη μεταφορά τους 

στην τράπεζα των ηλεκτροφυσιολογικών καταγραφών. 

Με το πέρας της ~1 ώρας κατά την οποία βρίσκονται σε οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) aCSF 

καταγραφής, επωάζονται aCSF καταγραφής όπου περιέχεται το CORT σε συγκέντρωση 

200nM για χρονικό διάστημα 1,5 ωρών. 

Oι καταγραφές πραγματοποιήθηκαν στο σύνολό τους σε πυραμιδικούς νευρώνες της έξω 

κοκκώδους στοιβάδας (layer II) στην περιοχή PrL του mPFC.  

Έγιναν καταγραφές των αυθόρμητων ανασταλτικών μετασυναπτικών ρευμάτων 

(Spontaneous Inhibitory Post-Synaptic Currents-sIPSCs) που διαμεσολαβούνται από τον 

υποδοχέα GABA. Οι καταγραφές έγιναν σε διαφορετικές τάσεις, από +10mV έως +40mV 

παρουσία CNQX (40μM) και AP5 (50μM), στη ροή του aCSF, καθ’ όλη τη διάρκεια του 

πειράματος. [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 
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5.4 Αποτελέσματα 

 

5.4.1 Επίδραση του ανταγωνισμού των υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών στις 

επιπτώσεις του στρες περιορισμού στην εμφάνιση αγχώδους συμπεριφοράς  

Η μιφεπριστόνη έδρασε στα ζώα που συμμετείχαν στη μελέτη αφού είχε ενεργοποιηθεί ο 

άξονας ΥΥΕ, λόγω του στρες περιορισμού. Οπότε πρακτικά στη συγκεκριμένη φάση 

μπλόκαραν οι υποδοχείς των γλυκοκορτικοειδών. 

Τα θηλυκά ζώα που έχουν λάβει μιφεπριστόνη και έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες 

περιορισμού (κόκκινο-RS) περνάνε σημαντικά μεγαλύτερο ποσοστό του χρόνου της 

δοκιμασίας στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής σε σύγκριση με την ομάδα θηλυκών μυών που 

έλαβε μιφεπριστόνη αλλά δεν υπεβλήθη στη συνθήκη του στρες (NR-ροζ). Αντίθετα, τα 

αρσενικά ζώα που έλαβαν μιφεπριστόνη, είτε ανήκουν στην ομάδα που υπεβλήθη στο στρες 

περιορισμού (RS-μαύρο), είτε στην ομάδα ελέγχου (NR-γκρι) περνάνε το ίδιο ποσοστό χρόνου 

στο σκοτεινό τμήμα της συσκευής κατά τη δοκιμασία L/D. Παράλληλα, στατικώς σημαντικά 

περισσότερο είναι το ποσοστό του χρόνου που πέρασαν οι θηλυκοί μύες της ομάδας RS 

(κόκκινο) στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής, σε σύγκριση με το χρόνο που πέρασε η αντίστοιχη 

ομάδα αρσενικών μυών (μαύρο) (Εικόνα 5.2). Συμπερασματικά, φαίνεται πως η επίδραση της 

μιφεπριστόνης δεν επηρέασε σε κανένα βαθμό την εμφάνιση αγχώδους συμπεριφοράς στα 

θηλυκά ζώα (RS).  

Εικόνα 5.2:  επίδραση της μιφεπριστόνης στις επιπτώσεις του 2ώρου στρες περιορισμού στη δοκιμασία L/D. 
Παρουσιάζεται η επίδραση της μιφεπριστόνης στις επιπτώσεις του 2ώρου στρες περιορισμού στο ποσοστό του 
χρόνου που περνάει ο μυς στο σκοτεινό πεδίο  της συσκευής (percent time in dark compartment). Ανάλυση Two-
way ANOVA έδειξε σημαντική επίδραση του στρες (p=0.001). Μόνο οι θηλυκοί μύες που τους έχει χορηγηθεί 
ενδοπεριτονιακά μιφεπριστόνη και έχουν υποβληθεί σε στρες περιορισμού (RS-κόκκινο) περνάνε στατιστικώς 
σημαντικά περισσότερο χρόνο στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής, συγκριτικά με τους θηλυκούς μύες της ομάδας 
ελέγχου (NR-ροζ) (p=0.016). Στατιστικώς σημαντικά περισσότερο χρόνο στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής 
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περνάνε τα θηλυκά ζώα που τους έχει χορηγηθεί ενδοπεριτονιακά μιφεπριστόνη και έχουν υποβληθεί σε στρες 
περιορισμού (RS-κόκκινο), σε σύγκριση με την αντίστοιχη ομάδα αρσενικών ζώων (RS-μαύρο) (p=0.024). Δεν 
υπάρχουν σημαντικές διαφορές στο χρόνο παραμονής στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής των αρσενικών μυών 
που τους έχει χορηγηθεί ενδοπεριτονιακά μιφεπριστόνη και έχουν υποβληθεί στο 2ώρο στρες περιορισμού 
(RS-μαύρο), συγκριτικά με την αντίστοιχη ομάδα ελέγχου (NR-γκρι).  [NR male n=6, RS male n=8, NR females 

n=6, RS females n=8] 

 

5.4.2 Επίδραση του ανταγωνισμού των υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών στις 

επιπτώσεις του στρες περιορισμού στη μνήμη χρονικής σειράς  

Τα αρσενικά ζώα που έχουν λάβει μιφεπριστόνη και έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες 

περιορισμού (RS-μαύρο) δεν παρουσιάζουν σημαντικές διαφοροποιήσεις στα επίπεδα του 

δείκτη διάκρισης των αντικειμένων σε σύγκριση με τα αντίστοιχα ζώα της ομάδας ελέγχου. 

Παρομοίως, τα θηλυκά ζώα που έχουν λάβει μιφεπριστόνη και έχουν υποβληθεί στη συνθήκη 

του στρες (RS-κόκκινο) έχουν αντίστοιχο δείκτη διάκρισης με τα ζώα της συνθήκης ελέγχου 

(NR-ροζ) (Εικόνα 5.3).  

 

Εικόνα 5.3: επίδραση της μιφεπριστόνης στις επιπτώσεις του 2ώρου στρες περιορισμού στη δοκιμασία TOR, 24 

ώρες μετά τη συνθήκη του στρες. Παρουσιάζεται η επίδραση της μιφεπριστόνης στις επιπτώσεις του 2ώρου 
στρες περιορισμού στο δείκτη διάκρισης (discrimination index). Αναλύσεις Two-way ANOVA δεν έδειξαν 
σημαντικότητηα στην επίδραση του στρες (p=0.903),  ούτε του φύλου (p=0.477), αλλά ούτε της επίδρασης του 
στρες στο φύλο (p=0.378). Συγκεκριμένα οι αρσενικοί μύες που τους έχει χορηγηθεί ενδοπεριτονιακά 
μιφεπριστόνη και έχουν υποβληθεί σε στρες περιορισμού (RS-μαύρο)  δεν εμφανίζουν στατιστικώς σημαντικές 
διαφορές δείκτη διάκρισης, συγκριτικά με τους αρσενικούς μύες της ομάδας ελέγχου (NR-γκρι). Δεν υπάρχουν 
σημαντικές διαφορές στο δείκτη διάκρισης ούτε των θηλυκών μυών που τους έχει χορηγηθεί ενδοπεριτονιακά 
μιφεπριστόνη και έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού (RS-κόκκινο), συγκριτικά με την αντίστοιχη 

ομάδα ελέγχου (NR-ροζ). [NR male, n=6, RS male n=8, NR females n=6, RS females n=8] 
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Φαίνεται πως η  χορήγηση της μιφεπριστόνης προστατεύει τη μνήμη χρονικής σειρά ς των 

αρσενικών ζώων που υποβάλλονται σε στρες περιορισμού. Ουσιαστικά η χορήγηση της 

μιφεπριστόνης φαίνεται να προστατεύει τις λειτουργίες του PFC από τις συνέπειες του στρες 

περιορισμού, δηλαδή τα γνωστικά ελλείματα που παρατηρούνται στη δοκιμασία TOR.  

 

5.4.3 Επίδραση του ανταγωνισμού των υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών στην 

κυτταρική ενεργοποίηση του προμετωπιαίου φλοιού μετά από στρες περιορισμού 

Με την ολοκλήρωση των συμπεριφορικών δοκιμασιών μελετήθηκε η νευρωνική 

δραστηριότητα στον mPFC μετά από 2ώρο στρες περιορισμού υπό την επίδραση της 

μιφεπριστόνης . (Εικόνα 5.4) 
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Εικόνα 5.4: έκφραση του c-Fos στην περιοχή PrL του mPFC, σε αρσενικούς και θηλυκούς μύες  που τους έχει 
χορηγηθεί ενδοπεριτονιακά μιφεπριστόνη, 90’ μετά από το 2ώρο στρες περιορισμού. Παρουσιάζονται εικόνες 
από συνεστιακό μικροσκόπιο Leica DMi8, Scale bar: 100μm (A-D) & Scale bar: 50μm (E-H). Α-Β: 
αντιπροσωπευτικές εικόνες που δείχνουν την έκφραση του c-Fos. Το λευκό τετράγωνο είναι εστιασμένο στην 
περιοχή του PrL αρσενικών μυών, της ομάδας ελέγχου (Α) και της ομάδας που υπεβλήθη σε 2ώρο στρες 
περιορισμού (Β) C-D: αντιπροσωπευτικές εικόνες που δείχνουν την έκφραση του c-Fos. Το λευκό τετράγωνο 
είναι εστιασμένο στην περιοχή του PrL θηλυκών μυών, της ομάδας ελέγχου (C) και της ομάδας που υπεβλήθη 
σε 2ώρο στρες περιορισμού (D) E-F: η περιοχή εστίασης, σε 40x καταδυτικό φακό λαδιού, στα αρσενικά ζώα. 
(NR-E, RS-F) G-H: η περιοχή εστίασης, σε 40x καταδυτικό φακό λαδιού, στα θηλυκά ζώα. (NR-G, RS-H) I: 
ανάλυση Two-way ANOVA έδειξε σημαντική επίδραση του στρες περιορισμού (p=0.0001). Συγκεκριμένα, 
φαίνεται σημαντικά αυξημένη έκφραση c-Fos στην περιοχή PrL του mPFC στα θηλυκά και αρσενικά ζώα που 
τους έχει χορηγηθεί ενδοπεριτονιακά μιφεπριστόνη και έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού (μαύρο-
κόκκινο), σε σύγκριση με τις αντίστοιχη ομάδες ελέγχου (γκρι-ροζ). [RS males n=6, NR males n=6, RS females 
n=6, NR females n=6] 

 

Όπως φαίνεται στις εικόνες από το συνεστιακό μικροσκόπιο, αλλά και στο γράφημα, τόσο τα 

αρσενικά όσο και τα θηλυκά ζώα εμφάνισαν αυξημένη έκφραση c-Fos μετά από 2ώρο στρες 

περιορισμού, συγκριτικά με τις αντίστοιχες ομάδες ελέγχου. Οι θηλυκοί και αρσενικοί μύες 

που τους έχει χορηγηθεί μιφεπριστόνη και έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού (RS) 

εμφανίζουν σημαντικά μεγαλύτερο αριθμό c-Fos θετικών κυττάρων στην περιοχή του PrL του 

mPFC, συγκριτικά με τους αντίστοιχους μύες των ομάδων ελέγχου (NR). Συμπερασματικά, 

προκύπτει σημαντικά αυξημένη νευρωνική ενεργοποίηση μόνο στον mPFC των θηλυκών 

μυών μετά από 2ώρο στρες περιορισμού, και όχι στον mPFC των αρσενικών μυών. Αυτά τα 

αποτελέσματα φαίνεται να συμπληρώνουν τα αποτελέσματα που προαναφέρθηκαν, ότι 

δηλαδή η μιφεπριστόνη βελτιώνει το δείκτη διάκρισης στους αρσενικούς μύες που έχουν 

υποβληθεί σε στρες περιορισμού.  

 

5.4.4 Επίδραση της κορτικοστερόνης στη συναπτική πλαστικότητα του 

προμετωπιαίου φλοιού  

Ηλεκτροφυσιολογικές εξωκυττάριες καταγραφές πραγματοποιήθηκαν σε 13 τομές PFC 

ασρενικών ενήλικων μυών και 13 τομές PFC θηλυκών μυών, ακολουθώντας το ίδιο 

πρωτόκολλο ερεθισμού και στις δύο περιπτώσεις. Υπολογίστηκαν τα fEPSPs, σε απόκριση 

αυξανόμενης έντασης ερεθισμάτων. Η καταγραφόμενη απόκριση αυξανόταν όσο μεγαλύτερη 

ήταν η ένταση του διεγερτικού ερεθίσματος, τόσο στις ομάδες των αρσενικών μυών (μαύρo -

γκρι), όσο και των θηλυκών (κόκκινo-ροζ). Δεν υπάρχει στατιστικώς σημαντική διαφορά υπό 

την επίδραση της κορτικοστερόνης, τόσο σε θηλυκά όσο και σε αρσενικά ζώα (Εικόνα 5.4 Α,Β).  

Στη συνέχεια μελετήθηκε η LTP έπειτα από τετανικό ερέθισμα και ακολούθησε 

κανονικοποίηση των ποσοτικών τιμών των καταγραφών και στατιστική ανάλυση των 
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αποτελεσμάτων. Οι τομές του PFC των αρσενικών ζώων που έχουν επωαστεί σε 

κορτικοστερόνη εμφάνισαν σημαντικά μειωμένη επαγωγή LTP (μαύρo), σε σχέση με τις τομές 

του PFC που αποτελούσαν την ομάδα ελέγχου (γκρι). Παράλληλα, τομές PFC θηλυκών ζώων 

που έχουν επωαστεί σε κορτικοστερόνη (κόκκινo) και οι αντίστοιχες που αποτελούσαν την 

ομάδα ελέγχου (ροζ) είχαν παρόμοια δυνατότητα επαγωγής LTP (Εικόνα 5.5). Οπότε, η 

κορτικοστερόνη φαίνεται να έχει αρνητική επίδραση στον PFC μόνο των αρσενικών ατόμων, 

και όχι των θηλυκών. Παρατηρείται ένα μοτίβο στο μπλοκάρισμα της επαγωγής LTP στον 

mPFC μόνο των αρσενικών ατόμων, τόσο υπό την επίδραση του στρες περιορισμού, του 

πεπτιδίου CRF και της κορτικοστερόνης, όπου σχετίζονται με την ενεργοποίηση του άξονα 

ΥΥΕ, όσο και υπό την επίδραση του ανταγωνιστή α-Helical CRF, που μπλοκάρει τη δράση του 

άξονα.    

 

Εικόνα 5.5: παρουσιάζονται τα fEPSPs σε απόκριση αυξανόμενης έντασης ερεθισμάτων και η επαγωγή LTP στη 
στοιβάδα ΙΙ του mPFC αρσενικών και θηλυκών υπό την επίδραση κορτικοστερόνης  Α. σε τομές PFC αρσενικών 
ζώων που έχουν επωαστεί για 1,5 ώρα με κορτικοστερόνη  (μαύρο), και σε τομές που αποτελούσαν τη 
φυσιολογική συνθήκη (γκρι), η καταγραφόμενη απόκριση αυξανόταν, σε αυξανόμενης έντασης διεγερτικό 
ερέθισμα. Δεν παρατηρείται στατιστικώς σημαντική διαφορά υπό την επίδραση της κορτικοστερόνης (ανάλυση 
ANOVA: (p=0.349) Β. σε τομές PFC θηλυκών ζώων δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές σε 
καμία από τις δύο συνθήκες, καθώς η καταγραφόμενη απόκριση αυξανόταν, σε αυξανόμενης έντασης 
διεγερτικό ερέθισμα (ανάλυση ANOVA: (p=0.314)). C. Σε τομές PFC αρσενικών ζώων που έχουν επωαστεί για 
1,5 ώρα με κορτικοστερόνη (μαύρο) παρατηρείται σημαντικά μειωμένη επαγωγή LTP στις συνάψεις της 
στοιβάδας ΙΙ στον PrL, σε σύγκριση με τομές PFC που αποτελούν τη συνθήκη ελέγχου (γκρι) (ανάλυση ANOVA: 
(p=0.027)) D. στα θηλυκά ζώα δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές στην επαγωγή LTP στις 
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συνάψεις της στοιβάδας ΙΙ του mPFC, σε καμία από τις δύο συνθήκες (ανάλυση ANOVA: (p=0.205)) [control 
male (n=6), corticosterone-male (n = 5) control female (n=6), corticosterone-female (n=5)] 

 

 

5.4.5 Επίδραση της κορτικοστερόνης στα ανασταλτικά μετασυναπτικά δυναμικά 

(IPSCs) των πυραμιδικών νευρώνων της περιοχής του Prl, του προμετωπιαίου φλοιού, 

αρσενικών και θηλυκών μυών 

Υπολογίστηκε ο αριθμός των sIPSCs σε 8 πυραμιδικούς νευρώνες σε τομές PFC, αρσενικών 

και θηλυκών μυών της, στην στοιβάδα ΙΙ της περιοχής του PrL. Οι τομές είτε είχαν επωαστεί 

σε κορτικοστερόνη, είτε αποτελούσαν την ομάδα ελέγχου.   

Δεν παρατηρούνται διαφοροποιήσεις στα sIPSCs μεταξύ των κυττάρων των ομάδων των 

αρσενικών ζώων. Αντίθετα, ο αριθμός των sIPSCs φαίνεται μειωμένος στα κύτταρα των 

τομών PFC που έχουν επωαστεί με κορτικοστερόνη και ανήκουν σε θηλυκούς μύες (μωβ), σε 

σύγκριση με τα κύτταρα της αντίστοιχης ομάδας ελέγχου (κόκκινο) (Εικόνα 5.6). Φαίνεται πως 

η κορτικοστερόνη προκαλεί μειωμένη αναστολή σστον mPFC μόνο των θηλυκών μυών. Αυτή 

η επίδραση μπορεί να εξηγεί την έλλειψη μείωσης του LTP στα θηλυκά άτομα από τη δράση 

της κορτικοστερόνης.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5.6: παρουσιάζονται τα αυθόρμητα ανασταλτικά μετασυναπτικά ρεύματα (Spontaneous Inhibitory Post-
Synaptic Currents-sIPSCs) σε πυραμιδικούς νευρώνες του mPFC, αρσενικών και θηλυκών μυών της, στην 
στοιβάδα ΙΙ της περιοχής του Prl, υπό την επίδραση κορτικοστερόνης Α. αντιπροσωπευτικές καταγραφές 
sIPSCs. Καταγραφή από πυραμιδικό νευρώνα στον PFC αρσενικού μύ, στη συνθήκη ελέγχου (πράσινο 
σκούρο), καταγραφή από πυραμιδικό νευρώνα στον PFC αρσενικού μύ, υπό την επίδραση της κορτικοστερόνη 

A. 
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(πράσινο ανοιχτό). Αντίστοιχα, καταγραφή από πυραμιδικό νευρώνα στον PFC θηλυκού μύ, στη συνθήκη 
ελέγχου (κόκκινο), καταγραφή από πυραμιδικό νευρώνα στον PFC θηλυκού μύ, υπό την επίδραση της 
κορτικοστερόνη (μωβ Β. σε πυραμιδικούς νευρώνες της στοιβάδας ΙΙ τομών PFC αρσενικών ζώων δεν 
παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές στον αριθμό των sIPSCs, σε καμία από τις δύο συνθήκες 
(ανάλυση t-test: p=0,729)  C. σε πυραμιδικούς νευρώνες της στοιβάδας ΙΙ τομών PFC θηλυκών ζώων, που 
έχουν επωαστεί για 1,5 ώρα με κορτικοστερόνη (μωβ) παρατηρείται μειωμένος αριθμός IPSCs, σε σύγκριση 
με αυτόν αντίστοιχων νευρώνων που αποτελούν τη συνθήκη ελέγχου (κόκκινο) (ανάλυση t-test: p=0.017) 
[control male (n=4), corticosterone-male (n = 4) control female (n=4), corticosterone-female (n=4)] 
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Κεφάλαιο 6: Φύλο & Στρες: Ο παράγοντας του φύλου 

 

6.1 Εισαγωγή - Η επίδραση του φύλου στην αντίδραση του Στρες 

Αν και δεν είναι πάντα προφανείς οι λόγοι, μελέτες έχουν δείξει ότι οι διαφορές φύλου στις 

φυσιολογικές αντιδράσεις που παρατηρούνται στα τρωκτικά όταν υπόκεινται σε μια 

στρεσογόνο συνθήκη μπορούν να ποικίλουν (Bosch et al., 2000; Chadda & Devaud, 2005; 

Masuda et al., 2004). Μέσα από αυτές τις μελέτες εξάγεται το γενικό συμπέρασμα, ότι 

αρσενικά τρωκτικά τα οποία βιώνουν μια στρεσογόνο συνθήκη σταδιακά 

απευαισθητοποιούνται, ενώ αντίθετα τα θηλυκά φαίνεται να ευαισθητοποιούνται περαιτέρω.  

Πιο συγκεκριμένα έχουν παρατηρηθεί διαφορές που περιλαμβάνουν υψηλότερα βασικά 

επίπεδα, καθώς και υψηλότερα επίπεδα στη συνθήκη του στρες, της κορτικοστερόνης και της 

σφαίρνης που προσδένει κορτικοστεροειδή (corticosteroid binding globulin) στον ορό του 

πλάσματος σε ενήλικους θηλυκούς αρουραίους, αλλά αυξημένη περίοδο όπου τα επίπεδα της 

αυξανόταν στο σαρκοπλασματικό δίκτυο των μυϊκών κυττάρων σε αρσενικούς αρουραίους 

(Galea et al., 1997). Παράλληλα, μελέτες δείχνουν ότι δεν παρατηρούνται στατιστικώς 

σημαντικές διαφορές στη συγκέντρωση των βασικών επιπέδων της κορτικοστερόνης, μεταξύ 

θηλυκών και αρσενικών αρουραίων σε περιοχές του εγκεφάλου όπως μετωπιαίος φλοιός, 

υποθάλαμος, αμυγδαλή, ιππόκαμπος, και εγκεφαλικό στέλεχος, ενώ αυξήθηκαν και στα δύο 

φύλα έπειτα από συνθήκη στρες (Sze et al., 2018; Velli et al., 2021). Στα θηλυκά άτομα 

παρατηρείται η συνθήκη που χαρακτηρίζεται ως «φαινόμενο οροφής», όπου η περαιτέρω 

αύξηση της κορτικοστερόνης, μετά από ένα ορισμένο επίπεδο δεν έχει περαιτέρω συνέπειες, 

και θα μπορούσε εν μέρει να ευθύνεται για τις συμπεριφορικές διαφορές που παρατηρούνται 

μεταξύ των φύλων (Kokras et al., 2019). 

Η μέχρι τώρα έρευνα που αφορά στο φυλετικό διμορφισμό της απόκρισης του στρες προτείνει 

ότι οι διαφορές που παρατηρούνται στο σύστημα CRF συμβάλλουν στην αυξημένη ευαισθησία 

στη συνθήκη του στρες σε θηλυκά άτομα, καθώς δημιουργείται συσχέτιση με τα υψηλότερα 

ποσοστά αγχωδών διαταραχών στις  γυναίκες (Bangasser et al., 2013; Bangasser & Valentino, 

2012; Valentino et al., 2012). Το μεγαλύτερο ποσοστό των ερευνών γύρω από το συγκεκριμένο 

θέμα έχουν επικεντρωθεί στο πώς οι διαφορές φύλου στο σύστημα CRF μπορούν να 

επηρεάσουν την εμφάνιση αγχώδους συμπεριφοράς και σε ότι αφορά στις ενδοκρινικές 

αποκρίσεις στο στρες (Babb et al., 2013; Bale & Vale, 2004; Duncko et al., 2001; Iwasaki-Sekino 

et al., 2009).  
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Παράλληλα, έχουν παρατηρηθεί φυλετικές διαφορές που σχετίζονται με τις γνωστικές 

λειτουργίες σε συνθήκη στρες, καθώς διαφορές που σχετίζονται με το φύλο εντοπίζονται τόσο 

στην έκφραση του CRF, όσο και στους υποδοχείς του, σε περιοχές που σχετίζονται άμεσα με 

το σχηματισμό της μνήμης. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι ένα σύνολο λειτουργιών που διαμεσολαβούνται από τον φλοιό 

επηρεάζονται με διαφορετικό τρόπο σε θηλυκά και αρσενικά άτομα, υπό την ενεργοποίηση 

του CRF συστήματος, καθώς έχει φανεί ότι το CRF σύστημα στο φλοιό χαρακτηρίζεται από 

πολύπλοκες φυλετικές διαφοροποιήσεις. Συγκεκριμένα, μελέτες έδειξαν ότι σε θηλυκούς 

ενήλικούς αρουραίους παρατηρείται μεγαλύτερη δέσμευση του υποδοχέα CRF1 στον φλοιό, 

σε σύγκριση με αντίστοιχους αρσενικούς (Weathington et al., 2014). 

Παράλληλα, έχουν εντοπιστεί διαφορές που σχετίζονται με το φύλο σε ότι αφορά στη 

σηματοδότηση του υποδοχέα CRF1 στον φλοιό (Bangasser et al., 2010; Valentino et al., 2013). 

Οι υποδοχείς CRF είναι υποδοχείς συζευγμένοι με G-πρωτεΐνη  που δεσμεύουν κατά 

προτίμηση Gs για να ενεργοποιήσουν τον καταρράκτη σηματοδότησης της κυκλικής-AMP 

(cAMP) και της πρωτεϊνικής κινάσης Α (PKA) που οδηγεί σε ένα καταρράκτη κυτταρικών 

αλλαγών (Grammatopoulos et al., 2001; Hauger et al., 2009; Hillhouse & Grammatopoulos, 

2006; Jedema & Grace, 2004) ).  Σε μία σχετικά πρόσφατη έρευνα από την Bangasser και τους 

συνεργάτες της (Bangasser & Wicks, 2017), φαίνεται ότι στα θηλυκά άτομα ο CRFR1 

σηματοδοτεί πιο ειδικά για το μονοπάτι των Gs πρωτεϊνών και κατ’ επέκταση των cAMP/PKA, 

σε αντίθεση με τα αρσενικά άτομα στα οποία φαίνεται πως ο CRFR1 προτιμά το σηματοδοτικό 

μονοπάτι της β-αρρεστίνης, το οποίο καταλήγει σε ενδοκυττάρωση των υποδοχέων. Αυτή η 

διαφορά είναι δυνατό να οδηγήσει σε αυξημένη σηματοδότηση PKA σε θηλυκά άτομα, υπό 

συνθήκες υπερβολικής απελευθέρωσης CRF, σε σύγκριση με τη συνθήκη στα αρσενικά 

(Valentino et al., 2013). Είναι σαφές από αυτές τις μελέτες ότι οι υποδοχείς CRF1 του φλοιού 

έχουν αρκετά διαφορετική λειτουργικότητα μεταξύ αρσενικού και θηλυκού εγκεφάλου. 

Ωστόσο, δεν είναι ακόμα ξεκάθαρο το κατά πόσο αυτές οι φυλετικές διαφοροποιήσεις 

οφείλονται ή σχετίζονται με κάποιον τρόπο στις φυλετικό διμορφισμό που παρατηρείται και 

σχετίζονται με τις διαφοροποιημένες επιπτώσεις την ενεργοποίησης του CRF συστήματος στις 

λειτουργίες που μεσολαβούνται από φλοιϊκές περιοχές.  

Διαφορές που σχετίζονται με το φύλο έχουν επίσης παρατηρηθεί στο μηχανισμό ανάδρασης 

που εμπλέκει τα γλυκοκορτικοειδή και φαίνεται έχουν ρόλο στη λιγότερο ισχυρή αρνητική 

ανάδραση του άξονα ΥΥΕ στα θηλυκά άτομα, σε σύγκριση με αυτή στα αρσενικά. Παράλληλα, 

έδειξαν ότι η δέσμευση των γλυκοκορτικοειδών είναι χαμηλότερη στον υποθάλαμο των 
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θηλυκών, σε σχέση με τους αρσενικούς αρουραίους, υποδηλώνοντας έτσι ότι τα θηλυκά έχουν 

λιγότερους υποθαλαμικούς υποδοχείς κορτικοστεροειδών (Turner & Weaver, 1985). 

Στην υπόφυση, οι θηλυκοί αρουραίοι έχουν επίσης μειωμένη πυκνότητα MRs και GRs σε 

σύγκριση με τους αρσενικούς (Turner, 1990). Επιπλέον, μελέτες έδειξαν ότι ποικίλει η ρύθμιση 

των υποδοχέων των κορτικοστεροειδών, έπειτα από έντονο στρεσογόνο ερέθισμα, μεταξύ 

αρσενικών και θηλυκών αρουραίων, σε περιοχές που ρυθμίζουν τη δραστηριότητα του άξονα 

ΥΥΕ, όπως ο ιππόκαμπος, ο υποθάλαμος και η υπόφυση (Karandrea et al., 2000, 2002). Για 

παράδειγμα, η επίδραση ενός έντονου στρεσογόνου ερεθίσματος, προκαλεί αυξορρύθμιση 

(upregulation) στο GR and MR mRNA στον υποθάλαμο μόνο των αρσενικών 

αρουραίων(Karandrea et al., 2002). Παράλληλα, οι υποδοχείς των γλυκοκορτικοειδών 

μειώθηκαν στον ιππόκαμπο αρσενικών αρουραίων, ενώ αντίστοιχα αυξήθηκαν σε θηλυκούς 

αρουραίους, που είχαν όλοι υποβληθεί σε χρόνιο στρες περιορισμού (Kitraki et al., 2004).  

Ενώ, μελέτες σε knock-out  GR μύες έχουν ενισχύσει περαιτέρω τα δεδομένα που σχετίζονται 

με τις φυλετικές διαφορές στη ρύθμιση της ανάδρασης του άξονα ΥΥΕ από τα 

γλυκοκορτικοειδή. Συγκεκριμένα, σε μύες όπου έχει πραγματοποιηθεί εκλεκτική απαλοιφή 

των GRs σε περιοχές του πρόσθιου εγκεφάλου, συμπεριλαμβανομένου του ιππόκαμπου, του 

mPFC και της βασοπλευρικής αμυγδαλής, έχουν εντοπιστεί διαφορές που σχετίζονται με το 

φύλο στην αναγκαιότητα φυσιολογικής λειτουργίας των GRs για τη ρύθμιση του άξονα ΥΥΕ 

(Solomon et al., 2012). 

Η απαλοιφή των GRs στον πρόσθιο εγκέφαλο έχει ως αποτέλεσμα διαταραγμένη ρύθμιση του 

άξονα ΥΥΕ σε αρσενικούς μύες, αλλά όχι σε θηλυκούς, δημιουργώντας τη θεώρηση ότι οι GRs 

στον πρόσθιο εγκέφαλο των θηλυκών δεν έχουν σημαντικό ρόλο στη φυσιολογική ρύθμιση 

του άξονα ΥΥΕ (Solomon et al., 2012). Η ίδια ερευνητική ομάδα μελέτησε επίσης τις επιπτώσεις 

της απαλοιφής των GRs στον PVN σε αρσενικούς και θηλυκούς μύες (Solomon et al., 2015). 

Είναι ενδιαφέρον ότι μόνο τα αρσενικά ζώα εμφανίζουν αυξημένα επίπεδα ACTH και CORT, 

συγκριτικά με τα ζώα της συνθήκης ελέγχου έπειτα από έντονο στρες, ενώ στα θηλυκά δεν 

παρατηρούνται διαφορές (Solomon et al., 2015). Οπότε, είναι πιθανό, οι GRs στο PVN να είναι 

απαραίτητοι για την αναστολή της ανατροφοδότησης των ACTH και των GRs, έπειτα από 

απόκριση στρες, μόνο στα αρσενικά άτομα, ενώ για τα θηλυκά φαίνεται να έχουν βασικό ρόλο 

περιοχές ή υποδοχείς που δεν έχουν ακόμα μελετηθεί (Heck & Handa, 2019).  

Παράλληλα, αρκετές μελέτες υποδεικνύουν ότι η αυξημένη ευαισθησία του άξονα YYE στα 

θηλυκά άτομα σχετίζεται με την επαγωγή της μεταγραφής του παράγοντα CRF από το 

σύμπλοκο υποδοχέα-οιστρογόνου. Ο υποκινητής του γονιδίου CRF περιέχει θέσεις στις οποίες 
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σύμπλοκα υποδοχέα-οιστρογόνου συνδεδεμένα με αγωνιστή μπορούν να επηρεάσουν τη 

μεταγραφή του γονιδίου (Vamvakopoulos & Chrousos, 1993). Πιο πρόσφατα, οι β-ισόμορφες 

του υποδοχέα οιστρογόνου βρέθηκαν να συνεντοπίζονται με CRF σε πληθυσμό 

παρακοιλιακών υποθαλαμικών νευρώνων σε αρουραίο και να ρυθμίζουν τον υποκινητή του 

CRF σε καλλιέργειες κυττάρων (Miller et al., 2004). Αυτά τα ευρήματα συμβαδίζουν με την 

ιδέα ότι οι επιδράσεις των οιστρογόνων στη μεταγραφή του CRF σχετίζονται με τις διαφορές 

που παρατηρούνται στην απόκριση του στρες, ανάμεσα σε θηλυκά και αρσενικά άτομα. 

Μελέτες έχουν δείξει επίσης ότι τα οιστρογόνα συμμετέχουν στη ρύθμιση της αρνητική 

ανατροφοδότησης του άξονα ΥΥΕ σε διάφορα σημεία (Weiser et al., 2010). Συγκεκριμένα στη 

μελέτη τους οι Weiser και Handa (2009) έδειξαν ότι η χορήγηση οιστραδιόλης φαίνεται να 

αναστέλλει τις επιπτώσεις της αρνητικής ανατροφοδότησης του άξονα ΥΥΕ λόγω του  

συνθετικού γλυκοκορτικοειδούς, δεξαμεθαζόνης, πιθανώς μέσω δράσης στην περιοχή του 

PVN (Weiser et al., 2009). Αυτά τα δεδομένα υποδηλώνουν ένα πιθανό μηχανισμό των 

δράσεων της της οιστραδιόλης στην αναστολή της δράσης του άξονα ΥΥΕ μέσω της β-

ισομορφής του υποδοχέα οιστρογόνου. Παράλληλα, υποδηλώνουν μια ισχυρή τροποποίηση 

των GRs στον άξονα ΥΥΕ, που χαρακτηρίζεται από μια εντυπωσιακή διαφορά φύλου στη 

ρύθμιση της αρνητικής ανατροφοδότησης ως αποτέλεσμα των αλληλεπιδράσεων της 

οιστραδιόλης με τους υποδοχείς οιστρογόνων. 

Βέβαια, όπως γίνεται αντιληπτό από τα όσα αναφέρθηκαν ότι οι μελέτες που αφορούν, τόσα 

στα θηλυκά άτομα και τις λειτουργίες του PFC, όσο και στις επιπτώσεις του οξέος στρες σε 

αυτές, είναι ιδιαίτερα περιορισμένες.  
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6.2 Υλικά & Μέθοδοι  
 

6.2.1 Μελέτη της φάσης του οιστρικού κύκλου των μυών 

Σε πρώτη φάση πραγματοποιείται λήψη κολπικού επιχρίσματος από την είσοδου του κόλπου 

των μυών. Ένα αποστειρωμένο ρύγχος πιπέτας στο οποίο έχει προσαρμοστεί ένα λαστιχένιο 

πουαρ, γεμίζεται με περίπου 100ml αποστειρωμένου ddH2O. Στην είσοδο του κόλπου 

αφήνεται μια σταγόνα από το ddH2O και αναδεύεται με προσοχή και η διαδικασία 

επαναλαμβάνεται περίπου 4-5 φορές (με το ίδιο ρύγχος και υγρό) ώστε να γίνει λήψη επαρκή 

αριθμού κυττάρων σε ένα μόνο δείγμα. Το υγρό που έχει συλλεχθεί τοποθετείται σε 

αντικειμενοφόρο πλάκα και αφήνεται ώστε το επίχρισμα να στεγνώσει τελείως σε 

θερμοκρασία δωματίου. Αφού τα επιχρίσματα έχουν στεγνώσει τελείως, χρωματίζονται με  

τη χρήση Crystal Violet. Οπότε πραγματοποιείται μια πλύση 1’ σε ειδικό δοχείο που περιέχει το 

διάλυμα Crystal Violet stain (o,1 %) και στη συνέχεια δύο πλύσεις σε ddH2O. Η 

αντικειμενοφόρος πλάκα καλύπτεται με γυάλινη καλυπτρίδα με τη χρήση περίπου 15μl 

Glycerol πάνω από το επίχρισμα και τα κύτταρα του επιχρίσματος εξετάζονται άμεσα μέσω 

παρατήρησης σε οπτικό μικροσκόπιο.  [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα σελ]  

Η λήψη των κολπικών δειγμάτων πραγματοποιούταν πριν και μετά το πέρας των 

συμπεριφορικών δοκιμών (δοκιμασία L/D & δοκιμασία TOR) ή πριν τη θανάτωση του ζώου 

στην περίπτωση των ηλεκτροφυσιολογικών δοκιμών, καθώς επίσης και για διάστημα τριών 

ημερών πριν από την ημέρα του τελικού πειράματος. Η λήψη του κολπικού δείγματος γινόταν 

την ίδια ώρα κάθε φορά, με απόκλιση μιας ώρας το μέγιστο.  

[αναλυτική παρουσίαση της κυτταρολογίας παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 

 

6.2.2 Αναλογία συζευγμένων παλμών 

Από αρσενικούς και θηλυκούς ενήλικους μύες που έχουν υποστεί 2ώρο στρες περιορισμού, ο 

εγκέφαλος απομονώθηκε και ζωντανές τομές PFC χρησιμοποιήθηκαν για να 

πραγματοποιηθούν εξωκυττάριες ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές στη στοιβάδα ΙΙ της 

περιοχής του PrL του mPFC. Όπως έχει περιγραφεί αναλυτικά η διαδικασία στην ενότητα 3.2.2 

και στο Παράρτημα (σελ. 154), πραγματοποιούνται εξωκυττάριες καταγραφες δυναμικών 

τοπικού πεδίου (Local Field Potentials-LFps). Για το συγκεκριμένο πρωτόκολλο των 

«συζευγμένων παλμών» (paired-pulses),  εφαρμόζονται συζευγμένοι παλμοί με μεταξύ τους 

διάστημα 100, 50 και 20ms ή αλλιώς με συχνότητα 10, 20 και 50Hz με τη σειρά που 

αναγράφονται και από δύο επαναλήψεις για την κάθε συχνότητα, με ISI διαρκείας 60’’. 
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6.2.3 Βιοπληρφορική μελέτη γονιδίων του χρωμοσώματος Χ  

Για να μελετηθεί η πιθανότητα ο φυλετικός διμορφισμός που παρατηρείται να σχετίζεται με 

γονίδια που ανήκουν στα φυλετικά χρωμοσώματα, μελετήθηκαν τα γονίδια του Χ και Υ 

χρωμοσώματος που μπορεί κάπως να σχετίζονται με λειτουργίες του PFC, κυρίως τη 

συναπτική διαβίβαση, αλλά και την απόκριση του στρες, και εννοείται να εντοπίζονται στον 

PFC μυών. Οπότε, μετά από έρευνα στη βάση δεδομένων Ensembl genome browser 106 

(EMBL-EBI) που ήταν η πιο κατάλληλη για τη συγκεκριμένη μελέτη, προέκυψε ότι η 

συναπτοφυσίνη (Syp) αποτελεί γονίδιο συνδεδεμένο με το X-χρωμόσωμα και σχετίζεται με τη 

συναπτική διαβίβαση και λειτουργία και εντοπίζεται στον PFC ενήλικων μυών. Ταυτόχρονα, η 

συναπτοφυσίνη αποτελεί ένα από τα γονίδια που ξεφεύγουν της αποσιώπησης του 

χρωμοσώματος-Χ. Για την ακρίβεια αποτελεί ένα από τα εξής έξι γονίδια που εντοπίστηκαν 

στον εγκέφαλο μυός τα οποία ξεφεύγουν της αποσιώπησης: Gpm6b, Gprasp1, Syp , Gdi1, Plp1, 

και Tmem47  (Deng et al., 2015).  

 

6.2.4 Ποσοτικοποίηση της πρωτεΐνης συναπτοφυσίνης 

Αρσενικοί και θηλυκοί ενήλικοι μύες οι οποίοι υπεβλήθησαν σε 2ώρο στρες περιορισμού ή 

ανήκαν στην ομάδα ελέγχου, πραγματοποίησαν συμπεριφορικές δοκιμές (δοκιμασία L/D & 

δοκιμασία TOR) όπως έχει αναφερθεί στην ενότητα 3.2.2. Με το πέρας των συμπεριφορικών 

δοκιμών οι εγκέφαλοι όλων των μυών απομονώθηκαν και απομονώθηκε η περιοχή του PFC 

για να πραγματοποιηθεί ποσοτικός προσδιορισμός των επιπέδων της συναπτοφυσίνης στη 

συγκεκριμένη περιοχή σε όλες τις πειραματικές ομάδες μυών.  

Η επιθυμητή περιοχή του PFC μεταφέρεται σε δοχεία Eppendorf με 400μl Lysis Buffer και 

ομογενοποίείται με υπερήχους. Για να πραγματοποιηθεί ποσοτικοποίηση του πρωτεϊνικού 

εκχυλίσματος με τη μέθοδο Bradford, 1μl από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα, 19μl ddH2O και 200μl 

χρωστικής Bradford (Biorad) αναμιγνύονται σε Eppendorfs και γίνεται μέτρηση της οπτικής 

πυκνότητας του δείγματος στα 595nm. Η ποσοτικοποίηση πραγματοποιείται με βάση μία 

πρότυπη καμπύλη η οποία προκύπτει από την αντιστοίχηση γνωστών ποσοτήτων BSA (Bovine 

Serum Albumin, Sigma) στον άξονα x, με τις τιμές της οπτικής πυκνότητας τους στα 595 nm 

στον άξονα y. Μετά τον υπολογισμό της συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης στο δείγμα, ο 

επιθυμητός όγκος μεταφέρεται σε νέο Eppendorf.  

Στη συνέχεια για να πραγματοποιηθεί η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών, παρασκευάζεται 

πηκτώμα πολυακρυλαμίδης δύο φάσεων, πήκτωμα διαχωρισμού (Separating Gel) 12,5%, και 

πήκτωμα πακεταρίσματος (Stacking Gel) 4% και τοποθετούνται στην ειδική συσκευή. Τα 
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δείγματα προετοιμάζονται καθώς η επιθυμητή ποσότητα, που έχει προσδιοριστεί από την 

μέθοδο Bradford, αναμιγνύεται με ίσο όγκο Sample Buffer και με DTT (Dithiothreitol) σε 

αναλογία 1:5. Ακολουθεί βρασμός των δειγμάτων για  3’ στους 95οC. Η συσκευή γεμίζει με 1x 

Running buffer και τα πρωτεϊνικά δείγματα «φορτώνονται» των στα πηγάδια των 

πηκτωμάτων. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται στα 80V για όσο χρόνο τα δείγματα 

βρίσκονται στο πήκτωμα πακεταρίσματος (Stacking Gel) και στη συνέχεια στα 120V μέχρι να 

φύγει η χρωστική από το πήκτωμα (~2 ώρες). Αφού ολοκληρωθεί η ηλεκτροφόρηση, το 

πήκτωμα απομακρύνεται από τη συσκευή και στη συνέχεια απομακρύνεται το τμήμα που 

αντιστοιχεί στο Stacking Gel, ενώ απομονώνεται το τμήμα του Separating Gel. Χαρτιά 

Whattman, στις διαστάσεις του πηκτώματος, καθώς και τα ειδικά σφουγγαράκια 

εμβαπτίζονται σε 1x Transfer Buffer, ενώ τμήμα μεμβράνης νιτροκυτταρίνης (PROTRAN) 

εμβαπτίζονται πρώτα σε dH2O και στη συνέχεια σε 1x Transfer Buffer και δημιουργείται ένα 

«σαντουϊτς» με το πήκτωμα στη συσκευή μεταφοράς. Η συσκευή μεταφοράς τοποθετείται 

στη συσκευή ηλεκτροφόρησης, μέσα σε διάλυμα 1x Transfer Buffer, σε πάγο σε θερμοκρασίας 

4οC. Ακολουθεί μεταφορά των πρωτεϊνών με εφαρμογή ηλεκτρικού ρεύματος έντασης 75V 

για ~1,5 ώρα.  

Μετά το τέλος της διαδικασίας μεταφοράς των πρωτεϊνών στη μεμβράνη,  η μεμβράνη 

επωάζεται για 1 ώρα σε Blocking solution: 5 % BSA (Bovine serum albumin) σε PBS-Tween 0,1 

%, ακολουθεί πλύση με PBS-Tween 0,1 % και απομονώνονται τα τμήματα της μεμβράνης που 

φέρουν τα επιθυμητά μοριακά βάρη πρωτεϊνών (όπως μπορεί να γίνει αντιληπτό από το 

Ladder). Η συναπτοφυσίνη εντοπίζεται στα 38kDa και ως γονίδιο αναφοράς χρησιμοποιείται η 

B-Tubulin στα 50kDa. Τα τμήματα της μεμβράνης επωάζονται με τα πρωτοταγή αντισώματα, 

αραιωμένα σε PBS-Tween 0,1% /1% BSA, υπό ανάδευση στους 4οC (cold room) για διάστημα 

~12-16 ωρών (overnight, O/N). Ακολουθούν πλύσεις με PBS-Tween 0,1%, σε θερμοκρασία 

δωματίου και επώαση με το δευτεροταγές αντίσωμα αραιωμένο σε PBS-Tween 0,1% /1% BSA, 

για 2 ώρες, σε συνθήκη σκότους, θερμοκρασία δωματίου και υπό ανάδευση. Τέλος 

ακολουθούν πλύσεις με PBS-Tween 0,1%, σε θερμοκρασία δωματίου και οπτικοποίηση του 

αποτελέσματος με τη χρήση του εμφανιστικού μηχανήματος  Sapphire Biomolecular Imager of 

Azure biosystems, υπό την επίδραση ECL (200ml+200ml). [αναλυτικό πρωτόκολλο 

παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 
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6.2.5 Ποσοτικοποίηση της έκφρασης της NR2A υπομονάδας των υποδοχέων NMDA  

Σε αυτή τη συνθήκη χρησιμοποιήθηκε το πρωτεϊνικό εκχύλισμα που περιγράφθηκε στην 

ενότητα 5.2.4. Ο ιστός PFC προέρχεται από αρσενικούς και θηλυκούς ενηλίκων μύες, οι οποίοι 

υπεβλήθησαν σε 2ώρο στρες περιορισμού ή ανήκαν στην ομάδα ελέγχου και 

πραγματοποίησαν συμπεριφορικές δοκιμές (δοκιμασία L/D & δοκιμασία TOR). Η διαδικασία 

είναι ακριβώς ίδια με της ενότητας 5.2.4, ενώ διαφοροποιούνται κάποια τμήματα που 

σχετίζονται με τις ιδιότητες της υπό μελέτη υπομονάδας, NR2A. Η υπομονάδα NR2A 

εντοπίζεται στα 170kDa και ως γονίδιο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε το GAPDH στα 37kDa. 

Συγκεκριμένα, το πήκτωμα διαχωρισμού (Separating Gel) ήταν 8,5%, και χρησιμοποιήθηκαν 

τα πρωτογενή αντισώματα a-GLuN2A (Alomone labs) και a-GAPDH (Cell Signaling 

Technology), ενώ ως δευτερογενές το GAR-HRP (goat anti-rabbit antibody conjugated to 

horseradish peroxidase) [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 

 

6.2.6 Επαγωγή μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης: επίδραση ανταγωνιστών των 

NMDA & GABA υποδοχέων  

Από αρσενικούς και θηλυκούς ενήλικους μύες, οι οποίο δεν είχαν υποστεί κανένα χειρισμό 

(NR), ο εγκέφαλος απομονώθηκε και ζωντανές τομές PFC χρησιμοποιήθηκαν για να 

πραγματοποιηθούν εξωκυττάριες ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές, υπό την επίδραση του 

AP5 (D-AP5, TOCRIS a biotechne brand, CAS#79055-68-8) (εκλεκτικός ανταγωνιστής των 

NMDA υποδοχέων) και της Bicuculline ((-)-Bicuculline methiodide, TOCRIS a biotechne brand, 

CAS#40709-69-1) (συναγωνιστικός ανταγωνιστής των GABAA υποδοχέων). 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στην ενότητα 3.2.2, ο εγκέφαλος του απομονώνεται ταχέως σε 

παγωμένο οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) διάλυμα 0-Ca2+ aCSF και λαμβάνονται τομές PFC 

πάχους 400μm. Οι τομές μεταφέρονται σε θάλαμο διατήρησης, βυθισμένες σε aCSF 

καταγραφής, το οποίο έχει συνεχή οξυγόνωση (95% O2/5% CO2) και βρίσκεται σε 

θερμοκρασία δωματίου. Παραμένουν σε αυτή τη συνθήκη για ~1 ώρα μέχρι τη μεταφορά τους 

στην τράπεζα των ηλεκτροφυσιολογικών καταγραφών. 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί αναλυτικά στην ενότητα 3.2.2, οι καταγραφές πραγματόποιήθηκαν 

στο σύνολό τους στην έξω κοκκώδη στοιβάδα (layer II) στην περιοχή PrL του mPFC, με τις ίδιες 

συνθήκες και τον ίδιο εξοπλισμό. Καθ’ όλη τη διάρκεια του πρωτοκόλλου στο σημείο της 

τράπεζας όπου διατηρείται η τομή υπάρχει συνεχής ροή οξυγονωμένου (95% O2/5% CO2) 

aCSF καταγραφής σε θερμοκρασία δωματίου, που στην πρώτη συνθήκη που αφορά των 

ανταγωνισμό των NMDA υποδοχέων περιείχε AP5 (50μM).  
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Στη δεύτερη περίπτωση που τα πειράματα αφορούν των ανταγωνισμό των GABA υποδοχέων 

το πρωτόκολλο πραγματοποιήθηκε με συνεχή ροή οξυγονωμένου (95% O2/5% CO2) aCSF 

καταγραφής που περιείχε Bicuculline (10μM). [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή 

παράρτημα σελ. 154] 
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6.3 Αποτελέσματα  
 

6.3.1 Προσδιορισμός της φάσης του οιστρικού κύκλου  

Με βάση τη μικροσκοπική παρατήρηση παρουσιάζονται οι αντιπροσωπευτικές 

κυτταρολογικές συνθήκες της κάθε φάσης του οίστρου (Εικόνα 6.1). Κάθε στάδιο 

χαρακτηρίστηκε με βάση την αναλογία των λευκοκυττάρων, των κερατινοποιημένων 

επιθηλιακών κυττάρων και των εμπύρηνων επιθηλιακών κυττάρων. Κατά το στάδιο του 

προοίστρου, το σημαντικά μεγαλύτερο ποσοστό κυττάρων καλά σχηματισμένα εμπύρηνα 

επιθηλιακά κύτταρα. Κατά τη φάση του οίστρου, τα κύτταρα είναι κυρίως κερατινοποιημένα 

πλακώδη επιθηλιακά κύτταρα. Κατά τη διάρκεια του μετοίστρου, κυριαρχούν μικρά 

σκουρόχρωμα λευκοκύτταρα, ενώ μπορεί να παρατηρηθούν κερατινοποιημένα πλακώδη 

επιθηλιακά κύτταρα, συχνά σε θραύσματα. Τέλος στη φάση του διοίστρου, σπάνια 

παρατηρούνται κερατινοποιημένα πλακώδη επιθηλιακά κύτταρα, ωστόσο τα λευκοκύτταρα 

εξακολουθούν να κυριαρχούν. Να σημειωθεί ότι ο μετοίστρος μπορεί να διακριθεί από τον 

διοίστρο από την εμφάνιση εμπύρηνων επιθηλιακών κυττάρων στη φάση του διοίστρου, κάτι 

που δεν παρατηρείται κατά τον μετοίστρο.    

 

Εικόνα 6.1: παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικές εικόνες της κάθε φάσης του οιστρικού κύκλου A:Προοίστρος, 
B: Οίστρος, C: Μετοίστρος, D: Διοίστρος 

 

Τα ζώα κατηγοριοποιήθηκαν στις δυο βασικές φάσεις του κύκλου του οίστρου, στον 

προοίστρο και τον οίστρο, καθώς είναι οι κύριες φάσεις που παρουσιάζουν τόσο έντονη 
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διαφοροποίηση. Ο προοίστρος χαρακτηρίζεται από αρκετά υψηλή συγκέντρωση 

οιστρογόνων, ενώ στον οίστρο η συγκέντρωση τους μειώνεται αρκετά. 

 

6.3.2 Η επίδραση του κύκλου του οίστρου στις λειτουργίες του προμετωπιαίου φλοιού 

6.3.2.1. Δεν παρατηρούνται διαφοροποιήσεις στο δείκτη διάκρισης στη δοκιμασία TOR που να 

σχετίζεται με τη φάση του οιστρικού κύκλου των μυών.  

Δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές στα επίπεδα του δείκτη διάκρισης στη 

δοκιμασία TOR, μεταξύ των ομάδων μυών που βρίσκονται στη φάση του προΐστρου και έχουν 

υποβληθεί σε στρες περιορισμού (σκούρες κόκκινες κουκίδες) και των μυών που βρίσκονται 

στην ίδια φάση και ανήκουν στην ομάδα ελέγχου (κουκίδες με κόκκινο περίγραμμα) και στις 

αντίστοιχες ομάδες μυών που βρίσκονται στη φάση του οΐστρου (πορτοκαλί κουκίδες & 

κουκίδες με πορτοκαλί περίγραμμα). Η απόδοση των μυών στη δοκιμασία TOR, δεν 

επηρεάζεται από τη φάση του οιστρικού κύκλου των μυών και κατ’ επέκταση της 

συγκέντρωσης των οιστρογόνων (Είκονα 6.2).  

 Εικόνα 6.2: δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές στο δείκτη διάκρισης στη δοκιμασία του TOR 

στις ομάδες των ζώων που βρίσκονται στη φάση του προίστρου και έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες 

περιορισμού (καφέ) και την αντίστοιχη ομάδα ελέγχου (καφέ κύκλος), και στις αντίστοιχες ομάδες που 

βρίσκονται στη φάση του οίστρου (πορτοκαλί-πορτοκαλί κύκλος) [RS-proestrous n=8, NR-proestrous n=8, RS-

estrous n=8, NR-estrous n=8] 
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6.3.2.2. Η φάση του οιστρικού κύκλου δε φαίνεται να επηρεάζει τ ην επαγωγή μακρόχρονης 

συναπτικής ενδυνάμωσης στον προμετωπιαίο φλοιό των μυών.   

Δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές στα βασικά επίπεδα της συναπτικής 

απόκρισης  τις συνάψεις της στοιβάδας II του mPFC  μεταξύ των ομάδων μυών που βρίσκονται 

στη φάση του προΐστρου και έχουν υποβληθεί σε στρες περιορισμού (σκούρες κόκκινες 

κουκίδες) και των μυών που βρίσκονται στην ίδια φάση και ανήκουν στην ομάδα ελέγχου 

(κουκίδες με κόκκινο περίγραμμα) και στις αντίστοιχες ομάδες μυών που βρίσκονται στη 

φάση του οίστρου (πορτοκαλί κουκίδες & κουκίδες με πορτοκαλί περίγραμμα). Οπότε και σε 

αυτή την περίπτωση η συγκέντρωση των οιστρογόνων δε φαίνεται να επηρεάζει την επαγωγή 

της LTP στον PFC, τόσο των μυών που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού, όσο και 

της ομάδας ελέγχου (Εικόνα 6.3). 

 

 

Εικόνα 6.3: δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές στην επαγωγή της LTP στις συνάψεις ΙΙ του 

PFC στις ομάδες των ζώων που βρίσκονται στη φάση του προίστρου και έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες 

περιορισμού (καφέ) και την αντίστοιχη ομάδα ελέγχου (καφέ κύκλος), και στις αντίστοιχες ομάδες που 

βρίσκονται στη φάση του οίστρου (πορτοκαλί-πορτοκαλί κύκλος) [RS-proestrous n=8, NR-proestrous n=8, RS-

estrous n=8, NR-estrous n=8] 
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6.3.3 Η συναπτοφυσίνη αποτελεί ένα από τα συνδεδεμένα με το Χ-χρωμόσωμα γονίδια 

που ξεφεύγουν της απενεργοποίησης του  

Τα αποτελέσματα από τη μελέτη στη βάση δεδομένων Ensembl genome browser 106 (EMBL-

EBI) δείχνουν τη σύνδεση του γονιδίου της συναπτοφυσίνης με το Χ-χρωμόσωμα και τη 

συμμετοχή του σε λειτουργίες που αφορούν τη φυσιολογία των συνάψεων και τη συναπτική 

διαβίβαση, στον PFC.     

x-linked genes: Regulation of Synaptic Plasticity 

 

 

G en e stable ID 

   

Transcript stable ID G en e name G en e description N CBI gene 

ID  

ENSMUSG00000031144 ENSMUST00000069520 Syp 

 

Synaptophysin  [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:98467] 

20977 

ENSMUSG00000037217

  

ENSMUST00000115345 Syn1 Synapsin I  [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:98460] 

20964 

 

ENSMUSG00000031393 ENSMUST00000100750 Mecp2 methyl CpG binding protein 2  

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:99918]

  

17257 

ENSMUSG00000031302 ENSMUST00000065858

  

Nlgn3 neuroligin 3 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2444609] 

245537 

Πίνακας 6.1: παρουσιάζονται γονίδια που είναι συνδεδεμένα με το X-χρωμόσωμα και σχετίζονται με τη 
ρύθμιση της συναπτικής πλαστικότητας και εντοπίζονται στον PFC ενήλικων μυών. Μαρκαρισμένο φαίνεται το 
γονίδιο της συναπτοφυσίνης (Syp).   

  

x-linked genes: Synaptic Membrane  

 

 

G en e stable ID 

   

Transcript stable ID G en e name G en e description NCBI gene 

ID  

ENSMUSG00000031144 ENSMUST00000069520 Syp Synaptophysin  [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:98467] 

20977

  

ENSMUSG00000031012 ENSMUST00000115438 Cask calcium/calmodulin-dependent 

serine protein kinase (MAGUK 

family) [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:1309489] 

12361 

ENSMUSG00000044359 ENSMUST00000053373 P2ry4 pyrimidinergic receptor P2Y, G-

protein coupled, 4 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:1926594] 

57385 

ENSMUSG00000031302

  

ENSMUST00000065858

  

Nlgn3 neuroligin 3 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2444609] 

245537 

ENSMUSG00000031227

  

ENSMUST00000033578 Magee1 melanoma antigen, family E, 1 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2148149] 

107528 
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ENSMUSG00000031253

  

ENSMUST00000033606

  

Srpx2  sushi-repeat-containing protein, 

X-linked 2 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:1916042] 

68792 

ENSMUSG00000000223

  

ENSMUST00000113226 Drp2 dystrophin related protein 2 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:107432] 

13497 

ENSMUSG00000025658

  

ENSMUST00000026750

  

Cnksr2  connector enhancer of kinase 

suppressor of Ras 2 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2661175] 

245684 

ENSMUSG00000001986 ENSMUST00000115103 Gria3 glutamate receptor, ionotropic, 

AMPA3 (alpha 3) [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:95810]

  

53623 

ENSMUSG00000031119 ENSMUST00000033450

  

Gpc4 glypican 4 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:10490] 

14735 

ENSMUSG00000036790 ENSMUST00000036043 Slitrk2  SLIT and NTRK-like family, 

member 2 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2679449] 

245450 

ENSMUSG00000031343 ENSMUST00000055966

  

Gabra3 gamma-aminobutyric acid 

(GABA) A receptor, subunit alpha 

3 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:9561]

  

14396 

ENSMUSG00000031344 ENSMUST00000033711 Gabrq gamma-aminobutyric acid 

(GABA) A receptor, subunit theta 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:1888498] 

57249 

ENSMUSG00000031376 ENSMUST00000033744

  

Atp2b3  ATPase, Ca++ transporting,  

plasma membrane 3 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:1347353] 

320707 

ENSMUSG00000019558 ENSMUST00000033752 Slc6a8 solute carrier family 6 

(neurotransmitter transporter,  

creatine), member 8 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2147834] 

102857 

ENSMUSG00000045103 ENSMUST00000114000 Dmd dystrophin, muscular dystrophy 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:94909] 

13405 

ENSMUSG00000025656 ENSMUST00000199920 Arhgef9  CDC42 guanine nucleotide 

exchange factor (GEF) 9 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2442233] 

236915 

ENSMUSG00000035062

  

ENSMUST00000119640 Zc4h2  zinc finger, C4H2 domain 

containing [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2679294] 

245522 

ENSMUSG00000031217

  

ENSMUST00000052839

  

Efnb1  ephrin B1 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:102708] 

13641 
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ENSMUSG00000031357 ENSMUST00000033723

  

Syap1 synapse associated protein 1 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:1914293] 

67043 

ENSMUSG00000018595 ENSMUST00000018739 Glra4  glycine receptor, alpha 4 subunit 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:95750] 

14657 

ENSMUSG00000018589

  

ENSMUST00000058787

  

Glra2 glycine receptor, alpha 2 subunit 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:95748] 

237213 

Πίνακας 6.2: παρουσιάζονται γονίδια που είναι συνδεδεμένα με το X-χρωμόσωμα και σχετίζονται με τη 
συναπτική μεμβράνη και εντοπίζονται στον PFC ενήλικων μυών. Μαρκαρισμένο φαίνεται το γονίδιο της 

συναπτοφυσίνης (Syp).  

 

x-linked genes: Synaptic Signaling 

 

 

G en e stable ID 

   

Transcript stable ID G en e name G en e description NCBI gene 

ID  

ENSMUSG000000311

44 

ENSMUST00000128890 Syp synaptophysin [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:98467] 

PTHR1030

6 

ENSMUSG000000372

17 

ENSMUST00000115345 Syn1 synapsin I [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:98460] 

PTHR1084

1_SF8 

ENSMUSG000000313

43 

ENSMUST00000055966 Gabra3 gamma-aminobutyric acid (GABA) 

A receptor, subunit alpha 3 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:95615]  

PTHR1894

5_SF216 

ENSMUSG000000313

93 

ENSMUST00000100750

  

Mecp2 methyl CpG binding protein 2 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:99918] 

PTHR1507

4 

ENSMUSG000000523

72 

ENSMUST00000113966

  

Il1rapl1  interleukin 1 receptor accessory 

protein-like 1 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2687319] 

PTHR1189

0 

ENSMUSG000000312

14 

ENSMUST00000113826 Ophn1 oligophrenin 1 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2151070] 

PTHR1255

2_SF2 

 

ENSMUSG000000443

59 

ENSMUST00000053373 P2ry4 pyrimidinergic receptor P2Y, G-

protein coupled, 4 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:1926594] 

PTHR2423

1 

ENSMUSG000000313

02 

ENSMUST00000065858

  

Nlgn3 neuroligin 3 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2444609]  

PTHR1155

9_SF145 

ENSMUSG000000185

95  

ENSMUST00000018739 Glra4 glycine receptor, alpha 4 subunit 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:95750] 

PTHR1894

5_SF211 

 

ENSMUSG000000413

80 

ENSMUST00000036303 Htr2c 5-hydroxytryptamine (serotonin) 

receptor 2C [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:96281] 

PTHR242

47 
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Πίνακας 6.3: παρουσιάζονται γονίδια που είναι συνδεδεμένα με το X-χρωμόσωμα και σχετίζονται με τη 
συναπτική σηματοδότηση και εντοπίζονται στον PFC ενήλικων μυών. Μαρκαρισμένο φαίνεται το γονίδιο της 

συναπτοφυσίνης (Syp).  

 

x-linked genes: Vesicle Mediated Transport in Synapse 

 

 

G en e stable ID 

   

Transcript stable ID G en e name G en e description NCBI gene 

ID  

ENSMUSG00000031144 ENSMUST00000069520 Syp  synaptophysin [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:98467] 

20977 

ENSMUSG00000031214 ENSMUST00000033560

  

Ophn1 oligophrenin 1 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2151070] 

94190 

ENSMUSG00000044359 ENSMUST00000053373 P2ry4 pyrimidinergic receptor P2Y, G-

protein coupled, 4 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:1926594] 

57385 

ENSMUSG00000031367

  

ENSMUST00000069041 Ap1s2 adaptor-related protein complex 1, 

sigma 2 subunit [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:1889383] 

108012 

Πίνακας 6.4: παρουσιάζονται γονίδια που είναι συνδεδεμένα με το X-χρωμόσωμα και σχετίζονται με τη 
συναπτική διαβίβαση που σχετίζεται με την κυστιδιακή μεταφορά και εντοπίζονται στον PFC ενήλικων μυών. 
Μαρκαρισμένο φαίνεται το γονίδιο της συναπτοφυσίνης (Syp).  

   

x-linked genes: Synaptic Transmission 

 

 

G en e stable ID 

   

Transcript stable ID G en e name G en e description NCBI gene 

ID  

ENSMUSG00000031214 ENSMUST00000113826

  

Ophn1 oligophrenin 1 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2151070] 

94190 

ENSMUSG00000031302 ENSMUST00000065858 Nlgn3 neuroligin 3 [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:2444609] 

245537

  

Πίνακας 6.5: παρουσιάζονται γονίδια που είναι συνδεδεμένα με το X-χρωμόσωμα και σχετίζονται με τη 

συναπτική διαβίβαση και εντοπίζονται στον PFC ενήλικων μυών.   

 

 

 

 

 

     

ENSMUSG000000411

15  

ENSMUST00000168786 Iqsec2  IQ motif and Sec7 domain 2 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:3528396] 

PTHR1066

3_SF61 

ENSMUSG000000185

89 

ENSMUST00000058787 Glra2 glycine receptor, alpha 2 subunit 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:95748] 

PTHR1894

5_SF28 
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x-linked genes: Synaptic Vesicle 

 

 

G en e stable ID 

   

Transcript stable ID G en e name G en e description NCBI gene 

ID  

ENSMUSG00000045103

  

ENSMUST00000114000 Dmd dystrophin, muscular dystrophy 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:94909] 

13405 

Πίνακας 6.6: παρουσιάζονται γονίδια που είναι συνδεδεμένα με το X-χρωμόσωμα και σχετίζονται με τα 

συναπτικά κυστίδια και εντοπίζονται στον PFC ενήλικων μυών.  

 

x-linked genes: calcium mediated signaling 

 

 

G en e stable ID 

   

Transcript stable ID G en e name G en e description NCBI gene 

ID  

ENSMUSG00000023070

  

ENSMUST00000023832 Rgn regucalcin [Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:108024] 

19733 

ENSMUSG00000002015 ENSMUST00000002091 Bcap31 B cell receptor associated protein 31 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:1350933] 

27061 

ENSMUSG00000045103 ENSMUST00000114000 Dmd dystrophin, muscular dystrophy 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:94909] 

13405 

ENSMUSG00000050232 ENSMUST00000056614 Cxcr3 chemokine (C-X-C motif) receptor 3 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:1277207] 

12766 

ENSMUSG00000025333 ENSMUST00000026383

  

Gpr143 G protein-coupled receptor 143 

[Source:MGI 

Symbol;Acc:MGI:107193]  

18241 

Πίνακας 6.7: παρουσιάζονται γονίδια που είναι συνδεδεμένα με το X-χρωμόσωμα και σχετίζονται με τη 

διαβίβαση που διαμεσολαβείται από ασβέστιο και εντοπίζονται στον PFC ενήλικων μυών.  

 

6.3.4 Δεν παρατηρείται φυλετική διαφοροποίηση στην έκφρασή της συναπτοφυσίνης 

στον προμετωπιαίο φλοιό, μετά από 2ώρο στρες περιορισμού. 

 Τα επίπεδα έκφρασης της συναπτοφυσίνης στον PFC αρσενικών και θηλυκών μυών οι οποίοι 

έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού και στις αντίστοιχες ομάδες ελέγχου τους, δεν 

παρουσιάζουν διαφοροποιήσεις στην έκφραση τους (Εικόνα 6.4). 
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Εικόνα 6.4: παρουσιάζονται τα επίπεδα έκφρασης της συναπτοφυσίνης (syp) στον PFC αρσενικών και θηλυκών 
μυών που έχουν υποβληθεί σε στρες περιορισμού A. μετά από κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων δεν 
προκύπτουν στατιστικά σημαντικές διαφορές στην έκφραση της συναπτοφυσίνης στον PFC σε καμία από τις 
ομάδες (ανάλυση Two-tailed Unpaired t-test: females p=0.4861, males p=0.5415)Β. αντιπροσωπευτικό 
παράδειγμα Western Blot, όπου φαίνεται η έκφραση του γονιδίου αναφοράς B-Tubulin (55KDa) και της 
συναπτοφυσίνης (syp) (38KDa) στην κάτω σειρά, σε ιστό PFC θηλυκών ζώων που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο 
στρες περιορισμού (female-RS, κόκκινο σκούρο) και στην ομάδα ελέγχου (female-NR, κόκκινο) και αντίστοιχα 
αρσενικών ζώων που έχουν υποβληθεί σε στρες περιορισμού (male-RS, πράσινο σκούρο) και την αντίστοιχη 
ομάδα ελέγχου (male-NR, πράσινο) 

 

6.3.5 Συναπτική απόκριση συζευγμένων παλμών: μελέτη πιθανότητας 

απελευθέρωσης νευροδιαβιβαστή από τον προσυναπτικό νευρώνα  

Καθώς η συναπτοφυσίνη και πολλές από τις Χ-linked πρωτεϊνες που ταυτοποιήθηκαν 

εκφράζονται στο προσυναπτικο άκρο, μελετήθηκε η συναπτική απόκριση συζευγμένων 

παλμών (paired pulses), μια διαδικασία που είναι ευαίσθητη στην προσυναπιτκή λειτουργία. 

Για να διερευνηθεί περαιτέρω η φυλετική διαφοροποίηση που παρατηρείται στον PFC 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση της αναλογίας συζευγμένων παλμών (paired pulse ratio-PPR), σε 

τομές PFC 6 αρσενικών και 6 θηλυκών μυών οι οποίοι έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες 

περιορισμού.  

Η PPR, η οποία είναι η αναλογία του ύψους της δεύτερης απόκρισης προς αυτού της πρώτης, 

εξαρτάται από την πιθανότητα απελευθέρωσης κυστιδίων στη σύναψη και η PPR έχει 

χρησιμοποιηθεί ως ένας εύκολος τρόπος υπολογισμού της πιθανότητας κυστιδιακής 

απελευθέρωσης του προσυναπτικού νευρώνα. 

Αναλύθηκε η PPR με διάστημα μεταξύ των παλμών 100, 50, 20ms ή αλλιώς 100, 50, 20Hz 

συχνότητα και σταθερή ένταση ερεθίσματος. Όπως φαίνεται στο γράφημα δεν προκύπτουν 

σημαντικές διαφορές μεταξύ θηλυκών και αρσενικών μυών στην πιθανότητας κυστιδιακής 

απελευθέρωσης του προσυναπτικού νευρώνα (Εικόνα 6.5).  
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Εικόνα 6.5: δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές στο paired-pulse ratio σε αρσενικά (πράσινο) 
και θηλυκά (κόκκινο) ζώα που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού, σε καμία από τις συχνότητες που 
εφαρμόζονται οι συζευγμένοι παλμοί. Παρουσιάζονται οι αντίστοιχες αντιπροσωπευτικές καταγραφές. 

 

6.3.6  Έκφραση της υπομονάδας NR2A των NMDAs υποδοχέων  

Μελετήθηκε η έκφραση της υπομονάδας NR2A, η οποία είναι γνωστό ότι εμπλέκεται άμεσα 

στην επαγωγή του LTP. Τα επίπεδα έκφρασης της υπομονάδας NR2A στον PFC θηλυκών 

ζώων που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού (RS-κόκκινο σκούρο χρώμα) 

παρουσιάζουν στατιστικώς σημαντική αύξηση, σε σύγκριση με τα επίπεδα της  ομάδας 

ελέγχου (NR-κόκκινο χρώμα). Αντίθετα στα αρσενικά ζώα δεν παρατηρείται διαφοροποίηση 

στην έκφραση της NR2A υπομονάδας σε καμία από τις ομάδες (πράσινο χρώμα) (Εικόνα 6.6). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6.6: παρουσιάζονται τα επίπεδα έκφρασης της υπομονάδας NR2A στον PFC αρσενικών και θηλυκών 
μυών που έχουν υποβληθεί σε στρες περιορισμού A. Αντιπροσωπευτικό παράδειγμα Western Blot, όπου 
φαίνεται η έκφραση του γονιδίου αναφοράς GAPDH (37KDa) και της υπομονάδας NR2A (186KDa) στην κάτω 
σειρά, σε ιστό PFC θηλυκών ζώων που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού (female-RS) και στην 
ομάδα ελέγχου (female-NR) και αντίστοιχα αρσενικών ζώων που έχουν υποβληθεί σε στρες περιορισμού 
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(male-RS) και την αντίστοιχη ομάδα ελέγχου (male-NR) Β. μετά από κανονικοποίηση των αποτελεσμάτων 
προκύπτει στατιστικώς σημαντικά αυξημένη έκφραση της NR2A υπομονάδας στον PFC θηλυκών ζώων που 
έχουν υποβληθεί στο 2ώρο στρες περιορισμού (κόκκινο σκούρο), σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου τους 
(ανάλυση Two-tailed Unpaired t-test p=0.0105). Δεν παρατηρείται διαφοροποίηση στις ομάδες των αρσενικών 
ζώων (ανάλυση Two-tailed Unpaired t-test p=0.5432)   

 

 

6.3.7 Επαγωγή μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης: επίδραση ανταγωνιστών των 

NMDA & GABA υποδοχέων 

6.3.7.1 Προκύπτει μια ένδειξη πως, ίσως, η επαγωγή της μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης 

στον προμετωπιαίο φλοιό των αρσενικών μυών να μην είναι αποκλειστικά εξαρτώμενη από 

τους NMDA υποδοχείς.  

Λόγω της φυλετικής διαφοροποίησης που παρατηρείται στην επαγωγή του LTP, και ενώ 

έχουν αποκλειστεί κάποια πιθανά σενάρια που θα μπορούσαν να σχετίζονται με την 

διαφοροποίηση που παρατηρείται ελέγχθηκε η υπόθεση ότι η επαγωγή LTP στον PFC θα 

μπορούσε να είναι αποτέλεσμα δράσης διαφορετικών μηχανισμών στα δύο φύλα.  

Ηλεκτροφυσιολογικές εξωκυττάριες καταγραφές πραγματοποιήθηκαν σε 5 τομές PFC 

αρσενικών ενήλικων μυών και 4 τομές PFC θηλυκών μυών, ακολουθώντας το ίδιο 

πρωτόκολλο ερεθισμού και στις δύο περιπτώσεις. Στις τομές PFC αρσενικών μυών που έχει 

επιδράσει ο ανταγωνιστής AP5 (ανοιχτό πράσινο) παρατηρείται παρόμοια επαγωγή 

μακρόχρονης συναπτικής συναπτικής ενδυνάμωσης με αυτή της φυσιολογικής συνθήκης 

(σκούρο πράσινο). Η επίδραση του ανταγωνιστή AP5 μπλοκάρει την επαγωγή LTP στον PFC 

των θηλυκών μυών (σκούρο κόκκινο), αντίθετα στην αντίστοιχη φυσιολογική συνθήκη όπου 

οι συνάψεις του PFC επάγουν LTP (ροζ) (Εικόνα 6.7). Συμπερασματικά, προκύπτει από τα 

αποτελέσματα μια ένδειξη πως ίσως το LTP στα αρσενικά να μην είναι αποκλειστικά NMDA 

εξαρτώμενο. 
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Εικόνα 6.7: παρουσιάζεται η επίδραση του ανταγωνιστή των NMDA υποδοχέων, AP5, στην  επαγωγή 
μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης στη στοιβάδα ΙΙ του PFC αρσενικών και θηλυκών μυών. A. στις τομές 
PFC αρσενικών μυών στις οποίες έχει επιδράσει ο ανταγωνιστής AP5 (πράσινο ανοιχτό) και στις τομές που 
αποτελούν τη συνθήκη ελέγχου (πράσινο σκούρο) δεν παρατηρείται στατιστικώς σημαντική διαφορά στην 
επαγωγή LTP (ανάλυση repeated two-way ANOVA: p=0.2780) B. στις τομές PFC θηλυκών μυών στις οποίες 
έχει επιδράσει ο ανταγωνιστής AP5 (κόκκινο σκούρο) μπλοκάρεται η επαγωγή μακρόχρονης συναπτικής 
ενδυνάμωσης, σε σύγκριση με τη συνθήκη ελέγχου (κόκκινο ανοιχτό) (ανάλυση repeated two-way ANOVA: 
p=0.0217) 

 

6.3.7.2 Η επαγωγή της μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης στον προμετωπιαίο φλοιό των 

αρσενικών μυών φαίνεται να εξαρτάται και από τη συμμετοχή των GABAA υποδοχέων.  

Καθώς προέκυψε η ένδειξη ότι, ο μηχανισμός επαγωγής της μακρόχρονης συναπτικής 

ενδυνάμωσης στον PFC, μπορεί να διαφέρει ανάμεσα σε αρσενικούς και θηλυκούς μύες και 

ελέγχθηκε η υπόθεση της NMDA-εξαρτώμενης επαγωγής, η μελέτη προχώρησε με την 

υπόθεση της συμμετοχής των GABA υποδοχέων. Ηλεκτροφυσιολογικές εξωκυττάριες 

καταγραφές πραγματοποιήθηκαν σε 6 τομές PFC αρσενικών ενήλικων μυών και 6 τομές PFC 

θηλυκών μυών, ακολουθώντας το ίδιο πρωτόκολλο ερεθισμού και στις δύο περιπτώσεις. Η 

επίδραση της Bicuculline στις τομές PFC αρσενικών μυών ενίσχυσε σημαντικά την επαγωγή 

LTP (ανοιχτό πράσινο), σε σύγκριση με τη φυσιολογική συνθήκη (σκούρο πράσινο). Αντίθετα,  

στις τομές PFC θηλυκών μυών στις οποίες έχει επιδράσει ο ανταγωνιστής Bicuculline (κόκκινο 

ανοιχτό), όσο και στις αντίστοιχες της φυσιολογικής συνθήκης (κόκκινο σκούρο) παρατηρείται  

παρόμοια επαγωγή LTP. (Εικόνα 6.8). Όπως προκύπτει, η επαγωγή LTP στα θηλυκά και 

αρσενικά άτομα στον PFC φαίνεται να εμφανίζει φυλετικές διαφοροποιήσεις οι οποίες 

ενδεχομένως να σχετίζονται με πιθανό διαφορετικό μηχανισμό στην επαγωγή της.  

 

 

Εικόνα 6.8: παρουσιάζεται η επίδραση του ανταγωνιστή των GABAA υποδοχέων, Bicuculline, στην  επαγωγή 
LTP στη στοιβάδα ΙΙ του PFC αρσενικών και θηλυκών μυών A. σε τομές PFC αρσενικών μυών στις οποίες έχει 
επιδράσει ο ανταγωνιστής Bicuculline , εμφανίζουν σημαντικά αυξημένη επαγωγή LTP (πράσινο ανοιχτό), σε 
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σύγκριση με τις τομές της συνθήκης ελέγχου (πράσινο σκούρο) (ανάλυση repeated two-way ANOVA: : 

p=0.0052) B. στις τομές PFC θηλυκών μυών στις οποίες έχει επιδράσει ο ανταγωνιστής Bicuculline (κόκκινο 
ανοιχτό) και στις τομές που αποτελούν τη συνθήκη ελέγχου (κόκκινο σκούρο) δεν παρατηρείται στατιστικώς 

σημαντική διαφορά στην επαγωγή LTP (ανάλυση repeated two-way ANOVA:  p=0.5333) 
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Κεφάλαιο 7: Η σχέση οξειδωτικού και συστημικού στρες 

και η επίδρασή του οξειδωτικού στρες στη συναπτική 

πλαστικότητα του προμετωπιαίου φλοιού 
 

7.1 Εισαγωγή  
 

7.1.1 Οξειδωτικό Στρες & Γλυκοκορτικοειδή 

Η αυξημένη έκκριση γλυκοκορτικοειδών από τον φλοιό των επινεφριδίων μετά από έκθεση 

σε σωματικό ή ψυχολογικό στρεσσογόνο ερέθισμα, οδηγεί στην αυξημένη παραγωγή 

γλυκόζης μέσω γλυκονεογένεσης, γλυκογονόλυσης και λιπόλυσης (Teague et al., 2007). Ενώ 

ήταν ήδη γνωστό, ότι ο αυξημένος μεταβολισμός δημιουργεί περίσσεια ROS, μελέτες έδειξαν 

ότι τα γλυκοκορτικοειδή φαίνεται να διαδραματίζουν, τόσο άμεσο, όσο και έμμεσο 

ρυθμιστικό ρόλο στην εμφάνιση οξειδωτικού στρες. Επιπλέον, τόσο το χρόνιο οξειδωτικό 

στρες, όσο και η έκθεση σε γλυκοκορτικοειδή προάγουν τη γλοιογένεση, έναντι της 

νευρογένεσης σε προγονικά βλαστικά νευρικά κύτταρα του ιπποκάμπου και ίσως έχουν ως 

αποτέλεσμα την εμφάνιση συσσωρευμένου μιτοχονδριακού οξειδωτικού στρες (Chetty et al., 

2014; Wang et al., 2011). 

Είναι γνωστό, ότι οι νευρώνες έχουν περιορισμένη έκφραση ενδογενών αντιοξειδωτικών, 

οπότε το γεγονός αυτό τους καθιστά ιδιαίτερα ευαίσθητους στο οξειδωτικό στρες. Έχει φανεί 

επίσης, ότι τα γλυκοκορτικοειδή επάγουν οξειδωτικό στρες σε νευρικά κύτταρα, απευθείας, 

μέσω ενισχυμένης μιτοχονδριακής αναπνοής και οξειδωτικής φωσφορυλίωσης.  

Παράλληλα, στη μελέτη του You και των συνεργατών του (You et al., 2009), έδειξαν σε 

οργανοτυπικές καλλιέργειες τομών ιππόκαμπου, ότι κυτταρικός θάνατος λόγω οξειδωτικού 

στρες σε νευρώνες του ιππόκαμπου προκλήθηκε μόνο έπειτα από έκθεση σε 

γλυκοκορτικοειδή, ενώ άλλες στεροειδείς ορμόνες δεν είχαν καμία επίδραση στους νευρώνες  

της καλλιέργειας. Ενώ στην ίδια μελέτη, μετά από επώαση 4ωρών με το συνθετικό 

γλυκοκορτικοειδές, dexamethasone, το οξειδωτικό προφίλ των νευρώνων ήταν ιδιαίτερα 

έντονο, και ταυτόχρονα φάνηκε αυξημένη η γονιδιακή έκφραση του ενζύμου NADPH-

οξειδάση που παράγει ROS, ενώ αντίθετα ήταν σημαντικά μειωμένη η παραγωγή του 

αντιοξειδωτικού ενζύμου υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (You et al., 2009).  

Το έντονο οξειδωτικό προφίλ προκαλείται από μια διαδικασία που προηγείται του φαινομένου 

της οξείδωσης και είναι εξαρτώμενη από τα γλυκοκορτικοειδή, και με ταυτόχρονη μειωμένη 

λειτουργία του αντιοξειδωτικού αμυντικού μηχανισμού, οδηγεί τελικά σε αυξημένο 
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κυτταρικό θάνατο των νευρώνων (McIntosh & Sapolsky, 1996). Παράλληλα, καλλιέργειες 

νευρικών κυττάρων, φλοιού και του ιππόκαμπου, έχουν δείξει ότι 24ώρη έκθεση σε 

γλυκοκορτικοειδή αυξάνει την παραγωγή των επιπέδων των βασικών ROS, γεγονός που 

επηρεάζει αρνητικά την επιβίωση στους νευρώνες του ιππόκαμπου (McIntosh & Sapolsky, 

1996).   

Ωστόσο, από ένα σύνολο μελετών, έχει φανεί ότι στον εγκέφαλο το προφίλ που παρατηρείται 

και χαρακτηρίζεται από συνολική αύξηση του οξειδωτικού στρες, είναι πιθανό να οφείλεται 

σε αύξηση του οξειδωτικού στρες μόνο σε συγκεκριμένες υπο-περιοχές. Για παράδειγμα, ο 

Mendez-Cuesta και οι συνεργάτες του (Méndez-Cuesta et al., 2011) χρησιμοποιώντας οξύ 

στρες περιορισμού, παρατήρησαν αυξημένη υπεροξείδωση των λιπιδίων και πρωτεϊνική 

καρβονυλίωση, ενώ παράλληλα παρατήρησαν μειωμένη δραστηριότητα της δισμουτάσης 

του υπεροξειδίου του υδρογόνου, σε μια εξαιρετικά ευάλωτη στο οξειδωτικό στρες περιοχή, 

το ραβδωτό σώμα. Επιπλέον, οι Lucca et al. (Lucca et al., 2009) χρησιμοποίησαν μια χρόνια 

ήπια συνθήκη στρες για να δείξουν ότι τα επίπεδα της δισμουτάσης του υπεροξειδίου του 

υδρογόνου μειώθηκαν και τα επίπεδα της πρωτεϊνικής καρβονυλίωσης αυξήθηκαν, σε 

αρκετές εγκεφαλικές περιοχές συμπεριλαμβανομένου του ραβδωτού σώματος και του 

ιππόκαμπου, ενώ έδειξαν ότι η παρεγκεφαλίδα παρέμεινε σε μεγάλο βαθμό ανεπηρέαστη. 

Λίγα χρόνια αργότερα παρατηρήθηκε, μετά από συνθήκη οξέος στρες περιορισμού, επαγωγή 

του οξειδωτικού στρες συγκεκριμένα στην περιοχή του ιπποκάμπου, αλλά όχι στην αμυγδαλή, 

αποδεικνύοντας ότι η αύξηση των επιπέδων του οξειδωτικού στρες δεν ισχύει απαραίτητα 

μόνο για τη συνθήκη της χρόνιας έκθεσης σε στρεσσογόνα (Spiers et al., 2013). 

Όλα τα παραπάνω υπογραμμίζουν ότι η διατήρηση μιας ισορροπημένης οξειδοαναγωγικής 

κατάστασης είναι κρίσιμη για τη φυσιολογική κυτταρική ομοιοστατική λειτουργία του νευρο-

ενδοκρινικού συστήματος. 

 

7.1.2 Οξειδωτικό Στρες & Συναπτική Πλαστικότητα  

Σε αντίθεση με τον αριθμό των μελετών που αφορούν στο ρόλο των ROS στον 

νευροεκφυλισμό, οι άμεσες επιδράσεις των ROS στη συναπτική πλαστικότητα είναι ελάχιστα 

μελετημένες.  

Ωστόσο, υπάρχουν ενδείξεις ότι οι ROS μπορεί να έχουν σημαντικό ρόλο ως μόρια 

σηματοδότησης που χρησιμοποιούνται από τα κύτταρα ως δεύτεροι αγγελιοφόροι και 

σχετίζονται με την αλλαγή της οξειδοαναγωγικής κατάστασης συγκεκριμένων μορίων που 
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επηρεάζουν τις λειτουργίες τους (Barrett et al., 1999; Klann, 1998). Αυτός ο ρυθμιστικός ρόλος 

τους βέβαια μπορεί να διατηρηθεί μόνο κάτω από φυσιολογικά συγκεκριμένες 

συγκεντρώσεις, οι οποίες ελέγχονται και ρυθμίζονται αυστηρά in vivo από μια ένα πλήθος 

αντιοξειδωτικών μορίων. 

Ακόμα όμως, υπάρχει σημαντικό κενό στην μελέτη της συμμετοχής των μεσολαβητών του 

οξειδωτικού στρες στη διαμόρφωση της συναπτικής διαβίβασης και πλαστικότητας.  
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7.2 Υλικά & Μέθοδοι  

 

7.2.1 Επίδραση υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) στην επαγωγή συναπτικής 

πλαστικότητας στον προμετωπιαίο φλοιό  

Για να μελετηθεί η επίδραση των ROS στη συναπτική πλαστικότητα του PFC και συγκεκριμένα 

στην επαγωγή LTP, πραγματοποιήθηκαν ηλεκτροφυσιολογικές εξωκυττάριες καταγραφές σε 

τομές PFC, υπό την επίδραση του υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2).  

Σε μια ομάδα αρσενικών και θηλυκών ενήλικων ζώων, η οποία δεν έχει υποστεί κανένα 

χειρισμό (NR), ο εγκέφαλος απομονώνεται και ζωντανές τομές PFC χρησιμοποιούνται για να 

πραγματοποιηθούν εξωκυττάριες ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές. Όπως έχει ήδη 

αναφερθεί στην ενότητα 3.2.2, ο εγκέφαλος του απομονώνεται ταχέως σε παγωμένο 

οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) διάλυμα 0-Ca2+ aCSF και λαμβάνονται τομές PFC πάχους 

400μm. Οι τομές μεταφέρονται σε θάλαμο διατήρησης, βυθισμένες σε aCSF καταγραφής, το 

οποίο έχει συνεχή οξυγόνωση (95% O2/5% CO2) και βρίσκεται σε θερμοκρασία δωματίου. 

Παραμένουν σε αυτή τη συνθήκη για ~1 ώρα μέχρι τη μεταφορά τους στην τράπεζα των 

ηλεκτροφυσιολογικών καταγραφών. 

Με το πέρας της ~1 ώρας κατά την οποία βρίσκονται σε οξυγονωμένο (95% O2/5% CO2) aCSF 

καταγραφής, επωάζονται σε aCSF καταγραφής που περιέχεται H2O2 σε συγκέντρωση 10μM 

για διάστημα 2 ωρών, με συνέπεια την ταχεία αύξηση των ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS). 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί αναλυτικά στην ενότητα 3.2.2, οι καταγραφές πραγματόποιήθηκαν 

στο σύνολό τους στην έξω κοκκώδη στοιβάδα (layer II) στην περιοχή PrL του mPFC, με τις ίδιες 

συνθήκες και τον ίδιο εξοπλισμό. Μελετήθηκε η επαγωγή LTP των συνάψεων της 

συγκεκριμένης περιοχής, έπειτα από τετανικό ερέθισμα, με το πρωτόκολλο που έχει 

αναφερθεί. Καθ’ όλη τη διάρκεια του πρωτοκόλλου στο σημείο της τράπεζας όπου διατηρείται 

η τομή υπήρχε συνεχής ροή οξυγονωμένου (95% O2/5% CO2) aCSF καταγραφής σε 

θερμοκρασία δωματίου. [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 

 

7.2.2 Ανοσοϊστοχημεία anti-8-oxo-dG 

Την πρώτη πειραματική ομάδα στη συγκεκριμένη φάση της μελέτης αποτέλεσαν εγκέφαλοι 

από αρσενικούς και θηλυκούς ενήλικους μύες που είτε υπεβλήθησαν σε 2ώρο στρες 

περιορισμού, ή αποτελούσαν την ομάδα ελέγχου. Παράλληλα, υπήρχε μια διαφορετική ομάδα 

εγκεφάλων, που αποτέλεσαν τη δεύτερη πειραματική ομάδα, από αρσενικούς και θηλυκούς 
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ενήλικους μύες στους οποίους χορηγήθηκε ενδοπεριτονιακά μια δόση μιφεπριστόνης, και 1 

ώρα μετά υπεβλήθησαν σε 2ώρο στρες περιορισμού, ή αποτελούσαν την ομάδα ελέγχου.  

Οι εγκέφαλοι απομονώθηκαν και μονιμοποιήθηκαν.για πειράματα με σκοπό τη μελέτη των 

επιπέδων του παραγώγου 8-oxo-dG. Συγκεκριμένα, ο εγκέφαλος από όλες τις ομάδες μυών 

μονιμοποιήθηκε σε διάλυμα PFA 4% με τη διαδικασία perfusion [παραπομπή παράρτημα σελ. 

154]. Πραγματοποιήθηκε ανοσοϊστοχημεία για να μελετηθούν τα επίπεδα του παραγώγου 8-

oxo-dG στην περιοχή του PFC, με σκοπό να γίνει μια εκτίμηση του οξειδωτικού στρες έπειτα 

από το 2ώρο στρες περιορισμού. Το 8-oxo-dG είναι ένα από τα κύρια προϊόντα της οξείδωσης 

του DNA και τα επίπεδα του στα κύτταρα αποτελούν δείκτη των επιπέδων του οξειδωτικού 

στρες σε αυτά. 

Όπως έχει αναφερθεί στην ενότητα 3.2.2, πραγματοποιήθηκαν τομές εγκεφάλου 40μm και 

συλλέχθηκαν οι τομές που φέρουν την περιοχή μελέτης. Εφαρμόστηκε το πρωτόκολλο free-

floating ανοσοϊστοχημείας anti-8-oxo-dG. [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα 

σελ. 154]. Πραγματοποιήθηκαν διαδοχικά πλύσεις με 1x PBS, 30’ επώαση σε 5μg/ml Proteinase 

K στους 37oC, ξανά πλύσεις με 1x PBS και επώαση σε RNAse Buffer για 1 ώρα στους 37 oC. Στη 

συνέχεια ακολούθησαν πλύσεις με 1x PBS, επώαση για 5’ σε 2N HCl, και στη συνέχεια σε 1M 

Tris και ακολούθησαν πλύσεις. Πραγματοποιήθηκε επώαση σε διάλυμα blocking (10% normal 

goat serum (ab7481, Abcam plc) σε 1x PBS) και ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου για μια 

ώρα. Ακολούθησε επώαση στο διάλυμα του πρωτογενούς αντισώματος (PBS-Tween 0,1% , 

0,1% BSA, 1:250 anti-8-oxo-dG (15A3): #4354-MC-050, Trevigen, Inc) για ~12 ώρες (O/N) στους  

4oC .οι πλύσεις επαναλήφθηκαν και ακολούθησε επώαση στο διάλυμα του δευτερογενούς 

αντισώματος (PBS-tween 0,1%, 0,1% BSA, 1:500 GAR488 (Goat Anti-Mouse, IgG (H + L), 

CF®568, Biotium)για 2 ώρες. Η διαδικασία ολοκληρώθηκε με πλύσεις και κάλυψη των τομών 

με σταγόνες Mounting Medium with DAPI (ab104139, Abcam plc.) και προσεκτική τοποθέτηση 

γυάλινης καλυπτρίδας. [αναλυτικό πρωτόκολλο παραπομπή παράρτημα σελ. 154] 
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7.3 Αποτελέσματα  
 

7.3.1 Επίδραση υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) στην επαγωγή συναπτικής 

πλαστικότητας στον προμετωπιαίο φλοιό  

Ηλεκτροφυσιολογικές εξωκυττάριες καταγραφές πραγματοποιήθηκαν σε 4 τομές PFC 

αρσενικών ενήλικων μυών και 4 τομές PFC θηλυκών μυών, ακολουθώντας το ίδιο 

πρωτόκολλο ερεθισμού και στις δύο περιπτώσεις. Στις τομές PFC από αρσενικών μυών που 

έχουν επωαστεί με το υπεροξείδιο του υδρογόνου (ανοιχτό πράσινο) παρατηρείται παρόμοια 

επαγωγή LTP με αυτή της φυσιολογικής συνθήκης (σκούρο πράσινο). Η επίδραση του 

υπεροξειδίου του υδρογόνου φαίνεται να χαρακτηρίζεται από μείωση της επαγωγής LTP στον 

PFC των θηλυκών μυών (ροζ), σε σύγκριση με την αντίστοιχη φυσιολογική συνθήκη (κόκκινο) 

(Εικόνα 7.1). Προκύπτει πως η επαγωγή του LTP στον PFC των θηλυκών είναι δυνατό να 

επηρεάζεται από την αυξημένη συγκέντρωση ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) και άρα την 

ύπαρξη οξειδωτικού στρες στα κύτταρα. Ενώ, δε φαίνεται να ισχύει η ίδια συνθήκη στον PFC 

των αρσενικών ατόμων.  

 

Εικόνα 7.1: παρουσιάζεται η επίδραση του υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) στην  επαγωγή LTP στη 
στοιβάδα ΙΙ του mPFC αρσενικών και θηλυκών μυών A. οι τομές PFC αρσενικών μυών οι οποίες έχουν 
επωαστεί με υπεροξείδιο του υδρογόνου για διάστημα 2 ωρών, δεν εμφανίζουν διαφοροποίηση στην επαγωγή 
LTP (πράσινο ανοιχτό), σε σύγκριση με τις τομές της συνθήκης ελέγχου (πράσινο σκούρο) (ανάλυση repeated 
two-way ANOVA p=0.0809) B. στις τομές PFC θηλυκών μυών οι οποίες έχουν επωαστεί με υπεροξείδιο του 
υδρογόνου (ροζ) εμφανίζουν μείωση της επαγωγή LTP σε σύγκριση με τις τομές που αποτελούν τη συνθήκη 
ελέγχου (κόκκινο) (ανάλυση repeated two-way ANOVA p=0.0367) 
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7.3.2 Επίδραση του 2ώρου στρες περιορισμού στα επίπεδα του οξειδωτικού στρες 

στον προμετωπιαίο φλοιό  

Οι θηλυκοί και αρσενικοί μύες που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού (RS groups) 

δεν εμφανίζουν διαφοροποιήσεις στα επίπεδα του 8-oxo-dG στην περιοχή του PrL του mPFC, 

συγκριτικά με τους αντίστοιχους μύες των ομάδων ελέγχου (NR groups). Όπως φαίνεται στις 

εικόνες από το συνεστιακό μικροσκόπιο, αλλά και στα γραφήματα, τόσο τα αρσενικά, όσο και 

τα θηλυκά ζώα δεν εμφάνισαν αυξημένη έκφραση 8-oxo-dG μετά από 2ώρο στρες 

περιορισμού, συγκριτικά με τις αντίστοιχες ομάδες ελέγχου (Εικόνα 7.2). Συμπερασματικά 

προκύπτει πως το 2ώρο στρες περιορισμού δεν αυξάνει τα επίπεδα του οξειδωτικού στρες 

στα κύτταρα της περιοχής PrL του mPFC τόσο των θηλυκών, όσο και των αρσενικών μυών. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 E.  
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Εικόνα 7.2: έκφραση του 8-oxo-dG στην περιοχή του mPFC σε αρσενικούς και θηλυκούς μύες μετά από το 2ώρο 
στρες περιορισμού. Παρουσιάζονται εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο Leica DMi8,Scale bar: 100μm Α-Β: 
αντιπροσωπευτικές εικόνες που δείχνουν την έκφραση του 8-oxo-dG. Η εικόνα απεικονίζει την περιοχή του 
mPFC αρσενικών μυών, της ομάδας που υπεβλήθη σε 2ώρο στρες περιορισμού (A) και της ομάδας ελέγχου (B) 
C-D: αντιπροσωπευτικές εικόνες που δείχνουν την έκφραση του 8-oxo-dG. Η εικόνα απεικονίζει την περιοχή 
του mPFC θηλυκών μυών, της ομάδας που υπεβλήθη σε 2ώρο στρες περιορισμού (C) και της ομάδας ελέγχου 
(D) E: δεν υπάρχει στατιστικώς σημαντική διαφορά στα επίπεδα του oxo-dG στην περιοχή του PrL του mPFC σε 
καμία από τις πειραματικές ομάδες (ανάλυση Two-way ANOVA-Tukey's multiple comparisons test:RS-males vs 
NR-males p=0,7424, RS-females vs NR-females p=0,6118) [RS males n=4, NR males n=4, RS females n=4, NR 
females n=4] 

 

7.3.3 Επίδραση της μιφεπριστόνης στα επίπεδα του οξειδωτικού στρες στον 

προμετωπιαίο φλοιό  

Οι θηλυκοί μύες που τους έχει χορηγηθεί μιφεπριστόνη και που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο 

στρες περιορισμού (RS+mif groups) εμφανίζουν αυξημένα επίπεδα 8-oxo-dG στην περιοχή του 

PrL του mPFC, συγκριτικά με τους αντίστοιχους μύες των ομάδων ελέγχου (NR+mif groups). 

Η διαφορά όμως δεν παρουσιάζει στατιστική σημαντικότητα. Στους αρσενικούς μύες που 

τους έχει χορηγηθεί μιφεπριστόνη και που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού 

(RS+mif groups), όσο και στην αντίστοιχη ομάδα ελέγχου (NR+mif groups), δεν παρατηρούνται 

διαφοροποιήσεις στα επίπεδα 8-oxo-dG στην περιοχή του PrL του PFC. Όπως φαίνεται στις 

εικόνες από το συνεστιακό μικροσκόπιο, αλλά και στα γραφήματα, τα θηλυκά ζώα που είχαν 

λάβει μιφεπριστόνη και υπεβλήθησαν σε 2ώρο στρες περιορισμού εμφάνισαν μια τάση για 

αυξημένη έκφραση 8-oxo-dG, συγκριτικά τόσο με την ομάδα ελέγχου, όσο και με τις ομάδες 

των αρσενικών ζώων (Εικόνα 7.3).  

Προκύπτει ότι η αυξημένη συγκέντρωση γλυκοκορτικοειδών στην περιοχή, λόγω της 

μιφεπριστόνης, είναι δυνατό να προκαλεί στα θηλυκά ζώα αυξημένο οξειδωτικό στρες στην 

περιοχή του PFC, αλλά δε φαίνεται να ισχύει αυτή η συνθήκη για τα αρσενικά ζώα. 
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Εικόνα 7.3: έκφραση του 8-oxo-dG στην περιοχή του mPFC σε αρσενικούς και θηλυκούς μύες που τους έχει 
χορηγηθεί ο ανταγωνιστής Μιφεπριστόνη. Παρουσιάζονται εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο Leica 
DMi8,Scale bar: 100μm. Α-Β: αντιπροσωπευτικές εικόνες που δείχνουν την έκφραση του 8-oxo-dG. Η εικόνα 
απεικονίζει την περιοχή του mPFC αρσενικών μυών, της ομάδας που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες 
περιορισμού (A) και της ομάδας ελέγχου (B). Και στις δυο ομάδες έχει χορηγηθεί μιφεπριστόνη C-D: 
αντιπροσωπευτικές εικόνες που δείχνουν την έκφραση του 8-oxo-dG. Η εικόνα απεικονίζει την περιοχή του 
mPFC θηλυκών μυών, της ομάδας που υπεβλήθη σε 2ώρο στρες περιορισμού (C) και της ομάδας ελέγχου (D). 
Και στις δυο ομάδες έχει χορηγηθεί μιφεπριστόνη E: παρατηρείται μια τάση αυξημένων επιπέδων του 8-oxo-
dG στην περιοχή του PrL του mPFC σε θηλυκούς μύες που τους έχει χορηγηθεί μιφεπριστόνη και έχουν 
υποβληθεί στη συνέχεια σε 2ώρο στρες περιορισμού (κόκκινο), σε σύγκριση τόσο με την αντίστοιχη ομάδα 
ελέγχου (ροζ) (ανάλυση Two-way ANOVA-Tukey's multiple comparisons test: p=0,0778), ενώ στις ομάδες των 
αρσενικών ζώων δεν παρατηρείται διαφορά (πράσινο σκούρο-ανοιχτό) (ανάλυση Two-way ANOVA-Tukey's 
multiple comparisons test: p=0,5471)[RS males+mif n=4, NR males+mif n=4, RS females+mif n=4, NR 
females+mif n=4] 

E. 

E. 
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Κεφάλαιο 8: Συζήτηση 
 

8.1 Ανακεφαλαίωση  
Ο προμετωπιαίος φλοιός είναι εξελικτικά η πιο ανεπτυγμένη περιοχή και σχετίζεται με τις 

ανώτερες λειτουργίες του οργανισμού. Αυτό σημαίνει πως είναι αυτή η περιοχή που καθορίζει 

σε μεγάλο βαθμό ανώτερες γνωστικές και συναισθηματικές λειτουργίες, όπως τα 

χαρακτηριστικά της προσωπικότητας του ατόμου, τη γνωστική ευελιξία, τον τρόπο 

αντιμετώπισης καταστάσεων, την προσαρμοστικότητα σε προκλήσεις, την έκφραση της 

συμπεριφοράς, και κατ’ επέκταση και την στάση του ατόμου σε ένα κοινωνικό σύνολο. 

Παράλληλα, αρκετές μελέτες έχουν παρατηρήσει ότι οι λειτουργίες του PFC 

διαφοροποιούνται σε θηλυκά και αρσενικά άτομα σε πολλές περιπτώσεις, είτε σ ε 

φυσιολογικές συνθήκες, είτε σε κάποια διαταραχή.  

Μια συνθήκη κοινή, για όλα τα άτομα και τους οργανισμούς, αποτελεί αυτή της έκθεσης σε 

στρεσσογόνους ή δυνητικά στρεσσογόνους παράγοντες. Όπως είναι γνωστό, η συνθήκη της 

έκθεσης σε στρεσσογόνες καταστάσεις, μπορεί να επηρεάσει με διάφορους τρόπους, τόσο τις 

συναισθηματικές και τις γνωστικές λειτουργίες, όσο και φυσιολογικές λειτουργίες ακόμα και 

σε κυτταρικό επίπεδο.  

Στην πρώτη φάση η συγκεκριμένη μελέτη εστίασε στις επιπτώσεις της αντίδρασης του στρες 

στον PFC αρσενικών και θηλυκών μυών. Στη συνέχεια έγινε μια προσπάθεια προσέγγισης 

των φυλετικών διαφοροποιήσεων που παρατηρήθηκαν κατά την απόκριση του στρες και 

στη συνέχεια έγινε μια αναγωγή αυτών προσεγγίζοντας τις φυλετικές διαφοροποιήσεις που 

παρατηρούνται στον PFC σε φυσιολογικές συνθήκες.  

Η μελέτη μας έδειξε ότι το οξύ στρες περιορισμού επιδρά αρνητικά στην εμφάνιση αγχώδους 

συμπεριφοράς στους θηλυκούς μύες, ενώ δεν έχει αντίστοιχη επίδραση σε αρσενικούς. 

Παράλληλα, δείξαμε ότι αυτή η συνθήκη επηρεάζει τις γνωστικές λειτουργίες που 

διαμεσολαβούνται από PFC, μόνο στους αρσενικούς μύες και αυτή η επίδραση μπορεί να 

διαρκέσει για τουλάχιστον 24 ώρες, ενώ ότι οι αρνητικές επιπτώσεις λόγω του στρες μπορούν 

να βελτιωθούν με τη χορήγηση του ανταγωνιστή των GRs, μιφεπριστόνη. Ταυτόχρονα, 24 

ώρες μετά το στρες περιορισμού παρατηρήθηκε σχετικά μειωμένη πυκνότητα δενδριτικών 

ακανθών στους δευτεροταγείς δενδρίτες στον PFC των αρσενικών μυών. Στη συνέχεια 

δείξαμε ότι, τόσο η ενεργοποίηση του CRF συστήματος, μέσω του στρες περιορισμού, της 

επίδρασης του παράγοντα CRF και της κορτικοστερόνης, αλλά όσο και το μπλοκάρισμα του 

συστήματος, μέσω του ανταγωνισμού των CRFRs, επιδρά αρνητικά στην επαγωγή LTP μόνο 
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στον PFC των αρσενικών μυών.  Αντίθετα, είδαμε ότι η ενεργοποίηση του CRF συστήματος, 

μέσω της επίδρασης της κορτικοστερόνης, προκαλεί μειωμένο inhibition στον PFC των 

θηλυκών μυών. 

Στη συνέχεια, δείξαμε ότι τα οιστρογόνα δεν επηρεάζουν τις λειτουργίες του PFC, ακόμα και 

σε συνάρτηση με τη συνθήκη του στρες.  

Τέλος, είδαμε ότι είναι πιθανό η επαγωγή LTP στον PFC να διαμεσολαβείται από διαφορετικό 

μηχανισμό, σε θηλυκούς και αρσενικούς μύες. Συγκεκριμένα, παρουσιάζουμε την υπόθεση ότι 

η επαγωγή της μακρόχρονης συναπτικής ενδυνάμωσης να είναι NMDA- εξαρτώμενη στα 

θηλυκά και μη NMDA-εξαρτώμενη στα αρσενικά, καθώς φαίνεται ότι έχει σημαντικό ρόλο ο 

GABAA.  

Στη δεύτερη φάση, η μελέτη αφορούσε στο οξειδωτικό στρες. Συγκεκριμένα, μελετήσαμε 

αρχικά την πιθανότητα το στρες περιορισμού να επιδρά στην εμφάνιση οξειδωτικού  στρες 

και στη συνέχεια την επίδραση του οξειδωτικού στρες στην επαγωγή LTP, στον PFC 

αρσενικών και θηλυκών μυών.  

Όπως προέκυψε από τη μελέτη μας, τα αυξημένα επίπεδα γλυκοκορτικοειδών σχετίζονται με 

αυξημένα επίπεδα οξειδωτικού στρες στον PFC μόνο των θηλυκών μυών. Παράλληλα 

παρατηρήσαμε ότι αυξημένα επίπεδα ενεργών μορφών οξυγόνου (ROS), που παραπέμπουν 

σε αυξημένα επίπεδα οξειδωτικού στρες, επηρεάζουν την επαγωγή LTP στον PFC μόνο των 

θηλυκών μυών και αυτή τη φορά.  

Από αυτή τη φάση της μελέτης μας προκύπτει  η υπόθεση ότι ο PFC των θηλυκών μυών είναι 

πιο ευαίσθητος απέναντι στο οξειδωτικό στρες, συγκριτικά με  αυτόν των αρσενικών. 

 

8.2 Τροποποιήσεις στον άξονα ΥΥΕ & η επίδρασή τους στην εμφάνιση 

αγχώδους συμπεριφοράς σε αρσενικούς και θηλυκούς ενήλικους μύες 
 

Έχει παρατηρηθεί ότι διαταραχές που σχετίζονται με το στρες, όπως η κατάθλιψη και η 

διαταραχή μετατραυματικού στρες, εμφανίζονται με μεγαλύτερη συχνότητα στα θηλυκά απ’ 

ότι στα αρσενικά άτομα (Stein et al., 2000; Weissman et al., 1988). Αντίθετα, στα αρσενικά 

άτομα παρατηρείται μεγαλύτερη συχνότητα διαταραχών που χαρακτηρίζονται από έκπτωση 

στις γνωστικές λειτουργίες, όπως η σχιζοφρένεια και η διαταραχή ελλειμματικής προσοχής και 

υπερκινητικότητας. Διάφορες μελέτες, με την χρήση διαφόρων τεχνικών, όπως 

εγκεφαλογραφήματα και μετρήσεις λειτουργικής απεικόνισης μαγνητικού συντονισμού 
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(functional Magnetic Resonance Imaging - fMRI), αποκαλύπτουν πως στα θηλυκά άτομα το 

στρες φαίνεται να προκαλεί συμπτώματα υπερδιέγερσης (hyperarousal), ενώ στα αρσενικά 

επιδρά στις γνωστικές λειτουργίες (cognitive functions) (Bangasser et al., 2018). 

Στη μελέτη μας, το οξύ στρες περιορισμού, έχει ως αποτέλεσμα στη δοκιμασία L/D οι μύες να 

παραμείνουν περισσότερο χρόνο στο σκοτεινό πεδίο της συσκευής. Συγκεκριμένα, ο χρόνος 

που παρέμειναν οι θηλυκοί μύες στο σκοτεινό πεδίο ήταν σημαντικά περισσότερος από αυτόν 

της αντίστοιχης ομάδας ελέγχου και αυτό αποτελεί ένδειξη αυξημένης αγχώδους 

συμπεριφοράς (Velli et al., 2021). Αυτά τα αποτελέσματα έρχονται σε συμφωνία με μελέτες 

που δείχνουν ότι το στρες περιορισμού προκαλεί αυξημένη παραμονή των τρωκτικών στο 

σκοτεινό πεδίο της συσκευής (McEwen et al., 2015). Ταυτόχρονα, τα αποτελέσματα μας που 

υποδεικνύουν ότι τα θηλυκά άτομα εμφανίζουν αυξημένη αγχώδη συμπεριφορά,  

συμπληρώνουν τις μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί τόσο σε τρωκτικά, όσο και σε 

ανθρώπους και έχουν δείξει ότι στα θηλυκά άτομα χαρακτηρίζονται συναισθη ματικές 

διαταραχές, όπως π.χ. αγχώδεις διαταραχές και κατάθλιψη, με πολύ μεγαλύτερη συχνότητα 

σε σύγκριση με αρσενικά άτομα (Paletta et al., 2018).  

Όταν η δοκιμασία L/D πραγματοποιήθηκε 24 ώρες μετά την εμπειρία του στρες περιορισμού 

δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στο χρόνο παραμονής των μυών καμίας ομάδας στο σκοτεινό 

πεδίο της συσκευής. Στη βιβλιογραφία δεν υπάρχουν αντίστοιχες μελέτες που να αφορούν την 

επιμονή των επιπτώσεων του στρες περιορισμού 24 ώρες μετά την εφαρμογή του.  

Υπάρχουν πολλά δεδομένα τα οποία σχετίζουν τη ρύθμιση της έκφρασης των γονιδίων του 

συστήματος CRF άμεσα από τα οιστρογόνα και υποδεικνύουν ένα μηχανισμό ο οποίος 

υποστηρίζει το φυλετικό διμορφισμό της απόκρισης του στρες και της επικράτησης της 

ψυχοπαθολογίας που σχετίζεται με το άγχος στις γυναίκες (Vamvakopoulos & Chrousos, 1993). 

Αν και δεν είναι ξεκάθαρος ο ρόλος των ορμονών του κύκλου στις επιπτώσεις του στρες, και 

πολλές φορές τα αποτελέσματα των μελετών παρουσιάζουν αντικρουόμενα, πολλές μελέτες 

έχουν δείξει ότι, σε σύγκριση με τους αρσενικούς αρουραίους, οι θηλυκοί έχουν υψηλότερα 

επίπεδα γλυκοκορτικοειδών μετά από έκθεση σε στρεσσογόνα και αυτό φαίνεται να 

εξαρτάται από τις ορμόνες του κύκλου των θηλυκών (Galea et al., 1997, Seale et al., 2004a, b).  

Από τη μελέτη μας μπλοκάροντας τους υποδοχείς των γλυκοκορτικοειδών (GRs), μέσω της 

χορήγησης του ανταγωνιστή μιφεπριστόνη, σε θηλυκούς μύες που υπεβλήθησαν σε οξύ 

στρες, δεν βελτιώθηκε η έκφραση αγχώδους συμπεριφοράς που είχε παρατηρηθεί λόγω του 

στρες περιορισμού στα θηλυκά ζώα. Αυτό το αποτέλεσμα πιθανόν σχετίζεται με το σημαντικό 

ρόλο στην εμφάνιση αγχώδους συμπεριφοράς στα άτομα, ενός άλλου συστήματος που 



 136 

χαρακτηρίζεται από έντονο φυλετικό διμορφισμό, το σύστημα των κατεχολαμινών. Η 

περιοχή του υπομέλανος τόπου (coeruleus locus-LC), συμμετέχει στη ρύθμιση των επίπεδων 

διέγερσης απελευθερώνοντας νορεπινεφρίνη (NE) στις περιοχές του πρόσθιου εγκεφάλου, 

έχει φανεί ότι εμφανίζει έντονη διαφοροποίηση στη λειτουργία και τη σηματοδότηση της 

μεταξύ των φύλων (Gary Aston-Jones & Jonathan D Cohen, 2005; Berridge & Waterhouse, 

2003). Παράλληλα, υπάρχουν ενδείξεις ότι ο LC, είναι στόχος υπερέκκρισης CRF σε ασθενείς 

με κατάθλιψη (Austin et al., 2003). Επιπλέον, έχει φανεί ότι διάφοροι υποτύποι καταθλιπτικής 

διαταραχής, που φέρουν έντονα συμπτώματα υπερδιέγερσης, αποδίδονται σε μια 

συνδυαστική κατάσταση υψηλής έκφρασης CRF και υψηλής απελευθέρωσης NE (Gold & 

Chrousos, 2002; Gold & Chrousos, 1999; Koob, 1999). Αυτές οι μελέτες, μαζί με υψηλότερα 

ποσοστά ψυχιατρικών διαταραχών που σχετίζονται με το στρες στις γυναίκες, έχουν οδηγήσει 

στη βασική έρευνα που αποκαλύπτει αυξημένη νευρωνική ευαισθησία του γυναικείου LC στο 

CRF και τους μηχανισμούς του συστήματος CRF (Bangasser et al., 2010; Bangasser et al., 2013; 

Curtis et al., 2006).  

 

8.3 Τροποποιήσεις στον άξονα ΥΥΕ & η επίδραση τους στη μνήμη χρονικής 

σειράς σε αρσενικούς και θηλυκούς ενήλικους μύες 
 

Μετά το 2ώρο στρες περιορισμού, στη δοκιμασία TOR, ελέγχθηκε η ικανότητα διάκρισης του 

παλαιότερου αντικειμένου, που πρέπει να παρουσιάζει και το μεγαλύτερο ενδιαφέρον για τα 

τρωκτικά, από το σχετικά πρόσφατο αντικείμενο. Μελέτες μέχρι στιγμής δείχνουν ότι το οξύ 

στρες ενισχύει την κλασσική συνειρμική μνήμη (Joëls et al., 2006; Yuen et al., 2009), καθώς και 

τον σχηματισμό συναισθηματικών μνημών στον ιππόκαμπο (Myers et al., 2014). Όσον αφορά 

σε μελέτες που σχετίζονται με την περιοχή του PFC, όπως η μνήμη εργασίας και η δοκιμασία 

του TOR, έχει φανεί ότι το οξύ στρες μπορεί να έχει, τόσο ευεργετικά (Musazzi et al., 2019; Yuen 

et al., 2009), όσο και επιζήμια αποτελέσματα (Musazzi et al., 2019; Uribe-Mariño et al., 2016). 

Τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι μόνο οι αρσενικοί μύες οι οποίοι υπεβλήθησαν στη 

συνθήκη του στρες παρουσίασαν μειωμένη ικανότητα διάκρισης στη δοκιμασία του TOR, 

οπότε προκύπτει ότι μόνο στα αρσενικά ζώα το στρες περιορισμού δημιουργεί ελλείματα στη 

μνήμη χρονικής σειράς και αυτό συνεπάγεται με γνωστικά ελλείματα. Αυτά τα αποτελέσματα 

έρχονται σε αντίθεση με μελέτες που δείχνουν ότι το έντονο στρες συμβάλλει στη βελτίωση 

της μνήμης εργασίας (Yuen et al., 2009) , αλλά αυτή η μελέτη αφορά έφηβους αρουραίους. Σε 

προηγούμενες μελέτες έχει φανεί ότι, τόσο η μνήμη εργασίας, όσο και η απόδοση στη 

δοκιμασία του TOR διαφέρουν μεταξύ των εφήβων και των ενήλικων μυών (Konstantoudaki 
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et al., 2018). Επομένως, είναι πιθανό ότι το στρες περιορισμού έχει διαφορετικά αποτελέσματα 

σε ότι αφορά έφηβα και ενήλικα άτομα . Παράλληλα, όπως φάνηκε και από τη μελέτη μας, το 

οξύ στρες περιορισμού έχει διαφορετικά αποτελέσματα και σε ότι αφορά τα δύο φύλα. 

Μελετώντας την επίδραση του στρες περιορισμού στις γνωστικές λειτουργίες που σχετίζονται 

με τον PFC, σε θηλυκούς ενήλικους μύες τα αποτελέσματα μας δε δείχνουν καμία επίδραση 

του στρες περιορισμού στη μνήμη χρονικής σειράς, στη δοκιμασία του TOR. Όταν οι ίδιοι 

παράγοντες μελετήθηκαν  24 ώρες μετά τη συνθήκη του στρες, παρατηρήθηκε παρόμοια 

μείωση του δείκτη διάκρισης στη δοκιμασία TOR στα αρσενικά ζώα που είχαν υποβληθεί σε 

2ώρο στρες περιορισμού, αλλά καμία διαφορά δε φάνηκε στα αντίστοιχα θηλυκά ζώα.  Αυτά 

τα αποτελέσματα έρχονται σε συμφωνία με μελέτη που έδειξε ότι 24 ώρες μετά τη συνθήκη 

του στρες παρατηρούνται ελλείματα στη μνήμη εργασίας, βέβαια η μελέτη αφορούσε μόνο 

αρσενικά ζώα (Musazzi et al., 2019). Από τα αποτελέσματα μας συνεπώς, προκύπτει ότι το 

στρες περιορισμού προκαλεί γνωστικά ελλείματα και έχει επιπτώσεις μόνο στον PFC των 

αρσενικών ενήλικων μυών, ενώ παράλληλα φαίνεται ότι το έντονο στρες δεν επηρεάζει τη 

γνωστική λειτουργία στα θηλυκά άτομα, όπως έχει φανεί και από παρόμοια μελέτη (Wei et al., 

2014).  

Σε αυτό το σημείο να αναφέρουμε ότι τα αποτελέσματα από τη μέτρηση των επιπέδων της 

κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος δε δείχνουν φυλετικές διαφορές, παρά μόνο 

παρατηρείται, όπως είναι αναμενόμενο, αυξημένα επίπεδα κορτικοστερόνη στον ορό του 

αίματος, τόσο στα αρσενικά, όσο και στα θηλυκά ζώα μετά το στρες περιορισμού, συγκριτικά 

με τις αντίστοιχες ομάδες ελέγχου τους. Παρατηρήθηκε μια τάση αυξημένων επιπέδων 

κορτικοστερόνης,  τόσο στους αρσενικούς, όσο και στους θηλυκούς μύες, οι οποίοι 

υπεβλήθησαν στη συνθήκη του στρες 24 νωρίτερα, συγκριτικά με τις αντίστοιχες ομάδες 

ελέγχου τους. Αυτά τα αποτελέσματα συνδυάζονται, με μελέτες που δείχνουν παρόμοια 

επίπεδα κορτικοστερόνης στον μετωπιαίο φλοιό αρσενικών και θηλυκών αρουραίων που 

έχουν υποβληθεί σε συνθήκη στρες (Sze et al., 2018).  

Παράλληλα, από τη συγκεκριμένη μελέτη προκύπτει ότι η χορήγηση του ανταγωνιστή 

μιφεπριστόνη σε αρσενικούς μύες, ενώ έχει ενεργοποιηθεί η απόκριση του άξονα ΥΥΕ με τη 

συνθήκη του στρες περιορισμού, βελτιώνει την επίδοση τους στη δοκιμασία του TOR. Τα 

αποτελέσματα μας υποστηρίζουν παρόμοιες μελέτες που έχουν δείξει ότι η αναστολή των 

υποδοχέων γλυκοκορτικοειδών, χρησιμοποιώντας ανταγωνιστές όπως η μιφεπριστόνη, 

φαίνεται να μπορεί να θα μπορούσε να αναιρέσει τις αρνητικές επιπτώσεις του έντονου στρες 

στη μνήμη εργασία σε αρσενικά άτομα (Yuen et al., 2009). Συμπερασματικά προκύπτει ότι, 

καθώς τα γλυκοκορτικοειδή που εκκρίνονται λόγω της απόκρισης στο στρες μπορούν να 
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διαπεράσουν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και να επηρεάσουν άμεσα λειτουργίες του PFC 

(Lupien et al., 2007), αλλά και γνωστικές λειτουργίες εξαρτώμενες από τον ιππόκαμπο 

(Finsterwald & Alberini, 2014), μπορεί η δράση ανταγωνιστών των υποδοχέων τους να 

αποτρέψει γνωστικά ελλείματα που σχετίζονται με την απόκριση του στρες, τουλάχιστον όσον 

αφορά στα αρσενικά άτομα.  

 

8.4 Τροποποιήσεις στον άξονα ΥΥΕ & επίδρασή τους στη νευρωνική 

ενεργοποίηση του προμετωπιαίου φλοιού σε αρσενικούς και θηλυκούς 

ενήλικους μύες 

Μετά το 2ώρο στρες περιορισμού, για να διερευνήσουμε τη νευροβιολογική βάση της 

φυλετικής διαφοράς που παρατήσαμε στη δοκιμασία του TOR, μελετήσαμε τη νευρωνική 

ενεργοποίηση του PFC. Το γονίδιο πρώιμης έκφρασης (IEG) c-Fos αποτελεί ένα γενικό δείκτη 

της νευρωνικής ενεργοποίησης και είναι ο πιο ευρέως χρησιμοποιούμενος λειτουργικός 

ανατομικός δείκτης ενεργοποιημένων νευρώνων στο κεντρικό νευρικό σύστημα (Kovács, 

2008). Από διάφορες μελέτες που σχετίζονται με διαφορετικές μορφές έντονου στρες, 

παρατηρήθηκαν αυξημένα επίπεδα έκφρασης του c-Fos, σε αρκετές περιοχές του εγκεφάλου, 

συμπεριλαμβανομένου και του PFC (Figueiredo et al., 2002; O'Mahony et al., 2010). Έχει φανεί 

πως η επαγόμενη από το στρες έκφραση του c-Fos mRNA στον PFC, καθώς και στην περιοχή 

του ιπποκάμπου, μπορεί να ποικίλλει ανάλογα με το φύλο και τη φάση του οιστρικού κύκλου 

(Figueiredo et al., 2002). Στη μελέτη μας, παρατηρήσαμε διαφορετική ενεργοποίηση του c-Fos 

στον PFC λόγω του στρες περιορισμού, μεταξύ αρσενικών και θηλυκών μυών. Συγκεκριμένα, 

προέκυψε σημαντικά αυξημένη έκφραση του c-Fos σε θηλυκούς μύες που έχουν υποβληθεί 

σε 2ώρο στρες περιορισμού σε σύγκριση με τους αντίστοιχους μύες της ομάδας ελέγχου. 

Αντίθετα, σε αρσενικούς μύες που είχαν υποβληθεί στη συνθήκη του στρες δεν παρατηρήθηκε 

στατιστικώς σημαντική διαφορά, σε σύγκριση με την αντίστοιχη ομάδα ελέγχου.  Οπότε 

προκύπτει ότι το στρες περιορισμού προκαλεί αυξημένη νευρωνική ενεργοποίηση στον PFC, 

μόνο στα θηλυκά άτομα.  Η μειωμένη ενεργοποίηση του PFC στους αρσενικούς μύες που 

έχουν υποβληθεί στη συνθήκη του στρες, θα μπορούσε να υποστηρίζει ή και να εξηγήσει τη 

μειωμένη απόδοση τους στη δοκιμασία του TOR. 

Από τη μελέτη μας προέκυψε ότι αρσενικά ζώα στα οποία έχει χορηγηθεί ο ανταγωνιστής 

μιφεπριστόνη πριν το 2ώρο στρες περιορισμού, είχαν σημαντικά αυξημένη έκφραση του c-

Fos στον PFC, που σημαίνει αυξημένη νευρωνική ενεργοποίηση στην περιοχή. Αυτό 
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υποστηρίζει τα προηγούμενα δεδομένα μας που αφορούν την βελτίωση των επιπτώσεων του 

στρες περιορισμού στα γνωστικά ελλείματα των αρσενικών μυών με τη χορήγηση 

μιφεπριστόνης.  

Όσον αφορά βέβαια τα θηλυκά άτομα, οι μελέτες είναι περιορισμένες και επικεντρώνονται 

κυρίως στον αντίκτυπο του χρόνιου στρες, όπου φαίνεται ότι επιδρά  με διαφορετικό τρόπο 

στις γνωστικές τους λειτουργίες. Σε αντίθεση με την εξασθενημένη γνωστική λειτουργία που 

έχει παρατηρηθεί στα αρσενικά άτομα μετά από χρόνιο στρες, τα θηλυκά τρωκτικά 

παρουσιάζουν βελτιωμένη απόδοση σε δοκιμασίες που σχετίζονται με την μνήμη μετά από 

την ίδια συνθήκη στρες. (Luine et al., 2007).  

 

8.5 Επίδραση του στρες περιορισμού στην πυκνότητα των δενδριτικών 

ακανθών στον προμετωπιαίο φλοιό αρσενικών και θηλυκών ενήλικων 

μυών 

Γενικά έχει φανεί πως η επίδραση του οξέος στρες στη μορφολογία των δενδριτών, διαφέρει 

σημαντικά σε σχέση με τις συνέπειες του χρόνιου στρες. Μελέτες στην περιοχή του 

ιπποκάμπου έχουν δείξει πως το χρόνιο στρες επηρεάζει, τόσο τη δομή, όσο και τη λειτουργία 

του ιπποκάμπου και συμβάλει στην ατροφία των πυραμιδικών νευρώνων της περιοχής CA3 

(Chen et al., 2010). Όσον αφορά στην περιοχή CA1 του ιππόκαμπου, παρατηρείται μειωμένη 

πυκνότητα των δενδριτικών ακανθών σε πυραμιδικά κύτταρα μόνο σε αρσενικούς, αλλά όχι 

σε θηλυκούς αρουραίους (McLaughlin et al., 2005). Παράλληλα έχει φανεί πως έπειτα από 

έντονο στρεσσογόνο επεισόδιο, και συγκεκριμένα της μορφής των επανειλημμένων σοκ στην 

ουρά αρουραίων, η πυκνότητα των δενδριτικών ακανθών αυξάνεται στα αρσενικά άτομα, 

αλλά μειώνεται στα θηλυκά, στην περιοχή CA1 του ιπποκάμπου (Shors et al., 2001).  

Όσον αφορά μελέτες στην περιοχή του PFC αρσενικών αρουραίων, έδειξαν ότι το χρόνιο 

στρες περιορισμού προκαλεί σύμπτυξη των δενδριτών και μείωση των δενδριτικών 

ακανθών, όπου ταυτόχρονα παρατηρούνται γνωστικά ελλείματα που σχετίζονται με τις 

παρατηρούμενες δομικές τροποποιήσεις (Qiao et al., 2016). Συγκεκριμένα, το χρόνιο στρες 

φαίνεται να μειώνει τον αριθμό και το μήκος των ακανθών των κορυφαίων (apical) δενδριτών 

σε αρσενικούς αρουραίους, αλλά οι παράμετροι αυτοί φαίνονται αυξημένες σε θηλυκούς 

αρουραίους σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου τους (Garrett & Wellman, 2009; Qiao et al., 

2016). Η επαγόμενη από το στρες αύξηση του μήκος των ακανθών του κορυφαίου δενδρίτη 

στον mPFC θηλυκών αρουραίων, φαίνεται πως εξαρτάται από την οιστραδιόλη. 
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Συγκεκριμένα, ωοθηκεκτομή με ταυτόχρονη χορήγηση οιστραδιόλης σε θηλυκά ζώα οδήγησε 

σε επαγόμενη από το στρες αύξηση στο μήκος του κορυφαίου δενδρίτη, ενώ σε ζώα με 

ωοθηκεκτομή χωρίς ταυτόχρονη χορήγηση οιστραδιόλης δεν παρατηρήθηκε αύξηση στο 

μήκος του κορυφαίου δενδρίτη (Garrett & Wellman, 2009). Τα αποτελέσματα αυτά 

συμφωνούν με μελέτες στις οποίες παρατηρείται διαφορά ανάμεσα στα φύλα, όσον αφορά 

στη μείωση των δενδριτών, και έδειξαν ότι σε  θηλυκούς αρουραίος που έχουν υποστεί 

ωοθηκεκτομή η μείωση των δενδριτών στην περιοχή CA3 του ιππόκαμπου, προκαλείται από 

το χρόνιο στρες, και είναι εξαρτώμενη από την οιστραδιόλη (McLaughlin et al., 2005). 

Είναι γνωστό ότι ο χρόνος διάρκειας εφαρμογής του στρεσσογόνου παράγοντα διαδραματίζει 

καθοριστικό ρόλο στις επιπτώσεις που θα προκαλέσει. Παράλληλα, το φύλο του 

πειραματόζωου, η φύση της συνθήκης του στρες, αλλά και η χρονική στιγμή εφαρμογής της 

πριν την παρατήρηση της επίδρασης της στα δομικά χαρακτηριστικά των νευρώνων, είναι 

παράγοντες που επηρεάζουν δραστικά τις μελετώμενες αλλαγές στην πυκνότητα των 

δενδριτκών ακανθών. 

Στη συγκεκριμένη μελέτη, παρατηρήθηκε ότι το 2ώρο στρες περιορισμού δεν μεταβάλλει την 

πυκνότητα των συνολικών ακανθών των κορυφαίων δενδριτών, ούτε σε αρσενικά, ούτε σε 

θηλυκά άτομα. Βέβαια σε τόσο σύντομο χρονικό διάστημα, μετά τη συνθήκη του στρες, θα 

ήταν δύσκολο να παρατηρηθεί διαφορά στους κορυφαίους δενδρίτες, καθώς έχει φανεί πως 

οι μεταβολές στην πυκνότητα των ακανθών είναι μια διαδικασία που απαιτεί χρόνο για να γίνει 

εμφανής (Shors et al., 2001). Παράλληλα, η συνολική πυκνότητα των δενδριτικών ακανθών 

στους δευτερογενείς δενδρίτες δε φαίνεται να επηρεάζεται από τη συνθήκη του στρες σ ε 

καμία από τις ομάδες της μελέτης. Τα αποτελέσματα μας που αφορούσαν ζώα τα οποία είχαν 

υποβληθεί στη συνθήκη του στρες 24 ώρες πριν, δεν έδειξαν και πάλι κάποια διαφορά στη 

συνολική πυκνότητα των δενδριτικών ακανθών στους κορυφαίες δενδρίτες, σε καμία από τις 

πειραματικές ομάδες. Αντίθετα, παρατηρήθηκε μείωση στη συνολική πυκνότητα των 

δευτεροταγών δενδριτών στην περιοχή του PFC, μόνο στους αρσενικούς μύες οι οποίοι 

υπεβλήθησαν στη συνθήκη του στρες. Αυτά τα αποτελέσματα είναι δυνατό να σχετίζονται με 

την επιμονή των γνωστικών ελλειμάτων που παρατηρούνται στα αρσενικά ζώα ακόμα και 24 

ώρες μετά τη συνθήκη του 2ώρου στρες περιορισμού. Αντίθετα, όσον αφορά στα θηλυκά 

άτομα παρατηρούμε ότι τόσο ο αριθμός στην πυκνότητα των δενδριτικών ακανθών τους στην 

περιοχή του PrL, όσο και η επίδοση τους στη δοκιμασία TOR δεν επηρεάζονται από το οξύ 

στρες περιορισμού.  
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Τα αποτελέσματά μας σχετίζονται με μελέτες τόσο στην περιοχή του ιπποκάμπου, όσο και του 

PFC, που υποστηρίζουν ότι το φύλο του ζώου και κατ’ επέκταση το ορμονικό περιβάλλον του, 

είναι παράγοντες που επηρεάζουν την πυκνότητα των δενδριτικών ακανθών. Συγκεκριμένα, 

ήδη σε πολύ προγενέστερες μελέτες, έχει παρατηρηθεί πως χορήγηση οιστρογόνων αυξάνει 

την πυκνότητα των δενδριτικών ακανθών στην περιοχή CA1 του ιππόκαμπου, ενώ παράλληλα 

τα επίπεδα των οιστρογόνων στην κυκλοφορία κατά τη διάρκεια του κύκλου των θηλυκών 

συσχετίζονται άμεσα με την πυκνότητα των δενδριτικών ακανθών, στην ίδια περιοχή 

(Woolley, Gould, Frankfurt, et al., 1990). Επιπλέον, τα θηλυκά άτομα που βρίσκονται στη φάση 

του προ-οίστρου φαίνεται πως έχουν μεγαλύτερη πυκνότητα δενδριτικών ακανθών στην 

περιοχή CA1 του ιπποκάμπου, σε σχέση με τα αρσενικά (Shors et al., 2001). Τόσο ο φυλετικός 

διμορφισμός, όσο και οι διαφορετικές επιδράσεις που σχετίζονται με τη διάρκεια του 

στρεσσογόνου ερεθίσματος αποτελούν συνθήκη και στην περιοχή του προμετωπιαίου φλοιού 

αρσενικών και θηλυκών τρωκτικών. Σε άλλες μελέτες έχει φανεί πως σε θηλυκούς 

αρουραίους, η επαγόμενη από στρες αναδιαμόρφωση των δενδριτών σε νευρώνες του mPFC 

που προβάλουν στην αμυγδαλή έδειξε αυξημένο μήκος και αύξηση των διακλαδώσεων σε 

θηλυκά άτομα που τους έχει πραγματοποιηθεί ωοθηκεκτομή και υπεβλήθησαν σε θεραπεία 

με οιστρογόνα, αλλά όχι σε ζώα που τους έχει πραγματοποιηθεί ωοθηκεκτομή και δεν έχουν 

υποβληθεί σε θεραπεία με οιστρογόννα (Shansky et al., 2010). 

 

8.6 Τροποποιήσεις στον άξονα ΥΥΕ & η επίδρασή τους στη συναπτική 

πλαστικότητα του προμετωπιαίου φλοιού αρσενικών και θηλυκών 

ενήλικων μυών 

Είναι γνωστό ότι η γλουταμινεργική νευροδιαβίβαση επηρεάζεται άμεσα από την απόκριση 

του στρες. Παράλληλα, διάφορες μελέτες σχετίζουν πολλούς παράγοντες, όπως ο τύπος του 

στρες, η φάση της απόκρισης στο στρες, η περιοχή μελέτης, ο τύπος LTP και το ιστορικό του 

οργανισμού καθορίζουν την δυνητική επαγωγή του LTP.  

Σε αυτή τη μελέτη πραγματοποιήθηκαν ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές σε φέτες του PFC 

αρσενικών και θηλυκών ενήλικων μυών μετά από 2ώρο στρες περιορισμού. Το 2ώρο στρες 

περιορισμού δεν επηρεάζει τις βασικές ιδιότητες της συναπτικής διαβίβασης των νευρώνων 

του PFC με μεταβλητή ένταση του σήματος ερεθισμού, καθώς δεν παρατηρήθηκαν 

διαφοροποιήσεις μεταξύ των ομάδων των αρσενικών και θηλυκών μυών. Μελέτες έχουν 

δείξει ότι το στρες περιορισμού, σε έφηβους αρσενικούς μύες, είχε ως αποτέλεσμα αυξημένα 
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διεγερτικά μετασυναπτικά ρεύματα στους πυραμιδικούς νευρώνες της στοιβάδας V του PFC 

στρώματος (Yuen et al., 2009). Παράλληλα έχει φανεί ότι το οξύ στρες αυξάνει τον αριθμό των 

συναπτικών κυστιδίων που είναι διαθέσιμα για απελευθέρωση σε γλουταμινεργικούς 

πυραμιδικούς νευρώνες του PFC σε αρσενικούς αρουραίους (Treccani et al., 2014). Τα 

αποτελέσματά μας δείχνουν ότι το 2ώρο στρες περιορισμού μειώνει σημαντικά την επαγωγή 

LTP στη στοιβάδα II του mPFC, μόνο σε αρσενικούς μύες, και επίσης παρέμεινε μειωμένη η 

επαγωγή LTP  ακόμη και 24 ώρες μετά τη συνθήκη του στρες. Και σε αυτή την περίπτωση η 

επαγωγή LTP στη στοιβάδα II του mPFC θηλυκών ζώων δεν επηρεάζεται από την 

ενεργοποίηση του άξονα ΥΥΕ, μέσω του στρες περιορισμού.  

Προηγούμενες μελέτες στις περιοχές της αμυγδαλής (basolateral και central amygdala) και του 

ιπποκάμπου έχουν δείξει πως ενεργοποίηση των CRFR1, είτε από την επίδραση στρεσσογόνων 

ερεθισμάτων, είτε από χορήγηση του παράγοντα CRF, οδηγεί σε αύξηση της LTP στις περιοχές 

της αμυγδαλής και αυξημένη διεγερσιμότητα των νευρώνων, καθώς και ενισχυμένη 

συναπτική πλαστικότητα στην περιοχή του ιπποκάμπου (Aldenhoff et al., 1983; Blank et al., 

2002; Pollandt et al., 2006; Refojo et al., 2011; Wang et al., 1998). Αντίθετα, αναστολή των CRFR1 

στην περιοχή της βασοπλευρικής αμυγδαλής προκαλεί μείωση, της επαγώμενης από τον 

παράγοντα CRF, LTP (Refojo et al., 2011). Ο παράγοντας CRF, σε διάφορες περιοχές όπως η 

αμυγδαλή και ο ιππόκαμπος, μπορεί να προκαλέσει LTP (Pollandt et al., 2006; Wang et al., 1998) 

ή να ενισχύσει το μέγεθος της LTP που επάγεται με άλλες διαδικασίες (Pollandt et al., 2006), 

και πως η επαγώμενη από τον CRF LTP εξαρτάται από τους υποδοχείς CRFR1 και εμπλέκει το 

μονοπάτι της ΡΚΑ (Joëls et al., 2006).  

Στη μελέτης μας, πραγματοποιήσαμε  ηλεκτροφυσιολογικές καταγραφές σε φέτες του PFC 

αρσενικών και θηλυκών ενήλικων μυών οι οποίες είχαν επωαστεί με τον παράγοντα CRF και 

μελετήσαμε την επαγωγή LTP. Από τα αποτελέσματα μας προκύπτει μειωμένη επαγωγή LTP 

στον PFC μόνο στα αρσενικά άτομα, ενώ στα θηλυκά ο παράγοντας CRF δεν έχει καμία 

επίδραση στην επαγωγή LTP. Και σε αυτή την περίπτωση γίνεται αντιληπτός ο φυλετικός 

διμορφισμός της επίπτωσης της ενεργοποίησης του άξονα ΥΥΕ, στην επαγωγή LTP στον PFC. 

Για να διερευνηθεί η συμμετοχή των CRFRs τόσο στην επαγωγή LTP στον PFC, όσο και στο 

φυλετικό διμορφισμό που τη χαρακτηρίζει, μελετήθηκε ο ανταγωνισμός των CRFRs, 

χρησιμοποιώντας το μη-ειδικό ανταγωνιστή α-Ηelical CRF9-41, σε τομές PFC κατά τη διάρκεια 

των ηλεκτροφυσιολογικών καταγραφών. Σε αυτή την περίπτωση παρατηρήθηκαν διαφορές 

στη συναπτική πλαστικότητα του προμετωπιαίου φλοιού, υπό την επίδραση του α-Helical 

CRF9-41, σε αρσενικούς και θηλυκούς μύες σε σύγκριση με τις αντίστοιχες αποκρίσεις της 

φυσιολογικής συνθήκης, χωρίς την επίδραση του ανταγωνιστή. Στους αρσενικούς μύες η 
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επαγωγή του LTP φαίνεται μειωμένη υπό την επίδραση του ανταγωνιστή των CRFRs, σε 

σύγκριση την αντίστοιχη φυσιολογική συνθήκη. Σε αντίθεση με τα αποτελέσματα των 

θηλυκών μυών, όπου δε φαίνεται να επηρεάζει με κάποιο τρόπο την επαγωγή LTP η επίδραση 

του a-Helical CRF9-41 στις τομές PFC. 

Ένα επιπλέον σημείο ελέγχου του άξονα ΥΥΕ είναι εκείνο που αφορά στα γλυκοκορτικοειδή. 

Όσον αφορά την περιοχή του PFC, μελέτες έδειξαν ότι τα γλυκοκορτικοειδή αυξάνουν 

απότομα την γλουταμινεργική παραγωγή στον μέσω προμετωπιαίο φλοιό (mPFC) σε έφηβους 

αρσενικούς αραουραίους (Sanacora et al., 2012). Παράλληλα, μελέτες in vivo στον mPFC 

έδειξαν αυξημένη συγκέντρωση, εξωκυτταρικά, γλουταμικού μετά από οξύ στρες (Bagley & 

Moghaddam, 1997; Hascup et al., 2010; Moghaddam, 1993) . Συγκεκριμένα, έχει φανεί πως 

στιγμιαίο οξύ ηλεκτρικό σοκ στο πόδι (foot shock ) αυξάνει εκπολωτικά την απελευθέρωση 

γλουταμικού, σε απομονωμένα συναπτοσώματα μέσω ενός μηχανισμού που εξαρτάται από 

τους GRs, και αυξάνει το μέγεθος (amplitude) των διεγερτικών μετασυναπτικών ρευμάτων 

(EPSCs) σε πυραμιδικούς νευρώνες του mPFC (Musazzi et al., 2010). Σε έφηβους αρσενικούς 

αρουραίους, το οξύ στρες φαίνεται να αυξάνει επίσης NMDA και AMPA διεγερτικά ρεύματα, 

μέσω up-regulating της έκφρασης αυτών των υποδοχέων στη μετασυναπτική μεμβράνη 

(μέσω κινασών που επάγονται τα γλυκοκορτικοειδή) (Yuen et al., 2009; Yuen et al., 2011) Τα 

αποτελέσματα μας έδειξαν ότι η επώαση με κορτικοστερόνη μπλοκάρει την επαγωγή LTP 

μόνο στον PFC των αρσενικών μυών, ενώ δεν έχει καμία επίδραση στην αντίστοιχη επαγωγή 

LTP σε θηλυκούς μύες.  

Οι υπάρχουσες μελέτες υποδηλώνουν ότι το οξύ στρες ενεργοποιεί τους νευ ρώνες του mPFC, 

επιτρέποντας την ενεργοποίηση των συνδεδεμένων με τον mPFC περιοχών. Πολύ λίγες 

μελέτες έχουν μελετήσει την ανασταλτική νευροδιαβίβαση μετά από άμεση εφαρμογή 

κορτικοστερόνης. Μια μελέτη σε αρσενικά τρωκτικά, στη στοιβάδα V του PFC, έδειξε ότι η 

κορτικοστερόνη μείωσε τα μικροσκοπικά (miniature) IPSCs και αύξησε την αναστολή 

συζευγμένων παλμών, υποδηλώνοντας ότι η οξεία έκθεση σε γλυκοκορτικοειδή αναστέλλει 

τη γλουταμινεργική νευροδιαβίβαση εξόδου από στην περιοχή του mPFC (Hill et al., 2011). Στη 

μελέτη μας παρατηρήσαμε μειωμένα sIPSCs σε πυραμιδικούς νευρώνες της στοιβάδας II σε 

τομές PFC θηλυκών μυών που έχουν επωαστεί με κορτικόστερόνη, σε σύγκριση με την 

αντίστοιχη ομάδα ελέγχου. Ενώ δεν παρατηρήσαμε διαφορές στην αντίστοιχη συνθήκη σε 

αρσενικούς μύες. Παράλληλα οι ομάδα των Sze et al.(Sze et al., 2018), έχουν παρατηρήσει 

φυλετικό διμορφισμό στη διαμόρφωση των ανασταλτικών σηματοδοτικών μονοπατιών. 

Συγκεκριμένα, παρατήρησαν ότι το στρες  προκάλεσε αυξημένη αναστολή των CRF-

νευρώνων στην περιοχή του PVN σε θηλυκούς αρουραίους μόνο, που θα μπορούσε να 



 144 

συμβάλει σε φυλετικές διαφοροποιήσεις που παρατηρούνται κατά την ενεργοποίηση του 

άξονα ΥΥΕ στην απόκριση του στρες.  

Η επίδραση της κορτικοστερόνης μειώνει την επαγωγή LTP στον PFC αρσενικών μυών και 

παράλληλα μειώνει την ανασταλτική νευροδιαβίβαση στο PFC. Αυτό θα μπορούσε να 

αποτελεί ένα προστατευτικό μηχανισμό του PFC των θηλυκών απέναντι στην επιπτώσεις της 

ενεργοποίησης του άξονα ΥΥΕ. Βέβαια, δεν έχει εξακριβωθεί το κατά πόσο η μειωμένη 

αναστολή συμβάλλει στην ενισχυμένη διεγερσιμότητα του mPFC (Myers et al., 2014), κάτι που 

παρατηρήσαμε μέσα από τη μελέτη μας και αφορά στον mPFC των θηλυκών μυών.  

Συγκεντρωτικά παρατηρήσαμε στα αρσενικά άτομα, ελλείματα σε γνωστικές λειτουργίες που 

διαμεσολαβούνται από τον PFC, συγκεκριμένα στη μνήμη χρονικής σειράς, που οφείλονται σε 

έντονη ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα και επιμένουν για τουλάχιστον 24 ώρες μετά τη συνθήκη 

του στρες. Οι συνέπειες της απόκρισης του στρες φαίνεται να «διορθώνονται» μέσω του 

ανταγωνισμού των υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών, με τη χορήγηση μιφεπριστόνης πριν 

τη συνθήκη του στρες.  

Παράλληλα, παρατηρήσαμε μειωμένη επαγωγή LTP στη στοιβάδα II του PFC των αρσενικών 

ατόμων, λόγω της έντονης ενεργοποίησης του ΥΥΕ άξονα, που επίσης και σε αυτή την 

περίπτωση φαίνεται να παραμένει για τουλάχιστον 24 ώρες μετά τη συνθήκη του στρες.  

Ταυτόχρονα, παρατηρήσαμε ότι μειωμένη επαγωγή LTP στη στοιβάδα II του PFC των 

αρσενικών ατόμων, προκαλείται τόσο ενεργοποιώντας τον άξονα ΥΥΕ τόσο μέσω του 

παράγοντα CRF όσο και της κορτικοστερόνης. Αντίθετα, στα θηλυκά ζώα ο PFC φαίνεται να 

μην επηρεάζεται από τη συνθήκη του στρες, αλλά και από τους διαμεσολαβητές του στρες 

(CRF ή κορτικοστερόνη).  

Καθώς, τα στοιχεία που σχετίζονται με τα παρατηρούμενα αποτελέσματα των θηλυκών μυών 

είναι ιδιαίτερα περιορισμένα, οι διαφορές που παρατηρήθηκαν στη συναπτική πλαστικότητα 

του PFC μεταξύ αρσενικών και θηλυκών μυών, πιθανολογείται πως σχετίζεται άμεσα με 

διαφορές που παρατηρούνται στην πρόσδεση και σηματοδότηση μέσω του υποδοχέα CRF1 

σε αρσενικά και θηλυκά άτομα (Bangasser et al., 2010). Μέσω αυτής της υπόθεσης η 

παρατηρούμενη μείωση στην LTP των αρσενικών μυών είτε λόγω ενεργοποίησης του 

συστήματος CRF, είτε λόγω μπλοκαρίσματος του συστήματος CRF, είναι δυνατό να οφείλεται 

στην υπερενεργοποίηση του CRFR1 υποδοχέα στην μια περίπτωση και στην εξάλειψη του στην 

άλλη περίπτωση. Αυτό πιθανό να έχει ως συνέπεια με βάση τη μελέτη των Bangasser et al., την 

ενεργοποίηση ενός μηχανισμού σε αρσενικά -αλλά όχι θηλυκά- ζώα από υψηλές δόσεις του 
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παράγοντα CRF (Bangasser et al., 2013). Αυτός ο μηχανισμός υποστηρίζει πως στα αρσενικά 

άτομα στα οποία φαίνεται πως ο CRFR1 προτιμά το σηματοδοτικό μονοπάτι της β-αρρεστίνης, 

το οποίο καταλήγει σε ενδοκυττάρωση των υποδοχέων (Bangasser & Wicks, 2017) . Έτσι 

υποθέτουμε πως στα αρσενικά άτομα με υπερενεργοποίηση του συστήματος CRF έχει 

οδηγήσει σε ενδοκυττάρωση των CRFR1 υποδοχέων και κατά συνέπεια σε μειωμένη 

επαγώμενη από το CRF LTP στους αρσενικούς μύες.  

Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με μελέτες που προτείνουν μια σχέση που 

χαρακτηρίζεται ως «μοντέλο ανεστραμμένου  U» μεταξύ της ενεργοποίησης του άξονα ΥΥΕ 

και της επαγωγής του LTP και κατ’ επέκταση της γνωστικής λειτουργίας. Αυτό το μοντέλο 

προτείνει ότι, τόσο σε πολύ χαμηλά, όσο και σε πολύ υψηλά επίπεδα γλυκοκορτικοειδών δεν 

παρατηρείται επαγωγή LTP, ενώ παρατηρείται μειωμένη γνωστική λειτουργία. Αλλά αυτή η 

υπόθεση δεν αποτελεί τη συνθήκη που ισχύει για τα θηλυκά άτομα. Αντίθετα στα θηλυκά 

άτομα φαίνεται πως υπάρχει ένας μηχανισμός που προστατεύει τις λειτουργίες του PFC, υπό 

την επίδραση οξέος στρες.   

 

8.7 Ο παράγοντας του φύλου  

Όπως φαίνεται από τα παραπάνω δεδομένα, είναι πολλά τα στοιχεία που δεν είναι γνωστά και 

σχετίζονται, τόσο με διαφοροποιήσεις σχετιζόμενες με το φύλο, αλλά όσο και με δεδομένα 

που εμπλέκουν κυρίως λειτουργίες και διαταραχές στα θηλυκά άτομα. Αυτό το γεγονός 

οφείλεται σε δύο βασικά στοιχεία, το πρώτο είναι η συμμετοχή των ορμονών του κύκλου των 

θηλυκών σε πολλά συστήματα, και ο σχετικά αδιευκρίνιστος ρόλος του σε πολλά από αυτά. Το 

δεύτερο, και ιδιαίτερα βασικό πρόβλημα, είναι η μέχρι πρότινος προτίμηση των αρσενικών 

ατόμων στην έρευνα. Αυτό δημιούργησε μεγάλα θέματα καθώς με αυτόν τον τρόπο 

εξαλείφθηκαν οι διαφοροποιήσεις ανάμεσα σε αρσενικά και θηλυκά άτομα, τόσο σε μοριακό, 

όσο και σε συμπεριφορικό επίπεδο, και εγκαθιδρύθηκε, ως πρότυπο ελέγχου, ένα πρότυπο 

που αντιστοιχεί στην έκφραση του αρσενικού φύλου. Έτσι παρατηρούνται πολύ συχνά 

διαφοροποιήσεις λειτουργικές ή συμπεριφορικές, από αυτό το πρότυπο ελέγχου, σε θηλυκά 

άτομα οι οποίες μπορεί εν μέρη να οφείλονται στη έκφραση του θηλυκού φαινοτύπου, και όχι 

στην έκφραση/ή μη κάποιου παθολογικού φαινοτύπου. Στη μελέτη μας σε μια προσπάθεια 

κατανόησης των φυλετικών διαφοροποιήσεων που παρατηρήθηκαν, ως πρώτη προσέγγιση 

είχαμε τη μελέτη της συμμετοχής του κύκλου στα αποτελέσματα μας.   
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8.8 Η επίδραση του κύκλου του οίστρου στις λειτουργίες του 

προμετωπιαίου φλοιού  

Ο κύκλος των θηλυκών μυών παρακολουθήθηκε και τα ζώα ομαδοποιήθηκαν σε 2 

κατηγορίες, στη φάση του προίστρου και τη φάση του οίστρου, καθώς εκεί εντοπίζεται η 

μεγάλη διαφορά στα επίπεδα των οιστρογόνων. Όπως έχει αναφερθεί, μελέτες έχουν 

υποθέσει την πιθανή ρύθμιση της έκφρασης των γονιδίων CRF άμεσα από τα οιστρογόνα 

(Vamvakopoulos & Chrousos, 1993) και κατ’ επέκταση την ικανότητα των οιστρογόνων να 

ενισχύουν την πλαστικότητα που προκαλείται από την απόκριση του άξονα του στρες (Seale 

et al., 2004). Όπως είναι γνωστό, η φάση του προ-οίστρου χαρακτηρίζεται από υψηλή 

συγκέντρωση οιστρογόνων, ενώ κατά τη φάση του οίστρου η συγκέντρωσή τους μειώνεται 

αρκετά. Στη μελέτη μας, τόσο ζώα από που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού και 

βρίσκονται στη φάση του προίστρου, όσο και τα αντίστοιχα ζώα της φάσης του οίστρου, δεν 

παρουσιάζουν διαφορές στο δείκτη διάκρισης στη δοκιμασία του TOR. Αντίστοιχα ήταν και τα 

αποτελέσματα που αφορούσαν τις ομάδες ελέγχου. Οπότε από τη συγκεκριμένη μελέτη  δεν 

προκύπτει διαφοροποίηση της γνωστικής λειτουργίας, που σχετίζεται με τον προμετωπιαίο 

φλοιό, εξαρτώμενη από τη συγκέντρωση των οιστρογόνων.   

Παρόμοια αποτελέσματα είχαμε και όταν μελετήσαμε τη συσχέτιση της φάσης του οιστρικού 

κύκλου με την επαγωγή της LTP στον PFC. Τόσο μύες που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες 

περιορισμού, και βρίσκονται στη φάση του προίστρου, όσο αντίστοιχα ζώα στη φάσης του 

οίστρου, δεν παρουσιάζουν διαφορές στα βασικά επίπεδα της συναπτικής απόκρισης. 

Αντίστοιχα αποτελέσματα προέκυψαν και από τη μελέτη στα ζώα των ομάδων ελέγχου. 

Οπότε και στη συγκεκριμένη περίπτωση, δε φαίνεται να επηρεάζει η συγκέντρωση των 

οιστρογόνων τα βασικά επίπεδα της συναπτικής απόκρισης στον PFC. Τα υπόλοιπα πειράματα 

της μελέτης συνεχίστηκαν χωρίς να παρακολουθείται η φάση του οιστρικού κύκλου.  

Να σημειωθεί σε αυτό το σημείο ότι όλα τα πειράματα μας πραγματοποιούνταν συγκεκριμένη 

ώρα νωρίς το πρωί μέχρι τις 11π.μ.. Τα αποτελέσματά μας είναι πιθανό να σχετίζονται με 

μελέτες έχουν δείξει ότι το στάδιο του οιστρικού κύκλου δεν επηρεάζει τη βασική έκκριση 

κορτικοστερόνης ή την απόκριση της κορτικοστερόνης, μετά από κολυμβητικό στρες, όταν η 

δειγματοληψία πραγματοποιείται το πρωί (Sze et al., 2018). Οπότε, μπορεί να είναι αυτός ο 

λόγος που δεν παρατηρούνται διαφορές που να σχετίζονται με τα επίπεδα των οιστρογόνων 

υπό την επίδραση του στρες σε λειτουργίες του PFC.   
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Βέβαια, η ύπαρξη πολλών διαφορετικών ορμονών στο θηλυκό φύλο, καθιστά ιδιαίτερα 

δύσκολη την εξακρίβωση των μηχανισμών σε θηλυκά άτομα, επειδή κάθε ορμόνη μπορεί να 

δράσει μέσω πολυάριθμων διαφορετικών σηματοδοτικών οδών (Seale et al., 2004). 

Παράλληλα, υπάρχει ερευνητικό κενό στην επίδραση των στεροειδών ορμονών του φύλου 

στην ανάπτυξη και τη διαμόρφωση του εγκεφάλου και των νευρωνικών και φυσιολογικών 

του κυκλωμάτων, ενώ είναι πολύ σημαντικές μελέτες που δείχνουν την αλληλεπίδραση 

ορμονών του φύλου με περιβαλλοντικούς και γενετικούς παράγοντες στα διάφορα 

αναπτυξιακά στάδια.  

 

8.9 Χ-χρωμόσωμα  

Οι διαφοροποιήσεις που σχετίζονται με το φύλο στα μέχρι τότε αποτελέσματά μας οδήγησαν 

στη μελέτη του, κατά πόσο είναι πιθανό αυτές να σχετίζονται με το χρωμόσωμα Χ. Η λογική 

αυτού ήταν η πιθανότητα να εντοπιστεί κάποιο γονίδιο το οποίο είτε θα σχετίζεται με κάποιο 

τρόπο με την απόκριση του στρες, είτε με τη συναπτική πλαστικότητα και κατ’ επέκταση τις 

γνωστικές λειτουργίες.  

Μετά από βιβλιογραφική και βιοπληροφορική έρευνα (Ensembl genome browser 106, EMBL-

EBI) εντοπίσαμε τη συναπτοφυσίνη ανήκει στην κατηγορία γονιδίων που είναι συνδεδεμένα 

με το χρωμόσωμα-Χ και εκφράζεται στον PFC των μυών. Η συναπτοφυσίνη αποτελεί δομική 

μεμβρανική πρωτεΐνη και διαδραματίζει ένα μεγάλο αριθμό διαφορετικών ρόλων, όπως το 

σχηματισμό συνάψεων και τη ρύθμισης της συναπτικής διαβίβασης στα νευρωνικά 

κυκλώματα, ενώ εντοπίζεται στα προσυναπτικά κυστίδια όλων των νευρώνων. Και 

παρατηρήσαμε, με τη βοήθεια βάσεων-δεδομένων, ότι αποτελεί ένα από τα γονίδια που 

ξεφεύγουν της αποσιώπησης του χρωμοσώματος-Χ. Για την ακρίβεια αποτελεί ένα από τα έξι 

που εντοπίστηκαν στον εγκέφαλο μυός τα οποία ξεφεύγουν της αποσιώπησης.  

Από τα αποτελέσματα μας δεν προέκυψαν διαφοροποιήσεις στα επίπεδα έκφρασης της 

συναπτοφυσίνης στον PFC αρσενικών και θηλυκών μυών οι οποίοι έχουν υποβληθεί σε 2ώρο 

στρες περιορισμού και στις αντίστοιχες ομάδες ελέγχου τους. Οπότε με βάση την πληροφορία 

που αφορά την συναπτοφυσίνη, το γεγονός δηλαδή ότι ξεφεύγει της αποσιώπησης του Χ-

χρωμοσώματος και σε συνδυασμό με το φυλετικό διμορφισμό που παρατηρήσαμε στην 

επαγωγή LTP μετά από 2ώρο στρες περιορισμού ελέγξαμε αν παρατηρείται τυχόν 

διαφοροποίηση κατά την απελευθέρωση κυστιδίων σε προ-συναπτικό επίπεδο, στον PFC 

θηλυκών και αρσενικών μυών. 
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Τα αποτελέσματά μας δεν έδειξαν διαφορές στο πρότυπο απελευθέρωσης νευροδιαβιβαστή 

στον PFC αρσενικών και θηλυκών μυών , καθώς δεν παρατηρήθηκαν στατιστικώς σημαντικές 

διαφορές στην PPR σε αρσενικά και θηλυκά ζώα που έχουν υποβληθεί σε 2ώρο στρες 

περιορισμού, σε καμία από τις συχνότητες που εφαρμόζονται οι συζευγμένοι παλμοί. 

 

8.10 Φύλο & Μετασυναπτικοί μηχανισμοί 

Ο φυλετικός διμορφισμός που παρατηρήθηκε στη συγκεκριμένη μελέτη αφορούσε τόσο στα 

γνωστικά ελλείματα έπειτα από στρες περιορισμού, όσο και στην επαγωγή του LTP στον PFC. 

Καθώς δεν εντοπίσαμε διαφοροποιήσεις, ούτε στην επίδραση του οιστρικού κύκλου, ούτε σε 

σχέση με τη συναπτοφυσίνη του χρωμόσωμα Χ και την κυστιδιακή απελευθέρωση στον PFC, 

ανατρέξαμε στο ρόλο των μετασυναπτικών μηχανισμών, καθώς στους μετασυναπτικούς 

μηχανισμούς που μελετήσαμε δεν παρατηρήσαμε κάποια φυλετική διαφοροποίηση. Έχει 

φανεί ότι ο υποδοχέα NMDA έχει βασικό ρόλο στη μακρόχρονη συναπτική ενδυνάμωση, ενώ 

παράλληλα μελέτες έχουν δείξει διαφοροποιήσεις των επιπέδων της έκφρασης του NMDA 

υποδοχέα κατά την επαγωγή του LTP μεταξύ αρσενικών και θηλυκών ατόμων. Μελετήθηκε 

η έκφραση των υπομονάδων του NMDA υποδοχέα στον PFC αρσενικών και θηλυκών μυών 

που έχουν υποστεί 2ώρο στρες περιορισμού και της ομάδας ελέγχου. Συγκεκριμένα 

μελετήθηκε η έκφραση της υπομονάδας NR2A, η οποία είναι γνωστό ότι εμπλέκεται άμεσα 

στην επαγωγή του LTP. Προέκυψε ότι τα επίπεδα έκφρασης της υπομονάδας NR2A στον PFC 

θηλυκών ζώων που έχουν υποβληθεί στη συνθήκη του στρες φαίνεται να παρουσιάζουν μια 

αυξημένη τάση σε σχέση με τα επίπεδα της έκφρασης της ομάδας, ενώ αντίθετα στα αρσενικά 

ζώα δεν παρατηρείται διαφοροποίηση. Τα αποτελέσματα μας αυτά έρχονται σε ακολουθία με 

τα έως τώρα αποτελέσματα των θηλυκών μυών που έχουν υποβληθεί στο 2ώ ρο στρες 

περιορισμού και αφορούν την αυξημένη νευρωνική ενεργοποίηση στον PFC, και την 

«προστασία» τόσο των γνωστικών λειτουργιών, όσο και της επαγωγής του LTP από τις 

επιπτώσεις το στρες περιορισμού. 

Τα αποτελέσματα αυτά αντικρούουν προηγούμενες μελέτες που όμως εστιάζουν στα επίπεδα 

των NMDA υποδοχέων, μετά την επίδραση του στρες, στον ιππόκαμπο αρσενικών ατόμων. 

Πιο ειδικά, στον ιππόκαμπο, το χρόνιο στρες φαίνεται να ενισχύει την έκφραση των 

υπομονάδων NR1, NR2A και NR2B και άρα τον αριθμό των NMDA υποδοχέων (Calabrese et 

al., 2012).  

Συμπερασματικά φάνηκε πως η επίδραση του 2ώρου στρες περιορισμού φαίνεται να ενισχύει 

τα επίπεδα NMDA υποδοχέων στον PFC των θηλυκών και όχι των αρσενικών ατόμων. Καθώς 
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φάνηκε και από τα αποτελέσματά μας πως η επίδραση του στρες στην έκφραση των 

υπομονάδων NMDA υποδοχέων στον PFC είναι φυλοεξαρτώμενη, και με δεδομένο ότι ήταν 

φυλοεξαρτώμενη και η επαγωγή LTP στην περιοχή, προέκυψε η υπόθεση ότι η επαγωγή LTP 

στον PFC θα μπορούσε να είναι αποτέλεσμα δράσης διαφορετικών μηχανισμών στα δύο 

φύλα.  

Παρατηρήθηκαν διαφορές στη συναπτική πλαστικότητα του PFC, υπό την επίδραση του 

ανταγωνιστή των NMDA, ΑΡ5, σε αρσενικούς και θηλυκούς μύες σε σύγκριση με τις 

αντίστοιχες αποκρίσεις της φυσιολογικής συνθήκης. Στους αρσενικούς μύες δεν παρατηρείται 

κάποια αλλαγή στα επίπεδα επαγωγής LTP υπό την επίδραση του ανταγωνιστή των NMDA 

υποδοχέων, σε σύγκριση με τα επίπεδα της LTP στη φυσιολογική συνθήκη. Σε αντίθεση με τα 

αποτελέσματα των θηλυκών μυών, όπου η επίδραση του ΑΡ5 στις τομές PFC φαίνεται να 

μειώνει τα επίπεδα επαγωγής LTP, σε σύγκριση με τα επίπεδα της LTP σε αντίστοιχες τομές 

εγκεφάλου στη φυσιολογική συνθήκη. Από αυτά τα δεδομένα, φαίνεται σε πρώτη φάση ότι 

είναι πιθανό στα δύο φύλα να ακολουθείται διαφορετικός μηχανισμούς επαγωγής LTP, με τα 

θηλυκά να προτιμούν τον NMDA-εξαρτώμενο μηχανισμό. Προηγούμενες μελέτες 

φανερώνουν την συσχέτιση των NMDA υποδοχέων με την επαγωγή LTP σε αρσενικά άτομα. 

Στην περιοχή CA3 του ιπποκάμπου φαίνεται να μην ακολουθείται ο NMDA-εξαρτώμενος 

μηχανισμός επαγωγής LTP, ενώ σε άλλες περιοχές του ιπποκάμπου, όπως οι CA1 και 

οδοντωτή έλικα, η συμμετοχή των NMDA υποδοχέων είναι εμφανής (Cooke & Bliss, 2006; 

Lüscher & Malenka, 2012).  

Από τα συγκεκριμένα πειράματα, καταλήγουμε στην υπόθεση φυλοεξαρτώμενης συμμετοχής 

των NMDA υποδοχέων στην επαγωγή LTP στον PFC. Και μάλιστα προτείνουμε ότι πιθανόν 

στα θηλυκά επάγεται LTP μέσω NMDA υποδοχέων, ενώ στα αρσενικά μέσω διαφορετικού 

μηχανισμού. Ωστόσο δεν υπάρχουν μελέτες που να αποσαφηνίζουν τον ρόλο των NMDA 

υποδοχέων στην επαγωγή LTP στα θηλυκά άτομα, παρά μόνο ενδείξεις ότι στα δύο φύλα τα 

επίπεδα έκφρασης NMDA υποδοχέων κατά την επαγωγή LTP διαφέρουν (Maren et al., 1994). 

Ενώ, λοιπόν, ο NMDA-εξαρτώμενος μηχανισμός επαγωγής LTP θεωρείται ο επικρατέστερος, 

η ισχύς αυτού φαίνεται να διαφέρει από περιοχή σε περιοχή του εγκεφάλου και ανά μεσα στα 

δύο φύλα. Η μελέτη των έδειξε ότι το στρες απομόνωσης (SIS) μπλοκάρει την επαγωγή LTP 

στον ιππόκαμπο, σε αρσενικούς αρουραίους και αντιστρέφεται αυτή η μείωση μέσω της 

κεταμίνης (ανταγωνιστής των NMDA). Αντίθετα δε φαίνεται να επηρεάζεται η επαγωγή LTP 

σε θηλυκούς αρουραίους (Logue et al., 2022).  
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Καταγραφές που πραγματοποιήθηκαν με υπό την επίδραση την επίδραση του ανταγωνιστή 

των GABAA, Βicuculline, έδειξαν διαφορές στη συναπτική πλαστικότητα του PFC, σε 

αρσενικούς και θηλυκούς μύες σε σύγκριση με τις αντίστοιχες αποκρίσεις της φυσιολογικής 

συνθήκης. Συγκεκριμένα στους θηλυκούς μύες, αυτή τη φορά, δεν παρατηρείται κάποια 

αλλαγή στα επίπεδα επαγωγής LTP υπό την επίδραση της Bicuculline, σε σύγκριση με τα 

επίπεδα της LTP στη φυσιολογική συνθήκη. Σε αντίθεση με τα αποτελέσματα των αρσενικών 

μυών, που η δράση της Bicuculline στις τομές PFC φαίνεται να αυξάνει σημαντικά τα επίπεδα 

επαγωγής LTP, σε σύγκριση με τα επίπεδα της LTP σε αντίστοιχες τομές εγκεφάλου στη  

φυσιολογική συνθήκη. Με αυτά τα αποτελέσματα ενισχύεται η υπόθεση ότι είναι πιθανό στα 

δύο φύλα να ακολουθείται διαφορετικός μηχανισμός επαγωγής LTP στον PFC. Συγκεκριμένα 

NMDA- εξαρτώμενος στα θηλυκά και βασιζόμενοι στην ένδειξη που έχουμε, ίσως το LTP σ τον 

PFC των αρσενικών μυών να διαμεσολαβείται πιο πολύ από τους GABAA υποδοχείς. Μια 

πιθανότητα που υποστηρίζει τη θεωρία αυτή είναι να επηρεάζεται αρνητικά η συμμετοχή των 

NMDA υποδοχέων στην επαγωγή LTP στον PFC των αρσενικών ατόμων, από 

μικροκυκλώματα SST ενδονευρώνων που σχετίζονται με τη λειτουργία των GABAΑ (Schulz et 

al., 2018). 

Μια επιπλέον υπόθεση που βασίζεται σε ένα σύνολο μελετών, είναι αυτή της συμβολής, με 

φυλετικά διαφορετικό τρόπο στη συναπτική πλαστικότητα, των AMPA υποδοχέων. Η μελέτη 

των Frye et al.,  εντόπισε μια νέα επίδραση του φύλου και του οίστρου στον ρόλο της 

υπομονάδας των AMPAR, CNIH3, στη χωρική μνήμη και τη συναπτική πλαστικότητα του 

ιπποκάμπου, οπότε και προτείνουν το φυλετικό διμορφισμό των επιδράσεων της CNIH3 στη 

χωρική μνήμη, τη συναπτική λειτουργία, τη σύνθεση AMPAR και την πλαστικότητα του 

ιππόκαμπου (Frye et al., 2021). Ενώ συμπληρωματικά έχει φανεί ότι οι αλλαγές στον αριθμό 

των υποδοχέων AMPA, στη σύνθεση υπομονάδων τους και στην επίπεδο της 

φωσφορυλίωσης μπορούν να αλλάξουν τη συναπτική πλαστικότητα. Παράλληλα, μειωμένη 

επαγωγή LTP και μειωμένη χωρική μάθηση και μνήμη εργασίας, παρατηρείται σε μύες  στους 

οποίους έχει γίνει απαλοιφή της υπομονάδας GluR-A του υποδοχέα AMPA (GluR1) (Sanderson 

et al., 2008).  

Οι διαφορές που σχετίζονται με το φύλο, στις συμπεριφορές και τις λειτουργίες που αφορούν 

τόσο τον PFC, όσο και περιοχές πολύ πιο καλά μελετημένες, σαν τον ιππόκαμπο, υποδηλώνουν 

ότι μπορεί να υπάρχουν διαφορές στην οργάνωση και τη λειτουργία των νευρικών 

κυκλωμάτων των περιοχών σε θηλυκά και αρσενικά άτομα. Αλλά αυτό είναι μια υπόθεση που 

χρειάζεται να ελεγχθεί επιπλέον και σε διαφορετικά επίπεδα. 
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8.11 Οξειδωτικό & συστημικό στρες  

Τα τελευταία χρόνια έχουν εντοπιστεί αλληλεπιδράσεις μεταξύ πρωτεϊνών που εμπλέκονται 

στη συναπτική λειτουργία, και πρωτεϊνών/μορίων που εμπλέκονται στη διατήρηση της 

οξειδωτικής ισορροπίας (Albensi et al., 2000; Calabresi et al., 2001; Weeber et al., 2002). Στην 

υπόθεση μας αυτό θα μπορούσε να αποτελεί τον χαμένο συνδετικό κρίκο μεταξύ δυο βασικών 

παρατηρήσεων σε ένα σύνολο νευροεκφυλιστικών διαταραχών, στις οποίες ένα βασικό 

χαρακτηριστικό αποτελούν τα γνωστικά ελλείματα (Barnham et al., 2004). Οι παρατηρήσεις 

αυτές είναι αρχικά, τα αυξημένα επίπεδα του οξειδωτικού στρες, και η μειωμένη συναπτική 

λειτουργία (Subhashini Bolisetty & Edgar A. Jaimes, 2013; Miller & Cohen, 2001). Βέβαια αυτές 

οι αλληλεπιδράσεις είναι τελείως άγνωστες στην περιοχή του PFC, αλλά ταυτόχρονα είναι και 

ελάχιστα μελετημένες σε πιο «γνώριμες» περιοχές της επιστήμης, όπως ο π.χ. ο ιππόκαμπος. 

Το σημείο συνάντησης στην τρέχουσα βιβλιογραφία, μεταξύ του συστημικού και του 

οξειδωτικού στρες, είναι τα γλυκοκορτικοειδή, καθώς φαίνεται να συμβάλλουν άμεσα στην 

αύξηση του οξειδωτικού στρες. Συγκεκριμένα στη μελέτη των Spiers et al. (Spiers et al., 2014), 

είχαν φανεί μεταβολές των οξειδωτικών επιπέδων στην περιοχή του ιπποκάμπου μετά από 

έκθεση σε γλυκοκορτικοειδή. Πιο συγκεκριμένα έχει φανεί ότι τα γλυκοκορτικοειδή 

προκαλούν οξειδωτικό στρες σε νευρικά κύτταρα απευθείας, μέσω ενισχυμένης οξειδωτικής 

αναπνοής και οξειδωτικής φωσφορυλίωσης.  

Στη μελέτη μας, μελετήσαμε τα επίπεδα έκφρασης του 8-oxo-dG, στην περιοχή του PFC 

αρσενικών και θηλυκών μυών, που είχαν υποβληθεί σε 2ώρο στρες περιορισμού ή ανήκαν 

στην ομάδα ελέγχου. Το 8 oxo-d-G είναι ένα από τα κύρια προϊόντα της οξείδωσης του DNA 

και τα επίπεδα του στα κύτταρα αποτελούν δείκτη οξειδωτικού στρες. Από τα αποτελέσματα 

μας προέκυψε ότι η επίδραση του 2ώρου στρες περιορισμού δεν είχε επίδραση στα επίπεδα 

του οξειδωτικού στρες στην περιοχή του PL του PFC, τόσο σε αρσενικά, όσο και σε θηλυκά 

ζώα.  

Μια μελέτη των Du et al. (Du et al., 2009), έδειξε ότι επώαση νευρώνων του φλοιού σε 

κορτικοστερόνη (1,5 ώρα ή 3 ημέρες) αύξησε την οξείδωση των μιτοχονδρίων, το δυναμικό 

της μεμβράνης τους και τη χωρητικότητα διατήρησης ασβεστίου τους, με τρόπο εξαρτώμενο 

από τη δόση της κορτικοστερόνης και το χρόνο της επώασης. Υποστηρικτική των δεδομένων 

αυτής της μελέτης υπήρξε η μελέτη των You et al. (You et al., 2009), όπου έδειξαν σε 

οργανοτυπικές καλλιέργειες τομών ιππόκαμπου από νεαρούς αρσενικούς αρουραίους (7 

ημερών), ότι κυτταρικός θάνατος λόγω οξειδωτικού στρες σε νευρώνες του ιππόκαμπου, 



 152 

προκλήθηκε μόνο έπειτα από έκθεση σε γλυκοκορτικοειδή (για διάστημα 4 ωρών), ενώ άλλες 

στεροειδείς ορμόνες δεν είχαν καμία επίδραση στους νευρώνες της καλλιέργειας. Βέβαια, in 

vivo δεδομένα, που αναφέρουν ότι η χορήγηση εξωγενούς κορτικοστερόνης για διάστημα 14 

ημερών αυξάνει τους οξειδωτικούς δείκτες του ιππόκαμπου, συμπεριλαμβανομένης της 

υπεροξείδωσης των λιπιδίων και της πρωτεϊνικής καρβονυλίωσης, ενώ τα επίπεδα των 

αντιοξειδωτικών ενζύμων, δισμουτάση του υπεροξειδίου του υδρογόνου, καταλάσης και 

υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, είναι όλα μειωμένα (Sato et al., 2010). Περαιτέρω in vivo 

μελέτες έχουν δείξει ότι, τόσο η χορήγηση κορτικοστερόνης, όσο και το στρες περιορισμού για 

21 ημέρες, προκαλούν γενική μείωση των επιπέδων της γλουταθειόνης, της δισμουτάσης του 

υπεροξειδίου του υδρογόνου, και της καταλάσης, σε ιστό ολόκληρου εγκεφάλου, ήπατος και 

καρδιάς (Zafir & Banu, 2009). 

Οπότε μια υπόθεση είναι ότι το 2ώρο στρες περιορισμού δεν δημιουργεί την έντονη συνθήκη 

ώστε να αυξηθούν σημαντικά τα επίπεδα του οξειδωτικού στρες στον PFC.  

Πραγματοποιώντας 2ώρο στρες περιορισμού και μπλοκάροντας τους υποδοχείς της 

κορτικοστεόνης, με τον ανταγωνιστή μιφεπριστόνη παρατηρήσαμε μια τάση για αυξημένα 

επίπεδα του 8-oxo-dG στην περιοχή του PrL στον PFC των θηλυκών ζώων που έχουν λάβει 

μιφεπριστόνη και έχουν υποβληθεί σε 2ωρο στρες περιορισμού, σε σύγκριση τόσο με την 

αντίστοιχη ομάδα ελέγχου της, όσο και με τα επίπεδα του 8-oxo-dG που παρατηρούμε στις 

ομάδες των αρσενικών ζώων.  

Διαφορές φύλου στο οξειδωτικό στρες έχουν παρατηρηθεί σε αρκετές μελέτες, όπου τα 

αρσενικά εμφανίζουν συνήθως υψηλότερους δείκτες οξειδωτικού στρες από τα θηλυκά 

άτομα (Borrás et al., 2003; Dantas et al., 2004; Ide et al., 2002; Khalifa et al., 2017). Αν και τα 

αρσενικά άτομα έχουν συνήθως υψηλότερους δείκτες οξειδωτικού στρες από τα θηλυκά, το 

οξειδωτικό στρες δεν είναι πάντα επιζήμιο για αυτά. Σε μελέτες έχει φανεί ότι, τα φυσιολογικά 

επίπεδα τεστοστερόνης μπορούν να αυξήσουν το οξειδωτικό στρες και αυτή η συνθήκη να 

έχει παράλληλα ένα νευροπροστατευτικό ρόλο ουσιαστικά προετοιμάζοντας το κύτταρο 

απέναντι σε σοβαρές βλάβες από επακόλουθες εκθέσεις στη συνθήκη του οξειδωτικού στρες 

(Holmes et al., 2016; Ide et al., 2002). Ωστόσο, φαίνεται να υπάρχει ένα όριο στις δυνατότητες 

«προετοιμασίας» του κυττάρου από την τεστοστερόνη, καθώς αν το οξειδωτικό στρες είναι 

πολύ έντονο, τότε και η τεστοστερόνη μπορεί να είναι επιζήμια για το κύτταρο (Tenkorang et 

al., 2018). Παράλληλα, μελέτες διαπίστωσαν ότι τα οιστρογόνα μπορεί να μειώσουν τα επίπεδα 

του οξειδωτικού στρες (Borras et al., 2007; Brinton, 2005, 2008). Ωστόσο, τα προστατευτικά 

αποτελέσματα των οιστρογόνων φαίνεται να ισχύουν με πολύ συγκεκριμένους όρους 
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(Brinton, 2008; Shumaker et al., 2004). Βέβαια, αυτές οι μελέτες αφορούν ανθρώπους και 

γίνεται λόγος για τα επίπεδα του οξειδωτικού στρες στο αίμα τους. 

Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή της συγκεκριμένης μελέτης, η επίδραση του 

οξειδωτικού στρες στον PFC είναι σε πολλά επίπεδα άγνωστη, ενώ τα περισσότερα 

αποτελέσματα είναι εξαρτώμενα από την ηλικία. Παράλληλα μελέτες που να εμπλέκουν και 

τα δύο φύλα, σε επίπεδο βασικής έρευνας δεν υπάρχουν. Βασιζόμενοι στη μελέτη των Brennan 

et al., την ίδια χρονιά (Brennan et al., 2009), που αναφέρεται στην επακόλουθη αύξηση των 

ενδογενών ROS έπειτα από ενεργοποίηση του υποδοχέα NMDA και συνδυάζοντας τα 

προηγούμενα αποτελέσματα μας, που δείχνουν αυξημένη έκφραση της υπομονάδας NR2A 

μόνο στους θηλυκούς μύες μετά από οξύ στρες, μπορούμε να κάνουμε την υπόθεση ότι τα 

αυξημένα επίπεδα του οξειδωτικού στρες στα θηλυκά πιθανό να σχετίζονται με την αυξημένη 

έκφραση της NR2A υπομονάδας.  

 

8.12 Οξειδωτικό στρες & συναπτική πλαστικότητα  

Παλιότερες μελέτες έχουν προτείνει μια σύνδεση μεταξύ των ROS και της ρύθμισης της 

συναπτικής πλαστικότητας. Συγκεκριμένα, προτείνεται ότι υψηλές συγκεντρώσεις ROS 

εξασθενούν τη συναπτική μετάδοση και την επαγωγή LTP σε τομές ιππόκαμπου 

τρωκτικών(Avshalumov et al., 2000; Colton et al., 1986; Colton et al., 1989; Pellmar et al., 1991). 

Παράλληλα βέβαια, μελέτες προτείνουν τη συμμετοχή του υπεροξειδίου στην επαγωγή LTP 

σε τομές ιππόκαμπου αρσενικών τρωκτικών(Klann, 1998; Knapp & Klann, 2002; Thiels et al., 

2000). 

Στη μελέτη μας, δείξαμε ότι το υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2), το οποίο προκαλεί άμεσα 

αύξηση των ROS, δεν επηρεάζει την επαγωγή LTP στις τομές PFC αρσενικών μυών, αλλά 

προκαλεί μια τάση για μειωμένη επαγωγή LTP, στον PFC των θηλυκών μυών, σε σύγκριση με 

την αντίστοιχη φυσιολογική συνθήκη. Η βιβλιογραφία όμως που αφορά στην επίδραση των 

προϊόντων του οξειδωτικού στρες στη συναπτική διαβίβαση και πλαστικότητα είναι πολύ 

περιορισμένη και δε συμπεριλαμβάνει καθόλου θηλυκά άτομα.  

Η μελέτη των Du et al. (Du et al., 2009), έχει δείξει ότι η οξείδωση των μιτοχονδρίων σε 

νευρώνες του φλοιού (10–12DIV), έχει μια σχέση “αναστραμμένου-U” με τη δόση της 

κορτικοστερόνης.  υπόθεση που μπορεί να γίνει είναι βασιζόμενη σε μελέτες που έχουν δείξει 

ότι το οξειδωτικό στρες επηρεάζεται με διάφορους τρόπους από την ενεργοποίησης των 

NMDA υποδοχέων. Είναι πιθανό λοιπόν ο συνδυασμός του 2ώρου στρες περιορισμού με το 
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μπλοκάρισμα των υποδοχέων GR, να δημιουργούν τη συνθήκη για αύξηση των επιπέδων του 

οξειδωτικού στρες στον PFC των θηλυκών ατόμων. Με βάση τα παραπάνω, καθώς και την 

υπόθεση που αναφέραμε στο 2ο μέρος της μελέτης μας, ότι δηλαδή το LTP στον PFC των 

θηλυκών ατόμων φαίνεται να είναι εξαρτώμενο κυρίως από τους NMDA, δημιουργείται η 

υπόθεση ότι ο NMDA υποδοχέας επηρεάζεται από την αυξημένη συγκέντρωση των ROS, 

οπότε και παρατηρείται μειωμένη επαγωγή LTP.  

Από τα συγκεκριμένα πειράματα, στη μια συνθήκη παρατηρήσαμε ότι τα αυξημένα επίπεδα 

γλυκοκορτικοειδών σχετίζονται με αυξημένα επίπεδα οξειδωτικού στρες στα κύτταρα του 

PFC θηλυκών ζώων, και στη δεύτερη συνθήκη παρατηρήσαμε ότι το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου, και συνεπώς η αύξηση της συγκέντρωσης ROS στον PFC των θηλυκών ζώων, 

επηρεάζει την επαγωγή LTP. Συμπερασματικά, μια υπόθεση που μπορεί να προκύψει από 

αυτή τη μελέτη είναι ότι ο PFC των θηλυκών ατόμων είναι πιο επιρρεπής στο οξειδωτικό 

στρες, συγκριτικά με τον PFC των αρσενικών ατόμων. Και στις δύο αυτές περιπτώσεις 

ταιριάζει η υπόθεση που αναφέρθηκε παραπάνω, ότι με κάποιο τρόπο ο υποδοχέας NMDA 

συμμετέχει στην αυξημένη ευαλωτότητα του PFC των θηλυκών μυών απέναντι στο 

οξειδωτικό στρες.    
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Κεφάλαιο 9: Μια γενική συζήτηση 

Από τη μελέτη μας το πιο ενδιαφέρον συμπέρασμα που προκύπτει είναι οι έντονες φυλετικές 

διαφορές που χαρακτηρίζουν τη λειτουργία του PFC. Ο φυλετικός διμορφισμός 

παρατηρήθηκε σε κομμάτια της βασικής φυσιολογίας του PFC, αλλά κυρίως στις επιπτώσεις 

της απόκρισης του στρες στην περιοχή.  

Οι φυλετικές διαφορές στις λειτουργίες του PFC κυρίως σχολιαζόταν στις επιστημονικές 

έρευνες με έμμεσο τρόπο, ουσιαστικά μέσω των χαρακτηριστικών γνωρισμάτων διαφόρων 

διαταραχών, οι οποίες εμφανίζουν διαφοροποιήσεις στην έκφραση της συμπτωματολογίας, 

στην ηλικία εκδήλωσης της, στους παράγοντες που ενδεχομένως δυνητικά πυροδοτούν την 

«έκφρασή» της, αλλά και στις κοινωνικές επιπτώσεις της συνθήκης.   

Σε πολλές περιπτώσεις βέβαια, στα χρόνια ερευνών που πέρασαν και είχαν αποκλείσει θηλυκά 

άτομα ή δεν λάμβαναν το φύλο ως παράγοντα, έχει δημιουργηθεί ένα «ψευδώς βασικό» 

προφίλ σε αρκετά συστήματα. Εξηγώντας περαιτέρω, ένα πλήθος ερευνών που 

συμπεριλάμβανε μόνο αρσενικά άτομα έχει εγκαθιδρύσει χαρακτηριστικά επίπεδα ως 

«βασικά» ή «φυσιολογικά», τα οποία ανταποκρίνονται μόνο στην έκφραση συμπεριφορών ή 

φυσιολογικών/μοριακών λειτουργιών που προκύπτουν από φυσιολογικά αρσενικά άτομα. Με 

αυτή την εξέλιξη της έρευνας είναι δυνατό πολλές φορές να «χαθούν» πληροφορίες που 

αφορούν στα θηλυκά άτομα, ή να χαρακτηριστούν λανθασμένα «παθολογικά» 

χαρακτηριστικά στα θηλυκά άτομα, αφού θα ανταποκρίνονται με διαφορετικό τρόπο από 

αυτόν των «βασικών επιπέδων» που όμως έχουν δομηθεί πάνω στη φυσιολογία των 

αρσενικών.    

Υπάρχουν, αναπτυξιακά, πολλές πιθανότητες να έχει δομηθεί διαφορετικά η αρχιτεκτονική 

νευρωνικών λειτουργιών ή νευρωνικών κυκλωμάτων, επηρεαζόμενα από το διαφορετικό 

ορμονικό προφίλ των δυο φύλων. Τόσο κατά την εμβρυακή φάση, όσο και κατά τη φάση της 

εφηβείας το ορμονικό μοτίβο των φύλων είναι αρκετά διαφορετικό και ο αναπτυσσόμενος 

εγκέφαλος είναι «εκτεθειμένος» με διαφορετικό τρόπο στην ορμονική ενορχήσ τρωση. 

Σημαντικό είναι να αναφερθεί ότι ο προμετωπιαίος φλοιός είναι η περιοχή που αναπτύσσεται 

ακόμα και μετά την εφηβεία και σε συνδυασμό, τόσο με την πολυπλοκότητα των συστημάτων 

στα οποία εμπλέκεται, όσο και με την έντονη πλαστικότητα που τον χαρακτηρίζει, είναι 

δυνατό να επηρεάζεται με τελείως διαφορετικό τρόπο κατά την ανάπτυξη ανάμεσα στα φύλα.   

Παράλληλα, σε αυτό το σημείο, είναι αδύνατο να μην αναφερθεί ο κοινωνικός παράγοντας που 

επιδρά και χαρακτηρίζει τις διαφοροποιήσεις που παρατηρούνται και είναι σχετιζόμενες με 
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την λειτουργία του PFC. Καθώς ένα άτομο μεγαλώνει και εξελίσσεται σε μια κοινωνία, η οποία 

του έχει αποδώσει ένα σύνολο με τα κοινωνικά χαρακτηριστικά του φύλου του, οι εμπειρίες 

(ό,τι μπορεί να συμπεριλαμβάνει ο όρος) που συνοδεύουν την ανάπτυξή του αυτή σε 

συνάρτηση με την ανάπτυξη της πλέον εξελιγμένης εγκεφαλικής περιοχής, γίνεται αντιληπτό 

το εύρος τόσο της φυλετικής διαφορετικότητας που παρατηρείται στην έκφραση 

συμπεριφορών, αλλά κυρίως η φυλετική διαφοροποίηση που παρατηρείται στην απόδοση 

διαταραχών στα φύλα.      

Τέλος πηγαίνοντας πίσω, καθώς εν αρχή ην η εξέλιξη,  τα δυο φύλα είχαν διαφορετικές 

εξελικτικές ανάγκες. Το βασικό εξελικτικό χαρακτηριστικό γνώρισμα των ειδών είναι αυτό της 

διαιώνισης τους. Μεταξύ των φύλων είναι διαφορετικός ο τρόπος όπου επιτυγχάνεται αυτό, 

τα αρσενικά άτομα ακολουθούν τη συνθήκη αυτή προστατεύοντας τον εαυτό τους, ενώ τα 

θηλυκά άτομα, βασιζόμενα στο βασικό χαρακτηριστικό της μητρότητας που τους έχει φυσικά 

αποδοθεί,  ακολουθούν τη συνθήκη προστατεύοντας τους απογόνους τους. Οπότε όπως έχει 

προταθεί, απέναντι σε ένα δυνητικό κίνδυνο, τα θηλυκά άτομα, ασκούν προνομιακά μια 

ανταπόκριση τύπου: "tend and befriend", ενώ τα αρσενικά είναι πιο πιθανό να εκφράσουν μια 

αντίδραση τύπου: "fight or flight" (Goldfarb et al., 2019). Λόγω αυτής της διαφορετικής 

προσέγγισης είναι αντιληπτό ότι τα θηλυκά άτομα, σε μια στρεσσογόνο συνθήκη, χρειάζεται 

να μπορούν να εξελίξουν τις τακτικές τους, να παρουσιάσουν νοητική ευελιξία στο σχεδιασμό 

στρατηγικών και να συνδυάσουν μια σειρά πληροφοριών ώστε να οργανώσουν την 

αντιμετώπιση της ενδεχόμενης κρίσης. Αντιθέτως, τα αρσενικά άτομα, απέναντι σε ένα 

δυνητικό κίνδυνο, χρειάζεται να πράξουν άμεσα και αποτελεσματικά, χρησιμοποιώντας τη 

φυσική τους κατάσταση ή ένα άμεσο σχέδιο διαφυγής.  

Είναι αντιληπτό συνεπώς ότι το συμπεριφορικό υπόβαθρο, της εκδήλωσης της απόκρισης του 

στρες, στα θηλυκά άτομα είναι κυρίως μέσω λειτουργιών του PFC, ενώ στα αρσενικά άτομα 

μέσω «αρχέγονων» περιοχών του εγκεφάλου, όπως π.χ. η αμυγδαλή και ο υποθάλαμος.  

Η βασική υπόθεση λοιπόν που προκύπτει από αυτή τη μελέτη είναι πως υπάρχει κάποια 

διαφοροποίηση που βασίζεται στην πλαστικότητα των νευρωνικών κυκλωμάτων στην 

περιοχή του του PFC των θηλυκών ατόμων και δημιουργεί μια «προστατευτική συνθήκη» σε 

ότι αφορά στις επιπτώσεις του στρες στις λειτουργίες της περιοχής, καθώς χρειάζονται την 

απόλυτα τις ιδιότητές του για να την επιβίωση των απογόνων τους και κατ’ επέκταση, τη 

διατήρηση του είδους τους.  
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Παράρτημα   
  

Υλικά & Μέθοδοι  
 

1. Πειραματόζωα 

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν: 

Αρσενικοί και θηλυκοί ενήλικοι (>90 ημερών) μύες (Mus musculus) της εργαστηριακής σειράς 

C57BL/6V (B6). Οι μύες βρισκόταν σε τυπικά κλουβιά (SC) , δηλαδή ορθογώνια κλουβιά που 

περιείχαν ένα στρώμα από ροκανίδια, και είχαν ελεύθερη πρόσβαση σε τροφή και νερό, 

ανάλογα με τις ανάγκες του ζώου (ad libitum). Η θερμοκρασία του δωματίου ήταν 23oC (+/- 

1oC ) και υπήρχε περιοδικότητα εναλλαγής φωτός/σκοταδιού ανά 12 ώρες. 

 

2. Συμπεριφορικά πειράματα  

2.1 Εξοικείωση των μυών με τον πειραματιστή (Handling)  

Πριν από την διεξαγωγή των συμπεριφορικών πειραμάτων πραγματοποιείται handling 

προκειμένου οι μύες να εξοικειωθούν με τον πειραματιστή. Η διαδικασία του handling 

πραγματοποιείται ώστε να μειωθεί στο ελάχιστο η πιθανή εμφάνιση αγχώδους 

συμπεριφοράς του μυός η οποία προκαλείται από τους χειρισμούς του πειραματιστή. Κατά 

συνέπεια ελαχιστοποιείται η πιθανότητα παραποίησης των αποτελεσμάτων που οφείλεται 

σε αυξημένο άγχος των μυών και το οποίο δεν προκύπτει από τη συνθήκη του στρες 

περιορισμού. Κατά το handling το οποίο διαρκεί περίπου 7-9 μέρες, , οι μύες τοποθετούνται 

την 1η μέρα στο βραχίονα του πειραματιστή (για περίπου 5’-ο καθένας ξεχωριστά), έτσι ώστε 

να συνηθίσουν τη μυρωδιά του και να κινούνται άφοβα. Τη 2η ημέρα η τοποθέτηση 

πραγματοποιείται στην παλάμη του πειραματιστή με στόχο την αυξημένη παραμονή των 

μυών στο σημείο και τη μειωμένη ανάγκη τους να οδηγηθούν προς το βραχίονα. Από την 3 η 

ημέρα και ύστερα οι μύες παραμένουν καθ’ όλη τη διάρκεια της διαδικασίας εξοικείωσης 

στην παλάμη του πειραματιστή με μειωμένο έως και καθόλου άγχος, καθώς και αυξημένη 

διάθεση για εξερεύνηση.  

Στόχος του handling είναι με το πέρας της διαδικασίας οι μύες να ανεβαίνουν πρόθυμα στις 

παλάμες του πειραματιστή, χωρίς να διακατέχονται από άγχος, ένα γεγονός το οποίο 

υποδηλώνεται με στοιχεία όπως: μειωμένη ούρηση , αφόδευση και αυτό-περιποίηση 

(grooming).  

Σε όλη την διαδικασία της εξοικείωσης, αλλά και των πειραμάτων, ο πειραματιστής 

χρησιμοποιεί το ίδιο ζεύγος γαντιών, αλλά και την ίδια ποδιά χωρίς να πλυθεί με σκοπό την 

αποφυγή του άγχους που μπορεί να οφείλεται σε νέες οσμές. Παράλληλα, τοποθετείται ένα 

γάντι στο κλουβί των μυών προκειμένου να συνηθίσουν την οσμή και την υφή του. Η 

θερμοκρασία στο χώρο του handling είναι πάντοτε σταθερή στους 24 °C και τα ζώα 

τοποθετούνται εκεί μια ώρα πριν ξεκινήσουν οποιαδήποτε διαδικασία, έτσι ώστε να 

εναρμονιστούν με το περιβάλλον. 
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Το handling διαδέχεται ο εγκλιματισμός των μυών στην συσκευή που θα πραγματοποιηθεί 

το πείραμα, δηλαδή στην προκειμένη περίπτωση στην αρένα ανοιχτού πεδίου, για 15’ για 3 

συνεχόμενες μέρες (habituation). 

 

2.2 Στρες Περιορισμού- Restrained Stress   

Το στρες περιορισμού αποτελεί μια συνήθη, έντονη, στρεσογόνο συνθήκη που 

χρησιμοποιείται ευρέως σε μελέτες που αφορούν επαγωγή της απόκρισης του στρες σε 

τρωκτικά. Για τη μελέτη της επίδρασης του στρες, δημιουργήθηκε  ένα πρωτόκολλο κατά το 

οποίο η μια ομάδα μυών υποβλήθηκε σε δίωρο στρες περιορισμού (Restrained Stress-RS) και 

ως ομάδα ελέγχου (No Restrained Stress – NR) χρησιμοποιήθηκαν μύες που παρέμειναν για 

το ίδιο χρονικό διάστημα στο ήδη γνωστό κλουβί τους (homecage). Το στρες περιορισμού 

επιτυγχάνεται με την τοποθέτηση κάθε μυ σε ειδικά διαμορφωμένο διάφανο θάλαμο 

περιορισμού από Plexiglas, στον οποίο το ζώο έχει την ικανότητα φυσιολογικού αερισμού, 

αλλά δεν έχει την ικανότητα κίνησης. 

 

2.3 Δοκιμασία φωτεινού/σκοτεινού πεδίου-Light/Dark test (L/D) 

Η δοκιμασία L/D αποτελεί μια από τις πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες δοκιμασίες, με την 

οποία μελετάται η συνθήκη του άγχους στα τρωκτικά. Η συγκεκριμένη δοκιμασία έχει τη 

βάση της στην έμφυτη τάση των τρωκτικών να παραμένουν στην ασφάλεια των πιο 

σκοτεινών περιβαλλόντων και την αυθόρμητη τάση τους προς εξερεύνηση νέων 

περιβαλλόντων σε πιο μια «ασφαλή» συνθήκη.    

Η συσκευή της δοκιμασίας αποτελείται από δυο θαλάμους ίδιων διαστάσεων (27x26x24cm), 

ο ένας σκοτεινός, ο άλλος διαμπερής στο φως (φωτεινός). Οι θάλαμοι χωρίζονται μεταξύ 

τους από μια μικρή πόρτα, από την οποία ο μυς χωράει άνετα να κινηθεί.  

Ο μυς τοποθετείται ήρεμα στο σκοτεινό πεδίο και μετά από 10” η πόρτα ανοίγει και αφήνεται 

να κινηθεί ελεύθερα και να εξερευνήσει τους δυο θαλάμους για διάστημα 5’. Μετά το πέρας 

του διαστήματος αυτού ο μυς απομακρύνεται από τη συσκευή. Η συσκευή καθαρίζεται με 

αιθανόλη 70% και χαρτί μετά από κάθε χρήση, ώστε να αποφεύγονται οι μυρωδιές. 

 

  

 

  Εικόνα 10.1: παρουσιάζεται η συσκευή της δοκιμασίας L/D. Στο  
  αριστερό μέρος φαίνεται το φωτεινό πεδίο της συσκευής και στο δεξί το 
  σκοτεινό πεδίο. Ενδιάμεσα φαίνεται η μικρή πόρτα που χωρίζει τους 
  δυο θαλάμους. 

Η συγκεκριμένη συμπεριφορική δοκιμασία πραγματοποιείται υπό κανονικές συνθήκες 

φωτισμού. Η πορεία του μυ καταγράφεται από κάμερα η οποία έχει τοποθετηθεί πάνω από 

τη συσκευή και είναι ικανή να καταγράφει όλο το εύρος της, χωρίς να γίνεται αντιληπτή από 

το ζώο και να επηρεάζει τη συμπεριφορά του με κάποιο τρόπο. Μετά το τέλος του 

πειράματος, η ανάλυση της συμπεριφοράς του μυ στη δοκιμασία αναλύεται με το 

πρόγραμμα JWatcher.  
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Στην παρούσα μελέτη δυο είναι οι βασικοί παράγοντες που μελετώνται στη συγκεκριμένη 

δοκιμασία. Ο ένας είναι ο χρόνος που χρειάζεται ο μυς μέχρι να βγει από το σκοτεινό στο 

φωτεινό πεδίο (που χαρακτηρίζεται ως latency) και ο δεύτερος είναι, ο χρόνος που ο μυς 

βρίσκεται στο σκοτεινό πεδίο προς το συνολικό χρόνο που διαρκεί η δοκιμασία.   

 

2.4 Δοκιμασία Αναγνώρισης Αντικειμένων με Χρονική Σειρά-Temporal order Object 

Recognition task (TOR) 

Η δοκιμασία TOR αποτελεί μια γνωστική  δοκιμασία η οποία σχετίζεται άμεσα με τη 

λειτουργία του mPFC, καθώς είναι γνωστό ότι η περιοχή αυτή έχει σημαντικό ρόλο στη 

αναγνώριση χρονικής σειράς  των αντικειμένων. 

Η συγκεκριμένη γνωστική δοκιμασία βασίζεται στο φυσιολογικό γνώρισμα της 

συμπεριφοράς των τρωκτικών να προσεγγίζουν και να διερευνούν νέα αντικείμενα, τα οποία 

θεωρείται ότι δεν έχουν φυσική σημασία για το ζώο και δεν έχουν ποτέ συνδυαστεί με 

ισχυρό ερέθισμα (Dere et al., 2007). Επιπλέον, έχει φανεί πως τα τρωκτικά δείχνουν μια 

έμφυτη προτίμηση στην εξερεύνηση των νέων αντικειμένων σε σύγκριση με τα οικεία, 

προσεγγίζοντάς τα και διερευνώντας τα σωματικά, με το να αγγίζουν με τα μουστάκια τους, 

να οσφραίνονται, και να προσπαθούν να τα χειριστούν με τα μπροστινά τους πόδια 

(Aggleton, 1985). 

Η Δοκιμασία TOR πραγματοποιείται στην αρένα ανοιχτού πεδίου, ένα λευκό κουτί σε σχήμα 

κύβου, διαστάσεων 45x45x45 εκατοστά, φτιαγμένο από Plexiglas. Για να ελαχιστοποιηθεί η 

πιθανότητα αγχώδους συμπεριφοράς του ζώου, λόγω της συνθήκης του νέου 

περιβάλλοντος, αλλά και για να ελεγχθεί η κινητική τους ικανότητα στην αρένα ανοιχτού 

πεδίου, πριν τη διεξαγωγή του πειράματος, οι μύες εγκλιματίζονται με την πειραματική 

συσκευή για 15’ για διάστημα τριών συνεχόμενων ημερών (habituation).  

Το πείραμα περιλαμβάνει συνολικά τρεις φάσεις. Δύο φάσεις δοκιμασίας δειγμάτων και μια 

φάση-τεστ. Σε κάθε φάση δειγμάτων, οι μύες εξερευνούν δύο πανομοιότυπα, μη-γνώριμα 

αντικείμενα, χτισμένα από πλαστικά τουβλάκια τύπου Lego, τα οποία διαφέρουν σε κάθε 

φάση, αλλά βρίσκονται σε συγκεκριμένες και ίδιες σε κάθε επανάληψη θέσεις στην αρένα 

ανοιχτού πεδίου. Η τρίτη φάση είναι το τεστ στο οποίο χρησιμοποιούνται ένα αντικείμενο 

από την πρώτη φάση (λιγότερο γνώριμο ή παλαιό) και ένα αντικείμενο από τη δεύτερη φάση 

(περισσότερο γνώριμο ή πρόσφατο), τοποθετημένα στην αρένα στις ίδιες θέσεις με τις 

προηγούμενες φάσεις. Οι τρεις φάσεις πραγματοποιούνται σε χρονική απόσταση 25’, ενώ σε 

κάθε φάση ο μυς αφήνεται να εξερευνήσει τη συσκευή για 5’.  

 

  

 

 

 

Εικόνα 10.2: παρουσιάζεται η συσκευή της δοκιμασίας TOR και τα 3 στάδια της δοκιμασίας. Στη Φάση I, ο μυς 
επεξεργάζεται τα δυο μωβ πολύγωνα, ενώ στη φάση τα δυο πράσινα τετράγωνα. Στη φάση του Τεστ, ο μυς 
επεξεργάζεται ένα αντικείμενο από κάθε φάση. 
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Στο διάστημα αναμονής μεταξύ των φάσεων, οι μύες απομακρύνονται από την αρένα και 

επιστρέφουν σε προσωρινό κλουβί, εντός του δωματίου συμπεριφοράς. Η συσκευή και τα 

αντικείμενα καθαρίζονται με αιθανόλη 70% και χαρτί μετά από κάθε χρήση, ώστε να 

αποφεύγονται οι μυρωδιές. 

Η συγκεκριμένη συμπεριφορική δοκιμασία πραγματοποιείται υπό συνθήκες χαμηλού 

φωτισμού. Η συμπεριφορά του ζώου καταγράφεται από κάμερα που έχει τη δυνατότητα να 

καταγράφει όλο το εύρος της αρένας, αλλά βρίσκεται σε σημείο όπου δε γίνεται αντιλη πτή 

από το ζώο. Μετά το τέλος του πειράματος η ανάλυση της συμπεριφοράς του μυ στη 

δοκιμασία αναλύεται με το πρόγραμμα JWatcher. 

Η εξερευνητική συμπεριφορά του ζώου ορίζεται με την κατεύθυνση της μύτης προς το 

αντικείμενο σε απόσταση ≤2 εκατοστών. Οποιαδήποτε άλλη συμπεριφορά, όπως η 

περιήγηση ή η ανάπαυση πάνω στο αντικείμενο, δε θεωρείται εξερεύνηση. Οι παράγοντες 

που υπολογίζονται στο συγκεκριμένη διαδικασία είναι το «exploration index», δηλαδή το 

συνολικό χρόνο που το ζώο εξερευνεί τα αντικείμενα και το «discrimination index», αυτό που 

χαρακτηρίζεται ως «ικανότητα διάκρισης», που είναι ο χρόνος που περνάει εξερευνώντας το 

πιο παλιό χρονικά αντικείμενο (δηλαδή το αντικείμενο της φάσης I), προς το χρόνο που 

εξερευνάει το γνωστό αντικείμενο (δηλαδή το αντικείμενο της φάσης II). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10.3: παρουσιάζεται ο χρόνος εξερεύνησης των αντικειμένων στα 3 στάδια της δοκιμασίας του TOR. 
(Α) ο χρόνος εξερεύνησης των ζώων του 3.3.1, δεν παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές 
ανάμεσα στις ομάδες ζώων. (Β) ο χρόνος εξερεύνησης των ζώων του 3.3.1, δεν παρατηρούνται στατιστικώς 
σημαντικές διαφορές ανάμεσα στις ομάδες ζώων. (C ) ο χρόνος εξερεύνησης των ζώων του 5.3.1, δεν 

παρατηρούνται στατιστικώς σημαντικές διαφορές ανάμεσα στις ομάδες ζώων 

 

 

 

 



 161 

3. Μονιμοποίηση & Απομόνωση Εγκεφάλου  

Ο στόχος της μονιμοποίησης των ιστών είναι η ταχεία και ομοιόμορφη, στο σύνολο του 

ιστού, διατήρηση του στη συνθήκη που αντικατοπτρίζει τη «ζωντανή» στιγμή ακριβώς πριν 

απομονωθεί. Μια επιλογή είναι να εμβαπτιστεί ο ιστός αμέσως μετά την απομόνωση του σε 

μονιμοποιητικό διάλυμα, αλλά αυτή είναι μια συνθήκη που λειτουργεί καλύτερα σε μικρά 

τμήματα ιστών, καθώς σε μεγάλους ιστούς όπως π.χ. ολόκληρος ο εγκέφαλος δεν μπορεί το 

μονιμοποιητικό υγρό να φτάσει σε όλο το βάθος του ιστού. 

Οι τεχνικές μονιμοποίησης μέσω της αιμάτωσης ποικίλλουν ανάλογα με τον ιστό που 

πρόκειται να μονιμοποιηθεί και το σκοπό που θα χρησιμοποιηθεί ο ιστός μετά την 

μονιμοποίηση. 

Από τις ευρέως χρησιμοποιούμενες τεχνικές μονιμοποίησης, είναι αυτή της καρδιακής 

διοχέτευσης υγρού (perfusion), κατά την οποία διαχέεται 4% παραφορμαλδεΰδη (PFA) με τη 

βοήθεια περισταλτικής αντλίας. Η PFA διαχέεται μέσω του αγγειακού συστήματος και με 

αυτό τον τρόπο επιτυγχάνεται η καλύτερη δυνατή μονιμοποίηση και διατήρηση του 

εγκεφάλου.  

 

Διαλύματα:  

▪8% paraformaldehyde σε ddH2O:  

1. 40 gr. Paraformaldehyde,reagent grade, crystalline (Sigma-Aldrich) σε 500ml ddH2O 

2. το διάλυμα θερμαίνεται στους 60-65 °C ενώ αναδεύεται συνεχώς  (Προσοχή: η 

θερμοκρασία να μην υπερβαίνει τους 65 °C, γιατί κάτι τέτοιο μπορεί να επηρεάσει 

αρνητικά τη διαδικασία της ανοσοϊστοχημείας ) 

3. το διάλυμα τώρα θα έχει γαλακτώδες χρώμα και για να γίνει διαυγές η θερμοκρασία 

μειώνεται και προστίθενται 2-3 ml NaOH 1,0 M με ένα σταγονόμετρο 

4. το διάλυμα αφήνεται να κρυώσει και στη συνέχεια φιλτράρεται  

5. αποθηκεύεται στους 4 °C σε γυάλινο μπουκάλι για διάστημα <6 μηνών  

▪2x/1x Phosphate-Buffered Saline (PBS) 

- αραίωση από αποστειρωμένο 10x PBS Buffer 0,1M: 1,3M NaCl, 0,07M Na2HPO4, 0,03M 

NaH2PO4, pH=7,4 

▪4% PFA σε 1x PBS  

- αναμιγνύεται ίδια ποσότητα από το διάλυμα 8% PFA και από το Buffer 2x PBS 

▪Αναισθητικό διάλυμα Κεταμίνης/Ξυλαζίνης 

- Mix: 4,5μl/gr ορός, 1 μl/gr Ξυλαζίνη (Xylapan, Vetoquinol), Κεταμίνη (Narketan 10, 

Vetoquinol)  

 

Διαδικασία:  

1. Κρύο PBS 1x (τοποθετημένο σε πάγο) διαπερνάει με τη βοήθεια της περισταλτικής 

αντλίας μέχρι να φτάσει στην άκρη της βελόνας του perfusion η οποία θα εισχωρήσει 

στην καρδιά 
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(ο χώρος που πραγματοποιείται  η διαδικασία είναι ήδη έτοιμος και τα εργαλεία που 

θα χρησιμοποιηθούν βρίσκονται σε εύκολα προσβάσιμη θέση)  

2. Το ζώο αναισθητοποιείται με ενδοπεριτονιακή χορήγηση αναισθητικού διαλύματος 

Κεταμίνης/Ξυλαζίνης (5μl/gr)  

3. Ελέγχονται τα αντανακλαστικά του ζώου (έντονη πίεση στο πέλμα) 

4. Εφόσον δεν παρατηρηθεί αντίδραση από το ζώο, στερεώνεται με βελόνες σε 

επιφάνεια από φελλό με τα άκρα σε διάταση, ώστε το δέρμα στην περιοχή του 

θώρακα να είναι τελείως τεντωμένο 

5.  Πραγματοποιείται μια μικρή τομή, με ψαλίδι, ακριβώς κάτω από την ξιφοειδή 

απόφυση του θώρακα  

6. Στη συνέχεια πραγματοποιούνται δυο πλάγιες τομές 5-6 εκατοστών περίπου, 

εκατέρωθεν της αρχικής τομής μέχρι το ύψος της κλείδας του μύ (όπως φαίνεται 

στην εικόνα) (Προσοχή: να μην τραυματιστεί η καρδιά σε αυτή τη φάση από το 

ψαλίδι) 

7. Με λαβίδα ανασηκώνεται το στέρνο και προσεκτικά κόβεται κάθε ιστός που το 

συνδέει με την καρδιά (σε αυτό το σημείο το στέρνο είτε κόβεται εντελώς, είτε 

συγκρατείται με αιμοστατική λαβίδα πάνω από το κεφάλι ώστε να υπάρχει 

ξεκάθαρη και άνετη θέα της καρδιάς) 

8. Με λαβίδα σταθεροποιείται η καρδία και τοποθετείται η βελόνα της περισταλτικής 

αντλίας στην άκρη της αριστερής κοιλίας της καρδιάς του μυ 

9. Στη συνέχεια δημιουργείται μια μικρή τομή στο δεξί κόλπο της καρδιάς ώστε να 

αποσυμπιέζεται από την μεγάλη πίεση που δέχεται  

10. Μέσω της αντλίας «περνάνε» περίπου 30ml 1xPBS, έως ότου να αρχίζουν τα 

εσωτερικά όργανα του ζώου να «ασπρίζουν», καθώς αυτή η συνθήκη αποτελεί 

ένδειξη ότι οι ιστοί καθαρίζουν από το αίμα και αυτό θα έχει ως αποτέλεσμα 

καλύτερο οπτικό αποτέλεσμα  

11. Στη συνέχεια «περνάνε» περίπου 30ml 4% PFA, ώστε να πραγματοποιηθεί η 

μονιμοποίηση 

12. Μετά την ποσότητα της PFA αφήνονται να περάσουν από την αντλία περίπου 5ml 1x 

PBS, ώστε να καθαρίσει η αντλία από την PFA 

13. Στη συνέχεια απομακρύνεται η βελόνα της αντλίας από την καρδιά του ζώου και 

απομονώνεται το κεφάλι του ζώου 

14. Αρχικά αφαιρείται η εξωτερική επιδερμίδα της κεφαλής 

15. Δημιουργούνται τρεις σχισμές στο κρανίο σχήματος Τ, μία κατά μήκος του 

εμπροσθοπίσθιου άξονα και δύο μικρότερες με διεύθυνση κάθετη της πρώτης και 

στο επίπεδο του κρανίου που καλύπτει την παρεγκεφαλίδα 

16. Με τη χρήση κυρτής λαβίδας απομακρύνεται το κρανιακό οστό και αφαιρείται η 

σκληρή μήνιγγα που περιβάλλει τον εγκέφαλο.  

17. Με τη βοήθεια λεπτής σπάτουλας αποκόπτεται το οπτικό χίασμα και οι υπόλοιποι 

σύνδεσμοι μεταξύ κρανίου και εγκεφάλου  

18. Ο εγκέφαλος τοποθετείται σε δοχείο με διάλυμα 4% PFA, O/N 

19. Την επόμενη μέρα πραγματοποιούνται 1*5’ πλύση με διάλυμα 1X PBS, και άλλες 

3*10’. 

20. Ο εγκέφαλος φυλάσσεται σε ειδικό δοχείο (falcon) για όσο διάστημα χρειαστεί σε 

διάλυμα PBS (1x)-sodium azide (0.01 wt %) 
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***μετά το τέλος της διαδικασίας από την αντλία περνάνε 40ml dH2O και στη συνέχεια αφήνεται 

να περάσει αέρας, ώστε να μην κρατήσουν υγρασία το σωληνάκια της*** 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10.4: διαδικασία perfusion & απομόνωσης εγκεφάλου μυός 

 

4. Τομές σε μικροτόμο παλλόμενης λεπίδας (Vibratome, Leica VT1000S) 

Ο μονιμοποιημένος εγκέφαλος κόβεται σε τομές πάχους 40μm οι οποίες θα 

χρησιμοποιηθούν για ανοσοϊστοχημεία.   

Διαδικασία:  

1. από τον εγκέφαλο κόβεται κάθετα η παρεγκεφαλίδα, ώστε να δημιουργηθεί μια 

«βάση» για να μπορεί ο ιστός να κολληθεί με τρόπο ώστε ο εμπροσθοπίσθιος άξονας 

του να είναι κάθετα στην επιφάνεια, με το εμπρόσθιο τμήμα να βρίσκεται πάνω και 

το οπίσθιο τμήμα κολλημένο στην ειδική επιφάνεια στη βάση της μικροτόμου 

2. ο εγκέφαλος κολλάται με μια μικρή ποσότητας κόλας στιγμής, στην ειδική επιφάνεια 

στη βάση της μικροτόμου η οποία βρίσκεται τοποθετημένη σε ένα αλουμινένιο 

εξάρτημα του μηχανήματος που χαρακτηρίζεται ως «μπανάκι»   

3. αφού στεγνώσει καλά η κόλλα το «μπανάκι» γεμίζει με 1x PBS 

4. χρησιμοποιώντας ένα πινέλο πολύ προσεκτικά, ώστε να μη τραυματιστεί ο 

εξαιρετικά ευαίσθητος ιστός, οι τομές μεταφέρονται σε πηγαδάκια σε well-plate που 

περιέχουν διάλυμα PBS (1x)-sodium azide (0.01 wt %).  

***η ποσότητα του διαλύματος στα πηγαδάκια του well-plate πρέπει να είναι ικανοποιητική 

ώστε οι τομές να επιπλέον μέσα στο διάλυμα (free floating)***  
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5. Ανοσοϊστοχημεία για το δείκτη νευρωνικής ενεργοποίησης c-Fos 

Η λειτουργική, μορφολογική εκτίμηση της οξείας νευρωνικής δραστηριότητας διεξάγεται 

ευρέως με την ημι-ποσοτικοποίηση των γονιδίων πρώιμης έκφρασης (IEG) (Kovács et al., 

2018). Ο χαρακτηρισμός αυτός αρχικά χρησιμοποιήθηκε αποκλειστικά για ιϊκά γονίδια και 

αργότερα ανακαλύφθηκαν τα ευκαρυωτικά ομόλογα των ρετροϊικών πρωτοογκογονιδίων, 

τα οποία αναφέρονται ως κυτταρικά IEGs, όπως είναι τα c-Fos, c-Jun και c-Myc. Το c-Fos 

αποτελεί ένα γενικό δείκτη της νευρωνικής ενεργοποίησης και έγινε, για ποικίλους λόγους, ο 

πιο ευρέως χρησιμοποιούμενος λειτουργικός ανατομικός δείκτης ενεργοποιημένων 

νευρώνων στο κεντρικό νευρικό σύστημα (Kovács, 2008). Τα επίπεδα έκφρασης του c-Fos 

αυξάνονται απότομα και παροδικά ως απόκριση σε αρκετά εξωκυτταρικά σήματα, 

συμπεριλαμβανομένων ιόντων, νευροδιαβιβαστών, φαρμάκων, αυξητικών παραγόντων, 

ημερήσιων μεταβολών στον κιρκαδικό ρυθμό, καθώς και πλήθος στρεσσογόνων 

παραγόντων.  

 

5.1 «Free-floating» ανοσοϊστοχημεία» 

Οι τομές εγκεφάλου 40μM μεταφέρονται σε «πηγαδάκια» που περιέχουν 1x PBS, σε 24άρι 

well-plate. 

5.1.1 Υλικά και Παρασκευή διαλυμάτων για c-Fos ανοσοϊστοχημεία  

▪PBS 10x  

▪Blocking solution: 

- PBS-tween 0,1% (Tween 20 (Sigma-Aldrich, LOT STBB3609, CAT.:P137-9) 

- 0,1% Triton (Triton x100 (Sigma-Aldrich, Batch # 106K0177) 

- 2%FBS: Fetal Bovine Serum (Gibco, LOT 41F4594K) 

Απενεργοποίηση FBS με θέρμανση:  

1. θέρμανση στους 560C για 1 ώρα και  

2. δημιουργία aliquots (1,5ml) και διατήρηση στους -20 οC 

▪1st Antibody Solution: 

- PBS-Tween 0,1 %  

- 0,1% Triton 

- 2% FBS 

- 1:50 anti-c-Fos Antibody (E-8): sc-166940, Santa Cruz Biotechnology, Inc 

▪2nd Antibody Solution: 

- PBS-tween 0,1%  

- 0,1% Triton  

- 2% FBS  

- 1:500 GAR488 (Goat Anti-Mouse, IgG (H + L), CF®568, Biotium)  

 

5.1.2 Υλικά και Παρασκευή διαλυμάτων για anti-8-oxo-dG ανοσοϊστοχημεία  
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▪5μg/ml Proteinase K:  

- 2,5μl από stock (20μg/ml) σε 10ml 1X PBS 

▪RNase Buffer: 

- 100μg/ml RNase A 

- 150mM NaCl  

- 15mM Sodium citrate 

▪2N HCl 

▪1M Tris-base:  

▪Blocking Buffer:  

- 10 % normal goat serum (ab7481, Abcam plc.) σε 1x PBS 

▪1st Antibody Solution: 

- PBS-Tween 0,1%  

- 0,1% BSA 

- 1:250 anti-8-oxo-dG (15A3): #4354-MC-050, Trevigen, Inc 

▪2nd Antibody Solution: 

- PBS-tween 0,1%  

- 0,1% BSA 

- 1:500 GAR488 (Goat Anti-Mouse, IgG (H + L), CF®568, Biotium) 

 

 

5.1.1 Πρωτόκολλο για anti-c-Fos 

- 2*5’ πλύσεις με PBS-Tween 0,1 % 

- 1 ώρα επώαση με Blocking solution και ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου (room 

temperature, RT) 

- O/N, επώαση σε 1st Antibody solution, ανάδευση, 4oC    

- 2*10’ πλύσεις με PBS-Tween 0,1 %  

- 2 ώρες επώαση σε 2nd Antibody solution, ανάδευση, σε RT 

- 3*10’ πλύσεις με PBS-Τween 0,1 %  

- διατήρηση φετών σε PBS 1x 

- μεταφορά των φετών με πινελάκι σε αντικειμενοφόρες πλάκες  

- κάλυψη με σταγόνες Mounting Medium with DAPI (ab104139, Abcam plc.) και 

προσεκτική τοποθέτηση γυάλινης καλυπτρίδας 

 

5.1.2 Πρωτόκολλο για anti-8-oxo-dG 

- 2*2’ πλύσεις με 1x PBS 

- 30’ επώαση σε 5μg/ml Proteinase K στους 37oC 

- 2*5’ πλύσεις με 1x PBS 

- 1 ώραRNAse Buffer στους 37oC 



 166 

- 2*5’ πλύσεις με 1x PBS 

- 5’ επώαση σε 2N HCl και ανάδευση σε RT 

- 5’ επώαση σε 1M Tris και ανάδευση σε RT 

- 2*5’ πλύσεις με 1x PBS 

- 1 ώρα επώαση σε Blocking solution και ανάδευση σε RT 

- O/N επώαση σε 1st Antibody solution, ανάδευση, 4oC    

- 3*3’ πλύσεις με 1x PBS 

- 2 ώρες επώαση σε 2nd Antibody solution, ανάδευση, σε RT 

- 4*3’ πλύσεις με 1x PBS  

- διατήρηση φετών σε PBS 1x 

- μεταφορά των φετών με πινελάκι σε αντικειμενοφόρες πλάκες  

- κάλυψη με σταγόνες Mounting Medium with DAPI (ab104139, Abcam plc.) και 

προσεκτική τοποθέτηση γυάλινης καλυπτρίδας 

 

 

6. Μορφολογική παρατήρηση δενδριτικών ακανθών με χρώση Golgi-Cox  

Τις τελευταίες δεκαετίες έχει παρατηρηθεί μια αξιοσημείωτη αναζωπύρωση του 

ενδιαφέροντος για τις μεθόδους Golgi, μια εξέλιξη που μπορεί να αντικατοπτρίζει την 

αντίληψη ότι η εικόνα που παρέχεται από αυτές τις τεχνικές μπορεί τελικά να είναι εκείνη 

που χαρακτηρίζει περισσότερο το νευρικό σύστημα, ιδιαίτερα σε σύγκριση με την ιστολογική 

εικόνα των μη νευρικών ιστών (Ramón-Moliner, 1970). Η χρήση αυτής της ιστολογικής 

τεχνικής επιτρέπει, μεταξύ άλλων, την ανίχνευση δομικών τροποποιήσεων στις δενδριτικές 

άκανθες των νευρώνων σε περιοχές του εγκεφάλου. Ετερογενείς σε μέγεθος και σχήμα, και 

«μεταβαλλόμενες» από τη δραστηριότητα των νευρώνων, οι δενδριτικές άκανθες 

θεωρούνται ότι παρέχουν τη μορφολογική βάση για τη συναπτική πλαστικότητα. 

Συγκεκριμένα, πρόκειται για μορφολογικές προεξοχές του κύριου άξονα των δενδριτών και 

έχουν τυπικά μήκος 0,5-2μm. Κατανέμονται με γραμμική πυκνότητα 1-10 ακανθών ανά μm 

μήκους δενδριτών σε ώριμους νευρώνες (Hering & Sheng, 2001). Νευρικά κύτταρα με 

άκανθες συνήθως δεν συναντώνται στους οργανισμούς που βρίσκονται πιο χαμηλά στα 

εξελικτικά στάδια (π.χ., Drosophila melanogaster και Caenorhabditis elegans), γεγονός που 

υποδηλώνει ότι οι δενδριτικές άκανθες εξελίχθηκαν για να εξυπηρετήσουν τις πιο 

ανεπτυγμένες λειτουργίες των νευρικών συστημάτων (Hering & Sheng, 2001).  

Οι δενδριτικές άκανθες με βάση λεπτομερείς ανατομικές μελέτες μονιμοποιημένου 

εγκεφαλικού ιστού, έχουν ταξινομηθεί με βάση το σχήμα ως thin, stubby, mushroom και cup-

shaped. Οι μελέτες «ζωντανής απεικόνισης» (live imaging) που πραγματοποιήθηκαν, είτε σε 

καλλιέργειες νευρώνων, είτε σε τομές εγκεφάλου ή σε εγκέφαλο, έχουν διαπιστώσει ότι οι 

δενδριτικές αυτές προεξοχές είναι αξιοσημείωτα δυναμικές, οπότε μπορούν να αλλάζουν και 

να διαμορφώνονται σε χρονικά διαστήματα από δευτερόλεπτα έως και ημέρες. Ο 

σχηματισμός και η πυκνότητα των δενδριτικών ακανθών μπορεί να επηρεαστούν από την 

εγκεφαλική δραστηριότητα, τόσο βραχυπρόθεσμα, όσο και μακροπρόθεσμα, αλλά και υπό 

την επίδραση περιβαλλοντικών ή άλλων παραγόντων (Hering & Sheng, 2001). Ο αριθμός και 

το σχήμα των ακανθών πιθανότατα σχετίζονται άμεσα με τη συναπτική μετάδοση και έτσι 

υπάρχει μεγάλο ενδιαφέρον για τις εξαρτώμενες από τη δραστηριότητα τροποποιήσεις που 

παρατηρούνται.  
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Υλικά & Παρασκευή διαλυμάτων 

▪Διάλυμα Golgi-Cox 

- 1,5% w/v Potassium Dichromate σε dH2O 

- 2,5% w/v Mercuric Chloride σε dH2O  

- 3,5% w/v Potassium Chromate σε dH2O  

 

Παρασκευή: 

1. Διάλυμα Α: 5g Potassium Dichromate σε κωνική φιάλη των 150ml και προστίθενται 

100ml dH2O. Το διάλυμα αφήνεται να αναδευτεί  

2. Διάλυμα B: 5g Mercuric Chloride σε ένα ποτήρι ζέσεως των 200ml και προστίθενται 

100ml dH2O. Το διάλυμα αναδεύεται σε θερμοκρασία 600C μέχρι να διαλυθεί το Mercury 

Chloride 

3. Διάλυμα C: 4g Potassium Chromate στο τελικό μπουκάλι χωρητικότητας 500ml και 

προστίθενται 80ml dH2O. Το διάλυμα αναδεύεται για λίγα δευτερόλεπτα 

4. Τα διαλύματα Α & Β αναμιγνύονται στο ποτήρι ζέσεως (το οποίο έχει απομακρυνθεί 

από τη θερμαινόμενη επιφάνεια)   

5. Προστίθενται 200ml dH20 στο μπουκάλι με το διάλυμα C 

6. Ενώ αναδεύεται το διάλυμα C, προστίθενται σιγά σιγά τα αναμεμιγμένα διαλύματα Α & 

Β στο μπουκάλι με το διάλυμα C  

7. Μετά την παρασκευή του το διάλυμα φυλάσσεται για 5 ημέρες στο σκοτάδι  

***Προσοχή: το διάλυμα είναι φωτοευαίσθητο και πρέπει να αποφεύγεται η ανάδευσή του, 

καθώς μετά τις 5 ημέρες δημιουργείται ίζημα το οποίο δε πρέπει να διαταράσσεται***    

 

▪Διάλυμα Kodak Fix 

- 11,4ml Solution A (5% Potassium Dichromate σε dH2O) + 45,8ml dH2O 

- 1,27ml Solution B (5% Mercuric Chloride σε dH20) + 91,6 ml dH2O 

 

6.1 Διαδικασία χρώσης Golgi-Cox 

6.1.1 Προετοιμασία εγκεφάλου 

1. απομόνωση εγκεφάλου  

2. ξέπλυμα του εγκεφάλου σε διάλυμα 1x PBS 

3. τοποθέτησή του εγκεφάλου σε γυάλινο δοχείο, τυλιγμένο εξωτερικά με 

αλουμινόχαρτο, το οποίο περιέχει ~4ml Golgi-Cox διάλυμα  

4. ανανέωση του διαλύματος μέρα παρά μέρα για 10 μέρες (σε κάθε ανανέωση, το παλιό 

διάλυμα απορρίπτεται σε ειδικό δοχείο τοξικών αποβλήτων, προστίθενται εκ νέου 

~4ml διαλύματος και στη συνέχεια το δοχείο αναδεύεται για 1 ώρα)  
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5. την 11η μέρα ακολουθεί η μεταφορά του εγκεφάλου σε διάλυμα σουκρόζης 30 % σε 

dH2O, μέσα στο οποίο διατηρείται στους 4˚C  

 

6.1.2 Τομές εγκεφάλου  

1. ο εγκέφαλος τέμνεται υπό γωνία ~900 ως προς τον εμπροσθοπίσθιο άξονα  

2. σε μικροτόμο παλλόμενης λεπίδας (Leica VT1000S) λαμβάνονται τομές πάχους 150 

μm  

3. οι τομές μεταφέρονται σε αντικειμενοφόρες πλάκες 

4. οι τομές που βρίσκονται στις αντικειμενοφόρες πλάκες στεγνώνονται προσεκτικά 

και καλύπτονται με Parafilm “M”  

5. οι αντικειμενοφόρες πλάκες με τις τομές φυλάσσονται σε θάλαμο υγρασίας στο 

σκοτάδι 

 

6.2.3 Χρώση και εμφάνιση τομών εγκεφάλου  

Τη 2η ημέρα μετά την λήψη των εγκεφαλικών τομών πραγματοποιείται η «εμφάνιση» 

τους 

1. αφαίρεση του προστατευτικού Parafilm “M” από τις αντικειμενοφόρες πλάκες  

2. 15’ τοποθέτηση στην απαγωγό εστία  

3. 1’ επώαση σε dH2O  

4. 15’ επώαση σε 100 % Ammonium Hydroxide  

5. 1’ επώαση σε dH2O  

6. 15’ επώαση σε διάλυμα Kodak Fix  

***Με το Kodak Fix γίνεται η εμφάνιση των βαμμένων νευρώνων*** 

7. 1’ επώαση dH2O   

***Προσοχή: όλα τα παραπάνω βήματα πραγματοποιούνται σε συνθήκες απόλυτου 

σκότους, ενώ τα στάδια που ακολουθούν πραγματοποιούνται σε φωτεινές 

συνθήκες***.  

8. αφυδάτωση των τομών με μια σειρά από αυξανόμενες συγκεντρώσεις αιθανόλης 

(50%, 70%, 95%, 100%).  

9. 3’ επώαση σε 100% Xylenium  

10. αφού οι τομές στεγνώσουν λίγο, προστίθεται μία σταγόνα Eukitt® Quick-hardening 

mounting medium (03989, Sigma-Aldrich) σε κάθε φέτα 

11. oι αντικειμενοφόρες πλάκες καλύπτονται στη συνέχεια με γυάλινη καλυπτρίδα  

 

 

6.3 Μικροσκοπική παρατήρηση νευρώνων  

Με το πέρας ενός μήνα από την παραπάνω διαδικασία, οι τομές παρατηρούνται στο 

οπτικό μικροσκόπιο (Leitz Dialux 20 EB) με τη χρήση x20 φακού. Τα κύτταρα 

φωτογραφίζονται σε ελαιοκαταδιτικό φακό x100 με κάμερα Nikon FDX-35. 
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6.4 Επεξεργασία των φωτογραφιών και ανάλυση των μετρήσεων  

Η δημιουργία stacks των συνεχόμενων εικόνων και η ένωση των μικροφωτογραφιών 

κάθε κυττάρου πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση του προγράμματος «Adobe Photoshop 

7.0» για τη δημιουργία της πλήρους εικόνας του κυττάρου, ώστε να μετρηθεί το μήκος 

των δενδριτών.  

Η ανάλυση των μετρήσεων και τα διαγράμματα έγιναν με τη χρήση του λογισμικού 

«Microsoft Office Excel 2007».  

 

 

7. Ανοσοαποτύπωση (Western Blot Anlaysis) 

Η τεχνική ανοσοαποτύπωσης (Western Blot, WB), στοχεύει στον εντοπισμό και ποσοτικό 

προσδιορισμό πρωτεϊνών. Αποτελείται από δύο κύρια στάδια: την ηλεκτροφόρηση 

πρωτεϊνών και την πρόσδεση σε ειδικά αντισώματα. Κατά την ηλεκτροφόρηση οι πρωτεΐνες 

κινούνται μέσα σε ένα πήκτωμα (gel) ακρυλαμίδης υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Η 

κίνηση των πρωτεϊνών μέσα στο ηλεκτρικό πεδίο εξαρτάται από το ηλεκτρικό φορτίο και το 

μοριακό βάρος τους. Αποτελεί, δηλαδή, μια μέθοδο διαχωρισμού των πρωτεϊνών. Η 

πρόσδεση σε ειδικά αντισώματα στηρίζεται στην ικανότητα κάθε πρωτεΐνης να προσδένεται 

σε διακριτό αντίσωμα. Πρόκειται, δηλαδή, για μια μέθοδο ταυτοποίησης των πρωτεϊνών. 

Συνδυαστικά, οι δύο αυτές μέθοδοι οδηγούν στον ποσοτικό προσδιορισμό συγκεκριμένων 

πρωτεϊνών. 

 

 

 

Υλικά & Παρασκευή διαλυμάτων  

▪Lysis Buffer 

50mM HEPES, 150mM NaCl, 1 % Glycerol, 1 % Triton X-100, 1,5 mM MgCl2, 5mM EGTA 

+ Μίγμα Αναστολέων Πρωτεασών 1:1000 

* ddH2O προστίθεται μέχρι τον τελικό όγκο 

 

▪Separating Gel Buffer  

1,5M Tris, 0,4 % w/v SDS 

* ddH2O προστίθεται μέχρι τον τελικό όγκο 

*pH=8,8 ,προσαρμόζεται με HCl 

* αποθήκευση στους 4oC 

 

▪Stacking Gel Buffer  
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0,5M Tris, 0,4 % w/v SDS 

* ddH2O προστίθεται μέχρι τον τελικό όγκο 

*pH=6,8 ,προσαρμόζεται με HCl 

* αποθήκευση στους 4oC 

 

▪Separating Gel (πήκτωμα διαχωρισμού) 8,5 %, 6ml, πάχος 0,75mm  

*** η περιεκτικότητα του σε ακρυλαμίδη μπορεί να διαφέρει ανάλογα με το μοριακό βάρος 

της πρωτεΐνης-στόχου*** 

ddH2O: 2,745ml 

30 % acrylamide: 1,7ml  

Separating Gel Buffer: 1,5ml 

10 % SDS: 60μl  

10 % APS (ammonium persulfate): 60μl 

TEMED (N,N,N’,N’- tetramethylethylenediamine, MERCK): 6μl 

 

▪Stacking Gel (πήκτωμα πακεταρίσματος) 4 %, 3ml, πάχος 0,75mm 

***η περιεκτικότητα του σε ακρυλαμίδη είναι σταθερή: 4 %*** 

ddH2O: 1,83ml 

30 % acrylamide: 0,399ml 

Stacking Gel Buffer: 0,75ml 

10 % SDS: 30μl  

10 % APS: 30μl 

TEMED: 3μl 

 

▪2x Sample Buffer 

 100mM Tris: pH=6,8 

4 % SDS  

0,2 % Bromophenol blue 

20 % Glycerol σε dH2O 

* αποθήκευση στους 4oC 
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▪10x Running-Transfer Buffer (1L) 

30,2g Tris 

188g Glycine σε dH2O  

100ml SDS 10%  

* ddH2O προστίθεται μέχρι τον τελικό όγκο 

*pH=8,3 ,προσαρμόζεται με HCl 

* αποθήκευση στους 4oC 

 

7.1 Απομόνωση πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από εγκεφαλικό ιστό  

 

1. ο εγκέφαλος του μυ απομονώνεται σε παγωμένο διάλυμα 1x PBS 

2. απομονώνεται η επιθυμητή περιοχή του PFC για να χρησιμοποιηθεί για λύση 

(πάντα σε πάγο) 

3. μεταφέρονται σε δοχεία Eppendorf με 400μl Lysis Buffer και αφήνονται στον 

πάγο για 30’  

4. ακολουθεί ομογενοποίηση με υπερήχους για ~30’’ 

5. φυγοκέντρηση στους 4°C υπό 25.000rcf για 30’ 

6. το πρωτεϊνικό εκχύλισμα χρησιμοποιείται για ανοσοαποτύπωση ή φυλάσσεται 

στους -20°C, έως ότου χρησιμοποιηθεί 

 

 

7.2 Ποσοτικοποίηση πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford 

 

1. 19μl ddH2O και 1μl από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα αναμιγνύονται σε Eppendorfs 

των 1,5ml  

2. 200μl χρωστικής Bradford (Biorad) προστίθενται 

3. καλή ανάδευση (Vortex) 

4. 15’ τα δείγματα παραμένουν σε RT 

5. μέτρηση της οπτικής πυκνότητας του δείγματος στα 595nm 

***η ποσοτικοποίηση πραγματοποιείται με βάση μία πρότυπη καμπύλη η οποία προκύπτει 

από την αντιστοίχιση γνωστών ποσοτήτων BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma) στον άξονα 

x, με τις τιμές της οπτικής πυκνότητας τους στα 595nm στον άξονα y*** 

6. μετά τον υπολογισμό της συνολικής ποσότητας πρωτεΐνης στο δείγμα, ο 

επιθυμητός όγκος μεταφέρεται σε νέο Eppendorf  

7. η υπόλοιπη ποσότητα φυλάσσεται στους -80°C σε aliquots 

 

 

 

 



 172 

7.3 Προετοιμασία δειγμάτων & διαχωρισμός πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης 

(SDS-PAGE) 

  

1. παρασκευή πηκτώματος πολυακρυλαμίδης 

- 6ml Separating Gel  

- 3ml Stacking Gel  

2. τοποθέτησή του πηκτώματος πολυακρυλαμίδης στη συσκευή ηλεκτροφόρησης, 

σύμφωνα με τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας (Biorad) 

*εισάγεται στη συσκευή πρώτα το Separating Gel, μετά μια μικρή ποσότητα 

ισοπροπανόλης για ευθυγράμμιση (την αφαιρούμε μόλις δράσει) και τέλος το 

Stacking Gel μαζί με την ειδική κατασκευή δημιουργίας των πηγαδιών του 

πηκτώματος ακρυλαμίδης*  

3. προετοιμασία δειγμάτων:  

- κάθε δείγμα πρωτεϊνών, του οποίου η ποσότητα έχει προσδιοριστεί από 

την μέθοδο Bradford, αναμιγνύεται με ίσο όγκο Sample Buffer και με DTT σε 

αναλογία 1:5 

- ανάδευση των δειγμάτων & spin-down 

- 3’ βρασμός στους 95οC  

- spin-down & τοποθέτηση στον πάγο 

4. προσθήκη 1Lt από το 1x Running buffer σε όλο το χώρο της συσκευής ανάμεσα στα 

πηκτώματα και στο χώρο που βρίσκεται γύρω από αυτά 

5. «φόρτωμα» των πρωτεϊνικών δειγμάτων στα πηγάδια των πηκτωμάτων 

6. ρύθμιση της συσκευής ηλεκτροφόρησης στα 80V για όσο χρόνο τα δείγματα 

βρίσκονται στο πήκτωμα πακεταρίσματος (Stacking Gel) (~ 30’)  

7. στη συνέχεια ρύθμιση στα 120V μέχρι να φύγει η χρωστική από το πήκτωμα (~2 

ώρες)  

*** το Running Buffer έχει pH=8.3, το Stacking Gel pH=6.8 και το Separating Gel 

pH=8.8. Με την προσθήκη του Running Buffer στην συσκευή τα μόρια γλυκίνης 

πιέζονται να εισέλθουν στο Stacking Gel όπου γίνονται ουδέτερα. Τα ιόντα Cl- 

κινούνται πιο γρήγορα προς το ηλεκτρικό πεδίο προσπερνώντας τα μόρια γλυκίνης. 

Αυτό δημιουργεί μια στενή ζώνη στο Stacking Gel ανάμεσα στα μόρια γλυκίνης και 

τα ιόντα Cl- . Η σχεδόν ουδέτερη γλυκίνη σπρώχνει τις πρωτεΐνες προς τα κάτω και 

τα ιόντα Cl- τις εμποδίζουν να τα ξεπεράσουν. Έτσι επιτυγχάνεται η ευθυγράμμιση 

των πρωτεϊνών για να ξεκινήσουν να τρέχουν από την ίδια αφετηρία. Στην συνέχεια 

εφαρμόζεται ρεύμα τάσης 80V αρχικά και 120V για να ηλεκτροφορηθούν οι 

πρωτεΐνες με βάση το μοριακό τους βάρους. Οι μεγαλύτερου μοριακού βάρους 

πρωτεΐνες κινούνται πιο αργά ανάμεσα στους πόρους του πηκτώματος ακρυλαμίδης 

συγκριτικά με τις μικρότερου μοριακού βάρους*** 

 

7.4 Μεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωμα σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 

1. Παρασκευή φρέσκου 1x Transfer Buffer: 100ml Running Buffer, 200ml Methanol, 

 700ml H2O) περίπου 1 ώρα πριν τη χρήση και τοποθέτησή του στους 4°C  
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2. ένα κομμάτι μεμβράνης νιτροκυτταρίνης (PROTRAN) και 4 κομμάτια χαρτιού 

Whattman κόβονται στις διαστάσεις του πηκτώματος 

3. το πήκτωμα μετά την ηλεκτροφόρηση απομακρύνεται από τη συσκευή και στη 

συνέχεια απομακρύνεται το τμήμα που αντιστοιχεί στο Stacking Gel, ενώ 

απομονώνεται το τμήμα του Separating Gel  

4. τα χαρτιά Whattman, καθώς και τα ειδικά σφουγγαράκια εμβαπτίζονται σε 1x 

Transfer Buffer  

5. η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης εμβαπτίζονται πρώτα σε dH2O και στη συνέχεια σε 1x 

Transfer Buffer  

6. στη συσκευή μεταφοράς, δημιουργείται ένα «σαντουϊτς» αρχίζοντας από το 

μαύρο πλαίσιο, το σφουγγάρι,2 Whattman χαρτιά, το πήκτωμα, η μεμβράνη 

νιτροκυτταρίνης, 2 Whattman χαρτιά, το δεύτερο σφουγγάρι και το κόκκινο πλαίσιο 

6. με χρήση κυλινδρικής επιφάνειας που «κυλάει» πάνω στην παραπάνω διάταξη, 

απομακρύνεται ο αέρας που έχει εγκλωβιστεί μεταξύ των υλικών  

7. η συσκευή μεταφοράς τοποθετείται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης, μέσα σε 

διάλυμα 1x Transfer Buffer, σε πάγο ή σε cold room σε θερμοκρασίας 4οC  

8. ακολουθεί μεταφορά των πρωτεϊνών με εφαρμογή ηλεκτρικού ρεύματος έντασης 

75V για 1,5 ώρα  

***η σύσταση του Transfer Buffer και ο χρόνος της  μεταφοράς των πρωτεϊνών 

διαφέρει ανάλογα με το μοριακό βάρος τους***  

 

 

 

7.5 Ανοσοαποτύπωση 

 

1. 1 ώρα επώαση της μεμβράνης  σε Blocking solution: 5 % BSA (Bovine serum 

albumin) σε PBS-Tween 0,1 %  

2. 10’ πλύση με PBS-Tween 0,1 % 

3. απομονώνονται τα τμήματα της μεμβράνης που φέρουν τα επιθυμητά μοριακά 

βάρη πρωτεϊνών (όπως μπορεί να γίνει αντιληπτό από το ladder)   

4. τα τμήματα της μεμβράνης επωάζονται με τα κατάλληλα πρωτοταγή 

αντισώματα, αραιωμένα σε PBS-Tween 0,1% /1% BSA, O/N, υπό ανάδευση στους 

4οC (cold room) 

5. 1*5’ & 3*10’ πλύσεις με PBS-Tween 0,1 %, σε RT  

6. επώαση με το δευτερογενές αντίσωμα αραιωμένο σε PBS-Tween 0,1% /1% BSA, 

για 2 ώρες, σε συνθήκη σκότους, RT και υπό ανάδευση 

7. 1*5’ & 3*10’ πλύσεις με PBS-Tween 0,1%, σε RT  

8. οπτικοποίηση του αποτελέσματος με τη χρήση του εμφανιστικού μηχανήματος  

Sapphire Biomolecular Imager of Azure biosystems, υπό την επίδραση ECL 

(200ml+200ml)  
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Αντισώματα Western Blot 
 
1ο  Αντίσωμα Εταιρία  Όνομα Προϊόντος Αραίωση M.W. 2ο  

Αντίσωμα  
Synaptophysin  Abcam Anti-Synaptophysin 

antibody (AB32127) 
1:1000 38kDa GAM-HRP 

(1:2000) 
β-Tubulin Abcam Recombinant Anti-beta 

Tubulin antibody 
[EPR16774] (ab179513) 

1:2000 50kDa GAR-HRP 
(1:5000) 

a-GLuN2A Alomone labs Anti-NMDA Receptor - 
NR2A 
(extracellular, AGC002) 

1:2000 170kDa GAR-HRP 
(1:5000) 

a-GAPDH  Cell Signaling 
Technology 

GAPDH Antibody  
(14C10 #2118) 

1:2000 37kDa GAR-HRP 
(1:5000) 

 

7.6 Ανάλυση  

 

Ο όγκος της «ζώνης» της πρωτεΐνης μετρήθηκε με χρήση του προγράμματος 

ImageLab 6.1 και στη συνέχεια κανονικοποιήθηκε. 

 

 

 

8. Ηλεκτροφυσιολογία  

Η ηλεκτροφυσιολογία είναι ο κλάδος των νευροεπιστημών που διερευνά την ηλεκτρική 

δραστηριότητα των ζωντανών νευρικών κυττάρων καθώς και τις μοριακές και 

κυτταρικές διεργασίες που διέπουν τη σηματοδότηση τους. Ηλεκτροφυσιολογικές 

μελέτες πραγματοποιούνται είτε in vivo είτε in vitro και καταγράφονται δυναμικά ή 

ρεύματα των μεμβρανών των νευρικών κυττάρων. Υπάρχουν τρία διαφορετικά είδη 

καταγραφών : α) εξωκυττάριες καταγραφές πεδίου β) ενδοκυττάριες καταγραφές και γ) 

τεχνική καθήλωσης κηλίδας (patch-clamp). 

Υλικά & Διαλύματα 

▪Παρασκευή τεχνητού εγκεφαλονωτιαίου υγρού (Artificial Cerebrospinal Fluid-aCSF) 

- aCSF καταγραφής, pH=7,4, ωσμογραμμομοριακότητα κατ’όγκο (Osm)=315mOsm/L: 

125mM NaCl 

3,5mM KCl  

26mM NaHCO3 

1mM MgCl2 

2mM CaCl2 

10mM Glucose  

 

- 0-Ca2+ aCSF, pH=7,4, Osm=315mOsm/L:  

125mMNaCl 

3,5mM KCl  

26mM NaHCO3 

3mM MgCl2 

1,26mM NaH2PO4*H2O 
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10mM Glucose 

 

- 0-Ca2+ + Choline aCSF, pH=7,4, Osm=315mOsm/L: 

KCl 

NaH2PO4*H2O 

MgCl2 

CaCl2 

NaHCO3 

Glucose 

Choline chloride 

 

- Intra-cellular solution (Voltage-clamp), pH=7,3, Osm=265-275mOsm/L: 

120mM Cs-gluconate 

20mM CsCl 

0,1mM CaCl 

2,1mM EGTA 

0,4mM Na-guanosinetriphosphate 

2mM Mg-adenosinetriphosphate 

10mM HEPES 

 

 

8.1 Διαδικασία απομόνωσης εγκεφάλου και λήψης τομών  

1. το ζώο θανατώνεται με διατομή της σπονδυλικής στήλης   

2. ο εγκέφαλός απομονώνεται ταχέως σε παγωμένο οξυγονωμένο (95% 

O2/5% CO2) διάλυμα 0-Ca2+ aCSF  

3. ο εγκέφαλος τέμνεται υπό γωνία ~60ο ως προς τον εμπροσθοπίσθιο 

άξονα και ~60ο ως προς τον εσωπλευρικό άξονα  

4. το πρόσθιο τμήμα του εγκεφάλου, όπου εντοπίζεται ο προμετωπιαίος 

φλοιός τοποθετείται σε μικροτόμο παλλόμενης λεπίδας (Leica VT1000S) 

5.  λαμβάνονται τομές πάχους 400μm για καταγραφές τοπικού πεδίου, και 

300μm για καταγραφές patch-clamp 

6. οι τομές μεταφέρονται σε tissue well, βυθισμένο σε aCSF καταγραφής, το 

οποίο έχει συνεχή οξυγόνωση (95% O2/5% CO2) και βρίσκεται σε 

θερμοκρασία 37οC, ~1 ώρα μέχρι τη μεταφορά τους στην τράπεζα των 

ηλεκτροφυσιολογικών καταγραφών 

 

***για την πραγματοποίηση ηλεκτροφυσιολογικών καταγραφών οι τομές του 

εγκεφάλου πρέπει να παραμένουν μεταβολικά ενεργές σε όλη τη διάρκεια της 

διαδικασίας, από την απομόνωση του εγκεφάλου μέχρι την πραγματοποίηση 

καταγραφών*** 

 

 8.2 Πειραματική διάταξη καταγραφών τοπικού πεδίου  

Στη διαδικασία εξωκυττάριας καταγραφής δυναμικών τοπικού πεδίου (Local Field 

Potentials-LFps) χρησιμοποιείται ένα μεταλλικό συγκεντρωτικό μικροηλεκτρόδιο 

ερεθισμού (πλατίνα/ιρίδιο) και ένα ηλεκτρόδιο καταγραφής που απαρτίζεται από 
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λεπτό σύρμα χλωριούχου αργύρου και μονωτική γυάλινη μικροπιπέτα (διαμέτρου 

~10μm), πλήρη ηλεκτρολύτη (3Μ NaCl).  

Οι καταγραφές πραγματοποιήθηκαν στο σύνολό τους στην έξω κοκκώδη στοιβάδα 

(layer II) στην περιοχή του prelimbic prefrontal cortex (PrL), στον mPFC, η οποία 

εντοπίζεται με τη βοήθεια μικροσκοπίου φωτισμού πρόσπτωσης (Zeiss,USA) και 

ενσωματωμένης κάμερας (Hamamatsu, Japan).  

Τα ασθενή ηλεκτρικά σήματα που δέχεται το μικροηλεκτρόδιο φιλτράρονται με 

χαμηλοπερατό φίλτρο στα 0-1 Hz και ενισχύονται μέσω ενισχυτή (DAGAN BVC-700), 

ψηφιοποιούνται με το ITC-18 (A-D board), και καταγράφονται σε υπολογιστή όπου 

λαμβάνονται με τη χρήση του προγράμματος IgorPro (Wavemetrics, USA). Η 

συχνότητα λήψης ανέρχεται στα 100 kHz. 

 

 Εικόνα 10.5:  

 Α. τομή PFC, φαίνεται στον κύκλο η περιοχή  του 
 PrL, διακρίνονται τα διαφορετικά σ τρώματα 

 οργάνωσης των στοιβάδων (L1, L2/3,  L5, L6) 

 
 
 
 

 

 Β. πειραματική διάταξη ηλεκτροδίων στην 

 περιοχή PrL του mPFC στη στοιβάδα II 

 κόκκινη διακεκομμένη γραμμή: μέση  γραμμή 
 ηλεκτρόδιο ερεθισμού: μαύρο χρώμα 
 γυάλινη μικρο-πιπέτα: ανοιχτόχρωμο   

 

 

 

 8.2.1 Πρωτόκολλο ερεθισμού 

Το πρωτόκολλο ερεθισμού για τον προμετωπιαίο φλοιό πραγματοποιείται με τα 

δύο ηλεκτρόδια (ερεθισμού και καταγραφής) τοποθετημένα στην ίδια στοιβάδα του 

προμετωπιαίου (L2/3). Το ηλεκτρόδιο ερεθισμού «έρχεται» από τη στοιβάδα I (L1) 

του προμετωπιαίου φλοιού, ενώ το ηλεκτρόδιο καταγραφής από τη στοιβάδα V 

(L5). Αφού βρεθεί η κατάλληλη διάταξη των ηλεκτροδίων στο χώρο παραμένουν 

σταθερά σε αυτή τη θέση καθ’ όλη τη διάρκεια του πρωτοκόλλου. Η διαδικασία που 

ακολουθείται έχει ως εξής:  

-Input-output: πραγματοποιούνται διαδοχικά δύο ερεθισμοί διάρκειας 0.01 

ms, έντασης 0,1mA και με χρονική απόσταση μεταξύ τους ISI (InterStimulus 

Interval) διάρκειας 60”. Στη συνέχεια επαναλαμβάνεται η ίδια διαδικασία με 

αυξανόμενη ένταση ερεθισμού κατά 0,1mA κάθε φορά μέχρι τα 0,3mA και 

τέλος δίνονται δύο ερεθισμοί έντασης 0,15mA 
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***σε όλες τις φάσεις του πρωτοκόλλου που ακολουθούν η ένταση του ρεύματος 

είναι σταθερή στο επίπεδο όπου η απόκριση που λαμβάνεται είναι της τάξης του 1 

mV*** 

-Paired-pulses: εφαρμόζονται συζευγμένοι παλμοί με μεταξύ τους διάστημα 

100, 50 και 20 ms ή αλλιώς με συχνότητα 10, 20 και 50 Hz με τη σειρά που 

αναγράφονται και από δύο επαναλήψεις για την κάθε συχνότητα, με ISI 

διαρκείας 60” 

-Baseline activity: εφαρμογή 10 μονών ερεθισμάτων, σταθερής έντασης, 

διάρκειας 0,01ms και μεταξύ τους ISI 60” 

-Tetanus test: ο τετανικός ερεθισμός αποτελείται από 3 επαναλήψεις 

διεγερτικών σημάτων υψηλής συχνότητας (100Hz) και αυξημένης διάρκειας 

(1’’), μεταξύ των οποίων παρεμβάλλεται ISI διαρκείας 20” 

-LTP-induction: εφαρμόζονται μια σειρά 50 μονών ερεθισμών σταθερής 

έντασης και διάρκειας, με μεταξύ τους ISI 60’’ (όμοιες συνθήκες με αυτές του 

baseline activity) 

 

***εάν το μέσο μέγεθος της απόκρισης αυξηθεί σε σύγκριση με την βασική 

δραστηριότητα (baseline activity), παρότι η ένταση του ερεθισμού είναι 

σταθερή, πρόκειται για μακρόχρονη ενδυνάμωση της συναπτικής ισχύος, 

ενώ αν δε μεταβληθεί σημαντικά οι συνάψεις δεν εμφανίζουν 

πλαστικότητα*** 

 

Τα καταγραφόμενα δυναμικά τοπικού πεδίου έπειτα από μοναδιαίο ερεθισμό είναι 

της μορφής : 

 

 

 

Όπου φαίνονται συγκεκριμένα χαρακτηριστικά, όπως:  
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• Vpeak: κορυφή που αντικατοπτρίζει τη συνολική απόκριση των 

προσυναπτικών νευρώνων (fiber volley) και εξαρτάται από το πλήθος των 

προσυναπτικών ινών που πυροδοτούν δυναμικά ενεργείας  

• fpeak: αντιπροσωπεύει τη μέγιστη τιμή εκπόλωσης διεγερτικού 

μετασυναπτικού δυναμικού του συνόλου των νευρώνων που 

καταγράφονται  

• σημείο Α: το μέγιστο θετικό σημείο της καμπύλης μετά το Vpeak  

 

 8.3 Πειραματική διάταξη καταγραφών με την τεχνική καθήλωσης κηλίδας (patch-

 clamp technique) 

Στη διαδικασία καταγραφών με την τεχνική καθήλωσης κηλίδας, και συγκεκριμένο 

κατά την καταγραφή αυθόρμητων ανασταλτικών μετασυναπτικών ρευμάτων 

(Spontaneous Inhibitory Post-Synaptic Currents-sIPSCs) χρησιμοποιείται ένα 

ηλεκτρόδιο καταγραφής που απαρτίζεται από λεπτό σύρμα χλωριούχου αργύρου 

και μονωτική γυάλινη μικροπιπέτα (αντίστασης  7-10MΩ), γεμάτη με διάλυμα 

intracellular (όπως αναφέρθηκε στο 8.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10.6: τεχνική καθήλωσης κηλίδας σε πυραμιδικό νευρώνα που βρίσκεται στη στοιβάδα II 

στην περιοχή PrL, του mPFC. Φαίνεται η γυάλινη μικρο-πιπέτα 

 

Οι καταγραφές πραγματόποιήθηκαν στο σύνολό τους σε πυραμιδικούς νευρώνες 

της έξω κοκκώδης στοιβάδας (layer II) στην περιοχή του prelimbic prefrontal cortex 

(PrL) του mPFC, η οποία εντοπίζεται με τη βοήθεια μικροσκοπίου φωτισμού 

πρόσπτωσης (Zeiss,USA) και ενσωματωμένης κάμερας (Hamamatsu, Japan).  

Τα ασθενή ηλεκτρικά σήματα που δέχεται το μικροηλεκτρόδιο φιλτράρονται με 

χαμηλοπερατό φίλτρο στα 5kHz μέσω του ενισχυτή Axopatch 200B 

(MolecularDevices,Inc.) και ψηφιοποιούνται με το ITC-18board (Instrutech,Inc), και 

καταγράφονται σε υπολογιστή όπου λαμβάνονται με τη χρήση του προγράμματος 

IgorPro (Wavemetrics, USA). Η συχνότητα λήψης ανέρχεται στα 20kHz. 
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8.3.1 Πειραματικές συνθήκες 

H καταγραφή των sIPSCs γίνεται παρουσία των ανταγωνιστών των υποδοχέων των 

AMPA και των NMDA, CNQX (TOCRIS a biotechne brand, CAS#115066-14-3) και AP5 

(D-AP5, TOCRIS a biotechne brand, CAS#79055-68-8), αντίστοιχα. Οι καταγραφές 

έγιναν σε διαφορετικές τάσεις, από +10mV έως +40mV παρουσία CNQX (40μM) και 

AP5 (50μM), στη ροή του aCSF. Οι κορυφές των καταγραφών, που σημαίνουν και το 

μέσο καταγραφόμενο ρεύμα, ήταν της τάξης των 100-200pA.  

Πριν ακολουθήσει η φάση της ανάλυσης, από τις καταγραφές, μέσω κώδικα που έχει 

γραφτεί στο πρόγραμμα IgorPro, «σβήνεται» ο θόρυβος. Από την κάθε καταγραφή 

υπολογίζεται ο αριθμός των «συμβάντων», δηλαδή των ρευμάτων. Στη συνέχεια 

υπολογίζεται ο μέσος όρος των ρευμάτων που ανιχνεύθηκαν από κάθε πυραμιδικό 

νευρώνα.  

 

9. Προσδιορισμός φάσης του οιστρικού κύκλου 

Ένα γρήγορο μέσο αξιολόγησης της φάσης του οιστρικού κύκλου στα τρωκτικά είναι 

χρήσιμο όχι μόνο στη μελέτη της αναπαραγωγικής φάσης του ζώου, αλλά είναι απαραίτητο 

εργαλείο σε μελέτες που χρειάζονται να συνυπολογίζουν την ορμονολογική συνθήκη του 

ζώου καθ΄ όλη τη διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας ή  κατά περίπτωση αντίστοιχα με 

τις πειραματικές ανάγκες.  

Ο αναπαραγωγικός (ή οιστρικός) κύκλος του μυός κατηγοριοποιείται σε 4 στάδια: 

προοίστρος, οίστρος, μετοίστρος και δίοιστρος. Στις συγκεκριμένες οιστρικές φάσεις 

παρατηρούνται καθορισμένες διακυμάνσεις στα επίπεδα των στεροειδών των ωοθηκών στο 

αίμα, 17-β-οιστραδιόλης και της προγεστερόνης, των γοναδοτροπινών ωχρινοτρόπων 

ορμονών και των ωοθυλακιοτρόπων ορμονών και της ωχρινοτρόπου ορμόνης, προλακτίνης. 

Οι αλλαγές στην τύπο των κυττάρων που εντοπίζονται στον κόλπο των θηλυκών 

αντικατοπτρίζουν αυτές τις αλλαγές.  

Η καθημερινή αξιολόγηση της σχετικής αναλογίας των εμπυρηνων επιθηλιακών κυττάρων, 

των κερατινοποιημένων πλακωδών επιθηλιακών κυττάρων και των λευκοκυττάρων που 

υπάρχουν σε κολπικά επιχρίσματα μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό των 

οιστρικών σταδίων των τρωκτικών.  

Χρησιμοποιήθηκε ένα απλό, μη επεμβατικό πρωτόκολλο που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

τον προσδιορισμό του σταδίου του οιστρικού κύκλου ενός θηλυκού μυ. 

 

Υλικά & Διαλύματα 

▪Αποστειρωμένο ddH2O 

▪Crystal Violet stain (o,1%): 

- 0,1g of Crystal Violet powder 
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- 100ml ddH2O 

▪Glycerol 

 9.1 Λήψη κολπικού δείγματος  

1. σε αποστειρωμένο τιπ πιπέτας προσαρμόζεται ένα λαστιχένιο πουαρ 

αποστειρωμένου ddH2O 

2. το τιπ γεμίζεται με περίπου 100ml αποστειρωμένου ddH2O  

3. ο μυς τοποθετείται στη σχάρα του κλουβιού με το πίσω μέρος του προς 

τον πειραματιστή  

4. ο μυς ανασηκώνεται από την ουρά και συγκρατείται μόνο από τα 

μπροστινά του πόδια  

5. σε περίπτωση που ο μυς ουρήσει, τα ούρα που ενδεχομένως να 

υπάρχουν στην είσοδο του κόλπου ξεπλένονται  με περίσσεια ddH2O 

χρησιμοποιώντας ένα ξεχωριστό τιπ (δηλαδή, όχι το τιπ συλλογής 

δείγματος).  

6. στην είσοδο του κόλπου αφήνεται μια σταγόνα από το ddH2O και 

αναδεύεται με προσοχή (πολύ γρήγορη απελευθέρωση της πίεσης θα 

οδηγήσει σε βίαιη αναρρόφηση του υγρού στο πουαρ) 

7. η διαδικασία επαναλαμβάνεται περίπου 4-5 φορές (με το ίδιο τιπ και 

υγρό) ώστε να γίνει λήψη επαρκή αριθμού κυττάρων σε ένα μόνο δείγμα 

8. το υγρό που έχει συλλεχθεί τοποθετείται σε αντικειμενοφόρο πλάκα και 

αφήνεται, ώστε το επίχρισμα να στεγνώσει τελείως, σε RT 

9. μόλις στεγνώσουν τα επιχρίσματα να χρωματιστούν αμέσως ή να 

αποθηκευτούν και να χρωματιστούν σε επόμενο χρόνο  

 

 

9.2 Κυτταρολογική χρώση με χρήση Crystal Violet 

 

1. 1’ πλύση σε ειδικό δοχείο που περιέχει το διάλυμα Crystal Violet stain (o,1 %)  

2. 2*1’ πλύσεις σε ddH2O 

3. η αντικειμενοφόρος πλάκα στεγνώνεται καλά από την περίσσεια ποσότητα 

ddH2O (προσοχή στο σημείο που φέρει το επίχρισμα) 

4. η αντικειμενοφόρος πλάκα καλύπτεται με γυάλινη καλυπτρίδα με τη χρήση 

περίπου 15μl Glycerol πάνω από το επίχρισμα  

5. τα κύτταρα του επιχρίσματος εξετάζονται άμεσα, μέσω παρατήρησης σε 

οπτικό μικροσκόπιο  

 

 

9.3 Κυτταρολογία κολπικού επιχρίσματος 

Η κυτταρολογική αξιολόγηση των κολπικών επιχρισμάτων και η  αναλογία των 

κυττάρων που παρατηρούνται καθιστά δυνατό τον προσδιορισμό του σταδίου του 

οίστρου του μυός τη στιγμή της συλλογής του δείγματος.  Ανάλογα αναγνωρίζονται τα 

στάδια του: (D) προοίστρου, (Ε) οίστρου, (F) μετοίστρου ή (G) διοίστρου. 

Τρεις κύριοι τύποι κυττάρων ανιχνεύονται σε δείγματα κολπικού επιχρίσματος:  

(Α) εμπύρηνα επιθηλιακά κύτταρα  
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(Β) κερατινοποιημένα πλακώδη επιθηλιακά κύτταρα  

(C) λευκοκύτταρα 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10.7: κατά τη διάρκεια του προοίστρου, τα κύτταρα είναι σχεδόν αποκλειστικά συστάδες από 
καλά σχηματισμένα εμπύρηνα επιθηλιακά κύτταρα (Εικόνα 1D, αντιπροσωπευτικό κύτταρο που 
υποδεικνύεται με λευκό βέλος). Κατά τη διάρκεια του οίστρου, τα κύτταρα είναι κυρίως 
κερατινοποιημένα πλακώδη επιθηλιακά κύτταρα, που υπάρχουν σε πυκνά συσσωρευμένες ομάδες 
(Εικόνα 1Ε, αντιπροσωπευτικό κύτταρο που υποδεικνύεται με αιχμή βέλους). Κατά τη διάρκεια του 
μετοίστρου, κυριαρχούν μικρά σκουρόχρωμα λευκοκύτταρα (Εικόνα 1F, αντιπροσωπευτικό κύτταρο 
που υποδεικνύεται με μαύρο βέλος). Μπορεί να παρατηρηθούν κερατινοποιημένα πλακώδη επιθηλιακά 
κύτταρα, συχνά σε θραύσματα (Εικόνα 1F, αντιπροσωπευτικό κύτταρο που υποδεικνύεται με μαύρη 
αιχμή βέλους). Κατά τη διάρκεια του διοίστρου, σπάνια παρατηρούνται κερατινοποιημένα πλακώδη 
επιθηλιακά κύτταρα (Εικόνα 1G, αντιπροσωπευτικό κύτταρο που υποδεικνύεται με μαύρη αιχμή βέλους), 
ωστόσο τα λευκοκύτταρα εξακολουθούν να κυριαρχούν (Εικόνα 1G, αντιπροσωπευτικό κύτταρο που 
υποδεικνύεται με μαύρο βέλος). Ο μετοίστρος μπορεί να διακριθεί από τον διοίστρο από την εμφάνιση 
εμπύρηνων επιθηλιακών κυττάρων στη φάση του διοίστρου (Εικόνα 1G, αντιπροσωπευτικό κύτταρο που 
υποδεικνύεται με λευκό βέλος). (McLean et al., 2012) 

 

10.  Απομόνωση  ορού αίματος 

1. θανάτωση του ζώου με διατομή της σπονδυλικής του στήλης 

2. συλλογή αίματος (~0,5ml) κατά την καρατόμηση του ζώου σε Eppendorf των 

1,5ml 
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3. ~45’ αναμονή των δειγμάτων σε RT, ώστε να πραγματοποιηθεί θρόμβωση του 

αίματος 

4. 15’ φυγοκέντρηση στα 18000 rcf 

5. συλλογή ορού (υπερκείμενο) & διατήρηση ορού στους  -20oC 

11.  Corticosterone ELISA Kit-Cayman 

1. 40μl από κάθε δείγμα ορού «καθαρίστηκαν» με 0,5ml diethylether (DEE)/δείγμα για 

εξάτμιση και 100μl από το ELISA Buffer/δείγμα για ανασύσταση  

2. 50μl από κάθε δείγμα αραιώθηκε σε 2 διαφορετικές συγκεντρώσεις (1:10 & 1:2) 

3. για την καμπύλη αναφοράς της ELISA για την κορτικοστερόνη χρησιμοποιήθηκαν 

8 tubes, αριθμημένα από το #1 έως το #8 και ονομάστηκαν S1-S8 

4. το tube S1 περιείχε 900μl ELISA Buffer και από το S2 έως το S8 το κάθε tube 

περιείχε 750μl 

5. 100μl από το bulk standard (50ng/ml) μεταφέρθηκε στο tube S1 

6. σταδιακά τα δείγματα αραιώθηκαν καθώς αφαιρούνταν 500μl από το tube S1 και 

επανατοποθετούνταν στο tube S2 

7. στη συνέχεια 500μl αφαιρούνταν από το tube S2 επανατοποθετούνταν στο tube S3 

και ου το καθεξής για τα tubes από το S4 έως το S8 

8. το 96-well plate περιείχε: ένα well total activity (TA), 2 «τυφλά» (Blk), 2 non-specific 

binding wells (NSBs) με 100μl ELISA Buffer το καθένα,2 maximum binding wells (B0S) 

με 50μl ELISA Buffer το καθένα και τα S1-S8 επί 2 φορές το καθένα (50μl το καθένα) 

9. καθένα από τα 8 δείγματα (50μl το καθένα) «φορτώθηκε» επί 2 φορές και για τις 2 

συγκεντρώσεις (1:100, 1:10)  

10. Corticosterone AChE Tracer (50μl) προστέθηκε σε όλα τα wells, εκτός από των TA 

και Blk 

11. Corticosterone ELISA Antiserum (50μl) προστέθηκε σε όλα τα wells εκτός των TA, 

Blk και NSB 

12. το 96-well plate επωάστηκε στους 4oC, O/N  

13. μετά την επώαση, τα wells αδείαστηκαν και  ξεπλυθήκαν 5 φορές με 200μl Wash 

Buffer/φορά 

14. το Ellman’s Reagent προστέθηκε σε όλα τα wells 

15. 5μl of Corticosterone AChE Tracer προστέθηκε στο TA well 

16. η εξέλιξη της διαδικασίας πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας shaker για 90’ 

17. το well plate «διαβάστηκε» σε μήκος κύματος 412 nm 

18. η ανάλυση πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τις οδηγίες του kit  
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Δημοσιεύσεις 
 

1. Sexual dimorphic effects of restraint stress on prefrontal cortical function are m ediated by 

glucocorticoid receptor activation 

Velli A., Iordanidou C., Asimi T., Vynichaki M., Cholevas A., Mantouka A, Nassens L., 

Chalkiadaki K., Sidiropoulou K. 

European Journal of Neuroscience 2021;00:1–12.  

https://doi.org/10.1111/ejn.15203 

Abstract:  

Stress, a major regulator and precipitating factor of cognitive and emotional disorders, 

differentially manifests between males and females. Our aim was to investigate the 

mechanisms underlying the sexual dimorphic effects of acute restraint stress (RS) on males and 

females on the function of the prefrontal cortex (PFC). Adult male and female mice were 

subjected to RS or left in their home-cage (NR), and then tested in the light-dark test followed 

by the temporal order object recognition (TOR) task. Female mice exhibited increased anxiety-

like levels, whereas male mice only showed deficits in the TOR task. When the behavioural tests 

were conducted 24 hr following restraint stress (RS24), only the reduced performance in the 

TOR task in male mice persisted. In a different cohort, evoked field excitatory postsynaptic 

potentials (fEPSPs) were recorded in layer II of acute PFC slices, immediately or 24 hr after RS. 

Long-term potentiation (LTP) was significantly reduced in RS and RS24 male, but not female, 

compared with their respective NR group. LTP in PFC slices incubated with corticosterone 

showed significantly reduced LTP only in males. To determine whether glucocorticoid 

signalling is implicated in the RS-induced behavioural effects, a different cohort of mice was 

administered mifepristone, a corticosterone receptor antagonist. Mifepristone administration 

1hr before RS prevented the effects of RS on the TOR task in males, but not anxiety. In 

conclusion, RS has differential effects on recency memory and anxiety, in males and females, 

which are partly mediated by the effects of corticosterone signalling on synaptic plasticity.  

Keywords:  

anxiety, c-Fos expression, long-term potentiation, mifepristone, recency memory 
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2. The developmental changes in intrinsic and synaptic properties of prefrontal neurons enhance 

local network activity from the second to the third postnatal weeks in mice 

Kalemaki K., Velli A., Christodoulou O., Denaxa M., Karagogeos D. and Sidiropoulou K. 

Cerebral Cortex, 2021, 1–18 

https://doi.org/10.1093/cercor/bhab438  

Abstract:  

The prefrontal cortex (PFC) is characterized by protracted maturation. The cellular mechanisms 
controlling the early development of prefrontal circuits are still largely unknown. Our study 

delineates the developmental cellular processes in the mouse medial PFC (mPFC) during the 
second and third postnatal weeks and characterizes their contribution to the changes i n 
network activity. We show that spontaneous inhibitory postsynaptic currents (sIPSC) are 

increased, while spontaneous excitatory postsynaptic currents (sEPSC) are reduced from the 
second to the third postnatal week. Drug application suggested that the increased sEPSC 
frequency in mPFC at P10 is due to depolarizing GABAA receptor (GABAAR) function. To 

further validate this, perforated patch-clamp recordings were obtained and the expression 
levels of K-Cl co-transporter 2 (KCC2) protein were examined. The reversal potential of IPSCs in 

response to current stimulation was significantly more depolarized at P10 compared to P20 
while KCC2 expression is decreased. Moreover, the number of parvalbumin-expressing 
GABAergic interneurons increase and their intrinsic electrophysiological properties significantly 

mature in the mPFC from P10 to P20. Using computational modeling, we show that the 
developmental changes in synaptic and intrinsic properties of mPFC neurons contribute to the 
enhanced network activity in the juvenile compared to neonatal mPFC. 
  
Keywords: 
Depolarizing GABA, KCC2, GABAergic interneurons, pyramidal neurons, PFC model network  
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3. Development of the MAM model of schizophrenia in mice: Sex similarities and differences of 

hippocampal and prefrontal cortical function 

Chalkiadaki  K., Velli A., Kyriazidis E., Stavroulaki V., Vouvoutsis V., Chatzaki E., Aivaliotis M., 

Sidiropoulou K. 

Neuropharmacology 144 (2019) 193–207 

https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2018.10.026 

Abstact:  

Schizophrenia is a debilitating disorder with complex and unclarified etiological factors. Sex 

differences have been observed in humans but animal models have only focused on male 

subjects. In this study, we report the establishment of the neurodevelopmental MAM model of 

schizophrenia in mice and compare the schizotypic-like characteristics and cognitive functions 

in both sexes. Pregnant mice were injected with methylazoxymethanol acetate (MAM) or saline 

on gestational day (GD) 16 (MAM-16) or 17 (MAM-17). Female MAM-16, but not MAM-17 

treated mice exhibited enhanced hyperlocomotion after acute MK-801 administration, 

compared to saline treated mice. Male MAM-16, but not MAM-17, treated mice showed 

reduced pre-pulse inhibition of the acoustic startle reflex. Both male and female MAM-16 and 

MAM-17 treated mice exhibited smaller hippocampal (HPC) size and thinning of the prefrontal 

cortex (PFC), but only male MAM-16 treated mice showed decreased parvalbumin expression in 

HPC and PFC. Similarly, both male and female MAM-16 treated mice displayed impaired 

contextual fear memory and significantly reduced long-term potentiation (LTP) in the HPC CA1 

synapses. However, male, but not female, MAM-16 treated mice exhibited deficits in the 

delayed alternation task and LTP in layer II PFC synapses. Proteomic analyses of PFC lysates 

further showed significant MAM- and sex-dependent differences in protein expression 

regulation. Our results demonstrate that while both male and female mice, pre natally exposed 

to MAM on GD16, display several core schizophrenia-like deficits and impairments in the 

hippocampus, only male MAM-treated mice have PFCdependent cognitive deficits. 

Keywords: 

Parvalbumin, contextual fear memory, working memory, long-term potentiation, Proteomics, 

Nissl staining 
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