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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Πειραματικά μοντέλα περιγεννητικής υποξίας/ισχαιμίας (ΠΥΙ) υποδεικνύουν ειδικές 

-μακράς διάρκειας- αλλοιώσεις όχι μόνο στον ιππόκαμπο (περιοχή που πρώτη 

εμφανίζει νέκρωση σε υποξικές συνθήκες), αλλά και στα κατεχολαμινικά συστήματα 

του εγκεφάλου που διατηρούνται μέχρι την ενήλικη ζωή (Bjelke et al., 1991; Buller 

et al., 2008; Burke et al., 1992; Chen et al., 1997). Υποξικές βλάβες κατά τον τοκετό 

αλληλεπιδρούν με το στρες με αποτέλεσμα να τροποποιούν τη ντοπαμινεργική 

λειτουργία του εγκεφάλου σε όλη τη μετέπειτα ζωή (Boksa and El-Khodor, 2003). 

Είναι ευρέως γνωστό ότι δυσλειτουργία των ντοπαμινεργικών συστημάτων 

παρατηρείται στην παθοφυσιολογία πολλών νευρολογικών [π.χ. νόσος Πάρκινσον 

(Rizzi and Tan, 2017)] και ψυχικών [π.χ. σχιζοφρένεια (Howes et al., 2015; Weinstein 

et al., 2017) και ΔΕΠΥ (Gonon, 2009)] νοσημάτων, ενώ τα ντοπαμινεργικά 

συστήματα εμπλέκονται και στη φαρμακευτική τους αντιμετώπιση (Boksa and El-

Khodor, 2003; Gonon, 2009). 

Προηγούμενες μελέτες μας σε ανθρώπινο νεκροτομικό υλικό έδειξαν ότι η ΠΥΙ 

ανάλογα με την ένταση/ διάρκεια ή χρονιότητά της –όπως αυτή εκτιμήθηκε με 

νευροπαθολογικά κριτήρια- είχε διαφορετική επίδραση στους κυτταρικούς και 

μοριακούς μηχανισμούς που ρυθμίζουν τη σύνθεση της υδροξυλάσης της τυροσίνης 

(ΤΗ, πρώτο και καθοριστικό ένζυμο της σύνθεσης κατεχολαμινών) στις διάφορες 

περιοχές του εγκεφάλου (Ganou et al., 2010; Pagida et al., 2016; Pagida et al., 

2013a; Pagida et al., 2013b; Pagida et al., 2013c). Στον μεσεγκέφαλο νεογνών με 

νευροπαθολογικές αλλοιώσεις παρατεταμένης/ χρόνιας ΠΥΙ, παρατηρήθηκε 

δραματική μείωση ή και απώλεια της έκφρασης της ΤΗ στους ντοπαμινεργικούς 

νευρώνες του μεσεγκεφάλου, υποδεικνύοντας μια πιθανή πρώιμη δυσλειτουργία 

της ντοπαμινεργικής νευρομεταβίβασης υπό συνθήκες παρατεταμένης διάρκειας 

ΠΥΙ. Παράλληλα, στη πλειοψηφία των νεογνών αυτών, βρέθηκε μείωση της ΤΗ-

ανοσοθετικότητας και στους νοραδρενεργικούς νευρώνες του υπομέλανα τόπου 

(LC), περιοχή που εμπλέκεται στην αιτιοπαθογένεια της νόσου του Πάρκινσον, της 

νόσου Alzheimer και της κατάθλιψης (Pagida et al., 2016).  
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Μια άλλη πολύ σημαντική παρατήρηση ήταν ότι το κυτταρικό μέγεθος τόσο των 

νευρώνων της SN, όσο και του LC ήταν σημαντικά μικρότερο σε σχέση με αυτό που 

μετρήθηκε στα νεογνά με μικρής διάρκειας ΠΥΙ (Pagida et al., 2016; Pagida et al., 

2013b). Το ερώτημα που προέκυψε ήταν εάν αυτή η σημαντική μείωση του 

μεγέθους των νευρώνων της SN και του LC, καθώς και της δυνατότητάς τους να 

συνθέτουν ντοπαμίνη και νοραδρεναλίνη, αντίστοιχα, αντανακλά ένα πρώιμο 

στάδιο εκφυλισμού ή καθυστέρηση της φυσιολογικής ανάπτυξης των νευρώνων 

αυτών. Σκοπός της παρούσας μεταδιδακτορικής έρευνας ήταν να διερευνηθεί με 

ανοσοϊστοχημικές μεθόδους: Α) η πιθανή ενεργοποίηση του κυτταρικού θανάτου 

και Β) η εξέταση του σταδίου ωρίμανσης και διαφοροποίησης των νευρώνων της SN 

και του LC μετά από διαφορετικής έντασης/ διάρκειας ΠΥΙ.  

Συγκεκριμένα, στη παρούσα εργασία μελετήσαμε: 

 την ενεργοποιημένη κασπάση-3 (CCP3, cleaved caspase-3) 

Η κασπάση-3 αποτελεί μια από τις κύριες εκτελεστικές πρωτεΐνες της απόπτωσης 

παίζοντας σημαντικό ρόλο στην έναρξη και ρύθμιση των πρωτεολυτικών γεγονότων 

που οδηγούν σε κυτταρικό θάνατο (Thornberry, 1999). Η ανίχνευση της CCP3 

αποτελεί ένα σημαντικό και ειδικό εργαλείο για την ανίχνευση νευρώνων που 

βρίσκονται στα πρώτα στάδια της απόπτωσης, ακόμα και πριν εμφανιστούν τα 

τυπικά μορφολογικά χαρακτηριστικά της, όπως διάσπαση της χρωματίνης 

(Machaalani et al., 2007).  

 τον παράγοντα επαγωγής απόπτωσης (AIF, apoptosis-inducing factor) 

Προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος μπορεί να συμβεί και χωρίς την εμπλοκή 

των κασπασών, με κύριο εκτελεστικό μόριο θανάτου τον AIF (Joza et al., 2001; Susin 

et al., 1999). Ο AIF είναι μια οξειδοαναγωγάση που φυσιολογικά εδράζεται στα 

μιτοχόνδρια και εμπλέκεται στη διαδικασία της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Όμως 

όταν ο AIF μετακινηθεί στον πυρήνα των κυττάρων, τότε ενεργοποιεί μηχανισμούς 

κυτταρικού θανάτου (Bano and Prehn, 2018; Boujrad et al., 2007; Cande et al., 

2002). 

 τη διάσπαση της χρωματίνης (DNA fragmentation)  

Η διάσπαση της χρωματίνης αποτελεί ένα κύριο μορφολογικό χαρακτηριστικό που 

σχετίζεται με αποπτωτικούς μηχανισμούς. Μελετήθηκε χρησιμοποιώντας την 
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τεχνική TUNEL (technique of terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated in 

corporation of digoxigenin-labeled nucleotide), μια in situ τεχνική σήμανσης των 

άκρων του DNA (Gavrieli et al., 1992; Hara et al., 1999; Stadelmann and Lassmann, 

2000). 

 τη πρωτεΐνη LC3 (microtubule-associated light chain 3 protein) 

Ενώ ο κυτταρικός θάνατος μέσω της νέκρωσης και της απόπτωσης είναι ευρέως 

γνωστός και καλά μελετημένος στα μοντέλα ΠΥΙ, η σημαντικότητα του κυτταρικού 

θανάτου μέσω της αυτοφαγίας αποτελεί ένα πρόσφατο πεδίο ενδιαφέροντος 

(Descloux et al., 2015). Η πρωτεΐνη LC3, που χρησιμοποιείται ευρέως ως ένας 

ανοσοϊστοχημικός δείκτης αυτοφαγίας, εμπλέκεται στη φάση σχηματισμού ενός 

αυτοφαγοσώματος.  Αρχικά παράγεται η κυτταροπλασματική της μορφή LC3-I, η 

οποία μετατρέπεται στην LC3-II που αποτελεί μέρος της μεμβράνης των 

αυτοφαγοσωμάτων (Uchiyama et al., 2008b).  

 τη μεμβρανική πρωτεΐνη των λυσοσωμάτων (LAMP-1, lysosomal 

membrane protein 1).  

Το ένζυμο LAMP-1  εντοπίζεται στα λυσοσώματα και στα αυτολυσοσώματα κατά το 

τελικό στάδιο της αυτοφαγίας. Ο δείκτης αυτός είναι χρήσιμος για να μπορέσουμε 

να εκτιμήσουμε –συνδυαστικά με την LC3- τη ροή αυτοφαγίας (autophagic flux), 

δηλαδή εάν προχωράει κανονικά η διαδικασία αυτή με το σχηματισμό 

αυτολυσοσωμάτων ή υπάρχει πρόβλημα, π.χ. συσσώρευση αυτοφαγοσωμάτων 

(Descloux et al., 2015; Ginet et al., 2014).   

 τη β-tubulin isotype III (TuJ1).  

Είναι μια κυτταροσκελετική πρωτεΐνη που χρησιμοποιείται ευρέως ως δείκτης 

νευρωνικής ανωριμότητας (Yu et al., 2009).  

  τη πυρηνική πρωτεΐνη ειδική για νευρώνες (NeuN) 

Αποτελεί δείκτη νευρωνικής ωριμότητας (Sarnat et al., 1998).   

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

Νεκροτομικό υλικό εγκεφάλων από 28 ανθρώπινα βρέφη (14 αρσενικά και 14 

θηλυκά) με συνολική διορθωμένη ηλικία (εβδομάδων κύησης + μεταγεννητικής) 

από 25.5 έως 46.5 εβδομάδων, συλλέχθηκε από το τμήμα Α’ Παθολογικής 
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Ανατομικής της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Αθηνών σε συνεργασία με την 

Ελληνική Τράπεζα Εγκεφαλικού Ιστού (Greek Brain Bank, μέλος της Brain-Net 

Europe). Μέρος του υλικού έχει ήδη χρησιμοποιηθεί στις προηγούμενες μελέτες 

μας (Pagida et al., 2016; Pagida et al., 2013b; Pagida et al., 2013c). Το νεκροτομικό 

υλικό λήφθηκε κατόπιν γραπτής συγκατάθεσης των γονέων τους για χρήση του 

εγκεφαλικού ιστού για διαγνωστικούς και ερευνητικούς σκοπούς.  

Η νεκροψία και η νευροπαθολογική εκτίμηση της ΠΥΙ βλάβης πραγματοποιήθηκε 

από την καθ. Α. Κωνσταντινίδου (Α΄ εργαστήριο Παθολογικής Ανατομικής, Ιατρική 

Σχολή Αθηνών) που έχει εξειδικευτεί στην εμβρυϊκή και περιγεννητική 

παθολογοανατομία. Η εκτίμηση της έντασης και διάρκειας της ΠΥΙ βλάβης 

βασίστηκε σε εδραιωμένα νευροπαθολογικά κριτήρια (Fallet-Bianco, 2005; Rorke-

Adams et al., 2007; Squier, 2004), λαμβάνοντας υπόψη τη κατανομή της νευρωνικής 

νέκρωσης σε συγκεκριμένες περιοχές του εγκεφάλου. Τρεις βαθμοί υποξίας 

αναγνωρίστηκαν: βαθμός 1: έντονη/ μικρής έντασης ΠΥΙ βλάβη, βαθμός 2: ήπια/ 

παρατεταμένης διάρκειας ΠΥΙ βλάβη και βαθμός 3: πολύ σοβαρή/ μακράς 

διάρκειας/παλαιάς ΠΥΙ βλάβη.  

Λαμβάνοντας υπόψη την ύπαρξη περιορισμών στη χρήση ανθρώπινου υλικού και 

θεωρώντας ότι όλα τα νεογνά που ικανοποιούσαν τα κριτήρια ένταξης στο υλικό 

μας είχαν υποστεί σε κάποιο βαθμό υποξία, περιστατικά που θα μπορούσαν να 

χρησιμοποιηθούν ως «μάρτυρες» είναι πολύ δύσκολο να συμπεριληφθούν στη 

μελέτη αυτή. Στο δείγμα μας, μόνο δύο νεογνά, τα  GBB 170/16 και GBB 274/17, 

που πέθαναν ενδομητρίως και είχαν ενδείξεις οξείας ασφυξίας, αλλά χωρίς στοιχεία 

νευροπαθολογικής ΠΥΙ βλάβης σε συγκεκριμένες εγκεφαλικές περιοχές, 

χρησιμοποιήθηκαν ως «μάρτυρες» για τους σκοπούς της μελέτης αυτής.  

 

Οι ιστοί από την περιοχή του μεσεγκεφάλου και της γέφυρας μονιμοποιήθηκαν σε 

ουδέτερη φορμόλη, εγκλείστηκαν σε μπλοκ παραφίνης και κόπηκαν σε συνεχόμενες 

τομές των 7μm σε όλη την προσθιο-οπίσθια έκταση του μεσεγκεφάλου και της 

γέφυρας. Για τη μελέτη της κυτταροαρχιτεκτονικής και την αναγνώριση των 

μεσεγκεφαλικών και γεφυρικών πυρήνων, μια τομή ανά 100 σε όλη την προσθιο-

οπίσθια έκτασή τους, αντίστοιχα, χρώσθηκαν με την ιστολογική χρώση cresyl violet/ 
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luxol fast blue (CV/LFB) με την οποία βάφονται γαλάζιες οι ίνες και μωβ τα κύτταρα 

[για το πρωτόκολλο δείτε (Pagida et al., 2013b)].  

Ανοσοϊστοχημικά δύο κεντρικά επίπεδα της SN και του LC χρησιμοποιήθηκαν. 

Συνοπτικά, εννιά διπλανές μεταξύ τους τομές χρώσθηκαν αντίστοιχα ως εξής: α) 

Αιματοξυλίνη/Ηωσίνη (H/E) για τη συνήθη ιστολογική εκτίμηση (Pagida et al., 2016), 

β) και γ) CCP3 με δύο διαφορετικά πολυκλωνικά αντίσωματα (Asp175, #9661, Cell 

Signaling Technology και #559565, clone C92-605, BD Biosciences, αντίστοιχα), δ) 

TUNEL (S7100, ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, Merck, 

Germany), ε) AIF (AB16501, Merck, Germany), στ) LC3 (PM036, MBL), ζ) LAMP-1 (sc-

20011, Santa Cruz), η) Tuj-1 (MMS-435P, Covance BioLegend) και θ) panΝeuronal 

marker (ΜΑΒ2300, Millipore).  

Τα αποτελέσματά μας εκτιμήθηκαν ημιποσοτικά και μορφομετρική ανάλυση έγινε 

μόνο στις τομές που χρώσθηκαν με AIF.  Σε αυτές μετρήθηκε η κυτταροπλασματική 

ένταση της ανοσοϊστοχημικής χρώσης (optical density, OD) του AIF και του 

μεγέθους των κυττάρων και των πυρήνων τους. Επίσης, το ποσοστό των νευρώνων 

με πυρηνική AIF-χρώση εκτιμήθηκε μετρώντας όλους τους νευρώνες με πυρηνική 

AIF-χρώση σε σχέση με το συνολικό αριθμό AIF-θετικών νευρώνων (είτε με βαμμένο 

ή με άβαφο πυρήνα) σε 10 τυχαία επιλεγμένα πεδία μεγέθους Χ200 στη περιοχή 

της SN και του LC. Για τη στατιστική ανάλυση, χρησιμοποιήθηκε το μη-παραμετρικό 

τεστ Spearman με τη βοήθεια του προγράμματος SPSS (v. 18.0.0, Chicago, IL, USA). 

Το p<0.05 θεωρήθηκε ως στατιστικά σημαντικό.  

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Α) ΜΕΛΕΤΗ ΔΕΙΚΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΘΑΝΑΤΟΥ ΣΤΟΥΣ ΝΕΥΡΩΝΕΣ ΤΗΣ SN ΚΑΙ TOY LC 

1. Ενεργοποιημένη Κασπάση-3 [Cleaved Caspase-3 (CCP3)] 

Στο μεσεγκέφαλο του ανθρώπινου νεογνού, δεν βρέθηκε CCP3-ανοσοϊστοχημική 

χρώση στους νευρώνες της SN και του LC, ανεξάρτητα από τη σοβαρότητα/διάρκεια 

της νευροπαθολογικής ΠΥΙ βλάβης. Μερικά CCP3-ανοσοθετικά γλοιακά κύτταρα 

παρατηρήθηκαν σποραδικά στη SN κάποιων περιστατικών.  
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2. TUNEL χρώση στη SN του ανθρώπινου νεογνού  

Τυπική εικόνα αποπτωτικής μορφολογίας στον πυρήνα, όπως συμπεραίνεται όταν η 

TUNEL-χρώση είναι έντονη και πυκνή, βρέθηκε σε πολύ λίγους νευρώνες με 

πυκνωτικά χαρακτηριστικά στη SN περιστατικών με ΠΥΙ. Η πλειοψηφία των TUNEL-

θετικών νευρώνων παρουσίαζαν μία διάχυτη, χαλαρή κατανομή της πυρηνικής 

χρωματίνης, που δεν ήταν η αναμενόμενη μορφολογία της κλασικής απόπτωσης 

(πύκνωση χρωματίνης ή/και σχηματισμός αποπτωτικών σωματίων).  

 

3. Apoptosis Inducing Factor (AIF) 

Στη SN του ανθρώπινου νεογνού, η πλειοψηφία των νευρώνων εμφάνιζε μια 

κοκκιώδη AIF-ανοσοϊστοχημική χρώση τόσο στο κυτταρόπλασμα όσο και στις 

αποφυάδες τους, μια κατανομή που ομοιάζει με εκείνη των μιτοχονδρίων. Η 

κυτταροπλασματική ένταση της AIF-χρώσης εμφάνιζε ιδιαίτερη διακύμανση μεταξύ 

των νεογνών του δείγματός μας. Σε ένα μικρό αριθμό νευρώνων παρατηρήθηκε 

πυρηνική AIF- χρώση. 

Η μορφομετρική ανάλυση των νευρώνων της SN έδειξε ότι τα νεογνά με μόλυνση 

στην περιφέρεια ή/και στον εγκέφαλο είχαν υψηλότερες τιμές AIF OD στο 

κυτταρόπλασμά τους (rho=0.477, p=0.029). Στατιστική σημαντική συσχέτιση 

βρέθηκε επίσης μεταξύ του μεγέθους του κυττάρου και του πυρήνα με την ηλικία 

κύησης (rho=0.768, p<0.001; rho=0.764, p<0.001), τη μεταγεννητική ηλικία 

(rho=0.469, p=-0.027; rho=-0.482, p=-0.023) και το βάρος εγκεφάλου (rho=0.776, 

p<0.001, rho=0.816, p<0.001, αντίστοιχα).  

Στον LC, η ένταση της κυτταροπλασματικής χρώσης για AIF επίσης εμφάνιζε 

ιδιαίτερη διακύμανση μεταξύ των περιστατικών του δείγματός μας. Η 

μορφομετρική ανάλυση έδειξε ότι η ένταση της AIF-χρώσης αυξάνεται όταν υπάρχει 

μόλυνση (rho=0.489, p=0.018). Επίσης, μείωση του κυτταρικού και πυρηνικού 

μεγέθους των LC νευρώνων βρέθηκε αυξανομένου του βαθμού της ΠΥΙ βλάβης 

(rho=0.548, p=-0.007 και rho=0.487, p=-0.019, αντίστοιχα).  Επίσης, βρέθηκε μεγάλο 

ποσοστό νευρώνων με πυρηνική AIF-χρώση, που συσχέτισθηκε θετικά με το βαθμό 

υποξίας (rho=0.486, p=0.019). 

 



                                                                                                                                        

8 

 

Β) ΜΕΛΕΤΗ ΔΕΙΚΤΩΝ ΑΥΤΟΦΑΓΙΑΣ ΣΤΗ SN ΚΑΙ ΤΟΝ LC 

1. Microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) 

Στη SN του ανθρώπινου νεογνού, διακύμανση παρατηρήθηκε ως προς την ένταση 

της LC3-χρώσης ανάμεσα στα περιστατικά του δείγματός μας, η οποία κυρίως ήταν 

διάχυτη και ομοιόμορφα κατανεμημένη στο κυτταρόπλασμα και πιο σπάνια στον 

πυρήνα των κυττάρων.  

Αντίθετα, οι νευρώνες του LC συνήθως παρουσίαζαν στικτή LC3-χρώση.  

 

2. Lysosomal membrane protein 1 (LAMP1) 

Στη SN του ανθρώπινου νεογνού, δεν παρατηρήθηκε θετική χρώση για LAMP1 

στους νευρώνες των περιστατικών που μελετήθηκαν. Σε κάποια περιστατικά, 

παρατηρήθηκε LAMP1-ανοσοαντίδραση στα γλοιακά κύτταρα της SN. Η χρώση ήταν 

στικτή με τη παρουσία πολυάριθμων, πολύ μικρών κοκκίων, κατανομή που θύμιζε 

εκείνη των λυσοσωμάτων.  

Στον LC του ανθρώπινου νεογνού, παρατηρήθηκε μια αχνή, κοκκιώδης χρώση στο 

κυτταρόπλασμα των LC νευρώνων μερικών νεογνών. Επίσης, σε κάποια 

περιστατικά, παρατηρήθηκε LAMP1-ανοσοαντίδραση στα γλοιακά κύτταρα. 

ΣΥΓΚΡΙΣΗ LC3 και LAMP1-ανοσοθετικότητας στον LC 

Περιστατικά με διάχυτη χρώση για LC3 στους νευρώνες του LC, εμφάνιζαν 

παράλληλα και μια αχνή LAMP1-χρώση στο κυτταρόπλασμα. Αντίθετα, περιστατικά 

με λίγα LC3-θετικά κοκκία στο κυτταρόπλασμα, παρατηρήθηκε απουσία της LAMP1-

χρώσης. 

 

Γ) ΜΕΛΕΤΗ ΔΕΙΚΤΩΝ ΩΡΙΜΑΝΣΗΣ ΚΑΙ ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗΣ ΣΤΗ SN ΚΑΙ ΤΟ LC 

1. β-tubulin isotype III (Tuj1) 

Στη περιοχή της SN του ανθρώπινου νεογνού, απουσία ή πολύ αχνή 

ανοσοϊστοχημική αντίδραση για Tuj1 βρέθηκε σε όλα τα περιστατικά του δείγματός 

μας, ανεξάρτητα από το βαθμό ΠΥΙ βλάβης.  

Απουσία χρώσης για Tuj1 βρέθηκε στον LC σε όλα τα περιστατικά του δείγματός 

μας.  
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2. PanΝeuronal Marker-NeuN 

Τα αποτελέσματά μας έδειξαν ότι οι SN νευρώνες δεν βάφονται, σε αντίθεση με 

τους κινητικούς νευρώνες του κοινού κινητικού πυρήνα. Αυτό φαίνεται να είναι μια 

«ιδιομορφία» των ντοπαμινεργικών νευρώνων, που αναφέρεται και στη SN 

ενηλίκων (Korzhevskii et al., 2017; Sukhorukova, 2013).  

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Στη παρούσα εργασία μελετήθηκαν για πρώτη φορά δείκτες απόπτωσης, 

αυτοφαγίας και ανάπτυξης τόσο στον μεσεγκέφαλο, όσο και τη γέφυρα του 

ανθρώπινου νεογνού, με σκοπό να αποκαλυφθούν μηχανισμοί που πιθανώς  

εμπλέκονταν στη μείωση της TH-ανοσοθετικότητας και του μεγέθους των νευρώνων 

της SN και του LC μετά από ΠΥΙ βλάβη (Pagida et al., 2013b). Ένα κύριο εύρημα ήταν 

ότι οι αποπτωτικοί μηχανισμοί που ενεργοποιούνται εμπλέκουν κυρίως τον AIF και 

όχι τη CCP3.  

1. Cleaved Caspase-3 (CCP3) 

Στη παρούσα μελέτη, παρατηρήσαμε μόνο μερικά γλοιακά κύτταρα θετικά για 

CCP3, ενώ οι νευρώνες τόσο στη SN, όσο και στον LC ήταν αρνητικοί, κάτι που 

επιβεβαιώθηκε με τη χρήση δύο CCP3 αντισωμάτων διαφορετικής μάρκας.  

Στη SN, ένα μεγάλος αριθμός CCP3-ανοσοθετικών νευρώνων έχει αναφερθεί σε 

πρόωρα νεογνά προβάτου μετά από περίδεση του ομφάλιου λώρου, προκαλώντας 

σοβαρής μορφής εμβρυϊκή ασφυξία κατά το τελευταίο διάστημα της κύησης  

(Castillo-Melendez et al., 2004). Κυτταρικός θάνατος με χαρακτηριστικά απόπτωσης, 

όπως μελετήθηκε με χρώση silver και με in situ 3’-end-labeling του DNA, έχει επίσης 

περιγραφεί στη SN του αρουραίου μετά από ΠΥΙ βλάβη (Oo et al., 1995). 

Αντίστοιχες μελέτες δεν υπάρχουν για τη περιοχή του LC, αν και έχει αναφερθεί 

σημαντική μείωση του αριθμού των ΤΗ-νευρώνων στον LC μετά από πειραματικά- 

επαγόμενη ΠΥΙ (Buller et al., 2008; Chen et al., 1997). 

Η έκφραση της κασπάσης-3 φαίνεται να ρυθμίζεται από την ηλικία (Blomgren et al., 

2001; Hu et al., 2000; Wang et al., 2001; Zhu et al., 2000; Zhu et al., 2005). Στην SN 

του αρουραίου, οι νευρώνες υφίστανται αποπτωτικό θάνατο στα πλαίσια της 

φυσιολογικής ωρίμανσής της σε δύο φάσεις (τη μεταγεννητική ημέρα 2 και 14). 
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Εφόσον στον αρουραίο, η SN αποκτά την ενήλικη κατανομή των ΤΗ-ανοσοθετικών 

νευρώνων κατά τη μεταγεννητική ημέρα 14 (Oo and Burke, 1997; Tepper et al., 

1994), οι δύο πρώτες εβδομάδες της ζωής του αρουραίου είναι σημαντικές για να 

καθοριστεί ο τελικός αριθμός νευρώνων και γλοίας που σχηματίζουν και ελέγχουν 

το ντοπαμινεργικό κύκλωμα στον εγκέφαλο του αρουραίου (Bandeira et al., 2009; 

Chocyk et al., 2011). Στον άνθρωπο, όμως, η SN εμφανίζει την ενήλικη κατανομή 

των ντοπαμινεργικών νευρώνων πριν τη γέννηση του ατόμου, κατά τον 4
ο
 μήνα της 

κύησης (Verney, 1999). Σε έμβρυα ηλικίας 20-24 εβδομάδων, παρατηρείται ευρεία 

ΤΗ-ανοσοθετική εννεύρωση του πρόσθιου φλοιού συγκρίσιμη με αυτή που 

παρατηρείται στον ενήλικα (Verney, 1999). Επίσης, και οι νευρώνες του LC φθάνουν 

στο πρότυπο της ενήλικης κατανομής το 4ο
 μήνα της κύησης (Verney, 1999; Verney 

et al., 1991). Δεδομένου ότι η διορθωμένη (προγεννητική + μεταγεννητική) ηλικία 

των περιστατικών στο δείγμα μας κυμαινόταν από 25.5 έως 46.5 εβδομάδες, 

αναμένουμε ένα σχεδόν «ώριμο» ντοπαμινεργικό σύστημα σε όλα τα περιστατικά, 

όπως αναφέρεται σε προηγούμενες μελέτες μας (Pagida et al., 2016; Pagida et al., 

2013b). Συνεπώς, η απουσία ανιχνεύσιμης CCP3 πιθανώς υποδεικνύει ότι η CCP3 

δεν χρειάζεται πλέον σε αυτούς τους κατεχολαμινικούς νευρώνες του ανθρώπινου 

νεογνού, πιθανώς λόγω της μείωσης της έκφρασής της σε αυτό το αναπτυξιακό 

στάδιο.  

 

2. TUNEL χρώση 

Τα αποτελέσματά μας για τη CCP3 είναι σε συμφωνία με τα αποτελέσματα που 

βρήκαμε με τη χρώση TUNEL. Στη μελέτη μας, πολύ λίγοι SN νευρώνες 

παρατηρήθηκαν με πυρηνική TUNEL χρώση που ήταν ενδεικτική της αποπτωτικής 

μορφολογίας, δηλαδή πυρηνική πύκνωση και σχηματισμός μαζών (clumping) 

χρωματίνης, μαζί με πυκνωτικό κυτταρόπλασμα. Πολλοί νευρώνες εμφάνιζαν μια 

διάχυτη, χαλαρή πυρηνική TUNEL-χρώση, που δεν σχετίζεται με απόπτωση, η 

ένταση της οποίας φαίνεται ότι εξαρτάται από το βαθμό της ΠΥΙ. Μη-αποπτωτικές 

TUNEL-χρωσμένες μορφές έχουν περιγραφεί σε φυσιολογικό και υπό 

νευροεκφύλιση εγκεφαλικό ιστό (Anderson et al., 2000; Anderson et al., 1996; 

Gleckman et al., 1999; Lucassen et al., 1995; Vis et al., 2005) και θεωρούνται ότι 
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υποδεικνύουν συσσώρευση DNA βλάβης -λόγω προβλημάτων στους μηχανισμούς 

επιδιόρθωσης του DNA- σε συνδυασμό με την ενεργοποίηση ή τη διακοπή μέρους 

του αποπτωτικού προγράμματος (Anderson et al., 2000; Gleckman et al., 1999). 

Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός ότι η ακεραιότητα του DNA μπορεί να ανακτηθεί 

μετά την υποξία, κάτι που έχει παρατηρηθεί σε πολλές περιοχές του νεογνικού 

εγκεφάλου γουρουνιών μετά από υποξία (David and Grongnet, 2000), 

υποδηλώνοντας ότι οι βλάβες μπορούν να διορθωθούν από τους ενδογενείς 

μηχανισμούς επιδιόρθωσης του DNA και συνεπώς, να είναι ένα αντιστρεπτό 

φαινόμενο (Torres et al., 2015). Εκτεταμένη όμως βλάβη στο DNA, μπορεί να 

προκαλέσει την ενεργοποίηση ενός κυτταρικού προγράμματος θανάτου που 

εμπλέκεται ο παράγοντας PARP-1 [poly(ADP-ribose) polymerase], που είναι 

ανεξάρτητο από τις κασπάσες, αλλά εξαρτάται από τον AIF (Ame et al., 2004; Yu et 

al., 2002).  

 

3. Apoptosis Inducing Factor (AIF) 

Στη SN και το LC, στη πλειοψηφία των νευρώνων βρέθηκε AIF-χρώση αποκλειστικά 

στο κυτταρόπλασμά τους, η ένταση της οποίας εμφάνιζε ιδιαίτερη διακύμανση 

μεταξύ των περιστατικών του δείγματος μας, ακόμα και μεταξύ των δύο νεογνών 

«μάρτυρες». Εφόσον ο AIF φυσιολογικά εμπλέκεται στη διατήρηση ή/και οργάνωση 

του μιτοχονδριακού αναπνευστικού συμπλέγματος Ι [for review, (Bano and Prehn, 

2018)], η παρατηρούμενη διακύμανση μπορεί απλά να αντανακλά διαφορές στην 

μεταβολική/ ενεργειακή κατάσταση της SN ανάμεσα στα περιστατικά, υπό ένα 

μεικτό γενετικό υπόβαθρο (Benit et al., 2008). Ωστόσο, η AIF-ανοσοθετικότητα 

βρέθηκε να είναι υψηλότερη σε περιστατικά με παρατεταμένης διάρκειας ΠΥΙ 

βλάβη, η πλειοψηφία των οποίων είχε επίσης διάγνωση περιφερικής ή εγκεφαλικής 

μόλυνσης. Πρόσφατες μελέτες προτείνουν ότι η φλεγμονή και η ΠΥΙ μπορούν να 

προκαλέσουν αθροιστικά μεγαλύτερη εγκεφαλική βλάβη μέσω κοινών κυτταρικών 

και μοριακών μονοπατιών, εμπλέκοντας τη παραγωγή ελεύθερων ριζών οξυγόνου 

(ROS) και έτσι, να οδηγήσουν σε μείωση του κατωφλιού που η ΠΥΙ από μόνη της 

προκαλεί βλάβη (Coimbra-Costa et al., 2017; Novak et al., 2018; Ugwumadu, 2006; 

Zhao et al., 2013).  
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Περιγεννητική έκθεση στο λιποπολυσακχαρίτη (LPS), που οδηγεί σε φλεγμονή, 

προκαλεί μείωση της ΤΗ-ανοσοθετικότητας στους νευρώνες του LC και της SN του 

αρουραίου κατά την ενηλικίωση (Tien et al., 2017). Συνεπώς, η παρουσία μόλυνσης 

εν μέρει μπορεί να εξηγήσει τη μείωση της ΤΗ-ανοσοθετικότητας και στο δικό μας 

υλικό, όπως παρατηρήθηκε σε προηγούμενη μελέτη μας (Pagida et al., 2016; Pagida 

et al., 2013b).   

Υψηλά επίπεδα AIF μπορούν να καταστήσουν τους νευρώνες τόσο της SN, όσο και 

του LC ευάλωτους στο θάνατο μέσω AIF. Στη SN του ανθρώπινου νεογνού δεν 

παρατηρήθηκε μεγάλος αριθμός νευρώνων με πυρηνική AIF-χρώση. Αντίθετα, στον 

LC, βρέθηκε υψηλότερος αριθμός που εξαρτιόταν από το βαθμό υποξίας και το 

φύλο. Πράγματι, ο LC είναι ιδιαίτερα ευάλωτος στην ΠΥΙ. Ενεργοποιείται μετά από 

οξεία υποξία (Breen et al., 1997; Nitsos and Walker, 1999) και ακόμα και μετά από 

ήπιας έντασης ΠΥΙ, προκαλείται μακροχρόνια μείωση στον αριθμό των 

νοραδρενεργικών νευρώνων στον LC (Buller et al., 2008; Chen et al., 1997).  

Απελευθέρωση και μετακίνηση του AIF στον πυρήνα, με απουσία ενεργοποίησης 

της κασπάσης-3, έχει παρατηρηθεί στους ντοπαμινεργικούς νευρώνες της SN 

τρωκτικών μετά από βλάβη με ροτενόνη (Lim et al., 2007), 6-υδροξυ-ντοπαμίνη (6-

ΟΗDA) (Kim et al., 2011) ή έγχυση MPTP (Wang et al., 2003), που χρησιμοποιούνται 

ως πειραματικά μοντέλα της νόσου Πάρκινσον. Στο 6-ΟΗDA πειραματικό μοντέλο, 

οι ντοπαμινεργικοί SN νευρώνες με πυρηνική εντόπιση του AIF εμφάνιζαν χαμηλά 

επίπεδα έκφρασης της ΤΗ (Kim et al., 2011).  

 

4. Δείκτες Αυτοφαγίας LC3 και LAMP1 

Επαγωγή του μηχανισμού της αυτοφαγίας περιγράφεται σε διάφορες περιοχές του 

εγκεφάλου πειραματοζώων μετά από ΠΥΙ, κυρίως στον ιππόκαμπο και το φλοιό 

(Carloni et al., 2008; Ginet et al., 2014; Ginet et al., 2009; Koike et al., 2008; Shi et 

al., 2012; Uchiyama et al., 2008a; Weis et al., 2014).  

Στη παρούσα μελέτη, διερευνήσαμε ανοσοϊστοχημικά την έκφραση της LC3, που 

αποτελεί  τη πιο συχνή μέθοδο εντοπισμού αυτοφαγοσωμάτων στο οπτικό 

μικροσκόπιο (Kabeya et al., 2000; Rosenfeldt et al., 2012), παράλληλα με έναν 
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δείκτη λυσοσωμάτων, το LAMP1 στο μεσεγκέφαλο και τη γέφυρα του ανθρώπινου 

νεογνού, περιοχές που δεν έχουν μελετηθεί στα πειραματικά μοντέλα ΠΥΙ.  

Τα ευρήματά μας στον ανθρώπινο νεογνικό εγκέφαλο έδειξαν ότι υπάρχουν 

διαφορετικά πρότυπα κατανομής της LC3, όσο και μεγάλη διακύμανση της έντασης 

της LC3-χρώσης μεταξύ των περιστατικών στις περιοχές που μελετήσαμε. Η LC3-

χρώση ήταν συνήθως διάχυτη, ομοιόμορφα κατανεμημένη στους νευρώνες της SN, 

σε αντίθεση με τη στικτή χρώση που βρήκαμε στους νευρώνες του LC. 

Ανοσοϊστοχημικά μια διάχυτη χρώση στο κυτταρόπλασμα υποδηλώνει τη παρουσία 

της LC3-I, ενώ στικτή χρώση υποδεικνύει παραγωγή της  LC3-II και συνεπώς, το 

σχηματισμό αυτοφαγοσωμάτων (Rosenfeldt et al., 2012). 

Η παρουσία στικτής χρώσης LC3 δεν υποδηλώνει απαραίτητα ότι ο ιστός περιέχει 

υψηλά επίπεδα ενεργής και επιτυχούς αυτοφαγίας. Ο σχηματισμός των 

αυτοφαγοσωμάτων αποτελεί ένα ενδιάμεσο βήμα στη διαδικασία της αυτοφαγίας. 

Μπορεί να συσσωρεύονται λόγω επαγωγής της αυτοφαγίας ή της ύπαρξης της 

βασικής φυσιολογικής αυτοφαγίας, δηλαδή επειδή έχει ανασταλεί η διαδικασία σε 

μετέπειτα στάδιο. Αυτό μπορεί να σημαίνει ότι μπορεί να υπάρχει πρόβλημα στο 

στάδιο της ένωσης με τα λυσοσώματα ή να υπάρχει καταστολή της ενεργότητας των 

λυσοσωμάτων (Rosenfeldt et al., 2012). Συνεπώς, χρειάζεται η συνδυαστική μελέτη 

και άλλων δεικτών για την εξαγωγή συμπερασμάτων. 

Απουσία έκφρασης LAMP1 παρατηρήθηκε στη περιοχή της SN, ενώ μια αχνή, στικτή 

χρώση διαπιστώθηκε στον LC κάποιων περιστατικών. Η παρουσία LAMP1-χρώσης 

υπό τη μορφή κοκκίων υποδηλώνει ότι τα λυσοσώματα παραμένουν άθικτα (Ginet 

et al., 2009). 

Συνεπώς, με βάση τις  δύο αυτές χρώσεις, τα πρώτα μας αποτελέσματα 

υποδεικνύουν την ενεργοποίηση μηχανισμών αυτοφαγίας στους νευρώνες του LC, 

σε αντίθεση με τους νευρώνες της SN. Στη SN ενήλικων ατόμων χωρίς 

νευροπαθολογικές αλλοιώσεις, έχει παρατηρηθεί ανοσοθετικότητα για LAMP-1 

(διάχυτη στικτή χρώση) τόσο στους SN νευρώνες με μελανίνη, όσο και χωρίς (Chu et 

al., 2009; Gurney et al., 2018). Μείωση στην έκφραση της LAMP1 βρέθηκε τόσο στη 

SN παρκινσονικών ασθενών (Chu et al., 2009), όσο και με νόσο Lewy body (Gurney 

et al., 2018). Στον αρουραίο, υψηλή έκφραση της LAMP1, επίσης, ανιχνεύεται 
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φυσιολογικά στους SN νευρώνες. Μετά, όμως, από βλάβη των SN νευρώνων λόγω 

υπερέκφρασης της α-συνουκλεϊνης σε αυτούς, παρατηρείται μείωση της LAMP1 

έκφρασης, παράλληλα με απώλεια του ~60% των ΤΗ-ΙR νευρώνων (Chu et al., 2009). 

Tο ερώτημα λοιπόν που τίθεται είναι εάν η απουσία χρώσης για LAMP1 στους SN 

νευρώνες του ανθρώπινου νεογνού υποδηλώνει μια πρώιμη βλάβη στα 

λυσοσώματα που οδηγεί σε συσσώρευση/αύξηση της LC3 σε κάποια περιστατικά 

λόγω της επίδρασης της ΠΥΙ ή αποτελεί ένα αναπτυξιακό φαινόμενο και υπάρχουν 

άλλοι δείκτες λυσοσωμάτων που εκφράζονται κατά τη διάρκεια αυτής της 

περίοδου, κάτι που χρήζει περαιτέρω διερεύνησης με άλλους δείκτες 

λυσοσωμάτων. 

 

5. Tuj1 

Η β-tubulin ΙΙΙ (Tuj1), ένα ενδιάμεσο ινίδιο του κυτταροσκελετού, παράγεται 

αποκλειστικά στους μετα-μιτωτικούς νευρώνες και θεωρείται δείκτης ανώριμων 

νευρώνων. Στη παρούσα μελέτη, δεν βρέθηκε Tuj1-χρώση στους νευρώνες της SN 

και του LC του ανθρώπινου νεογνού που πιθανώς υποδεικνύει ότι οι νευρώνες 

αυτοί είναι ώριμοι. Αντίθετα, έντονη χρώση παρατηρήθηκε στα Purkinje κύτταρα 

ενήλικης παρεγκεφαλίδας, που χρησιμοποιήθηκε ως ιστολογικός «μάρτυρας» της 

χρώσης.  

ΣΥΝΟΨΗ/ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Τα τελευταία χρόνια, τα πειραματικά μοντέλα χρησιμοποιούνται ευρέως για τη 

μελέτη και την κατανόηση των μηχανισμών που ενεργοποιούνται μετά την Υ/Ι 

βλάβη. Αν και οι μελέτες αυτές είναι πολύ σημαντικές γιατί δίνουν τη δυνατότητα 

να ανακαλυφθούν νέες φαρμακευτικές θεραπείες, δεν αντανακλούν απόλυτα την 

παθοφυσιολογία του ανθρώπινου εγκεφάλου μετά από ΠΥΙ.  

Στη παρούσα μελέτη, δείξαμε ότι στον μεσεγκέφαλο και τη γέφυρα του ανθρώπινου 

νεογνού, ο AIF παίζει κεντρικό ρόλο στους αποπτωτικούς μηχανισμούς που 

ενεργοποιούνται μετά από ΠΥΙ, και όχι η κασπάση-3. Η παρουσία 

φλεγμονής/μόλυνσης, σε συνδυασμό με την ΠΥΙ, φαίνεται ότι προκαλούν αύξηση 

της έκφρασης του AIF στο κυτταρόπλασμά των νευρώνων της SN και του LC, που 
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πιθανώς αυξάνει την ευαλωτότητά τους στο θάνατο μέσω AIF. Στον ποντικό, η 

πυρηνική εντόπιση του AIF έχει συσχετισθεί με μειωμένη έκφραση της ΤΗ στους 

νευρώνες της SN μετά από βλάβη, ενώ δεν έχει μελετηθεί στον LC. 

Επίσης, τα πρώτα ευρήματα υποδηλώνουν προβλήματα στην ενεργότητα των 

λυσοσωμάτων στους νευρώνες της SN που μπορεί να οδηγούν σε αποτυχία των 

μηχανισμών αυτοφαγίας, σε αντίθεση με το LC που φαίνεται ότι η αυτοφαγία 

λειτουργεί κανονικά. Η ενεργοποίηση/δυσλειτουργία των μηχανισμών αυτοφαγίας 

έχει συσχετισθεί με μειωμένη έκφραση της ΤΗ (Chu et al., 2009; Gurney et al., 2018) 

στους νευρώνες της SN και πιθανώς μπορούν να εξηγήσουν την μειωμένη TH-

ανοσοθετικότητα που παρατηρήθηκε στη SN του ανθρώπινου νεογνού σε 

προηγούμενη μελέτη μας (Pagida et al., 2013b).  

Η απουσία Tuj1- ανοσοαντίδρασης υποδηλώνει πιθανώς ότι δεν υπάρχει 

καθυστέρηση ανάπτυξης και συνεπώς, η μείωση του μεγέθους των SN νευρώνων 

στην παρατεταμένη υποξία πιθανώς σχετίζεται με την έλλειψη ενέργειας στη SN και 

τον LC. Είναι γνωστό ότι η χρόνια υποξία προκαλεί μια προσαρμοστική μείωση του 

μεταβολισμού (Hochachka et al., 1994). Μείωση στο κυτταρικό μέγεθος των ΤΗ-

ανοσοθετικών νευρώνων έχει περιγραφεί στο LC ανθρώπων μεγάλης ηλικίας (Chan-

Palay and Asan, 1989), που είναι γνωστό ότι σταδιακά εμφανίζουν μειωμένη 

αιματική ροή στον εγκέφαλο (Alosco et al., 2013; Sabayan et al., 2013).  
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