
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ  ΑΘΗΝΩΝ 

∆ΙΑΤΜΗΜΑΤΙΚΟ   

 ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΩΝ ΣΠΟΥ∆ΩΝ 

ΚΛΙΝΙΚΗ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ – ΜΟΡΙΑΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗ 

 

Μ.∆.Ε. ΚΛΙΝΙΚΗ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ-ΜΟΡΙΑΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗ 

 

 

Επιγενετικές τροποποιήσεις επαγόµενες από πρώιµες 

εµπειρίες στο DNA του εγκεφάλου επίµυος 

 

 

 

 

 

ΚΑΠΙΡΗ ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΑ 

ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΟΣ ΚΑΙ ΓΕΝΕΤΙΣΤΡΙΑ 

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΠΑΤΡΩΝ 

 

 

 

 

ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗ ΕΡΓΑΣΙΑ ∆ΙΠΛΩΜΑΤΟΣ ΕΙ∆ΙΚΕΥΣΗΣ 

 

 

ΑΘΗΝΑ 2012 



ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ  ΑΘΗΝΩΝ 

∆ΙΑΤΜΗΜΑΤΙΚΟ   

 ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΩΝ ΣΠΟΥ∆ΩΝ 

ΚΛΙΝΙΚΗ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ – ΜΟΡΙΑΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗ 

 

Μ.∆.Ε. ΚΛΙΝΙΚΗ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ-ΜΟΡΙΑΚΗ ∆ΙΑΓΝΩΣΤΙΚΗ 

 

 

Επιγενετικές τροποποιήσεις επαγόµενες από πρώιµες 

εµπειρίες στο DNA του εγκεφάλου επίµυος 

 

 

 

 

 

ΚΑΠΙΡΗ ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΑ 

ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΟΣ ΚΑΙ ΓΕΝΕΤΙΣΤΡΙΑ 

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΠΑΤΡΩΝ 

 

 

 

 

ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗ ΕΡΓΑΣΙΑ ∆ΙΠΛΩΜΑΤΟΣ ΕΙ∆ΙΚΕΥΣΗΣ 

 

 

ΑΘΗΝΑ 2012 



ΤΙΤΛΟΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ: ΕΠΙΓΕΝΕΤΙΚΕΣ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΕΙΣ ΕΠΑΓΟΜΕΝΕΣ ΑΠΟ 

ΠΡΩΙΜΕΣ ΕΜΠΕΙΡΙΕΣ ΣΤΟ DNA ΤΟΥ ΕΓΚΕΦΑΛΟΥ ΕΠΙΜΥΟΣ 

 

 

Καπίρη Αλεξάνδρα, Μοριακή Βιολόγος και Γενετίστρια 

 

 

 

 

Επιβλέπων: Στυλλιανοπούλου Φωτεινή, Καθηγήτρια 

 

Σταµατάκης Αντώνιος, Επίκουρος Καθηγητής 

 

Ευθυµιόπουλος Σπυρίδων, Ανπληρωτής Καθηγητής 

 

  



ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 

Οι πρώιµες εµπειρίες που βιώνουν τα νεογνά των θηλαστικών κατά τις 

πρώτες µέρες της ζωής τους επηρεάζουν καθοριστικά της ανάπτυξη του 

κεντρικού νευρικού συστήµατος τους. Η επίδραση αυτή µπορεί να είναι τόσο 

καθοριστική ώστε να δηµιουργήσουν τις απαραίτητες συνθήκες για εµφάνιση 

γνωσιακών αλλά και ψυχικών δυσλειτουργιών τόσο κατά την παιδική όσο και 

κατά την ενήλικο ζωή. Από µελέτες που πραγµατοποιούνται σε επίµυς φαίνεται 

ότι πρωταγωνιστικό ρόλο στις εµπειρίες που βιώνουν τα νεογνά αµέσως µετά 

τη γέννησή τους παίζει, ως επί το πλείστον, η παρουσία της µητέρας καθώς 

και ο τρόπος µε τον οποίο αυτή αλληλεπιδρά µε τα µικρά της. Καταδεικνύεται 

συνεχώς πως η εµπειρίες που βιώνουν στην ευαίσθητη µεταγεννετική περίοδο 

µπορούν να καθορίσουν τις µετέπειτα συµπεριφορές του ζώου όσον αφορά 

στην ικανότητα µάθησης και τη µνήµης ή ακόµα και την αντίδραση ή 

αντιµετώπιση µιας στρεσσογόνας εµπειρίας που πιθανών να βιώσουν ως 

ενήλικα. Πλήθος µελετών στον τοµέα της αναπτυξιακής νευροβιολογίας 

αναδεικνύουν πως επιγενετικές τροποποιήσεις που συµβαίνουν στα νευρικά 

κύτταρα των ζώων στις διάφορες περιοχές του εγκεφάλου τους µεσολαβούν  

ως βασικοί ρυθµιστές στο γονιδιακό προγραµµατισµό των κυττάρων αυτών. 

 Στην προσπάθεια µελέτης των επιγενετικών τροποποιήσεων που 

συντελούνται, ως αποτέλεσµα πρώιµων εµπειριών, πραγµατοποιήθηκε 

εντοπισµός της φωσφοακετυλιωµένη ιστόνης 3 σε διάφορες περιοχές του 

εγκεφάλου ενήλικων επίµυων. Τα ζώα αυτά ως νεογνά είχαν εκπαιδευτεί   σε 

ένα µοντέλο ήπιου στρες που βασίζεται στο λαβύρινθο σχήµατος Τ, και στο 

οποίο τα ζώα βιώνουν είτε συνεχή ενίσχυση µέσω της απρόσκοπτης µητρικής 

επαφής, είτε συνεχή µη ενίσχυση (µαταιωτική µη ανταµοιβή) µέσω 

παρεµόιδισης της επαφής µε τη µητέρα. 

 Η παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριο Βιολογίας και 

Βιοχηµείας του τµήµατος Νοσηλευτικής του Πανεπιστηµίου Αθηνών, στα 

πλαίσια του διατµηµατικού Μ.∆.Ε. Κλινική Βιοχηµεία-Μοριακή ∆ιαγνωστική, 

κατά τη διάρκεια του ακαδηµαϊκού έτους 2010-2011. Το θέµα υπέδειξε η 

καθηγήτρια του τµήµατος Νοσηλευτικής του Πανεπιστηµίου Αθηνών, κ. 

Στυλλιανοπούλου Φωτεινή την οποία και θα ήθελα να ευχαριστήσω θερµά, 



τόσο για την ευκαιρία που µου έδωσε να ασχοληθώ µε τον τοµέα της 

Νευροβιολογίας, ένα πεδίο που πάντα µε γοήτευε αλλά ποτέ µέχρι τώρα δεν 

είχα τη δυνατότητα να ασχοληθώ όσο και για την αµέριστη βοήθειά της στην 

εκπόνηση της εργασίας µου. Εκτός από το ενδιαφέρον που µου ενέπνευσε για 
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1.  Εισαγωγή 

1.1  Πρώιµες εµπειρίες 

 

 Οι πρώιµες εµπειρίες ενός οργανισµού διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο 

στη µετέπειτα ζωή και επιβίωσή του, καθώς έχει γίνει πλέον αποδεκτό ότι 

γονίδια και περιβάλλον (nature vs nurture) αλληλεπιδρούν σε όλη τη διάρκεια 

της ζωής του. Συγκεκριµένα, οι δυσµενείς πρώιµες εµπειρίες και η παιδική 

παραµέληση (neglect) φαίνεται πως επιδρούν στο γονιδίωµα του ανθρώπινου 

οργανισµού επιγενετικά και επηρεάζουν τόσο την ανάπτυξή του όσο και τη 

φυσική και νοητική του υγεία. Ως προς τον εγκέφαλο και τις λειτουργίες του, οι 

δυσµενείς πρώιµες εµπειρίες έχουν επανειληµµένως συσχετισθεί µε 

ψυχοπαθολογικές καταστάσεις σε παιδιά και ενήλικες (Nemeroff 1999; 

Schilling, Aseltine et al. 2007). Η εµπειρία αντίξοων συνθηκών κατά την 

πρώιµη παιδική ηλικία όπως  η κακοποίηση, η απόρριψη ή η στέρηση του 

γονέα επηρεάζουν το προφίλ των κινδύνων ανάπτυξης καρδιοµεταβολικών 

διαταραχών και ενοχοποιούνται για την εµφάνιση σηµαντικών ψυχιατρικών 

διαταραχών όπως η κατάθλιψη, το άγχος, η διαταραχή µετατραυµατικού 

στρες (posttraumatic stress disorder),  διάφορα είδη ψυχώσεων, η τάση για 

κατάχρηση ουσιών, η αντικοινωνική συµπεριφορά, η απώλεια συγκέντρωσης 

ή η υπερκινητικότητα, Τα άτοµα αυτά είναι επίσης πιο επιρρεπή σε απόπειρες 

αυτοκτονίας και κατανάλωση ναρκωτικών ουσιών (Bunchman et al. 2010).  

επιβεβαιώνοντας την αρχική αντίληψη του Freud ότι τα πρώιµα ψυχικά 

τραύµατα συσχετίζονται µε παθολογικές αποκρίσεις σε επερχόµενα 

στρεσογόνα γεγονότα (Nemeroff 1999).  

 Μια σηµαντική µερίδα ατόµων µε τέτοιου είδους πρώιµες εµπειρίες 

αποτελούν ενήλικες που έχουν περάσει κάποια από τα πρώτα χρόνια της 

ζωής τους σε ιδρύµατα ορφανών ή παραµεληµένων παιδιών. Ο όρος παιδική 

παραµέληση περιγράφει τη σηµαντική παράλειψη φροντίδας από γονέα ή 

κηδεµόνα, η οποία προκαλεί ή δηµιουργεί επικείµενο κίνδυνο για σοβαρή 

φυσική ή νοητική βλάβη σε ένα παιδί ηλικίας κάτω των 18 ετών. Περιέχει τις 

παραµέτρους της φυσικής, ιατρικής, εκπαιδευτικής και συναισθηµατικής 

παραµέλησης (Nemeroff 1999; De Bellis 2005). Σχετικές µελέτες έχουν δείξει 



ότι παιδιά µε εµπειρίες ιδρυµατισµού από τον πρώτο χρόνο της ζωής τους 

εµφανίζουν µεγάλη ευπάθεια σε µολύνσεις, καθυστέρηση της φυσικής τους 

ανάπτυξης, φτωχές κοινωνικές δεξιότητες, καθυστέρηση στην ανάπτυξη της 

γλώσσας και των γνωστικών ικανοτήτων, αδυναµία προσοχής, 

υπερκινητικότητα, ενώ, όπως προαναφέρθηκε, διατρέχουν σηµαντικό κίνδυνο 

να προσβληθούν από κάποια σηµαντική ψυχιατρική διαταραχή όταν 

ενηλικιωθούν (MacMillan, Fleming et al. 2001; Chartier, Walker et al. 2007). 

 Τα παραπάνω αποτελέσµατα της παιδικής παραµέλησης τείνουν να 

εξηγηθούν µε βάση την υπόθεση ότι τέτοιου είδους εµπειρίες προκαλούν 

διαταραχές στα βιολογικά συστήµατα απάντησης στο στρες και 

αποδιοργάνωση της οµαλής ανάπτυξης του εγκεφάλου, όπως προτείνει το 

µοντέλο της αναπτυξιακής τραυµατολογίας (Developmental Traumatology 

Model) (Εικόνα 1). Σύµφωνα µε αυτό, η παραµέληση κατά την παιδική ηλικία 

γίνεται αντιληπτή µε τη µορφή τραυµατικής εµπειρίας από το παιδί 

προκαλώντας του ανησυχία και λύπη, αισθήµατα που θεωρούνται υπεύθυνα 

για την ενεργοποίηση των βιολογικών συστηµάτων απάντησης στο στρες και 

τελικά για τη µη οµαλή ανάπτυξη του εγκεφάλου (De Bellis 2001). 

 
Εικόνα 1: Επίδραση διαφόρων παραγόντων στην ανάπτυξη του εγκεφάλου σύµφωνα µε το 
µοντέλο αναπτυξιακής τραυµατολογίας. 



 Συγκεκριµένα σε µελέτες που  έχουν γίνει σε έµβρυα, παιδιά και 

εφήβους φαίνεται ότι το στρες που υφίστανται στη προγεννητική περίοδο 

επηρεάζει πολλές από τις περιοχές που ρυθµίζονται από και ρυθµίζουν τον 

άξονα ΥΥΕ, και συγκεκριµένα στον προγραµµατισµό του άξονα ΥΥΕ. Ένας 

από τους ρόλους του ιπποκάµπου είναι να ρυθµίζει τη δραστηριότητα του 

άξονα ΥΥΕ, άρα µια µεταβολή στη λειτουργία του µπορεί να προκαλέσει 

µειωµένη έκκριση γλυκοκορτικοειδών σε περιπτώσεις σοβαρής κακοποίησης, 

ή αυξηµένα βασικά επίπεδα σε περιπτώσεις ήπιου στρες (Εικόνα 2). Τέλος, 

φαίνεται πως ο µετωπιαίος φλοιός είναι ευαίσθητος στην έκθεση στο στρες και 

κατά τη διάρκεια της εφηβείας, διότι υφίσταται σηµαντική διαµόρφωση και σε 

αυτό το στάδιο ανάπτυξης. 

 

 

 
Εικόνα 2: Επίδραση των πρώιµων εµπειριών σε περιοχές σηµαντικές για την ανάπτυξη και 
λειτουργία του άξονα ΥΥΕ. 

 

 

  



1.2  Ζωικά µοντέλα µελέτης των επιδράσεων των πρώιµων 

εµπειριών  

 

 Κλινικές µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί σε ανθρώπους έχουν 

κατά καιρούς καταδείξει τη σχέση ανάµεσα στις πρώιµες εµπειρίες τις οποίες 

βίωσαν, κυρίως τον βαθµό, αλλά και την ποιότητα της µητρικής φροντίδας 

που δέχτηκαν, µε τη µετέπειτα γνωστική τους ικανότητα καθώς και τη 

προδιάθεσή τους να αναπτύξουν συναισθηµατικές διαταραχές κατά την 

ενήλικο ζωή τους. Εντούτοις, σε µελέτες ανθρώπων η αιτιότητα ανάµεσα στις 

πρώιµες εµπειρίες και τα µακροχρόνια αποτελέσµατά τους είναι δύσκολο να 

τεκµηριωθεί, καθώς αναδροµικές µελέτες συνήθως επηρεάζονται από τις 

αναµνήσεις των εθελοντών και προοπτικές µελέτες επηρεάζονται σηµαντικά 

από το γενετικό προφίλ των ατόµων που συµµετέχουν (Caspi et al. 2003). Τα 

ζωικά µοντέλα, συνεπώς, είναι απαραίτητα για τη κατανόηση της σχέσης 

ανάµεσα στις πρώιµες εµπειρίες και τη µετέπειτα γνωσιακή και 

συναισθηµατική υγεία. 

 Ένα σηµαντικό πλεονέκτηµα που προσφέρουν τα ζωικά µοντέλα 

(κυρίως µυών και επίµυων) είναι ότι µπορούµε να επιτύχουµε ένα ελεγχόµενο 

γενετικό υπόβαθρο αλλά και ανάπτυξη των νεογνών σε ένα καθορισµένο 

περιβάλλον, όπου όλα τα νεογνά έρχονται αντιµέτωπα µε τις ίδιες εµπειρίες. 

Επιπλέον, δίνεται η δυνατότητα διερεύνησης αλλαγών σε συγκεκριµένα 

νευρωνικά κυκλώµατα, νευροδιαβιβαστές καθώς και σε σηµατοδοτικά 

µονοπάτια που πιθανότατα να µεσολαβούν στην επίδραση των πρώιµων 

εµπειριών στην ενήλικο ζωή.   

 Παίρνοντας ως δεδοµένο ότι η µητέρα είναι ο βασικός παράγοντας που 

καθορίζει το περιβάλλον των νεογνών πριν και µετά τη γέννηση, οι κύριες 

στρατηγικές µελέτης του τρόπου µε τον οποίο οι πρώιµες εµπειρίες 

επηρεάζουν την ανάπτυξη του εγκεφάλου βασίζονται στο δεσµό και τη 

συµπεριφορά της µητέρας απέναντι στο έµβρυο ή νεογνό (Korosi et al 2009). 

Το κριτήριο για το πιο από τα διάφορα µοντέλα επιλέγεται στην εκάστοτε 

µελέτη εξαρτάται από το ερώτηµα που τίθεται, καθώς κάποια από τα µοντέλα 

επηρεάζουν τη προ ή µετά γέννηση περίοδο και κάποια και τις δύο. Τέλος, 

όσον αφορά στη συσχέτιση και στην αναλογία µε αποτελέσµατα σε µελέτες σε 



ανθρώπους, έχει υπολογιστεί ότι η περίοδος µέχρι τη δέκατη ηµέρα ζωής των 

αρουραίων αντιστοιχεί στο πρώτο τρίµηνο ζωής του ανθρώπου (Clacy B. Et 

al. 2007). 

1.3 Πειραµατικά µοντέλα µελέτης των επιδράσεων των 

πρώιµων εµπειριών σε τρωκτικά. 

1.3.1  Νεογνικός Χειρισµός  

 

 Πριν από τον απογαλακτισµό του, ο επίµυς περνά τον περισσότερο 

χρόνο του κουλουριασµένος µαζί µε τα υπόλοιπα νεογνά και την µητέρα τους 

δηµιουργώντας µια δυναµική και συνεκτική κοινωνική οµάδα. Η επίδραση της 

διατάραξης του δεσµού του νεογνού µε τη µητέρα του έχει µελετηθεί µε χρήση 

κυρίως δύο πειραµατικών µοντέλων: α) το πειραµατικό µοντέλο του νεογνικού 

ή πρώιµου χειρισµού (neonatal ή early handling), σύµφωνα µε το οποίο τα 

µικρά αποµακρύνονται σε καθηµερινή βάση για µικρό χρονικό διάστηµα από 

τη µητέρα τους, από την ηµέρα γέννησης ως τον απογαλακτισµό τους, και β) 

το µοντέλο της µητρικής αποστέρησης (maternal deprivation) στο οποίο τα 

νεογνά αποµακρύνονται από τη µητέρα για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα 

(τουλάχιστον 2 ώρες ηµερησίως) κατά την περίοδο της γαλουχίας. Γενικά, αν 

το νεογνό αποµακρυνθεί από  τη µητέρα του για σχετικά µικρό χρονικό 

διάστηµα υφίσταται µια περίοδο συµπεριφορικής ενεργοποίησης που 

χαρακτηρίζεται από αυξηµένη κινητικότητα, καρδιακό και αναπνευστικό 

ρυθµό, έκκριση κορτικοστερόνης και παραγωγή υπέρηχων φωνήσεων 

(ultrasonic vocalizations) (Stevensin 0et al. 2009). Αυτό το µοτίβο 

συµπεριφοράς αντιπροσωπεύει την αντίδραση των περισσότερων 

θηλαστικών που υποβάλλονται σε κοινωνική αποµόνωση κατά τη νεογνική 

ηλικία, και αποτελεί µια γενικευµένη έκφραση του άγχους αποχωρισµού 

(separation distress). 

 Στις αρχές της δεκαετίας του ’50 ο Weininger (1954) πρώτος 

παρατήρησε ότι το χάϊδεµα των νεογνών (neonatal gentling) για δέκα λεπτά 

κάθε µέρα τις τρεις πρώτες εβδοµάδες της ζωής τους µείωνε τη µετέπειτα 

συµπεριφορική εκδήλωση φόβου σε επίµυς. Η σηµασία των πρώτων αυτών 



εµπειριών καταδείχθηκε πιο έντονα όταν το 1959 οι Levine και Lewis έδειξαν 

πως η καθηµερινή αποµάκρυνση των νεογνών από τη µητέρα τους για 3 

λεπτά είχε ανάλογα αποτελέσµατα (νεογνικός χειρισµός). Αρκετές άλλες 

µελέτες έχουν επιβεβαιώσει αυτά τα αποτελέσµατα, δείχνοντας 

επιπροσθέτως, ότι τα θετικά αποτελέσµατα του νεογνικού χειρισµού 

παρατηρούνται σε αρκετές ράτσες (strains/lines) αρουραίων και είναι 

εξαιρετικά µακροχρόνια (Levine et al 1956). Έχει δειχθεί ότι ο νεογνικός 

χειρισµός αυξάνει την δραστηριότητα των τρωκτικών και συγκεκριµένα 

προκαλεί αυξηµένη συµπεριφορά εξερεύνησης σε ποικιλία δοκιµασιών που 

εµπλέκουν έκθεση σε καινοφανή ερεθίσµατα (novelty), όπως οι δοκιµασίες 

«δειλίας» (timidity tests) και η έκθεση των ζώων σε οικεία και άγνωστα κελιά, 

η δοκιµασία hole-board, δοκιµασίες αναζήτησης απτικής ποικιλίας (tactual 

variation seeking), στη δοκιµασία του ανοικτού πεδίου (open field) και 

λαβύρινθοι-τούνελ. Επιπλέον, όταν χρησιµοποιούνται δοκιµασίες που 

εκτιµούν πιο ειδικά το στρες ή το φόβο του ζώου, φαίνεται ότι ο νεογνικός 

χειρισµός αυξάνει την εξερεύνηση των ανοιχτών βραχιόνων του ζώου στον 

υπερυψωµένο λαβύρινθο σχήµατος σταυρού, αλλά και τον αριθµό και 

διάρκεια των επισκέψεων του στα ανοιχτά σηµεία του λαβυρίνθου, στοιχεία 

ενδεικτικά µειωµένου άγχους (Fernandez-Teruel et al 2002). Από τα 

αποτελέσµατα των παραπάνω δοκιµασιών, δεν είναι παράλογο να θεωρηθεί 

ότι ο νεογνικός χειρισµός φαίνεται να επιδρά θετικά στα ζώα που υπόκεινται 

σε αυτόν, όταν τα ζώα αυτά βρεθούν σε καταστάσεις εξαιρετικά προκλητικές 

και στρεσογόνες. 

 Όσον αφορά στην επίδραση του νεογνικού χειρισµού στην ορµονική 

λειτουργία, φαίνεται ότι αυτή οδηγεί σε πρόωρη ωρίµανση της απόκρισης του 

φλοιού των επινεφριδίων, σε µειωµένη έκκριση κορτικοστερόνης (CORT) 

(Levine 1962), ACTH και προλακτίνης µετά από διέγερση από διάφορα 

στρεσογόνα ερεθίσµατα, καθώς και σε ταχύτερη επάνοδο στα φυσιολογικά 

επίπεδα των ορµονών (προ στρες), σε σχέση µε τα ζώα που δεν έχουν 

υποστεί νεογνικό χειρισµό. Αξίζει επίσης να αναφερθεί, ότι αυτές οι 

επιδράσεις του νεογνικού χειρισµού τείνουν να επεκτείνονται καθ' όλη τη 

διάρκεια της ενήλικου ζωής και είναι πιο εµφανείς σε είδη επίµυων που 

θεωρούνται από τη φύση τους πιο ευαίσθητα σε στρεσογόνα ερεθίσµατα 



(Fernandez-Teruel et al 2002). Ως µηχανισµός εξήγησης του φαινόµενου του 

νεογνικού χειρισµού προτάθηκε πρώτα η «υπόθεσης της άµεσης δράσης» 

(direct action hypοthesis) (Levine 1962), σύµφωνα µε την οποία τα 

αποτελέσµατα του χειρισµού προέρχονται άµεσα, τουλάχιστον σε ένα βαθµό, 

από την διέγερση του αναπτυσσόµενου οργανισµού. Πιο πρόσφατα 

διατυπώθηκε η «υπόθεση της µητρικής µεσολάβησης» (maternal mediation 

hypothesis) (Liu et al. 1997) που υποστηρίζει ότι ο πρώιµος χειρισµός µπορεί 

να δρα έµµεσα στα νεογνά µέσω των συνεπειών του στην αλληλεπίδρασή 

τους µε την µητέρα τους (Meaney 2001). Κατά την ενηλικίωση τα ζώα που ως 

νεογνά έχουν εκτεθεί σε νεογνικό χειρισµό παρουσιάζουν καλύτερη απόκριση 

στο στρες και µεγαλύτερη προσαρµοστικότητα σε στρεσογόνες συνθήκες 

τόσο σε συµπεριφορικό όσο και σε νευροβιολογικό επίπεδο.  

 

 

1.3.2  Σχηµατισµός δεσµού µητέρας-νεογνού 

 

 Παρόλο που η µητρική συµπεριφορά αποτελεί µια από τις λειτουργίες 

που ελέγχονται από τον εγκέφαλο, η απαρχή αυτής της λειτουργίας εξαρτάται 

από γεγονότα που συµβαίνουν στον πλακούντα, τα οποία µε τη σειρά τους 

ρυθµίζονται από το γονιδίωµα του εµβρύου. Έτσι, η έναρξη, η διατήρηση και ο 

τερµατισµός της µητρικής συµπεριφοράς ελέγχονται από ορµόνες που 

απελευθερώνονται ως απόκριση σε ερεθίσµατα, τα οποία προέρχονται από 

το έµβρυο. Συγκεκριµένα, η ορµόνη που είναι κυρίως υπεύθυνη για την 

έκφραση της µητρικής συµπεριφοράς και τη δηµιουργία δεσµού µε το έµβρυο 

είναι η ωκυτοκίνη. Η ωκυτοκίνη είναι ένα νευροπεπτίδιο που δρα στο κεντρικό 

νευρικό σύστηµα µε στόχο να προάγει τη µητρική φροντίδα, ενώ η περιφερική 

της δράση οδηγεί στον τοκετό και την απελευθέρωση του γάλακτος. Κατά την 

προχωρηµένη εγκυµοσύνη, ο αριθµός των υποδοχέων της ωκυτοκίνης 

αυξάνεται τόσο στον εγκέφαλο, όσο και στη µήτρα ως απόκριση στα 

αυξηµένα επίπεδα οιστρογόνων. Η ωκυτοκίνη συντίθεται σε νευρώνες του 

υποθαλάµου και απελευθερώνεται στον εγκέφαλο κατά τη γέννηση, 

διευκολύνοντας την οσφρητική αναγνώριση του βρέφους, βοηθώντας στον 

τοκετό και επάγοντας την έναρξη της µητρικής φροντίδας. Η διατήρηση της 



µητρικής συµπεριφοράς κατά το θηλασµό απαιτεί επίσης την συντονισµένη 

επίδραση των συστηµάτων της ωκυτοκίνης, της χολεκυστοκινίνης, της 

προλακτίνης και της ντοπαµίνης (Insel et al. 2001) . Οι νευρωνικοί µηχανισµοί 

που είναι υπεύθυνοι για τη δηµιουργία αυτού του επιλεκτικού δεσµού 

απαιτούν την ύπαρξη µιας κατάστασης κινητοποίησης από την πλευρά της 

µητέρας, η οποία εξαρτάται από τις ορµόνες της εγκυµοσύνης καθώς και την 

ύπαρξη µνήµης αναγνώρισης, η οποία εξαρτάται πρωτίστως από οσφρητικά 

ερεθίσµατα. Στην πλειοψηφία των θηλαστικών µε µικρό εγκέφαλο, 

συµπεριλαµβανοµένων των τρωκτικών, ο σχηµατισµός δεσµού προτίµησης 

για τη µητέρα ή το σύντροφο απαιτεί αναγνώριση των ατοµικών 

χαρακτηριστικών µέσω οσφρητικών σηµάτων και ενεργοποίηση των 

νευρωνικών µηχανισµών που αφορούν στην κοινωνική ανταµοιβή. Ωστόσο, η 

ακριβής φύση της δηµιουργίας δεσµού θα πρέπει να εξετάζεται, και οι 

επιπτώσεις της να αξιολογούνται, στο πλαίσιο του βιολογικού του υποβάθρου 

και της οικολογικής ή /και κοινωνικής του σηµασίας (Lim et al. 2006).  

 

1.3.3  Η παρουσία της µητέρας δρα ως διακόπτης µεταξύ της 

µάθησης φόβου και έλξης στη νεογνική ηλικία  

 

 Στα πρώιµα στάδια της ζωής τους, όταν τα νεογνά επίµυων 

περιορίζονται στη φωλιά («ευαίσθητη περίοδος»), εκδηλώνουν ενισχυµένη 

µάθηση προτίµησης και µειωµένη µάθηση αποστροφής. Αυτή η µάθηση 

χαρακτηρίζεται από προτίµηση για µια οσµή, η οποία επάγεται από 

συνδυασµό της οσµής µε ηλεκτροσόκ, στα πλαίσια µάθησης κλασσικής 

εξάρτησης. Το παράδοξο µιας τέτοιας µορφής µάθησης δεν οφείλεται στην 

αδυναµία των νεογνών να νιώσουν πόνο, αλλά αντικατοπτρίζει την αδυναµία 

του συνδυασµού οσµής-ηλεκτροσόκ να ενεργοποιήσει την αµυγδαλή. Η 

ευαίσθητη περίοδος λήγει, καθώς η ικανότητα του νεογνού να περπατά 

αυξάνεται και ξεκινά η ζωή του εκτός φωλιάς, στην ηλικία των 10 ηµερών, ενώ 

στην ηλικία των 21-23 ηµερών πραγµατοποιείται µια ταχεία µετάβαση από την 

εξάρτηση στην ανεξαρτησία από τη µητέρα, ο απογαλακτισµός. Τα νεογνά, 

χρειάζονται τόσο τη συνεχόµενη αλληλεπίδραση µε τη µητέρα όσο και την 



επιστράτευση της εξαρτηµένης από το απρόοπτο µάθησης για την επιβίωση 

έξω από τη φωλιά. Η παρουσία της µητέρας στην εξαρτηµένη µάθηση οσµής-

πόνου εξασφαλίζει ότι τα νεογνά θα συνεχίσουν να µαθαίνουν µόνο την 

προσέγγιση ως απόκριση στις οσµές της µητέρας, ενώ απουσία της να 

µπορούν να µαθαίνουν πολύπλοκα ενδεχόµενα, όπως απαιτείται για την 

επιβίωση εκτός της φωλιάς (Sullivan et al. 2000) 

  Συγκεκριµένα,  η οµάδα της R.Sullivan χρησιµοποίησε νεογνά επίµυων 

12-15 ηµερών, δηλαδή µετά το τέλος της ευαίσθητης περιόδου, σε ένα 

πρωτόκολλο εξαρτηµένης µάθησης φόβου, στο οποίο µια οσµή συνδυάζεται 

µε ηλεκτροσόκ (0.5-mA shock), παρόµοιο µε αυτό που εµπλέκει την 

αµυγδαλή σε ενήλικα ζώα. Τα πειραµατόζωα εκπαιδεύτηκαν είτε παρουσία 

είτε απουσία της µητέρας, η οποία βρισκόταν υπό αναισθησία, ενώ ο έλεγχος 

πραγµατοποιήθηκε την επόµενη µέρα σε ένα λαβύρινθο σχήµατος Υ 

(εξαρτηµένη οσµή έναντι οικείας οσµής καθαρού επιστρώµατος κλουβιού). Τα 

νεογνά που υποβλήθηκαν στη διαδικασία εξαρτηµένης µάθησης χωρίς την 

παρουσία της µητέρας έµαθαν να αποφεύγουν την οσµή. Αντίθετα, αυτά που 

υποβλήθηκαν στην παραπάνω διαδικασία παρουσία της µητέρας εµφάνισαν 

την παράδοξη προτίµηση για αυτή τη µυρωδιά. Ο οσφρητικός βολβός 

συµµετείχε στην εµφάνιση προτίµησης της οσµής µόνο στην περίπτωση που 

η µητέρα ήταν παρούσα, ενώ αντίθετα, απουσία της µητέρας ανιχνεύθηκε 

συµµετοχή πυρήνων της αµυγδαλής (έσω, έξω βασικός και έξω πυρήνας). 

Συνοπτικά, αυτά τα αποτελέσµατα προτείνουν ότι τα νεογνά των επίµυων 

πριν τον απογαλακτισµό διαθέτουν δύο κυκλώµατα για τη µάθηση οσµών που 

έχουν συνδυαστεί µε σοκ, µε τη µητρική παρουσία να οδηγεί στην καταστολή 

της επαγόµενης από στρες απελευθέρωσης κορτικοστερόνης και στην 

επαγωγή του κυκλώµατος της µάθησης προτίµησης οσµής που υποστηρίζει 

την προσκόλληση του νεογνού προς τη µητέρα (Moriceau and Sullivan, 

2006).     

 

  



1.3.4.  Μητρική αποστέρηση 

 

 Η αποστέρηση του νεογνού από τη µητέρα, είτε εφάπαξ για 24 ώρες 

είτε επαναλαµβανόµενη για τρίωρα ή εξάωρα διαστήµατα, φαίνεται να έχει 

ποικιλία µακροχρόνιων αποτελεσµάτων, που µπορεί να επεκταθούν µέχρι και 

την ενήλικο ζωή. Το εύρος, ωστόσο, των επιπτώσεων αυτών των εµπειριών 

παρουσιάζει αρκετές διακυµάνσεις και επηρεάζεται από έναν µεγάλο αριθµό 

παραγόντων, όπως η διάρκεια των αποµακρύνσεων, η χρονική στιγµή της 

αποµάκρυνσης, ο αριθµός των αποµακρύνσεων, εάν το νεογνό αποχωρίζεται 

µόνο από τη µητέρα ή και από τα υπόλοιπα νεογνά της φωλιάς (littermates), 

το φύλο των ζώων καθώς και την οµάδα των ζώων ελέγχου (control). Για 

παράδειγµα, καθηµερινή αποµάκρυνση για 3 ώρες από την πρώτη µέχρι την 

δέκατη τέταρτη µέρα δεν επέφερε καµία αλλαγή (Caldji et al 2000) ενώ σε 

άλλες µελέτες µία εικοσιτετράωρη αποµάκρυνση µείωσε ή αύξησε σηµαντικά 

τα εκτιµώµενα επίπεδα άγχους του ζώου σε δοκιµασία ανοιχτού πεδίου 

(Suchecki et al 2000). Η µητρική αποστέρηση φαίνεται ότι έχει διφορούµενα 

αποτελέσµατα και στη µάθηση κατά την ενήλικο ζωή. Σε ένα πρωτόκολλο 

εικοσιτετράωρης αποµάκρυνσης από τη µητέρα, η χωρική µάθηση, 

εκτιµώµενη σε υδάτινο λαβύρινθο, διαταρασσόταν όταν η αποµάκρυνση είχε 

λάβει χώρα την 3η µέρα από τη γέννηση και τα µισά νεογνά αποµακρύνθηκαν 

από τη φωλιά, µε τη µητέρα να παραµένει µε τα άλλα µισά. Αντίθετα, όταν 

αποµακρύνθηκε η µητέρα από τη φωλιά και όχι τα νεογνά την ένατη µέρα, η 

µάθηση φάνηκε να βελτιώνεται (Oitzl et al 2000). Σε άλλες µελέτες, που 

χρησιµοποιήθηκε επίσης ο υδάτινος λαβύρινθος, διαπιστώθηκε ότι είτε δεν 

επέρχεται καµία αλλαγή όταν τα νεογνά αποµακρύνονταν καθηµερινά για 6 

ώρες από την 12η µέχρι την 18η µέρα από τη γέννηση, είτε ότι η µάθηση 

βελτιωνόταν όταν η αποµάκρυνση είχε συµβεί µε τον ίδιο τρόπο αλλά από τη 

15η µέχρι την 20η µέρα (Lehman et al 2002). 

 Παρά τα αντικρουόµενα αποτελέσµατα που προαναφέρθηκαν, είναι 

αποδεκτό από όλους ότι η µητρική αποστέρηση µπορεί να επιφέρει 

µακροχρόνια συµπεριφορικά αποτελέσµατα. ∆εν είναι ξεκάθαρο, βέβαια, το 

πού πρέπει να αποδοθούν αυτές οι επιφερόµενες αλλαγές, αν δηλαδή 

ευθύνεται η απουσία της µητέρας και τα ερεθίσµατα από τη φωλιά κατά την 



περίοδο της αποµάκρυνσης, η συµπεριφορά της µάνας κατά την επανένωσή 

τους ή τα στρεσογόνα ερεθίσµατα κατά τη διάρκεια της δοκιµασίας. Από την 

άλλη, σηµαντικό ρόλο στην ερµηνεία των αποτελεσµάτων παίζει και το είδος 

των αρουραίων που αποτελούν την οµάδα ελέγχου, δηλαδή αν αποτελείται 

από ζώα που στερούνται παντελώς ερεθισµάτων ή είναι οµάδα που δέχεται 

περιποίηση κατά τακτά χρονικά διαστήµατα (colony husbandry). Αυτές οι 

περιοδικές αποµακρύνσεις δεν αποτελούν µόνο αποµακρύνσεις από τη 

µητέρα και τα υπόλοιπα νεογνά της φωλιάς, αλλά ενέχουν και αλλαγές στη 

θερµοκρασία σώµατος καθώς και περιόδους διατροφικής αποστέρησης (λόγω 

της αποµάκρυνσης από τη µητέρα). Επιπλέον, στις δοκιµασίες µητρικής 

αποστέρησης, φαίνεται ότι κατά την επανένωση µητέρας ζώου (όταν η µητέρα 

έχει µείνει µόνη της στη φωλιά κατά την αποµάκρυνση), η µητέρα γλείφει 

(licking) µε µεγαλύτερη ενεργητικότητα τα νεογνά, προκαλώντας εντατική 

ενεργοποίηση παρόµοια µε αυτή που λαµβάνουν τα νεογνά που έχουν 

υποστεί απλά νεογνικό χειρισµό (Pryce et al 2003). Ο βαθµός αναστολής 

αυτής της συµπεριφοράς, λόγω άγχους της µητέρας ως αποτέλεσµα του 

αποχωρισµού της από τα νεογνά, αποτελεί έναν ακόµη συγχιτικό παράγοντα 

στα αποτελέσµατα πειραµάτων µητρικής αποστέρησης. 

 Μία εναλλακτική οπτική της µελέτης των επιδράσεων που έχει η 

µητρική αποστέρηση αποτελεί η µελέτη ζώων που έχουν κατά τη δοκιµασία 

αποµακρυνθεί πλήρως και από τη µητέρα αλλά και από τα υπόλοιπα ζώα της 

φωλιάς. Στην περίπτωση αυτή, τα νεογνά τρέφονται τεχνητά µε τη χρήση 

αντλίας (pump) και η θερµοκρασία του σώµατος αλλά και η σίτιση ρυθµίζεται 

συστηµατικά. Με αυτόν τον τρόπο δεν υφίσταται επανένωση, όπως µε την 

παραπάνω µεθοδολογία, και συνεπώς καθόλου επιπλέον µητρική διέγερση. 

Σε αυτές τις πρακτικές, ωστόσο, είναι πιθανόν να πραγµατοποιηθεί 

προσοµοίωση του περιβάλλοντος της φωλιάς δίνοντας στο αποµονωµένο 

νεογνό ερεθίσµατα γλειψίµατος, µυρωδιές της φωλιάς και επαφή µε άλλα 

νεογνά. Στις λίγες αυτές µελέτες που έχει χρησιµοποιηθεί η παραπάνω 

µεθοδολογία, έχουν, όντως αναφερθεί µακροχρόνιες επιδράσεις στο ζώο. Για 

παράδειγµα, η ανατροφή χωρίς µητέρα οδηγεί σε αυξηµένο άγχος των ζώων 

στη δοκιµασία ανοιχτού πεδίου και αλλάζει τη ενήλικο κοινωνική και µητρική 



συµπεριφορά των υπό δοκιµασία ζώων. Επιπλέον, στα ίδια ζώα φαίνεται ότι 

επηρεάζεται και η ικανότητά τους για χωρική µάθηση (Gonzalez et al 2001). 

 Αρκετές µελέτες έχουν καταγράψει ότι παρατεταµένες ή 

επαναλαµβανόµενες περίοδοι κοινωνικής αποµόνωσης των νεογνών οδηγούν 

σε επιβράδυνση των σχετιζόµενων µε την ανάπτυξη ενζύµων, µειώσεις του 

καρδιακού ρυθµού, αυξηµένη ευαισθησία του άξονα υποθαλάµου - 

υπόφυσης-επινεφριδίων (ΥΥΕ) (Rosenfeld et al 1992) και µια γενικευµένη 

συµπεριφορική καταστολή ανάλογη µε αυτή που εµφανίζεται κατά την 

κατάθλιψη. Επίµυς που ως νεογνά εκτέθηκαν στο µοντέλο της µητρικής 

αποστέρησης αδυνατούν να ενταχθούν και να αλληλεπιδράσουν φυσιολογικά 

µε άλλα µέλη του είδους. Τελευταία, η µητρική αποστέρηση για παρατεταµένο 

χρονικό διάστηµα έχει προταθεί και ως ένα πιθανό ζωικό µοντέλο 

σχιζοφρένειας, αφού εκτός από τις µεταβολές στη λειτουργία του άξονα ΥΥΕ, 

προκαλεί αλλαγές στην επεξεργασία ακουστικών ερεθισµάτων και σε 

νευροχηµικά συστήµατα του εγκεφάλου καθώς και στις γνωστικές λειτουργίες 

του ζώου κατά την ενηλικίωσή του (π.χ. χωρική µάθηση-µνήµη στο λαβύρινθο 

σχήµατος Τ, ή στον υδάτινο λαβύρινθο κατά Morris) (Lévy et al 2003). 

 Τέλος, οι πλειοψηφία των ερευνών που εξετάζουν τις µακροχρόνιες 

επιδράσεις της µητρικής αποστέρησης, επικεντρώνονται στον αντίκτυπο που 

µπορεί αυτή να έχει στον  άξονα υποθαλάµου-υπόφυσης-επινεφριδίων. 

Ερευνώντας, λοιπόν τον τρόπο που επηρεάζεται ο άξονας αυτός από το 

στρες που υφίστανται τα ζώα που έχουν αποχωριστεί από τη µητέρα τους, ο 

Vasquez και οι συνεργάτες του παρατήρησαν αυξηµένα επίπεδα της 

φλοιοεπινεφριδιοτρόπου ορµόνης (ACTH) και της κορτικοστερόνης στο 

πλάσµα των ζώων αυτών σε σχέση µε τα ζώα ελέγχου (Vazquez et al 2000). 

Σε άλλη µελέτη, τα ζώα αποµακρύνθηκαν από τη µητέρα για 6 ώρες 

καθηµερινά από την 2η µέχρι την 20η µέρα. Στη συνέχεια, ως ενήλικα 

υπέστησαν ήπιο footshock στρες και όταν µετά από το ερέθισµα µετρήθηκαν 

τα επίπεδα της ACTH αυτά ήταν αυξηµένα. Ωστόσο, όταν η αποµάκρυνση 

έγινε την 11η-12η µέρα τα επίπεδα της ίδιας ορµόνης ήταν µειωµένα. Από τα 

αντικρουόµενα αυτά αποτελέσµατα φαίνεται ότι η χρονική στιγµή αλλά και η 

διάρκεια της αποµάκρυνσης µπορεί να επηρεάζουν ποικιλοτρόπως την 

απόκριση του άξονα ΥΥΕ σε στρεσογόνα ερεθίσµατα (Van Oers et al 1998). 



Επιπλέον, τα επίπεδα νευροτροφικών παραγόντων του υποθαλάµου, όπως ο 

παράγοντας BDNF και ο παράγοντας IGF-1 µεταβάλλονται (µε διαφορετικό 

τρόπο στα θηλυκά και τα αρσενικά ζώα) κατά τη διάρκεια της µητρικής 

αποστέρησης και το γεγονός αυτό σχετίζεται µε αλλαγές σε δείκτες κυτταρικού  

πολλαπλασιασµού και ωρίµανσης των νευρώνων. Άλλες ορµόνες, όπως η 

λεπτίνη (leptin), η οποία σχετίζεται µε την ανάπτυξη του υποθαλάµου, µπορεί 

επίσης να εµπλέκεται στην παραπάνω διαδικασία, καθώς τα επίπεδά της κατά 

τη διάρκεια της µητρικής αποστέρησης µειώνονται. Τέλος, κατά τη µητρική 

αποστέρηση φαίνεται ότι επηρεάζεται και η συναπτική πλαστικότητα των 

νευρώνων, καθώς τα επίπεδα του BDNF εµφανίζονται σηµαντικά µειωµένα 

στον ιππόκαµπο ενήλικων ζώων που είχαν αποµακρυνθεί από τη µητέρα 

τους για 24 ώρες την ένατη µέρα µετά τη γέννησή τους (Viveros et al 2010). 

 

 

1.3.5.  Η ποιότητα της µητρικής συµπεριφοράς προς το 

νεογνό και οι επιδράσεις της 

 

 Η µητρική φροντίδα και συµπεριφορά στους αρουραίους εκδηλώνεται 

µε τη συχνότητα του θηλασµού όπου η µάνα προσεγγίζει τα µικρά της και τα 

συγκεντρώνει κάτω από το σώµα της ενώ ταυτόχρονα γλείφει τα νεογνά, και 

τελικά υιοθετεί µια στάση σώµατος µε αψιδωτή ράχη βάζοντας το σώµα της 

πάνω από όλα ή τουλάχιστον τα περισσότερα από τα µωρά της (εικόνα 3). Με 

αυτόν τον τρόπο δηµιουργεί ένα προστατευτικό θόλο από πάνω τους µε τη 

ράχη της. Η χρονική κατανοµή των θηλασµών, δηλαδή η συχνότητα και η 

διάρκειά τους και πιθανόν κάποια ποιοτικά χαρακτηριστικά, όπως ο τρόπος 

στάσης της µάνας για το θηλασµό φαίνεται να πραγµατοποιούνται µέσω ενός 

πολύπλοκου δικτύου επικοινωνίας που εξαρτάται τόσο από τα νεογνά όσο και 

από τη διάθεση της µάνας (Meaney 2001).  

 



 

Εικόνα 3: Φωτογραφία µητέρας Long-Evans και των νεογνών της. Φαίνεται ο 
χαρακτηριστικός θόλος που σχηµατίζεται µε τη ράχη της, καλύπτοντας τα νεογνά της κατά τη 
διάρκεια του θηλασµού (Szyf et al 2005). 

 

 Τίθεται λοιπόν το ερώτηµα κατά πόσο η ποιότητα της µητρικής 

φροντίδας και συµπεριφοράς προς το νεογνό µπορεί να επηρεάσει άµεσα τη 

νευρωνική ανάπτυξη και επιβίωση. Έτσι σε ενήλικα ζώα που είχαν ανατραφεί 

από µητέρες µε λιγότερο ενεργή µητρική φροντίδα προς τα νεογνά τους, η 

επιβίωση των νευρώνων στον ιππόκαµπο µειώθηκε και η απόπτωση 

αυξήθηκε, ενώ δεν φαίνεται να επηρεάστηκε καθόλου ο πολλαπλασιασµός και 

η ωρίµανση των νευρικών κυττάρων. Οι αλλαγές αυτές σχετίζονται µε 

µειωµένη διακλάδωση των δενδριτών και αδυναµία επαγωγής µακροχρόνιας 

συναπτικής ενδυνάµωσης (LTP), όπως παρατηρήθηκε σε τοµές του 

ιπποκάµπου ζώων που είχαν προσλάβει µειωµένη µητρική φροντίδα, η οποία 

πιθανόν να οδηγεί σε µειωµένη ικανότητα µάθησης και µνήµης των ζώων 

αυτών (Liu et al 2000). 

 Η «υπόθεση της µητρικής µεσολάβησης» που θεωρεί ότι αλλαγές στη 

µητρική συµπεριφορά ευθύνονται για τα αποτελέσµατα του πρώιµου 

χειρισµού στα νεογνά, δεν είναι σε θέση να εξηγήσει πλήρως την αναπτυξιακή 

πλαστικότητα του άξονα ΥΥΕ και των αποκρίσεων φόβου. Έτσι τελευταία,  

προστέθηκε ο παράγοντας του περιβαλλοντικού στρες π.χ. από το χωρισµό 

από τη µητέρα, που επιδρά ανεξάρτητα και αντίστροφα από ότι η µητρική 

συµπεριφορά, στον άξονα ΥΥΕ και στις αποκρίσεις φόβου των νεογνών. Το 

µοντέλο που έχει προκύψει περιγράφει τα αποτελέσµατα της αλληλεπίδρασης 

των δύο παραγόντων, µητρικής συµπεριφοράς και περιβαλλοντικού στρες, 

τόσο σε συνθήκες πρώιµου χειρισµού όσο και µητρικής αποστέρησης. Ο 



Francis και οι συνεργάτες του, µελέτησαν τις αλλαγές της µητρικής 

συµπεριφοράς προς τα νεογνά µετά από νεογνικό χειρισµό και στη συνέχεια 

ανέλυσαν κατά πόσο αυτές οι ατοµικές διαφορές της µητρικής φροντίδας κατά 

την επανένωση µε τα νεογνά µπορούσαν να συσχετιστούν µε τις αποκρίσεις 

στρες και φόβου των ζώων αυτών σε σχέση µε τις αποκρίσεις των ζώων 

ελέγχου. Όντως, διαπίστωσαν ότι η αυξηµένη ενεργή µητρική φροντίδα µετά 

το χειρισµό, εκφρασµένη µέσω αυξηµένων γλειψιµάτων και στάσης αψίδας 

κατά το θηλασµό (LG-ABN) καθώς και τα αντίστοιχα επίπεδα φροντίδας στην 

οµάδα ελέγχου (τα νεογνά τους δεν είχαν υποστεί νεογνικό χειρισµό), 

σχετίζονταν αρνητικά µε µετρήσεις στρες και άγχους των απογόνων τους 

(Francis et al 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4: Αναπαράσταση της υπόθεσης της µητρικής µεσολάβησης και τησ επίδρασής 
τηςστην απόκριση των νεογνών αρουραίων στο στρες (ΠΧ: πρώιµος χειρισµός, ΜΧ: µητρικός 
χειρισµός, ΜΑ: µητρική αποστέρηση) ( Meaney, 2001) 

 

 Επιπλέον, οι ενήλικοι απόγονοι µητέρων µε υψηλά επίπεδα LG-ABN 

είχαν χαµηλότερα επίπεδα ACTH και CORT στο πλάσµα ως απόκριση σε 

στρεσογόνο ερέθισµα σε σχέση µε τους απογόνους µητέρων µε χαµηλά 

επίπεδα LG-ABN. Τα παραπάνω σχετίζονται µε τη µειωµένη έκφραση της 

εκλυτικής ορµόνης της κορτικοτροπίνης (CRH) στον υποθάλαµο, κάτι που 

σηµαίνει καταστολή του συστήµατος στρες, και αυξηµένη συγκέντρωση του 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (GR) στον ιππόκαµπο, που παραπέµπει 

σε αυξηµένη ευαισθησία αρνητικής ανάδρασης του συστήµατος (Meaney 

  

Μητρική φροντίδα   

  
Α̟όκριση του νεογνικού άξονα ΥΥΕ   

  
ΠΧ                   ΜΧ                     ΜΑ   

  Χειρισµός Περιβα λλοντικών Συνθηκών   
  



2001). Επιπλέον, οι απόγονοι των µητέρων µε υψηλή συµπεριφορά LG-ABN 

εµφάνιζαν µειωµένη συναισθηµατικότητα σε συµπεριφορικές δοκιµασίες 

άγχους και φόβου. Πρόσφατες µελέτες υποστηρίζουν ότι οι παραπάνω 

αλλαγές διαµεσολαβούνται από αλλαγές στη µεθυλίωση του DNA καθώς και 

σε αλλαγές της χρωµατίνης (Fish et al 2004). 

 

1.3.6.  ∆οκιµασία λαβυρίνθου σχήµατος Τ (T-maze) 

 

 

 Προκειµένου να µελετηθεί ένας εναλλακτικός τρόπος µάθησης κατά τη 

νεογνική περίοδο, πριν ακόµα τα νεογνά ανοίξουν τα µάτια τους, σχεδιάστηκε 

στο εργαστήριο Βιολογίας Βιοχηµείας του τµήµατος Νοσηλευτικής µια 

καινοτόµος διαδικασία κατά την οποία τα νεογνά εκπαιδεύονται σε λαβύρινθο 

σχήµατος Τ. Στη συγκεκριµένη διαδικασία, η επαφή µε τη µητέρα θεωρείται 

ως θετικό ενθαρρυντικό ερέθισµα ενώ αντίθετα η άρνηση της επαφής ως µη 

ανταποδοτικό (Panagiotaropoulos et al 2009). Είναι σηµαντικό να σηµειωθεί 

ότι το να κάνουν τη σωστή επιλογή κατεύθυνσης αποτελεί ένα σηµαντικό 

συστατικό της συµπεριφορά των νεογνών αφού είναι απαραίτητο για να 

εξερευνήσει το µικροπεριβάλλον της φωλιάς αλλά και για την επαφή του µε τη 

µητέρα ώστε να σχηµατιστεί ο δεσµός µητέρας- νεογνού. 

 

 
Εικόνα 5: Πειραµατική διάταξη κατά την εκπαίδευση των νεογνών (Panagiotaropoulos 2009) 

 

 

 



 Κατά τη νεογνική περίοδο, τα ζώα που ακόµα έχουν άµεσα την ανάγκη 

της µητέρας για την επιβίωσή τους σχηµατίζουν ένα δεσµό επαφής µε τη 

µητέρα τους και η µητρική αυτή επαφή αποτελεί µια σηµαντική πηγή των 

περιβαλλοντικών ερεθισµάτων των νεογνών. Η σίτιση των νεογνών από τη 

µητέρα, ο θηλασµός, καθώς και η µητρική φροντίδα, η περιποίηση και το 

γλείψιµο (licking και grooming) αποτελούν ένα θετικό και ενθαρρυντικό 

ερέθισµα, ενώ αντίθετα η άρνηση της µητρικής επαφής επιδρά ως αρνητικό 

και µαταιωτικό ερέθισµα. Πριν τα νεογνά ανοίξουν τα µάτια τους, κάτι που 

συµβαίνει µεταξύ της 13ης και 14ης µέρας, τα νεογνά αλληλεπιδρούν µε τα 

υπόλοιπα νεογνά της φωλιάς και κυρίως µε τη µητέρα τους µέσω απτικών, 

οσφρητικών και ακουστικών ερεθισµάτων. Αυτά τα ερεθίσµατα αποτελούν τις 

πρώτες εµπειρίες µάθησης που εστιάζουν κυρίως στο σχηµατισµό και τη 

διατήρηση του δεσµού µε τη µητέρα και χαράζουν τα πρώτα µονοπάτια 

µνήµης. Το να ψάχνει το νεογνό για τη µητέρα του και να έρθει σε επαφή µαζί 

της είναι ένα πολύ ισχυρό ένστικτο, µε µεγάλη σηµασία για την επιβίωση του 

ζώου (Leon M 1992). Έγινε λοιπόν η υπόθεση, ότι το ενθαρρυντικό ερέθισµα 

επιβράβευσης ( η επαφή µε τη µάνα) µπορεί να εξυπηρετήσει τη µάθηση του 

µονοπατιού σε ένα λαβύρινθο σχήµατος Τ, να στρίψει, δηλαδή, το νεογνό από 

το σηµείο έναρξης στο λαβύρινθο προς τη µητέρα ακολουθώντας ένα 

µονοπάτι που οδηγεί προς αυτήν. Μέσα από επαναλαµβανόµενες δοκιµασίες, 

τα νεογνά αναµένεται ότι θα αναπτύξουν διαδικαστικού τύπου µνήµη, 

ανεξάρτητα από την παρουσία του ερεθίσµατος. Από την άλλη µεριά, η 

άρνηση της αναµενόµενης ανταµοιβής µέσω της µη επαφής µε τη µάνα δεν 

ευνοεί στο να µάθει το νεογνό να κάνει τη σωστή επιλογή µονοπατιού στο 

λαβύρινθο. 

 Προκειµένου να διερευνηθεί η νευρωνική ενεργοποίηση στον εγκέφαλο 

των αρουραίων πραγµατοποιήθηκε ανοσοϊστοχηµεία χρησιµοποιώντας το 

ογκογονίδιο c-Fos, ένα ογκογονίδιο που θεωρείται δείκτης νευρωνικής 

ενεργότητας. Όταν τα νεογνά εκπαιδεύτηκαν στην παραπάνω διαδικασία για 4 

µέρες (κατά τη 10η  µε 13η  µέρα ζωής), τα ζώα υπό ανταµοιβή έµαθαν να 

σχετίζουν το δεξιό βραχίονα του λαβυρίνθου µε τη παρουσία της µητέρας, και 

µέσα από την επαναλαµβανόµενη εκπαίδευση τα ζώα ανέπτυξαν µια 

διαδικαστικού τύπου µνήµης. Στα ζώα που επιβραβεύτηκαν µε την επαφή 

τους µε τη µητέρα, τα επίπεδα του c-Fos ήταν αυξηµένα στο ραχιαίο ραβδωτό 



σώµα σε σχέση µε τα ζώα µε το µαταιωτικό  ερέθισµα. Τα ζώα που 

υπέστησαν µαταίωση, καταφέρνουν επίσης να µάθουν τη θέση της µητέρας, 

κάτι το οποίο φαίνεται από την αύξηση των αριθµών των στροφών στο δεξιό 

βραχίονα (εκεί όπου βρίσκεται η µάνα), από την αύξηση των σωστών 

δοκιµών και από τη µείωση του χρόνου που χρειάζονται για να φτάσουν το 

κλουβί της µητέρα τους. Ωστόσο, η µείωση αυτή ήταν µικρότερη στα ζώα µε 

το µαταιωτικό (DER) σε σχέση µε τα ζώα µε το ενθαρρυντικό (RER) ερέθισµα 

υποδηλώνοντας µειωµένη ικανότητα µάθησης. Τα ζώα αυτά είχαν επίσης 

αυξηµένη ενεργοποίηση της περιοχής CA1 του ιπποκάµπου καθώς και του 

ραχιαίου ραβδωτού, όπως φάνηκε από ανοσοιστοχηµεία τοµών εγκεφάλου 

για τον c-Fos (Panagiotaropoulos et al 2009). Όπως είναι γνωστό, η  µη 

ανταµοιβή του ζώου, όταν αυτή αναµένεται, αποτελεί ένα µαταιωτικό ερέθισµα 

για το ζώο και φέρει ποικιλία επιπτώσεων, όπως καταστολή µιας ενεργής 

συµπεριφοράς, συµπεριφορική ακαµψία, εµµονή και παροδική αύξηση της 

κινητικότητας (Amsel 1992). Αξίζει να σηµειωθεί, ωστόσο, ότι ενώ η 

παράλειψη της ανταµοιβής οδηγεί σε παροδικά αυξηµένη κινητικότητα, η 

καθυστέρηση της ανταµοιβής (καθώς στο πείραµα το ζώο επιστρέφει στη 

φωλιά µετά το πέρας των 15 λεπτών) οδηγεί σε πτώση της κινητικότητας που 

οδηγεί σε µείωση της απόδοσης στη δοκιµασία. 

 Στη δοκιµασία µνήµης, απουσία της µητέρας τα νεογνά που δεν είχαν 

ανταµοιβή κατά την εκπαίδευση δεν έδειξαν καµία προτίµηση για το βραχίονα 

στον οποίο βρισκόταν η µητέρα (κατά την εκπαίδευση), γεγονός που µπορεί 

να θεωρηθεί ως ανεπιτυχής ανάκτηση µνήµης ή λήθη. Η ερµηνεία αυτή, 

ωστόσο, µπορεί να είναι παραπλανητική, καθώς η µη επιτυχής συµπεριφορά 

δεν σηµαίνει απαραίτητα ελλειµµατική µάθηση ή µνήµη αλλά µπορεί να 

αντικατοπτρίζει µια αναστολή της συµπεριφοράς λόγω της έλλειψης κινήτρου 

για το ζώο (Panagiotaropoulos et al 2009). 

 Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, στα DER ζώα υπήρχε µεγαλύτερη 

ενεργοποίηση στη CA1 περιοχή του ιπποκάµπου. Η περιοχή αυτή θεωρείται 

ότι δρα ως ανιχνευτής των ασυµφωνιών ανάµεσα στο αναµενόµενο, το οποίο 

αποθηκεύεται ως πληροφορία στην οδοντωτή έλικα και στην περιοχή CA3, 

και στην πληροφορία για το περιβάλλον που εισέρχεται από τον ενδορινικό 

φλοιό µέσω του µονοπατιού όσφρησης (Vinogradova 2001). Στη 

συγκεκριµένη δοκιµασία, η ασυµφωνία προκύπτει λόγω του ότι αφενός 



υπάρχει αντίληψη της οσµής της µάνας και ακουστικών πληροφοριών στη 

συγκεκριµένη χωρική διάταξη στο λαβύρινθο αλλά αφετέρου το ζώο βιώνει  

την άρνηση της ανταµοιβής όταν φτάσει στο σηµείο που βρίσκεται η µάνα. 

Από την άλλη, δεδοµένου ότι η CA1 εµπλέκεται στην µάθηση και µνήµη µέσω 

πλαισίου, η ενεργοποίηση της περιοχής αυτής στα DER ζώα µπορεί να 

υποδηλώνει επεξεργασία της πληροφορίας πλαισίου, που απορρέει από την 

παρουσία της µάνας. Αντίθετα, τα µειωµένα επίπεδα ενεργοποίησης στα RER 

ζώα δύναται να αντικατοπτρίζουν µειωµένη ευαισθησία στα στοιχεία της 

µάνας, ως αποτέλεσµα της συνεχούς ενθάρρυνσης που δέχτηκαν και άρα να 

πραγµατοποιούν χαµηλότερη κωδικοποίηση του περιεχοµένου της 

δοκιµασίας. 

 Χρησιµοποιώντας την ίδια πειραµατική διαδικασία, εκτιµήθηκαν  

επιπλέον τα επίπεδα του µεταγραφικού παράγοντα pCREB. Ο µεταγραφικός 

αυτός παράγοντας παίζει ένα σηµαντικό ρόλο στο σχηµατισµό της 

µακροχρόνιας µνήµης. Αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι πραγµατοποιείται  

ενεργοποίηση του CREB µέσω φοσφορυλίωσης αλλά και έκφραση γονιδίων 

που εξαρτάται από τον παράγοντα αυτό, µετά από εκπαίδευση ανασταλτικής 

αποφυγής αντίδρασης (step-down inhibitory avoidance training), σε 

δοκιµασίες αντιµετώπισης φόβου και σε έκθεση µε καινούργιο περιβάλλον, 

όπου τα επίπεδα του φωσφορυλιωµένoυ  CREB (pCREB) σχετίζονται µε την 

εξερεύνηση του καινούργιου περιβάλλοντος (Izquierdo et al 2001). Η 

ενεργοποίηση, ακόµα, του σηµατοδοτικού µονοπατιού PKA/pCREB στον 

ιππόκαµπο εµπλέκεται στο σχηµατισµό χωρικής µνήµης (Mizuno et al 2002). 

Αφού οι αρουραίοι ως νεογνά εκπαιδεύτηκαν µε την πειραµατική διαδικασία 

του λαβυρίνθου σχήµατος Τ, χωρίστηκαν σε δύο οµάδες ανάλογα µε το αν 

δέχτηκαν την αναµενόµενη ανταµοιβή (την επαφή µε τη µάνα) ή υπέστησαν 

µαταίωση, όπως και παραπάνω. Πιο συγκεκριµένα, τα επίπεδα του pCREB 

στην CA3 περιοχή του ιπποκάµπου νεογνών 13ων ηµερών που δέχτηκαν την 

ανταµοιβή (επαφή µε τη µητέρα) ήταν χαµηλότερα από τα αντίστοιχα επίπεδα 

των DER ζώων, των οποίων τα επίπεδα δεν διέφεραν από αυτά της οµάδας 

ελέγχου. Η περιοχή αυτή, είναι  γνωστό, ότι παίζει ρόλο σε αρκετές 

παραµέτρους της διαδικασίας δηµιουργίας χωρικής µνήµης, όπως είναι η 

διάκριση µοτίβου (pattern separation), η συσχέτιση και η ολοκλήρωση των 

πληροφοριών. 



 Στην συνέχεια εκτιµήθηκαν τα επίπεδα του φωσφορυλιωµένου 

µεταγραφικού παράγοντα pCREB και διαπιστώθηκε ότι τα επίπεδα 

ενεργοποίησης του παράγοντα ποίκιλαν στην περιοχή του ιπποκάµπου των 

νεογνών, ανάλογα µε την οµάδα στην οποία ανήκε το ζώο. Επιπλέον, αυτή η 

πρώιµη εµπειρία είχε σαφώς µακροχρόνιες επιδράσεις στη συµπεριφορά του 

ζώου ως ενήλικο, πλέον, αφού τα ζώα που δεν είχαν λάβει την ανταµοιβή ως 

νεογνά είχαν διαφορετικά επίπεδα του παράγοντα µετά από εκπαίδευση στον 

υδάτινο λαβύρινθο κατά Morris, τα οποία αντιστοιχούσαν σε βελτιωµένες 

µνηµονικές ικανότητες των ζώων αυτών σε σχέση µε τα ζώα που δεν είχαν 

υποστεί µαταίωση (Diamantopoulou et al 2011). Ο pCREB σε άλλες µελέτες 

είχε βρεθεί ότι  εµπλέκεται στη διαδικασία µάθησης µέσω της όσφρησης, 

αυξάνεται στον οσφρητικό βολβό των νεογνών που έχουν εκπαιδευτεί να 

προτιµούν µία συγκεκριµένη µυρωδιά ή τη µυρωδιά της µητέρας (Raineki et al 

2009). Συνεπώς, η µελέτη νεογνικής εκπαίδευσης στον λαβύρινθο Τ έδειξε ότι 

ο pCREB συµµετέχει και σε ένα διαφορετικό τύπο µάθησης και µέσω αυτής 

της µελέτης ενισχύεται συνολικά η συµµετοχή του παράγοντα αυτού στο 

σχηµατισµό της µνήµης (Diamantopoulou et al 2011).   

  



1.4.  ΕΠΙΓΕΝΕΤΙΚΕΣ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΕΙΣ 

 

1.4.1.  Εισαγωγή 

 

 Παρ' όλο που όλα τα εµπύρηνα κύτταρα περιέχουν την ίδια γενετική 

πληροφορία, οι πολυκύτταροι οργανισµοί έχουν αναπτύξει περίπλοκους 

µηχανισµούς που επιτρέπουν τη διαφορική γονιδιακή έκφραση ανάλογα µε 

τον τύπο του γονιδίου καθώς µε τον κυτταρικό τύπο. Η επιγενετική αναφέρεται 

στις µη κληρονοµήσιµες αλλαγές που ελέγχουν τον τρόπο µε τον οποίο 

εκφράζεται το γονιδίωµα στους διαφορετικούς τύπους κυττάρων κατά την 

εµβρυϊκή ανάπτυξη και την κυτταρική διαφοροποίηση. Αυτή η δυνατότητα 

εξυπηρετεί στην εξειδικευµένη λειτουργία του κάθε κυττάρου, χωρίς να 

επέρχεται αλλαγή στην αλληλουχία των βάσεων του DNA. Οι κυτταρικοί 

µηχανισµοί που πραγµατοποιούν αυτές τις µη κληρονοµήσιµες αλλαγές 

αποτελούν αντικείµενο µελέτης την τελευταία δεκαετία (Bernstein BE 2007). 

 Το επιγονιδίωµα αποτελεί µια οµάδα πρωτεϊνών που ρυθµίζουν τη 

γονιδιακή έκφραση και είναι υπεύθυνες για την κυτταρική διαφοροποίηση. Το 

µοτίβο σύµφωνα µε το οποίο το γονιδίωµα είναι οργανωµένο αποτελεί τη 

χρωµατίνη, δηλαδή, το σύµπλεγµα του DNA, των ιστονών και άλλων δοµικών 

πρωτεϊνών, στοιχεία τα οποία είναι πακεταρισµένα µε τέτοιο τρόπο ώστε να 

είναι καταλλήλως διαθέσιµα και προσβάσιµα µέσα σε κάθε κύτταρο. Η 

κατάσταση της χρωµατίνης και, κατά συνέπεια η πρόσβαση στη γενετική 

πληροφορία, ελέγχεται κυρίως από, συνήθως, αντιστρεπτές είτε 

µεταντιγραφικές τροποποιήσεις που συµβαίνουν στο DNA είτε µετα-

µεταφραστικές (ΡΤΜs) στις ιστόνες, αλλά και από την αναγνώριση αυτών των 

τροποποιήσεων από άλλες πρωτεΐνες ή πρωτεϊνικά σύµπλοκα. Οι ιστόνες 

υπόκεινται σε ποικιλία µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων, όπως είναι η 

µεθυλίωση, η ακετυλίωση, η φωσφορυλίωση, η σουµοϋλίωση, ουβικιτινίωση 

και γλυκοσιλίωση (Gelato 2008). Παρ' όλο που για αρκετό καιρό θεωρείτο ότι 

αυτές οι αλλαγές είναι σταθερές, εντούτοις έχει φανεί ότι ψυχολογικοί, 

παθολογικοί και περιβαλλοντικοί παράγοντες µπορούν να τις τροποποιήσουν. 



 Η µεθυλίωση του DNA αποτελεί την πιο γνωστή επιγενετική 

τροποποίηση και κατέχει έναν κρίσιµο ρόλο στον έλεγχο της γονιδιακής 

έκφρασης καθώς και στην αρχιτεκτονική του πυρήνα των κυττάρων. Αυτή η 

τροποποίηση συµβαίνει κυρίως σε κυτοσίνες πριν από γουανίνες, οπότε και 

µετατρέπονται σε 5 µέθυλ-κυτοσίνες (5-meC). Αυτές οι περιοχές 

δινουκλεοτιδίων αναφέρονται συχνά και ως περιοχές CpGs (Herman 2003). 

Στο ανθρώπινο γονιδίωµα, αυτές οι CpGs περιοχές κατανέµονται ασύµµετρα 

µε αποτέλεσµα να υπάρχουν τµήµατα που είναι πλούσια ή φτωχά σε CpGs. 

Οι περιοχές πλούσιες σε CpGs λέγονται αλλιώς CpGs νησίδες (CpGs islands) 

και καλύπτουν τους υποκινητές περίπου των µισών γονιδίων. Σε φυσιολογικά 

κύτταρα, οι νησίδες αυτές είναι µη µεθυλιωµένες, ενώ οι αραιές CpGs 

περιοχές στο υπόλοιπο γονιδίωµα είναι συνήθως µεθυλιωµένες. Η µεθυλίωση 

του DNA αποτελεί µια δυναµική διαδικασία που συµβαίνει κατά τη διάρκεια 

της ανάπτυξης των πολυκύτταρων οργανισµών και εξασφαλίζει τη διατήρηση 

ενός δεδοµένου µοτίβου γονιδιακής έκφρασης. Συµµετέχει επίσης, στη 

διαδικασία του γονιδιακού εντυπώµατος, στην απενεργοποίηση του Χ 

χρωµοσώµατος στα θηλυκά άτοµα και στην αποσιώπηση και 

απενεργοποίηση εξωγενών τµηµάτων γενετικού υλικού. Από την άλλη µεριά, 

ωστόσο, υπερµεθυλιωµένες νησίδες CpGs σε περιοχές υποκινητών, 

συµµετέχουν στην γονιδιακή αποσιώπηση του ενδογενούς γενετικού υλικού. 

Σε αρκετές περιπτώσεις, τα γονίδια αυτά είναι γονίδια που συµµετέχουν στην 

καταστολή όγκων, γεγονός που οδηγεί στη δηµιουργία καρκινικών κυττάρων 

(Esteller 2008). 

 Ένας εξίσου καλά µελετηµένος και πολύπλοκος επιγενετικός 

µηχανισµός είναι και η τροποποίηση των ιστονών. Οι κεντρικές ιστόνες (Η2Α, 

Η2Β, Η3 και Η4) µαζί µε το τµήµα 146 ζευγών βάσεων του DNA που είναι 

τυλιγµένο γύρω από αυτές συνιστούν το νουκλεόσωµα που αποτελεί τη κύρια 

µονάδα οργάνωσης του γενετικού υλικού. Η κύρια λειτουργία των 

τροποποιήσεων των ιστονών είναι να δηµιουργήσουν διαφορετικά µοτίβα-

περιβάλλοντα ιστονών. Έτσι, δηµιουργείται η ευχρωµατίνη που είναι λιγότερο 

συµπυκνωµένη και περισσότερο προσιτή στους µεταγραφικούς παράγοντες 

και η ετεροχρωµατίνη, που είναι ιδιαίτερα συµπυκνωµένη και απροσπέλαστη 

από µεταγραφικούς παράγοντες. Επιπρόσθετα, οι αλληλεπιδράσεις ανάµεσα 

στις παραπάνω τροποποιήσεις των ιστονών και στο DNA ρυθµίζουν αρκετές 



βιολογικές διαδικασίες, όπως η γονιδιακή έκφραση, η επιδιόρθωση του DNA, 

η συµπύκνωση της χρωµατίνης, η σταθερότητα του γονιδιώµατος καθώς και 

γενετικές διαδικασίες, όπως η απενεργοποίηση του χρωµοσώµατος Χ 

(Feinberg 2007). 

 Παρ' όλο που κατά γενική οµολογία, οι επιγενετικές τροποποιήσεις 

θεωρούνται σχετικά σταθερές, φαίνεται τελικά από αρκετές µελέτες, ότι κατά 

το πέρασµα του χρόνου συντελούνται σε αυτές αρκετές αλλαγές. Η πρώτη 

φορά που αποτυπώθηκε η συσχέτιση µεταξύ γήρανσης και επιγενετικών 

τροποποιήσεων, ήταν σε µελέτη αυγών σολοµού από τον Ειρηνικό, όπου και 

διαπιστώθηκε ότι η συνολική µεθυλίωση του DNA µειώνεται καθώς αυξάνεται 

η ηλικία. Από τότε αρκετές µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν, στη συνέχεια, 

σε επίµυες, µυς και ανθρώπους επιβεβαίωσαν τα ανωτέρω, υποστηρίζοντας, 

επίσης, ότι ίσως για την προαναφερθείσα µείωση να ευθύνεται είτε η παθητική 

αποµεθυλίωση της ετεροχρωµατίνης είτε δυσλειτουργίες των ενζύµων DNA 

µεθυλοτρανσφερασες (DNMT) (υπεύθυνα για τη µεθυλίωση του DNA) (Wilson 

et al 1987). Περιέργως, ωστόσο, ενώ συνολικά συµβαίνει υποµεθυλίωση του 

DNA, πραγµατοποιείται, ταυτόχρονα, υπερµεθυλίωση σε υποκινητές 

συγκεκριµένων γονιδίων, µε το πέρασµα της ηλικίας. Αυτό το παράδοξο, 

παρατηρείται, επίσης, και σε καρκινικά κύτταρα δηµιουργώντας έτσι µια 

σύνδεση ανάµεσα στη γήρανση και στους µηχανισµούς καρκινογένεσης 

(Esteller 2008). 

 Παρόµοια αποτελέσµατα αποτυπώνονται και µετά από µελέτη των 

µοτίβων των ακετυλιωµένων ιστονών καθώς και των ενζύµων που είναι 

υπεύθυνα για την ακετυλίωση των ιστονών, όπου φαίνεται ότι και η 

ακετυλίωση συσχετίζεται µε την ηλικία (Calvanese et al 2009). Καθώς, λοιπόν, 

το γονιδίωµα συσσωρεύει αλλαγές µε το πέρασµα του χρόνου, γεννάται το 

ερώτηµα ποιοι παράγοντες είναι τελικά αυτοί που συµµετέχουν στην όλη 

διαδικασία. Τρεις είναι οι παράγοντες που θεωρείται ότι µπορούν να 

συµβάλλουν στις επιγενετικές τροποποιήσεις: ο γονότυπος του ατόµου 

(εσωτερικός παράγοντας), το περιβάλλον (εξωτερικός παράγοντας) και 

τυχαία-στοχαστικά γεγονότα (αστάθµητος παράγοντας). Αν και κάθε 

παράγοντας µελετάται αρκετά το τελευταίο διάστηµα από αρκετές 

επιστηµονικές οµάδες, η συµβολή του κάθε παράγοντα, ξεχωριστά, δεν 

µπορεί ακόµα να εκτιµηθεί επ' ακριβώς. Η συµβολή της κληρονοµικότητας σε 



επιγενετικές µεταβολές φαίνεται ιδιαίτερα µέσα από µελέτες µονοζυγωτικών 

και διζυγωτικών διδύµων καθώς και από µελέτες µεγάλου αριθµού 

οικογενειών. Οι στοχαστικοί παράγοντες από την άλλη, ταυτοποιούνται και 

ερευνώνται σε µελέτες µε πειραµατόζωα ίδιας γονιδιακής σύστασης που 

µεγαλώνουν στο ίδιο περιβάλλον και εκτίθενται στα ίδια ή σε διαφορετικά 

ερεθίσµατα. Αρκετές τέτοιες µελέτες, επιβεβαιώνουν την επίδραση του 

περιβάλλοντος στη γονιδιακή φαινοτυπική έκφραση υποδηλώνοντας ότι οι 

επιγενετικές τροποποιήσεις αποτελούν το συνδετικό κρίκο ανάµεσα στο 

περιβάλλον και το γονιδίωµα, χωρίς ωστόσο να έχουν διευκρινιστεί πλήρως οι 

µηχανισµοί και τα µονοπάτια που συµµετέχουν (Fraga MF 2009). 

 

 
Εικόνα 6: Οι επιγενετικοί µηχανισµοί δηµιουργούν ένα υπόβαθρο το οποίο επιδρά 
µακροχρόνια σε γονίδια που εµπλέκονται στη συµπεριφορά και στην ικανότητα µάθησης 

 



1.4.2.  Μεθυλίωση του DNA 

 

 Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η 5-µεθυλιωµένη κυτοσίνη στα 

θηλαστικά εντοπίζεται κυρίως σε CpG δινουκλεοτίδια. Περίπου, το 70-80% 

των CpG δυάδων είναι µεθυλιωµένες και στις δύο αλυσίδες στα ανθρώπινα 

σωµατικά κύτταρα. Σχεδόν όλα τα πειραµατικά αποτελέσµατα συµφωνούν µε 

την αντίληψη ότι η µεθυλίωση συµβάλλει στην σταθεροποίηση ή στο 

"κλείδωµα" ενός γονιδίου στην ανενεργή του κατάσταση. Εκτός, από την 

αποσιώπηση των γονιδίων, η µεθυλίωση συµµετέχει και σε άλλες σηµαντικές 

διεργασίες όπως η απενεργοποίηση του χρωµοσώµατος Χ και το γονιδιακό 

αποτύπωµα. Αναµενόµενο είναι, λοιπόν, ότι ο µηχανισµός µεθυλίωσης είναι 

ιστοειδικός και αυστηρά ελεγχόµενος. Στην εικόνα 6 φαίνεται ο µηχανισµός µε 

τον οποίο πραγµατοποιείται η µεθυλίωση και αποµεθυλίωση του  DNA. 

Εντούτοις, η µεθυλίωση του DNA δεν είναι τέλεια, και η διατήρηση των 

µεθυλιωµένων µοτίβων απαιτεί την de novo µεθυλίωσή του µετά από κάθε 

κυτταρική διαίρεση (Zhao-xia Chen et al 2011).  

 Στα κύτταρα των θηλαστικών, πραγµατοποιούνται διαρκείς 

αποµεθυλιώσεις και επαναµεθυλιώσεις κατά την εµβρυική ανάπτυξη και την 

κυτταρική διαφοροποίηση. Μετά τη γονιµοποίηση, το µεγαλύτερο µέρος του 

πατρικού γονιδιώµατος αποµεθυλιώνεται ταχύτατα, προτού πραγµατοποιηθεί 

η αντιγραφή του DNA, φανερώνοντας την ύπαρξη µιας ενεργού ενζυµατικής 

αποµεθυλίωσης. Από την άλλη µεριά, το µητρικό γονιδίωµα υφίσταται µια 

παθητική διαδικασία αποµεθυλίωσης µέχρι την εµφύτευση του εµβρύου, η 

οποία εξαρτάται από την αντιγραφή του γενετικού υλικού, που 

πραγµατοποιείται κατά τις διαδοχικές κυτταρικές διαιρέσεις. Μετά την 

εµφύτευση του εµβρύου, πραγµατοποιείται µια γενικευµένη µεθυλίωση του 

DNA, η οποία και θα ορίσει τα πρότυπα µεθυλίωσης που θα διατηρηθούν στη 

συνέχεια στα σωµατικά κύτταρα. Παρόµοιες µεθυλιώσεις και αποµεθυλιώσεις, 

πραγµατοποιούνται και κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης εντός µιας 

κυτταρικής σειράς, όπως για παράδειγµα κατά τη διαφοροποίηση των 

αιµοποιητικών προγονικών κυττάρων (Calvanese et al 2009). 

 



 

Εικόνα 7: Σύνοψη του µηχανισµού µεθυλίωσης και αποµεθυλίωσης του 
θηλαστικών (Zhao-xia Chen 

 

 Στα θηλαστικά, έχουν εντοπιστεί 4 ένζυµα που δρουν ως 

µεθυλοτρανσφεράσες οι 

αυτές, η DNMT1 καταλύει τη διατήρηση του προτύπου µεθυλίωσης. Το 

ένζυµο αυτό λειτουργεί σαν να προτιµά τις ηµιµεθυλιωµένες περιοχές, όπως 

αυτές που δηµιουργούνται κατά το διπλασιασµό του 

για τη µεθυλίωση της νεοσχηµατιζόµενης αλυσίδας, κατά την αντιγραφή. Τα 

ένζυµα DNMT3A και  DNMT

κάποια προτίµηση για ηµιµεθυλιωµένες περιοχές και είναι υπεύθυνα για την 

Σύνοψη του µηχανισµού µεθυλίωσης και αποµεθυλίωσης του 
 et al 2011). 

Στα θηλαστικά, έχουν εντοπιστεί 4 ένζυµα που δρουν ως 

µεθυλοτρανσφεράσες οι DNMT1, DNMT3A, DNMT3Β και DNMT

1 καταλύει τη διατήρηση του προτύπου µεθυλίωσης. Το 

ένζυµο αυτό λειτουργεί σαν να προτιµά τις ηµιµεθυλιωµένες περιοχές, όπως 

αυτές που δηµιουργούνται κατά το διπλασιασµό του DNA και είναι υπεύθυνο 

ίωση της νεοσχηµατιζόµενης αλυσίδας, κατά την αντιγραφή. Τα 

DNMT3B είναι de novo µεθυλοτρανσφεράσες, χωρίς 

κάποια προτίµηση για ηµιµεθυλιωµένες περιοχές και είναι υπεύθυνα για την 

 

 
Σύνοψη του µηχανισµού µεθυλίωσης και αποµεθυλίωσης του DNA  των 

Στα θηλαστικά, έχουν εντοπιστεί 4 ένζυµα που δρουν ως 

DNMT3L. Από 

1 καταλύει τη διατήρηση του προτύπου µεθυλίωσης. Το 

ένζυµο αυτό λειτουργεί σαν να προτιµά τις ηµιµεθυλιωµένες περιοχές, όπως 

και είναι υπεύθυνο 

ίωση της νεοσχηµατιζόµενης αλυσίδας, κατά την αντιγραφή. Τα 

µεθυλοτρανσφεράσες, χωρίς 

κάποια προτίµηση για ηµιµεθυλιωµένες περιοχές και είναι υπεύθυνα για την 



εγκατάσταση µεθυλιωµένων προτύπων κατά την πρώιµη ανάπτυξη (Okano et 

al 1999). Το ένζυµο DNMT3L, αν και όπως φαίνεται από την εικόνα 7 

στερείται των βασικών δοµικών µοτίβων των µεθυλοτρασφερασών και είναι 

καταλυτικά ανενεργό, µπορεί να διεγείρει την ενζυµατική ενεργότητα των 

DNMT3A/3B.  

 

 

 
Εικόνα 8: Σχηµατική αναπαράσταση των δοµικών µοτίβων των ανθρώπινων DNMTs (Zhao-
xia et al 2011) 

 

 

 Επιπροσθέτως, η αλληλεπίδραση ανάµεσα στην DNMT3L και στη µη-

µεθυλιωµένη λυσίνη-4 στην ουρά της ιστόνης Η3 (Η3Κ4) παίζει σηµαντικό 

ρόλο στη στόχευση εντυπωµένων περιοχών. Η DNMT3A µπορεί, επίσης, και 

αλληλεπιδρά µε την Η3Κ4 και επιλεκτικά να µεθυλιώνει τις περιοχές του DNA 

που γειτνιάζουν. Ένας άλλος παράγοντας που επηρεάζει τα πρότυπα 

µεθυλίωσης είναι ο G9, η µεθυλοτρανσφεράση της λυσίνης 9 στην ιστόνη Η3, 

µηχανισµός που θα συζητηθεί και παρακάτω. Εµβρυϊκά κύτταρα στα οποία 

έχει γίνει αποσιώπηση αυτού του παράγοντα εµφανίζουν σηµαντική µείωση 

της µεθυλίωσης στους υποκινητές-στόχους του G9, σε ρετροτρασποζόνια 

(retrotransposons) και στην πλειοψηφία των δορυφορικών επαναλήψεων. 

Επίσης, ο G9 συνεργάζεται και µε τις DNMT3A και DNMT3B και συγκεκριµένα 

βοηθάει στη στρατολόγηση των DNMT3 στους υποκινητές, εξυπηρετώντας 

έτσι την de novo µεθυλίωση (Epsztejn-Litman S et al 2008). 

 Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, το κυρίαρχο δόγµα για τις 

µεθυλιωµένες κυτοσίνες είναι ότι είναι µόνιµες, µη αναστρέψιµες και κατά 



συνέπεια καταλήγουν σε αναστολή της µεταγραφής. Σε αρκετά βιολογικά 

συστήµατα, ωστόσο, το προαναφερθέν αναιρείται. Όπως φάνηκε από µελέτες 

σε εµβρυονικά και εµβρυϊκά κύτταρα η µεθυλίωση µπορεί να αποτελεί µια 

εξαιρετικά δυναµική διαδικασία. Στο κεντρικό νευρικό σύστηµα, για 

παράδειγµα, η µεθυλίωση µπορεί να είναι παροδική και δεν σχετίζεται 

απαραίτητα µε µειωµένη γονιδιακή έκφραση. Αντίθετα µπορεί να επηρεάζει τη 

γονιδιακή έκφραση καθώς και τη δοµή της χρωµατίνης µε ποικίλους τρόπους. 

Ενδεικτικά, οι µεθυλιωµένες κυτοσίνες µπορούν να λειτουργήσουν ως σηµεία 

συγκέντρωσης πρωτεϊνών που ενώνονται σε µεθυλιωµένες κυτοσίνες, οι 

οποίες µε τη σειρά τους στρατολογούν σύµπλοκα αναδιάταξης της 

χρωµατίνης. Τα σύµπλοκα αυτά κατά κανόνα περιέχουν HDAC ένζυµα 

(histone deacetylase enzymes), των οποίων η δράση καταλήγει σε 

συσπείρωση της χρωµατίνης (Bogdanovic O et al 2009). Πρωτεΐνες όπως η 

MeCP2 και οι MBD1,2,3 και 4 είναι κάποιες από τις πιο σηµαντικές πρωτεΐνες 

µε δυνατότητα ένωσής τους σε µεθυλιωµένες περιοχές. Ο τρόπος δράσης 

τους, ωστόσο, δεν είναι κοινός και καθολικός. Έτσι, η MeCP µπορεί είτε να 

διεγείρει είτε να αναστέλλει τη γονιδιακή έκφραση αλλά ασκεί και άλλες 

δράσεις, όπως η στρατολόγηση των ενζύµων HDAC. Παροµοίως, οι MBD2 

και MBD4 που θεωρούνται ότι κυρίως συµµετέχουν στη µεταγραφική 

αποσιώπηση, έχουν συσχετιστεί και µε υποµεθυλιωµένες καταστάσεις του 

DNA αλλά και µε την επιδιόρθωση του γενετικού υλικού (Hendrich et al 1999).  

 Από τα παραπάνω συνεπάγεται ότι η µεθυλίωση του DNA µπορεί να 

εξυπηρετεί την θεµελίωση ανενεργών καταστάσεων της χρωµατίνης. 

Μολοταύτα, η σχέση ανάµεσα στη µεθυλίωση του DNA και στη γονιδιακή 

έκφραση εγείρει το ερώτηµα εάν οι µεθυλιωµένες περιοχές και η δοµή της 

χρωµατίνης είναι απαραίτητα η αιτία ή το αποτέλεσµα των αλλαγών στη 

γονιδιακή έκφραση. Η µεταγραφική ενεργοποίηση, που συνάδει µε την 

αποδιοργάνωση της δοµής του νουκλεοσώµατος, επιβάλλει και το 

επαναπακετάρισµα της χρωµατίνης µετά την ολοκλήρωση της µεταγραφής 

ενός γονιδίου. Ο τρόπος µε τον οποίον συντελείται το εν λόγω 

επαναπακετάρισµα µπορεί να επηρεάσει δυνητικά την µελλοντική 

ενεργοποίηση και µεταγραφή αυτού του γονιδίου. Για παράδειγµα, αλλαγές 

στη δοµή της χρωµατίνης µπορούν να επανακαθορίσουν τις µεθυλιωµένες 

περιοχές του DNA και να επιδράσουν τόσο στη de novo µεθυλίωση µιας 



περιοχής όσο και στην επαναµεθυλίωσή της. Η αυξηµένη ακετυλίωση των 

ιστονών (τροποποίηση που θα συζητηθεί παρακάτω) συντελεί στην 

αποµεθυλίωση µιας περιοχής ή και στη πρόσδεση ενός µεταγραφικού 

παράγοντα σε περιοχή που ήταν παλαιότερα µεθυλιωµένη. Για παράδειγµα, 

κατά τη γλοιογένεση παρατηρείται αυξηµένη σύνδεση του παράγοντα Stat3 

στον υποκινητή του γονιδίου της GFAP µε αποτέλεσµα την ενισχυµένη 

µεταγραφική ενεργότητα και την ιστοειδική αποµεθυλίωση (Takizawa et al 

2001). Αυτό σηµαίνει πως αν και σταθερή η µεθυλίωση του DNA µπορεί και 

µεταβάλλεται ως απόκριση στο άνοιγµα της δοµής της χρωµατίνης αλλά και 

σε σήµατα γονιδιακής ενεργοποίησης. Παροµοίως, η εξαρτώµενη από 

ασβέστιο νευρωνική εκπόλωση στον ιππόκαµπο συντελεί στην αυξηµένη 

µεταγραφή του γονιδίου του BDNF στη περιοχή αυτή η οποία σχετίζεται µε τη 

µειωµένη µεθυλίωση της περιοχής του υποκινητή του συγκεκριµένου γονιδίου 

(Martinowich et al 2003). Το γονίδιο αυτό σχετίζεται µε την επαναδιάταξη των 

νευρωνικών συνάψεων. Συνάγεται, λοιπόν, από τα παραπάνω ότι 

περιβαλλοντο-εξαρτώµενες νευρωνικές λειτουργίες, όπως είναι οι διαδικασίες 

µάθησης και µνήµης, και οι οποίες προϋποθέτουν την επαναδιάταξη των 

νευρικών συνάψεων, σχετίζονται µε αλλαγές στις µεθυλιωµένες ή µη 

καταστάσεις γονιδίων, των οποίων τα προϊόντα είναι απαραίτητα τόσο για τη 

µάθηση όσο και τη µνήµη (Sweatt J.D 2009). 

 

1.4.3 Τροποποιήσεις ιστονών 

 

I.  Η δοµή του νουκλεοσώµατος 

 

 Είναι δεδοµένο και καθιερωµένο πλέον πως το νουκλεόσωµα αποτελεί 

τη βασική υποµονάδα της χρωµατίνης. Αποτελείται από ένα σύµπλεγµα οχτώ 

πρωτεϊνών, τις ιστόνες, και ένα τµήµα DNA µήκους 146 ζευγών βάσεων, το 

οποίο τυλίγεται γύρω από τις ιστόνες (εικόνα 8). Για ένα αρκετά µεγάλο 

χρονικό διάστηµα οι ιστόνες θεωρούνταν ότι αποτελούν το ίδιο το γενετικό 

µόριο, λόγω της παρουσίας τους σε όλα τα ευκαρυωτικά χρωµοσώµατα αλλά 

και της µεγάλης τους συγκέντρωσης, η οποία είναι εφάµιλλη µε την 



συγκέντρωση του DNA. Αργότερα, ταυτοποιήθηκε ο πραγµατικός τους ρόλος, 

δηλαδή η συµµετοχή τους στην στήριξη και το πακετάρισµα της χρωµατίνης 

αλλά και της συµµετοχής τους στη γονιδιακή ρύθµιση. Μετά από δεκαετίες 

ερευνών σχετικά µε τη δοµή, τη σύσταση και τις βιοχηµικές ιδιότητες του 

νουκλεοσώµατος ταυτοποιήθηκε η δοµή του νουκλεοσώµατος η οποία 

συνίσταται από τέσσερις ιστόνες τις Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4, οι οποίες 

σχηµατίζουν ένα οχταµερές. Η πέψη της χρωµατίνης µέσω της µικροκοκκικής 

νουκλεάσης άνοιξε τον δρόµο προς τον προσδιορισµό της δοµής του 

νουκλεοσώµατος. Μετά το ΄΄κόψιµο΄΄ του DNA µεταξύ των νουκλεοσωµάτων, 

η µικροκοκκική νουκλεάση πέπτει τα άκρα του DNA που προεξέχουν από το 

νουκλεόσωµα έως το όριο των 146 ζευγών βάσεων. Το σύµπλοκο που 

προκύπτει, συµπεριλαµβάνει και τις 4 ιστόνες και το συνδεδεµένο σε αυτές 

DNA και είναι γνωστό ως πυρηνικό σωµάτιο του νουκλεοσώµατος (Kornberg 

et al 2000). 

Εικόνα 9: Σχηµατική αναπαράσταση του νουκλεοσώµατος. Το οχταµερές των ιστονών 
αναπαρίσταται ως δίσκος και το DNA ως κορδέλα. Η έντονα χρωµατισµένη περιοχή 
αναφέρεται στα 146 ζεύγη βάσεων που τυλίγονται γύρω από το οχταµερές των ιστονών ενώ η 
γκρίζα περιοχή της "κορδέλας" αποτελεί το συνδετικό τµήµα του DNA ανάµεσα σε δύο 
νουκλεοσώµατα ( Kornberg et al 2000) 
 

 Τα πυρηνικά σωµάτια είναι αρκετά οµοιογενή ώστε να κρυσταλλωθούν. 

Ανάλυση διακριτικής ικανότητας/ορίου 7 Å µέσω συνδυασµού  ακτίνων Χ και 

ηλεκτρονικής κρυσταλλογραφίας αποκάλυψε την περιέλιξη του DNA σε µια ¾ 

αριστερόστροφη υπερέλικα γύρω από τις ιστόνες. Λεπτοµέρειες στην 

διευθέτηση των ιστονών και στην δοµή προέκυψαν από κρυσταλλογραφική 

ανάλυση αποκλειστικά του οχταµερούς. Οι ιστόνες έδειξαν να σχηµατίζουν µια 

αριστερόστροφη πρωτεϊνική υπερέλικα αντίστοιχη µε αυτή του DNA του 

πυρηνικού σωµατίου. Το τετραµερές (H3)2(H4)2 βρίσκεται στο κέντρο και τα 

διµερή H2A-H2B βρίσκονται στα άκρα του  DNA. Οι ιστόνες παρουσιάζουν 



όµοια αναδίπλωση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας, η κάθε ιστόνη έχει µια 

µεγάλη κεντρική α-έλικα στα 2 άκρα της οποίας υπάρχουν µικρότερες έλικες 

και βρόχοι που αλληλεπιδρούν µε το DNΑ (εικόνα 9). Τέλος, για τα 15–30 

αµινοξέα των αµινοτελικών άκρων όλων των ιστονών δεν έχει καθορισθεί η 

ακριβής δοµή τους και συχνά αναφέρονται ως “ουρές”, όρος που 

χρησιµοποιείται και στη παρούσα µελέτη. 

 

 
Εικόνα 10: Η δοµή του νουκλεοσώµατος µετά από κρυσταλλογραφία ( Kornberg et al 2000) 

  

  Η δοµή υψηλής ανάλυσης του νουκλεοσώµατος φανερώνει µε 

λεπτοµέρεια τις αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στο DNA και τις ιστόνες, οι οποίες 

περιορίζονται στον φωσφοδιεστερικό σκελετό των ελίκων του DNA στην 

εσωτερική επιφάνεια της υπερέλικας. Κάθε 10 ζεύγη βάσεων, εκεί δηλαδή 

όπου η ελάσσων αύλακα της διπλής έλικας, συναντάται στο εσωτερικό, 

σχηµατίζεται ένα πλήθος δεσµών, όπως ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις και 

δεσµοί υδρογόνου µε τις φωσφορικές οµάδες του DΝΑ όπως και µη πολικοί 

δεσµοί µε τις οµάδες της δεοξυριβόζης. Το γεγονός ότι απουσιάζουν δεσµοί 

ανάµεσα στις αζωτούχες βάσεις του DNA και τις ιστόνες έρχεται σε συµφωνία 

µε την ικανότητα του οχταµερούς των ιστονών να πακετάρουν στην ουσία 

οποιοδήποτε DNA ανεξαρτήτως αλληλουχίας. ∆ύο ακόµη σηµεία αναφορικά 



µε τη λειτουργία του νουκλεοσώµατος είναι αξιοσηµείωτα. Καταρχάς, η δοµή 

των δύο στροφών της υπερέλικας του DNA και η στοίχιση των αυλάκων είναι 

ακριβώς τέτοια ώστε να ταιριάζει και να επιτρέπει στα αµινοτελικά άκρα 

(ουρές) των ιστονών Η2Β και Η3 να προεξέχουν και να εκτείνονται προς την 

εξωτερική µεριά του νουκλεοσώµατος. Με τον τρόπο αυτό οι ουρές των 

ιστονών παραµένουν εκτεθειµένες, γεγονός κρίσιµο για τη συµβολή τους στη 

ρύθµιση της µεταγραφής, όπως θα αναφερθεί και παρακάτω. Κατά δεύτερον, 

στη διπλή έλικα του DNA και στον τρόπο µε τον οποίο αυτή τυλίγεται γύρω 

από το οχταµερές, παρατηρείται περίπου κάθε 10 ζευγάρια βάσεων µια 

ελαφρώς διαφοροποιηµένη στροφή. Αυτή η δοµική πλαστικότητα φαίνεται να 

βοηθά στην επαναδιάταξη της χρωµατίνης, µια διαδικασία που απαιτείται για 

τη µεταγραφή (Luger K et al 1997). 

 
Εικόνα 11: Ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης µέσω της ακετυλίωσης των ιστονών 

  

 

Μελέτες in vitro έχουν δείξει ότι το πακετάρισµα του DNA σε νουκλεοσώµατα 

στους υποκινητές γονιδίων εµποδίζει τις ευκαρυωτικές και βακτηριακές RNA 

πολυµεράσες να ξεκινήσουν τη µεταγραφή. Τα νουκλεοσώµατα δρουν µε 

παρόµοιο τρόπο, ανασταλτικά δηλαδή, και in vivo, καθιερώνοντας τις ιστόνες 

ως γονιδιακούς αναστολείς. Ωστόσο, η δράση τους αυτή έρχεται σε αντίθεση 

µε την παρουσία συµπλεγµάτων αναδιάταξης της χρωµατίνης, όπως είναι οι 

ακετυλοτρανσφεράσες (ΗΑΤ) και οι απακετυλάσες των ιστονών (DHAC) 

(Hebbes T.R et al 1994). 

II.  Ακετυλίωση ιστονών 

 



 Η ανακάλυψη δράσης ακετυλοτρανσφερασών ΗΑΤ στους 

µεταγραφικούς παράγοντες αποτέλεσε κλειδί στην καθιέρωση των 

νουκλεοσωµάτων ως ρυθµιστών της µεταγραφής. Αρχικά, θεωρούνταν ότι η 

ακετυλίωση πολλαπλών περιοχών στις ουρές των ιστονών σχετιζόταν µε τη 

µεταγραφική δραστηριότητα σε πυρηνίσκους. Επιπλέον, περιοχές 

ετεροχρωµατίνης η οποία παραµένει ανενεργή, εµφανίζουν πλήρη απώλεια 

ακετυλιωµένων ιστονών και µάλιστα σε περιοχές που είναι κρίσιµες και 

απαραίτητες για τη µεταγραφική ενεργοποίηση. Τέλος, όταν σε κύτταρα 

ζύµης, αντικαταστάθηκαν τα κατάλοιπα λυσίνης στην ιστόνη Η4 µε κατάλοιπα 

αργινίνης, η οποία δεν ακετυλιώνεται, οι δεδοµένες ιστόνες δεν 

ακετυλιώθηκαν και αντίστοιχα τα γονίδια δεν µεταγράφηκαν (Bjorklund et al 

1999). Η τελική επιβεβαίωση, ωστόσο, ήρθε µε την ανακάλυψη ότι η πρωτεΐνη 

Gcn5 (ένας θετικός ρυθµιστής της µεταγραφής γονιδίων σε κύτταρα ζύµης) 

φέρει ενεργότητα ακετυλάσης των ιστονών και ότι αυτή η ενεργότητα είναι 

απαραίτητη για να µπορέσει η Gcn να διεγείρει τη µεταγραφή. Τα 

αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώθηκαν στη συνέχεια και σε κύτταρα 

θηλαστικών, όπως για παράδειγµα στα πρωτεϊνικά συµπλέγµατα PCAF, 

p300/CBP, TFIID και TFTC. Η δράση όλων των παραπάνω παραγόντων είναι 

εντοπισµένη αυστηρά στον υποκινητή των εκάστοτε γονιδίων (Struhl K 1998). 

 

 

III.  Απακετυλίωση ιστονών 

 

 Η σύνδεση ανάµεσα στην ακετυλίωση και τη µεταγραφή ενισχύεται 

ακόµα παραπάνω από το γεγονός ότι η απακετυλίωση οδηγεί στην καταστολή 

της. Το παραπάνω επιβεβαιώθηκε µετά την αποµόνωση της ανθρώπινης 

απακετυλάσης HDAC1, της οποίας η αλληλουχία είναι εξαιρετικά όµοια µε 

αυτή της πρωτεΐνης Rpd3 της ζύµης, η οποία ρυθµίζει αρνητικά τη 

µεταγραφή. Από τότε έχει αποµονωθεί ένα πλήθος απακετυλασών, τόσο σε 

κύτταρα ζύµης όσο και σε ανθρώπινα κύτταρα, και όλες αποτελούν στοιχεία 

πολυπρωτεϊνικών συµπλόκων, γεγονός που καθορίζει και τη δράση τους. Τα 

υπόλοιπα µέλη των πρωτεϊνικών αυτών συµπλόκων είναι πρωτεΐνες µε 

ικανότητα σύνδεσης σε χρωµατίνη, όπως πρωτεΐνες σχετιζόµενες µε το 

ρετινοβλάστωµα και η Sin3. Η περιοχή της χρωµατίνης µε την οποία 



συνδέονται εδράζεται κυρίως στην περιοχή της ετεροχρωµατίνης, όπου το 

εξαιρετικά χαµηλό επίπεδο ακετυλιωµένων ιστονών σχετίζεται µε την απουσία 

γονιδιακής έκφρασης. Αξιοσηµείωτο είναι ότι η 

πρωτεΐνες που ενώνονται σε 

έτσι τις απακετυλάσες στις µεθυλιωµένες αυτές περιοχές του 

αποτέλεσµα την καταστολή της γονιδιακής έκφρασης στις περιοχές αυτές 

(Struhl K 1998). 

 

Εικόνα 12: Ακετυλίωση και απακετυλίωση του καταλοίπου λυσίνης

 

 

IV.  Άλλες τροποποιήσεις ιστονών

 

 Όπως έγινε φανερό και από τα παραπάνω, το αποτέλεσµα που θα 

έχουν οι µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις των ιστονών στη γονιδιακή 

έκφραση, εξαρτάται από το ίδιο το είδος των τροποποιήσεων, την ουρά που 

τροποιείται αλλά και το αµινοξύ που θα τροποποιηθεί. Λόγω

στη δοµή του νουκλεοσώµατος, η ιστόνη που τροποποιείται συνήθως είναι η 

Η3. Εκτός από την ακετυλίωσή της και η φωσφορυλίωσή της σε συγκεκριµένα 

αµινοξικά κατάλοιπα ενισχύει τη µεταγραφή. Η ακετυλοµάδα που προστίθεται 

στην ιστόνη Η3 επιτρέπει

νουκλεόσωµα και έτσι γίνεται προσβάσιµο στη µεταγραφική µηχανή (

1998). Άλλες τροποποιήσεις που υφίστανται οι ιστόνες όπως η µεθυλίωση και 

συνδέονται εδράζεται κυρίως στην περιοχή της ετεροχρωµατίνης, όπου το 

εξαιρετικά χαµηλό επίπεδο ακετυλιωµένων ιστονών σχετίζεται µε την απουσία 

γονιδιακής έκφρασης. Αξιοσηµείωτο είναι ότι η Sin3 συγκροτεί σύµπλοκο µε 

ωτεΐνες που ενώνονται σε CpG µεθυλιωµένες περιοχές, στρατολογώντας 

έτσι τις απακετυλάσες στις µεθυλιωµένες αυτές περιοχές του 

αποτέλεσµα την καταστολή της γονιδιακής έκφρασης στις περιοχές αυτές 

Ακετυλίωση και απακετυλίωση του καταλοίπου λυσίνης 

.  Άλλες τροποποιήσεις ιστονών 

Όπως έγινε φανερό και από τα παραπάνω, το αποτέλεσµα που θα 

έχουν οι µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις των ιστονών στη γονιδιακή 

έκφραση, εξαρτάται από το ίδιο το είδος των τροποποιήσεων, την ουρά που 

τροποιείται αλλά και το αµινοξύ που θα τροποποιηθεί. Λόγω της θέσης της 

στη δοµή του νουκλεοσώµατος, η ιστόνη που τροποποιείται συνήθως είναι η 

Η3. Εκτός από την ακετυλίωσή της και η φωσφορυλίωσή της σε συγκεκριµένα 

αµινοξικά κατάλοιπα ενισχύει τη µεταγραφή. Η ακετυλοµάδα που προστίθεται 

στην ιστόνη Η3 επιτρέπει τη παροδική απελευθέρωση του 

νουκλεόσωµα και έτσι γίνεται προσβάσιµο στη µεταγραφική µηχανή (

1998). Άλλες τροποποιήσεις που υφίστανται οι ιστόνες όπως η µεθυλίωση και 

συνδέονται εδράζεται κυρίως στην περιοχή της ετεροχρωµατίνης, όπου το 

εξαιρετικά χαµηλό επίπεδο ακετυλιωµένων ιστονών σχετίζεται µε την απουσία 

3 συγκροτεί σύµπλοκο µε 

µεθυλιωµένες περιοχές, στρατολογώντας 

έτσι τις απακετυλάσες στις µεθυλιωµένες αυτές περιοχές του DNA, µε 

αποτέλεσµα την καταστολή της γονιδιακής έκφρασης στις περιοχές αυτές 

 

Όπως έγινε φανερό και από τα παραπάνω, το αποτέλεσµα που θα 

έχουν οι µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις των ιστονών στη γονιδιακή 

έκφραση, εξαρτάται από το ίδιο το είδος των τροποποιήσεων, την ουρά που 

της θέσης της 

στη δοµή του νουκλεοσώµατος, η ιστόνη που τροποποιείται συνήθως είναι η 

Η3. Εκτός από την ακετυλίωσή της και η φωσφορυλίωσή της σε συγκεκριµένα 

αµινοξικά κατάλοιπα ενισχύει τη µεταγραφή. Η ακετυλοµάδα που προστίθεται 

τη παροδική απελευθέρωση του DNA από το 

νουκλεόσωµα και έτσι γίνεται προσβάσιµο στη µεταγραφική µηχανή (Kuo et al 

1998). Άλλες τροποποιήσεις που υφίστανται οι ιστόνες όπως η µεθυλίωση και 



η ουβικιτινίωση, δεν επηρεάζουν τα ηλεκτροµαγνητικά φορτία του 

νουκλεοσώµατος αλλά µπορούν, ωστόσο, και επηρεάζουν ποικιλοτρόπως τη 

µεταγραφή, ανάλογα µε τον τύπο τους και την περιοχή τροποποίησης. Για 

παράδειγµα, η µεθυλίωση της λυσίνης 9 στην ιστόνη Η3 σχετίζεται  µε 

γονιδιακή ενεργοποίηση, ενώ η δι- ή τρι- µεθυλίωση του ίδιο αµινοξικού 

καταλοίπου οδηγεί σε συµπύκνωση της χρωµατίνης. Αν, και δεν είναι ακόµα 

αρκετά γνωστό το πώς δρα επακριβώς η ουβικιτινίωση των ιστονών, 

γνωρίζουµε, ωστόσο, ότι η τροποποίηση αυτή στην ιστόνη H2A καταστέλλει 

τη γονιδιακή µεταγραφή ενώ στην Η2Β µπορεί είτε να οδηγήσει σε 

ενεργοποίηση είτε σε αποσιώπηση. Επίσης, η αναστρέψιµη µονο- 

ουβικιτινίωση των ιστονών ασκεί ένα ρόλο σηµατοδοτικού µηχανισµού σε ένα 

δεδοµένο υπόστρωµα και συγκεντρώνει ή προσελκύει άλλους µηχανισµούς 

τροποποίησης ιστονών, όπως της µεθυλίωσης. Η σουµοϋλίωση φαίνεται να 

ρυθµίζει αρνητικά τη µεταγραφική ενεργότητα, αναστέλλοντας την 

επαναδιάταξη της χρωµατίνης και τη γονιδιακή ενεργοποίηση που κανονικά 

επάγεται µετά από ακετυλίωση ιστονών. Η παραπάνω τροποποίηση 

πραγµατοποιείται από τις πρωτεΐνες SUMO, οι οποίες τροποποιούν 

ουβικιτινιωµενες πρωτεΐνες και σχετίζονται κυρίως µε την ετεροχρωµατίνη 

µέσω της αλληλεπίδρασής τους µε τις απακετυλάσες των ιστονών (Garcia et 

al 2009). 

 

 

V.  Φωσφοακετυλιωµένη Η3 

 

 Από το πλήθος των τροποποιήσεων που αναφέρθηκαν παραπάνω, 

αυτή που έχει περισσότερο καταγραφεί ως σχετιζόµενη µε γονιδιακή 

ενεργοποίηση είναι η ακετυλίωση στις λυσίνες 9(Κ9) και 14(Κ14) στην ιστόνη 

Η3. Τα ακετυλιωµένα αυτά κατάλοιπα µπορούν είτε να υφίστανται µόνα τους 

είτε σε συνδυασµό µε φωσφορυλίωση στη σερίνη 10(S10), δηµιουργώντας 

µια φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη. Η Η3 φωσφορυλιώνεται άµεσα και παροδικά 

µετά από διέγερση από διάφορους τροφικούς παράγοντες ή αναστολείς 

σύνθεσης πρωτεϊνών. Το παραπάνω χαρακτηρίζεται ως νουκλεοσωµική 

απόκριση και θεωρείται ότι είναι σχετικά εντοπισµένη σε συγκεκριµένα 

νουκλεοσώµατα χωρίς να εκτείνεται κατά µήκος ενός ενεργού γονιδίου. Ως 



διεγέρτες αυτής της απόκρισης θεωρείται ότι δρουν παράγοντες όπως η ERK 

1/2 και το τµήµα του σηµατοδοτικού µονοπατιού MAPK που ενεργοποιεί τον 

p38. Σηµείο σύγκλισης των ERK1/2 και p38 είναι οι πρωτεϊνικές κινάσες που 

επάγονται από τη µίτωση ή το στρες (MSK1/2) και οι οποίες εµφανίζονται ως 

οι κατεξοχήν κινάσες των ιστονών για τη νουκλεοσωµική απόκριση (Soloaga 

et al 2003). 

 

 
Εικόνα 13: Η φωσφορυλίωση της ser10 επάγει και την ακετυλίωση της ιστόνης Η3, γεγονός 
που επιφέρει την επαναδιάταξη της χρωµατίνης και γονιδιακή ενεργοποίηση 

  

 

 Η ουρά της ιστόνης Η3 µπορεί εκτός από τη σερίνη στη θέση 10 να 

φωσφορυλιωθεί και στη σερίνη 28. Και στις δύο περιπτώσεις, πριν τα 

κατάλοιπα αυτά υπάρχει η αλληλουχία αλανίνη-αργινίνη-λυσίνη-σερίνη (ARK-

S) (Clayton et al 2000). Το κατάλοιπο λυσίνης που βρίσκεται ακριβώς πριν 

από τη φωσφοσερίνη µπορεί να υποστεί είτε ακετυλίωση είτε µεθυλίωση. Η 

φωσφο-σερίνη 10 είναι ο κύριος στόχος φωσφορυλίωσης κατά τη µίτωση στα 

συµπυκνωµένα χρωµοσώµατα. Και η σερίνη 28 έχει εντοπιστεί 

φωσφορυλιωµένη στα χρωµοσώµατα αν και ακόµα δεν έχει εκτιµηθεί το 

εύρος και η αναλογία των συγκεκριµένων φωσφορυλιώσεων (Goto et al 

2002). Οι κινάσες MSK1/2 φωσφορυλιώνουν και τη σερίνη 28 εκτός από τη 

σερίνη 10. Τα παραπάνω γεννούν το ερώτηµα κατά πόσο οι τροποποιήσεις 

αυτές επάγονται και συνδέονται µε τη γονιδιακή ενεργοποίηση ή απλώς 

εξυπηρετούν τις διαδικασίες του κυτταρικού κύκλου. Η απάντηση δόθηκε µετά 



από πειράµατα όπου χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα µε πολλαπλούς στόχους 

όπως η pS10 σε συνδυασµό µε AcL9 ή AcL14 αλλά και από πειράµατα 

ανοσοκατακρήµνισης της χρωµατίνης (ChIP assays). Φάνηκε λοιπόν ότι η 

φωσφοακετυλίωση της Η3 είναι επαγόµενη, συµβαίνει σε συγκεκριµένες 

περιοχές του πυρήνα και συνάδει µε τη γονιδιακή ενεργοποίηση (Clayton et al 

2003). Με τη χρήση χρωµατογραφίας συγγένειας φάνηκε επίσης ότι οι 

πρωτεΐνες που µπορούν και συνδέονται στην φωσφορυλιωµένη ιστόνη είναι 

µέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών 14-3-3, µια αρκετά συντηρηµένη και 

µεγάλη οικογένεια πρωτεϊνών που ενώνονται σε φωσφορυλιωµένα 

κατάλοιπα. Τα ακετυλιωµένα κατάλοιπα που συχνά υπάρχουν στις περιοχές 

αυτές δεν φαίνεται να επηρεάζουν τη σύνδεση των πρωτεϊνών στα σηµεία 

αυτά (πιθανολογείται πάντως ότι σταθεροποιούν τη σύνδεση), οπότε και οι 

φωσφοακετυλιωµένες ιστόνες αποτελούν στόχο των πρωτεϊνών αυτών. Το 

σηµαντικό είναι ότι αυτές οι πρωτεΐνες έχουν περιοχές πρόσδεσης στο DNA 

και σχετίζονται µε τη στρατολόγηση µεταγραφικών παραγόντων, δίνοντας 

επιπλέον στοιχεία για το µηχανισµό µε τον οποίο η τροποποίηση των ιστονών 

εγείρει τη γονιδιακή ενεργοποίηση (Yaffe et al 2001). 

 Τέλος, όπως προαναφέρθηκε, η φωσφορυλίωση της ακετυλιωµένης 

H3 καταλύεται από τις κινάσες MSK1/2, οι οποίες είναι καθοδικά των κινασών 

ERK (p42/44) ή του p38 του µονοπατιού MAPΚ. Η φωσφορυλίωση αυτή 

επάγει την ενεργοποίηση των άµεσα επαγόµενων (immediate early-ΙΕ) 

γονιδίων c-jun και c-fos (Soloaga et al 2003). Το τελευταίο χρησιµοποιείται ως 

δείκτης νευρωνικής ενεργότητας στη δεδοµένη µελέτη και θα συζητηθεί 

παρακάτω. 

 

 

  



1.4.4  Επιγενετικές τροποποιήσεις και νευροβιολογία. 

 

 Οι περισσότερες πληροφορίες που έχουµε για τις επιγενετικές 

διαδικασίες προέρχονται από µελέτες που διερευνούν τους µηχανισµούς 

κυτταρικής διαφοροποίησης κατά την εµβρυογένεση αλλά και την 

καρκινογένεση. Σχετικά πρόσφατα, παρατηρήθηκαν επιγενετικές 

τροποποιήσεις στον εγκέφαλο ως αποτέλεσµα διάφορων εξωτερικών 

ερεθισµάτων, όπως είναι η µητρική φροντίδα, οι φαρµακευτικές ουσίες και η 

µάθηση. Η δουλειά, ωστόσο, που πυροδότησε το ενδιαφέρον για τη συµβολή 

της επιγενετικής στον κλάδο των νευροεπιστηµών, ήταν του Michael Meaney 

και των συνεργατών του που διαπίστωσαν ότι η ποιότητα της µητρικής 

φροντίδας που λαµβάνουν τα νεογνά προκαλεί επιγενετικές τροποποιήσεις 

στο γονίδιο των υποδοχέων γλυκοκορτικοειδών και επηρεάζει τη λειτουργία 

του άξονα υποθαλάµου-υπόφυσης-επινεφριδίων κατά την ενήλικο ζωή. Στο 

συγκεκριµένο µοντέλο, τα νεογνά αρουραίων που δέχτηκαν χαµηλά επίπεδα 

µητρικής φροντίδας (licking/grooming) από τη µητέρα τους εµφάνιζαν 

χαµηλότερα επίπεδα ακετυλιωµένης λυσίνης 9 στην ιστόνη Η3, αυξηµένη 

µεθυλίωση στον υποκινητή του γονιδίου του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών (GR) και µειωµένη πρόσδεση µεταγραφικών παραγόντων 

σε αυτόν. Αξιοσηµείωτο είναι ότι οι αλλαγές αυτές διατηρήθηκαν και στην 

ενήλικο ζωή των ζώων, όπου και η λειτουργία του άξονα ήταν διαταραγµένη. 

Επιπλέον, η µειωµένη µητρική φροντίδα συσχετίστηκε µε αυξηµένη 

µεθυλίωση του υποκινητή του υποδοχέα των οιστρογόνων ERα-1b µε 

αποτέλεσµα τη µειωµένη έκφραση των υποδοχέων αυτών στην προοπτική 

περιοχή του υποθαλάµου των θηλυκών ζώων, κατά την ενήλικο ζωή µε 

αποτέλεσµα την εκδήλωση µειωµένης µητρικής φροντίδας από τα ζώα αυτά 

προς τους απογόνους τους (Cameron et al 2008).  

 Είναι αποδεκτό πλέον ότι υπάρχουν κάποιες περίοδοι κατά τη 

µεταγεννητική ανάπτυξη, κατά τη διάρκεια των οποίων ο εγκέφαλος εµφανίζει 

αυξηµένη ευαισθησία στα ερεθίσµατα του περιβάλλοντος. Αυτή η περίοδος 

αντιπροσωπεύει µια περίοδο αυξηµένης πλαστικότητας του εγκεφάλου, κατά 

την οποία το πρώιµο περιβάλλον µπορεί να καθορίσει τη διάταξη των 

νευρικών δικτύων και έτσι να διαµορφώσει δοµικές και λειτουργικές περιοχές 



του εγκεφάλου καθώς και στοιχεία της συµπεριφοράς του ατόµου ή του ζώου 

κατά την ενήλικο ζωή (Roth et al 2011). Με άξονα τα παραπάνω, πληθαίνουν 

οι µελέτες που αναδεικνύουν τη συµβολή των επιγενετικών τροποποιήσεων 

είτε του γενετικού υλικού είτε των ιστονών κατά την ανάπτυξη που επάγονται 

από διάφορους παράγοντες και κυρίως από το είδος της µητρικής φροντίδας 

που δέχονται τα υποκείµενα (Roth et al 2011). Συγκεκριµένα, ο Caldji και οι 

συνεργάτες του παρατήρησαν ότι τα ενήλικα ζώα που µεγάλωσαν από 

µητέρες ιδιαίτερα στοργικές (high LG) είχαν µέτρια απόκριση σε 

στρεσσογόνες καταστάσεις (µειωµένη ενεργοποίηση του ΗΡΑ άξονα) καθώς 

και χαµηλότερη αίσθηση του φόβου κατά την εξερεύνηση ενός καινούργιου 

και άγνωστου περιβάλλοντος σε σχέση µε τα ζώα που δέχτηκαν λιγότερο 

στοργική συµπεριφορά από τις µητέρες τους. Η ίδια ερευνητική οµάδα είχε 

δείξει και  στον παρελθόν ότι αντίστοιχες συµπεριφορές σε ενήλικα ζώα 

αποδίδονταν σε συγκεκριµένες µοριακές αλλαγές που είχαν ως συνέπεια 

αυξηµένη έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στον ιππόκαµπο: Η 

καλύτερη µητρική φροντίδα οδηγεί σε αυξηµένη σεροτονεργική δραστηριότητα 

µέσω του υποδοχέα τηε σεροτονίνης τύπου 7 (5ΗT7R), αυξηµένη 

ενεργοποίηση της οδού ενδοκυττάριας µεταγωγής σήµατος 

cAMP/PKA/CREB/CBP (CREB binding protein)  µε συνεπακόλουθη αυξηµένη 

έκφραση του µεταγραφικού παράγοντα NGFI-A, ο οποίος προσδένεται 

ευκολότερα στον υποκινητή του γονιδίου του GR, λόγω των επιγενετικών 

τροποποιήσεων της χρωµατίνης στη περιοχή του υποκινητή (βλέπε 

παραπάνω και παρακάτω). Επιπροσθέτως υπάρχει µειωµένη έκφραση του 

παράγοντα απελευθέρωσης της  κορτικοτροπίνης στον υποθάλαµο και 

αυξηµένη ανάδραση των γλυκοκορτικοειδών στον υποθάλαµο (Caldji C et al 

1998).   

 



 
Εικόνα 14: Η ποιότητα της µητρικής φροντίδας επηρεάζει την έκφραση του µεταγραφικού 
παράγοντα NGFI-A και κατά συνέπεια την έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών  
(Caldji C et al 1998) 

 

 Μερικά χρόνια αργότερα, ο Weaver και οι συνεργάτες του 

προσπάθησαν να εξερευνήσουν πώς αυτές οι µορφές της µητρικής φροντίδας 

έχουν τη δυνατότητα να επηρεάζουν τη γονιδιακή µεταγραφή αλλά και τη 

συµπεριφορά κατά την ενήλικο ζωή των ζώων. Παρατήρησαν, λοιπόν, ότι οι 

διαφορές στα µοτίβα των µεθυλιώσεων στο γονίδιο GR στον ιππόκαµπο 

συνδέονταν άµεσα µε τη µητρική φροντίδα που είχαν δεχτεί τα ζώα της 

µελέτης. Συγκεκριµένα, στα ενήλικα ζώα των µητέρων που είχαν επιδείξει 

υψηλά επίπεδα LG-ABN (licking/grooming arched-back nursing) 

παρατηρήθηκαν αισθητά χαµηλότερα επίπεδα µεθυλίωσης στο GR γονίδιο και 

αρκετά πιο αυξηµένα επίπεδα ακετυλιωµένων ιστονών στον ιππόκαµπο σε 

σχέση µε τα ζώα που ανατράφηκαν από λιγότερο στοργικές µητέρες (Weaver 

et al 2004). Στη συνέχεια ακολούθησαν και άλλες µελέτες από τους ίδιους 

ερευνητές, όπου τα νεογνά µεγάλωναν από διαφορετικές και όχι από τις 

βιολογικές τους µητέρες (cross-fostering), όπου και φάνηκε ότι τα επίπεδα 

των µεθυλιώσεων συνδέονταν µόνο µε τα επίπεδα των LG συµπεριφορών 

των τροφών και όχι µε την προτίµηση που µπορεί να έδειχναν οι βιολογικές 

µητέρες στα νεογνά τους. Εν τέλει, χορηγήθηκαν στα ζώα αναστολείς των 

απακετυλασών των ιστονών (HDAC) προκειµένου να επιβεβαιωθεί η σύνδεση 

ανάµεσα στις παρατηρούµενες επιγενετικές τροποποιήσεις, τη διαφορετική 

γονιδιακή έκφραση και την ενήλικο συµπεριφορά. Όπως αναµενόταν, µετά τη 

χορήγηση των αναστολέων οι παρατηρούµενες αλλαγές ανάµεσα στις οµάδες 

των ζώων αναιρέθηκαν, επιβεβαιώνοντας τη συµβολή των επιγενετικών 



τροποποιήσεων στη γονιδιακή ρύθµιση και τη ρύθµιση της συµπεριφοράς του 

ζώου ως ενήλικο (Weaver et al 2004). 

 Ακολούθησε αντίστοιχη µελέτη από άλλη ερευνητική οµάδα, η οποία 

και έδειξε ότι η ποιότητα της LG-ABN συµπεριφοράς των τροφών µπορεί να 

επηρεάσει τη µεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου του υποδοχέα των 

οιστρογόνων τύπου Α (ER-alpha), ενός γονιδίου του οποίου η έκφραση αλλά 

και οι δράσεις του επηρεάζουν και ενισχύουν την εκδήλωση της µητρικής 

φροντίδας και συµπεριφοράς από τα ζώα. Στη µελέτη αυτή, λοιπόν, υπήρχαν 

διαφοροποιήσεις τόσο στην έκφραση του ER-alpha γονιδίου αλλά και στη 

µητρική συµπεριφορά που εκδήλωσαν τα πειραµατόζωα µετά την ενηλικίωσή 

τους. Επίσης τα ενήλικα θηλυκά ζώα που ετράφηκαν από µητέρες µε υψηλά 

επίπεδα LG-ABN είχαν χαµηλότερα επίπεδα µεθυλίωσης στον υποκινητή του 

ER-alpha γονιδίου και αυξηµένη σύνδεση του µεταγραφικού παράγοντα 

STAT5 σε περιοχή πρόσδεσης εντός του υποκινητή. Συγκεντρωτικά από τα 

παραπάνω, φαίνεται ότι τα υψηλότερα επίπεδα LG-ABN που δέχονται τα ζώα 

κατά τις πρώτες µέρες της ζωής τους αλλάζουν τη γονιδιακή µεταγραφή σε 

όλη τη διάρκεια της ζωής τους και ενισχύουν συµπεριφορές ανθεκτικότητας σε 

στρεσσογόνα ερεθίσµατα και εκδήλωση αυξηµένης µητρικής φροντίδας κατά 

την ενήλικο ζωή (Champagne et al 2006). 

 Ένα ακόµα γονίδιο που θεωρείται ότι εµπλέκεται σε διεργασίες 

νευρωνικής πλαστικότητας και επηρεάζεται από επιγενετικές τροποποιήσεις 

είναι αυτό του νευροτροφικού παράγοντα BDNF. Οι αλλαγές στην ενεργότητα 

αυτού του γονιδίου θεωρούνται ως ένας µοριακός µηχανισµός µέσω του 

οποίου οι πρώιµες εµπειρίες µπορούν να επηρεάσουν µόνιµα τη δοµή του 

εγκεφάλου και τις εγκεφαλικές λειτουργίες. Πράγµατι, ζώα που 

κακοποιήθηκαν τις πρώτες µέρες της ζωής τους από τις τροφούς εµφάνισαν 

αυξηµένη µεθυλίωση στο γονίδιο του παράγοντα BDNF στον προµετωπιαίο 

φλοιό και η υπερµεθυλίωση αυτή διατηρήθηκε και στην ενήλικο ζωή, τόσο στα 

θηλυκά όσο και στα αρσενικά ζώα. Το σηµαντικότερο, ωστόσο, ήταν ότι στη 

συγκεκριµένη µελέτη τα επίπεδα της µεθυλίωσης αυτής µειώθηκαν µετά από 

ενδοκρανιακή χορήγηση ενός αναστολέα των µεθυλιώσεων γνωστού ως 

zebularine. Το συγκεκριµένο σκεύασµα κατάφερε να αποµακρύνει τις 

µεθυλιώσεις από το DNA καθώς και να αλλάξει τα µοτίβα γονιδιακής 

έκφρασης που είχαν δηµιουργηθεί µετά την κακοποίηση. Το γεγονός αυτό 



συνδέει άµεσα τα επίπεδα µεθυλίωσης του γονιδίου µε τα επίπεδα του mRNA 

του γονιδίου αυτού. Συνάµα, η επίδραση αυτή του αναστολέα ήταν εµφανής 

µόνο στην οµάδα των κακοποιηµένων ζώων και όχι στα ζώα της οµάδας 

ελέγχου. Τα παραπάνω φανερώνουν µια σαφή συµµετοχή των πρώιµων 

εµπειριών στη καθιέρωση αυτών µεθυλιώσεων (Roth et al 2009). Στην ίδια 

µελέτη εκτιµήθηκε και η µητρική συµπεριφορά αυτών των ζώων που ως 

νεογνά είχαν υποστεί κακοποίηση από τις µητέρες τους. Τα ζώα αυτά, 

εµφάνισαν όντως µια βίαιη συµπεριφορά απέναντι στα µικρά τους, αντίστοιχη 

µε αυτή που είχαν δεχτεί ως νεογνά (εικόνα 14). Ακόµα πιο εντυπωσιακό είναι 

το γεγονός, ότι το γονίδιο του παράγοντα BDNF στα ζώα αυτά ήταν ιδιαίτερα 

µεθυλιωµένο τόσο στον προµετωπιαίο φλοιό  όσο και στον ιππόκαµπο (Roth 

et al 2009). 

 
Εικόνα 15: Η επίδραση της ποιότητας της µητρικής φροντίδας που δέχεται ένα ζώο στη 
µητρική συµπεριφορά του ίδιου ως ενήλικο (Roth et al 2009) 

  



 Επιπλέον, οι επιγενετικές τροποποιήσεις συνδέονται και µε άλλες 

λειτουργίες όπως είναι η ικανότητα µάθησης και µνήµης των ζώων. Ο 

Levenson και οι συνεργάτες του ήταν οι πρώτοι που πρότειναν ότι η 

διαδικασία που οδηγεί στο σχηµατισµό της µακροχρόνιας µνήµης είναι η ίδια 

που συµβάλει στην επιγενετική σηµατοδότηση στο γονιδίωµα των κυττάρων 

του εγκεφάλου. Οι δοκιµασίες εξαρτηµένης µάθησης φόβου µέσω πλαισίου 

(contextual fear conditioning) αποτελούν ένα παράδειγµα µάθησης που 

εξαρτάται από τον ιππόκαµπο, όπου το ζώο µαθαίνει στην ουσία να συνδέει 

ένα καινοφανές περιβάλλον µε ένα επώδυνο ερέθισµα. Μετά από µία τέτοια 

δοκιµασία η ιστόνη Η3 στον ιππόκαµπο εµφανίζεται ιδιαίτερα ακετυλιωµένη 

κάτι που δεν ισχύει και για την ιστόνη Η4. Για να καθιερωθεί αυτού του είδους 

η µνήµη απαιτείται η συναπτική µεταβίβαση σήµατος εξαρτώµενη από τον 

υποδοχέα NMDA καθώς και η ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού καταρράκτη 

ERK/MAPK στον ιππόκαµπο. Η αναστολή οποιουδήποτε από αυτά τα δύο 

σηµατοδοτικά µονοπάτια παρεµποδίζει και τη σχετιζόµενη µε τη καθιέρωση 

µνήµης αύξηση στην ακετυλίωση της ιστόνης Η3 (Levenson et al 2004). 

Μετέπειτα η ίδια ερευνητική οµάδα, διαπίστωσε ότι µία διαφορετική µορφή 

µακροχρόνιας µνήµης η άδηλη αναστολή (latent inhibition) σχετιζόταν µε 

µεταβολές στην ακετυλίωση όχι της ιστόνης Η3, όπως προηγουµένως, αλλά 

της ιστόνης Η4. Το γεγονός αυτό πιθανόν να σηµαίνει ότι υπάρχει 

επιγενετικός κώδικας για το σχηµατισµό της µνήµης, ενώ συγκεκριµένες 

επιγενετικές τροποποιήσεις συµβάλλουν σε συγκεκριµένους τύπους µνήµης 

(Graff et al 2008). Θα µπορούσε λοιπόν κάποιος να υποθέσει, ότι µία 

ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης των ιστονών (ΗΑΤ) θα µπορούσε να 

παρεµβαίνει στο σχηµατισµό της µακροχρόνιας µνήµης. Η πρωτεΐνη CBP 

φέρει την ενεργότητα αυτή, και έτσι σε πολλές µελέτες χρησιµοποιείται η 

πρωτεΐνη αυτή για να µελετηθεί ο σχηµατισµός της µνήµης σε διαγονιδιακά 

ποντίκια µε ελλειµµατική λειτουργία της CBP. Στις µελέτες αυτές τα εν λόγω 

πειραµατόζωα εµφάνιζαν µειωµένη ικανότητα σχηµατισµού µακροχρόνιας 

µνήµης (Bredy et al 2008). Συνεπώς, συγκεντρωτικά από τις µελέτες που 

ασχολούνται µε το σχηµατισµό της µνήµης φαίνεται ότι η ακετυλίωση των 

ιστονών ρυθµίζεται κατά το σχηµατισµό της µνήµης και αυτή η ρύθµιση 

συµβάλλει στην ικανότητα των ζώων να σχηµατίζουν νέες µνήµες (Fischer et 

al 2007).  



 Ανάλογες µελέτες έχουν πραγµατοποιηθεί και για την ικανότητα της 

µεθυλίωσης του DNA να ρυθµίζει τη συναπτική πλαστικότητα και το 

σχηµατισµό µνήµης στα ενήλικα ζώα. Έχει φανεί, λοιπόν, ότι οι αναστολείς 

των µεθυλοτρανσφερασών αλλάζουν τα πρότυπα µεθυλίωσης στο κεντρικό 

νευρικό σύστηµα των ενήλικων ζώων και παρεµποδίζουν τη µακροχρόνια 

ενδυνάµωση ( LTP long term potentiation) στον ιππόκάµπο. Άλλα στοιχεία 

δείχνουν επίσης ότι οι δοκιµασίες αντιµετώπισης φόβου σχετίζονται µε την 

ταχύτατη µεθυλίωση και µεταγραφική αποσιώπηση του γονιδίου ΡΡ1 που 

συµµετέχει στην αναστολή της µνήµης αυτής. Παράλληλα, σχετίζονται µε την 

αποµεθυλίωση και και τη µεταγραφική ενεργοποίηση του γονιδίου reelin που 

συµµετέχει στη πλαστικότητα των συνάψεων, καθώς και µε την έναρξη 

ιστοειδικής µεταγραφής του γονιδίου BDNF. Φαίνεται, λοιπόν, από τα 

παραπάνω ότι τόσο η µεθυλίωση όσο και η αποµεθυλίωση συµµετέχουν 

ενεργά και λειτουργούν παράλληλα για το σχηµατισµό της µνήµης (Lubin et al 

2008). 

 

 

1.4.5.  Επιγενετικές τροποποιήσεις στον ανθρώπινο 

εγκέφαλο 

 

 Όλες οι µελέτες που αναφέρθηκαν παραπάνω, εµπλέκουν 

πειραµατικές διατάξεις και αποτελέσµατα από µελέτες σε πειραµατόζωα και 

συγκεκριµένα σε µυς και επίµυς. Γεννάται λοιπόν το ερώτηµα κατά πόσον 

όλες οι προαναφερθείσες διαδικασίες επιγενετικών τροποποιήσεων 

πραγµατοποιούνται και στον ανθρώπινο εγκέφαλο. Προκειµένου  να 

απαντήσουν στο συγκεκριµένο ερώτηµα, οι ερευνητές Michael Meaney και 

Moshe Szyf µελέτησαν την έκφραση αλλά και τη µεθυλίωση του DNA του 

ανθρώπινου γονιδίου του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (Nr3c1) σε 

δείγµατα από τον ιππόκαµπο αυτοχείρων αντρών που είχαν δεχτεί 

κακοποίηση σε παιδική ηλικία, αυτόχειρων που δεν είχαν υποστεί κακοποίηση 

και σε µια οµάδα ελέγχου. Στα δείγµατα των αυτόχειρων µε παιδική 

κακοποίηση εντοπίστηκαν µειωµένα επίπεδα mRNA του υποδοχέα των 



γλυκοκορτικοειδών (GR),, τα οποία σχετίζονταν µε υψηλά επίπεδα 

µεθυλίωσης στον υποκινητή του γονιδίου του GR (γονίδιο Nr3c1). Φαίνεται, 

λοιπόν, ότι οι πρώιµες εµπειρίες αυτών των αντρών επέδρασαν στα 

εγκεφαλικά κύτταρα µε τρόπο παρόµοιο µε αυτόν που έχει παρατηρηθεί στα 

ζωικά µοντέλα (McGowan et al 2009). 

 Υπάρχουν και άλλα στοιχεία, ωστόσο, που δείχνουν την πρόκληση 

επιγενετικών τροποποιήσεων µετά από περιβαλλοντικά ερεθίσµατα και τη 

συµβολή τους σε ανθρώπινες λειτουργίες και συµπεριφορές. Για παράδειγµα, 

η ερευνητική οµάδα του Tom Oberlander έδειξε ότι τα έµβρυα µητέρων µε 

κατάθλιψη στο τρίτο τρίµηνο της κύησης είχαν αυξηµένα επίπεδα µεθυλίωσης 

του Nr3c1 γονιδίου σε κύτταρα από οµφάλιο λώρο. Επίσης, νεογνά που 

γεννήθηκαν µε καισαρική επέµβαση και όχι µε φυσιολογικό τοκετό είχαν 

εξαιρετικά αυξηµένα επίπεδα µεθυλιωµένων γονιδίων στα λευκά τους 

αιµοσφαίρια. Φαίνεται, συνεπώς, ότι το γονιδίωµα των εµβρύων είναι 

εκτεθειµένο και επηρεάζεται τόσο από τις εµπειρίες που βιώνει η µητέρα κατά 

την κύηση, τις εµπειρίες κατά την περιγεννητική περίοδο αλλά και από την ίδια 

την εµπειρία του τοκετού. Εντούτοις, παραµένει αβέβαιο το κατά πόσο αυτές 

οι επιγενετικές τροποποιήσεις σε κύτταρα της περιφέρειας συµβαίνουν στον 

ίδιο βαθµό και σε κύτταρα του κεντρικού νευρικού συστήµατος. Ωστόσο, 

αναδεικνύεται η ανάγκη για περαιτέρω µελέτη των λειτουργιών και 

διαδικασιών αυτών στον ανθρώπινο οργανισµό καθώς και η προοπτική να 

χρησιµοποιηθούν ως κλινικοί δείκτες διάγνωσης ψυχιατρικών ασθενειών 

(Gavin et al 2009). 



2. ΣΚΟΠΟΣ 

 

 Ο εγκέφαλος των θηλαστικών συνεχίζει να αναπτύσσεται και µετά τη 

γέννηση και συγκεκριµένα στην πρώιµη νεογνική ηλικία διαµορφώνονται και 

ωριµάζουν οι πιο πρόσφατες εξελικτικά περιοχές (Pechtel και Pizzagalli, 

2011). Μεταξύ αυτών και οι περιοχές του µετωπιαίου φλοιού που θεωρούνται 

υπεύθυνες για τις ανώτερες γνωστικές λειτουργίες (Leh et al 2010) αλλά και 

του ιππόκαµπου που παίζει σηµαντικό ρόλο στην αναγνώριση του 

καινοφανούς, στην ικανότητα προσαρµογής σε στρεσσογόνες καταστάσεις 

αλλά και στην ικανότητα µάθησης και µνήµης (Chandramohan et al 2007). 

 Ένας από τους σηµαντικότερους παράγοντες που επηρεάζει την 

ανάπτυξη του νεογνικού εγκεφάλου αλλά και όλη τη µετέπειτα εξέλιξή του 

είναι η µητρική επαφή. Στην προσπάθεια µελέτης των συµπεριφορικών 

µηχανισµών της ενίσχυσης ή της µαταίωσης µέσω της µητρικής επαφής κατά 

τη νεογνική ηλικία, αναπτύχθηκε ένα νέο ζωϊκό µοντέλο βασιζόµενο στην 

έκθεση νεογνών επίµυων (ηλικίας 10-13 ηµερών) σε έναν λαβύρινθο 

σχήµατος Τ (T-maze), στην άκρη του ενός βραχίονα του οποίου βρίσκεται το 

κλουβί µε την µητέρα και στην άκρη του άλλου βραχίονα ένα κλουβί µε ένα 

άσχετο, παρθένο θηλυκό. Το µοντέλο αυτό αναπτύχθηκε στο εργαστήριο 

Βιολογίας- Βιοχηµείας του Τµήµατος Νοσηλευτικής του Πανεπιστηµίου 

Αθηνών στο πλαίσιο της διδακτορικής διατριβής του Θ. Παναγιωταρόπουλου 

(2005) και από τότε διάφορες µελέτες διερευνούν τις συνέπειες σε 

συγκινησιακές και γνωστικές πλευρές της συµπεριφοράς (Τζανουλίνου, 2008, 

Panagiotaropoulos, 2009, ∆ιαµαντοπούλου, 2007, Diamantopoulou, 2011). 

 Όλο και περισσότερες µελέτες, καταδεικνύουν τη συµβολή των 

επιγενετικών τροποποιήσεων είτε του DNA είτε των ιστονών του 

νουκλεοσώµατος στον έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης στο κεντρικό νευρικό 

σύστηµα. Ακόµα πιο ουσιώδες είναι το γεγονός ότι αυτές οι χηµικές 

τροποποιήσεις µεταβάλλονται ανάλογα µε το περιβάλλον αλλά και τις 

εµπειρίες που βιώνουν τα νεογνά τις πρώτες µέρες της ζωής τους (πρώιµες 

εµπειρίες). 

 Στόχος της παρούσας εργασίας είναι να εξετάσει το κατά πόσο η 

νεογνική εκπαίδευση επίµυων στον λαβύρινθο σχήµατος «Τ» δύναται  να 



επιφέρει ή να επηρεάσει τις επιγενετικές τροποποιήσεις στο DNA του 

εγκεφάλου ενήλικου επίµυ. Η συγκεκριµένη νεογνική εκπαίδευση 

αντιµετωπίζεται ως ήπιο κοινωνικό στρες, όπου η µία οµάδα «επιβραβεύεται» 

µέσω της µητρική επαφής, ενώ η άλλη «µαταιώνεται» µέσω της µη-ενίσχυσης 

από την παρεµπόδιση της αναµενόµενης µητρικής επαφής. Η συγκεκριµένη 

επιγενετική τροποποίηση που µελετήθηκε ήταν η φωσφορυλίωση στην σερίνη 

10 και η ακετυλίωση στην λυσίνη 14 της ιστόνης Η3. Για το σκοπό αυτό 

πραγµατοποιήθηκε ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της φωσφοακετυλιωµένης 

ιστόνης Η3 (P(Ser10)Ac(Lys14) H3) σε διάφορες περιοχές του εγκεφάλου 

(προµετωπιαίος φλοιός, ιππόκαµπος και αµυγδαλή) των ενήλικων ζώων, που 

είχαν εκτεθεί ως νεογνά στις πρώιµες εµπειρίες του  παραπάνω πειραµατικού 

µοντέλου. Οι περιοχές επιλέχθηκαν επειδή έχει δειχθεί σε προηγούµενες 

µελέτες ότι επηρεάζονται τόσο από το συγκεκριµένο µοντέλο που 

χρησιµοποιήσαµε (Panagiotaropoulos et al 2009, Diamantopoulou et al 2011 ) 

όσο και εν γένει από τις πρώιµες εµπειρίες (Roth et al 2011). Η επιλογή 

µελέτης της συγκεκριµένης επιγενετικής τροποποίησης βασίσθηκε στα 

αποτελέσµατα άλλων µελετών που δείχνουν ότι σχετίζεται µε το τοπικό 

ξετύλιγµα της συµπυκνωµένης χρωµατίνης, επιτρέποντας µε αυτόν τον τρόπο 

τη µεταγραφική ενεργοποίηση συγκεκριµένων και κανονικά ανενεργών 

γονιδίων (Chandramohan et al 2007).  

 Εξετάστηκε ακόµα (µε χρώση κατά Golgi) η δοµή των νευρικών 

κυττάρων (η έκταση των δενδριτικών πεδίων), καθώς η ικανότητα δηµιουργίας 

νευρικών αποφυάδων και νευρικών συνάψεων επηρεάζεται από τη γονιδιακή 

λειτουργία των νευρώνων. 

 Τέλος, πραγµατοποιήθηκε διπλός ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της 

φωσφοακετυλιωµένης ιστόνης Η3 (PAcH3) και του c-Fos µε αντισώµατα 

σηµασµένα µε φθορίζουσες χρωστικές στον προµετωπιαίο φλοιό ζώων (που 

είχαν επιπλέον υποβληθεί σε µία συµπεριφορική δοκιµασία ASST- Attention 

Set Shift Assay) που απαιτεί την ενεργοποίηση προµετωπιαίων δοµών. 

Στόχος του παραπάνω πειράµατος ήταν να εξεταστεί το κατά πόσο τα 

κύτταρα που εµφάνιζαν γονιδιακή ενεργοποίηση (δίνοντας θετικό σήµα για τη 

PAcH3) εµφάνιζαν και ενεργό νευρωνική λειτουργία, χρησιµοποιώντας την 

έκφραση του c-fos ως δείκτη νευρωνικής ενεργοποίησης (Hoffman and Lyo 

2002). 



  



3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΣ 

3.1 Πειραµατόζωα 

 

 Τα πειραµατόζωα που χρησιµοποιήθηκαν σε όλα τα πειράµατα της 

παρούσας µελέτης ήταν επίµυες στελέχους Wistar (εικόνα 16), που 

ανατράφηκαν στην αποικία πειραµατόζωων του εργαστηρίου Βιολογίας- 

Βιοχηµείας του τµήµατος Νοσηλευτικής. Οι συνθήκες διαβίωσης των 

πειραµατόζωων ήταν σταθερές και ελεγχόµενες, µε σταθερή θερµοκρασία 

24ΟC και σταθερό κύκλο φωτισµού (8:00- 20:00 φως και 20:00- 8:00 σκοτάδι).

  
             Εικόνα 16: Επίµυς στελέχους Wistar 

  

 Οι επίµυς του στελέχους wistar αποτελούν ένα ετερόµικτο στέλεχος 

αλφικών επίµυων που ανήκουν στο είδος Rattus norvegicus. Το εν λόγω 

στέλεχος αναπτύχθηκε στο Ίδρυµα Wistar µε σκοπό να χρησιµοποιηθεί για 

έρευνα βιολογικού και ιατρικού περιεχοµένου, και αποτελεί το πρώτο 

στέλεχος που αναπτύχθηκε για να υπηρετήσει το σκοπό αυτό σε µια περίοδο 

που όλα τα εργαστήρια χρησιµοποιούσαν µυς του είδους Mus musculus ως 

πειραµατόζωα. Τα στελέχη αυτά χαρακτηρίζονται από φαρδύ κεφάλι, µακριά 

αυτιά και από  ουρά, το µήκος της οποίας δεν υπερβαίνει το µήκος του 

σώµατος. Τα στελέχη  Sprague Dawley και Long-Evans αναπτύχθηκαν από 

το στέλεχος Wistar.  

  



3.2.  Έκθεση υπό συνεχόµενη µαταίωση ή συνεχόµενη 

ενίσχυση κατά τη νεογνική ηλικία  

 

 Η εκπαίδευση υπό συνεχόµενη µαταίωση ή συνεχόµενη ενίσχυση 

πραγµατοποιήθηκε (εικ. 9) χρησιµοποιώντας έναν λαβύρινθο σχήµατος Τ (Τ-

maze) προσαρµοσµένο στο  µέγεθος των νεογνών επίµυων. Το κουτί έναρξης 

(start box) του λαβυρίνθου είχε διαστάσεις 8 x 6 εκατοστά και οδηγούσε 

άµεσα, χωρίς την παρεµβολή κάποιου διαχωριστικού, σε δύο βραχίονες οι 

οποίοι οδηγούσαν σε δύο ξεχωριστά κλουβιά. Συγκεκριµένα, ο δεξιός 

βραχίονας του λαβυρίνθου οδηγούσε σε ένα κλουβί µε διαστάσεις 30 x 22 

εκατοστά, στρωµένο µε ροκανίδι, µέσα στο οποίο βρισκόταν η µητέρα των 

νεογνών. Ο αριστερός βραχίονας του λαβυρίνθου οδηγούσε σε ένα δεύτερο 

κλουβί, ίδιων διαστάσεων µε το πρώτο, στρωµένο επίσης µε ροκανίδι, µέσα 

στο οποίο βρισκόταν ένα άλλο θηλυκό ζώο. Το πλάτος των δύο βραχιόνων 

ήταν 7 εκατοστά ενώ το µήκος τους ήταν συνολικά 70 εκατοστά, το οποίο 

αντιστοιχούσε σε 30 εκατοστά για κάθε βραχίονα και 10 εκατοστά για την 

περιοχή που αποτελούσε την άµεση προέκταση του κουτιού έναρξης. Στο 

τέλος του δεξιού βραχίονα µια µικρή ανασυρόµενη θυρίδα µε διαστάσεις 9 x 

11 εκατοστά οδηγούσε στο εσωτερικό του κλουβιού της µητέρας.  

 
Εικόνα 17: Σχηµατική κάτοψη της πειραµατικής διάταξης για τη µελέτη της επίδρασης της 
ενίσχυσης ή της µαταίωσης στη µάθηση και µνήµη κατά τη νεογνική ηλικία. 

 

 Για την εκπαίδευση χρησιµοποιήθηκαν αρσενικά και θηλυκά 

πειραµατόζωα ηλικίας 10-13 ηµερών. Ως πρώτη µεταγεννητική ηµέρα 

(postnatal day 1, P1) ορίσθηκε η πρώτη ηµέρα µετά τη γέννηση των ζώων. 

Πριν από τη γέννησή τους, όλα τα πειραµατόζωα κάθε γέννας, 

κατατάσσονταν τυχαία σε µία από τις δύο κατηγορίες (µαταίωση ή ενίσχυση). 
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 Τα πειραµατόζωα που εκτέθηκαν στη συνεχόµενη ενίσχυση, 

υποβλήθηκαν σε δέκα δοκιµασίες καθηµερινά (σύνολο 40 δοκιµασίες για τις 

τέσσερις ηµέρες εκπαίδευσης). Αρχικά,  η µητέρα των πειραµατόζωων 

αποµακρυνόταν από το κλουβί µέσα στο οποίο διαβίωνε µε τα νεογνά και 

τοποθετούνταν στο δεξιό κλουβί της πειραµατικής διάταξης του λαβυρίνθου 

σε σχήµα Τ. Στη συνέχεια, όλα τα ζώα της γέννας τοποθετούνταν επίσης στο 

δεξιό κλουβί της πειραµατικής διάταξης. Έπειτα, µε τη σειρά, κάθε νεογνό 

τοποθετούνταν στο κουτί έναρξης του λαβυρίνθου και παρέµενε σε αυτόν για 

60 δευτερόλεπτα. Όταν το πειραµατόζωο έβρισκε το κλουβί της µητέρας, η 

θυρίδα του κλουβιού άνοιγε και το πειραµατόζωο έµπαινε µέσα στο κλουβί. 

Τη χρονική στιγµή εύρεσης του κλουβιού της µητέρας η καταγραφή των 

συµπεριφορικών δεδοµένων σταµατούσε. Σε κάθε άλλη περίπτωση µη- 

εύρεσης του κλουβιού, η καταγραφή των συµπεριφορικών δεδοµένων 

σταµατούσε αµέσως µετά την ολοκλήρωση των 60 δευτερολέπτων και ο 

πειραµατιστής οδηγούσε µε απαλές κινήσεις το πειραµατόζωο στην είσοδο 

του κλουβιού της µητέρας. Εκεί η θυρίδα άνοιγε και το ζώο έµπαινε µέσα στο 

κλουβί. Στη συνέχεια, ο πειραµατιστής έπαιρνε το επόµενο πειραµατόζωο 

από το κλουβί της διάταξης και το τοποθετούσε στο κουτί έναρξης. Μετά το 

τέλος κάθε δοκιµασίας ο λαβύρινθος καθαριζόταν µε διάλυµα αιθυλικής 

αλκοόλης προκειµένου να αποµακρυνθούν οσµές που θα µπορούσαν να 

χρησιµοποιηθούν από τα πειραµατόζωα προκειµένου να προσανατολιστούν 

στο χώρο. Όταν όλα τα πειραµατόζωα είχαν εκτεθεί στην πρώτη διαδικασία µε 

τον ίδιο τρόπο εκτίθονταν και στη δεύτερη κ.ο.κ. Στο τέλος των δέκα 

δοκιµασιών, η µητέρα των πειραµατόζωων και αµέσως µετά τα 

πειραµατόζωα, επέστρεφαν στο κλουβί διαβίωσής τους και στο δωµάτιο των 

πειραµατόζωων. 

 Τα πειραµατόζωα που εκτέθηκαν στη συνεχόµενη µαταίωση 

υποβάλλονταν σε 10 δοκιµασίες καθηµερινά (σύνολο 40 δοκιµασίες για τις 4 

ηµέρες εκπαίδευσης). Όπως και στη συνθήκη της συνεχόµενης ενίσχυσης, 

αρχικά η µητέρα των πειραµατόζωων και στη συνέχεια τα νεογνά 

τοποθετούνταν στο κλουβί της πειραµατικής διάταξης. Στη συνέχεια, κάθε 

πειραµατόζωο τοποθετούνταν στο κουτί έναρξης του λαβυρίνθου και 

υποβαλλόταν σε δέκα συνεχόµενες δοκιµασίες. Όταν το πειραµατόζωο 

έβρισκε το κλουβί της µητέρας, η θυρίδα που οδηγούσε στο  κλουβί παρέµενε 



κλειστή και το νεογνό παρέµενε σε αυτό το σηµείο για 20 δευτερόλεπτα. 

Αµέσως µετά, ο πειραµατιστής επέστρεφε το πειραµατόζωο στο κουτί 

έναρξης του λαβυρίνθου όπου υποβαλλόταν στην επόµενη δοκιµασία. Όπως 

και στη συνθήκη της συνεχόµενης ενίσχυσης, η διάρκεια της δοκιµασίας ήταν 

60 δευτερόλεπτα. Όταν το πειραµατόζωο έβρισκε το κλουβί, η καταγραφή των 

συµπεριφορικών δεδοµένων σταµατούσε και άρχιζε η περίοδος των 20 

δευτερολέπτων. Σε κάθε περίπτωση, αν το πειραµατόζωο δεν κατάφερνε να 

βρει το στόχο (κλουβί της µητέρας) µέσα στο διαθέσιµο χρόνο των 60 

δευτερολέπτων, οδηγούνταν µέχρι εκεί από τον πειραµατιστή. Στο τέλος των 

δέκα συνεχόµενων δοκιµασιών ο πειραµατιστής αποµάκρυνε το ζώο από το 

λαβύρινθο και το επέστρεφε στο κλουβί της µητέρας µέσα στην πειραµατική 

διάταξη. Μετά την ολοκλήρωση της εκπαίδευσης όλων των πειραµατόζωων, η 

µητέρα και στη συνέχεια τα νεογνά της επέστρεφαν στο κλουβί διαβίωσής 

τους.  

 Σηµειώνεται ότι στη συνθήκη της µαταίωσης, η θυρίδα παρέµενε 

κλειστή, ενώ παράλληλα υπήρχε η προσθήκη ενός δεύτερου συρµάτινου 

πλέγµατος, µπροστά από αυτή. Η τροποποίηση αυτή έγινε προκειµένου να 

αυξηθεί η απόσταση µεταξύ κλουβιού και πειραµατόζωου στην άκρη του 

βραχίονα (2 εκατοστά), µε σκοπό την απουσία απτικών ερεθισµάτων από τη 

µητέρα προς το νεογνό. Γίνεται αντιληπτό ότι το πειραµατόζωο κατά τη 

διάρκεια της έκθεσής του στο λαβύρινθο δεν είχε οπτικά ή απτικά ερεθίσµατα 

από τη µητέρα που να το οδηγούν προς το κλουβί. Τα οπτικά ερεθίσµατα 

απουσίαζαν καθώς οι επίµυς στελέχους Wistar έχουν τα µάτια τους κλειστά 

έως και τη 13η µεταγεννητική ηµέρα (ανοίγουν τα µάτια τους κατά την 14η 

µεταγεννητική ηµέρα). Αν και δεν υπήρχε δυνατότητα ελέγχου της συµβολής 

των εξωτερικών ερεθισµάτων στη συµπεριφορά του πειραµατόζωου, φαίνεται 

ότι ο προσανατολισµός γινόταν βάσει ιδιοδεκτικών ερεθισµάτων, πιθανόν από 

τα τοιχώµατα του λαβυρίνθου καθώς και µέσω οσφρητικών και ακουστικών 

ερεθισµάτων από τη µητέρα. 

 

 



3.3.  Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός 

          

 Σε αυτή την τεχνική γίνεται χρήση ενός αντισώµατος, προκειµένου να 

γίνει σύνδεση ενός κυτταρικού αντιγόνου µε έναν ιχνηθέτη ώστε να καθίσταται 

δυνατή η παρατήρηση του αντιγόνου µε το µικροσκόπιο. 

 
Εικόνα 18: Στην εικόνα φαίνεται σχηµατικά η χρήση του πρώτου αντισώµατος (σκούρο 
κόκκινο χρώµα), ειδικό για το κυτταρικό αντιγόνο και η χρήση ενός δεύτερου αντισώµατος 
(µωβ χρώµα), το οποίο χρησιµοποιείται για τη σύνδεση του ιχνηθέτη (ανοιχτό κόκκινο χρώµα) 
και καθιστά εύκολη την παρατήρηση της κατανοµής του αντιγόνου. 

 

 

 

3.3.1.  Παρασκευή ∆ειγµάτων 

  

 Μεταξύ 55ης και 60ης ηµέρας µετά τη γέννηση και ενώ τα 

πειραµατόζωα βρισκόταν σε βαθιά αναισθησία (µε χρήση αιθέρα),αυτά 

θυσιαζόταν. 

 Αµέσως µετά τη θυσία, οι εγκέφαλοι των πειραµατόζωων αφαιρούνταν 

και εµβαπτίζονταν σε ισοπεντάνιο (-30ο C) και τη συνέχεια αποθηκεύονταν 

στους -80ο C. 

 Στεφανιαίες τοµές (coronal) πάχους 20 µm κόβονταν σε ψυχόµενο 

µικροτόµο, συλλέγονταν σε αντικειµενοφόρους πλάκες καλυµµένες µε σιλάνιο 

(2% 3- αµινοπροπυλτριαιθοξυσιλάνιο της Sigma, διαλυµένο σε ακετόνη) και 

φυλάσσονταν στους -80ο C.  

 



3.3.2. Ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της 

φωσφοακετυλιωµένης ιστόνης Η3 (PAcH3) 

 

 Αρχικά οι τοµές αφήνονταν σε θερµοκρασία δωµατίου για 15-20 λεπτά 

ώστε να εξισορροπηθεί η θερµοκρασίατους και να στεγνώσουν. Στη συνέχεια 

οι τοµές µονιµοποιούνταν για 1 ώρα σε 4% παραφορµαλδεΰδη σε 0,1 Μ 

ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (PBS) pΗ 7,4 στους 4ο C. Ακολουθούσαν 3 

ξεπλύµατα σε PBS, 5 λεπτά το καθένα, σε θερµοκρασία δωµατίου και ακόµα 

δύο (5 και 10 λεπτών) σε ρυθµιστικό διάλυµα PBS pH7,4 , που περιείχε 

απορρυπαντικό Triton X- 100 συγκέντρωσης 0,4% για την αύξηση της 

διεισδυτικότητας των αντισωµάτων. Ακολούθως, οι τοµές επωάσθηκαν µε ένα 

διάλυµα παρεµπόδισης της µη ειδικής σύνδεσης των αντισωµάτων στον ιστό 

(διάλυµα PΒS, το οποίο περιείχε τον απαιτούµενο ορό (κατσίκας) σε 

συγκέντρωση 10% καθώς και 0,4% Triton X-100 ) για µία ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Αµέσως µετά, και χωρίς να µεσολαβήσει πλύσιµο 

των τοµών, οι τοµές επωάσθηκαν στους 4ο C µε διάλυµα που περιέχει το 

πρώτο αντίσωµα, καθώς και τον απαιτούµενο ορό σε συγκέντρωση 10% και 

Triton X-100 (0,4%). Η επώαση µε το πολυκλωνικό αντίσωµα αντί-P(Ser10)-

Ac(Lys14)H3 κουνελιού (1/500 αραίωση) είχε διάρκεια 24 ώρες. 

 Μετά την επώαση αυτή οι τοµές πλύθηκαν σε PBS (3x5 λεπτά) και 

ακολούθησε η επώασή τους µε το αντίστοιχο δεύτερο βιοτινυλιωµένο 

αντίσωµα (IgG κατσίκας έναντι κουνελιού), σε αραίωση 1/200 για 120 λεπτά, 

σε θερµοκρασία δωµατίου µαζί µε 10% από τον αντίστοιχο ορό. Η περίσσεια 

του αντισώµατος αποµακρύνθηκε µε πλύσιµο των τοµών σε PBS (3x5 λεπτά) 

και ακολούθησε επώαση µε διάλυµα Αβιδίνης- Βιοτίνης (ΑΒ complex) 1:100 

συνδεδεµένης µε υπεροξειδάση, για 60 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Η 

περίσσεια του διαλύµατος ΑΒ complex ξεπλύθηκε µε PBS (3x5 λεπτά). Τέλος, 

η ανοσοϊστοχηµική χρώση επιτεύχθηκε µε την αντίδραση της υπεροξειδάσης 

µε το χρωµογόνο υπόστρωµα DAB παρουσία Η2Ο2 για περίπου 3 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Για τη διατήρηση, αποθήκευση και παρατήρηση των 

τοµών ακολούθησε σταδιακή αφυδάτωσή τους σε διάλυµα αιθανόλης 

σταδιακά αυξανόµενης συγκέντρωσης και τοποθέτηση καλυπτρίδων µε τη 

χρήση ειδικής ρητίνης κάλυψης (DePeX). Ως µάρτυρες της πειραµατικής 



αυτής διαδικασίας χρησιµοποιήθηκαν τοµές, οι οποίες δεν επωάστηκαν µε το 

πρώτο ειδικό αντίσωµα και οι οποίες δεν έδωσαν καµία ανοσοϊστοχηµική 

χρώση. 

 

 

3.3.3.  Σήµανση αντισωµάτων µε φθορίζουσες χρωστικές 

 

 Τα αντισώµατα c-Fos και P(Ser10)-Ac(Lys14) σηµάνθηκαν µε ειδικές 

χρωστικές προκειµένου, οι σηµασµένες µε αυτά τοµές (διπλή σήµανση), να 

παρατηρηθούν σε συνεστιακό µικροσκόπιο φθορισµού. Κάθε αντίσωµα 

σηµάνθηκε µε διαφορετική χρωστική, κάθε µία µε απορρόφηση σε 

διαφορετικό µήκος κύµατος. Συγκεκριµένα, το αντίσωµα P(Ser10)-Ac(Lys14) 

σηµάνθηκε µε χρωστική που απορροφά στα 555 nm και και δίνει σήµα 

κόκκινου χρώµατος ενώ το αντίσωµα c-fos µε χρωστική που απορροφά στα 

488 nm, µε σήµα πράσινου χρώµατος. Η χρώση των αντισωµάτων 

πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τις οδηγίες της εταιρίας παρασκευής 

(Biotium). 

 

3.3.4.  ∆ιπλός ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της 

φωσφοακετυλιωµένης ιστόνης Η3 (PAcH3) και του c-Fos µε 

αντισώµατα σηµασµένα µε φθορίζουσες χρωστικές  

 

 Οι τοµές παρέµειναν σε θερµοκρασία δωµατίου για 15-20 λεπτά 

ώσπου να στεγνώσουν. Στη συνέχεια οι ιστοί µονιµοποιούνταν για 1 ώρα σε 

4% παραφορµαλδεΰδη σε 0,1 Μ ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών (PBS) pH 

7.4 στους 4ο C. Ακολουθούσαν 3 ξεπλύµατα σε PBS pH 7.4, 5 λεπτά το 

καθένα, σε θερµοκρασία δωµατίου και ακόµα δύο (5 και 10 λεπτών) σε 

ρυθµιστικό διάλυµα PBS pH 7.4, που περιείχε απορρυπαντικό Triton X- 100 

συγκέντρωσης 0,4% για την αύξηση της διεισδυτικότητας των αντισωµάτων. 

Αµέσως µετά, και χωρίς να µεσολαβηθεί πλύσιµο των τοµών, οι τοµές 

επωάσθηκαν στους 4ο C µε διάλυµα που περιέχει το σηµασµένο πολυκλωνικό 



αντίσωµα αντί-P(Ser10)-Ac(Lys14)H3 κουνελιού (1/500 αραίωση), καθώς και 

Triton X-100 (0,4%). Η επώαση είχε διάρκεια 48 ώρες. 

 Μετά το πέρας της επώασης, οι τοµές ξεπλύθηκαν 3 φορές σε PBS (5 

λεπτά το κάθε πλύσιµο). Ακολούθως, επωάστηκαν στους 4οC για 72 ώρες µε 

το σηµασµένο αντι-c-Fos αντίσωµα κατσίκας µε αραίωση 1/400. 

Ακολούθησαν 3 ξεπλύµατα σε PBS, 5 λεπτά το καθένα. Για τη διατήρηση, 

αποθήκευση και παρατήρηση των τοµών πραγµατοποιήθηκε τοποθέτηση 

καλυπτρίδων µε τη χρήση διαλύµατος γλυκερόλης (90%) σε PBS pH 7.4. 

 

3.4 Χρώση νευρώνων µε τη µέθοδο Golgi 

 

 Η µέθοδος Golgi είναι µια τεχνική χρώσης του νευρικού ιστού η οποία 

παλαιότερα ήταν γνωστή ως µαύρη αντίδραση (black reaction) λόγω του 

χαρακτηριστικού µάυρου χρώµατος που αποκτούν τα νευρικά κύτταρα. 

Χρησιµοποιείται για τη µελέτη της οργάνωσης του νευρικού συστήµατος. Έχει 

την ικανότητα να βάφει µε τυχαίο τρόπο µερικά µόνο από  τα κύτταρα µιας 

περιοχής, αποκαλύπτοντας ωστόσο τα δοµικά χαρακτηριστικά του κυτταρικού 

σώµατος, του νευράξονα, των δενδριτών και των αποφυάδων σε όλο το 

µήκος τους. 

 

 

Εικόνα 19: Νευρικό κύτταρο µετά από χρώση Golgi 

 



3.4.1. Παρασκευή ∆ειγµάτων 

 

 Μετά τη θανάτωση των ζώων υπό βαθιά αναισθησία και την αφαίρεση 

των εγκεφάλων, οι ιστοί ξεπλύθηκαν σε αποσταγµένο νερό για την 

αποµάκρυνση του περιβάλλοντος αίµατος από τον ιστό. Στη συνέχεια 

τοποθετήθηκαν για 2 εβδοµάδες σε διάλυµα χρωµικού και διχρωµικού νατρίου 

και χλωριούχου υδραργύρου (που παρασκευάστηκε αναµιγνύοντας ίση 

ποσότητα των διαλυµάτων Α και Β, σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της εταιρείας 

παρασκευής του kit FD Rapid Golgistain, FD NeuroTechnologies) µε σκοπό 

τη µονιµοποίηση του εγκεφάλου. Μετά την επώαση, οι εγκέφαλοι 

µεταφέρθηκαν σε  διάλυµα κρυστασίας (διάλυµα C το οποίο περιέχει 

γλυκερόλη) θερµοκρασίας 4οC και σε συνθήκες πλήρους έλλειψης φωτισµού, 

όπου και παρέµειναν για 48 ώρες. Στη συνέχεια κόπηκαν στεφανιαίες τοµές 

(coronal) πάχους 40 µm σε ψυχόµενο µικροτόµο, συλλέχθηκαν σε 

αντικειµενοφόρους πλάκες καλυµµένες µε ζελατίνη (3 gr ζελατίνης, 0,3 gr 

θειικό χρώµιο-κάλιο, 0,5 lt αποσταγµένο νερό) και φυλάχθηκαν σε 

θερµοκρασία δωµατίου, σε συνθήκες έλλειψης φωτισµού, για µέγιστο 

διάστηµα µιας εβδοµάδας µέχρι την παραπέρα κατεργασία τους.  

 

3.4.2.  ∆ιαδικασία χρώσης των δειγµάτων 

 

 Αρχικά οι τοµές ξεπλύθηκαν 2 φορές για 2 λεπτά σε αποσταγµένο 

νερό. Ακολούθησε η χρώση όπου τοποθετήθηκαν για 10 λεπτά σε διάλυµα 

ντιρικού αργύρου και αντιδραστηρίων εµφάνισης χρωµικού αργύρου (που 

παρασκευάστηκε αναµιγνύοντας ίση ποσότητα των χρωστικών D και E, 

σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της εταιρείας παρασκευής του kit FD Rapid 

Golgistain, FD NeuroTechnologies). Ακολούθησαν 2 ξεπλύµατα τεσσάρων 

λεπτών το καθένα και σταδιακή αφυδάτωση των τοµών σε διάλυµα αιθανόλης 

αυξανόµενης συγκέντρωσης. Τέλος, γα τη διατήρηση και αποθήκευση των 

τοµών τοποθετήθηκαν καλυπτρίδες µετά την κάλυψη µε ειδική ρητίνη 

(DePeX). 

 



3.5  Ποσοτικοποίηση των αποτελεσµάτων 

 

 Για κάθε ένα από τα ζώα, µετρήθηκε ο αριθµός των κυττάρων που 

ήταν ανοσοθετικά για τη P(Ser10)Ac(Lys14) σε δύο-τρία οπτικά πεδία ανά 

περιοχή, σε τρεις διαδοχικές τοµές και υπολογίστηκε ο µέσος όρος ανά 

περιοχή και ζώο. Η µεγέθυνση του µικροσκοπίου ήταν 20x και οι περιοχές 

που µελετήθηκαν ήταν ο µέσος (mOFC) και ο έξω κοιλιακός (VLOFC) 

κογχοµετωπιαίος, οι περιοχές 1 και 3 του φλοιού της έλικας του προσαγωγίου 

(Cg1 και Cg3-PrL) (εικόνα 20), οι περιοχές BLA και CeΑ της αµυγδαλής 

καθώς και οι περιοχές CA1 και CA3 του ιπποκάµπου (εικόνα 21). 

 
Εικόνα 20: Εικόνα του επιπέδου όπου µελετήθηκαν οι περιοχές: Cg1, Cg3 (PrL, MO, VLO) 

 

 

 



 
Εικόνα 21: Εικόνα του επιπέδου όπου µελετήθηκαν οι περιοχές  CA1 και CA3 του 
ιπποκάµπου και οι περιοχές CeΑ και BLA της αµυγδαλής. 

 

 

 

Στα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκε η χρώση Golgi παρατηρήθηκαν και οι 

περιοχές µέσος (mOFC) και ο έξω κοιλιακός (VLOFC) κογχοµετωπιαίος οι 

περιοχές CA1 και CA3 του ιπποκάµπου και οι περιοχές AOD και AOV στον 

οσφρητικό βολβό (εικόνα 22) και η έκταση του δενδριτικού πεδίου ανά 

νευρώνα προσδιορίστηκε µε µέτρηση επιφάνειας (pixel) µε το πρόγραµµα 

Scion Image.  

 



 
Εικόνα 22: Εικόνα του επιπέδου όπου µελετήθηκαν οι περιοχές  AOD και AOV του 
οσφρητικού βολβού µετά από χρώση Golgi. 

 

Πιο αναλυτικά, οριοθετήθηκε στο πρόγραµµα µια συγκεκριµένη επιφάνεια και 

µετρήθηκαν τα pixels που κάλυπτε. Στη συνέχεια εκτιµήθηκαν από το 

πρόγραµµα τα pixels που κάλυπταν οι βαµµένες επιφάνειες καθώς και ο 

αριθµός των νευρικών σωµάτων που περιείχε. Τέλος, αφού εκτιµήθηκε ο 

λόγος σηµασµένης/συνολικής επιφάνειας, διαιρέθηκε µε τον αριθµό των 

νευρικών σωµάτων, µε σκοπό να υπολογιστεί η έκταση του δενδριτικού 

πεδίου ανά νευρώνα. 

 

  



3.6. Στατιστική ανάλυση αποτελεσµάτων 

 

  Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε ανάλυση 

διακύµανσης µονής κατεύθυνσης, µε ανεξάρτητη µεταβλητή την πειραµατική 

οµάδα. Οι επιµέρους διαφορές προσδιορίστηκαν µε post-hoc δοκιµασίες 

Least Square Differences (LSD). 

  



4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

4.1. Ανοσοϊστοχηµεία για τη φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 

(P(Ser10)Ac(Lys14)) 

  

  Στα γραφήµατα που ακολουθούν παρουσιάζονται οι αριθµοί των 

P(Ser10)Ac(Lys14) θετικών κυττάρων µετά τον ανοσοϊστοχηµικό έλεγχο σε 

διάφορες περιοχές του εγκεφάλου των ενήλικων επίµυων και των τριών 

πειραµατικών οµάδων, µετά την εκπαίδευσή  τους υπό συνεχόµενη µαταίωση 

ή συνεχόµενη επιβράβευση κατά τη νεογνική ηλικία σε λαβύρινθο σχήµατος T 

καθώς και ζώα µάρτυρες (οµάδα ελέγχου). Στη συνέχεια τα ζώα, ως ενήλικα, 

πραγµατοποίησαν τη δοκιµασία µετατόπισης προσοχής (ASST). Μεταξύ του 

αριστερού και του δεξιού ηµισφαιρίου του εγκεφάλου των επίµυων δεν 

υπήρξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές στον αριθµό των ανοσοθετικών 

κυττάρων, οπότε παρουσιάζεται ο µέσος όρος τους. 

 

 

4.1.1 Έσω κογχοµετωπιαίος φλοιός (ΜΟ) 

 

  Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή 

την πειραµατική οµάδα έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση της 

πειραµατικής οµάδας στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για την 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 (p=0.037) στον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό. Πιο 

συγκεκριµένα, ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για την 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 ήταν µειωµένος στα ζώα που είχαν εκτεθεί ως 

νεογνά σε εκπαίδευση µε συνεχόµενη µαταίωση σε σχέση µε ζώα που είχαν 

εκτεθεί σε εκπαίδευση µε επιβράβευση  και µε ζώα της οµάδας ελέγχου (post 

hoc, p=0.030 «µαταιωµένα» vs. οµάδα ελέγχου, p=0.024 «µαταιωµένα» vs. 

«επιβραβευµένα»). 

 

 



 

Εικόνα 23: Ανοσοθετικά κύτταρα για την φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη Η3 στον έσω 
κογχοµετωπιαίο φλοιό 

Γράφηµα 1: Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό. Κάθε στήλη 

αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα
αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για την 
µειωµένος στην οµάδα των «µαταιωµένων» ζώων σε σχέση µε ζώα που ανήκουν στην οµάδα 
των «επιβραβευµένων» (post
(post hoc *, p=0.030). 

 

οµάδα ελέγχου 

                    

 

 
Ανοσοθετικά κύτταρα για την φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη Η3 στον έσω 

ανοσοθετικών κυττάρων στον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό. Κάθε στήλη 

ν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα
αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για την PAcH3 στον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό ήταν 

«µαταιωµένων» ζώων σε σχέση µε ζώα που ανήκουν στην οµάδα 
post hoc #, p=0.024), καθώς και σε σχέση µε την οµάδα ελέγχου 

επιβραβευµένα

µαταιωµένα 

*, # 

 

Ανοσοθετικά κύτταρα για την φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη Η3 στον έσω 

 
ανοσοθετικών κυττάρων στον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό. Κάθε στήλη 

ν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα SEM. Ο 
3 στον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό ήταν 

«µαταιωµένων» ζώων σε σχέση µε ζώα που ανήκουν στην οµάδα 
=0.024), καθώς και σε σχέση µε την οµάδα ελέγχου 

±

επιβραβευµένα 



 4.1.2 Έξω κοιλιακός κογχοµετωπιαίος φλοιός (

 

 Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνση

την πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση στον αριθµό 

των ανοσοθετικών κυττάρων για την φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 στον έξω 

κοιλιακό κογχοµετωπιαίο φλοιό. Ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για 

την φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 τόσο σε νεογνικά «µαταιωµένα» ζώα, όσο 

και σε «επιβραβευµένα» δεν διέφερε στατιστικά σε σχέση µε τα ζώα της 

οµάδας ελέγχου. 

 

Εικόνα 24: Ανoσοθετικά κύτταρα για
κογχοµετωπιαίο φλοιό 

 

 

Γράφηµα 2: Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στον έξω κοιλιακό κογχοµετωπιαίο φλοιό. Κάθε 

στήλη αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε 

 

οµάδα ελέγχου 

4.1.2 Έξω κοιλιακός κογχοµετωπιαίος φλοιός (VLO

Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή 

την πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση στον αριθµό 

των ανοσοθετικών κυττάρων για την φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 στον έξω 

κοιλιακό κογχοµετωπιαίο φλοιό. Ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για 

λιωµένη ιστόνη 3 τόσο σε νεογνικά «µαταιωµένα» ζώα, όσο 

και σε «επιβραβευµένα» δεν διέφερε στατιστικά σε σχέση µε τα ζώα της 

  
σοθετικά κύτταρα για την φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη Η3 στον έξω κοιλιακό 

Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στον έξω κοιλιακό κογχοµετωπιαίο φλοιό. Κάθε 

ν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα

επιβραβευµέναµαταιωµένα 

VLO) 

ς µε ανεξάρτητη µεταβλητή 

την πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση στον αριθµό 

των ανοσοθετικών κυττάρων για την φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 στον έξω 

κοιλιακό κογχοµετωπιαίο φλοιό. Ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για 

λιωµένη ιστόνη 3 τόσο σε νεογνικά «µαταιωµένα» ζώα, όσο 

και σε «επιβραβευµένα» δεν διέφερε στατιστικά σε σχέση µε τα ζώα της 

 
την φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη Η3 στον έξω κοιλιακό 

 
Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στον έξω κοιλιακό κογχοµετωπιαίο φλοιό. Κάθε 

πειραµατική οµάδα SEM. ±

επιβραβευµένα 



4.1.3 Φλοιός έλικας προσαγωγίου, περιοχές 1 & 3 (

Cg3-PrL) 

 

Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή την 

πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των 

τριών οµάδων στον αριθµό των

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 στην περιοχή 1 του φλοιού της έλικας του 

προσαγωγίου (Cg1). 

 

Εικόνα 25: Ανοσοθετικά κύτταρα για την 
προσαγωγίου 

 

 

Γράφηµα 3: Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στην περιοχή 1 του φλοιού της έλικας του 
προσαγωγίου. Κάθε στήλη αντιπροσωπεύει τ

πειραµατική οµάδα SEM 

 
±

οµάδα ελέγχου 

4.1.3 Φλοιός έλικας προσαγωγίου, περιοχές 1 & 3 (

Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή την 

πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των 

τριών οµάδων στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για την 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 στην περιοχή 1 του φλοιού της έλικας του 

  
Ανοσοθετικά κύτταρα για την PAcH3 στην περιοχή 1 του φλοιού της έλικας του 

Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στην περιοχή 1 του φλοιού της έλικας του 
προσαγωγίου. Κάθε στήλη αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε 

 

επιβραβευµέναµαταιωµένα 

4.1.3 Φλοιός έλικας προσαγωγίου, περιοχές 1 & 3 (Cg1 & 

Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή την 

πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των 

ανοσοθετικών κυττάρων για την 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 στην περιοχή 1 του φλοιού της έλικας του 

 
περιοχή 1 του φλοιού της έλικας του 

 
Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στην περιοχή 1 του φλοιού της έλικας του 

ν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε 

επιβραβευµένα 



 Αντίθετα η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη 

µεταβλητή την πειραµατική οµάδα έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση της 

πειραµατικής οµάδας στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για τη

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη Η3 στην περιοχή 3 (

συγκεκριµένα, ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για τη 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 ήταν µειωµένος τόσο στα ζώα που είχαν 

εκτεθεί ως νεογνά σε εκπαίδευση µε συνεχόµενη µαταίωση όσο και στα 

επιβραβευµένα ζώα σε σχέση µε τα ζώα της οµάδας ελέγχου (

p=0.041 οµάδα ελέγχου 

"επιβραβευµένα") 

 

Εικόνα 26: Ανοσοθετικά κύτταρα για την 
προσαγωγίου 

 

Γράφηµα 4: Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στη περιοχή 3 του φλοιού της έλικας του 
προσαγωγίου. Κάθε στήλη αντιπροσωπεύει τ

πειραµατική οµάδα SEM. Ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για την 
ήταν µειωµένος τόσο στην οµάδα των "µαταιωµένων" ζώων (
"επιβραβευµένων" (post hoc
ελέγχου. 
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οµάδα ελέγχου 

Αντίθετα η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη 

µεταβλητή την πειραµατική οµάδα έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση της 

πειραµατικής οµάδας στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για τη

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη Η3 στην περιοχή 3 (Cg3) (p

συγκεκριµένα, ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για τη 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 ήταν µειωµένος τόσο στα ζώα που είχαν 

εκτεθεί ως νεογνά σε εκπαίδευση µε συνεχόµενη µαταίωση όσο και στα 

επιβραβευµένα ζώα σε σχέση µε τα ζώα της οµάδας ελέγχου (

=0.041 οµάδα ελέγχου vs "µαταιωµένα", p=0.007 οµάδα ελέγχου 

  
Ανοσοθετικά κύτταρα για την PAcH3 στην περιοχή 3 του φλοιού της 

Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στη περιοχή 3 του φλοιού της έλικας του 
Κάθε στήλη αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε 

. Ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για την 
ήταν µειωµένος τόσο στην οµάδα των "µαταιωµένων" ζώων (post hoc *, p=0.041) όσο και των 

hoc + , p=0.007) σε σχέση µε τα ζώα που ανήκουν στην οµάδα 

 

πειραματική ομάδα

BLA

ομάδα ελέγχου

ματαιωμένα

επιβραβευμένα

* 
+ 

επιβραβευµέναµαταιωµένα 

Αντίθετα η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη 

µεταβλητή την πειραµατική οµάδα έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση της 

πειραµατικής οµάδας στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για την 

p=0.022). Πιο 

συγκεκριµένα, ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για τη 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 ήταν µειωµένος τόσο στα ζώα που είχαν 

εκτεθεί ως νεογνά σε εκπαίδευση µε συνεχόµενη µαταίωση όσο και στα 

επιβραβευµένα ζώα σε σχέση µε τα ζώα της οµάδας ελέγχου (post hoc, 

=0.007 οµάδα ελέγχου vs 

 

3 στην περιοχή 3 του φλοιού της έλικας του 

 
Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στη περιοχή 3 του φλοιού της έλικας του 

ν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε 

. Ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για την PAcH3 στη Cg3 
=0.041) όσο και των 

=0.007) σε σχέση µε τα ζώα που ανήκουν στην οµάδα 

ομάδα ελέγχου

ματαιωμένα

επιβραβευμένα

επιβραβευµένα 



4.1.4 Αµυγδαλή - περιοχές 

 

Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή την 

πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των 

τριών οµάδων στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για τη 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 στις περιο

 

 

Εικόνα 27: Ανοσοθετικά κύτταρα για την 

 

 

 

Γράφηµα 5: Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στην περιοχή 

αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα

 

 

 

οµάδα ελέγχου 

περιοχές BLA & CeA 

Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή την 

πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των 

τριών οµάδων στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για τη 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 στις περιοχές BLA και CeA της αµυγδαλής.

  

Ανοσοθετικά κύτταρα για την PAcH3 στην περιοχή BLA της αµυγδαλής

Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στην περιοχή BLA της αµυγδαλής. Κάθε στήλη 

ν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα

µαταιωµένα επιβραβευµένα

Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή την 

πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των 

τριών οµάδων στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για τη 

της αµυγδαλής. 

 
της αµυγδαλής 

 
της αµυγδαλής. Κάθε στήλη 

ν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα SEM ±

επιβραβευµένα 



Εικόνα 28: Ανοσοθετικά κύτταρα για την 

 

 

 

 

 

 

Γράφηµα 6: Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στην περιοχή

αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα

 

 

 

 

οµάδα ελέγχου 

  
Ανοσοθετικά κύτταρα για την PAcH3 στην περιοχή CeA της αµυγδαλής

σοθετικών κυττάρων στην περιοχή CeA  της αµυγδαλής. Κάθε στήλη 

ν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα

 

µαταιωµένα επιβραβευµένα

 
της αµυγδαλής 

 
της αµυγδαλής. Κάθε στήλη 

ν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα SEM ±

επιβραβευµένα 



4.1.5 Ιππόκαµπος -

 

 Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή 

την πειραµατική οµάδα έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση της 

πειραµατικής οµάδας στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για την 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη Η3 στην περιοχή 

(p=0.019). Πιο συγκεκριµένα, ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για τη 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 ήταν αυξηµένος στα ζώα που είχαν εκτεθεί ως 

νεογνά σε εκπαίδευση µε συνεχόµενη "µαταίωση" τόσο σε σχέση µε τα 

"επιβραβευµένα" ζώα όσο και µε τα ζώα της οµάδας ε

p=0.027 "µαταιωµένα" 

"επιβραβευµένα") 

 

Εικόνα 29: Ανοσοθετικά κύτταρα για την 

 

 

Γράφηµα 7: Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στη 

στήλη αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα
Ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για την 
των "µαταιωµένων" ζώων σε σχέση µε ζώα που ανήκουν στην οµάδα ελέγχου (
p=0.027), καθώς και σε σχέση µε τα "επιβραβευµένα" (
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ιππόκαμπος, περιοχή 

οµάδα ελέγχου 

- περιοχές CA1 & CA3 

Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή 

την πειραµατική οµάδα έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση της 

πειραµατικής οµάδας στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για την 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη Η3 στην περιοχή CA1 του ιππόκαµπου

0.019). Πιο συγκεκριµένα, ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για τη 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 ήταν αυξηµένος στα ζώα που είχαν εκτεθεί ως 

νεογνά σε εκπαίδευση µε συνεχόµενη "µαταίωση" τόσο σε σχέση µε τα 

"επιβραβευµένα" ζώα όσο και µε τα ζώα της οµάδας ελέγχου (

=0.027 "µαταιωµένα" vs οµάδα ελέγχου, p=0.008 "µαταιωµένα" 

Ανοσοθετικά κύτταρα για την PAcH3 στην περιοχή CA1 του ιπποκάµπου

Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στη CA 1 περιοχή του ιππόκαµπου. Κάθε 

ν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα
Ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για την PAcH3 στη CA1 ήταν αυξηµένος στην οµάδα 
των "µαταιωµένων" ζώων σε σχέση µε ζώα που ανήκουν στην οµάδα ελέγχου (
=0.027), καθώς και σε σχέση µε τα "επιβραβευµένα" (post hoc # , p=0.007). 

ομάδα επίμυων

ιππόκαμπος, περιοχή CA1

ομάδα ελέγχου

ματαιωμένα

επιβραβευμένα

µαταιωµένα επιβραβευµένα

*, # 

Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή 

την πειραµατική οµάδα έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση της 

πειραµατικής οµάδας στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για την 

1 του ιππόκαµπου 

0.019). Πιο συγκεκριµένα, ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για τη 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 ήταν αυξηµένος στα ζώα που είχαν εκτεθεί ως 

νεογνά σε εκπαίδευση µε συνεχόµενη "µαταίωση" τόσο σε σχέση µε τα 

λέγχου (post hoc, 

=0.008 "µαταιωµένα" vs 

 
1 του ιπποκάµπου 

 
1 περιοχή του ιππόκαµπου. Κάθε 

ν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα SEM. 
ήταν αυξηµένος στην οµάδα 

των "µαταιωµένων" ζώων σε σχέση µε ζώα που ανήκουν στην οµάδα ελέγχου (post hoc *, 
 

ομάδα ελέγχου

ματαιωμένα

επιβραβευμένα

±

επιβραβευµένα 



Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή την 

πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των 

τριών οµάδων στον αριθµό των ανοσοθετικών κυττάρων για την 

φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 στην περιοχή CA3 του ιππόκαµπου. 

 

 

 

   
Εικόνα 30: Ανοσοθετικά κύτταρα για την PAcH3 στην περιοχή CA3 του ιππόκαµπου 

 

 

 

 
Γράφηµα 8: Αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων στην περιοχή CA3 του ιππόκαµπου. Κάθε 

στήλη αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο αριθµού κυττάρων για κάθε πειραµατική οµάδα SEM 
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ομάδα επίμυων

ιππόκαμπος, περιοχή CA3

ομάδα ελέγχου

ματαιωμένα

επιβραβευμένα

±

οµάδα ελέγχου µαταιωµένα επιβραβευµένα 



4.2 ∆ιπλός ανοσοϊστοχηµικός εντοπισµός της 

φωσφοακετυλιωµένης ιστόνης Η3 (PAcH3) και του c-Fos µε 

αντισώµατα σηµασµένα µε φθορίζουσες χρωστικές 

 

 

Ο συνεντοπισµός PAcH3 και c-Fos πραγµατοποιήθηκε στον 

προµετωπιαίο φλοιό ζώων και των τριών πειραµατικών οµάδων που είχαν 

εκτεθεί σε µια συµπεριφορική δοκιµασία (ASST) που ενεργοποιεί δοµές του 

προµετωπιαίου. Τα αντισώµατα c-Fos και P(Ser10)-Ac(Lys14) σηµάνθηκαν 

µε ειδικές χρωστικές προκειµένου οι σηµασµένες µε αυτά τοµές (διπλή 

σήµανση), να παρατηρηθούν σε συνεστιακό µικροσκόπιο φθορισµού. Κάθε 

αντίσωµα σηµάνθηκε µε διαφορετική χρωστική, κάθε µία µε απορρόφηση σε 

διαφορετικό µήκος κύµατος. Συγκεκριµένα, το αντίσωµα αντι- P(Ser10)-

Ac(Lys14) σηµάνθηκε µε χρωστική που εκπέµπει στα 555 nm και δίνει σήµα 

κόκκινου χρώµατος (εικόνα 39), ενώ το αντίσωµα αντι-c-Fos σηµάνθηκε µε 

χρωστική που εκπέµπει στα 488 nm δίνοντας σήµα πράσινου χρώµατος 

(εικόνα 10).  

 

 
Γράφηµα 9: Ο αριθµός των διπλά θετικών κυττάρων για τον παράγοντα c-Fos και την 
φωσφοακετυλιωµένη οστόνη 3. 

  

0

2

4

6

8

10

12

π
λ

ή
θ

ο
ς 

δ
ιπ

λ
ά

 θ
ε

τι
κ

ώ
ν

 κ
υ

ττ
ά

ρ
ω

ν

ομάδα επίμυων

MO

ομάδα ελέγχου

ματαιωμένα

επιβραβευμένα

*,#



 Σε όλες τις πειραµατικές οµάδες εντοπίστηκε στον προµετωπιαίο φλοιό 

σηµαντικός αριθµός κυττάρων ανοσοθετικών για την PAcH3 ενώ ένας αρκετά 

µικρότερος αριθµός ανοσοθετικών κυττάρων για τη c-Fos.  Αυτό που είναι 

αξιοσηµείωτο, ωστόσο, είναι πως όσα κύτταρα ήταν ενεργοποιηµένα από τη 

συµπεριφορική δοκιµασία (ASST), όπως φαίνεται από την ανίχνευση του 

νευρωνικού δείκτη c-Fos, ήταν ταυτοχρόνως και γονιδιακώς ενεργά, όπως 

φαίνεται από την εντόπιση της PAcH3 (εικόνα 11). Ο αριθµός των διπλά 

θετικών κυττάρων ήταν µικρότερος στην οµάδα των µαταιωµένων ζώων σε 

σχέση τόσο µε τα επιβραβευµένα όσο και µε τα ζώα µάρτυρες όπως έδειξε η 

ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή την 

πειραµατική οµάδα (p=0.024, post hoc, p=0.011 "µαταιωµένα" vs οµάδα 

ελέγχου, p=0.029 "µαταιωµένα" vs "επιβραβευµένα") (Γράφηµα 9). 

  



 

Εικόνα 9: Εικόνα από συνεστιακό µικροσκόπιο έσω κοιλιακού (ΜΟ) προµετωπιαίου φλοιού 
σηµασµένου µε αντίσωµα για την PAcH3 (κόκκινο). 

 

 
Εικόνα 10: Εικόνα από συνεστιακό µικροσκόπιο έσω κοιλιακού (ΜΟ) προµετωπιαίου φλοιού 
σηµασµένου µε αντίσωµα για τον c-Fos (πράσινο). 

 

 
Εικόνα 11: Συνεντοπισµός των πρωτεϊνών PAcH3 και c-Fos σε συνεστιακό µικροσκόπιο. Το 
αποτέλεσµα του συνεντοπισµού τους φαίνεται µε το χαρακτηριστικό κίτρινο χρώµα. 

  



4.3. Κυτταροαρχιτεκτονική οργάνωση νευρώνων µετά από 

χρώση Golgi 

4.3.1 Έσω κογχοµετωπιαίος φλοιός (ΜΟ) 

 Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή 

την πειραµατική οµάδα έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση της 

πειραµατικής οµάδας στην έκταση του δενδριτικού πεδίου ανά νευρώνα στην 

περιοχή του έσω κογχοµετωπιαίου φλοιού. Πιο συγκεκριµένα, η έκταση του 

δενδριτικού πεδίου ανά νευρώνα ήταν µεγαλύτερη στα ''µαταιωµένα'' ζώα σε 

σχέση µε τα ζώα ελέγχου (p=0.05). Αξίζει να σηµειωθεί, ότι η συγκεκριµένη 

κοόρτη επίµυων διέφερα από την προηγούµενη καθώς τα ζώα αυτά δεν 

πραγµατοποίησαν ως ενήλικα τη δοκιµασία µετατόπισης του κανόνα (ASST) 

παρά µόνο εκπαιδεύτηκαν ως νεογνά στο λαβύρινθο σχήµατος Τ, µε την ίδιο 

τρόπο που περιγράφηκε και παραπάνω. 

 

 

 

     
Εικόνα 12: Κύτταρα στον έσω  κογχοµετωπιαίο φλοιό µετά από χρώση Golgi 

 

οµάδα ελέγχου µαταιωµένα 



  
Γράφηµα 10: Έκταση δενδριτικού πεδίου ανά νευρώνα στον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό, µετά 
από χρώση Golgi. Κάθε στήλη αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο της έκτασης του δενδριτικού 

πεδίου για κάθε πειραµατική οµάδα SEM. Η έκταση του δενδριτικού πεδίου ήταν αυξηµένη 
στην οµάδα των "µαταιωµένων" ζώων σε σχέση µε ζώα που ανήκουν στην οµάδα ελέγχου ( *  
p=0.05). 

 

 

4.3.2 Έξω κοιλιακός κογχοµετωπιαίος φλοιός (VLO) 

 

 Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή 

την πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των 

δενδριτικών πεδίων ανά νευρώνα των πειραµατικών οµάδων στην περιοχή 

του έξω κοιλιακού κογχοµετωπιαίου φλοιού. 

 

   
Εικόνα 13: Κύτταρα στον έξω κοιλιακό κογχοµετωπιαίο φλοιό µετά από χρώση Golgi 
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Γράφηµα 10: Έκταση δενδριτικού πεδίου ανά νευρώνα στον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό, µετά 
από χρώση Golgi. Κάθε στήλη αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο της έκτασης του δενδριτικού 

πεδίου για κάθε πειραµατική οµάδα SEM.  

 

 

4.3.3.  Ιππόκαµπος - περιοχές CA1 & CA3 

 

 Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή 

την πειραµατική οµάδα έδειξε στατιστικά σηµαντική επίδραση της 

πειραµατικής οµάδας στην έκταση του δενδριτικού πεδίου ανά νευρώνα στην 

περιοχή CA1 του ιππόκαµπου. Πιο συγκεκριµένα, η έκταση του βαµµένου 

δενδριτικού πεδίου ανά νευρώνα ήταν µικρότερη στα ''µαταιωµένα'' ζώα σε 

σχέση µε τα ζώα ελέγχου (p=0.039). 

 

  
Εικόνα 14:  Κύτταρα στην περιοχή CA1 του ιπποκάµπου, µετά από χρώση Golgi 
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Γράφηµα 12: Έκταση δενδριτικού πεδίου ανά νευρώνα στην περιοχή CA1 του ιπποκάµπου, 
µετά από χρώση Golgi. Κάθε στήλη αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο της έκτασης του 

δενδριτικού πεδίου για κάθε πειραµατική οµάδα SEM. Η έκταση του δενδριτικού πεδίου ήταν 
ελαττωµένη στην οµάδα των "µαταιωµένων" ζώων σε σχέση µε ζώα που ανήκουν στην οµάδα 
ελέγχου ( *  p=0.039). 

 

 

 

 Η ανάλυση διακύµανσης µονής κατεύθυνσης µε ανεξάρτητη µεταβλητή 

την πειραµατική οµάδα δεν έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των 

δενδριτικών πεδίων ανά νευρώνα των πειραµατικών οµάδων στην περιοχή 

CA3 του ιππόκαµπου. 

 

 

 

   
Εικόνα 15:  Κύτταρα στην περιοχή CA3 του ιππόκαµπου, µετά από χρώση Golgi 
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Γράφηµα 13:  Έκταση δενδριτικού πεδίου ανά νευρώνα στην περιοχή CA3 του ιππόκαµπου, 
µετά από χρώση Golgi. Κάθε στήλη αντιπροσωπεύει τoν µέσο όρο της έκτασης του 

δενδριτικού πεδίου για κάθε πειραµατική οµάδα SEM. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

 Είναι κοινώς αποδεκτό πλέον, και υποστηρίζεται από ένα µεγάλο 

εύρος ερευνών ότι η έκθεση στο στρες στα αρχικά στάδια της ζωής, τόσο 

προγεννητικά (Glover et al 1997) όσο και µεταγεννητικά (Pollak et al 2010), 

µπορεί να επιδράσει στις συναισθηµατικές και γνωστικές ικανότητες του 

ατόµου κατά την ενήλικο ζωή (Lupien et al 2009). Όπως έχει φανεί από 

αρκετές µελέτες σε επίµυες, οι αλλαγές αυτές µπορούν, επίσης, να 

επηρεάσουν και να µεταβάλλουν τον προγραµµατισµό των 

νευροενδροκρινικών και νευροανοσολογικών συστηµάτων των ζώων, όπως 

για παράδειγµα τον άξονα ΥΥΕ (υποθαλάµου-υπόφυσης-επινεφριδίων) 

(Meagher et al 2010). Οι αλλαγές αυτές µπορεί να υφίστανται κατά τις πρώτες 

µέρες ζωής, διατηρούνται ωστόσο και εκδηλώνονται και κατά την ενήλικο ζωή 

των ζώων (Craft et al 2006). Έτσι, υπάρχει ένα τεράστιο ενδιαφέρον για τη 

µελέτη της επίδρασης των πρώιµων εµπειριών στο εγκέφαλο των νεαρών 

επίµυων αλλά και των µηχανισµών που συµµετέχουν για την διατήρηση 

αυτών των αλλαγών στην ενήλικο ζωή τους, και κατά πόσο αυτά τα ευρήµατα 

µπορούν να συσχετιστούν και µε την ανθρώπινη φυσιολογία και 

συµπεριφορά.  

 Με γνώµονα τη µελέτη των εµπειριών που µπορεί να βιώσει ένας 

επίµυς και πώς αυτές επιδρούν στην φυσιολογία του εγκεφάλου του, έχει 

χρησιµοποιηθεί µια σειρά µοντέλων ανάλογα µε το ερώτηµα που τίθεται στην 

εκάστοτε µελέτη. Στην παρούσα εργασία, στόχος ήταν η µελέτη των 

επιγενετικών τροποποιήσεων στον εγκέφαλο ενήλικων επίµυων µετά από µια 

εµπειρία ήπιου στρες που βίωσαν τα ζώα αυτά σε νεογνική ηλικία. Για την 

επίτευξη του παραπάνω στόχου πραγµατοποιήθηκε η εκπαίδευση των 

νεαρών επίµυων σε λαβύρινθο σχήµατος "Τ". Η εκπαίδευση σε λαβύρινθο 

σχήµατος «Τ» (Panagiotaropoulos et al., 2009), αν και αναπτύχθηκε µε 

αρχικό στόχο τον έλεγχο της χωρικής µάθησης στους επίµυες, στην παρούσα 

µελέτη θα µπορούσε η δοκιµασία αυτή να ειδωθεί ως ένα ήπιο στρες κατά την 

πρώιµη ηλικία. Τη µία πειραµατική οµάδα που εκπαιδεύτηκε υπό συνεχόµενη 

ενίσχυση, µπορούµε να την προσεγγίσουµε ως νεογνά τα οποία εκτέθηκαν σε 

ήπιο στρες και έπειτα έλαβαν µητρική φροντίδα η οποία έδρασε 



επανορθωτικά, ενώ η άλλη πειραµατική οµάδα, που εκπαιδεύτηκε υπό 

συνεχόµενη µαταίωση, εκτέθηκε στο ίδιο ήπιο στρες, µόνο που δεν έλαβε την 

«προσδοκώµενη» φροντίδα, γεγονός που µπορεί να θεωρηθεί ως επιπλέον 

στρες (Panagiotaropoulos et al., 2009).  

 Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι στη νεογνική ηλικία η επαφή µε τη µητέρα 

κατέχει εξέχουσα σηµασία για την επιβίωση και την οµαλή ανάπτυξη του 

εγκεφάλου του οργανισµού και συγκαταλέγεται σε αυτή την οµάδα των 

ερεθισµάτων ανταµοιβής που καλούνται πρωτογενείς ενισχυτές (Rolls 2004). 

Έτσι, η όλη εµπειρία επαφής µε τη µητέρα ή αποστέρησής της προκαλεί τη 

γέννηση συναισθηµατικών αποκρίσεων από τα νεογνά. Σύµφωνα µε αυτό, τα 

συναισθήµατα µπορούν να προσδιοριστούν ως αποκρίσεις που 

προκαλούνται από την επίδραση ερεθισµάτων ανταµοιβής ή τιµωρίας. Η 

απογοήτευση (ή µαταίωση), ο θυµός ή η λύπη µπορεί να προκύψουν από την 

παράλειψη µιας αναµενόµενης ανταµοιβής ή τον τερµατισµό µιας ανταµοιβής 

(Rolls 2000). Η γαλουχία και η µητρική φροντίδα (licking and grooming) 

παρέχει θετικά, ενισχυτικά ερεθίσµατα, ενώ η άρνηση της µητρικής επαφής 

επιδρά ως αρνητικό, µαταιωτικό ερέθισµα (Li et al 1992). 

 Τα αποτελέσµατα ερευνών του εργαστηρίου µας που αφορούν τη 

συµπεριφορά των νεογνών κατά την εκπαίδευσή τους στο λαβύρινθο 

σχήµατος Τ, κατά τις µεταγεννητικές ηµέρες 10-13, δείχνουν ότι ναι µεν τα 

νεογνά της πειραµατικής οµάδας που έχουν εκπαιδευθεί υπό συνεχόµενη µη 

ενίσχυση (µαταιωµένα) µαθαίνουν τη διαδροµή προσέγγισης της µητέρας, 

βελτιώνοντας το χρόνο εύρεσης της εισόδου του κλουβιού της από µέρα σε 

µέρα, όµως αυτή η µάθηση είναι λιγότερο αποτελεσµατική σε σχέση µε τα 

ζώα που έχουν εκπαιδευθεί υπό συνεχόµενη ενίσχυση (επιβραβευµένα). 

Έτσι, παρόλο που δεν ενισχύονται, τα ζώα υπό συνεχόµενη µη ενίσχυση, 

καταφέρνουν να µάθουν τη θέση της µητέρας, κάτι όµως που δε φαίνεται να 

µπορούν να εκφράσουν κατά τη δοκιµασία της µνήµης (Panagiotaropoulos 

2009). Στη συνέχεια, τα ζώα αυτά, ως ενήλικα, πραγµατοποίησαν τη 

∆οκιµασία Μετατόπισης Προσοχής (Attentional Set-Shifting Task- ASST). Η 

δοκιµασία αυτή είναι το ανάλογο της ∆οκιµασίας Ταξινόµησης Καρτών του 

Wisconsin (WCST, Demakis 2003) σε ανθρώπους που ως γνωστόν 

χρησιµοποιείται για την αξιολόγηση των γνωστικών ελλειµµάτων που 

συνδέονται µε δυσλειτουργίες του προµετωπιαίου φλοιού. Στη δοκιµασία αυτή 



τα ζώα που είχαν υποστεί ως νεογνά την εκπαίδευση υπό µαταίωση, 

εµφάνισαν ελλείµµατα (αδυναµία αλλαγής κανόνα/στρατηγικής στην επίλυση 

προβληµάτων) (Stamatakis et al 2011) ενδεικτικά δυσλειτουργίας του 

προµετωπιαίου φλοιού και ειδικά του Έσω Κογχοµετωπιαίου τµήµατός του. 

Επιπλέον, κατά τη δοκιµασία ASST τα ζώα που είχαν εκπαιδευτεί υπό 

µαταίωση, εµφάνισαν µειωµένη ενεργοποίηση ειδικά αυτού του τµήµατος του 

προµετωπιαίου, όπως φαίνεται από τη µειωµένη έκφραση του δείκτη 

νευρωνικής ενεργότητας c-Fos. Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι η πρώιµη 

εµπειρία που βίωσαν τα πειραµατόζωα ως νεογνά µπορούσε να επηρεάσει τη 

λειτουργία συγκεκριµένων περιοχών του εγκεφάλου τους καθώς και την 

απόδοση τους σε δοκιµασία που ελέγχεται από αυτές τις εγκεφαλικές δοµές. 

(Stamatakis et al., 2011). 

 Παράλληλα, πλήθος µελετών στον τοµέα της νευροβιολογίας 

αναδεικνύουν τη συµµετοχή επιγενετικών τροποποιήσεων ως την οδό µε την 

οποία "αποτυπώνονται" οι πρώιµες εµπειρίες αλλά και γενικά οι επιδράσεις 

του περιβάλλοντος στον εγκέφαλο, επηρεάζοντας δοµικές και λειτουργικές 

διαδικασίες του (Roth et al 2010). Οι τροποποιήσεις αυτές, είτε συµβαίνουν 

στο ίδιο το γενετικό υλικό είτε στις ιστόνες του νουκλεοσώµατος, και έχουν ως 

αποτέλεσµα την αλλαγή της γονιδιακής µεταγραφής, µια αλλαγή που στο 

πλείστο των περιπτώσεων καθιερώνεται για όλη την ενήλικο ζωή (Weaver 

2007). Η απόκριση των ενήλικων αρουραίων στο στρες, για παράδειγµα, 

προγραµµατίζεται στα πρώτα στάδια της ζωής τους και επηρεάζεται από το 

είδος της µητρικής φροντίδας, καθώς αυτή µπορεί να προκαλεί επιγενετικές 

τροποποιήσεις (µεθυλίωση) στον υποκινητή του γονιδίου του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών (Weaver et al 2005). Ως τροποποίηση, η µεθυλίωση, 

επιφέρει συνήθως ένα ανασταλτικό αποτέλεσµα, καθώς οδηγεί στην 

απενεργοποίηση του εκάστοτε γονιδίου (Wilson et al 1987). Αξιοσηµείωτο 

είναι, ωστόσο, πως αυτές οι αλλαγές είναι αναστρέψιµες µε την χορήγηση 

κατάλληλων χηµικών ουσιών (Weaver et al 2005). Αντίθετα, η αυξηµένη 

µητρική φροντίδα οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα έκφρασης του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών (GR) µέσω ακετυλίωσης ιστονών και αποµεθυλίωσης του 

DNA (Weaver 2007). 

 Προκειµένου λοιπόν να µελετηθεί η εµπλοκή των επιγενετικών 

τροποποιήσεων στις επιπτώσεις των πρώιµων εµπειριών του µοντέλου µας 



στη λειτουργία του προµετωπιαίου φλοιού και εν γένει του εγκεφάλου, 

επιλέχθηκε να µελετηθεί ανοσοϊστοχηµικά η εντόπιση και τα επίπεδα της 

φωσφοακετυλιωµένης ιστόνης Η3 (PAc-H3). Η επιλογή της συγκεκριµένης 

τροποποίησης δεν ήταν τυχαία. Αντίθετα, έχει καταγραφεί από αρκετές 

µελέτες ότι η διπλή αυτή τροποποίηση της ιστόνης Η3 είναι απαραίτητη για το 

"άνοιγµα" της χρωµατίνης και τη γονιδιακή ενεργοποίηση (Chandramohan et 

al 2007, Macdonald et al 2005 και Winter et al 2008). Ακόµα, έχει αναφερθεί 

ότι η φωσφοακετυλίωση της ιστόνης Η3 είναι απαραίτητη για την 

ενεργοποίηση του νευρωνικού δείκτη c-Fos (Chandramohan et al 2007). Το 

γονίδιο c-fos είναι ένα άµεσα επαγόµενο γονίδιο το οποίο εκφράζεται από 

τους νευρώνες ως αποτέλεσµα της διέγερσής τους (Sagar et al 1988). Η 

έκφραση του γονιδίου c-fos αποτελεί τον πιο συχνά χρησιµοποιούµενο δείκτη 

λειτουργικής ανατοµίας των ενεργοποιηµένων νευρώνων στο κεντρικό 

νευρικό σύστηµα και χρησιµοποιείται από πολύ παλιά ως δείκτης νευρικής 

λειτουργίας. Εκφράζεται σε πολύ χαµηλά επίπεδα ή καθόλου στον εγκέφαλο 

σε συνθήκες ηρεµίας, ενώ εκφράζεται σταθερά ως απάντηση σε ένα εύρος 

εξωκυττάριων ερεθισµάτων, συµπεριλαµβανοµένων νευροδιαβιβαστών, 

αυξητικών παραγόντων και διάφορων φαρµακοδραστικών ουσιών (Morgan et 

al 1987). Έπειτα από οποιονδήποτε ερεθισµό, το γονίδιο c-fos εκφράζεται 

ταχύτατα αλλά παροδικά στους νευρώνες, ενώ η πρωτεΐνη που παράγεται 

παραµένει στα υψηλότερα επίπεδα µεταξύ 60 και 120 λεπτών µετά τον 

ερεθισµό, ενώ παρατηρούνται υψηλά επίπεδα πρωτεΐνης µέχρι και 2 µε 5 

ώρες µετά (Morgan et al 1987). Αυτά τα χαρακτηριστικά του c-fos το κάνουν 

έναν καλό και οικονοµικό δείκτη ελέγχου της νευρωνικής δραστηριότητας των 

πειραµατόζωων έπειτα από την εκτέλεση διάφορων συµπεριφορικών 

δοκιµασιών, δεδοµένου ότι η εντόπιση του δεν είναι ιδιαίτερα δύσκολη. 

 Προκειµένου, λοιπόν, να εξεταστεί αν υπάρχει µια αντιστοιχία ανάµεσα 

στη φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη 3 και στην παρουσία του δείκτη c-Fos, 

πραγµατοποιήθηκε, διπλός ανοσοφθορισµός για τους δύο αυτούς επιτόπους 

στον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό ενήλικων επίµυων. Τα αποτελέσµατα ήταν 

σαφή και αντίστοιχα µε αυτά που έχουν αναφερθεί από τον Chandramohan 

και τους συνεργάτες του (Chandramohan et al 2007) όπου όταν αποτρεπόταν 

η φωσφοακετυλίωση της ιστόνης Η3 δεν επαγόταν η ενεργοποίηση του 

γονιδίου c-fos, µετά από στρες. Στη δική µας µελέτη ο αριθµός των c-Fos 



θετικών κυττάρων ήταν σαφώς µικρότερος σε σχέση µε τα PAcH3 θετικά 

κύτταρα. Αυτό, όµως, που είναι σηµαντικό είναι ο συνεντοπισµός που 

εµφανίζεται καθώς όσα κύτταρα είναι c-Fos θετικά είναι ταυτόχρονα PAcH3 

θετικά ενισχύοντας τη θεώρηση πως η ενεργοποίηση του γονιδίου c-fos 

απαιτεί την "ανοιγµένη" χρωµατίνη, και συγκεκριµένα την παρουσία της 

φωσφοακετυλίωσης της ιστόνης 3 (MacDonald et al 2003).  

 Είναι αξιοσηµείωτο ότι τα επίπεδα της ίδιας της φωσφοακετυλιωµένης 

ιστόνης Η3 ήταν διαφορετικά µεταξύ των πειραµατικών µας οµάδων σε 

ορισµένες µόνο εγκεφαλικές δοµές. Συγκεκριµένα, από τις περιοχές του 

προµετωπιαίου φλοιού που εξετάστηκαν εκεί που παρατηρήθηκαν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στις τρεις κατηγορίες πειραµατόζωων (οµάδα 

ελέγχου, "επιβραβευµένα" και "µαταιωµένα") είναι ο έσω κογχοµετωπιαίος 

φλοιός (ΜΟ) και η περιοχή 3 του φλοιού της έλικας του προσαγωγίου-

υποµεταιχµιακός φλοιός (IL). Στον ΜΟ φλοιό τα ζώα που είχαν υποστεί ως 

νεογνά τη µαταίωση εµφάνισαν χαµηλότερα επίπεδα PAc-H3 ενώ στον IL 

τόσο τα µαταιωµένα όσο και τα επιβραβευµένα ζώα είχαν µειωµένη έκφραση  

PAc-H3 σε σχέση µε τα ζώα µάρτυρες. Τα ευρήµατα αυτά είναι σε αντιστοιχία 

µε τα επίπεδα έκφρασης του c-Fos τόσο στον ΜΟ –όπως ήδη αναφέρθηκε 

πιο πάνω- όσο και στον IL όπου κατά τη δοκιµασία ASST παρατηρήθηκε 

µειωµένη έκφραση του c-Fos τόσο στα µαταιωµένα όσο και στα 

επιβραβευµένα ως νεογνά ζώα, ενδεικτικό πιθανόν µειωµένων επιπέδων 

άγχους κατά τη δοκιµασία ASST σε σχέση µε τα ζώα µάρτυρες (Stamatakis et 

al., 2011). Τέλος, θα πρέπει να αναφερθεί ότι οι «µαταιωµένοι» επίµυς έχουν 

χαµηλότερα επίπεδα ντοπαµίνης στον προµετωπιαίο φλοιό σε σχέση µε τις 

οµάδες ελέγχου και «επιβραβευµένων», όπως έχει δειχθεί σε προηγούµενη 

µελέτη του εργαστηρίου µας (Stamatakis et al., 2011) και η ντοπαµίνη είναι ο 

κατεξοχήν νευροδιαβιβαστής ρύθµισης της λειτουργίας του προµετωπιαίου 

φλοιού (Everrit et al 2000).  

 Επιπλέον, ένα επίσης σηµαντικό εύρηµα, που ενισχύει τα παραπάνω 

αποτελέσµατα, είναι ότι τα δενδριτικά πεδία στον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό 

των «µαταιωµένων» επίµυων είναι παραµορφωµένα σε σχέση µε την οµάδα 

ελέγχου. Συγκεκριµένα, οι εικόνες που λαµβάνονται από τοµές µετά από 

χρώση Golgi είναι πολύ χαρακτηριστικές, αφού στα µαταιωµένα ζώα 

εµφανίζεται πολύ µεγαλύτερη έκταση δενδριτικού πεδίου σε σχέση µε τα ζώα 



ελέγχου. Αντίστοιχα αποτελέσµατα µε αυξηµένη πολυπλοκότητα δενδριτικών 

πεδίων στον προµετωπιαίο φλοιό έχουν αναφερθεί σε ζωικά µοντέλα εθισµού 

σε κοκαΐνη (Robinson et al., 2001) και υπερέκφρασης της πρωτεΐνης tau που 

έχει συσχετισθεί µε νευροεκφυλιστικές παθήσεις όπως  η νόσος Alzheimer 

(Dickstein et al., 2010). Επίσης, αντίστοιχα ευρήµατα έχουν αναφερθεί σε 

µελέτες ατόµων µε αυτισµό στα οποία η έκταση των δενδριτικών πεδίων των 

πυραµιδικών νευρώνων του φλοιού ήταν πολύ µεγαλύτερη σε σχέση µε την 

οµάδα ελέγχου (Hutsler et al 2010). Σε όλες αυτές τις περιπτώσεις 

εµφανίζεται, δηλαδή, µια εικόνα εγκεφαλικών περιοχών µε  πλήθος 

δενδριτικών δοµών οι οποίες ωστόσο πιθανόν δεν είναι αποτελεσµατικές στη 

δηµιουργία λειτουργικών συνάψεων. Είναι σηµαντικό να επισηµανθεί ότι η 

έκταση των δενδριτικών πεδίων προσδιορίστηκε σε ζώα που είχαν βιώσει 

µόνο την εκπαίδευση στο λαβύρινθο σχήµατος Τ και όχι τη δοκιµασία ΑSST. 

 Το γεγονός αυτό είναι σηµαντικό καθώς µας επιτρέπει να εξάγουµε 

συµπεράσµατα για το πώς επέδρασε στην έκταση του δενδριτικού πεδίου 

αυτή καθεαυτή η πρώιµη εµπειρία και όχι και οι µετέπειτα δοκιµασίες ως 

ενήλικα. Συνδυάζοντας τα παραπάνω αποτελέσµατα, µπορούµε να βγάλουµε 

το συµπέρασµα, πως µια στρεσσογόνος εµπειρία κατά τα αρχικά στάδια της 

ζωής, η οποία δεν ακολουθείται ή δεν «επανορθώνεται» από µία θετική 

ενίσχυση (την µητρική φροντίδα) όπως στους «επιβραβευµένους» επίµυες, 

µπορεί να επιδράσει στην αρχιτεκτονική των νευρώνων στον έσω 

κογχοµετωπιαίο φλοιό και πιθανόν πιο συγκεκριµένα στις ντοπαµινεργικές 

συνάψεις. Ο κογχοµετωπιαίος φλοιός στους επίµυες, αλλά και στα 

πρωτεύοντα και στον άνθρωπο, συνδέεται µε των έλεγχο τον παρορµήσεων 

και τις «εµµονικές» συµπεριφορές. Οι κακές επιδόσεις των «µαταιωµένων» 

επίµυων στο ASST, αφενός επιβεβαιώνουν τη σύνδεση του κογχοµετωπιαίου 

φλοιού µε «παρορµητικές»/ «εµµονικές» συµπεριφορές και αφετέρου 

υποδεικνύουν πως αυτές οι συµπεριφορές συνδέονται σε έναν βαθµό µε 

αρνητικές πρώιµες εµπειρίες. Ακόµα, συµπεραίνει κανείς πως αυτή η πρώιµη 

εµπειρία ήπιου στρες οδήγησε σε λιγότερο "ανοιχτή" χρωµατίνη στα 

µαταιωµένα ζώα και ακολούθως µικρότερη γονιδιακή ενεργοποίηση όπως 

αυτή φαίνεται από τα µειωµένα επίπεδα του c-Fos. Περαιτέρω αυτό θα 

µπορούσε και να εξηγήσει την "κακή" επίδοση των ζώων στη δοκιµασία ASST 



στην οποία, όπως είναι γνωστό, ελέγχονται οι επιτελικές λειτουργίες των 

πειραµατόζωων και συµµετέχει ενεργά ο προµετωπιαίος φλοιός. 

 Στις υπόλοιπες περιοχές (έξω κοιλιακός κογχοµετωπιαίος φλοιός και 

περιοχή 1 του φλοιού της έλικας του προσαγωγίου) δεν διέφερε ο αριθµός 

των ανοσοθετικών κυττάρων για την φωσφοακετυλιωµένη Η3. Και αυτά τα 

αποτελέσµατα είναι σε συµφωνία µε προηγούµενα πειράµατα του 

εργαστηρίου µας ως προς τα επίπεδα του c-Fos στις περιοχές αυτές που δεν 

διέφεραν µεταξύ των πειραµατικών οµάδων κατά την εκτέλεση της δοκιµασίας 

ASST (Stamatakis et al., 2011). 

Από την άλλη µεριά, στον ιππόκαµπο, και συγκεκριµένα στην περιοχή 

CA1, τα µαταιωµένα ζώα είχαν υψηλότερα επίπεδα φωσφοακετυλιωµένης 

ιστόνης Η3 (PAc-H3) σε σχέση µε τα επιβραβευµένα και τα ζώα ελέγχου, 

ενδεικτικό αυξηµένης γονιδιακής ενεργοποίησης. Το εύρηµα αυτό είναι 

ιδιαίτερα σηµαντικό καθώς έρχεται σε συµφωνία µε προηγούµενα 

αποτελέσµατα από το εργαστήριο µας, σύµφωνα µε τα οποία τα µαταιωµένα 

ζώα εµφάνισαν αυξηµένη ενεργοποίηση µετά από έκθεση στον υδάτινο 

λαβύρινθο τύπου Morris (Morris water maze) ειδικά της περιοχής CA1 του 

ιπποκάµπου (επίπεδα µεταγραφικού παράγοντα pCREB) καθώς και ανώτερη 

επίδοση στη δοκιµασία αυτή χωρικής µνήµης που ελέγχεται από τον 

ιππόκαµπο (Diamantopoulou et al., 2011). Μάλιστα, η έκταση των 

δενδριτικών πεδίων στην περιοχή αυτή στα µαταιωµένα ζώα είναι σαφώς 

µικρότερη από ό,τι σε ζώα ελέγχου. Είναι λοιπό, πιθανό στην περιοχή αυτή 

του ιπποκάµπου, η αυξηµένη δυνατότητα γονιδιακής έκφρασης να οδηγεί σε 

περιορισµό των δενδριτικών απολήξεων µε ωρίµανση των συνάψεων και 

διατήρηση µόνο των λειτουργικών νευρωνικών συνδέσεων.  

Φαίνεται λοιπόν ότι εγκεφαλικές περιοχές που παρουσιάζουν αυξηµένα 

επίπεδα φωσφοακετυλιωµένης ιστόνης Η3, εµφανίζουν και υψηλότερη 

νευρωνική ενεργοποίηση, αλλά και το αντίστροφο: δοµές µε χαµηλά επίπεδα 

PAc-H3 είναι λιγότερο ενεργές. Κι αυτές οι µεταβολές έχουν αντίκτυπο και σε 

λειτουργίες/συµπεριφορές που ελέγχονται από τις περιοχές αυτές.

 Λαµβάνοντας υπόψη τα παραπάνω αποτελέσµατα, συµπεραίνουµε 

πως η συγκεκριµένη πρώιµη εµπειρία µε τη µορφή ήπιου στρες µπορεί, ως 

ένα βαθµό, να προγραµµατίσει τη γονιδιακή έκφραση στον εγκέφαλο των 

επίµυων. Ο προγραµµατισµός αυτός δεν είναι καθολικός αλλά εξαρτάται από 



τις περιοχές και επηρεάζεται σαφώς από την κύρια λειτουργία των περιοχών 

αυτών αλλά και τη χρήση και ωρίµανση τους στην πρώιµη ηλικία των ζώων. 

Τα αποτελέσµατα αυτά, ωστόσο, ανοίγουν το δρόµο για τη µελέτη ενός 

πλήθους ακόµα ερωτηµάτων σχετικά µε την επίδραση του περιβάλλοντος 

στον νεογνικό εγκέφαλο. Καταρχάς, είναι σηµαντικό παρόµοια πειράµατα να 

πραγµατοποιηθούν και για άλλους τύπους επιγενετικών τροποποιήσεων 

όπως είναι η µεθυλίωση, η απακετυλίωση, η ουβικιτινίωση και η τροποποίησή 

τους από τις πρωτεΐνες SUMO. Ακόµα, ενδιαφέρον θα ήταν και η µελέτη των 

παραπάνω τροποποιήσεων σε σχέση και µε άλλους παράγοντες όπως είναι ο 

νευροτροφικός παράγοντας BDNF ή µε ένζυµα που συµµετέχουν στη 

σύνθεση συγκεκριµένων νευροδιαβιβαστών ή υποδοχέων νευροδιαβιβαστών, 

όπως της ντοπαµίνης. Επίσης, όσον αφορά τη µελέτη της κυτταρο-

αρχιτεκτονικής οργάνωσης των νευρώνων είναι σηµαντικό να εκτιµηθεί το 

πλήθος των συνάψεων που έχουν οι επίµυς στις τρεις αυτές πειραµατικές 

οµάδες αλλά και το είδος αυτών. Υποθέτουµε, πως οι επίµυς που βιώνουν 

διαφορετική συµπεριφορά από τη µητέρα, δηλαδή επιβράβευση ή µαταίωση 

κατά τη νεογνική εκπαίδευση, θα εµφανίζουν και διαφορετικό µοτίβο 

νευρωνικών συνάψεων. Ακολούθως, µε παρόµοια µεθοδολογία µπορούν να 

µελετηθούν και άλλα µοντέλα πρώιµων εµπειριών όπως η µητρική 

αποστέρηση. Τέλος, θα µπορούσε να εφαρµοστεί και µια φαρµακευτική 

παρέµβαση σε ενήλικα πειραµατόζωα τέτοιων µοντέλων πρώιµων εµπειριών 

µε σκοπό να διερευνηθεί εάν µπορεί να ανατραπεί µια πιθανή αρνητική 

επίδραση στην εγκεφαλική λειτουργία, ως αποτέλεσµα της εµπειρίας που 

βίωσαν ως νεογνά, αντιστρέφοντας τις επιγενετικές τροποποιήσεις.  

Ο τοµέας της επιγενετικής ανοίγει πολλούς ορίζοντες µελέτης και αξίζει 

να µελετηθεί µε λεπτοµέρεια η επίδραση του πρώιµου περιβάλλοντος στον 

εγκέφαλο των νεογνών και τη επιρροή του στην ενήλικο ζωή τους. Τέλος, τα 

αποτελέσµατα των παραπάνω ερωτηµάτων αλλά και η µελέτη και άλλων 

µοτίβων πρώιµων εµπειριών µπορούν να συντελέσουν στη καλύτερη 

κατανόηση του τρόπου µε τον οποίο το περιβάλλον επιδρά στην εγκεφαλική 

λειτουργία και να εξεταστεί κατά πόσο µπορούν να υπάρξουν αναλογίες και 

αντιστοιχίες µε τον ανθρώπινο εγκέφαλο, συµβάλλοντας έτσι στην καλύτερη 

κατανόηση της ανθρώπινης ψυχοπαθολογίας. 

 



  



ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 Οι πρώιµες εµπειρίες θεωρούνται κύριοι παράγοντες στη διαµόρφωση 

της συµπεριφοράς και της λειτουργίας του εγκεφάλου των ενηλίκων. Τα 

αρνητικά γεγονότα που µπορεί να βιώσει το νεογνό έχουν σηµαντικές 

επιπτώσεις στην ανάπτυξη αρκετών περιοχών του εγκεφάλου, όπως ο 

προµετωπιαίος φλοιός και ο ιππόκαµπος, δηµιουργώντας στα άτοµα αυτά µια 

προδιάθεση για µη προσαρµοστικές ή και ψυχοπαθολογικές συµπεριφορές. 

Αρκετές µελέτες στον κλάδο της νευροεπιστήµης αναδεικνύουν τις 

επιγενετικές τροποποιήσεις που πραγµατοποιούνται στο γονιδίωµα ως την 

οδό για τον προγραµµατισµό των παραπάνω συµπεριφορών. Στην παρούσα 

µελέτη χρησιµοποιήσαµε το ζωικό µοντέλο νεογνικής εκπαίδευσης σε 

λαβύρινθο σχήµατος Τ υπό συνθήκες ανταµοιβής (επαφή µε τη µητέρα) ή 

µαταίωσης της συγκεκριµένης ανταµοιβής, προκειµένου να µελετήσουµε τις, 

επαγόµενες από τις δύο αυτές νεογνικές εµπειρίες, επιγενετικές 

τροποποιήσεις στη χρωµατίνη κυττάρων του ενήλικου εγκεφάλου. Όταν τα 

ζώα αυτά ενηλικιώθηκαν εκτέθηκαν στη δοκιµασία µετατόπισης προσοχής 

(ASST), το ανάλογο της δοκιµασίας ταξινόµησης καρτών (WCST) σε 

ανθρώπους που χρησιµοποιείται για την εκτίµηση της λειτουργίας του 

προµετωπιαίου φλοιού. Στη συνέχεια προσδιορίστηκε ο αριθµός των 

ανοσοθετικών κυττάρων για τη φωσφοακετυλιωµένη ιστόνη Η3 (PAcH3). 

Επίσης έγινε διπλός ανοσοφθορισµός για την PAcH3 και το δείκτη 

νευρωνικής ενεργοποίησης c-Fos, ώστε να διερευνηθεί η εµπλοκή της 

συγκεκριµένης επιγενετικής τροποποίηση στην επαγωγή του γονιδίου c-fos. 

Τέλος, σε διαφορετική κοόρτη ζώων, που δεν είχαν εκτεθεί ως ενήλικα στη 

δοκιµασία ASST, µελετήθηκε η δοµή και η έκταση των δενδριτικών πεδίων µε 

χρώση κατά Golgi. 

 Τα αποτελέσµατα µας έδειξαν ότι τα ενήλικα µαταιωµένα ζώα είχαν 

χαµηλότερη ενεργοποίηση της χρωµατίνης, όπως αυτό φαίνεται από το 

µειωµένο αριθµό PAcH3 θετικών κυττάρων στον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό . 

Αντίστοιχα, τα επίπεδα του παράγοντα c-Fοs µετά τη δοκιµασία ASST ήταν 

επίσης χαµηλότερα στην περιοχή αυτή, και µάλιστα παρατηρήθηκε 

συνεντοπισµός του παράγοντα c-Fos και της PAcH3, καθώς όλα τα κύτταρα 



που εξέφραζαν τον c-Fos ήταν ανοσοθετικά και για την PAcH3, ενισχύοντας 

την άποψη ότι απαιτούνται οι συγκεκριµένες τροποποιήσεις στην ιστόνη 3 για 

να ενεργοποιηθεί το γονίδιο c-fos µετά από κάποιο ερέθισµα. Επιπλέον, ο 

έσω κογχοµετωπιαίος φλοιός των µαταιωµένων ζώων είχε διαφορετική 

κυτταροαρχιτεκτονική δοµή σε σχέση µε αυτόν των ζώων ελέγχου µε 

µεγαλύτερη έκταση δενδριτικού πεδίου, όπως φάνηκε µετά από χρώση Golgi. 

Αντίθετα από τον έσω κογχοµετωπιαίο φλοιό, στην CA1 περιοχή του 

ιππόκαµπου, ο αριθµός των ανοσοθετικών κυττάρων για την PAcH3 ήταν 

αυξηµένα στα µαταιωµένα ζώα, εύρηµα που έρχεται σε συµφωνία µε 

παλαιότερα ευρήµατα σύµφωνα µε τα οποία τα επίπεδα του 

φωσφορυλιωµένου µεταγραφικού παράγοντα CREB ήταν αυξηµένα, ειδικά 

στη συγκεκριµένη περιοχή του ιππόκαµπου µετά από εκπαίδευση στον 

υδάτινο λαβύρινθο κατά Morris. Επίσης, στην CA1 η έκταση των δενδριτικών 

πεδίων ήταν µειωµένη σε σχέση µε τα ζώα ελέγχου. Είναι λοιπόν πιθανό, η 

αυξηµένη ενεργοποίηση της χρωµατίνης να οδηγεί σε µείωση της έκτασης 

των δενδριτικών πεδίων, επιτρέποντας τη διατήρηση µόνο των λειτουργικών, 

ώριµων συνάψεων.  

 Φαίνεται ότι η συγκεκριµένη νεογνική εµπειρία της εκπαίδευσης υπό 

συνεχόµενη µαταίωση έχει µακροπρόθεσµες επιπτώσεις στον προµετωπιαίο 

φλοιό και στον ιππόκαµπο σε µοριακό, δοµικό και λειτουργικό επίπεδο, 

υποστηρίζοντας τη θεώρηση ότι οι πρώιµες εµπειρίες µπορούν να 

προγραµµατίσουν µε πολύ ειδικό τρόπο τη λειτουργία του εγκεφάλου των 

ενηλίκων και εποµένως και τη συµπεριφορά τους. 

  



ABSTRACT 

 

 Early life experiences are considered as major determinants of adult 

behavior and brain function. Adverse events have a profound impact on the 

development of brain areas such as the prefrontal cortex and the 

hippocampus and predispose individuals for maladaptive reactions and even 

psychopathology. Work in the field of developmental neuroscience provided 

compelling data that epigenetic modifications of the genome may underlie 

aspects of this process. We utilized the animal model of neonatal training in a 

T-maze under conditions of reward through maternal contact or denial of this 

expected reward (DER) to investigate the neonatal experience-induced 

epigenetic changes of chromatin in neuronal cells in the adult brain. As adults, 

these animals were exposed to the Attention Set Shift Task (ASST), a rat 

analogue of the Wisconsin Card Shorting Test for humans (WCT), a task 

generally used to estimate prefrontal cortex function. Following ASST, we 

estimated immunohistochemically the levels of phospho-acetylated Histone 3 

(PAcH3) positive cells. Moreover, we determined the co-localization of c-Fos 

and PAcH3 by double immunofluorescent labeling, in order to investigate the 

contribution of the specific epigenetic modification on c-fos activation. In a 

different cohort of animals, not exposed to the ASST, we determined the 

structure and extent of the dendritic branching using the Golgi stain.  

Adult DER rats had lower chromatin activation in the medial 

orbitofrontal cortex as shown by the lower number of PAcH3 immunopositive 

cells.  Likewise, c-fos levels were also lower in this specific area, following 

ASST and indeed there was co-localization of c-Fos and PAcH3 – all c-Fos 

immunopositive cells were also PAcH3 positive- confirming that phospho-

acetylation of H3 is necessary for c-fos activation following a stimulus. In 

addition, the dendritic morphology was altered in the animals denied the 

expected reward as neonates, with aberrant dendritic arborizations, as 

revealed by Golgi staining. 

Contrary to the medial orbitofrontal cortex, PAcH3 levels in the CA1 

area of the hippocampus were elevated in DER animals. This result is in 

accordance with our previously reported finding that pCREB levels were 



higher in the CA1 area of DER animals following exposure to the Morris water 

maze task. Moreover, in the CA1 the dendritic tree was reduced in the DER 

animals. Hence, it is possible that the higher levels of activated chromatin 

could allow a decrease in dendritic branching, enabling the maintenance of 

only functional mature synapses.   

 Our findings that the neonatal experience of learning under conditions 

of denial of the expected reward of maternal contact had long-term effects on 

the prefrontal cortex and the hippocampus at the molecular, structural and 

functional levels, support the concept that early-life experiences can program 

in an experience-specific way, adult brain function and thus behavior. 
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