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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
 
Κατά την παρασκευή των υποστρωµάτων που χρησιµοποιούνται στην in vitro 

παραγωγή εµβρύων (IVP) καταβάλλεται προσπάθεια αποµίµησης της σύνθεσης του 
αντίστοιχου in vivo περιβάλλοντος, δηλαδή του υγρού του προωοθυλακιορρηκτικού 
ωοθυλακίου (Υ.Π.Ω.) ή /και του υγρού του ωαγωγού περί τον οίστρο (Υ.Ω.). Η IVP 
επηρεάζεται αρνητικά από το οξειδωτικό στρες. Στην εργασία αυτή, αφού 
προσοµοιώθηκε η αντιοξειδωτική ικανότητα (Α.Ι.) του Υ.Π.Ω και του Υ.Ω. στα 
αντίστοιχα υποστρώµατα της IVP µε τη χρήση αντιοξειδωτικών, εξετάσθηκε η επίδραση 
της προσοµοίωσης αυτής στις αποδόσεις της IVP. Ως αντιοξειδωτικά επιλέχθηκαν το 
γουαϊαζουλένιο και η µελατονίνη. Το γουαϊαζουλένιο είναι λιπόφιλο προϊόν εκχύλισης 
ειδών χαµοµηλιού, µε ισχυρή αντιοξειδωτική δράση. Η µελατονίνη είναι ενδογενής ουσία 
των οργανισµών, µε ορµονική κυρίως δράση, στην οποία πρόσφατα αποδόθηκαν και 
αξιοσηµείωτες αντιοξειδωτικές ιδιότητες. Επειδή η µελατονίνη εκκρίνεται in vivo µε 
κιρκάδιο ρυθµό, επιχειρήθηκε επιπλέον η προσοµοίωση αυτού στις in vitro συνθήκες.  

Για τους σκοπούς της έρευνας, συλλέχθηκαν δείγµατα Υ.Π.Ω. και Υ.Ω. από 10 
αγελάδες φυλής Holstein σε οίστρο. Επίσης, συλλέχθηκαν δείγµατα από τα τυποποιηµένα 
υποστρώµατα της IVP, δηλαδή της in vitro ωρίµανσης ωαρίων (IVM), της in vitro 
γονιµοποίησης (IVF) και της in vitro καλλιέργειας των εµβρύων (IVC). Προκειµένου να 
επιλεχθούν τα κατάλληλα τροποποιηµένα υποστρώµατα που να έχουν Α.Ι. ανάλογη των 
αντίστοιχών τους βιολογικών υγρών, διαδοχικές αραιώσεις των προαναφερόµενων 
αντιοξειδωτικών προστέθηκαν στα υποστρώµατα της IVP. Η Α.Ι. των δειγµάτων 
προσδιορίστηκε µε βάση την ικανότητά τους να αναστείλουν την προκαλούµενη λιπιδική 
υπεροξείδωση (Λ.Υ.) σε µικροσωµατικές µεµβράνες ήπατος επιµύων. Η Λ.Υ. 
υπολογίστηκε φασµατοφωτοµετρικά µε τον προσδιορισµό του αντιδρώντος µε 2-
θειοβαρβιτουρικό οξύ προϊόντος. 

Ακολούθησε η συλλογή συνολικά 18.142 ωαρίων ύστερα από 30.922 
αναρροφήσεις ωοθυλακίων διαµέτρου 2-8 mm, που προέρχονταν από 3.478 πτωµατικές 
ωοθήκες αγελάδων. Από τα ωάρια αυτά επιλέχθηκαν και χρησιµοποιήθηκαν τα 8.655 για 
τους πειραµατισµούς αυτής της µελέτης. 

Σε ό,τι αφορά στο γουαϊαζουλένιο, πραγµατοποιήθηκαν οι εξής πειραµατισµοί:  
1. IVM για 18 ώρες µε προσθήκη γουαϊαζουλενίου. Ακολούθησε µονιµοποίηση και 

χρώση των ωαρίων µε ορκεΐνη 2% και στη συνέχεια µικροσκοπική εκτίµηση της 
ωρίµανσης του πυρήνα τους συγκριτικά µε τον αντίστοιχο µάρτυρα.  

2. IVP µε ή χωρίς την προσθήκη γουαϊαζουλενίου στα επιµέρους στάδιά της σε 
συνδυασµούς που επιλέχθηκαν. Σε όλες τις περιπτώσεις τα στάδια της IVM και 
της IVF ήταν 18ωρης διάρκειας. Η εκτίµηση της εκάστοτε επίδρασης στη 
γονιµοποίηση ή και στην εξέλιξη των παραγόµενων εµβρύων γινόταν συγκριτικά 
µε τον αντίστοιχο µάρτυρα µετά από στερεοσκοπική παρατήρηση στο τέλος της 
48ωρης, κάθε φορά, IVC. Επειδή για την υποβοήθηση της διάλυσης του 
λιπόφιλου γουαϊαζουλενίου στα υδατικά υποστρώµατα της IVP γινόταν χρήση 
DMSO, υπήρχε σε κάθε πειραµατισµό και ενδιάµεσος µάρτυρας που περιείχε 
ισόποση δόση DMSΟ, απ’ όπου προέκυψε, ότι το DMSO δεν παρεµβαίνει στην 
αξιολόγηση των αποτελεσµάτων.  
Σε ό,τι αφορά στη µελατονίνη, πραγµατοποιήθηκαν οι εξής πειραµατισµοί:  

1. IVM για 18 και 24 ώρες µε προσθήκη µελατονίνης. Ακολούθησε µονιµοποίηση 
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και χρώση των ωαρίων µε ορκεΐνη 2% και στη συνέχεια µικροσκοπική εκτίµηση 
της ωρίµανσης του πυρήνα τους συγκριτικά µε τον αντίστοιχο µάρτυρα.  

2. IVP µε προσθήκη µελατονίνης σε ένα, κάθε φορά, επιµέρους στάδιό της. Όπου 
δεν γινόταν προσθήκη µελατονίνης η επώαση πραγµατοποιούνταν στο 
τυποποιηµένο υπόστρωµα του αντίστοιχου σταδίου και για 24 ώρες στην IVM ή 
IVF. Η εκτίµηση της εκάστοτε επίδρασης στη γονιµοποίηση ή και στην εξέλιξη 
των παραγόµενων εµβρύων γινόταν συγκριτικά µε τον αντίστοιχο µάρτυρα µετά 
από στερεοσκοπική παρατήρηση στο τέλος της 48ωρης, κάθε φορά, IVC. 

3. Επιπλέον, για τη µελέτη της προσοµοίωσης του in vivo κιρκάδιου τρόπου δράσης 
στην ωρίµανση του πυρήνα των ωαρίων in vitro και στην απόδοση της IVP 
πραγµατοποιήθηκαν επωάσεις των ωαρίων στο τροποποιηµένο υπόστρωµα µετά 
από προσθήκη µελατονίνης είτε στο πρώτο τρίτο, είτε στο τελευταίο τρίτο της 
18ωρης ή/και της 24ωρης επώασης προκειµένου για την IVM ή την IVF. Η 
αντίστοιχη επίδραση της µελατονίνης στην IVC µελετήθηκε µε παραµονή των 
εµβρύων σε τροποποιηµένο υπόστρωµα είτε µόνο για το πρώτο τρίτο της πρώτης 
ηµέρας, είτε µόνο για το τελευταίο τρίτο της δεύτερης ηµέρας, είτε και για τα δύο 
χρονικά αυτά διαστήµατα της 48ωρης καλλιέργειας. Σε κάθε περίπτωση, στο 
υπόλοιπο χρονικό διάστηµα οι επωάσεις διενεργούνταν µε το τυποποιηµένο 
υπόστρωµα του αντίστοιχου σταδίου.  
Η στατιστική αξιολόγηση των αποτελεσµάτων οδήγησε στις εξής διαπιστώσεις:  

1) Το υγρό του προωοθυλακιορρηκτικού ωοθυλακίου καθώς και το υγρό περιβάλλον 
στο εσωτερικό του ωαγωγού λίγο πριν την ωοθυλακιορρηξία, στα βοοειδή, έχουν 
σηµαντικά ισχυρότερη Α.Ι. από τα αντίστοιχα κλασικά υποστρώµατα της IVP.  

2) Η προσθήκη του γουαϊαζουλενίου, σε συγκεντρώσεις που προσοµοιώνουν την 
Α.Ι. των in vivo στις αντίστοιχες in vitro συνθήκες, στην 18ωρη IVM οδήγησε σε 
αύξηση του ποσοστού των ωαρίων, στα οποία ολοκληρώθηκε η ωρίµανση του 
πυρήνα. Επίσης, η προσθήκη του γουαϊαζουλενίου στην IVM µόνο ή σε 
συνδυασµό µε την προσθήκη του στην 48ωρη IVC βελτίωσε τα ποσοστά 
γονιµοποίησης και τα ποσοστά ανάπτυξης (µε περισσότερα από 4 κύτταρα) των 
εµβρύων. Η προσθήκη του στη 18ωρη IVF δεν είχε καµία επίδραση στην 
απόδοση της IVP, ενώ σε συνδυασµό µε την προσθήκη του στην IVM ή και την 
IVC οδήγησε σε αύξηση µόνο του ποσοστού των ανεπτυγµένων εµβρύων, όπως 
παρατηρήθηκε και στην περίπτωση της µεµονωµένης προσθήκης του στην IVC. 

3) Τα ποσοστά γονιµοποίησης ή/και τα ποσοστά ανεπτυγµένων εµβρύων που 
επιτεύχθηκαν µετά την προσθήκη του γουαϊαζουλενίου µόνο στην IVM, µόνο 
στην IVC, ή και στις δύο, µετά από 18ωρης διάρκειας επωάσεις στην IVM και 
στην IVF, ήταν σηµαντικά µεγαλύτερα από τα αντίστοιχα του µάρτυρα των 
24ωρων επωάσεων στην IVM και στην IVF. 

4) Η προσθήκη µελατονίνης σε όλη τη διάρκεια οποιουδήποτε σταδίου της IVP, 
παρόλο που χρησιµοποιήθηκε σε συγκεντρώσεις που προσοµοιώνουν την 
αντιοξειδωτική ικανότητα των in vivo συνθηκών, οδήγησε σε µείωση των 
αποδόσεων της IVP. 

5) Η προσθήκη µελατονίνης στις ίδιες συγκεντρώσεις, αλλά µε τρόπο που 
προσοµοιάζει στον κιρκάδιο ρυθµό έκκρισής της in vivo, οδήγησε α) σε 
σηµαντικά µεγαλύτερα ποσοστά γονιµοποίησης και ποσοστά ανεπτυγµένων 
εµβρύων, όταν προστέθηκε στο τελευταίο τρίτο της 24ωρης IVM και β) µόνο σε 
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µεγαλύτερο ποσοστό ανεπτυγµένων εµβρύων, όταν προστέθηκε στο πρώτο τρίτο 
της ίδιας επώασης. Το ίδιο παρατηρήθηκε επίσης µετά από προσθήκη 
µελατονίνης µόνο στο τελευταίο τρίτο της 18ωρης IVM, καθώς επίσης και µόνο 
στις τελευταίες 8 ώρες της 48ωρης IVC. 

 
Συµπερασµατικά, η προσθήκη των αντιοξειδωτικών γουαϊαζουλενίου και 

µελατονίνης σε συγκεκριµένες περιόδους επώασης, στα υποστρώµατα της IVP σε 
συγκεντρώσεις που καθιστούν την αντιοξειδωτική τους ικανότητα ανάλογη µε εκείνη των 
αντίστοιχων in vivo συνθηκών, θα µπορούσε να συνεισφέρει στις προσπάθειες 
βελτιστοποίησης των αποδόσεων της IVP βοοειδών. Οι παραπάνω ουσίες, όταν ασκούν 
τη δράση τους σε συγκεκριµένα διαστήµατα στην IVP, οδηγούν σε αύξηση στα ποσοστά 
γονιµοποίησης και στα ποσοστά ανάπτυξης των εµβρύων. Επιπλέον, στην περίπτωση του 
γουαϊαζουλενίου µειώνεται και ο χρόνος που απαιτείται για την επίτευξη αυτών των 
ποσοστών. Ωστόσο, προκειµένου τα αντιοξειδωτικά αυτά να καταστούν συστατικά των 
τυποποιηµένων υποστρωµάτων της IVP, απαιτούνται επιπλέον έρευνες σχετικά µε την 
επίδρασή τους στην απόδοση και στη βιωσιµότητα των παραγόµενων βλαστικών 
κύστεων και κυρίως στο ποσοστό εξέλιξης της εγκυµοσύνης και των γεννήσεων υγιών 
µόσχων που µπορεί να επιτευχθεί µετά από µεταφορά τους σε ζώα-δέκτες. 
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ABSTRACT 
 

Synthesis of the substrates for bovine in vitro embryo production (IVP), mimics 
the in vivo composition of fluids where oocytes mature (follicular fluid, FF), are fertilized 
and early embryonic development occurs (FF and oviductal fluid, OF). Given that 
oxidative stress adversely affects the IVP outcome, in this study we assessed the 
antioxidant capacity (AC) of the bovine FF and OF as well as that of the IVP substrates. 
This was accomplished by assaying the total protection against lipid peroxidation 
(TPaLP). We adjusted the in vitro to the in vivo conditions by using certain antioxidants 
and evaluated the effect of this adjustment on the IVP efficiency. As antioxidants 
guaiazulene and melatonin were selected. Guaiazulene is a nontoxic component of 
chamomile-oil, possessing high antioxidant activity. Melatonin is a hormone with 
antioxidant properties. The circadian manner of the in vivo melatonin secretion was taken 
into consideration for the experimental design. 

FF and OF samples were collected from 10 Holstein cows in oestrus. Substrate 
samples from all the IVP phases, namely in vitro oocyte maturation (IVM), in vitro 
fertilization (IVF) and in vitro embryo culture (IVC) as well as samples coming from 
serially diluted samples of the antioxidants in IVP substrates were also used in order to 
choose the properly modified substrates, that provide (TPaLP) similar to that of their 
biological reference. We assessed AC according to the sample ability to inhibit rat hepatic 
microsomal membrane lipid peroxidation (TPaLP). TPaLP was assayed 
spectrophotometrically, by the determination of the 2-Thiobarbituric acid reactive 
material.  

From 3,478 bovine ovaries, 18,142 oocytes were collected after aspirating 30,922 
follicles having diameter between 2 to 8 mm. After quality assessment, 8,655 oocytes 
were selected and used for our experiments. 

Regarding the investigation of guaiazulene effect the following experimental 
design was used:  

1. Microscopical evaluation of nuclear maturation of fixed and stained (2% orcein) 
oocytes after 18h IVM in the presence of guaiazulene compared with the 
respective control. Because guaiazulene was dissolved in DMSO, a second control 
containing the same amount of DMSO was used.  

2. Stereomicroscopical evaluation of cleavage and/or early embryo development 
(>4-cell embryos) after IVP (18h IVM, 18h IVF and 48h IVC) in the presence of 
guaiazulene during each one of the IVP phases or any possible combination of 
IVP phases compared with the respective and a second control. Under the above 
experimental conditions, DMSO did not interfere in the interpretation of our 
results.  

 
Regarding the investigation of melatonin effect the following experimental design 

was used:  
1. Microscopical evaluation of nuclear maturation of fixed and stained (2% orcein) 

oocytes after 18h and 24h IVM in the presence of melatonin compared with the 
respective control.  

2. Stereomicroscopical evaluation of cleavage and/or early embryo development 
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after 48h IVC following the presence of melatonin during each one of the IVP 
phases (18h either 24h IVM, or 18h IVF, or 48h IVC) compared with the 
respective control. Whenever melatonin was not present in an IVP phase, an 24h 
IVM or IVF incubation was carried out in standard substrates. 

3. In order to study the effect of a circadian-like addition of melatonin on IVP 
outcome, a series of experiments were designed. Melatonin-modified substrate 
was only added in the first or last third of incubation in 18h or 24h IVM and in 
18h IVF, or in the first or last 8h of IVC. The remaining time of incubations was 
carried out in standard IVP substrates. 

  
Our results are summarized as follows: 
Bovine FF and OF around oestrus provide significantly higher TPaLP than that of 

their respective IVP substrates. 
When the AC of the IVM substrate was adjusted to that of the FF with the 

addition of guaiazulene, the proportion of oocytes with matured nuclei was increased in 
comparison with the controls. In addition, guaiazulene improved cleavage and embryo 
development rates when present during IVM and/or 48h IVC. When present during 18h 
IVF, guaiazulene exerted no effect. However, when guaiazulene was added in all phases 
of IVP, embryo development rate was increased in a way similar to that occurred after 
guaiazulene addition only to the IVC substrate. 

Cleavage and embryo development rates in the presence of guaiazulene during 
IVM and/or IVC, after 18h IVM and IVF, were significantly higher than that of the 
control group after 24h IVM and IVF. 

When melatonin was added into any of all the distinctive IVP phases the IVP 
efficiency was decreased. Melatonin increased cleavage and embryo development rates, 
when present only in the last 8h of 24h IVM. Melatonin improved embryo development 
when added to the IVM substrate only for the first 8 of 24h IVM, or for the last 6h of 18h 
IVM, or for the last 8h of 48 IVC. 

In conclusion, guaiazulene and melatonin supplementation of the IVP substrates, 
at concentrations simulating AC of their biological reference, may contribute to the 
optimization of the bovine IVP efficiency. Melatonin should be present only during 
certain periods of incubations in order to exert beneficial effects on IVP outcome. 
Guaiazulene could also improve IVP effectiveness by reducing the time required for in 
vitro embryo development.  

The possible effects of the antioxidants on blastocyst formation and mainly on the 
fate of the transferred in vitro produced embryos should be the physical continuation of 
the present research. 
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 
Οι δυνατότητες που παρέχει η in vitro παραγωγή εµβρύων στον τοµέα της 

γενετικής βελτίωσης των µηρυκαστικών, και ιδιαίτερα των βοοειδών, σε συνδυασµό µε 
το αναµενόµενο οικονοµικό όφελος αποτέλεσαν τους καθοριστικούς παράγοντες για την 
ανάπτυξη της σχετικής µεθοδολογίας µε ταχύτερους ρυθµούς σε σύγκριση µε άλλα είδη 
κατοικιδίων θηλαστικών. Ωστόσο, παρά τη µεγάλη πρόοδο που έχει σηµειωθεί στις 
εφαρµοζόµενες τεχνικές, η in vitro παραγωγή εµβρύων βοοειδών εξακολουθεί να έχει 
χαµηλά ποσοστά επιτυχίας σε σχέση µε την αντίστοιχή της αναπαραγωγική διαδικασία in 
vivo, εξαιτίας αθροιστικών απωλειών στα επιµέρους στάδιά της. Το οξειδωτικό στρες 
αποτελεί µία πιθανή αιτία εµφάνισης των απωλειών αυτών. Στην εργασία αυτή, λοιπόν, 
αφού επιχειρείται η προσοµοίωση της αντιοξειδωτικής ικανότητας των in vivo στις 
αντίστοιχες in vitro συνθήκες µε τη χρήση των αντιοξειδωτικών γουαϊαζουλενίου και 
µελατονίνης, διερευνάται η επίδραση της προσοµοίωσης αυτής στις αποδόσεις της in 
vitro παραγωγής εµβρύων βοοειδών. 

Η πραγµατοποίηση της διατριβής αυτής αποτέλεσε προϊόν συνεργασίας της 
Κλινικής Μαιευτικής και Αναπαραγωγής του Τµήµατος Κτηνιατρικής του 
Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας µε το Ινστιτούτο Κτηνιατρικών Ερευνών Θεσσαλονίκης και 
το Τµήµα Φαρµακευτικής του ΑΠΘ, στο πλαίσιο του Προγράµµατος ΠΕΝΕ∆ 2001 
(Κωδικός έργου 01Ε∆8.3/1803). 

Θα ήθελα να ευχαριστήσω θερµά τον επίκουρο καθηγητή του Τµήµατος 
Κτηνιατρικής του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας κ. Γ.Σ. Αµοιρίδη για την υπόδειξη του 
θέµατος της διατριβής, καθώς και την πρόθυµη και ουσιαστική καθοδήγηση και 
συµπαράστασή του σε όλη τη διάρκεια του εγχειρήµατος. 

 Τον αναπληρωτή καθηγητή του Τµήµατος Κτηνιατρικής, ∆ιευθυντή της Κλινικής 
Μαιευτικής και Αναπαραγωγής και µέλος της συµβουλευτικής επιτροπής κ. Γ. Φθενάκη 
ευχαριστώ θερµά για την εµπιστοσύνη και τη συµβολή του στην εκπόνηση της διατριβής. 

Ιδιαίτερα ευχαριστώ την αναπληρώτρια καθηγήτρια του Τµήµατος 
Φαρµακευτικής του ΑΠΘ κ. Ε. Ρέκκα, για την πρόθυµη µετάδοση των επιστηµονικών 
γνώσεών της, για τη συµβολή της στην εκµάθηση των εργαστηριακών τεχνικών και την 
πολύτιµη βοήθειά της κατά τη διεξαγωγή των αντίστοιχων πειραµατισµών. 

Επίσης, ευχαριστώ θερµά τη ∆ιευθύντρια του Ινστιτούτου Κτηνιατρικών Ερευνών 
Θεσσαλονίκης κ. Σ. Μπελιµπασάκη, που κατέστησε δυνατή την εκπόνηση µεγάλου 
µέρους της διατριβής στο Ινστιτούτο. 

Θερµές ευχαριστίες οφείλω στον τακτικό ερευνητή του Ινστιτούτου 
Κτηνιατρικών Ερευνών Θεσσαλονίκης κ. Ε. Βαϊνά για την ουσιαστική και πολύπλευρη 
υποστήριξή του καθώς και τις πολύτιµες υποδείξεις του σε όλες τις φάσεις αυτής της 
προσπάθειας. 

Θα ήθελα ακόµη να ευχαριστήσω ιδιαίτερα τον αναπληρωτή ερευνητή του 
Ινστιτούτου Κτηνιατρικών Ερευνών Θεσσαλονίκης κ. Κ. Ρέκκα για την καταλυτική 
συµβολή του στο σχεδιασµό αυτής της µελέτης, την καίρια καθοδήγηση και την αµέριστη 
συµπαράστασή του σε όλη τη διάρκεια της πραγµατοποίησής της. 

Θέλω επίσης να ευχαριστήσω θερµά την εντεταλµένη ερευνήτρια του Ινστιτούτου 
Κτηνιατρικών Ερευνών Θεσσαλονίκης κ. Φ. Σαµαρτζή για την ιδιαίτερα σηµαντική 
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συµβολή της στην εκµάθηση εργαστηριακών τεχνικών, καθώς και για την πάντα πρόθυµη 
και πολύτιµη βοήθειά της σε κάθε επίπεδο υλοποίησης αυτής της διατριβής.  

Ευχαριστώ το υποψήφιο διδάκτορα του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας, συνάδελφο 
και φίλο κ. Θ. Παπανικολάου για την αγαστή συνεργασία και την πολύπλευρη βοήθειά 
του ιδιαίτερα κατά τη διάρκεια εκτέλεσης των πειραµατισµών.  

Θα ήταν παράλειψή µου εάν δεν ευχαριστούσα ιδιαίτερα την τεχνολόγο ζωικής 
παραγωγής κ. Α. Κορωνάκη για την επίδειξη εργαστηριακών τεχνικών και την 
ουσιαστική συµβολή της στην εξοικείωσή µου µε τον τρόπο λειτουργίας του 
εργαστηρίου. 

Θεωρώ, ακόµη, υποχρέωσή µου να ευχαριστήσω τη Γενική Γραµµατεία Έρευνας 
και Τεχνολογίας, καθώς και την εταιρεία ΦΑΓΕ, χωρίς την οικονοµική υποστήριξη των 
οποίων θα ήταν αδύνατη η εκπόνηση της διατριβής αυτής. 

Τέλος, θερµές ευχαριστίες αλλά και ευγνωµοσύνη θα ήθελα να εκφράσω προς 
όλους εκείνους, που µε στήριξαν τόσο υλικά, όσο, κυρίως ηθικά, όλο το χρονικό 
διάστηµα που απαιτήθηκε για την ολοκλήρωση της διατριβής αυτής. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

Οι σύγχρονες παρεµβάσεις στην αναπαραγωγή των βοοειδών έχουν ως κύριο 
στόχο την επιτάχυνση του ρυθµού της γενετικής βελτίωσης. Η post mortem ή in vivo 
συλλογή ωαρίων από ωοθήκες ζώων, η in vitro ωρίµανση, η γονιµοποίησή τους, καθώς 
και η καλλιέργεια των παραγόµενων εµβρύων µέχρι το στάδιο της βλαστικής κύστης 
αποτελούν βασικά πεδία αυτών των παρεµβάσεων. 

 Η απόδοση της διαδικασίας της in vitro παραγωγής εµβρύων (in vitro embryo 
production, IVP) παραµένει µέχρι σήµερα αρκετά χαµηλή. Εκτιµάται ότι 15 έως 20% των 
καλλιεργούµενων ωαρίων ή 25 έως 30% των γονιµοποιηµένων ωαρίων εξελίσσονται σε 
µορίδια ή βλαστικές κύστεις (Hendriksen και συν. 2000, Yuan και συν. 2003, Knijn και 
συν. 2003). Τα υπόλοιπα εκφυλίζονται και υφίστανται κυτταρικό θάνατο σε κάποιο 
στάδιο της IVP (Betteridge 1988, Van Soom και συν. 2002, Merton και συν. 2003).  

Σε ολοένα και περισσότερα πειραµατικά ευρήµατα (Tatemoto και συν. 2000, 
Kitagawa και συν. 2004) συσχετίζεται ο κυτταρικός θάνατος που παρατηρείται κατά την 
διαδικασία της παραγωγή εµβρύων in vitro µε εκείνον άλλων κυττάρων του οργανισµού, 
που προκαλείται από την επίδραση του οξειδωτικού στρες, όπως για παράδειγµα τα 
ηπατικά (Kyle και συν. 1988), νευρικά (Clapp- Lilly και συν. 2002, Figueroa και συν. 
2005) και κύτταρα του νεφρού (Bhat και συν. 1999). Το οξειδωτικό στρες απορρέει από 
διαταραχές στην οξειδοαναγωγική ισορροπία των βιολογικών συστηµάτων και συνδέεται 
άρρηκτα µε την κατανάλωση οξυγόνου από αυτά.  

1.1. Ελεύθερες ρίζες 
Ο D. Gilbert πρότεινε ήδη από το 1954 τη θεωρία των ελευθέρων ριζών 

οξυγόνου, προκειµένου να ερµηνεύσει την τοξικότητα του οξυγόνου, που παρατηρείται 
κάτω από ορισµένες συνθήκες (Gilbert 1981). Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία, ενώ σε ένα 
κανονικό οµοιοπολικό δεσµό τα δύο ηλεκτρόνια που συµµετέχουν σε ένα µοριακό 
τροχιακό είναι συζευγµένα και έχουν αντιπαράλληλο σπιν (↑↓), στις ελεύθερες ρίζες (που 
µπορεί να είναι άτοµα, µόρια ή ιόντα), ένα ή περισσότερα ηλεκτρόνια µε παράλληλο σπιν 
(↑↑) σε ένα ή περισσότερα ατοµικά ή µοριακά τροχιακά είναι ασύζευκτο(α). Το 
ασύζευκτο ηλεκτρόνιο προσδίδει συνήθως στις ελεύθερες ρίζες (Ρ ) µεγάλη χηµική 
δραστικότητα (Koppenol 1994). 

 Στα βιολογικά συστήµατα, η παραγωγή ελευθέρων ριζών γίνεται συνήθως µε 
οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις, δηλαδή µε την προσθήκη ή αφαίρεση ενός ηλεκτρονίου 
από ένα χηµικό είδος, που µπορεί να είναι µόριο, ιόν, ρίζα, άτοµο (αναγωγή ή οξείδωση, 
αντίστοιχα) (Chaudiere 1994). 

1.2. ∆ραστικές µορφές οξυγόνου και αζώτου 
Οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, αλλά και γενικότερα οι δραστικές µορφές οξυγόνου 

(Reactive Oxygen Species, ROS), διαδραµατίζουν σπουδαίο ρόλο στα βιολογικά 
συστήµατα. Ο όρος δραστικές µορφές οξυγόνου περιλαµβάνει, εκτός από τις ελεύθερες 
ρίζες οξυγόνου, και τις ενώσεις που παράγονται από το µοριακό οξυγόνο µε αναγωγή 
ενός, δύο ή τριών ηλεκτρονίων, καθώς και τις οργανικές ρίζες και τα υπεροξείδια, που 
παράγονται από ενώσεις που αντέδρασαν µε ρίζες οξυγόνου (Halliwell και Gutteridge 
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1989). Η ρίζα του ανιόντος του υπεροξειδίου (Ο2
-), το υπεροξείδιο του υδρογόνου 

(Η2Ο2) και η υδροξυλική ρίζα (HΟ ) αποτελούν τις σηµαντικότερες ROS. Επισηµαίνεται 
ότι στις δραστικές µορφές οξυγόνου δεν περιλαµβάνονται µόνον ελεύθερες ρίζες (π.χ. το 
Η2Ο2). 

 Ορισµένες ενώσεις του αζώτου, όπως το ΝΟ και το ΝΟ2, είναι ελεύθερες ρίζες. 
Αυτές και ορισµένα παράγωγά τους, όπως τα νιτρώδη (ΝΟ2

-) και τα νιτρικά (ΝΟ3
-) 

ανιόντα, αποτελούν δραστικές µορφές αζώτου (Reactive Nitrogen Species, RNS) (Rice- 
Evans 1994) που ασκούν σηµαντική δράση σε αρκετές βιολογικές λειτουργίες. 

1.3. Αερόβιος µεταβολισµός και δραστικές µορφές οξυγόνου  
 Το Ο2

- αλλά και άλλες ROS αποτελούν προϊόντα κατάλυσης των οξειδασών. 
Κύριο γνώρισµα των περισσοτέρων από 250 γνωστών µέχρι σήµερα οξειδασών είναι το 
γεγονός ότι περιέχουν ένα ή περισσότερα µεταβατικά µέταλλα (π.χ. Fe ) σε µία ή 
περισσότερες προσθετικές οµάδες (π.χ. αίµη), που τους επιτρέπουν να αποθηκεύουν 
ηλεκτρόνια και να τα µεταφέρουν στη συνέχεια στο οξυγόνο. Οι οξειδάσες αποτελούν 
τον ακρογωνιαίο λίθο του αερόβιου µεταβολισµού, αφού εµπλέκονται σε πολλές βασικές 
λειτουργίες, in vivo (Chaudiere 1994).  

++(+)

1.3.1. Οξειδωτική φωσφορυλίωση 
Εκτιµάται ότι από το συνολικό οξυγόνο που καταναλώνουν τα θηλαστικά, το 85-

90% καταναλώνεται στα µιτοχόνδρια. Από αυτό, περίπου 98% µεταβολίζεται από ένα 
µόνον ένζυµο, την οξειδάση του κυτοχρώµατος, που µεταφέρει τέσσερα ηλεκτρόνια στο 
Ο2 και παράγει δύο µόρια Η2Ο:  Ο2 + 4e- + 4H+  2Η2Ο 

 Η οξειδάση του κυτοχρώµατος είναι το τελευταίο ένζυµο της αναπνευστικής 
αλυσίδας των µιτοχονδρίων, όπου επιτελείται η διεργασία της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης κατά τον καταβολισµό ενεργειακών µορίων (π.χ. υδατανθράκων). Η 
διεργασία αυτή καταλήγει στην παραπάνω αντίδραση (κυτταρική αναπνοή) και συνδέεται 
µε τη δέσµευση ενέργειας µε τη µορφή του ΑΤΡ. Όταν όλα τα κέντρα του ενζύµου 
ανάγονται, µεταφέρονται τέσσερα ηλεκτρόνια στο Ο2. Παρόλα αυτά, κάτω από 
φυσιολογικές συνθήκες, 1-2% του Ο2 είναι δυνατό να αναχθεί µε ένα ή δύο ηλεκτρόνια, 
λόγω «διαφυγής» τους κατά τη µεταφορά των ηλεκτρονίων κατά µήκος της 
αναπνευστικής αλυσίδας και έτσι να σχηµατισθεί το ανιόν του υπεροξειδίου (Ο2

-) ή το 
υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), αντίστοιχα (Koppenol 1994) . 

1.3.2. Άλλες φυσιολογικές διεργασίες που συνδέονται µε την παραγωγή ROS in vivo 
 Το Ο2

- και οι παραγόµενες από αυτό δραστικές µορφές οξυγόνου [Η2 2Ο , 
υποχλωριώδες οξύ (HOCl)] χρησιµοποιούνται από τα φαγοκύτταρα για την καταστροφή 
παθογόνων µικροβίων. Όταν αυτά ενεργοποιηθούν και φαγοκυτταρώσουν ξένα 
σωµατίδια ή βακτηρίδια, τότε καταναλώνουν επιπλέον ποσότητες οξυγόνου 
(«αναπνευστική έκρηξη»), µε τη χρήση του οποίου η NADPH οξειδάση, που βρίσκεται 
κυρίως στα ουδετερόφιλα, ηωσινόφιλα και στα µακροφάγα κύτταρα, παράγει το Ο2

-. 
Αξίζει να σηµειωθεί, ότι τόσο το Ο2

- όσο και οι άλλες ROS εκλύονται φυσιολογικά µόνο 
µέσα στα φαγοσώµατα (Kobayashi και συν. 1998). 
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 Οι ROS εµπλέκονται στο µηχανισµό δράσης διαφόρων ενζύµων, όπως για 
παράδειγµα της αναγωγάσης των ριβονουκλεοτιδίων, που καταλύει την αναγωγή των 
ριβονουκλεοτιδίων σε δεσοξυριβονουκλεοτίδια. Αυτή η αντίδραση της αναγωγής 
αποτελεί απαραίτητο στάδιο στη σύνθεση του DNA. Ακόµα, οι ROS συνδέονται µε τη 
δράση των ενζύµων του κυτοχρώµατος Ρ450, που επιτελούν αντιδράσεις οξείδωσης µε 
σκοπό το µεταβολισµό είτε ξενοβιοτικών (π.χ. φαρµάκων), είτε ενδογενών ουσιών 
µετέχοντας έτσι και σε άλλες σηµαντικές λειτουργίες, όπως η οµοιόσταση της βιταµίνης 
D και η σύνθεση στεροειδών ορµονών (Rice-Evans 1994).  

Επίσης, ελεύθερες ρίζες και υπεροξείδια παράγονται ως ενδιάµεσα προϊόντα κατά 
τη βιοσύνθεση των εικοσανοειδών (θροµβοξάνια, προστακυκλίνες, προσταγλανδίνες και 
λευκοτριένια) από το αραχιδονικό οξύ. Οι αντιδράσεις βιοσύνθεσης καταλύονται από τις 
συνθετάσες των προσταγλανδινών ή αλλιώς κυκλοοξυγονάσες 1 και 2 (για τη σύνθεση 
θροµβοξανίων, προστακυκλινών και προσταγλανδινών) και τις λιποοξυγονάσες (για τη 
σύνθεση των λευκοτριενίων). Αξίζει να σηµειωθεί ότι τα εικοσανοειδή αποτελούν 
κεφαλαιώδους σηµασίας ουσίες, µε ευρύτατες φυσιολογικές επιδράσεις στους αερόβιους 
οργανισµούς. Η δράση τους εκδηλώνεται στο καρδιαγγειακό, αναπαραγωγικό και 
πεπτικό σύστηµα, ενώ συµµετέχουν στη νεφρική λειτουργία, στη θερµορρύθµιση, στη 
φλεγµονή, στο µηχανισµό πρόκλησης πυρετού κ.α. (Σµοκοβίτης 1993). 

 Ακόµα, ROS παράγονται στον µεταβολισµό των πουρινών, κατά την αντίδραση 
µετατροπής της υποξανθίνης σε ουρικό οξύ, η οποία καταλύεται από την οξειδάση της 
ξανθίνης. Η παραγωγή δραστικών µορφών οξυγόνου από αυτή την αντίδραση δεν έχει 
συσχετιστεί µε κάποια φυσιολογική ή παθολογική λειτουργία. Έχει όµως διαπιστωθεί 
αυξηµένη παραγωγή ROS σε ισχαιµικούς ιστούς µετά την αποκατάσταση της 
κυκλοφορίας του αίµατος σε αυτούς (Σµοκοβίτης 1992). 

 Οι ROS παράγονται από όλους σχεδόν τους τύπους κυττάρων και εµπλέκονται 
στους µηχανισµούς πολλαπλασιασµού και ανάπτυξής τους. Αυτό φαίνεται να 
επιτυγχάνεται µέσω της δυνατότητάς τους να ρυθµίζουν το οξειδοαναγωγικό δυναµικό 
στα κύτταρα. Οι κατάλληλες οξειδοαναγωγικές συνθήκες ελέγχουν τις ενδοκυτταρικές 
βιοχηµικές διεργασίες αύξησης (Burdon 1994), ευνοώντας τη µετάδοση σηµάτων από 
αυξητικούς παράγοντες, όπως ο παρόµοιος της ινσουλίνης αυξητικός παράγοντας 
(Insulin-like Growth Factor, IGF) και o επιδερµικός αυξητικός παράγοντας (Epidermal 
Growth Factor, EGF) (Tse και συν. 1991). Σε υψηλότερες, αλλά πάντα ελεγχόµενες από 
τον οργανισµό συγκεντρώσεις, οι ελεύθερες ρίζες είναι ικανές, ευνοώντας τη µετάδοση 
σηµάτων από παράγοντες, όπως ο παράγοντας νέκρωσης όγκων (Tumor Necrosis Factor, 
TNF), ή ενεργοποιώντας πρωτεϊνάσες, όπως οι κασπάσες, να πυροδοτήσουν τις 
διαδικασίες της απόπτωσης, δηλαδή του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου σε 
γηρασµένα, πλεονάζοντα ή µε λειτουργικές ανωµαλίες κύτταρα (McConkey και συν. 
1989, Jacobson 1996). 

1.4. ∆ραστικές µορφές αζώτου και βιολογικές λειτουργίες 
 Η σύνθεση του ΝΟ στα κύτταρα γίνεται µε τη µετατροπή της L-αργινίνης σε L-

κιτρουλλίνη, αντίδραση που καταλύεται από τις συνθετάσες του ΝΟ (nitric oxide 
synthases, NOS). Τρία ισοένζυµα της οικογένειας αυτής έχουν ταυτοποιηθεί. Τα δύο από 
αυτά, που η βιοσύνθεσή τους είναι συνεχής, χαρακτηρίζονται ως nNOS (neuronal NOS, 
επειδή εκφράζεται κυρίως στους νευρικούς ιστούς), και eNOS (endothelial NOS, επειδή 
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εκφράζεται κυρίως στα ενδοθηλιακά κύτταρα). Το τρίτο, που βρίσκεται κυρίως στα 
µακροφάγα και η βιοσύνθεσή του είναι επαγώγιµη, χαρακτηρίζεται ως iNOS (inducible 
NOS). Αξίζει να αναφερθεί ότι η δραστηριότητα των δύο πρώτων ισοενζύµων εξαρτάται 
από την ενδοκυτταρική συγκέντρωση ιόντων ασβεστίου (Ca +2). Αυτό δεν συµβαίνει µε 
τo τρίτο ισοένζυµο, του οποίου η δραστηριότητα επάγεται από κυτοκίνες, όπως η 
ιντερλευκίνη-1β (IL-1β), η ιντερφερόνη-γ (IFN-γ) και ο TNF-α, ως αντίδραση σε κάποιο 
(κυρίως αντιγονικό) ερέθισµα (Moncada και συν. 1991).  

Το ΝΟ εµπλέκεται σε πολλές λειτουργίες ζωτικής σηµασίας, όπως η χάλαση των 
λείων µυικών ινών, η συγκόλληση των αιµοπεταλίων, η νευροδιαβίβαση, η διακυτταρική 
επικοινωνία και ο κυτταρικός θάνατος από απόπτωση (Lane και συν. 1999). Επίσης, στην 
αντιµικροβιακή άµυνα του οργανισµού συµµετέχει και το ΝΟ των µακροφάγων που, 
αντιδρώντας µε το Ο2

-, σχηµατίζει το ανιόν του υπεροξυνιτρώδους (ΟΝΟΟ  ) (Moncada 
και συν. 1991).   

-

O µηχανισµός δράσης του ΝΟ βασίζεται στην ενεργοποίηση ή στην 
αδρανοποίηση ενζύµων είτε άµεσα µε δέσµευσή του σε αυτά (νιτρωδυλίωση κάποιας –
SH οµάδας µιας κυστεΐνης ή του µεταβατικού µετάλλου µιας προσθετικής οµάδας που 
ενδέχεται να περιέχουν) είτε έµµεσα (νιτρωδυλίωση της γουανυλικής κυκλάσης και 
µετατροπή της τριφωσφορικής γουανοσίνης (Guanosine Triphosphate, GTP) σε κυκλική 
µονοφωσφορική γουανοσίνη (cyclic Guanosine Monophosphate, cGMP), το οποίο στη 
συνέχεια δρα σε ειδικούς στόχους) (Μoncada και συν. 1991).      

Έτσι για παράδειγµα και σε αντίθεση µε ό,τι παρατηρείται στις ROS, η δράση των 
κασπασών της απόπτωσης, που είναι κυστεϊνοπρωτεϊνάσες αναστέλλεται, µε 
ενδοκυτταρική νιτρωδυλίωση µιας κυστεΐνης που βρίσκεται στο ενεργό κέντρο τους 
(Sugino και συν. 1996). Ακόµα, το ΝΟ που ελευθερώνεται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα, 
συνδέεται µε το σίδηρο της αίµης της γουανυλικής κυκλάσης, που έτσι ενεργοποιείται 
και καταλύει τη µετατροπή της GTP σε cGMP. Η cGMP δρώντας σε κατάλληλους 
υποδοχείς προκαλεί χάλαση των λείων µυικών ινών, διαστολή των αιµοφόρων αγγείων 
και ελάττωση της πίεσης του αίµατος (Σµοκοβίτης 1992).  

 1.5. Έλεγχος της παραγωγής ελευθέρων ριζών και δραστικών µορφών οξυγόνου in 
vivo 

Οι ελεύθερες ρίζες µετέχουν σε πολλές φυσιολογικές λειτουργίες, αλλά η δράση 
τους in vivo είναι πάντα ελεγχόµενη, γιατί διαφορετικά µπορεί να δηµιουργήσουν 
συνθήκες ασύµβατες µε τη ζωή. Για το λόγο αυτό οι αερόβιοι οργανισµοί έχουν 
αναπτύξει «µηχανισµούς» ελέγχου της συγκέντρωσης των ελευθέρων ριζών και των 
δραστικών µορφών, που περιλαµβάνουν διάφορες ουσίες µε αντιοξειδωτική δράση. Ως 
αντιοξειδωτικό µπορεί να θεωρηθεί κάθε ουσία, η οποία, όταν βρίσκεται σε χαµηλότερες 
συγκεντρώσεις από µία άλλη ουσία που µπορεί να οξειδωθεί, αναστέλλει σηµαντικά την 
οξείδωση της τελευταίας (Halliwell και Gutteridge 1989). Καθένα από τα αντιοξειδωτικά 
µπορεί να δράσει µε διάφορους τρόπους κατά την αναστολή µιας αλληλουχίας 
οξειδωτικών διεργασιών παραγωγής ελευθέρων ριζών. Στα αντιοξειδωτικά 
συµπεριλαµβάνονται και τα ένζυµα που αποκαθιστούν βλάβες στα µακροµόρια που 
προκλήθηκαν από την επίδραση ελευθέρων ριζών σε αυτά (Sies 1993, Gutterridge 1995). 
Στον πίνακα 1 φαίνεται η ταξινόµηση των αντιοξειδωτικών ανάλογα µε τον τρόπο 
δράσης τους. 
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Σύµφωνα µε τους Sies (1993) και Diplock (1994) η αντιοξειδωτική προστασία 
στο σύνολό της περιλαµβάνει τρία επίπεδα άµυνας. Το πρώτο επίπεδο άµυνας 
αντιπροσωπεύεται από τα προληπτικά αντιοξειδωτικά. Τα αντιοξειδωτικά αυτά 
καταστέλλουν το σχηµατισµό ελευθέρων ριζών ή εξουδετερώνουν καταλυτικά δραστικές 
µορφές οξυγόνου. Τα αντιοξειδωτικά στην περίπτωση αυτή είναι κυρίως ένζυµα, όπως οι 
καταλάσες, οι υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης και οι δισµουτάσες του υπεροξειδίου. 
Τα παραπάνω αντιοξειδωτικά ένζυµα αποµακρύνουν τις δραστικές µορφές οξυγόνου 
χωρίς να καταναλώνονται στην αντίδραση. Στο ίδιο επίπεδο άµυνας συγκαταλέγονται και 
ορισµένες πρωτεΐνες (π.χ. τρανσφερρίνη, απτοσφαιρίνες, σερουλοπλασµίνη, αλβουµίνη 
κ.λπ.), που σχηµατίζουν χηλικές ενώσεις µε µεταβατικά µέταλλα (π.χ. σιδήρου και 
χαλκού), παρεµποδίζοντας έτσι το σχηµατισµό ελευθέρων ριζών που προάγεται από τα 
µέταλλα αυτά.  

Το δεύτερο επίπεδο άµυνας αντιπροσωπεύεται από αντιοξειδωτικά, που, είτε 
εξουδετερώνουν τις πρωτογενείς (π.χ. ΗΟ ) ελεύθερες ρίζες (free radical scavengers, 
FRS), που είναι ικανές να προκαλέσουν την έναρξη αλυσιδωτών αντιδράσεων 
δηµιουργίας δευτερογενών ελευθέρων ριζών (υπεροξειδικές, αλκοξειδικές), είτε 
σταµατούν τη διάδοση των αλυσιδωτών αυτών αντιδράσεων (chain-breaking 
antioxidants, CBA) αδρανοποιώντας τις δευτερογενείς ελεύθερες ρίζες, είτε έχουν µεικτή 
δράση. Τα αντιοξειδωτικά αυτά, που έχουν µικρό µοριακό βάρος, καταναλώνονται 
προοδευτικά και έτσι η αντιοξειδωτική ικανότητά τους εξαρτάται από τη συγκέντρωσή 
τους. Από αυτά, άλλα µπορούν να συντεθούν από τους αερόβιους οργανισµούς και έχουν 
µεικτή δράση (π.χ. ουβικινόλη, χολερυθρίνη, ουρικό οξύ), ενώ άλλα προσλαµβάνονται µε 
τη διατροφή τους και έχουν τυπική δράση FRS (βιταµίνη C1), ή CBA (βιταµίνη Ε). Στο 
ίδιο επίπεδο άµυνας ανήκει και η γλουταθειόνη (GSH), ένα τριπεπτίδιο, που αποτελείται 
από γλουταµικό οξύ, κυστεΐνη και γλυκίνη. Η δράση της αποδίδεται στην παρουσία της 
σουλφυδρυλικής οµάδας (-SH) της κυστεΐνης. Βρίσκεται µέσα σε όλα τα ζωικά κύτταρα 
και αποτελεί µία από τις κυριότερες αντιοξειδωτικές ουσίες αυτών.  Η GSH όχι µόνο 
εξουδετερώνει τις ROS, αλλά και συµµετέχει στη δραστηριότητα άλλων αντιοξειδωτικών 
ενζύµων, όπως οι υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης, ή οι γλουταθειονικές-S-
τρανσφεράσες. Η σύνθεση της GSH καταλύεται είτε από τη συνθετάση της γ-
γλουταµυλο-κυστεΐνης, είτε από τη συνθετάση της γλουταθειόνης.  

Το τρίτο επίπεδο άµυνας περιλαµβάνει α) ενζυµικά συστήµατα που επισκευάζουν 
το DNA µετά από προσβολή από ελεύθερες ρίζες, β) ένζυµα αποικοδόµησης των 
πρωτεϊνών που υπέστησαν βλάβες από τις ελεύθερες ρίζες, καθώς και γ) ένζυµα [όπως η 
υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx) και η φωσφολιπιδική υδροϋπεροξειδάση της 
γλουταθειόνης (PH-GPx)] που συµµετέχουν στο µεταβολισµό των λιπιδικών 
υδροϋπεροξειδίων (Halliwell και Gutteridge 1990, Breimer και Samuelsson 1988, 
Marcillat και συν. 1988). 

 

                                                 
1 Στα θηλαστικά, εκτός κυρίως από τα πρωτεύοντα, η βιταµίνη C µπορεί να συντίθεται και στο ήπαρ 
(Banhegyi και συν. 1997). 
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Πίνακας 1. Ταξινόµηση των αντιοξειδωτικών ανάλογα µε τον τρόπο δράσης τους (Gutteridge 
1995). 

 
1. Προληπτικά αντιοξειδωτικά: καταστέλλουν το σχηµατισµό ελευθέρων ριζών 

 Με διάσπαση του Η2Ο2 ή/και των οργανικών υδροϋπεροξειδίων (ROOH) 
-Καταλάση, που διασπά το Η2Ο2

-Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (GPx), που διασπά το Η2Ο2 και ROOH 
-Γλουταθειονική S-τρανσφεράση, που διασπά τα ROOH 

 Με δέσµευση των µεταβατικών µετάλλων σχηµατίζοντας χηλικές ενώσεις 
-Τρανσφερρίνη και λακτοφερρίνη, που δεσµεύουν το σίδηρο  
-Απτοσφαιρίνη, που δεσµεύει την αιµοσφαιρίνη 
-Αιµοπεξίνη, που δεσµεύει την αίµη 
-Σερουλοπλασµίνη και αλβουµίνη, που δεσµεύουν το χαλκό  

 Με εξουδετέρωση δραστικών µορφών οξυγόνου 
-∆ισµουτάση του υπεροξειδίου (SOD), που εξουδετερώνει τη ρίζα του  
ανιόντος του υπεροξειδίου προς Η2Ο2

-Καροτινοειδή, που εξουδετερώνουν το οξυγόνο απλής κατάστασης 
2. Αντιοξειδωτικά που εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες (free radical 

scavengers) ή/ και σταµατούν τη διάδοση των αλυσιδωτών αντιδράσεων 
(chain-breaking antioxidants) που οι ρίζες αυτές µπορούν να προκαλέσουν 
-Υδρόφιλα: βιταµίνη C, ουρικό οξύ, χολερυθρίνη, γλουταθειόνη (GSH),  

υποταυρίνη, κυστεαµίνη 
-Λιπόφιλα: βιταµίνη Ε, oυβικινόλη, καροτινοειδή, φλαβονοειδή 

3. Αντιοξειδωτικά επισκευής: Ένζυµα που επισκευάζουν βλάβες που 
προκλήθηκαν από ρίζες και επαναφέρουν τις µεµβράνες στην αρχική τους 
κατάσταση 
-Λιπάσες, GPx,PH-GPx, πρωτεϊνάσες, ένζυµα επισκευής του DNA,  

τρανσφεράσες 
 
  
Επίσης, τα αντιοξειδωτικά ανάλογα µε την κύρια εντόπισή τους µπορούν να 

διακριθούν σε ενδοκυτταρικά, εξωκυτταρικά ή εκείνα που εντοπίζονται στις κυτταρικές 
µεµβράνες (πίνακας 2).  

Πρέπει να σηµειωθεί ότι πολλά από τα αντιοξειδωτικά, όπως η βιταµίνη C, κάτω 
από ορισµένες συνθήκες (περίσσεια συγκέντρωσης ιόντων Fe++(+), έλλειψη βιταµίνης Ε), 
µπορούν να δράσουν προ-οξειδωτικά, να ευνοήσουν δηλαδή τις οξειδωτικές διεργασίες 
(Thomas και συν. 1992). Αντίθετα, η ταυτόχρονη παρουσία δύο ή περισσότερων 
αντιοξειδωτικών µπορεί να προσδώσει σε αυτά συνεργική δράση. Έτσι για παράδειγµα, 
µε την παρουσία των βιταµινών C και Ε εκδηλώνεται συνεργική αντιοξειδωτική δράση, 
όπου η βιταµίνη C ανάγει τη ρίζα της α-τοκοφερόλης ανακυκλώνοντας τη βιταµίνη Ε 
(Packer και συν. 1989). 
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Πίνακας 2. Ταξινόµηση των κυριοτέρων αντιοξειδωτικών ανάλογα µε την εντόπισή τους στους 
οργανισµούς (Gutteridge 1995). 

 
Ενδοκυτταρικά Κυτταρικές µεµβράνες Εξωκυτταρικά 
SOD (δισµουτάση του Ο2

-) α-Τοκοφερόλη (Βιτ. Ε) SOD 
Καταλάση β-Καροτίνια Τρανσφεράση 
Υπεροξειδάση της γλουταθειόνης Ουβικινόλη-10 Λακτοφερίνη 
Κυτόχρωµα-αα3  Αλβουµίνη 
Γλουταθειόνη  Σερουλοπλασµίνη 
  Χολερυθρίνη 
  Ουρικό οξύ 
  Ασκορβικό οξύ (Βιτ. C) 
  Ουβικινόλη ορού 

  
 

1.6. In vivo κυτταρικές βλάβες που αποδίδονται στις ελεύθερες ρίζες 
Ποικίλες διαταραχές της κυτταρικής οµοιόστασης µπορούν να οδηγήσουν στην 

ενίσχυση της παραγωγής του Ο2
- και του Η2Ο2, καθώς και ριζών που σχετίζονται άµεσα  

µε αυτά, όπως της ΗΟ . Το Η2Ο2 µετατρέπεται στην ΗΟ  παρουσία µεταβατικών 
µετάλλων και κυρίως του Fe . Η µετατροπή αυτή είναι γνωστή ως αντίδραση Fenton 
(Wardman και Candeias 1996). Επίσης, η ΗΟ

++(+)

 µπορεί να παραχθεί και από την 
αλληλεπίδραση του Η2Ο2

  µε το Ο2
-, αντίδραση που καταλύεται από µεταβατικά µέταλλα 

(αντίδραση Haber-Weiss) (Halliwell και Gutteridge 1989). Όλες αυτές οι (πρωτογενείς) 
δραστικές µορφές και κυρίως η ΗΟ  είναι δυνητικά κυτταροτοξικές. Είναι ικανές, 
δηλαδή, να αλληλεπιδράσουν µε όλα σχεδόν τα µακροµόρια του κυττάρου και να 
προκαλέσουν σοβαρές και πολλές φορές µη αντιστρεπτές βλάβες σε αυτά (Halliwell 
1992). Οι κυτταρικές βλάβες που προκαλούνται από τις ελεύθερες ρίζες αλλά και από 
όλες τις άλλες δραστικές µορφές οξυγόνου που προκύπτουν από αυτές συχνά 
αναφέρονται µε τον όρο οξειδωτικό στρες. Οξειδωτικό στρες είναι η κατάσταση, όπου η 
οξειδοαναγωγική ισορροπία κλίνει προς τις προ-οξειδωτικές συνθήκες, λόγω 
υπερπαραγωγής ROS ή/ και εξασθένισης της αντιοξειδωτικής προστασίας (Sies 1985). 
Σύµφωνα µε τη Rice-Evans (1994) το οξειδωτικό στρες µπορεί να οφείλεται τόσο σε 
εξωγενείς όσο και σε ενδογενείς αιτίες, που συνοπτικά εκτίθενται στον πίνακα 3. 

Οι αντιδράσεις της ΗΟ  (που είναι και η πιο επιβλαβής από τις πρωτογενείς 
δραστικές µορφές) µε άλλα µόρια µπορούν να ταξινοµηθούν στις εξής κύριες κατηγορίες: 
αφαίρεση ενός ατόµου υδρογόνου, προσθήκη ενός ηλεκτρονίου ή αφαίρεση ενός 
ηλεκτρονίου από οργανικές ενώσεις (Gutterridge 1991). Οι τρεις αυτές αντιδράσεις 
ακολουθούν τη βασική αρχή της χηµείας των ελευθέρων ριζών, σύµφωνα µε την οποία η 
αντίδραση µιας ρίζας µε µια ουσία, που δεν είναι ρίζα, οδηγεί στο σχηµατισµό µιας νέας 
ρίζας, η οποία µπορεί να είναι περισσότερο ή λιγότερο δραστική από τη µητρική της 
(Koppenol 1994). Τυπικό παράδειγµα αυτών των αντιδράσεων είναι η λιπιδική 
υπεροξείδωση. 
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Πίνακας 3. Παράγοντες πρόκλησης οξειδωτικού στρες (Rice-Evans 1994). 

 
Εξωγενείς παράγοντες πρόκλησης οξειδωτικού στρες
1. Έκθεση σε ακτινοβολία ( υπεριώδης, υπέρυθρη, ορατού φάσµατος) 
2. Περίσσεια συγκέντρωσης µεταβατικών µετάλλων 
3. Εξωγενώς χορηγούµενες τοξικές ουσίες, όπως φάρµακα µε ισχυρές παρενέργειες 

(π.χ. τετραχλωράνθρακας, αιθανόλη, παρακεταµόλη) 
4. Αυξηµένη µερική πίεση οξυγόνου στο περιβάλλον 
5. Τραυµατισµοί, εγκαύµατα, ασθένειες. 
Ενδογενείς παράγοντες πρόκλησης οξειδωτικού στρες
1. Έντονη ενεργοποίηση των φαγοκυττάρων στο σηµείο µιας βλάβης  
2. Αυξηµένη διαφυγή ηλεκτρονίων προς το µοριακό οξυγόνο κατά την οξειδωτική 

φωσφορυλίωση λόγω βλάβης στα ένζυµα της αναπνευστικής αλυσίδας των 
µιτοχονδρίων  

3. Αποδέσµευση των µεταβατικών µετάλλων  από τις ουσίες που τα συγκρατούν 
4. Μειωµένα επίπεδα αντιοξειδωτικής προστασίας λόγω καταστροφής ή 

υπερκατανάλωσης των αντιοξειδωτικών. 
5. Έντονη ενεργοποίηση του µεταβολισµού του αραχιδονικού οξέος 

 
 

1.6.1. Λιπιδική υπεροξείδωση 
Τα πολυακόρεστα λιπαρά οξέα (poly-unsaturated fatty acids, PUFAs), που 

εντοπίζονται κυρίως στις λιποπρωτεΐνες και στις µεµβράνες των κυττάρων, είναι 
ευάλωτα στην επίδραση των ελευθέρων ριζών. Αυτό συµβαίνει, επειδή ανάµεσα σε 
γειτονικούς διπλούς δεσµούς άνθρακα-άνθρακα (C═C) παρεµβάλλονται απλοί δεσµοί (-
CH2- ). Οι διπλοί αυτοί δεσµοί έχουν την τάση να ελαττώνουν την ισχύ του δεσµού 
άνθρακα-υδρογόνου των αντίστοιχων απλών και να διευκολύνουν έτσι την αποµάκρυνση 
του υδρογόνου. Εποµένως, η λιπιδική υπεροξείδωση αρχίζει µε την επίδραση κυρίως της 
ΗΟ , που έχει την απαιτούµενη δραστικότητα για την απόσπαση ενός ατόµου υδρογόνου, 
οδηγώντας στο σχηµατισµό µίας λιπιδικής ρίζας (R ). Στη συνέχεια η λιπιδική ρίζα 
προσλαµβάνει οξυγόνο και σχηµατίζει την υπεροξειδική ρίζα (ROO ). Η υπεροξειδική 
ρίζα, µε την απαιτούµενη δραστικότητα που πλέον διαθέτει για απόσπαση ενός ατόµου 
υδρογόνου, συνεχίζει την υπεροξείδωση άλλου λιπαρού οξέος σχηµατίζοντας νέα 
υπεροξειδική ρίζα, ενώ η ίδια µετατρέπεται σε ένα οργανικό υδροϋπεροξείδιο. Συνεπώς, 
η αρχική επίδραση της ελεύθερης ρίζας πυροδοτεί αλυσιδωτές αντιδράσεις 
υπεροξείδωσης των λιπαρών οξέων. Οι αντιδράσεις αυτές οδηγούν τελικά στο 
σχηµατισµό λιπιδικών υδροϋπεροξειδίων, τα οποία παρουσία µεταβατικών µετάλλων 
είναι δυνατό να διασπαστούν και να παραχθούν οι ρίζες RO  (αλκοξειδική ρίζα) και 
ROO . Οι τελευταίες µπορούν να αποσπάσουν ένα άτοµο υδρογόνου από τα PUFAs και 
να αρχίσουν νέες αλυσιδωτές αντιδράσεις. Οι αντιδράσεις σταµατούν µόνον όταν οι 
λιπιδικές ρίζες αντιδράσουν µεταξύ τους ή οξειδώσουν µία πρωτεΐνη ή αποµακρυνθούν 
από κάποιο CBA, όπως η βιταµίνη Ε (Rice-Evans 1994). 

Η ολοένα και αυξανόµενη συσσώρευση λιπιδικών υδροϋπεροξειδίων έχει ως 
συνέπεια την αλλοίωση της δοµής των µεµβρανών (κυτταρικής και των υποκυτταρικών 
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οργανιδίων). Αυτό σηµαίνει ότι αυξάνεται η ρευστότητα και η διαπερατότητα των 
µεµβρανών σε ουσίες και ιόντα. Επίσης, διαταράσσεται η διαµερισµατοποίηση του 
εσωτερικού του κυττάρου µε προσβολή της διάταξης των οργανιδίων του στο χώρο. Οι 
παραπάνω µεταβολές έχουν ισχυρά βλαπτικές επιπτώσεις στη λειτουργικότητα αλλά και 
στην ίδια την ακεραιότητα του κυττάρου (Farber 1981).        

Ο κυτταρικός θάνατος µπορεί να οφείλεται σε νέκρωση ή σε απόπτωση. Η πρώτη 
περίπτωση είναι αποτέλεσµα της οξείας επίδρασης κάποιου ισχυρά τοξικού ερεθίσµατος 
στο κύτταρο. Η δεύτερη περίπτωση είναι το αποτέλεσµα της αντίδρασης του ίδιου του 
κυττάρου, που ενεργοποιεί δικές του πρωτεϊνάσες (κασπάσες) που το κατακερµατίζουν, 
απέναντι συνήθως σε ένα λιγότερο επιβλαβές ερέθισµα, που δρα µάλλον για 
παρατεταµένο χρονικό διάστηµα (Gjorret και συν. 2003). Η απόπτωση µπορεί να 
αποτελεί και φυσιολογική αντίδραση του οργανισµού και µάλιστα µε τη βοήθεια των 
ελευθέρων ριζών, όταν αποµακρύνονται γηρασµένα, πλεονάζοντα ή µε λειτουργικές 
ανωµαλίες κύτταρα (Jacobson 1996). Στην περίπτωση όµως του οξειδωτικού στρες, 
ενεργοποιούνται κυρίως διαδικασίες απόπτωσης από τη βλάβη που προκαλούν οι ίδιες οι 
ελεύθερες ρίζες ή πιο δραστικές µορφές oξυγόνου στα κύτταρα (Yang και συν. 1998, Liu 
και συν. 1999).  

Παρουσία µεταβατικών µετάλλων πραγµατοποιείται περαιτέρω διάσπαση των 
λιπιδικών υδροϋπεροξειδίων προς πλέον σταθερά προϊόντα, όπως αλκάνια, αλκένια, 
αλδεΰδες, διαλδεΰδες, κ.ά. Από αυτά τα προϊόντα, ιδιαιτέρως κυτταροτοξικές είναι οι 
διαλδεΰδες, µε σηµαντικότερο εκπρόσωπο την µηλονική διαλδεΰδη (MDA), και οι 
αλδεΰδες, µε σηµαντικότερο εκπρόσωπο την 4-υδροξυ-2-εννενάλη (ΗΝΕ) (Rice-Evans 
1994).  

1.6.2. Οξείδωση πρωτεϊνών 
Η έκθεση των πρωτεϊνών στη δράση ελευθέρων ριζών προκαλεί αλλαγές στην 

τριτοταγή και τεταρτοταγή δοµή τους, ως συνέπεια των µεταβολών στη διάταξη που 
υφίστανται οι πολυπεπτιδικές αλυσίδες του µορίου τους (Chaudiere 1994). Καθώς όµως 
οι ελεύθερες ρίζες αλληλεπιδρούν και µε το υδρογόνο που συµµετέχει στους δεσµούς 
µεταξύ πολυπεπτιδίων και είναι υπεύθυνο για τη δευτεροταγή δοµή της πρωτεΐνης, 
προκαλούν επίσης διαταραχές και στη δευτεροταγή τους δοµή (Rice-Evans 1994).  

Τα λιπιδικά υδροϋπεροξείδια, οι υπεροξειδικές ρίζες, η µηλονική διαλδεΰδη 
(MDA) και η 4-υδροξυ-2εννενάλη (ΗΝΕ), που προέρχονται από τη λιπιδική 
υπεροξείδωση, είναι οι πλέον δραστικές ουσίες που αντιδρούν µε τις σουλφυδρυλικές 
οµάδες (-SH) των πρωτεϊνών (Chaudiere 1994). Με αυτό τον τρόπο είναι δυνατό να 
αδρανοποιηθούν πολλά ένζυµα, µεταξύ των οποίων και εκείνα του κυτταρικού 
µεταβολισµού ή της αναπνευστικής αλυσίδας µε συνέπεια τη µείωση του κυτταρικού 
ΑΤΡ. Επιπλέον, η MDA και η ΗΝΕ αντιδρούν και µε τις αµινοοµάδες (-ΝΗ2) και 
σχηµατίζουν πρωτεολιπιδικά πολυµερή, τις βάσεις του Schiff (Trombly και Tappel 
1975). Από την αποδόµηση αυτών των πολυµερών στα λυσοσώµατα παράγεται η 
χρωστική λιποφουσκίνη. Είναι γνωστό ότι η τελευταία συσσωρεύεται στα κύτταρα και 
ιδιαίτερα τα καρδιακά και τα νευρικά µε την πάροδο της ηλικίας και έχει συνδεθεί µε 
εκφυλιστικές βλάβες (Keller 2005, Terman και Brunk 2005). 

Αντίστοιχα, βλάβη στις πρωτεΐνες µεταφοράς ιόντων της κυτταρικής µεµβράνης, 
όπως οι Na+/K+ και Ca+ ATPάσες, οι οποίες περιέχουν σουλφυδρυλικές οµάδες στα 
ενεργά τους κέντρα, µπορεί να επηρεάσει την οµοιόσταση των ιόντων αυτών (Chaudiere 
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1994). Η διαταραχή στην οµοιόσταση των ιόντων νατρίου και ασβεστίου θεωρείται µια 
από τις κύριες και καθοριστικές επιδράσεις του οξειδωτικού στρες στα κύτταρα. Έτσι, 
δυσλειτουργία της αντλίας των Na+/ K+ οδηγεί σε «κυτταρικό οίδηµα» και αλλοίωση των 
εσωτερικών κυτταρικών δοµών. Από την άλλη πλευρά, η ενεργοποίηση των διαύλων 
ασβεστίου προκαλεί τη µείωση της αναλογίας εξωκυττάριου προς ενδοκυττάριο ασβέστιο 
(Burdon 1994). Μία µείωση στην αναλογία αυτή της τάξεως των 1000 έως 10000, που 
είναι δυνατό να συµβεί σε συνθήκες οξειδωτικού στρες, ενεργοποιεί τις κυτταρικές 
υδρολάσες. Οι τελευταίες διασπούν µεγάλη ποικιλία από δοµικά κυτταρικά µακροµόρια, 
όπως τα φωσφολιπίδια των µεµβρανών, τις κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες και το DNA 
(Orrenius 1991), µε επακόλουθο τον κυτταρικό θάνατο και την νέκρωση ακόµα και 
ολόκληρων ιστών (Farber 1981).  

1.6.3. Οξείδωση των υδατανθράκων 
Έχει αναφερθεί ότι οι µονοσακχαρίτες µπορούν να οξειδωθούν παρουσία ιχνών 

και µόνο µεταβατικών µετάλλων, σχηµατίζοντας δραστικές δικαρβονυλικές ενώσεις, οι 
οποίες µπορούν να οδηγήσουν σε απευθείας βλάβη των πρωτεϊνών (Hunt 1990). 

1.6.4. Οξείδωση του DNA 
Τα λιπιδικά υδροϋπεροξείδια µπορούν να προκαλέσουν τη διάσπαση της έλικας 

του DNA (Innouye 1984), ενώ χαµηλές συγκεντρώσεις  Cu+(+) (10-6 Μ) και Η2Ο2 (10-5 Μ) 
πυροδοτούν οξειδωτικές διεργασίες στις αλυσίδες του DNA (Sagripanti και Kraemer 
1989). Επίσης, η 8-υδροξυ-δεσοξυγουανοσίνη (8-OHdG), που σχηµατίζεται µε την 
επίδραση της ΗΟ  στο DNA, βρέθηκε να παράγεται µε την ταυτόχρονη επίδραση Η2Ο2 
και υπεριώδους ακτινοβολίας (Floyd και συν. 1988) ή Η2Ο2 και αλάτων δισθενούς 
σιδήρου (Fisher-Nielsen και Poulsen 1992). Πολύ σηµαντικό είναι το γεγονός ότι, το 
ασκορβικό οξύ παρουσία αλάτων δισθενούς σιδήρου δρα προ-οξειδωτικά ενισχύοντας το 
σχηµατισµό της 8-ΟΗdG (Chaudiere 1994). Η 8-ΟΗdG θεωρείται µεταλλαξιογόνος 
ουσία, αφού προκαλεί υποκαταστάσεις στις βάσεις του DNA (G  T και Α C) (Cheng, 
1992). Εποµένως, η οξειδωτική βλάβη στο DNA αποτελεί πιθανή αιτία καρκινογένεσης 
(Kuchino και συν. 1987) και πρόκλησης αυτοάνοσων νοσηµάτων (Schraufstatter και συν. 
1987). 

1.7. Οξειδοαναγωγικές συνθήκες και αναπαραγωγή  
Η παραγωγή ενέργειας µε κατανάλωση οξυγόνου και ο αερόβιος µεταβολισµός 

των κυττάρων συνδέονται αναπόφευκτα µε τη δηµιουργία δραστικών µορφών οξυγόνου 
(ROS). Τα κύτταρα του αναπαραγωγικού συστήµατος εκτίθενται µε τον ίδιο τρόπο όπως 
άλλα κύτταρα στις ROS. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η µελέτη της επίδρασης των 
µεταβολών των οξειδοαναγωγικών συνθηκών στη φυσιολογία τόσο των 
σπερµατοζωαρίων και των ωαρίων όσο και των εµβρύων στα πρώιµα στάδια ανάπτυξής 
τους. 
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1.7.1. Οξειδοαναγωγικές συνθήκες και σπερµατοζωάρια 

1.7.1.1. Ενεργοποίηση των σπερµατοζωαρίων 
Τα σπερµατοζωάρια φαίνεται ότι έχουν αναπτυγµένους µηχανισµούς επιπλέον 

παραγωγής ROS (κυρίως Ο2
-, ΗΟ , Η2Ο2). Για παράδειγµα, τα σπερµατοζωάρια του 

ταύρου παράγουν ROS µε οξειδωτική απαµίνωση αµινοξέων (Tosic και Walton 1950), 
ενώ τα σπερµατοζωάρια τoυ ανθρώπου µε τη δράση της NADPH οξειδάσης, αντίστοιχα 
όπως τα µακροφάγα (Aitken και Fisher 1994). Οι ROS ενεργοποιούν την κινάση της 
τυροσίνης, που επάγει τη φωσφορυλίωσή της. Αντίθετα, οι ROS αναστέλλουν τη δράση 
της φωσφατάσης της τυροσίνης, που αποικοδοµεί τη φωσφορυλιωµένη τυροσίνη, µε 
οξείδωση της σουλφυδρυλικής οµάδας (-SH) της κυστεΐνης του ενεργού της κέντρου. Με 
αυτό τον τρόπο επιτυγχάνεται αύξηση στη συγκέντρωση της φωσφορυλιωµένης 
τυροσίνης, η οποία πυροδοτεί την έναρξη της διαδικασίας ενεργοποίησης των 
σπερµατοζωαρίων (Aitken και συν. 1995, Leclerc και συν. 1997).  

 Η ενεργοποίηση (capacitation) αποτελεί το σύνολο των µοριακών και βιοχηµικών 
µεταβολών της κυτταρικής µεµβράνης των σπερµατοζωαρίων, µεταβολές που τα 
καθιστούν ικανά για τη γονιµοποίηση. Ο έλεγχος της ρύθµισης αυτών των µεταβολών 
µπορεί να αποδοθεί στις ROS (Aitken και Fisher 1994). Έτσι οι ROS: 

• Aυξάνουν τη ρευστότητα και τη διαπερατότητα της κυτταρικής µεµβράνης του 
σπερµατοζωαρίου µέσω της λιπιδικής υπεροξείδωσης που προκαλούν σε αυτή 
(Aitken και Fisher 1994). 

• Αποµακρύνουν τις στερόλες (κυρίως τη χοληστερόλη) και τα σύµπλοκά τους, 
καθώς και τα προϊόντα έκκρισης της επιδιδυµίδας, του σπερµατικού πόρου και 
των επικουρικών αδένων, που βρίσκονται προσροφηµένα στην επιφάνεια της 
κυτταρικής µεµβράνης του σπερµατοζωαρίου και έχουν ως σκοπό να τη 
σταθεροποιούν (Langlais και Roberts 1985). 

• ∆ιευκολύνουν την υπό έλεγχο εισροή των Ca+2 ενεργοποιώντας τους διαύλους 
των ιόντων αυτών (Spungin και Breitbart 1996). 

• Αυξάνουν τη δραστηριότητα ορισµένων ενζύµων, όπως της αδενυλικής 
κυκλάσης, µε απευθείας δράση σε αυτή ή έµµεσα µε την αύξηση της 
ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης των Ca+2 (Hyne και Garbers 1979). Αυτό έχει ως 
συνέπεια την αύξηση της συγκέντρωσης του cAMP, το οποίο είναι απαραίτητο 
για την υποστήριξη της ενεργοποίησης των σπερµατοζωαρίων (Parrish και First 
1993). Το cAMP ενεργοποιεί την πρωτεϊνική κινάση Α, που υποστηρίζει τη 
φωσφορυλίωση της τυροσίνης (Aitken και συν. 1998β). 

• Ενεργοποιούν τη φωσφολιπάση Α2, είτε λόγω της υπεροξείδωσης των λιπιδίων 
της µεµβράνης (Goldman και συν. 1992), είτε λόγω της αύξησης της 
ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης Ca+2 (Bennet και συν. 1987)  

• Αδρανοποιούν άλλα ένζυµα, όπως τη φωσφοδιεστεράση, γεγονός που οδηγεί στην 
αύξηση της συγκέντρωσης του cAMP, και την αντλία Νa+/Κ+ (Adeoya-Osiguwa 
και Fraser 1996). Έτσι, αυξάνεται η ενδοκυτταρική συγκέντρωση Νa+, που οδηγεί 
σε αυξηµένη εκροή Η+ και επακόλουθα σε αύξηση του ενδοκυτταρικού pΗ 
(White και συν. 1989, Aitken και συν. 1998β). 
 
Οι παραπάνω µεταβολές της κυτταρικής µεµβράνης στην ουρά, στο µέσο τµήµα, 

αλλά και στην κεφαλή του σπερµατοζωαρίου έχουν ως αποτέλεσµα: 
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 την αύξηση της ευλυγισίας του µέσου τµήµατος και της ουράς του,  
 την παύση της περιστροφής της κεφαλής του.  

 
Με τον τρόπο αυτό αυξάνεται το πλάτος ταλάντωσης της ουράς και το 

σπερµατοζωάριο κινείται σε τροχιά κυκλική ή ελλειπτική από προωθητική επάνω σε 
καµπύλη που είχε πριν την ενεργοποίηση (Yanagimachi 1981). Οι µεταβολές αυτές στην 
κινητικότητα των σπερµατοζωαρίων εξυπηρετούν: 

 τη διευκόλυνση της διόδου τους διαµέσου υλικών µε άλλο ιξώδες, 
 τη µετακίνησή τους µεταξύ των πτυχών και των κροσσών του βλεννογόνου των 

ωαγωγών, 
 την αποκόλλησή τους από το επιθήλιο του ισθµού των ωαγωγών, 
 τη διείσδυσή τους στη διαφανή ζώνη του ωαρίου. 

 
 Επιπλέον, η κινητοποίηση των λιπιδίων και η αυξηµένη ενζυµική δραστηριότητα, 

που παρατηρείται στην κυτταρική µεµβράνη του σπερµατοζωαρίου, οδηγεί σε 
επαναδιάταξη των αναπόσπαστων πρωτεϊνών της. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την 
ενεργοποίηση των πρωτεϊνών-υποδοχέων, όπως η γαλακτοσιδική τρανσφεράση (Macek 
and Shur 1988), που είναι απαραίτητοι για την προσκόλληση των σπερµατοζωαρίων στη 
διαφανή ζώνη του ωαρίου (Aitken και συν. 1996).  

1.7.1.2. Αντίδραση του ακροσώµατος 
 Η ενεργοποίηση των σπερµατοζωαρίων ολοκληρώνεται µε την αντίδραση του 

ακροσώµατος. Η προσκόλληση στη διαφανή ζώνη αποτελεί το φυσιολογικό ερέθισµα για 
την πρόκληση αυτής της αντίδρασης (Ward και Storey 1984). Πιο συγκεκριµένα, όταν η 
κυτταρική µεµβράνη του σπερµατοζωαρίου προσκολληθεί στη γλυκοπρωτεΐνη ΖΡ3 της 
διαφανούς ζώνης, πυροδοτείται, µε τη µεσολάβηση των ROS, περαιτέρω εισροή Ca+2 και 
αύξηση του ενδοκυτταρικού pΗ από την αναστολή της αντλίας Νa+/Κ+. Αυτό έχει ως 
αποτέλεσµα την ενεργοποίηση διαφόρων ενζύµων του ακροσώµατος (π.χ. 
φωσφολιπάσες, ακροσίνη) (Yanagimachi και συν. 1993) που, σε συνδυασµό µε την 
ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης Α2 από τις ROS (Aitken 1994), συντελούν στην έναρξη 
της αντίδρασης του ακροσώµατος. Το φαινόµενο αυτό περιλαµβάνει τη συγχώνευση 
κατά θέσεις της εξωτερικής ακροσωµατικής µε την κυτταρική µεµβράνη του 
σπερµατοζωαρίου και οδηγεί στην απελευθέρωση των υδρολυτικών ενζύµων του 
ακροσώµατος (π.χ. ακροσίνης, υαλουρονιδάσης, ενεργοποιού του πλασµινογόνου κ.ά.), 
που είναι απαραίτητα για τη διείσδυση του σπερµατοζωαρίου στη διαφανή ζώνη και τη 
γονιµοποίηση του ωαρίου (Σµοκοβίτης 1993). 

Ακόµα, οι ROS µέσω της ελεγχόµενης λιπιδικής υπεροξείδωσης και της 
ταυτόχρονης ενεργοποίησης της φωσφολιπάσης Α2 είναι υπεύθυνες για την κατάλληλη 
προετοιµασία της κυτταρικής µεµβράνης της κεφαλής του σπερµατοζωαρίου στο ύψος 
του ισηµερινού, που θα της επιτρέψει να συγχωνευθεί µε την κυτταρική µεµβράνη του 
ωαρίου (Roldan και Harrison 1990, Aitken και Fisher 1994). 

Από τα παραπάνω συνάγεται ότι οι ROS διαδραµατίζουν καθοριστικό και 
ρυθµιστικό ρόλο στην έναρξη, διατήρηση και ολοκλήρωση της ενεργοποίησης των 
σπερµατοζωαρίων. Γενικότερα, το Ο2

- είναι απαραίτητο για την ενεργοποίηση, ενώ το 
Η2Ο2 σε χαµηλές (<25µΜ) συγκεντρώσεις συµµετέχει τόσο στις ενζυµικές διεργασίες 
όσο και στις µεταβολές της κυτταρικής µεµβράνης που οδηγούν στην αντίδραση του 

 14
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 18:58:37 EEST - 52.15.253.255



ακροσώµατος των σπερµατοζωαρίων του ταύρου (O’ Flaherty και συν. 1999). Στα 
σπερµατοζωάρια του ανθρώπου το Ο2

- απαιτείται µόνο για την ενεργοποίηση και το 
Η2Ο2 (<12,5µΜ) µόνο για την αντίδραση του ακροσώµατος, φαινόµενα που 
καταστέλλονται παρουσία SOD (ενεργοποίηση) ή καταλάσης (αντίδραση ακροσώµατος) 
(Aitken και συν. 1995).  

Τέλος, έχει βρεθεί ότι το ΝΟ 2 σε χαµηλές συγκεντρώσεις (<0,4 nmol ΝΟ3
-και 

ΝΟ2
- /106 σπερµατοζωάρια) προάγει την κινητικότητα των σπερµατοζωαρίων (Hellstrom 

και συν. 1994, Rosselli και συν. 1995) και υποστηρίζει την ενεργοποίηση καθώς και την 
αντίδραση του ακροσώµατος (Rodriguez και συν. 2005 α και β). Επίσης, ανιχνεύθηκε η 
δραστηριότητα των eNOS και nNOS στα σπερµατοζωάρια του ανθρώπου και πιστεύεται 
ότι µέσω της σύνθεσης του ΝΟ αυτές διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην ενίσχυση 
της κινητικότητας και της γονιµοποιητικής ικανότητας των σπερµατοζωαρίων (Lewis και 
συν. 1996).  

1.7.1.3. Επίδραση του οξειδωτικού στρες στα σπερµατοζωάρια 
Σύµφωνα µε τις παρατηρήσεις του Aitken (1998α) στον άνθρωπο, σε ήπιες 

οξειδωτικές συνθήκες (12,5 µΜ Η2Ο2) ενισχύεται σηµαντικά η διείσδυση του 
σπερµατοζωαρίου στο ωάριο χωρίς βλάβη στα µακροµόρια των σπερµατοζωαρίων. 
Αντίθετα, σε υψηλότερες συγκεντρώσεις (12,5-50 µΜ) Η2Ο2 τα σπερµατοζωάρια 
εκδηλώνουν χαµηλού βαθµού βλάβη στο DNA τους, χωρίς ωστόσο να επηρεάζεται η 
ικανότητά τους για γονιµοποίηση. Τέλος, σε ισχυρότερες οξειδωτικές συνθήκες (200 µΜ 
Η2Ο2) τα σπερµατοζωάρια παρουσιάζουν υψηλού βαθµού τµηµατοποίηση στο DNA 
καθώς και απώλεια της γονιµοποιητικής ικανότητάς τους.  

 Σε καταστάσεις οξειδωτικού στρες3, η αυξηµένη συγκέντρωση ROS και ιδιαίτερα 
του Η2Ο2 προκαλεί εκτεταµένη προσβολή των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων της 
κυτταρικής µεµβράνης, πυροδοτώντας την έναρξη ανεξέλεγκτων αλυσιδωτών 
αντιδράσεων δηµιουργίας λιπιδικών υδροϋπεροξειδίων (De Lamirande και Gagnon 
1993). Το αποτέλεσµα µίας τόσο µεγάλης έκτασης λιπιδικής υπεροξείδωσης είναι η 
απώλεια της ακεραιότητας της µεµβράνης, η οποία καθίσταται ανίκανη να υποστηρίξει 
τόσο την ενεργοποίηση του σπερµατοζωαρίου όσο και να υποστεί τις απαραίτητες 
βιοχηµικές µεταβολές για τη συγχώνευσή της µε την αντίστοιχη του ωαρίου (De 
Lamirande και συν. 1998). Ακόµα, παρατηρούνται βλάβες στα αξονονηµάτια που, σε 
συνδυασµό µε την ενδοκυτταρική µείωση του ΑΤΡ, οδηγούν σε δραστική µείωση της 
κινητικότητας των σπερµατοζωαρίων (De Lamirande και Gagnon 1992).  

Επιπλέον, είναι γνωστό ότι η συσσώρευση ROS στον πυρήνα των 
σπερµατοζωαρίων προκαλεί συµπύκνωση της χρωµατίνης, διάσπαση του DNA, 
υποκαταστάσεις των βάσεών του και γενικότερα χρωµατοσωµικές ανωµαλίες (Fraser και 
Lane 1987, Duru και συν. 2000). Μορφολογικά οι ανωµαλίες αυτές υποδηλώνονται µε 

                                                 
2 Η ηµιπερίοδος ζωής του ΝΟ στους ιστούς είναι 3-5 sec (Moncada και συν. 1991). Για το λόγο αυτό ο 
προσδιορισµός της συγκέντρωσής του γίνεται έµµεσα µε τη µέτρηση της συγκέντρωσης των πιο σταθερών 
µορφών που σχηµατίζει, όπως τα νιτρώδη (ΝΟ2

-) και νιτρικά (ΝΟ3
-) ιόντα. 

3 Kαταστάσεις οξειδωτικού στρες στο σπέρµα παρατηρούνται σε λοιµώξεις του αναπαραγωγικού 
συστήµατος, όπως η προστατίτιδα, που οδηγούν σε λευκοκυτταροσπερµία (>106 ενεργοποιηµένα 
λευκοκύτταρα/ml σπέρµατος) (Shekarriz και συν. 1995), αλλά και σε ελαττωµατική σπερµατογένεση 
που οδηγεί σε κατακράτηση πλεονασµατικού κυτταροπλάσµατος από τα σπερµατοζωάρια, η οποία 
συσχετίζεται µε αυξηµένη δράση της NADPH οξειδάσης (Aitken και Fisher 1994). 
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συρρίκνωση της κεφαλής των σπερµατοζωαρίων. Τέλος, οι ROS µπορούν να 
ενεργοποιήσουν τις κασπάσες και να επάγουν µε αυτό τον τρόπο αποπτωτικές 
διαδικασίες, προκαλώντας το θάνατο των σπερµατοζωαρίων (Agarwal και συν. 2003).  

 Επίσης, έχει βρεθεί ότι το ΝΟ σε υψηλές συγκεντρώσεις (>1,2 nmol ΝΟ3
-και 

ΝΟ2
- /106 

- 

σπερµατοζωάρια), που παρατηρούνται  in vivo σε περιπτώσεις ενδοµητρίωσης 
ή γενικότερα κάποιας λοίµωξης σε οποιοδήποτε σηµείο της γεννητικής οδού του 
θηλυκού, µπορεί να προκαλέσει θάνατο των σπερµατοζωαρίων. Αυτό είναι δυνατό να 
συµβεί διότι αλληλεπιδρούν µε το Ο2 και σχηµατίζουν το ισχυρά τοξικό ανιόν του 
υπεροξυνιτρώδους (Rosselli και συν. 1995).  

1.7.1.4. Αντιοξειδωτική ικανότητα του σπέρµατος 
Τα σπερµατοζωάρια είναι ιδιαίτερα ευπαθή σε καταστάσεις αυξηµένης 

συγκέντρωσης ROS, διότι η αντιοξειδωτική άµυνά τους είναι εξαιρετικά περιορισµένη 
καθώς βασίζεται περισσότερο στην προστασία που τους παρέχει το σπερµατικό πλάσµα, 
ή τα υγρά του αναπαραγωγικού συστήµατος του θηλυκού (Kovalski και συν. 1992). Στα 
σπερµατοζωάρια των θηλαστικών ανιχνεύεται η γλουταθειόνη (GSH), η φωσφολιπιδική 
υπεροξειδάση της γλουταθειόνης (PHGPx) (Godeas και συν. 1997), και επιπρόσθετα στα 
σπερµατοζωάρια του ανθρώπου (Alvarez και συν. 1987) και του ταύρου (Bilodeau και 
συν. 2000) η δισµουτάση του Ο2

- (SOD). Στο πλάσµα του σπέρµατος του ταύρου 
ανιχνεύθηκε η παρουσία καταλάσης, GSH και υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης 
(Bilodeau και συν. 2000), καθώς και ασκορβικό και ουρικό οξύ σε σηµαντικές 
συγκεντρώσεις (Lewis και συν. 1997). 

1.7.2 .Οξειδοαναγωγικές συνθήκες και ανάπτυξη ωοθυλακίων 

 1.7.2.1. O ρόλος του ΝΟ στην ανάπτυξη των ωοθυλακίων 
Στα κοκκώδη κύτταρα των αρχέγονων ωοθυλακίων επιµύων έχει διαπιστωθεί 

σηµαντική δραστηριότητα του επαγώγιµου ισοενζύµου της συνθετάσης του ΝΟ 
(inducible NOS, iNOS). Πιστεύεται ότι το ΝΟ µπορεί να ασκεί κυτταροστατική δράση 
µέσω αυτοκρινών ή και παρακρινών µηχανισµών, αναστέλλοντας τη µετάβαση των 
ωοθυλακίων σε επόµενο στάδιο ανάπτυξης (Matsumi και συν. 2000). 

 Τα ωοθυλάκια, που κατά την ανάπτυξή τους φυσιολογικά θα οδηγηθούν σε 
ατρησία, περιέχουν χαµηλές συγκεντρώσεις ΝΟ. Η ατρησία έχει συνδεθεί µε διεργασίες 
προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου (απόπτωσης) (Tilly 1997). Έχει προταθεί ότι το 
ΝΟ ρυθµίζει τις διεργασίες αυτές και του αποδίδονται αντιαποπτωτικές ιδιότητες 

(Sugino και συν. 1996). Μάλιστα, διαπιστώθηκε αντίστροφη σχέση της συγκέντρωσής 
του µε την απόπτωση κοκκωδών κυττάρων επιµύων, in vitro (Matsumi και συν. 1998). 
Από την άλλη πλευρά, υψηλές συγκεντρώσεις ΝΟ µε παράλληλα αυξηµένη παραγωγή 
Ο2

- (όπως µπορεί να συµβεί από τις NOS σε συνθήκες έλλειψης αργινίνης ή σε 
οξειδωτικό στρες) µπορούν να οδηγήσουν σε γενικότερο κυτταρικό θάνατο λόγω του 
σχηµατισµού του τοξικού ανιόντος του υπεροξυνιτρώδους (Rosselli και συν. 1995).

Στα ωοθυλάκια που προορίζονται να ρηχθούν (προωοθυλακιορρηκτικά), 
παρατηρείται, παράλληλα µε την ωρίµανσή τους, σταδιακή αύξηση της συγκέντρωσης 
ΝΟ στο ωοθυλακικό υγρό (Yamagata και συν. 2002). Η αύξηση αυτή αποδίδεται στην 
αυξανόµενη δραστηριότητα του ισοενζύµου eNOS (endothelial NOS) (Jablonka-Shariff 
και Olson 1998), που εντοπίζεται κυρίως στα κύτταρα της θήκης του ωοθυλακίου, στα 
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κοκκώδη κύτταρα, στο ωάριο καθώς και στα αγγεία της ωοθήκης, παράλληλα µε την 
αυξανόµενη δραστηριότητα του iNOS των κοκκωδών κυττάρων (Van Voorhis και συν. 
1995). 

Ο ρυθµιστικός ρόλος του ΝΟ στην ανάπτυξη των ωοθυλακίων πιστεύεται ότι 
βασίζεται τόσο στην αντιαποπτωτική δράση του, όσο και στην ικανότητά του να προάγει 
τη σύνθεση υποδοχέων αυξητικών παραγόντων, όπως ο EGF στα κοκκώδη κύτταρα 
(Hattori και συν. 1996). Επιπλέον, το ΝΟ συµµετέχει στην υποστήριξη και ρύθµιση του 
αγγειακού φραγµού µεταξύ αίµατος και ωοθυλακίου, πιθανόν µέσω της 
αγγειοδιασταλτικής ικανότητάς του (Powers και συν. 1995). 

 1.7.2.2. Επίδραση των ROS στην ανάπτυξη των ωοθυλακίων 
Η ανάπτυξη των ωοθυλακίων απαιτεί την ανάπτυξη αιµοφόρων αγγείων 

προκειµένου να καλυφθούν οι αυξανόµενες ανάγκες τους. Oι ROS που παράγονται σε 
µικρές ποσότητες από τη ΝADPH οξειδάση των ενδοθηλιακών κυττάρων, ενεργοποιούν 
αγγειογενετικούς αυξητικούς παράγοντες (όπως, ο αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητικός 
παράγοντας, Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) και συµβάλλουν έτσι 
καθοριστικά στην αγγειογένεση και την υποστήριξη της ανάπτυξης των ωοθυλακίων 
(Ushio-Fukai και Alexander 2004). 

 Η παρουσία του αντιοξειδωτικού ενζύµου SOD έχει ανιχνευθεί στα ωοθυλάκια 
κάθε σταδίου ανάπτυξης (Suzuki και συν. 1999) και ειδικότερα στις µεµβράνες των 
κοκκωδών κυττάρων (Laloraya και συν. 1989). Η παρουσία του αποσκοπεί πιθανότατα 
στην αποτροπή της ατρησίας, καθώς η SOD συµµετέχει στην προστασία των κοκκωδών 
κυττάρων από το οξειδωτικό στρες, το οποίο προκαλεί την ενεργοποίηση της 
αποπτωτικής ενδονουκλεάσης (McConkey και συν. 1989). Εποµένως, η απόπτωση 
µπορεί να ρυθµίζει τη φυσιολογική και παθολογική απώλεια ωοθυλακίων (Tilly, 1997) 
και πυροδοτείται από οποιαδήποτε διαταραχή της οξειδοαναγωγικής ισορροπίας στο 
περιβάλλον του ωοθυλακίου (Sabatini και συν. 1999).  

1.7.3. Οξειδοαναγωγικές συνθήκες και ωρίµανση του ωαρίου 
Στα βοοειδή, αλλά και σε άλλα θηλαστικά, το ωάριο, που περικλείεται στο 

ωοθυλάκιο, βρίσκεται στην πρόφαση της πρώτης µειωτικής διαίρεσής του. Η ωρίµανσή 
του γίνεται στο προωθυλακιορρηκτικό ωοθυλάκιο µετά την προωοθυλακιορρηκτική 
επεισοδιακή έκκριση της LH, διαρκεί 24 ώρες περίπου και συνίσταται σε δύο παράλληλα 
φαινόµενα:  

• την ωρίµανση του πυρήνα, δηλαδή την επανέναρξη της µείωσης  
µέχρι το στάδιο της µετάφασης της δεύτερης µειωτικής διαίρεσης (µετάφαση II) 
µε την εξώθηση προηγουµένως του πρώτου πολικού σωµατίου, και 

• την κυτταροπλασµατική ωρίµανση, κατά τη διάρκεια της οποίας 
µεταβολικές και δοµικές αλλαγές καθιστούν το ωάριο ικανό τόσο να 
γονιµοποιηθεί, όσο και να εξελιχθεί σε έµβρυο στα πρώτα στάδιά του (Bevers και 
συν. 1997). 

 Σύµφωνα µε τους Sirard και συν. (1989), οι οποίοι µελέτησαν τη χρονική διάρκεια των 
σταδίων της ωρίµανσης του πυρήνα των ωαρίων βοοειδών, in vitro, η επανέναρξη της 
µείωσης που σηµατοδοτείται µε λύση της πυρηνικής µεµβράνης παρατηρείται µετά από 
6,6 έως 8 ώρες από την αρχή της επώασης, ενώ η συµπύκνωση των χρωµατοσωµάτων 
µετά από 8 έως 10,3 ώρες, παράλληλα µε το σχηµατισµό της µειωτικής ατράκτου. 
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Ακολουθεί η µετάφαση Ι και η ανάφαση Ι µετά από 10,3 έως 15,4 και 15,4 έως 16,6 ώρες 
αντίστοιχα, και στη συνέχεια η τελόφαση Ι και η µετάφαση ΙΙ µετά από 16,6 έως 18 και 
18 έως 24 ώρες, αντίστοιχα. 
  Η επανέναρξη της µείωσης αλλά και γενικότερα η διαδικασία της ωρίµανσης 
ελέγχεται από πρωτεϊνικές κινάσες και φωσφατάσες, οι οποίες, µέσα από διεργασίες 
φωσφορυλίωσης και αποφωσφορυλίωσης, αντίστοιχα, ρυθµίζουν την εξέλιξη και την 
αλληλουχία των απαιτούµενων για την ωρίµανση φαινοµένων. ∆ύο από τα 
σηµαντικότερα από τα παραπάνω ένζυµα είναι ο παράγοντας προαγωγής της ωρίµανσης 
(maturation promoting factor, MPF) και η ενεργοποιηµένη από µιτογόνα πρωτεϊνική 
κινάση (mitogen-activated protein kinase, MAPK) (Wehrend και Meinecke 2001). Τα 
ένζυµα αυτά ενεργοποιούνται λίγο πριν από την επανέναρξη της µείωσης και η 
δραστηριότητά τους βαίνει συνεχώς αυξανόµενη µέχρι το στάδιο της µετάφασης Ι, 
προκειµένου για τον MPF και µέχρι το στάδιο της µετάφασης ΙΙ, προκειµένου για την 
ΜΑΡΚ (Fissore και συν. 1996). Στη συνέχεια, η δραστηριότητα του MPF µειώνεται, 
γεγονός που θεωρείται απαραίτητη προϋπόθεση για τη µετάβαση από τη µετάφαση Ι στην 
ανάφαση Ι και τη συνέχιση της µείωσης, ενώ αυξάνεται εκ νέου στη µετάφαση ΙΙ 
(Viveiros και συν. 2001). Ο ρόλος των ενζύµων αυτών συνδέεται στενά µε τη λύση της 
πυρηνικής µεµβράνης, ώστε να αρχίσει η µείωση, µε τη συµπύκνωση των 
χρωµατοσωµάτων και µε το σχηµατισµό της µειωτικής ατράκτου, για την 
πραγµατοποίηση της µετάφασης Ι (Wehrend και Meinecke 2001). 

Πρέπει να σηµειωθεί ότι, τα κοκκώδη κύτταρα που περιβάλλουν το ωάριο 
(κύτταρα του ωοφόρου δίσκου) συµµετέχουν καθοριστικά στις διεργασίες ωρίµανσής 
του. Συγκεκριµένα, µέσω των χασµατοσυνδέσεών τους (gap-junctions) µε την κυτταρική 
µεµβράνη του ωαρίου παρέχουν σε αυτό ουσίες, κυρίως µικροµοριακές, όπως ιόντα, 
νουκλεοτίδια, αµινοξέα και άλλους µεταβολίτες (Buccione και συν. 1990). Οι 
χασµατοσυνδέσεις αυτές είναι ιδιαίτερα ενεργές τις πρώτες 6 έως 8 ώρες της ωρίµανσης, 
διάστηµα που συµπίπτει µε την έντονη µεταγραφή του DNΑ από το ωάριο και την 
αυξηµένη συγκέντρωση οιστραδιόλης στο ωοθυλακικό υγρό. Οι τελευταίες διεργασίες 
θεωρούνται απαραίτητες προϋποθέσεις για την κυτταροπλασµατική ωρίµανση (Gordon 
1994). Τέλος, έχει βρεθεί ότι τα κοκκώδη κύτταρα υποστηρίζουν τη σύνθεση της 
γλουταθειόνης (GSH), ενός τριπεπτιδίου µε ισχυρή αντιοξειδωτική δράση, από το ωάριο 
(de Matos και συν. 1997).  

 1.7.3.1. Ο φυσιολογικός ρόλος του ΝΟ στην ωρίµανση του ωαρίου 
   Τα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου πιστεύεται ότι στο στάδιο πριν από την 
κορύφωση της επεισοδιακής έκκρισης της LH παρέχουν στο ωάριο ουσίες µέσω των 
χασµατοσυνδέσεων, όπως το cAMP (Downs, 1993, Webb και συν. 2002) και οι πουρίνες 
(π.χ. υποξανθίνη). Αυτές διατηρούν αυξηµένα τα επίπεδα του cAMP εντός του ωαρίου 
(Thibault και συν. 1987, Eppig και συν. 2004), αναστέλλοντας µε αυτό τον τρόπο την 
ωρίµανσή του (Eppig και συν. 2004, Mehlmann 2005). Το ΝΟ µπορεί να ρυθµίζει τη 
δράση του cAMP µέσω του ελέγχου της παραγωγής της cGMP (Hubbard και Terranova 
1982). Μετά την κορύφωση της επεισοδιακής έκκρισης της LH, µεταβολές στη 
συγκέντρωση του ΝΟ που προέρχονται κυρίως από µεταβολές στην παραγωγή του από 
τα κοκκώδη κύτταρα (κατά τους Jablonka-Shariff και Olson 1997 αύξηση της παραγωγής 
και κατά τους Nakamura και συν. 2002 µείωση της παραγωγής) οδηγούν σε µεταβολές 
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στη σχέση cAMP προς cGMP, που σηµατοδοτούν την έναρξη της ωρίµανσης του 
ωαρίου.   
 Η παρουσία του ΝΟ σε συγκεντρώσεις ορισµένου εύρους (30,69 ±5,06 µmol 
NO2

- και ΝΟ3
-/l) προάγει την ωρίµανση ωαρίων επιµύων in vitro, που διατηρούνται σε 

περιβάλλον τεχνητής αναστολής µε υποξανθίνη (Bu και συν. 2003). Αντίθετα, το ΝΟ σε 
πολύ υψηλότερες ή χαµηλότερες συγκεντρώσεις (απουσία υποξανθίνης) είτε αναστέλλει 
την επανέναρξη της µείωσης (Nakamura και συν. 2002), είτε καταστέλλει το σχηµατισµό 
του πρώτου πολικού σωµατίου διακόπτοντας την ωρίµανση πριν την ολοκλήρωση της 
πρώτης µειωτικής διαίρεσης, είτε τέλος οδηγεί σε αδιευκρίνιστες και εκφυλισµένες 
µορφές ωαρίων (Jablonka-Shariff και Olson 2000, Bu και συν. 2003).  
  Οι αδιευκρίνιστες µορφές αποδίδονται σε διαταραχή των απαραίτητων δοµικών 
αλλαγών κατά την αναδιάταξη των µικροσωληνίσκων, µε αποτέλεσµα η κατασκευή της 
πυρηνικής ατράκτου να µην είναι λειτουργική, γεγονός που οδηγεί στην εµφάνιση 
ανωµαλιών στο διαχωρισµό και τη µορφολογία των χρωµατοσωµάτων (Jablonka-Shariff 
και συν. 1999). Επίσης, οι εκφυλισµένες µορφές έχουν αποδοθεί στην τοξική δράση του 
υπεροξυνιτρώδους (ΟΝΟΟ-), που αποτελεί προϊόν της αντίδρασης του ΝΟ µε το Ο2

- 

(Εspey και Lipner 1994).  
 Από τα παραπάνω συνάγεται ότι το ΝΟ σε συγκεκριµένα επίπεδα είναι 

απαραίτητο για την οµαλή εξέλιξη της ωρίµανσης του ωαρίου. Τα αποκλίνοντα πολλές 
φορές ευρήµατα µεταξύ των ερευνητών απορρέουν από την έλλειψη µιας αξιόπιστης 
µεθόδου προσδιορισµού της συγκέντρωσης του ΝΟ που απαντάται in vivo, καθώς και 
από τις αποσπασµατικές πληροφορίες που µέχρι τώρα υπάρχουν σχετικά µε το 
µηχανισµό της βιολογικής δράσης του (Thaler και Epel 2003).  

1.7.3.2. Επίδραση του οξειδωτικού στρες στην ωρίµανση του ωαρίου  
Σε περιπτώσεις οξειδωτικού στρες έχουν παρατηρηθεί διαταραχές στη σχέση 

πρωτεϊνικών κινασών και φωσφατασών κατά την ωρίµανση του ωαρίου. Έχει 
διαπιστωθεί, ότι οι ROS ενεργοποιούν την πρωτεϊνική κινάση C (protein kinase C, PKC) 
(Burdon 1994), η οποία πιθανόν αναστέλλει τη δράση της MAPK (Quan και συν. 2003), 
που έχει κυρίως την ευθύνη για το σχηµατισµό της µειωτικής ατράκτου (Sun και συν. 
2002). Με τον τρόπο αυτό, είναι δυνατό να προκληθούν αλλοιώσεις στην κατασκευή της 
µειωτικής ατράκτου, που οδηγούν σε αδυναµία αποικοδόµησης του MPF και συνεπώς 
στη διακοπή της µειωτικής διαίρεσης στο στάδιο της µετάφασης Ι ή στην καθυστέρηση 
στην µετάβαση προς την ανάφαση Ι και κατ’ επέκταση στην ολοκλήρωση της µειωτικής 
διαίρεσης (Viveiros και συν. 2004). 
 Κατά την ωρίµανση του ωαρίου µπορούν να προκληθούν επιπρόσθετες 
αλλοιώσεις σε αυτό λόγω επίδρασης του οξειδωτικού στρες. Συγκεκριµένα, η κυτταρική 
µεµβράνη υφίσταται βλάβες από λιπιδική υπεροξείδωση, ο κυτταροσκελετός 
αποδιοργανώνεται από οξείδωση των πρωτεϊνών των µικροσωληνίσκων και των 
µικρονηµατίων του (Tarin και συν. 1996), ενώ το DNA διασπάται κατά περιοχές 
χάνοντας τη συνοχή του. Εκτεταµένες βλάβες στο DNA µπορούν να οδηγήσουν στον 
κυτταρικό θάνατο (Jurisicova και συν. 1996, Sabatini, 1999). Τέλος, στο οξειδωτικό 
στρες µπορεί να οφείλεται η ανευπλοειδία που παρατηρείται κατά τη διάρκεια των 
µειωτικών διαιρέσεων ωαρίων από ηλικιωµένους επίµυες και σχετίζεται µε την 
αγονιµότητα της γήρανσης (Tarin και συν. 1998β). 
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1.7.3.3. ROS και αντιοξειδωτική προστασία κατά την ωρίµανση του ωαρίου 
 Κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης, ο αερόβιος µεταβολισµός του ωαρίου είναι 

ιδιαίτερα αυξηµένος (Rieger και Loskutoff 1994). Η υπερπαραγωγή ROS από την 
αυξηµένη αυτή µεταβολική δραστηριότητα αντισταθµίζεται από την έντονη παρουσία 
αντιοξειδωτικών ενζύµων και ουσιών, που εντοπίζονται τόσο ενδοκυτταρικά όσο και στο 
ωοθυλακικό υγρό. Με τον τρόπο αυτό διατηρείται η αναγκαία για την ωρίµανση του 
ωαρίου ισορροπία στο οξειδοαναγωγικό δυναµικό του ωοθυλακίου. Έτσι, εντός του 
ωαρίου έχει ανιχνευθεί η συνθετάση της γλουταµυλοκυστεΐνης (GCS), η GPx, η SOD, η 
GSH (El. Mouatassim και συν. 1999). Στο ωοθυλακικό υγρό αντίστοιχα έχει εντοπιστεί 
σηµαντική παρουσία των οιστρογόνων, στα οποία αποδίδεται εκτός των άλλων και 
αξιοσηµείωτη αντιοξειδωτική δράση (Yagi 1997). Επίσης, έχουν ανιχνευθεί τα εξής 
αντιοξειδωτικά ένζυµα και ουσίες: GSH (Gardiner και συν. 1998), καταλάση, 
γλουταθειονική S-τρανσφεράση, GPx και αναγωγάση της γλουταθειόνης (GRd) (Carbone 
και συν. 2003), SOD (Sabatini και συν. 1999), ταυρίνη και υποταυρίνη (Guerin και 
Menezo 1995), κυστεαµίνη (Guyader-Joly και συν. 1998), ασκορβικό οξύ (Paszkowski 
και Clarke 1999), α-τοκοφερόλη και καροτινοειδή (Schweigert & Zucker 1988), ουρικό 
οξύ (Cassano και συν 1999), µελατονίνη (Brzezinski και συν. 1987).  

1.7.4. Ελεύθερες ρίζες και ωοθυλακιορρηξία 
 Η αυξηµένη δραστηριότητα της eNOS των κυττάρων της θήκης, που 

παρατηρείται κατά το τέλος της διαδικασίας της ωρίµανσης του ωοθυλακίου, πιστεύεται 
ότι είναι υπεύθυνη για την αγγειοδιαστολή και την επακόλουθη αυξηµένη αιµατική 
κυκλοφορία προς αυτό (Rosselli και συν. 1998). Με τον τρόπο αυτό είναι πιθανόν ότι 
αυξάνεται η διήθηση του τοιχώµατος του ωοθυλακίου από λευκοκύτταρα, τα οποία, 
παράγοντας κυττοκίνες και κυρίως την ιντερλευκίνη 1β (IL-1β), ενισχύουν τη 
δραστηριότητα της iNOS των κοκκωδών κυττάρων και των µακροφάγων (Βοnello και 
συν. 1996). Συνεπώς, η προκαλούµενη αύξηση του ΝΟ εκτιµάται ότι προάγει την 
ωοθυλακιορρηξία (Rosselli και συν. 1998), πιθανόν µέσω ενεργοποίησης των 
κυκλοοξυγονασών 1 και 2 και οδηγεί σε αυξηµένη σύνθεση προσταγλανδινών PGE2 και 
PGF2α από την ωοθήκη (Faletti και συν. 1999).  
  Οι προσταγλανδίνες επιτείνουν την προσέλκυση και διήθηση λευκοκυττάρων και 
δηµιουργούν συνήθως διαδικασίες ανάλογες µε εκείνες της φλεγµονής, οδηγώντας έτσι 
στην υπερπαραγωγή ROS (Loukides και συν. 1990, Brannstrom και Norman 1993). Στη 
συνέχεια, οι ROS προκαλούν αποδιοργάνωση των κυττάρων του τοιχώµατος του 
ωοθυλακίου και ιδιαίτερα ρήξη των λυσοσωµατίων τους µε απελευθέρωση υδρολυτικών 
ενζύµων (πρωτεϊνάσες κ.ά.), συντελώντας στην ωοθυλακιορρηξία (Brannstrom και συν. 
1994).  

1.7.5. ΝΟ και στεροειδογένεση 
Σύµφωνα µε τις in vitro έρευνες των Rettori και συν. (1994), το ΝΟ φαίνεται ότι 

συµµετέχει στη ρύθµιση της έκκρισης της εκλυτικής ορµόνης της LH (GnRH) από τον 
υποθάλαµο και στην αιφνίδια έξαρση της προωοθυλακιορρηκτικής έκκρισης της LH. 
Είναι γνωστό ότι η GnRH, προκαλώντας την έκκριση των γοναδοτροπινών (κυρίως της 
LH) από την υπόφυση, ρυθµίζει τόσο την λειτουργία των θηλυκών και αρσενικών 
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γονάδων (ωοθυλακιορρηξία, σπερµατογένεση) όσο και τη σύνθεση και έκκριση 
στεροειδών ορµονών (οιστρογόνα-προγεστερόνη, τεστοστερόνη) από αυτές.  

Επίσης, βρέθηκε ότι το ΝΟ ασκεί απευθείας δράση στο µηχανισµό σύνθεσης των  
στεροειδών ορµονών. Έτσι, σε καλλιέργειες κοκκωδών ή/ και ωχρινικών κυττάρων 
αναστέλλει τη σύνθεση τόσο των οιστρογόνων όσο και της προγεστερόνης, δράση που 
αποδίδεται κυρίως στην αδρανοποίηση της αρωµατάσης, ενός από τα ένζυµα του 
κυτοχρώµατος Ρ450, που είναι υπεύθυνα για τη στεροειδογένεση (Van Voorhis και συν. 
1994). Μάλιστα, η έντονη δραστηριότητα των NOS που παρατηρήθηκε στο ωχρό 
σωµάτιο του επίµυος συνδέθηκε µε τη φυσιολογική παλινδρόµησή του (Olson και συν. 
1996). Αντίστοιχη δράση εντοπίστηκε στα κύτταρα του Sertoli και του Leydig των 
όρχεων, στα οποία αναστέλλει τη σύνθεση της τεστοστερόνης από αυτά (Adams και συν. 
1992). 

1.7.6. Οξειδοαναγωγικές συνθήκες και πρώιµη εµβρυϊκή ανάπτυξη 
Η ικανότητα των ωαρίων να υποστηρίζουν τις διαδικασίες σχηµατισµού του 

ζυγωτού εξαρτάται από το στάδιο προόδου της κυτταροπλασµατικής ωρίµανσής τους, η 
οποία συνδέεται άµεσα µε τα ενδοκυτταρικά επίπεδα της γλουταθειόνης (GSH), που 
συντίθεται από αυτά (Perreault και συν. 1988, Abeydeera και συν. 1998). Η GSH είναι η 
κυριότερη ενδογενής µη ενζυµικής φύσης αντιοξειδωτική ουσία µέσα στα κύτταρα των 
θηλαστικών (Meister 1983). Κατά τη διάρκεια της in vivo ωρίµανσης των ωαρίων η 
ενδοκυτταρική συγκέντρωση της GSH αυξάνεται συνεχώς µέχρι τη στιγµή της 
ωοθυλακιορρηξίας (Perreault και συν. 1988).  

Μετά τη διείσδυση της κεφαλής του σπερµατοζωαρίου στο ωάριο, η GSH 
φαίνεται ότι έχει καθοριστική συµµετοχή στην αποσυµπύκνωση του πυρήνα του 
σπερµατοζωαρίου και στο µετασχηµατισµό του στον αρσενικό προπυρήνα (Perreault και 
συν. 1984). Το φαινόµενο αυτό πραγµατοποιείται παράλληλα µε την ενεργοποίηση του 
ωαρίου, η οποία πυροδοτείται από την αυξηµένη εισροή Ca+2, κατόπιν ενεργοποίησης 
των διαύλων Ca+2 της κυτταρικής µεµβράνης του, πιθανώς από την επίδραση των ROS 
που παράγονται από το σπερµατοζωάριο (Aitken και Fisher 1994, Runft και συν. 2002). 
Η αυξηµένη εισροή Ca+2 ενεργοποιεί την καλµοδουλίνη, η οποία αυξάνει τη 
δραστηριότητα ενζύµων, όπως της πρωτεϊνικής κινάσης ΙΙ της καλµοδουλίνης 
(calmodulin-dependent protein kinase II, CamKII) (Benitez-King και συν. 1996, 
Markoulaki και συν. 2004). Η CamKII ενεργοποιεί µε τη σειρά της άλλους παράγοντες, 
οι οποίοι οδηγούν στην ολοκλήρωση της δεύτερης µειωτικής διαίρεσης του ωαρίου µε τη 
µετάβαση από τη µετάφαση II στην τελόφαση II και στην εξώθηση του δεύτερου πολικού 
σωµατίου, ενώ ακολουθεί ο σχηµατισµός του θηλυκού προπυρήνα (Jones 2005). Στη 
συνέχεια, τα χρωµατοσώµατα των δύο προπυρήνων µεταναστεύουν στο κέντρο του 
ωαρίου µε τη βοήθεια του συστήµατος µικροσωληνίσκων (άτρακτος), ενώ ταυτόχρονα 
γίνεται ο διπλασιασµός των χρωµατίδων τους. Ακολούθως, τα χρωµατοσώµατα 
ευθυγραµµίζονται στον ισηµερινό της ατράκτου προκειµένου να διεξαχθεί η πρώτη 
µιτωτική διαίρεση. Έχει καταδειχθεί ότι η GSH µπορεί να προφυλάξει το σύστηµα των 
µικροσωληνίσκων και µικρονηµατίων από οξειδωτικές βλάβες και συνεπώς µπορεί να 
διασφαλίσει τη µετακίνηση των χρωµατοσωµάτων των δύο προπυρήνων και τη µετάβαση 
του εµβρύου στο στάδιο των 2 κυττάρων (Zuelke και συν. 1997).  

Κατά την πρόοδο της πρώιµης εµβρυικής ανάπτυξης τα επίπεδα ενδοκυτταρικής 
συγκέντρωσης της GSΗ µειώνονται σηµαντικά. Στον ποντικό, παρατηρήθηκε ότι η 
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συγκέντρωσή της GSH µειώνεται κατά 90% από το ώριµο ωάριο µέχρι το στάδιο της 
βλαστικής κύστης. Ενδεχοµένως, αυτό συµβαίνει, διότι το έµβρυο µέχρι το στάδιο αυτό 
στερείται της ικανότητας σύνθεσης της GSH εκ νέου, όπως και της πρόσληψης 
εξωκυτταρικής GSH από το υγρό του ωαγωγού (Gardiner και συν. 1998), ενώ ο 
µεταβολισµός των κυττάρων του είναι ιδιαίτερα αυξηµένος4. Έτσι, η παρουσία της GSH 
εξωκυτταρικά είναι ικανή να προστατεύσει µόνο τις πρωτεΐνες και άλλα µακροµόρια που 
βρίσκονται στην επιφάνεια της κυτταρικής µεµβράνης από οξειδωτικές βλάβες. Με τον 
τρόπο αυτό, µπορεί να διατηρηθεί η λειτουργικότητα της αντλίας Νa+/Κ+, που συµβάλλει 
στο σχηµατισµό της βλαστικής κοιλότητας (Thomas και Dagher 1994). 

 Η µείωση της συγκέντρωσης της GSH ενδοκυτταρικά αποτελεί φυσιολογικό 
φαινόµενο της πρώιµης εµβρυικής ανάπτυξης. Η µείωση αυτή, σε συνδυασµό µε την 
επίδραση του ΝΟ που παράγεται από το έµβρυο (Nishikimi και συν. 2001), σχετίζεται µε 
τη ρύθµιση αποπτωτικών διεργασιών σε πλεονάζοντα και περιττά κύτταρα του εµβρύου 
(Parchment 1993). Φαίνεται, επίσης, ότι έχει ρόλο στην προαγωγή της διαφοροποίησης 
και της ανάπτυξης (Jacobson 1997). Επιπλέον, πιστεύεται ότι η µείωση της 
ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης της GSH σε συνδυασµό µε την παρατηρούµενη αυξηµένη 
παραγωγή Ο2

- από τις έντονες µεταβολικές διεργασίες των κυττάρων του εµβρύου 
συντελούν στην εκκόλαψη της βλαστικής κύστης (Thomas και συν. 1997). 
  Το έµβρυο, µετά την κάθοδό του από τον ωαγωγό, και προκειµένου να 
εγκατασταθεί στη µήτρα, παράγει αυξηµένες ποσότητες ΝΟ. Με τον τρόπο αυτό 
προκαλείται διαστολή των τριχοειδών αγγείων και αυξηµένη αιµατική ροή τοπικά, που 
αποτελούν βασική προϋπόθεση για την εγκατάσταση και την περαιτέρω ανάπτυξη του 
εµβρύου (Gouge και συν. 1998). 

1.7.6.1. Αντιοξειδωτική άµυνα του πρώιµου εµβρύου και του περιβάλλοντός του 
Στα έµβρυα των θηλαστικών ανιχνεύονται τα αντιοξειδωτικά ένζυµα της 

υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης (GPx), της δισµουτάσης του υπεροξειδίου (SOD) και 
της καταλάσης, καθώς και άλλες αντιοξειδωτικές ουσίες, όπως η GSH. Η συγκέντρωσή 
τους ποικίλλει κατά είδος αλλά και ανά στάδιο της εµβρυικής ανάπτυξης (Guerin και 
συν. 2001).  

Αξίζει να αναφερθεί ότι η ενεργοποίηση του εµβρυικού γονιδιώµατος στο χοίρο, 
στην αίγα και στον ποντικό πραγµατοποιείται στο στάδιο των 2 έως 4 κυττάρων, ενώ στο 
πρόβατο και στην αγελάδα στο στάδιο των 8 έως 16 κυττάρων (Parrish και First 1993, de 
Sousa και συν. 1998). Μέχρι το στάδιο αυτό, τον έλεγχο της αντιοξειδωτικής προστασίας 
διατηρεί το mRNA, που κωδικοποιεί πληροφορίες για τη σύνθεση αντιοξειδωτικών 
ενζύµων, καθώς και αντιοξειδωτικά ένζυµα και ουσίες που είναι αποθηκευµένα στο 
κυτταρόπλασµα του ωαρίου και προέρχονται από µεταγραφή ή σύνθεση κατά την 
περίοδο της ωρίµανσής του (Howlett και Bolton 1985). 

Γενικά, θεωρείται ότι η αντιοξειδωτική άµυνα του εµβρύου µέχρι το στάδιο των 
8έως16 κυττάρων είναι ελλιπής, αφού κάµπτεται ακόµα και σε περιπτώσεις ήπιων 
διαταραχών της οξειδοαναγωγικής ισορροπίας (Gardiner και συν. 1998). Το έλλειµµα 
αυτό καλύπτεται εξωκυτταρικά από το υγρό του ωοθυλακίου, από το οποίο 
απελευθερώθηκε το ωάριο που γονιµοποιήθηκε, και από το υγρό του ωαγωγού. Συνολικά 
η εξωκυτταρική αντιοξειδωτική προστασία που παρέχεται στο έµβρυο κατά την 
                                                 
4 Κυρίως από την έντονη οξειδωτική φωσφορυλίωση και από την αυξηµένη δράστηριότητα των οξειδασών 
NADPH και ξανθίνης (Nasr-Esfahani και συν. 1991, Guerin και συν. 2001). 
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ανάπτυξή του στον ωαγωγό αποδίδεται στην παρουσία των GSH, GPx, SOD, καταλάσης, 
τρανσφερρίνης, αλβουµίνης, ταυρίνης και υποταυρίνης, κυστεαµίνης, ασκορβικού, α-
τοκοφερόλης, καροτινοειδών, οιστρογόνων, ουρικού οξέος, µελατονίνης (Brzezinski και 
συν. 1987, Guerin και συν. 2001). 

 Θα πρέπει να αναφερθεί ότι υπάρχουν µεγάλες διαφορές στη συγκέντρωση των 
αντιοξειδωτικών ουσιών στα υγρά τόσο του ωοθυλακίου όσο και του ωαγωγού στα 
διάφορα είδη των θηλαστικών, συµπεριλαµβανοµένου και του ανθρώπου. Όλα τα γνωστά 
αντιοξειδωτικά και ενδεχοµένως άλλα, τα οποία δεν έχουν ακόµα αποµονωθεί, 
προσδίδουν στα βιολογικά υγρά την ιδιότητα µιας δεξαµενής αντιοξειδωτικών, από όπου 
αντλείται προστασία µε ρυθµό τέτοιο που να εξασφαλίζει την εκάστοτε απαιτούµενη 
οξειδοαναγωγική ισορροπία τόσο για την επιβίωση των γαµετών και τη γονιµοποίηση 
όσο και για την πρώιµη εµβρυική ανάπτυξη (Smith και συν. 1996). 

Το έµβρυο στο στάδιο της βλαστικής κύστης, και ιδιαίτερα µετά από την 
εγκατάστασή του στη µήτρα, είναι λιγότερο ευάλωτο στην παρουσία των ROS, κυρίως 
διότι µπορεί πλέον, να συνθέτει αντιοξειδωτικά ένζυµα και GSH σε επαρκή για την 
άµυνά του επίπεδα (Gardiner και συν. 1998).  

1.7.6.2. Επίδραση του οξειδωτικού στρες στο έµβρυο 
Η αυξηµένη συσσώρευση ROS στο περιβάλλον του εµβρύου έχει αναφερθεί ότι 

προκαλεί βλάβες στις κυτταρικές µεµβράνες (Halliwell και Chirico 1993), 
κατακερµατισµό του DNA των κυττάρων του (Halliwell και Aruoma 1991), ανώµαλες 
κυτταρικές διαιρέσεις (Goyanes και συν. 1990) και καθυστέρηση στην εµβρυική 
ανάπτυξη (Pabon και συν. 1989). Τέλος, επάγει αποπτωτικές διεργασίες που έχουν ως 
συνέπεια τον πρώιµο εµβρυικό θάνατο (Jurisicova και συν. 1996, Feugang και συν. 
2003).  

1.7.7. Άλλες δράσεις του ΝΟ στο αναπαραγωγικό σύστηµα του θηλυκού ζώου 
Η παρουσία του ΝΟ έχει ανιχνευθεί στα επιθηλιακά κύτταρα και στο µυικό 

χιτώνα του ωαγωγού. Επιπλέον διαπιστώθηκε ότι η απελευθέρωσή του κατά τόπους και 
σε µικρές ποσότητες συµβάλλει στην προαγωγή της κινητικότητας των 
σπερµατοζωαρίων. Με δεδοµένη την ικανότητά του να προκαλεί χάλαση των λείων 
µυικών ινών, µπορεί να του αποδοθεί ρόλος στον έλεγχο της συσπαστικότητας του 
ωαγωγού καθώς και στην κίνηση των κροσσών του επιθηλίου του. Με αυτά τα δεδοµένα, 
το ΝΟ θεωρείται ότι έχει σηµαντικό ρόλο στη γονιµοποίηση, την πρώιµη εµβρυική 
ανάπτυξη αλλά και στην προώθηση του εµβρύου προς τη µήτρα (Rosselli και συν. 1998). 

Ακόµα, το ΝΟ εντοπίστηκε στο ενδοµήτριο και στο µυοµήτριο. Σύµφωνα µε τα 
διαθέσιµα δεδοµένα, το ΝΟ µετέχει στη ρύθµιση της εκκριτικής δραστηριότητας του 
αδενικού επιθηλίου ασκώντας κυρίως έλεγχο στην αιµατική ροή προς αυτό αλλά και στη 
συσπαστικότητας της µήτρας. Μάλιστα, έχει παρατηρηθεί αύξηση των συγκεντρώσεών 
του στη διάρκεια της εγκυµοσύνης και µείωση στα τελευταία στάδιά της. Με βάση αυτά 
τα δεδοµένα, το ΝΟ φαίνεται ότι υποστηρίζει την κυοφορία και εµπλέκεται στον έλεγχο 
του τοκετού (Dixit και Parvizi 2001). 
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1.7.8. Παραγωγή εµβρύων in vitro και οξειδωτικό στρες 
Η παραγωγή εµβρύων βοοειδών in vitro (IVP) περιλαµβάνει τρεις βασικές 

φάσεις: την ωρίµανση των ωαρίων in vitro (in vitro oocyte maturation, IVM), που 
αποσκοπεί στην ωρίµανση τόσο του πυρήνα όσο και του κυτταροπλάσµατός τους, την 
γονιµοποίησή τους in vitro (in vitro fertilization, IVF) και την καλλιέργεια των 
γονιµοποιηµένων ωαρίων in vitro (in vitro embryo culture, IVC) συνήθως µέχρι το 
στάδιο της βλαστικής κύστης, ώστε να ακολουθήσει η µεταφορά τους σε ζώα δέκτες. Η 
IVP διενεργείται κάτω από ειδικές συνθήκες. Συγκεκριµένα, µε τη χρήση ειδικών 
τυποποιηµένων υποστρωµάτων, σε επωάσεις µέσα σε κλιβάνους µε συγκεκριµένη 
θερµοκρασία 38,5 έως 39 ºC και ειδική ατµόσφαιρα, όπως 5% CO2 σε αέρα (συνήθως για 
την IVM) και 5% CO2 , 5 έως 10% O  και 90 έως 85% Ν (συνήθως για IVF και IVC), 
υγρασία >95%

2 2 

. Η διάρκεια κάθε φάσης είναι: από 18 µέχρι 24 ώρες προκειµένου για την 
IVM και την IVF (Wang και συν. 1992, De Azambuja και συν. 1993, Gordon 1994) και 
από 24 ώρες µέχρι 7 έως 8 ηµέρες προκειµένου για την IVC (Gradl 1988). Αξίζει να 
σηµειωθεί ότι οι τεχνικές που βρίσκουν εφαρµογή στην IVP ποικίλλουν ανά εργαστήριο, 
ενώ δοκιµάζεται συνεχώς η αποτελεσµατικότητα τροποποιήσεων τόσο στη σύνθεση των 
υποστρωµάτων, όσο και στις συνθήκες επώασης.  

Κατά τη διενέργεια των IVM, IVF και IVC υπάρχουν µερικώς, απώλειες σε 
ωάρια και σε πρώιµα έµβρυα λόγω κυτταρικού θανάτου που µπορεί να αποδοθεί εν µέρει 
στην επίδραση του οξειδωτικό στρες (Yang και συν. 1998, Tatemoto και συν. 2000). Έχει 
διαπιστωθεί ότι η προσθήκη αντιοξειδωτικών ουσιών σε κάποιο από τα στάδια της IVP, 
όπως για παράδειγµα της βιταµίνης C, στα υποστρώµατα της IVM (Tatemoto και συν. 
2001), ή της GSH, στα υποστρώµατα της IVF (Boquest και συν. 1999), ή της ταυρίνης 
(Li και συν. 1993), υποταυρίνης (Fujitani και συν. 1997) ή βιταµίνης Ε (Olson και Seidel 
2000), στα υποστρώµατα  της IVC, συµβάλλει στη βελτίωση των ποσοστών 
γονιµοποίησης ή και πρώιµης εµβρυικής ανάπτυξης. 

Το οξειδωτικό στρες που παρατηρείται κατά τη διάρκεια της IVP αποτελεί τη 
συνισταµένη κυρίως δύο επιµέρους παραµέτρων: 

i) Η παραγωγή ROS. Λόγω έκθεσης των γαµετών και των εµβρύων σε συνθήκες µε 
υψηλή µερική συγκέντρωση οξυγόνου (Kitagawa και συν. 2004) και παρουσία 
φωτός (Nakayama και συν. 1994) παρατηρείται υπερβολική παραγωγή ROS. In 
vivo, τόσο οι γαµέτες όσο και τα έµβρυα βρίσκονται σε περιβάλλον µε 
συγκέντρωση οξυγόνου που αποτελεί το ένα τρίτο αυτής που επικρατεί κατά τους 
χειρισµούς in vitro στο εργαστήριο ή εντός των κλιβάνων επώασης. Το πρόβληµα 
αντιµετωπίζεται µε λιγότερους δυνατούς χειρισµούς, µε επικάλυψη των 
υποστρωµάτων της IVP µε παραφινέλαιο (Gordon 1994) και µε µείωση της 
συγκέντρωσης του οξυγόνου στους κλιβάνους, ιδιαίτερα στα στάδια της IVF και 
της IVC, σε επίπεδα παρόµοια µε εκείνα που παρατηρούνται in vivo (5 έως 10%) 
(Fisher και Bavister 1993).  

ii)  Τα επίπεδα αντιοξειδωτικής προστασίας που παρέχουν τα υποστρώµατα της IVP. 
Κατά τη διάρκειά της, τόσο οι γαµέτες, όσο και τα έµβρυα προστατεύονται από 
τις οξειδώσεις µε ενδοκυτταρικούς αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς. Επίσης, 
προστατεύονται από τις αντιοξειδωτικές ουσίες που προστίθενται τα 
υποστρώµατα, όπως είναι οι εξής: το ερυθρό της φαινόλης, HEPES, η γλυκόζη, η 
αλβουµίνη (Alvarez και Storey, 1983, Ermilov και συν. 1999), το πυροσταφυλικό 
οξύ σε συνδυασµό ή όχι µε γαλακτικό οξύ (de Lamirande και Gagnon 1992) 
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κ.λπ.. ∆εν είναι ακόµα γνωστό όµως, εάν η συνολική ικανότητα των 
τυποποιηµένων υποστρωµάτων να παρέχουν αποτελεσµατική αντιοξειδωτική 
προστασία στους γαµέτες και τα έµβρυα είναι επαρκής.  

1.8. Σκοπός της διατριβής
Με βάση τα ευρήµατα που παρατέθηκαν, γίνεται αντιληπτό ότι η διατήρηση της 

οξειδοαναγωγικής ισορροπίας στα βιολογικά συστήµατα διαδραµατίζει ουσιαστικό ρόλο 
στην εκδήλωση του φαινοµένου της ζωής. Αναφορικά µε την αναπαραγωγή, συνάγεται 
ότι οι εκάστοτε οξειδοαναγωγικές συνθήκες που επικρατούν φυσιολογικά υποστηρίζουν 
τις λειτουργίες που σχετίζονται µε την ωρίµανση του ωαρίου, τη γονιµοποίησή του από 
ενεργοποιηµένο σπερµατοζωάριο και την ανάπτυξη του εµβρύου που προκύπτει.  

Ακόµα, αναφέρθηκε ότι η χαµηλή απόδοση της IVP µπορεί να οφείλεται στο 
οξειδωτικό στρες που είναι δυνατό να υποστούν τόσο οι γαµέτες όσο και τα έµβρυα 
κυρίως στα πρώτα στάδια ανάπτυξής τους. Το γεγονός ότι η επιπλέον προσθήκη 
αντιοξειδωτικών σε κάποιο από τα υποστρώµατα της IVP, έστω και αν οι συγκεντρώσεις 
τους επιλέγονται αυθαίρετα, εµπειρικά ή ενδεικτικά (Li και συν. 1993, de Matos και συν. 
1996, Boquest και συν. 1999, Ali και συν. 2003), βελτιώνει την απόδοσή της, υποδηλώνει 
ότι η αντιοξειδωτική ικανότητα (Α.Ι.) των υποστρωµάτων υπολείπεται εκείνης των 
αντίστοιχων βιολογικών υγρών (υγρό του προωοθυλακιορρηκτικού ωοθυλακίου, υγρό 
του ωαγωγού περί τον οίστρο) (Guerin και συν. 2001).  

Παρόλο που υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδοµένα σχετικά µε τη δραστηριότητα 
ποικίλων αντιοξειδωτικών ενζύµων ή τη συγκέντρωση πολλών αντιοξειδωτικών ουσιών 
στα παραπάνω βιολογικά υγρά, ωστόσο λείπουν πληροφορίες αναφορικά µε την 
αντιοξειδωτική ικανότητα (Α.Ι.) των υγρών αυτών. Εξαίρεση αποτελούν µόνον οι 
µελέτες της Α.Ι. του ωοθυλακικού υγρού γυναικών που υπόκεινται σε εξωσωµατική 
γονιµοποίηση λόγω διαφόρων προβληµάτων γονιµότητας σε σχέση µε την in vitro 
γονιµοποίηση του ωαρίου και τη βιωσιµότητα του παραγόµενου εµβρύου (Attaran και 
συν. 2000, Oyawoye και συν. 2003, Pasqualotto και συν. 2004). Ακόµα, αναφέρεται η 
µελέτη της Α.Ι. του υγρού των ωοθυλακίων βουβάλων σε σχέση µε τη διάµετρο των 
ωοθυλακίων και τη µορφολογία των ωαρίων (Cassano και συν. 1999). Τέλος, υπάρχει 
ένδεια δεδοµένων που να αφορούν στην Α.Ι. των υποστρωµάτων της IVP, εκτός από την 
παρατηρούµενη µείωση της Α.Ι. του υποστρώµατος όταν καλλιεργούνται χαµηλής 
βιωσιµότητας έµβρυα σε αυτό (Paszkowski και Clarke 1996).  

Συνεπώς, κρίθηκε σκόπιµο:  
1. να προσδιοριστεί η Α.Ι. των υγρών του προωοθυλακιορρηκτικού ωοθυλακίου και 

του ωαγωγού αγελάδων σε οίστρο καθώς και των υποστρωµάτων της IVM, της 
IVF και της IVC, 

2. να προσοµοιωθεί η Α.Ι. των in vivo στις in vitro συνθήκες µε την προσθήκη 
κατάλληλων συγκεντρώσεων αντιοξειδωτικών  

3. να µελετηθεί η επίδραση της προσοµοίωσης αυτής στην απόδοση της IVP σε όλα 
τα στάδιά της.  
Επιπλέον, και µε δεδοµένο ότι η χρήση της IVP σε παραγωγική βάση απαιτεί 

µέγιστη αποτελεσµατικότητα και χρήση της ελάχιστης διάρκειας επώασης των IVM και 
IVF, µελετήθηκε η προσοµοίωση αυτή σε επωάσεις18ωρης διάρκειας στην IVM και στην 
IVF.  
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Έτσι, επιχειρήθηκε µια συνεισφορά στις προσπάθειες τυποποίησης των 
υποστρωµάτων στο βαθµό που να προσεγγίζουν τις αντίστοιχες συνθήκες in vivo και 
ειδικότερα τις απαιτήσεις σε αντιοξειδωτική προστασία. Η προσέγγιση των συνθηκών in 
vivo φαίνεται ότι αποτελεί την ικανή και αναγκαία συνθήκη για την επίτευξη των 
βέλτιστων αποδόσεων της IVP (Kruip και συν. 2000).  

Τα αντιοξειδωτικά που επιλέχθηκαν για το σκοπό αυτό είναι το γουαϊαζουλένιο 
(guaiazulene) και η µελατονίνη. Το γουαϊαζουλένιο (1,4-διµεθυλ-7-ισοπροπυλαζουλένιο) 
αποτελεί συστατικό του εκχυλίσµατος των ειδών χαµοµηλιού Guajacum officinale 
(Zygophyllaceae) και Marticaria chamomilla (Asteraceae), είναι µη τοξικό προϊόν, 
ευρέως διαδεδοµένο στη φύση. Επιπλέον, είναι λιπόφιλη ουσία, εύκολα διαθέσιµη, µε 
ισχυρή αντιοξειδωτική δράση, στην οποία αποδίδονται σε µεγάλο βαθµό οι 
αντιφλεγµονώδεις, αντιαλλεργικές και αντιελκωτικές ιδιότητές της, που παρουσιάζει 
στον άνθρωπο (Yanasigawa και συν. 1990). Έτσι, καταδείχθηκε τόσο ότι εξουδετερώνει 
τις ελεύθερες ρίζες και κυρίως τη ΗΟ  , που θεωρείται και η πιο κυτταροτοξική, όσο και 
ότι αδρανοποιεί τις υπεροξειδικές και αλκοξειδικές ρίζες αναστέλλοντας έτσι τη λιπιδική 
υπεροξείδωση των µεµβρανών. Μάλιστα, σε καταστάσεις πρόκλησης οξειδωτικού στρες 
σε ήπαρ επίµυων, εξουδετερώνει τους προ-οξειδωτικούς παράγοντες και διατηρεί τα 
επίπεδα GSH σε φυσιολογικές τιµές, εύρηµα που έµµεσα υποδηλώνει την 
αποτελεσµατική αντιοξειδωτική προστασία που παρέχει στα ηπατοκύτταρα (Κourounakis 
και συν. 1997).  

 Η µελατονίνη (Ν-ακετυλο-5-µεθοξυ-τρυπταµίνη) είναι µία ορµόνη που 
παράγεται κυρίως στα κύτταρα της επίφυσης αλλά και στον αµφιβληστροειδή χιτώνα, 
στον εντερικό σωλήνα, στην ωοθήκη. Αποτελεί παράγωγο του αµινοξέος τρυπτοφάνη, µε 
ενδιάµεσο προϊόν τη σεροτονίνη. Η µελατονίνη στερείται τοξικότητας, ακόµα και όταν 
χορηγείται σε φαρµακολογικές δόσεις, σε αντιδιαστολή µε πολλά εξωγενή 
αντιοξειδωτικά, που πάνω από έναν συγκεκριµένο ουδό γίνονται τοξικά (Reiter και συν. 
1994).  

Η µελατονίνη έχει πολλαπλές αντιοξειδωτικές δράσεις, πολλές από τις οποίες 
µόνον πρόσφατα άρχισαν να γίνονται αντιληπτές. Έτσι: 

• Έχει την ικανότητα να εξουδετερώνει όλο σχεδόν το φάσµα των ROS [O2
- 

(Zhang και συν. 1998), H2O2 (Burkhardt και συν. 2001), HOCl (Dellegar και συν. 
1999), ROO  (Pieri και συν. 1994), καθώς και τα ιδιαιτέρως τοξικά OΝΟΟ
(Zhang και συν. 1998), HO

- 

 (Tan και συν. 1993)] αλλά και το ΝΟ (Mahal και 
συν. 1999).  

• Ενισχύει τη δραστηριότητα των περισσότερων και σηµαντικότερων από τα 
αντιοξειδωτικά ένζυµα, όπως η SOD, η καταλάση, η υπεροξειδάση (GPx) και η 
αναγωγάση της γλουταθειόνης (GRd). Μάλιστα, επειδή τα δύο τελευταία ένζυµα 
συµµετέχουν στην ανακύκληση της GSH, η µελατονίνη επιτυγχάνει την 
οµοιόστασή της, ενώ παράλληλα προάγει τη σύνθεσή της αφού ενεργοποιεί το 
υπεύθυνο για το σκοπό αυτό ένζυµο, δηλαδή τη συνθετάση της γ-γλουταµυλο-
κυστεΐνης (Reiter και συν. 2000, Mayo και συν. 2002, Rondriguez και συν. 2004).  

• Μπορεί να αναστείλει τη δραστηριότητα των NOS (Pozo και συν. 1997 και 
Crespo και συν. 1999), µειώνοντας µε αυτό τον τρόπο την παραγωγή ΝΟ.  

• Αυξάνει τη δραστηριότητα των ενζύµων της αναπνευστικής αλυσίδας και προάγει 
την απόδοση της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Με αυτό τον τρόπο:  
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i) αυξάνεται η σύνθεση του ΑΤΡ, που είναι απαραίτητο για όλες σχεδόν τις 
κυτταρικές λειτουργίες, συµπεριλαµβανοµένων και αυτών που αφορούν στην 
αποκατάσταση βλαβών που υπέστησαν τα µακροµόρια σε περιπτώσεις 
οξειδωτικού στρες (Martin και συν. 2001),  

ii) περιορίζεται η δυνατότητα διαφυγής ηλεκτρονίων από την αναπνευστική 
αλυσίδα, γεγονός που σηµαίνει ότι δυνητικά µειώνεται η παραγωγή ROS 
(Reiter και συν. 2000).  

• Εκδηλώνει συνεργική δράση µε την ταυτόχρονη παρουσία άλλων 
αντιοξειδωτικών, όπως της βιταµίνης C, της βιταµίνης Ε και της GSH (Gitto και 
συν. 2001). Επιπλέον, σε συγκριτικές δοκιµές µε αυτά, η µελατονίνη έχει 
αποδεδειγµένα αποτελεσµατικότερη αντιοξειδωτική δράση (Tan και συν. 2002).  

• Ενώ τα περισσότερα αντιοξειδωτικά κάτω από ορισµένες συνθήκες είναι δυνατό 
να εκδηλώσουν προ-οξειδωτική δράση, αυτό δεν έχει διαπιστωθεί στην 
περίπτωση της µελατονίνης (Tan και συν. 2000). 
Στην αποτελεσµατική δράση της ως αντιοξειδωτικό συνηγορούν και το µικρό 

µοριακό βάρος της καθώς και ότι είναι αµφιδιαλυτή ουσία, δηλαδή υδατοδιαλυτή και 
λιποδιαλυτή (Shida και συν. 1994). Οι ιδιότητες αυτές της επιτρέπουν να διέρχεται 
απρόσκοπτα τις κυτταρικές µεµβράνες και να έχει άµεση πρόσβαση σε κάθε 
υποκυτταρικό διαµέρισµα ή κυτταρικό οργανίδιο καθώς και στον πυρήνα των κυττάρων 
(Menendez-Pelaez και Reiter 1993). 

Αξιοσηµείωτη είναι και η ορµονική δράση της, όπως και ο αντίκτυπός της στις 
διεργασίες της αναπαραγωγής. Πιο συγκεκριµένα, ο κιρκάδιος ρυθµός έκκρισής της 
(µόνο τη νυχτερινή περίοδο του 24ώρου) αντικατοπτρίζει τις µεταβολές του 
φωτοπεριοδισµού (σχέση φωτός-σκότους κατά τη διάρκεια του 24ωρου), όπως αυτές 
«ανιχνεύονται» από τον αµφιβληστροειδή χιτώνα των οργανισµών και µεταφέρονται 
στην επίφυση. Στη συνέχεια, η µελατονίνη αναλαµβάνει το ρόλο της προσαρµογής των 
διαφόρων φυσιολογικών λειτουργιών των οργανισµών βάσει αυτών των µεταβολών 
(βιορυθµός). Έτσι, ρυθµίζει σε σηµαντικό βαθµό τις ηµερήσιες και κατ’ επέκταση τις 
εποχικές επιδράσεις στην αναπαραγωγική λειτουργία (ιδιαίτερα εµφανείς στο πρόβατο 
και στον ίππο), στο µεταβολισµό και στο σωµατικό βάρος. Επιπλέον, η µελατονίνη 
επηρεάζει την έκκριση των ορµονών του θυρεοειδούς, το ανοσολογικό σύστηµα, τους 
µηχανισµούς θερµορρύθµισης και τον ύπνο, ενώ η σταδιακή µείωση της δραστηριότητάς 
της σχετίζεται µε τη γήρανση του οργανισµού (Σµοκοβίτης 1993). 

Επιπρόσθετα, η µελατονίνη επιδρά στη λειτουργία των ωοθηκών έµµεσα και 
έµµεσα. Στην πρώτη περίπτωση αυτό επιτυγχάνεται µε την εµπλοκή της στη ρύθµιση της 
απελευθέρωσης της GnRH από τον υποθάλαµο (Martin και Sattler 1982), αλλά και στους 
µηχανισµούς λειτουργίας της υπόφυσης για παραγωγή και έκκριση της LH, οι οποίοι 
βασίζονται στην ενδοκυτταρική συγκέντρωση του cAMP και των Ca+2 (Vanecek 1995).  

Σε ό,τι αφορά στην απευθείας δράσης της στις ωοθήκες, εντοπίστηκε 3 φορές 
υψηλότερη συγκέντρωση µελατονίνης στο υγρό του προωοθυλακιορρηκτικού 
ωοθυλακίου συγκριτικά µε τον ορό του αίµατος σε γυναίκες (Brzezinski και συν. 1987), 
που µάλιστα παρουσίαζε κιρκάδια και εποχική διακύµανση (Ronnberg και συν. 1990, Yie 
και συν. 1995). Το εύρηµα αυτό υποδηλώνει ότι το ωοθυλάκιο αποτελεί εστία εκλεκτικής 
συγκέντρωσης της µελατονίνης. Ακόµα, µέσω υποδοχέων της στην κυτταρική µεµβράνη 
των κοκκωδών-ωχρινικών κυττάρων (Niles και συν. 1999, Woo και συν. 2001) ρυθµίζει 
την έκφραση των γονιδίων για τους υποδοχείς της LH και GnRH. Επιπλέον ενισχύει την 
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παραγωγή προγεστερόνης είτε άµεσα (Webley και Luck 1986, Baratta και Tamanini 
1992), είτε µε τη συνεργική δράση της hCG (Brzezinski, 1991, Baratta και Tamanini 
1992). ∆ε διαπιστώθηκε η επίδρασή της στην παραγωγή οιστραδιόλης (Webley, 1986, 
Baratta, 1992) σε in vitro καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων ανθρώπου (Brzezinski, 1991, 
Webley και Luck 1986), αγελάδας (Webley και Luck 1986) και προβάτου (Baratta και 
Tamanini 1992). Αντίθετα, σε in vitro καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων επιµύων 
ενισχύει επιπλέον και την παραγωγή οιστρογόνων (Fiske και συν. 1984). 
  Επίσης, η µελατονίνη ανταγωνίζεται την καλµοδουλίνη, µία πρωτεΐνη που 
βρίσκεται σε όλα τα κύτταρα (Turjanski και συν. 2004). Στην ενεργοποίησή της  
βασίζεται η δραστηριότητα πολλών ενζύµων, µεταξύ των οποίων οι φωσφοδιεστεράσες 
που αποικοδοµούν το cAMP (Benitez-King και συν. 1991), η πρωτεϊνική κινάση της 
καλµοδουλίνης ΙΙ (calmodulin-dependent protein kinase II, CamKII) (Benitez-King και 
συν. 1996, Markoulaki και συν. 2004) και η PKC (Luria και συν. 2000), τα οποία ασκούν 
ποικίλες δράσεις στα κύτταρα. Η αναστολή της δραστηριότητας των eNOS και nNOS 
που προκαλεί η µελατονίνη υποστηρίζεται ότι επιτυγχάνεται µέσω του ανταγωνισµού της 
µε την καλµοδουλίνη (Reiter και συν. 2000). 

 Έχουν αποδοθεί στη µελατονίνη και κυτταροστατικές ιδιότητες (Tamarkin και 
συν. 1981). Το εύρηµα αυτό µπορεί να αποδοθεί στο γεγονός ότι σε φυσιολογικές 
συγκεντρώσεις (0,2 έως 0,4 nΜ) η µελατονίνη υποστηρίζει και ενισχύει τη διακυτταρική 
επικοινωνία µέσω χασµατοσυνδέσεων σε καλλιέργειες ηπατοκυτάρων µυών (Blackman 
και συν. 2001). Οι χασµατοσυνδέσεις µεταξύ των κυττάρων θεωρούνται απαραίτητες για 
τον έλεγχο του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και της διαφοροποίησης (Loewenstein 
1979).  

Η µελατονίνη σε φαρµακολογικά (10-9 Μ, Kanishi και συν. 2000) ή και σε ακόµα 
υψηλότερα επίπεδα (10-2 Μ, Kojima και συν. 1997) παρουσιάζει ισχυρή κυτταροστατική 
δράση που µπορεί να αποδοθεί σε απευθείας επίδραση της µελατονίνης σε κυτταρικούς 
υποδοχείς, που εντοπίζονται στην κυτταρική µεµβράνη (Dubocovich και συν. 1999) ή 
στον πυρήνα (Acuna-Castroviejo και συν. 1994, Rato και συν. 1999).  

Σχετικά πρόσφατα εντοπίστηκαν υποδοχείς της µελατονίνης στον πυρήνα 
(Wiesenberg και συν. 1995). Επειδή αυτοί οι υποδοχείς ουσιαστικά αποτελούν τους 
παράγοντες που προάγουν τη µεταγραφή για ορισµένα γονίδια του γενετικού υλικού, 
θεωρείται ότι η µελατονίνη συµµετέχει στη ρύθµιση της έκφρασής τους. Έτσι, επηρεάζει 
διάφορες λειτουργίες, µερικές µόνο από τις οποίες έχουν ταυτοποιηθεί µέχρι τώρα, όπως 
η ρύθµιση του µεταβολισµού των λιπιδίων, η διαφοροποίηση των νευρώνων και των 
µυικών κυττάρων, αλλά και γενικότερα η κυτταρική διαφοροποίηση και 
πολλαπλασιασµός καθώς και ο έλεγχος της ανοσολογικής απόκρισης (Smirnov 2001). Η 
τελευταία λειτουργία έχει µελετηθεί περισσότερο, αφού η µελατονίνη µέσω της 
επίδρασής της στους πυρηνικούς της υποδοχείς αναστέλλει την έκφραση του γονιδίου και 
κατ’ επέκταση τη δραστηριότητα της λιποοξυγονάσης, που είναι υπεύθυνη για τη 
σύνθεση των λευκοτριενίων, στα Β λεµφοκύτταρα (Wiesenberg και συν. 1998). Στα Τ 
λεµφοκύτταρα µειώνει την παραγωγή της ιντερλευκίνης 2 (IL-2), ενώ αντίθετα στα 
µακροφάγα επάγει τη σύνθεση IL-2 και IL-6. Οι δράσεις αυτές αποκαλύπτουν τη 
σπουδαιότητα της µελατονίνης και των χηµικών αναλόγων της ως πιθανά θεραπευτικά 
µέσα για την αντιµετώπιση αυτοάνοσων νοσηµάτων, ενώ παράλληλα διανοίγονται 
ευοίωνες προοπτικές για τη χρήση τους ως ασφαλή και αποτελεσµατικά αντικαρκινικά 
φάρµακα (Missbach και συν. 1996).  
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Στην παρούσα µελέτη, η µελατονίνη επιλέχθηκε µε κριτήριο την αντιοξειδωτική 
της ιδιότητα και µε βάση αυτή διερευνήθηκε η επίδρασή της στα επιµέρους στάδια της 
IVP. Για την πληρέστερη εκτίµηση αυτής της επίδρασης επιχειρήθηκε η προσοµοίωση 
του κιρκάδιου τρόπου δράσης της in vivo στις in vitro συνθήκες.  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  

2.1. Προσοµοίωση της Α.Ι.  

2.1.1. Υλικά 
Το γουαϊαζουλένιο (1,4-διµεθυλ-7-ισοπροπυλαζουλένιο) και το 2-

θειοβαρβιτουρικό οξύ (ΤΒΑ) προέρχονταν από την εταιρεία Sigma-Aldrich Chemical 
(Γερµανία), ενώ η µελατονίνη, το ασκορβικό οξύ και ο δισθενής θειικός σίδηρος από την 
εταιρεία Merck (Γερµανία). 

2.1.2. Συλλογή βιολογικών υγρών 
Για τον προσδιορισµό της Α.Ι. των βιολογικών υγρών (των 

προωοθυλακιορρηκτικών ωοθυλακίων και των ωαγωγών) χρησιµοποιήθηκαν 10 
αγελάδες φυλής Holstein, ηλικίας 4 έως 5 ετών. Όλα τα ζώα ήταν υγιή και δεν 
παρουσίαζαν κάποιο πρόβληµα στο γεννητικό τους σύστηµα. Ο οίστρος προκλήθηκε µε 
την τοποθέτηση ενδοκολπικών σπειραµάτων απελευθέρωσης προγεστερόνης (PRID) 
(Ceva, Γαλλία), από τα οποία αφαιρέθηκε η κάψουλα των οιστρογόνων. Τα σπειράµατα 
παρέµειναν in situ για 11 ηµέρες και τη δεύτερη ηµέρα µετά την αφαίρεσή τους τα ζώα 
οδηγήθηκαν στο βιοµηχανικό σφαγείο της Χαλάστρας του Νοµού Θεσσαλονίκης. 

Οι ωοθήκες και οι ωαγωγοί, που συλλέχθηκαν από τα ζώα αυτά, µεταφέρθηκαν 
στο εργαστήριο εντός 20 έως 30΄, συντηρούµενα σε θερµοκρασία 15 ºC. Ακολούθησε η 
αναρρόφηση του κυρίαρχου (προωοθυλακιορρηκτικού) ωοθυλακίου (διαµέτρου >1,5 cm) 
από κάθε αγελάδα µε σύριγγα µιας χρήσης στην οποία είχε προσαρµοστεί βελόνα 21 G. 
Στη συνέχεια, παρασκευάστηκαν οι οµόπλευροι µε τα κυρίαρχα ωοθυλάκια ωαγωγοί από 
κάθε ζώο και εκπλύθηκαν εσωτερικά µε 1 ml PBS (κεφάλαιο 2.2.7.3.). 

Κάθε δείγµα διηθήθηκε µέσω ηθµού µιας χρήσης µε πόρους διαµέτρου 0,22 µm 
(Μillipore). Τέλος, όλα τα δείγµατα συντηρήθηκαν στους -20 ºC µέχρι την ανάλυσή τους. 

2.1.3. Προετοιµασία δειγµάτων των υποστρωµάτων της IVP 
Η παρασκευή τόσο των τυποποιηµένων όσο και των τροποποιηµένων 

υποστρωµάτων µε την προσθήκη του γουαϊαζουλενίου ή της µελατονίνης γινόταν την 
ηµέρα της ανάλυσής τους και όπως περιγράφεται στην ενότητα των πειραµατισµών της 
IVP. Προκειµένου να προσδιοριστούν οι κατάλληλες συγκεντρώσεις των 
αντιοξειδωτικών, που να εξασφαλίζουν Α.Ι. στα υποστρώµατα ανάλογη εκείνης των 
αντίστοιχων µε αυτά βιολογικών υγρών, χρησιµοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις τους 
στα υποστρώµατα. 

2.1.4. Προετοιµασία ηπατικού µικροσωµατικού κλάσµατος  
Για την παρασκευή των ηπατικού µικροσωµατικού κλάσµατος µε τη µέθοδο που 

περιγράφουν οι Chrysselis και συν. (2000) χρησιµοποιήθηκαν υγιείς αρσενικοί επίµυες 
φυλής Fischer-344, βάρους 220 έως 280 g. Συγκεκριµένα, το ήπαρ από τους επίµυες 
αφαιρέθηκε χειρουργικά και οµογενοποιήθηκε σε υδατικό διάλυµα 1,15% KCl, ώστε να 
αντιστοιχούν 250 mg ήπατος ανά ml, και φυγοκεντρήθηκε (9000 g, 4 ºC, 20΄) για να 
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απαλλαγεί από υπολείµµατα κυτταρικών µεµβρανών, πυρήνες, µιτοχόνδρια και 
λυσοσωµάτια. Το υπερκείµενο διάλυµα (µεταµιτοχονδριακό κλάσµα) φυγοκεντρήθηκε 
(110.000 g, 4 ºC, 60΄) για να ληφθεί µικροσωµατικό κλάσµα (ίζηµα), ενώ ακολούθησε 
έκπλυσή του µε αραίωση, σε ρυθµιστικό διάλυµα Tris-HCl (50 mM, pH 7,4), που 
περιείχε 150 mM KCl, και φυγοκέντρηση (110.000 g, 4 ºC, 60΄). Στο µικροσωµατικό 
κλάσµα προστέθηκε αντίστοιχος µε τον αρχικό όγκος ρυθµιστικού διαλύµατος Tris (pH 
7,4), οµογενοποιήθηκε και συντηρήθηκε στους -80 ºC.  

2.1.5. ∆ιαδικασία λιπιδικής υπεροξείδωσης in vitro 
Η Α.Ι. κάθε δείγµατος βιολογικών υγρών και τυποποιηµένων ή τροποποιηµένων 

υποστρωµάτων της IVP υπολογίστηκε µε βάση την ικανότητά του να αναστέλλει την 
προκαλούµενη λιπιδική υπεροξείδωση των ηπατικών µικροσωµατικών µεµβρανών, όπως 
περιγράφεται από τους Kourounakis και συν. (1999). Σε ρυθµιστικό διάλυµα Tris-
ΗCl/KCl (50 mM/150 mM, pH 7,4) γινόταν προσθήκη µικροσωµατικού εναιωρήµατος, 
ενζυµικά αδρανοποιηµένου (90 ºC για 90΄΄), ώστε να αντιστοιχούν 2,5 mg 
µικροσωµατικής πρωτεΐνης ανά ml (ή 4 mΜ λιπαρών οξέων) τελικού µείγµατος 
επώασης, ασκορβικού οξέος (0,2 mM), που προηγουµένως είχε εξουδετερωθεί µε 
διάλυµα ΚΟΗ, και ακολούθως του δείγµατος σε συγκέντρωση 6,7% v/v στο τελικό 
µείγµα επώασης. Η αντίδραση της λιπιδικής υπεροξείδωσης άρχιζε µε την προσθήκη 
FeSO4 (10 µΜ). Το µείγµα επωαζόταν στους 37 ºC µε συνεχή ανακίνηση και 
απρόσκοπτη κυκλοφορία του αέρα σε αυτό, επί 45΄. Σε τακτικά χρονικά διαστήµατα 
γινόταν λήψη ποσότητας (0,3 ml) από το κάθε µείγµα επώασης και µεταφερόταν σε 2 ml 
ψυχρού διαλύµατος 2-θειοβαρβιτουρικού οξέος (3 mM), που περιείχε τριχλωροξικό οξύ 
(1,03 M), υδροχλωρικό οξύ (130 mM) και βουτυλιωµένο υδροξυτολουόλιο (BHT, 0,68 
mM). Η λιπιδική υπεροξείδωση υπολογιζόταν φασµατοφωτοµετρικά (535nm-600nm) µε 
τον προσδιορισµό του αντιδρώντος µε 2-θειοβαρβιτουρικό οξύ προϊόντος. Από τη 
σύγκριση της πορείας της λιπιδικής υπεροξείδωσης µε τον αντίστοιχο πάντα µάρτυρα 
(Η Ο στη θέση του δείγµατος) της µεθόδου εξαγόταν η Α.Ι. κάθε δείγµατος. Κάτω από 
τις προαναφερόµενες συνθήκες πειραµατισµών το διµεθυλσουλφοξείδιο (DMSO), που 
χρησιµοποιήθηκε ως διαλύτης για το γουαϊαζουλένιο, εξετάστηκε και χωριστά µέσα σε 
κάθε υπόστρωµα και δεν παρενέβη στην ακολουθούµενη µέθοδο ή στα αποτελέσµατα 
αυτής. 

2

2.2. Παραγωγή εµβρύων in vitro (IVP) 

2.2.1. Συλλογή ωοθηκών –ωαρίων 
Για τις ανάγκες των πειραµατισµών αυτής της µελέτης χρησιµοποιήθηκαν 

ωοθήκες µοσχίδων και αγελάδων φυλής Holstein µετά από σφαγή τους στα βιοµηχανικά 
σφαγεία Χαλκηδόνας και Χαλάστρας του Νοµού Θεσσαλονίκης. Οι ωοθήκες 
συλλέγονταν ανεξάρτητα από το στάδιο του οιστρικού κύκλου, την ηλικία και την αιτία 
σφαγής των ζώων. ∆εν χρησιµοποιήθηκαν ωοθήκες ζώων προσβεβληµένων από 
φυµατίωση ή βρουκέλλωση. 

Η συλλογή των ωοθηκών γινόταν µε λήψη όλων των µέτρων ασηψίας αµέσως 
µετά την ανάρτηση των σφαγίων και τη διάνοιξη της κοιλιακής τους κοιλότητας. Το 
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χρονικό διάστηµα που µεσολαβούσε από τη σφαγή (αφαίµαξη) του ζώου µέχρι και τη 
συλλογή των ωοθηκών του κυµαινόταν µεταξύ 40΄ έως 50΄.  

Οι ωοθήκες τοποθετούνταν σε ισοθερµικό δοχείο που περιείχε υπόστρωµα 
έκπλυσης (κεφάλαιο 2.2.7.3.), σε θερµοκρασία 25 έως 30 ºC. Το pH του διαλύµατος ήταν 
7,2 και η ωσµωτική πίεσή του κυµαινόταν µεταξύ 285 και 295 mOsms. Μετά το τέλος 
της συλλογής οι ωοθήκες µεταφέρονταν στο εργαστήριο σε χρόνο που κυµαινόταν 
µεταξύ 20΄και 30΄. 

Οι χειρισµοί που ακολουθούσαν έγιναν σύµφωνα µε όσα περιγράφουν οι 
Lutterbach και συν. (1987), Βαϊνάς και συν. (1994) και Lonergan και συν. (1999). Αρχικά 
επιδιωκόταν µείωση του εξωτερικού µικροβιακού φορτίου των ωοθηκών. Για το σκοπό 
αυτό, οι ωοθήκες υποβάλλονταν σε τρεις διαδοχικές εκπλύσεις µε υπόστρωµα έκπλυσης. 
Ακολουθούσε η συλλογή των συµπλεγµάτων ωαρίου-ωοφόρου δίσκου (cumulus-oocyte 
complexes, COCs), από µη ατρητικά ωοθυλάκια διαµέτρου από 2 έως 8 mm µε 
αναρρόφηση του περιεχοµένου τους. Η επιλογή των µη ατρητικών ωοθυλακίων 
στηριζόταν σε µορφολογικά χαρακτηριστικά όπως, η καλή ανάπτυξη αγγείωσης του 
τοιχώµατός τους και η διαύγειά τους (Hendriksen και συν. 2000).  

Οι αναρροφήσεις γίνονταν µε συσκευή αναρρόφησης που δηµιουργούσε 
υποπίεση (100 mm Hg), στην οποία προσαρµοζόταν σωλήνας αναρρόφησης που στη µία 
άκρη είχε βελόνη 18 G, ενώ το περιεχόµενο κατέληγε σε δοκιµαστικούς σωλήνες , που 
περιείχαν 1 ml υποστρώµατος έκπλυσης και διατηρούνταν σε υδατόλουτρο (37 ºC). Το 
περιεχόµενο από κάθε δοκιµαστικό σωλήνα µεταφερόταν σε τρυβλίο Petri 
ιστοκαλλιέργειας διαµέτρου 10 cm. Ακολουθούσε, υπό στερεοσκοπική παρατήρηση 
(×75) και σε στείρο περιβάλλον θαλάµου οριζόντιας νηµατικής ροής, αρχικά η εντόπιση 
και στη συνέχεια η εκτίµηση της ποιότητας των συλλεχθέντων COCs.  

Η εκτίµηση της ποιότητας του κάθε COC γινόταν µε βάση τα µορφολογικά του 
χαρακτηριστικά. Για τους πειραµατισµούς αυτής της µελέτης επιλέγονταν µόνο τα ωάρια 
µε λεπτόκοκκο και οµοιογενές κυτταρόπλασµα που περιβαλλόταν από ισχυρά 
προσκολληµένο ακέραιο και συµπαγή ωοφόρο δίσκο (κατηγορία Α κατά Leibfried και 
First 1979).  

Ακολουθούσε η διαδοχική δίοδος των ωαρίων, που επιλέγονταν ως κατάλληλα 
για ωρίµανση in vitro, από 2 τρυβλία διαµέτρου 3 cm, που περιείχαν 3 ml υποστρώµατος 
ωρίµανσης (κεφάλαιο 2.2.2.). 

 Η συνολική διάρκεια των χειρισµών αυτών κυµαινόταν από 60΄ έως 90΄. 
Συνολικά, χρησιµοποιήθηκαν 3.478 ωοθήκες στις οποίες πραγµατοποιήθηκαν 

30.922 αναρροφήσεις ωοθυλακίων (8,9 αναρροφήσεις ανά ωοθήκη) και συλλέχθηκαν 
18.142 (ποσοστό συλλογής 58,7%) COCs, από τα οποία 8.655 (2,49 κατάλληλα ωάρια 
ανά ωοθήκη) επιλέχθηκαν και χρησιµοποιήθηκαν στους πειραµατισµούς αυτής της 
µελέτης. 

2.2.2. Ωρίµανση ωαρίων in vitro (in vitro oocyte maturation, IVM)  
 Τα COCs που επιλέγονταν ως κατάλληλα για ωρίµανση in vitro χωρίζονταν 

τυχαία σε οµάδες των 15 έως 20 και τοποθετούνταν σε χωριστά βοθρία των ειδικών 
τρυβλίων ιστοκαλλιέργειας (τεσσάρων βοθρίων χωρητικότητας 1 ml ανά βοθρίο, 
Nunclon, Nunc, ∆ανία), που περιείχαν είτε το τυποποιηµένο (µάρτυρας), είτε το 
τροποποιηµένο µε προσθήκη αντιοξειδωτικού υπόστρωµα ωρίµανσης.  
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H ωρίµανση των ωαρίων γινόταν σε κλίβανο δύο αερίων. Τα COCs επωάζονταν 
για 18 ή 24 ώρες σε ατµόσφαιρα 5% CO2 σε αέρα, θερµοκρασία 39±0,1 ºC και υγρασία 
>95% (Lutterbach και συν. 1987, Βαϊνάς και συν. 1994, Lonergan και συν.1999). 

2.2.3. Εκτίµηση της ωρίµανσης των ωαρίων µε βάση την ωρίµανση του πυρήνα τους 
 Προκειµένου να εκτιµηθεί η επίδραση της προσοµοίωσης της Α.Ι. των in vivo στις 
in vitro συνθήκες στην ωρίµανση του πυρήνα των ωαρίων ακολουθήθηκε η εξής 
διαδικασία (Gradl 1988, Κίνης και συν. 1989, Βαϊνάς και συν. 1994): 

• Τα ωάρια, µετά το τέλος της IVM, απογυµνώνονταν από τα κύτταρα του ωοφόρου 
δίσκου που τα περιέβαλαν µε µεταφορά τους σε δοκιµαστικό σωλήνα που περιείχε 
2 ml διαλύµατος κιτρικού νατρίου 2,96 % (w/v) και ανακίνησης για  4΄ περίπου. 

• Αµέσως µετά, τα απογυµνωµένα ωάρια µεταφέρονταν σε τρυβλίο που περιείχε      
3 ml υπότονου διαλύµατος KCl (0,075 Μ), στο οποίο και παρέµεναν για 7΄ σε 
θερµοκρασία 37 ºC, προκειµένου να διευρυνθεί η απόσταση µεταξύ των 
χρωµατοσωµάτων τους. 

• Στη συνέχεια, τα ωάρια µεταφέρονταν σε αντικειµενοφόρο πλάκα, στην οποία 
γινόταν προσθήκη, στάγδην και υπό στερεοσκοπική παρατήρηση, 
µονιµοποιητικού διαλύµατος (οξικό οξύ/ µεθανόλη 1:3, ν/ν), µέχρι να επιτευχθεί η 
διάλυση της διαφανούς ζώνης και η σταθεροποίησή τους στην αντικειµενοφόρο 
πλάκα, όπου και αφήνονταν για µονιµοποίηση. 

• Περίπου 24 ώρες αργότερα γινόταν χρώση των παρασκευασµάτων µε διάλυµα 
ορκεΐνης 2% (κεφάλαιο 2.2.7.5.). 
Η εκτίµηση της εξέλιξης της ωρίµανσης του πυρήνα γινόταν σε µικροσκόπιο 

κοινού φωτισµού. Κατά την παρατήρηση των παρασκευασµάτων (µεγέθυνση ×1000) ο 
πυρήνας των ωαρίων αναµενόταν να βρίσκεται σε ένα από τα παρακάτω στάδια: 

 Πρόφαση Ι (ΠΙ) 
 Μετάφαση Ι (ΜΙ) 
 Ανάφαση Ι (ΑΙ) 
 Τελόφαση Ι (ΤΙ) 
 Μετάφαση ΙΙ (ΜΙΙ). 

 Ως ώριµα θεωρούνταν τα ωάρια που βρίσκονταν στο στάδιο είτε στο στάδιο της 
µετάφασης ΙΙ, είτε της τελόφασης Ι (Leibfried-Rutledge και συν. 1986, Chian και συν. 
1992, Dominko και First 1997). Τα ωάρια, στα οποία δεν ήταν δυνατό να εκτιµηθεί το 
στάδιο εξέλιξης του πυρήνα τους, χαρακτηρίζονταν ως αδιευκρίνιστα. Στις φωτογραφίες 
1 και 2 απεικονίζονται τα βασικά στάδια της IVM, όπως αυτά παρατηρήθηκαν κατά τους 
πειραµατισµούς αυτής της εργασίας και χρησιµοποιήθηκαν για την εκτίµηση της IVM. 

2.2.4. Προετοιµασία του σπέρµατος 
Σε όλους τους πειραµατισµούς που αφορούσαν στη γονιµοποίηση in vitro 

χρησιµοποιήθηκε κατεψυγµένο σπέρµα µιας σπερµατοληψίας ενός ταύρου φυλής 
Holstein («Ηγεµών») του Ινστιτούτου Αναπαραγωγής και Τεχνητής Σπερµατέγχυσης 
Θεσσαλονίκης, αποδεδειγµένης in vivo γονιµοποιητικής ικανότητας (Το ποσοστό µη 
επιστροφών σε οίστρο των αγελάδων, 60 ηµέρες µετά από τη σπερµατέγχυση µε σπέρµα 
της συγκεκριµένης παρτίδας ήταν κατά µέσο όρο 72,4%). Η ζωτικότητα και η 
κινητικότητα των σπερµατοζωαρίων του πριν από την κατάψυξη ήταν 75% και 4, 
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Φωτογραφία 1. Ωάρια πριν από την έναρξη της IVM (1α), και µετά από την IVM (1β), όπου 
διακρίνεται η επέκταση του ωοφόρου δίσκου (µεγέθυνση ×100). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1β 

2α 

2γ 2δ 

2β 

1α 

 
Φωτογραφία 2. Ωάρια µετά από 18ωρη ή 24ωρη IVM, µονιµοποίηση και χρώση µε ορκεΐνη 2%. 
∆ιακρίνονται τα χρωµατοσώµατα στο στάδιο της µετάφασης Ι (2α), της ανάφασης Ι (2β), της 
τελόφασης Ι (2γ) και της µετάφασης ΙΙ (2δ) (µεγένθυνση ×1000). Τα ωάρια στα δύο τελευταία 
στάδια θεωρούνταν ώριµα. 
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αντίστοιχα. Μετά την αναβίωση, γινόταν µικροσκοπική εκτίµηση της ζωτικότητας και 
της κινητικότητας των σπερµατοζωαρίων που ήταν κατά µέσο όρο 60% και 3,5 
αντίστοιχα. 

Ο απαιτούµενος αριθµός σπερµατοζωαρίων για την κάλυψη των αναγκών κάθε 
επιµέρους πειραµατισµού εξασφαλιζόταν µε τη χρησιµοποίηση του περιεχοµένου 
πλαστικών σωληναρίων (paillette) χωρητικότητας 0,5 ml, που περιείχαν 60×106 

σπερµατοζωάρια ανά ml. 
Η αναβίωση του σπέρµατος γινόταν µε εµβάπτιση των πλαστικών σωληναρίων σε 

υδατόλουτρο θερµοκρασίας 38 έως 39 ºC για 25΄΄. Στη συνέχεια γινόταν εµπλουτισµός 
σε σπερµατοζωάρια µε προοδευτική κίνηση, που επιτυγχανόταν µε την εφαρµογή της 
τεχνικής του εµπλουτισµού µετά από την επώαση του σπέρµατος σε υπόστρωµα 
ενεργοποίησης. Πιο συγκεκριµένα ακολουθήθηκε η εξής τεχνική (Parrish και συν. 1986, 
Gordon 1994): 

• Σπέρµα όγκου 210 µl τοποθετούνταν στον πυθµένα 4 έως 8 κωνικών σωλήνων 
(ανάλογα µε τον αριθµό των βοθρίων του εκάστοτε πειραµατισµού που 
υποβάλλονταν σε IVF, αντιστοιχούσε περίπου ένας κωνικός σωλήνας ανά 
βοθρίο). Καθένας από τους κωνικούς σωλήνες περιείχε 1 ml υποστρώµατος 
ενεργοποίησης, και επωάζονταν για 1h σε κλίβανο µε ατµόσφαιρα 5% CO2 σε 
αέρα, θερµοκρασία 39±0,1 ºC και υγρασία >95%. 

• Από κάθε κωνικό σωλήνα, συλλέγονταν περίπου 900 µl του υπερκείµενου 
υποστρώµατος, τα οποία περιείχαν σπερµατοζωάρια µε προοδευτική κίνηση σε 
υψηλό ποσοστό (>90%), τοποθετούνταν σε άλλο κωνικό σωλήνα και 
ακολουθούσε φυγοκέντρηση στα 200 g για 10΄. 

• Στη συνέχεια, αποµακρυνόταν το υπερκείµενο υπόστρωµα και τελικά στον 
πυθµένα κάθε σωλήνα απέµεναν 0,1 έως 0,2 ml εναιωρήµατος εµπλουτισµένου 
σε ζωντανά σπερµατοζωάρια. 

• Ακολουθούσε η συγκέντρωση του υλικού σε ένα δοκιµαστικό σωλήνα και ο 
προσδιορισµός της πυκνότητας των σπερµατοζωαρίων µε τη βοήθεια 
αιµοκυτόµετρου Neubauer. 
Στον τελικό όγκο του εναιωρήµατος η πυκνότητα των σπερµατοζωαρίων µε 

προοδευτική κίνηση κυµαινόταν από 25 έως 35 ×106 σπερµατοζωάρια ανά ml.  

2.2.5. Γονιµοποίηση των ωαρίων in vitro (in vitro fertilization, IVF) 
Τα ωάρια, µετά την ωρίµανσή τους in vitro, µεταφέρονταν (ως COCs), σε οµάδες 

των 15 έως 20, σε βοθρία τρυβλίων ιστοκαλλιέργειας που περιείχαν είτε το τυποποιηµένο 
(µάρτυρας), είτε το τροποποιηµένο υπόστρωµα γονιµοποίησης. Ακολουθούσε η 
προσθήκη διαλύµατος ηπαρίνης (κεφάλαιο 2.2.7.7.2.). Κατόπιν, γινόταν η προσθήκη 
ανάλογης ποσότητας από το τελικό εναιώρηµα σπερµατοζωαρίων που να εξασφαλίζει 
την αναλογία 18.000 σπερµατοζωάρια ανά ωάριο. Η συνεπώαση των γαµετών διαρκούσε 
18 ή 24 ώρες και γινόταν σε κλίβανο τριών αερίων (Napco 7100) µε ατµόσφαιρα 10% 
Ο2, 5% CO2 και 85% Ν2, θερµοκρασία 39±0,1 ºC και υγρασία >95% (Lutterbach και συν. 
1987, Βαϊνάς και συν.1994, Lonergan και συν. 1999). 
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2.2.6. Εκτίµηση της γονιµοποίησης των ωαρίων και της εξέλιξης των ζυγωτών-
εµβρύων in vitro (in vitro embryo culture, IVC) 
 Η εκτίµηση της αποτελεσµατικότητας της εκάστοτε αγωγής είτε στη 
γονιµοποίηση των ωαρίων, είτε στην εξέλιξη των εµβρύων στα πρώτα στάδιά της, 
βασιζόταν κυρίως στην παρουσία των κυτταρικών διαιρέσεων (ποσοστό αυλάκωσης) και 
στον αριθµό καθώς και στην ποιότητα των βλαστοµεριδίων (Gradl 1988, Gordon 1994).  

Για το σκοπό αυτό, µετά το τέλος της συνεπώασης των γαµετών, τα ωάρια-
ζυγωτά, µεταφέρονταν στις ίδιες πάντα οµάδες των 15 έως 20 σε βοθρία τρυβλίων 
ιστοκαλλιέργειας, που περιείχαν το τυποποιηµένο ή το τροπoποιηµένο υπόστρωµα 
καλλιέργειας. Πριν από τη µεταφορά τους µεσολαβούσαν 3 διαδοχικές δίοδοι διαµέσου 
πιπέτας (διαµέτρου 120 µm), ώστε να αποµακρυνθούν τα µη προσκολληµένα 
σπερµατοζωάρια. Το περιεχόµενο κάθε βοθρίου καλυπτόταν µε παραφινέλαιο (κεφάλαιο 
2.2.7.9.). Κατόπιν γινόταν καλλιέργεια των ωαρίων-ζυγωτών σε κλίβανο τριών αερίων 
(Napco 7100) µε ατµόσφαιρα 10% Ο2, 5% CO2 και 85% Ν2, θερµοκρασία 39±0,1 ºC και 
υγρασία >95% (Lutterbach και συν. 1987, Βαϊνάς και συν. 1994, Lonergan και συν. 
1999). 

Μετά το τέλος της 48ωρης in vitro καλλιέργειας τα έµβρυα και τα αγονιµοποίητα 
ωάρια απογυµνώνονταν από τα κύτταρα του ωοφόρου δίσκου. Για το σκοπό αυτό 
εφαρµόστηκε ανακίνηση παρουσία διαλύµατος κιτρικού νατρίου 2,96% (Κίνης, 1989). Η 
εκτίµηση της προόδου των κυτταρικών διαιρέσεων στα έµβρυα γινόταν υπό 
στερεοσκοπική παρατήρηση (µεγέθυνση ×200 και ×400 σε ανάστροφο 
στερεοµικροσκόπιο). Τα έµβρυα που θεωρούνται ικανά για περαιτέρω ανάπτυξη είναι 
εκείνα µε περισσότερα από 4 κύτταρα τη δεδοµένη χρονική στιγµή (Gradl, 1988,Van 
Soom και συν. 1992 και 1997, Βαϊνάς και συν. 1994).  
 Προκειµένου να διαχωριστούν τα αγονιµοποίητα από τα γονιµοποιηµένα ωάρια, 
όπου δεν παρατηρούνταν αυλάκωση, γινόταν µονιµοποίηση και χρώση τους, µε την ίδια 
τεχνική που προαναφέρθηκε για την εκτίµηση της ωρίµανσης του πυρήνα των ωαρίων 
(κεφάλαιο 2.2.3). Ο διαχωρισµός τους γινόταν µε κριτήριο την παρατήρηση είτε των 
προπυρήνων, είτε των πολικών σωµατίων, είτε κάποιου σταδίου της µείωσης των ωαρίων 
σε µικροσκόπιο κοινού φωτισµού (×1000). 
 Στη φωτογραφία 3 φαίνονται τα βασικά στάδια της IVC, όπως παρατηρήθηκαν 
κατά τους πειραµατισµούς αυτής της εργασίας και χρησιµοποιήθηκαν για την εκτίµηση 
της IVC. 

2.2.7. Παρασκευή υλικών και υποστρωµάτων 

2.2.7.1. Νερό 
 Για την παρασκευή όλων των υποστρωµάτων χρησιµοποιήθηκε υψηλής 
καθαρότητας νερό. Αυτό επιτυγχανόταν κατόπιν επεξεργασίας µε το σύστηµα 
αντίστροφης ώσµωσης και Milli-Q της εταιρείας Millipore. 

2.2.7.2. Υλικά 
 Η προµήθεια όλων των χηµικών αντιδραστηρίων έγινε από την εταιρεία Sigma 
Chemical (Γερµανία), εκτός αν επισηµαίνεται διαφορετικά, και ήταν ελεγµένα για την 
απουσία τοξικότητας στα έµβρυα (embryo tested). 
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Φωτογραφία 3. Ωάριο που δεν παρουσίασε αυλάκωση (3α). Έµβρυο στο στάδιο των δύο (3β), 
των 8 (3γ) και των 16 (3δ) κυττάρων. Έµβρυα των δύο τελευταίων σταδίων µετά από 48ωρη ΙVC 
θεωρούνταν ανεπτυγµένα (µεγέθυνση ×400).  
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2.2.7.3. Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων κατά Dulbecco (PBS) και 
υπόστρωµα έκπλυσης 
 Αρχικά παρασκευάζονταν δύο χωριστά διαλύµατα που είχαν την ακόλουθη 
σύνθεση: 
 

∆ιάλυµα Ι 
Yλικό Ποσότητα Κωδικός Εταιρείας 
NaCl  8,0 g S 5886 
KCl  0,2 g P 5405 
MgCl2.6H2O  0,1 g M 2393 
CaCl2  0,1 g C 2661 
H2O qs 500 ml  

 
∆ιάλυµα ΙΙ 

 

 

Yλικό Ποσότητα Κωδικός Εταιρείας 
Na2HΡO4          1,00 g S 5136 
NaΗ2PO4.H2O  0,15 g S 9638 
ΚΗ2PO4            0,20 g Merck 7566 
H2O qs 500 ml  

Στη συνέχεια τα διαλύµατα αυτά αναµιγνύονταν και το τελικό διάλυµα (1000 ml) 
αποτελούσε το PBS. Το υπόστρωµα έκπλυσης παρασκευαζόταν ως εξής: 

 
Yλικό Ποσότητα Κωδικός Εταιρείας 
Πυροσταφυλικό νάτριο          36 mg P 3662 
Άλας πενικιλλίνης µε 
κάλιο          20 mg P 7794 

Θειική στρεπτοµυκίνη          40 mg S 9137 
Γλυκόζη     1000  mg G 6152 
PBS qs 1000 ml  

 
Η αποστείρωση γινόταν µε διήθηση διαµέσου ηθµού µιας χρήσης (Millipore) µε 

πόρους διαµέτρου 0,22 µm µε τη χρησιµοποίηση ειδικής συσκευής στην οποία η 
εφαρµογή της απαραίτητης υποπίεσης επιτυγχανόταν µε αντλία κενού. Το pΗ του 
τελικού διαλύµατος ήταν 7,2 και η ωσµωτική του πίεση 285 έως 295 mOsms. Η 
συντήρησή του γινόταν στους 4 ºC και διαρκούσε έως 30 ηµέρες. 

2.2.7.4. Υπόστρωµα ωρίµανσης των ωαρίων (IVM) 
 Το υπόστρωµα ωρίµανσης παρασκευαζόταν την ηµέρα της χρήσης του και 
αποτελούνταν από (Lutterbach και συν. 1987, Vergos 1990, Βαϊνάς και συν. 1994): 

 Τροποποιηµένο κατά Parker υπόστρωµα (Modified Parker’s Medium, MPM) 
(2.2.7.4.1.) 

 Ορό αγελάδας σε οίστρο (OCS) (2.2.7.4.2.) 10% κατ’ όγκο (v/v) 
 Ωοθυλακιοτρόπο ορµόνη (FSΗ) (2.2.7.4.3.) σε συγκέντρωση 21 µg/ml 

υποστρώµατος 
Η ωσµωτική πίεση ήταν 280 έως 300 mOsms. Αρχικά γινόταν η προσθήκη 400µl 

υποστρώµατος σε κάθε βοθρίο χωρίς FSH (360 µl ΜΡΜ+ 40 µl OCS). Το pΗ (7,4) 
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ρυθµιζόταν, πριν από την έναρξη της ωρίµανσης µε την παραµονή του υποστρώµατος 
στον επωαστικό κλίβανο µε 5% CO2 σε αέρα για 1 ώρα τουλάχιστον.  

2.2.7.4.1. Τροποποιηµένο υπόστρωµα κατά Parker  
Το υπόστρωµα αυτό παρασκευαζόταν την ηµέρα της χρήσης του και είχε την 

ακόλουθη σύνθεση: 
 

Yλικό Ποσότητα Κωδικός Εταιρείας 
Γαλακτικό ασβέστιο 60 mg Merck 2103 
H2O qs 10 ml  
L-γλουταµίνη 10 mg G 8540 
NaHCO3 80 mg S 5761 
Hepes 140 mg H 6147 
Πυροσταφυλικό 
νάτριο 25 mg P 3662 

Θειική στρεπτοµυκίνη 4 mg S 9137 
Άλας πενικιλλίνης µε 
κάλιο 2 mg P 7794 

TC Medium 199 qs 110 ml ICN 1220254 
 

2.2.7.4.2. Ορός αγελάδας σε οίστρο (OCS) 
Για τη συλλογή του ορού χρησιµοποιήθηκε αίµα αγελάδων που βρίσκονταν σε 

οίστρο. Η επιβεβαίωση του οίστρου στηριζόταν στην εµφάνιση των κλινικών του 
εκδηλώσεων και στα ευρήµατα της ψηλάφησης του γεννητικού συστήµατος διαµέσου 
του απευθυσµένου. Μετά τη φυγοκέντρηση του αίµατος (1200g για 15΄) γινόταν 
εργαστηριακός προσδιορισµός της συγκέντρωσης της προγεστερόνης και των 
οιστρογόνων στον ορό µε ραδιοανοσολογική µέθοδο (RIA). O ορός θεωρούνταν 
κατάλληλος και χρησιµοποιούνταν µόνον όταν οι τιµές της προγεστερόνης κυµαίνονταν 
µεταξύ 0,0 και 0,2 ng/ml (Βαϊνάς και συν. 1994). 

Ο ορός µοιραζόταν σε ποσότητες του 1ml και η συντήρησή του γινόταν στους 
 -20 ºC για 2 έως 3 µήνες. Πριν από τη χρησιµοποίησή του αδρανοποιούνταν στους 56 ºC 
για 30΄ (Lu και Gordon 1987, Gordon 1994).  

2.2.7.4.3. Ωοθυλακιοτρόπος ορµόνη (FSΗ ) 
 Χρησιµοποιήθηκε FSH πρόβειας προέλευσης (ICP,Ολλανδία). Αρχικά διαλυόταν 
σε φυσιολογικό ορό σε συγκέντρωση 0,88 mg/ml και µοιραζόταν σε ποσότητες των 0,25 
ml. Ακολουθούσε η συντήρησή της στους -20 ºC έως 3 µήνες. 
 Λίγο πριν τη µεταφορά των ωαρίων στα τρυβλία καλλιέργειας γινόταν η 
προσθήκη 10 µl του διαλύµατος ανά βοθρίο. 

2.2.7.5. Χρώση παρασκευασµάτων ωαρίων για την εκτίµηση του βαθµού ωρίµανσης 
του πυρήνα τους. 
 Οι αντικειµενοφόρες πλάκες, 24 ώρες µετά από τη µονιµοποίηση των ωαρίων, 
τοποθετούνταν σε διάλυµα ορκεΐνης 2% (w/v) για 45΄. Στη συνέχεια, γινόταν έκπλυση 
των παρασκευασµάτων µε διαδοχική εµβάπτισή τους στο καθένα από τα παρακάτω 
διαλύµατα: 
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-Οξικό οξύ 45% 
-Αιθυλική αλκοόλη 70% 
-Αιθυλική αλκοόλη 96% 
-Αιθυλική αλκοόλη 100% 
-Αιθυλική αλκοόλη 100% 
-Ξυλόλη 100% 
-Ξυλόλη 100%. 

2.2.7.5.1. Ορκεΐνη 
 Το διάλυµα ορκεΐνης παρασκευαζόταν στο εργαστήριο και είχε την ακόλουθη 
σύνθεση: 
 

Yλικό Ποσότητα Κωδικός Εταιρείας 
Ορκεΐνη 5 g MERCK 7100 
CH3COOH 150 ml ΜΕRCK 2511 
H2O 100 ml  

 
 Για την παρασκευή του διαλύµατος, 150 ml οξικού οξέος θερµαίνονταν µέχρι την 
εµφάνιση των πρώτων φυσαλίδων βρασµού και στη συνέχεια τοποθετούνταν σε φιάλη 
που περιείχε 5 g ορκεΐνης. Ακολουθούσε ανάδευση και προσθήκη 100 ml νερού σε 
αντίστοιχη θερµοκρασία. Η συντήρηση του διαλύµατος γινόταν σε γυάλινη φιάλη 
ερµητικά κλειστή και σε θερµοκρασία δωµατίου, έως 2 µήνες. 

2.2.7.6. Υπόστρωµα ενεργοποίησης σπερµατοζωαρίων 
Το υπόστρωµα ενεργοποίησης των σπερµατοζωαρίων παρασκευαζόταν την η 

ηµέρα γονιµοποίησης των ωαρίων και αποτελούνταν από (Gradl 1988, Parrish και συν. 
1988, Βαϊνάς και συν. 1994): 

 
Yλικό Ποσότητα Κωδικός Εταιρείας 
Βόεια αλβουµίνη ορού 600 mg A 7906 
Γενταµυκίνη  5 mg G3632 
Πυροσταφυλικό νάτριο  11 mg P 3662 
Sperm TL- Stock qs 100 ml επόµενο πίνακα 

  
Το pH του ρυθµιζόταν στο 7,35 έως 7,4 και η ωσµωτική του πίεση ήταν 290 έως 

300 mOsms. 

2.2.7.6.1. Υπόστρωµα Sperm TL-Stock  
Το υπόστρωµα Sperm TL-Stock παρασκευαζόταν στο εργαστήριο και είχε την 

ακόλουθη σύνθεση (Critse και συν. 1984, Parrish και συν. 1988): 
 

Yλικό Ποσότητα Κωδικός Εταιρείας 
NaCl 580,0 mg S 5886 
KCl  23,0 mg P 5405 
NaHCO3  209,0 mg S 5761 
NaΗ2PO4.H2O  4,0 mg S 9638 
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Hepes  238,0 mg H 6147 
Ερυθρό της φαινόλης   1,0 mg P 2167 
Σιρόπι γαλακτικού 
νατρίου (60%w/w)  365 µl L 7900 

MgCl2.6H2O  31,0 mg M 2393 
CaCl2.2H20  38,4 mg C 7902 
H2O qs 100 ml  

 
Το pH του ρυθµιζόταν στο 7,35 έως 7,4 και η ωσµωτική του πίεση ήταν 290 έως 

300 mOsms. Η συντήρησή του γινόταν σε θερµοκρασία 4ºC και διαρκούσε έως 1 µήνα. 

2.2.7.7. Υπόστρωµα γονιµοποίησης (IVF) 
 Το υπόστρωµα γονιµοποίησης παρασκευαζόταν την ηµέρα γονιµοποίησης των 
ωαρίων in vitro και αποτελούνταν από (Lutterbach και συν. 1987, Lonergan και συν. 
1999): 
 

Yλικό Ποσότητα Κωδικός Εταιρείας 
Βόεια αλβουµίνη ορού 600 mg A 7906 
Πυροσταφυλικό νάτριο  22 mg P 3662 
TL- Stock qs 100 ml επόµενο πίνακα 

 
Ακολουθούσε η διανοµή 400µl από το παραπάνω υπόστρωµα ανά βοθρίο και το 

pH (7,35 έως 7,4) ρυθµιζόταν, πριν από την έναρξη της επώασης, µε την παραµονή του 
υποστρώµατος στον κλίβανο µε 5% CO2 σε αέρα για 1 ώρα τουλάχιστον. Η ωσµωτική 
πίεση ήταν 295 έως 300 mOsms. Τέλος, το υπόστρωµα γονιµοποίησης ήταν έτοιµο 
κατόπιν προσθήκης 20µl διαλύµατος ηπαρίνης (2.2.7.7.2.). 

2.2.7.7.1.Υπόστρωµα ΤL-Stock 
Το υπόστρωµα TL-Stock παρασκευαζόταν στο εργαστήριο και είχε την ακόλουθη 

σύνθεση (Bavister και Yanagimachi, 1977, Parrish και συν. 1988): 
 

Yλικό Ποσότητα Κωδικός Εταιρείας 
NaCl 666,0 mg S 5886 
KCl 23,5 mg P 5405 
NaHCO3 210,3 mg S 5761 
NaΗ2PO4.H2O 4,7 mg S 9638 
Ερυθρό της φαινόλης  1,0 mg P 2167 
Σιρόπι γαλακτικού 
νατρίου (60%w/w)  186 µl L 7900 

MgCl2.6H2O 10,0 mg M 2393 
CaCl2.2H20      39,7 mg C 7902 
Θειική στρεπτοµυκίνη 4,0 mg S 9137 
Άλας πενικιλλίνης µε 
κάλιο 6,5 mg P 7794 

H2O qs 100 ml  
 
Το pH του ρυθµιζόταν στο 7,35 έως 7,4 και η ωσµωτική του πίεση ήταν 290 έως 

300 mOsms. Η συντήρησή του γινόταν σε θερµοκρασία 4 ºC έως 15 µέρες. 
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2.2.7.7.2. Ηπαρίνη 
 Την ηµέρα της γονιµοποίησης in vitro παρασκευαζόταν το διάλυµα της ηπαρίνης 
ως ακολούθως: 
 

Yλικό Ποσότητα Κωδικός Εταιρείας 
Ηπαρίνη  1 mg H 3149 
TL-Stock qs 5 ml  

 
Λίγο πριν την έναρξη της συνεπώασης των γαµετών, γινόταν η προσθήκη 20 µl 

από το διάλυµα σε κάθε βοθρίο, ώστε η τελική συγκέντρωση της ηπαρίνης στο 
υπόστρωµα γονιµοποίησης να είναι 9,5 µg/ml (Parrish και συν. 1986, Lonergan και συν. 
1999).  

2.2.7.8.Υπόστρωµα καλλιέργειας ζυγωτών-εµβρύων (IVC) 
 Το υπόστρωµα αυτό αποτελούνταν από ΜΡΜ, όπως αυτό περιγράφεται για την 
παρασκευή του υποστρώµατος ωρίµανσης των ωαρίων, εµπλουτισµένο µε ορό αγελάδας 
σε οίστρο (ΟCS) σε αναλογία 10% (v/v). Το pH (7,4) ρυθµιζόταν πριν από την έναρξη 
της καλλιέργειας µε την παραµονή του υποστρώµατος στον επωαστικό κλίβανο µε 5% 
CO2 σε αέρα για 1 ώρα τουλάχιστον (Lutterbach και συν. 1987, Vergos, 1990, Βαϊνάς και 
συν. 1994). Η ωσµωτική πίεση ήταν 290 έως 300 mOsms. 

2.2.7.9. Παραφινέλαιο 
 Το παραφινέλαιο (Μ 8410) χρησιµοποιούνταν για την επικάλυψη των 
υποστρωµάτων επώασης σε ποσότητα 300 µl ανά βοθρίο. Η προσθήκη του γινόταν µετά 
την κατανοµή των εκάστοτε υποστρωµάτων στα βοθρία. Τουλάχιστον 4 ώρες πριν την 
επικάλυψη γινόταν έκπλυση της ποσότητας του παραφινέλαιου που επρόκειτο να 
χρησιµοποιηθεί (2-3 ml) µε ίσο όγκο αντίστοιχου υποστρώµατος της εκάστοτε επώασης 
και τοποθέτησή του στον κλίβανο µε ατµόσφαιρα 5% CO2 σε αέρα (Lu και Gordon 
1987). Η χρήση του παραφινέλαιου αποσκοπούσε στην αποφυγή της εξάτµισης των 
υποστρωµάτων και της µόλυνσης καθώς και τον περιορισµό των διακυµάνσεων της 
θερµοκρασίας, του pH και της περιεκτικότητας σε αέρια των υποστρωµάτων µεταξύ των 
χειρισµών εκτός κλιβάνου και της επώασης µέσα στον κλίβανο (Gordon 1994). 

2.2.7.10. Γουαϊαζουλένιο 
 Τo γουαϊαζουλένιο είναι λιπόφιλη ένωση και γι’ αυτό έγινε υποβοήθηση της 
διάλυσής του στα υδατικά υποστρώµατα µε τη χρήση ενδιάµεσου διαλύτη, του DMSO. 
Το διάλυµα µε γουαϊαζουλένιο παρασκευαζόταν ως εξής: αρχικά, 40 mg διαλύονταν σε  
10 ml DMSO, ακολουθούσαν διαδοχικές αραιώσεις σε DMSO, ώστε να ληφθεί τελική 
συγκέντρωση 0,08 mg/ml. Η συντήρησή του τελικού διαλύµατος γινόταν στους 4 ºC και 
διαρκούσε έως 2 µήνες. Λίγο πριν την έναρξη των επωάσεων στην IVM, IVF ή στην IVC 
προσθέτονταν 10 µl από το τελικό διάλυµα στο αντίστοιχο υπόστρωµα. Η τελική 
συγκέντρωση του γουαϊαζουλενίου σε κάθε τροποποιηµένο υπόστρωµα ήταν 0,1 mΜ. 
Αυτή ήταν η συγκέντρωση που βρέθηκε από τους πειραµατισµούς της λιπιδικής 
υπεροξείδωσης που προηγήθηκαν να προσδίδει στα υποστρώµατα Α.Ι. ανάλογη εκείνης 
των αντίστοιχων µε αυτά βιολογικών υγρών. Η ωσµωτική πίεση του εκάστοτε 
τροποποιηµένου υποστρώµατος ήταν 295 έως 300 mOsms.  
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2.2.7.11. Μελατονίνη 
 Η παρασκευή του τροποποιηµένου υποστρώµατος µε µελατονίνη γινόταν 
τουλάχιστον 1 ώρα προτού να χρησιµοποιηθεί ως ακολούθως: αρχικά λαµβάνονταν 2 ml 
του εκάστοτε υποστρώµατος (είτε της IVM, είτε της IVF, είτε της IVC) και σε αυτά 
γινόταν προσθήκη 0,23 mg µελατονίνης, ώστε η τελική της συγκέντρωση στο εκάστοτε 
τροποποιηµένο υπόστρωµα να είναι 5 ×10-4 Μ. Αυτή ήταν η συγκέντρωση που βρέθηκε 
από τους πειραµατισµούς της λιπιδικής υπεροξείδωσης που προηγήθηκαν να προσδίδει 
στα υποστρώµατα Α.Ι. ανάλογη εκείνης των αντίστοιχων µε αυτά βιολογικών υγρών. 
Ακολουθούσε ανάδευση για 15΄ τουλάχιστον. Σε όλη τη διάρκεια της προετοιµασίας και 
της χρήσης δινόταν προσοχή ώστε να µην εκτεθεί το διάλυµα στο φως, αφού η 
µελατονίνη είναι φωτοευαίσθητη. Οι υπόλοιπες διαδικασίες που ακολουθούνταν για την 
προετοιµασία του ήταν ίδιες µε εκείνες που προαναφέρθηκαν για το αντίστοιχο, κάθε 
φορά, τυποποιηµένο υπόστρωµα (µάρτυρας). Η ωσµωτική πίεση του εκάστοτε 
τροποποιηµένου υποστρώµατος ήταν 295 έως 300 mOsms. 

2.2.8. Αποστείρωση υλικών και υποστρωµάτων 
 Η αποστείρωση των γυάλινων σκευών γινόταν σε ξηρό κλίβανο, σε θερµοκρασία 
240 ºC για 4 ώρες. Η αποστείρωση όλων των υποστρωµάτων, τελικών διαλυµάτων και 
του ΟCS γινόταν µε διήθηση διαµέσου ηθµών µιας χρήσης (Millipore) µε πόρους 
διαµέτρου 0,22 µm σε στείρο περιβάλλον (θάλαµος οριζόντιας νηµατικής ροής). Τα 
ρύγχη των πιπετών καθώς και ο σωλήνας αναρρόφησης αποστειρώνονταν σε υγρό 
κλίβανο, σε θερµοκρασία 121 ºC και πίεση 1 bar για 45΄. Όλα τα τρυβλία ήταν µιας 
χρήσης, αποστειρωµένα και ελεγµένα από τον κατασκευαστή για απουσία 
κυτταροτοξικότητας (tissue culture tested ή embryo tested). 

2.3. Σχεδιασµός πειραµατισµών  
∆ιακρίνονται δύο ενότητες πειραµατισµών: 
Α. Στην πρώτη ενότητα ανήκουν οι πειραµατισµοί προσδιορισµού της Α.Ι. των 

υποστρωµάτων της IVP και των αντίστοιχων µε αυτά βιολογικών υγρών. Επιπλέον, στην 
ίδια κατηγορία εντάσσονται και οι πειραµατισµοί για την επιλογή των κατάλληλων 
συγκεντρώσεων γουαϊαζουλενίου και µελατονίνης στα υποστρώµατα της IVP που να 
επιτυγχάνουν προσοµοίωση της Α.Ι. των in vivo στις in vitro συνθήκες. Αυτό 
πραγµατοποιήθηκε κατόπιν δοκιµής διαδοχικών αραιώσεων γουαϊαζουλενίου (1, 0,5, 0,2, 
0,1, 0,05 και 0,01 mΜ) και µελατονίνης (5 ×10-4, 2,5 ×10 , -4 1 ×10 -4 και 5 ×10-5M) στα 
υποστρώµατα αυτά . 

Β. Στη δεύτερη ενότητα περιλαµβάνονται οι πειραµατισµοί όπου ελέγχθηκε η 
επίδραση των επιλεγµένων συγκεντρώσεων γουαϊαζουλενίου και µελατονίνης στην 
απόδοση της IVM ή της IVP. Πιο συγκεκριµένα, διενεργήθηκε η IVM συνολικά 8.655 
ωαρίων, από τα οποία στα 2.245 εκτιµήθηκε µικροσκοπικά η εξέλιξη της ωρίµανσης του 
πυρήνα τους µετά το τέλος της IVM, ενώ στα υπόλοιπα 6.410 ακολούθησε IVF και IVC. 

Β.1. Για τους πειραµατισµούς µε γουαϊαζουλένιο καλλιεργήθηκαν συνολικά 3.525 
ωάρια. Προκειµένου να διαπιστωθούν τυχόν επιπλοκές από τη χρησιµοποίηση του 
DMSO, κάθε φορά που εξεταζόταν η επίδραση του γουαϊαζουλενίου στα επιµέρους 
στάδια της IVP υπήρχε επιπλέον βοθρίο που περιείχε ισόποση δόση διαλύτη (ενδιάµεσος 
µάρτυρας) στο εκάστοτε υπόστρωµα. Οι  πειραµατισµοί κατανέµονται ως εξής: 
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Β.1.1. IVM διάρκειας 18 ωρών, µε προσθήκη γουαϊαζουλενίου, που 
ακολουθήθηκε από µονιµοποίηση και χρώση των ωαρίων και µικροσκοπική εκτίµηση της 
ωρίµανσης του πυρήνα των ωαρίων συγκριτικά µε τον αντίστοιχο µάρτυρα (πίνακας 4). 
 
Πίνακας 4. Κατανοµή των ωαρίων που καλλιεργήθηκαν in vitro επί 18 ώρες (IVM) για την 
εκτίµηση της επίδρασης του γουαϊαζουλενίου στην ωρίµανση του πυρήνα τους. 

 
 ΓΟΥΑΪΑΖΟΥΛΕΝΙΟ DMSO ΜΑΡΤΥΡΑΣ ΣΥΝΟΛΟ 

ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΩΑΡΙΩΝ                           208 192 187 587 

 
 
Β.1.2. IVP µε προσθήκη γουαϊαζουλενίου στα επιµέρους στάδιά της σε όλους 

τους δυνατούς συνδυασµούς. Όπου δεν γινόταν προσθήκη γουαϊαζουλενίου, η επώαση 
πραγµατοποιούνταν στο τυποποιηµένο υπόστρωµα του αντίστοιχου σταδίου. Η εκτίµηση 
της εκάστοτε επίδρασης στη γονιµοποίηση των ωαρίων ή και στην εξέλιξη των 
παραγόµενων εµβρύων γινόταν συγκριτικά µε τον αντίστοιχο µάρτυρα µετά από 
στερεοσκοπική παρατήρηση στο τέλος 48ωρης, κάθε φορά, IVC. Χρησιµοποιήθηκαν 
2.938 ωάρια συνολικά για τις ακόλουθες οµάδες πειραµατισµών (πίνακας 5): 

 
Πίνακας 5. Κατανοµή των ωαρίων που χρησιµοποιήθηκαν στην IVP ανά στάδιο ή συνδυασµούς 
σταδίων όπου έγινε προσθήκη του γουαϊαζουλενίου.  

 
ΓΟΥΑΪΑΖΟΥΛΕΝΙΟ DMSO ΜΑΡΤΥΡΑΣ

IVM* IVF* IVC** ΩΑΡΙΑ ΩΑΡΙΑ ΩΑΡΙΑ 
ΣΥΝΟΛΟ 
ΩΑΡΙΩΝ 

+ - - 170 143 138 451 
- + - 196 137 107 440 
- - + 194 144 114 452 
+ + - 116 109 102 327 
+ - + 173 129 128 430 
- + + 224 127 104 455 
+ + + 164 108 111 383 
ΣΥΝΟΛΟ ΩΑΡΙΩΝ 1237 897 804 2938 

*18ωρης διάρκειας επώαση, ** 48ωρης διάρκειας επώαση. 

 
 
α. Προσθήκη γουαϊαζουλενίου µόνο σε ένα στάδιο της IVP: 

i) Γουαϊαζουλένιο µόνο στην IVM.  
ii) Γουαϊαζουλένιο µόνο στην IVF.  
iii) Γουαϊαζουλένιο µόνο στην IVC  

β. Προσθήκη γουαϊαζουλενίου σε δύο στάδια της IVP : 
i) Γουαϊαζουλένιο στην IVM και IVF. 
ii) Γουαϊαζουλένιο στην IVM και IVC. 
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iii) Γουαϊαζουλένιο στην ΙVF και IVC.  
γ. Προσθήκη γουαίαζουλενίου σε όλα τα στάδια της IVP: 

i) Γουαϊαζουλένιο στην IVM, IVF και IVC. 
Β.2. Σε ό,τι αφορά στον έλεγχο της επίδρασης της εξεταζόµενης συγκέντρωσης 

της µελατονίνης στην IVM ή στην IVP χρησιµοποιήθηκαν 5.130 ωάρια συνολικά. Από 
αυτά στα 1.658 εκτιµήθηκε µικροσκοπικά η εξέλιξη της ωρίµανσης του πυρήνα τους 
µετά το τέλος της IVM ενώ στα υπόλοιπα 3.472 ακολούθησε IVF και IVC. Πιο 
συγκεκριµένα, διακρίνονται οι εξής πειραµατισµοί: 

Β.2.1. IVM µε προσθήκη µελατονίνης σε 18ωρη και 24ωρη διάρκεια επώασης και 
µετά το πέρας αυτής µονιµοποίηση και χρώση των ωαρίων. Ακολουθούσε µικροσκοπική 
εκτίµηση της επίδρασής της στην ωρίµανση του πυρήνα των ωαρίων συγκριτικά µε τον 
αντίστοιχο µάρτυρα (πίνακας 6). 
  Β.2.2. IVP µε προσθήκη µελατονίνης στα επιµέρους στάδιά της. Όπου δεν 
γινόταν προσθήκη µελατονίνης η επώαση πραγµατοποιούνταν στο τυποποιηµένο 
υπόστρωµα του αντίστοιχου σταδίου και για 24 ώρες στην IVΜ ή IVF. Η εκτίµηση της 
εκάστοτε επίδρασης γινόταν συγκριτικά µε τον αντίστοιχο µάρτυρα µετά από 
στερεοσκοπική παρατήρηση στο τέλος της 48ωρης, κάθε φορά, IVC. Οι οµάδες 
πειραµατισµών που πραγµατοποιήθηκαν ανά περίπτωση έχουν ως εξής: 

α. Μελατονίνη σε όλη τη διάρκεια της 18ωρης IVM.  
β. Μελατονίνη σε όλη τη διάρκεια της 24ωρης IVΜ.  
γ. Μελατονίνη σε όλη τη διάρκεια της 18ωρης IVF.  
δ. Μελατονίνη σε όλη τη διάρκεια της 48ωρης IVC.  

Στον πίνακα 7 παρουσιάζεται η αντίστοιχη κατανοµή των ωαρίων που 
χρησιµοποιήθηκαν. 

  Β.2.3. Επιπλέον, επιχειρήθηκε και εκτιµήθηκε η προσοµοίωση του κιρκάδιου 
τρόπου δράσης της µελατονίνης in vivo στις in vitro συνθήκες. Αυτό επιδιώχθηκε µε την 
παραµονή των ωαρίων σε τροποποιηµένο υπόστρωµα, είτε µόνο για το πρώτο, είτε µόνο 
για το τελευταίο 1/3 18ωρης ή/και 24ωρης διάρκειας επωάσεων και αφορούσε είτε στην 
IVM, είτε στην IVF. Η αντίστοιχη επίδραση της µελατονίνης στην IVC µελετήθηκε µε 
παραµονή των εµβρύων σε τροποποιηµένο υπόστρωµα είτε µόνο για το πρώτο 1/3 της 
πρώτης ηµέρας (πρώτο 1/6 του συνολικού χρόνου της καλλιέργειας), είτε µόνο για το 
τελευταίο 1/3 της δεύτερης ηµέρας (τελευταίο 1/6 του συνολικού χρόνου της 
καλλιέργειας) είτε και για τα δύο χρονικά αυτά διαστήµατα της 48ωρης καλλιέργειας. 
Στα υπόλοιπα διαστήµατα οι επωάσεις διενεργούνταν µε το τυποποιηµένο υπόστρωµα 
του αντίστοιχου σταδίου. Ανάλογοι χειρισµοί πραγµατοποιούνταν και στο µάρτυρα µε 
ανανέωση του τυποποιηµένου υποστρώµατος στα αντίστοιχα διαστήµατα. Εποµένως, οι 
οµάδες πειραµατισµών που πραγµατοποιήθηκαν για την εκτίµηση της συγκεκριµένης 
επίδρασης της µελατονίνης στην ωρίµανση του πυρήνα των ωαρίων ή και στην απόδοση 
της IVP ανά περίπτωση έχουν ως εξής:  

α. Μελατονίνη στο πρώτο τρίτο 18ωρης IVM.  
β. Μελατονίνη στο πρώτο τρίτο 24ωρης IVM.  
γ. Μελατονίνη στο τελευταίο τρίτο18ωρης IVM.  
δ. Μελατονίνη στο τελευταίο τρίτο 24ωρης IVM.  
ε. Μελατονίνη στο πρώτο τρίτο 18ωρης IVF.  

  στ. Mελατονίνη στο τελευταίο τρίτο 18ωρης IVF.  
ζ. Mελατονίνη στο πρώτο 1/6 της 48ωρης IVC.  
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η. Μελατονίνη στο τελευταίο 1/6 της 48ωρης IVC.  
θ. Mελατονίνη και στο πρώτο και στο τελευταίο 1/6 της 48ωρης IVC. 

  Στους πίνακες 6 και 7 παρουσιάζεται η αντίστοιχη κατανοµή των ωαρίων που 
χρησιµοποιήθηκαν: 
Πίνακας 6. Κατανοµή των ωαρίων που καλλιεργήθηκαν στην IVM για την εκτίµηση της 
επίδρασης της µελατονίνης στην ωρίµανση του πυρήνα τους ανά διάρκεια και στάδιο προσθήκης 
της. 

ΜΕΛΑΤΟΝΙΝΗ ΜΑΡΤΥΡΑΣ

IVM ∆ΙΑΡΚΕΙΑ 
ΠΡΟΣΘΗΚΗΣ 18ωρη 24ωρη

ΩΑΡΙΑ ΩΑΡΙΑ 
ΣΥΝΟΛΟ 
ΩΑΡΙΩΝ 

+  168 107 275 
Σε όλη τη διάρκεια 

 + 171 112 283 

+  150 132 282 
Στο πρώτο τρίτο 

 + 132 99 231 

+  184 138 322 
Στο τελικό τρίτο 

 + 160 105 265 

ΣΥΝΟΛΟ ΩΑΡΙΩΝ 965 693 1658 
 
 

Πίνακας 7. Κατανοµή ωαρίων που χρησιµοποιήθηκαν στην IVP µε προσθήκη µελατονίνης ανά 
διάρκεια και στάδιο προσθήκης της. 

 
ΜΕΛΑΤΟΝΙΝΗ ΜΑΡΤΥΡΑΣ 

IVM IVF IVC ∆ΙΑΡΚΕΙΑ 
ΠΡΟΣΘΗΚΗΣ 18ωρη 24ωρη 18ωρη 24ωρη 48ωρη

ΩΑΡΙΑ ΩΑΡΙΑ 
ΣΥΝΟΛΟ
ΩΑΡΙΩΝ 

+   - - 136 142 278
 +  - - 117 120 237
 - +  - 107 104 211

Σε όλη τη διάρκεια 
 

 -  - + 151 104 255
+   - - 160 148 308
 +  - - 156 140 296Στο πρώτο τρίτο 
 - +  - 126 99 225

+   - - 166 126 292
 +  - - 162 117 279Στο τελικό τρίτο 
 - +  - 100 104 204

Στο πρώτο έκτο  -  - + 166 122 288
Στο τελικό έκτο  -  - + 213 116 329
Πρώτο & τελικό 

έκτο  -  - + 143 127 270

ΣΥΝΟΛΟ ΩΑΡΙΩΝ 1903 1569 3472
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2.4. Στατιστική ανάλυση 
 Για τη στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων χρησιµοποιήθηκαν οι εξής 
µέθοδοι: 

1. Η ανάλυση διακύµανσης (ANOVA) για τον έλεγχο διαφορών και τη σύγκριση 
των µέσων τιµών των Α.Ι. µεταξύ των βιολογικών υγρών και των υποστρωµάτων. 
Οι στατιστικώς σηµαντικές διαφορές εντοπίστηκαν µε το τεστ του Duncan F-
range.  

2. Η ανάλυση των συχνοτήτων (x2 test) για τη διαπίστωση των διαφορών στα 
συστήµατα καλλιέργειας µε τροποποιηµένα και τυποποιηµένα υποστρώµατα και 
έχουν ως κριτήριο: 

• Το βαθµό εξέλιξης της ωρίµανσης τoυ πυρήνα ωαρίων που ωρίµασαν in 
vitro  

• Το ποσοστό των ωαρίων που γονιµοποιήθηκαν in vitro 
• Το ποσοστό των εµβρύων που αναπτύχθηκαν in vitro 

 Ο εκάστοτε πειραµατισµός πραγµατοποιήθηκε τουλάχιστον εις τριπλούν.  
 Σε κάθε περίπτωση, το Ρ θεωρήθηκε σηµαντικό εφόσον ήταν µικρότερο του  
0,05.  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1. Αντιοξειδωτική Ικανότητα (Α.Ι.) 
 Η Α.Ι. (µέση τιµή % ± SD), 2,5 λεπτά µετά από την έναρξη της προκαλούµενης 
λιπιδικής υπεροξείδωσης in vitro, του υγρού των προωοθυλακιορρηκτικών ωοθυλακίων 
(Υ.Π.Ω.) ήταν σηµαντικά µεγαλύτερη εκείνης του υγρού των ωαγωγών (Υ.Ω.). Η Α.Ι. 
των υποστρωµάτων της IVM, IVF και IVC ήταν σηµαντικά χαµηλότερη από εκείνη του 
Υ.Π.Ω. Σε καµία περίπτωση δε σηµειώθηκε στατιστικά σηµαντική επίδραση του DMSO 
στην Α.Ι. των υποστρωµάτων. Η προσθήκη γουαϊαζουλενίου στα υποστρώµατα σε 
συγκέντρωση 0,1 mΜ διαµόρφωσε την Α.Ι. αυτών στα επίπεδα των αντίστοιχων µε αυτά 
βιολογικών υγρών. Το ίδιο αποτέλεσµα επιτεύχθηκε κατόπιν προσθήκης µελατονίνης στα 
υποστρώµατα σε συγκέντρωση 0,5 mM (πίνακας 8, εικόνες 1, 2 και παράρτηµα). 
 

Πίνακας 8 Τιµές Α.Ι. (µέση τιµή %) και τυπική απόκλιση (SD), 2,5΄ µετά από την έναρξη της 
λιπιδικής υπεροξείδωσης., των υγρών του προωοθυλακιορρηκτικού ωοοθυλακίου και του 
ωαγωγού αγελάδων σε οίστρο, των τυποποιηµένων υποστρωµάτων της IVF και IVC και των 
τροποποιηµένων αντίστοιχων υποστρωµάτων κατόπιν προσθήκης, είτε DMSO, είτε 
γουαϊαζουλενίου σε DMSO, είτε µελατονίνης. 
 

Υγρό Α.Ι.(%) ± SD 
Υ.Π.Ω. 70,63 ± 10,03 α

Υ.Ω. 16,33 ± 4,33 β, γ

IVM 17,94 ± 1,66 β, γ

IVF -1,82 ± 0,78 δ

IVC 14,57± 1,26 γ

D-IVM 15,79 ± 2,08 β, γ

D-IVF 1,29 ± 0,41 δ

D-IVC 17,04 ± 1,98 β, γ

A-IVM 67,24 ± 5,85 α

A-IVF 19,98 ± 2,49 β

A-IVC 69,19 ± 6,22 α

M-IVM 69,52 ± 7,20 α

M-IVF 18,15 ± 1,68 β, γ

M-IVC 68,30 ± 7,51 α

 

Υ.Π.Ω.: υγρό του προωοθυλακιορρηκτικού ωοοθυλακίου. Υ.Ω.: υγρό του ωαγωγού αγελάδων σε οίστρο. 
IVM, IVF και IVC: τυποποιηµένα υποστρώµατα της IVP. D-IVM, D-IVF, D-IVC: τροποποιηµένα κατόπιν 
προσθήκης DMSO υποστρώµατα της IVP. A-IVM, A-IVF, A-IVC: τροποποιηµένα κατόπιν προσθήκης 
γουαϊαζουλενίου σε DMSO στα υποστρώµατα της IVP. M-IVM, M-IVF, M-IVC: τροποποιηµένα κατόπιν 
προσθήκης µελατονίνης στα υποστρώµατα της IVP. Οι τιµές µε διαφορετικούς εκθέτες διαφέρουν 
σηµαντικά (P<0,05). 
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Εικόνα 1. Μέσες τιµές Α.Ι. (%) 2,5΄ µετά από την έναρξη της λιπιδικής υπεροξείδωσης.: του 
υγρού του προωοθυλακιορρηκτικού ωοοθυλακίου (Υ.Π.Ω.) αγελάδων, του τυποποιηµένου 
υποστρώµατος της IVM και των τροποποιηµένων αντίστοιχων υποστρωµάτων κατόπιν 
προσθήκης, είτε DMSO (D-IVM), είτε γουαϊαζουλενίου σε DMSO (A-IVM), είτε τέλος, 
µελατονίνης (M-IVM). Οι στήλες µε διαφορετικούς εκθέτες διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 
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Εικόνα 2. Μέσες τιµές Α.Ι. (%) 2,5΄µετά από την έναρξη της λιπιδικής υπεροξείδωσης: των 
υγρών του προωοθυλακιορρηκτικού ωοοθυλακίου (Υ.Π.Ω.) και του ωαγωγού αγελάδων σε 
οίστρο (Υ.Ω.), των τυποποιηµένων υποστρωµάτων της IVF και IVC και των τροποποιηµένων 
αντίστοιχων υποστρωµάτων κατόπιν προσθήκης, είτε DMSO (D-IVF, D-IVC), είτε 
γουαϊαζουλενίου σε DMSO (A-IVF, A-IVC), είτε τέλος, µελατονίνης (M-IVF, M-IVC). Οι 
στήλες µε διαφορετικούς εκθέτες διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 
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3.2. Παραγωγή εµβρύων in vitro (IVP) 
Συνολικά διενεργήθηκε η IVM 8.625 ωαρίων, από τα οποία σε 2.245 εκτιµήθηκε 
µικροσκοπικά η εξέλιξη της ωρίµανσης του πυρήνα τους µετά το τέλος της IVM, ενώ στα 
υπόλοιπα 5.380 ακολούθησε IVF και IVC.  

3.2.1. Γουαϊαζουλένιο 
Για τους πειραµατισµούς µε το γουαϊαζουλένιο χρησιµοποιήθηκαν 3.525 ωάρια 

συνολικά. Από αυτά εκτιµήθηκαν µικροσκοπικά τα 587 µετά το τέλος της 18ωρης IVM 
ενώ στα υπόλοιπα 2.938 πραγµατοποιήθηκε 18ωρη IVF και 48ωρη IVC. Σε κάθε 
περίπτωση η προσθήκη του γουαϊαζουλενίου γινόταν σε συγκεντρώσεις που εξασφαλίζαν 
αντιοξειδωτική προστασία ανάλογη αυτής του Υ.Π.Ω. ή και του υγρού του ωαγωγού 
αγελάδων σε οίστρο. Τέλος, σε καµία περίπτωση δε σηµειώθηκε στατιστικά σηµαντική 
επίδραση του DMSΟ στα αποτελέσµατα του εκάστοτε πειραµατισµού, όταν 
συγκρίνονταν µε εκείνα του αντίστοιχου µάρτυρα.  
 Τα αποτελέσµατα της επίδρασης του γουαϊαζουλενίου στην εξέλιξη της 
ωρίµανσης του πυρήνα των ωαρίων και στην απόδοση της IVP φαίνονται συνοπτικά 
στους πίνακες 9 και 10 αντίστοιχα. 

3.2.1.1. Γουαϊαζουλένιο µόνο στην IVM 
∆ιαπιστώθηκε ότι το ποσοστό των ώριµων ωαρίων (αυτών που ο πυρήνας τους 

µετά το τέλος της επώασης ήταν είτε στο στάδιο της µετάφασης ΙΙ, είτε στο στάδιο της 
τελόφασης Ι), τα οποία επωάστηκαν στο τροποποιηµένο υπόστρωµα του 
γουαϊαζουλενίου (55,3%) ήταν σηµαντικά µεγαλύτερο συγκριτικά µε εκείνο του DMSO 
(36,5%, P<0,001) και του µάρτυρα (39,0%, P=0,0012), (εικόνα 3). 

Επίσης, η προσθήκη γουαϊαζουλενίου στην ΙVM είχε ως αποτέλεσµα τη 
σηµαντική αύξηση του ποσοστού γονιµοποίησης (79,4%) αλλά και των ανεπτυγµένων 
(µε περισσότερα από 4 κύτταρα) εµβρύων µετά από 48ωρη IVC (57,8%) έναντι εκείνων 
του DMSO (64,3%, P=0,003 και 37,0%, P=0,002, αντίστοιχα) και του µάρτυρα (64,5%, 
P=0,0035 και 38,2%, P=0,004, αντίστοιχα), ( εικόνα 4). 

3.2.1.2. Γουαϊαζουλένιο µόνο στην IVF 
∆ε διαπιστώθηκε σηµαντική διαφορά του τροποποιηµένου υποστρώµατος ως 

προς την επίδρασή του στη γονιµοποίηση και στο ρυθµό της εξέλιξης των εµβρύων 
συγκριτικά µε το DMSO και το µάρτυρα (εικόνα 5). 

3.2.1.3. Γουαϊαζουλένιο µόνο στην IVC 
To ποσοστό ανεπτυγµένων εµβρύων ήταν σηµαντικά µεγαλύτερο (62,5%) στο 

τροποποιηµένο υπόστρωµα γουαϊαζουλενίου έναντι εκείνου του DMSO (40,7%, 
P=0,0014) και του µάρτυτρα (39,7%, P=0,0018), (εικόνα 6). 

3.2.1.4. Γουαϊαζουλένιο στην IVM και στην IVF 
Παρά το γεγονός ότι δεν παρατηρήθηκαν διαφορές ως προς το ποσοστό 

γονιµοποίησης, το ποσοστό ανεπτυγµένων εµβρύων ήταν σηµαντικά µεγαλύτερο 
(56,4%), όταν γινόταν χρήση του τροποποιηµένου υποστρώµατος γουαϊαζουλενίου στην  
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C: τυποποιηµένο υπόστρωµα, D: υπόστρωµα µε DMSO και A: υπόστρωµα µε DMSO και γουαϊαζουλένιο. Ν: αριθµός ωαρίων, ΣΥΝΟΛΟ ΩΡΙΜΩΝ: το 
άθροισµα των ωαρίων στην τελόφαση Ι και τη µετάφαση ΙΙ. %: ποσοστό επί του συνόλου των καλλιεργούµενων ωαρίων. Οι τιµές που έχουν διαφορετικούς 
εκθέτες εντός της ίδιας στήλης διαφέρουν σηµαντικά (Ρ<0,05). 

Α∆ΙΕΥΚΡΙΝΙΣΤΑ ΜΕΤΑΦΑΣΗ Ι ΑΝΑΦΑΣΗ Ι ΤΕΛΟΦΑΣΗ Ι ΜΕΤΑΦΑΣΗ ΙΙ ΣΥΝΟΛΟ 
ΩΡΙΜΩΝ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ ΣΥΝΟΛΟ 

ΩΑΡΙΩΝ 
Ν            % Ν % Ν % Ν % Ν % Ν %

C   187 8 4,3 97 51,9α 9 4,8 46 24,6 27 14,4 73 39,0α

D   192 9 4,6 105 54,7α 8 4,2 51 26,6 19 9,9 70 36,5α

A   208 10 4,8 73 35,1β 10 4,8 49 23,6 66 31,7 115 55,3β

Πίνακας 9. Επίδραση του γουαϊαζουλενίου στην ωρίµανση του πυρήνα των ωαρίων in vitro. 
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IVM και στην IVF συγκριτικά µε εκείνο του DMSO (30,0%, P=0,002) και του µάρτυρα 
(29,6%, P=0,0024), (εικόνα 7). 

3.2.1.5. Γουαϊαζουλένιο στην IVM και στην IVC 
Το ποσοστό γονιµοποίησης (78,0%), αλλά και ανεπτυγµένων εµβρύων (60,7%) 

ήταν σηµαντικά µεγαλύτερο όταν τα ωάρια και τα έµβρυα επωάζονταν σε τροποποιηµένο 
υπόστρωµα γουαϊαζουλενίου από το αντίστοιχο του DMSO (57,4%, P<0,001 και 39,2%, 
P=0,003 αντίστοιχα) και του µάρτυρα (57,8%, P<0,001 και 36,5%, P<0,001, αντίστοιχα), 
(εικόνα 8). 
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3.2.1.6. Γουαϊαζουλένι

Παρά το γεγο
γονιµοποίησης, το ποσ
όταν γινόταν χρήση το
στην IVC συγκριτικά µ
P=0,012), (εικόνα 9). 

 
Institutional Repository - Library & Informat
18/05/2024 18:58:37 EEST - 52.15.253.25
I  
 α
 Ι 

ΜΕΤΑΦΑΣΗ I 
51,9%

D
ΑΣ II 
% Α∆/ΣΤΑ 4,6%

Εικόνα 3. Επίδραση του 
γουαϊαζουλενίου στην 
ωρίµανση του πυρήνα των 
ωαρίων in vitro. 

C: τυποποιηµένο υπόστρωµα, 
 

 

ο 
ν
οσ
υ
ε

ion
5

Η  
 α
ΜΕΤΑΦΑΣΗ I 
54,7%

A

Α∆/ΣΤΑ 4,8%

D: υπόστρωµα µε DMSO και 

A: υπόστρωµα µε DMSO και 
γουαϊαζουλένιο. 

Α∆/ΣΤΑ: αδιευκρίνιστα 
ωάρια. 

Το άθροισµα των ωαρίων 
στην τελόφαση Ι και τη 
µετάφαση ΙΙ αποτελεί το 
I  

 β

ΜΕΤΑΦΑΣΗ I 

35,1%

ΑΝΑΦΑΣΗ Ι 
4,8%

σύνολο των ώριµων ωαρίων. 
Η σήµανση µε διαφορετικά 
γράµµατα υποδηλώνει 
στατιστικά σηµαντική 
διαφορά (P<0,05). 

 

στην IVF και στην IVC 
ός ότι δεν παρατηρήθηκαν διαφορές ως προς το ποσοστό 
τό ανεπτυγµένων εµβρύων ήταν σηµαντικά µεγαλύτερο (55,3%) 

 τροποποιηµένου υποστρώµατος γουαϊαζουλενίου στην IVF και 
 εκείνο του DMSO (31,4%, P=0,0016) και του µάρτυρα (35,5%, 
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Πίνακας 10. Επίδραση του γουαϊαζουλενίου ανά στάδιο προσθήκης στην IVP. 

 
ΣΤΑ∆ΙΟ 

ΠΡΟΣΘΗΚΗΣ >4Κ 

IVM IVF IVC 

ΣΥΝΟΛΟ
ΩΑΡΙΩΝ 

ΣΥΝΟΛΟ
ΓON/ΩΝ 

ΓΟΝ/ΣΗ
% 

N ΓΟΝ % 
C C C 138 89 64,5α 34 38,2α

D C C 143 92 64,3α 34 37,0α

A C C 170 135 79,4β 78 57,8β

C C C 107 66 61,7α 23 34,8α

C D C 137 80 58,4α 23 28,8α

C A C 194 105 54,1α 32 30,5α

C C C 114 73 64,0α 29 39,7α

C C D 144 91 63,2α 37 40,7α

C C A 205 128 62,4α 80 62,5β

C C C 102 54 52,9α 16 29,6α

D D C 109 60 55,0α 18 30,0α

A A C 123 78 63,4α 44 56,4β

C C C 128 74 57,8α 27 36,5α

D C D 130 74 57,4α 29 39,2α

A C A 173 135 78,0β 82 60,7β

C C C 104 62 59,6α 22 35,5α

C D D 127 70 55,1α 22 31,4α

C A A 206 114 55,3α 63 55,3β

C C C 111 63 56,8α 22 34,9α

D D D 107 58 54,2α 19 32,8α

A A A 166 106 63,9α 60 56,6β

 

Kάθε γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση στο εκάστοτε 
στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. C: τυποποιηµένο υπόστρωµα. D: υπόστρωµα 
µε DMSO και A: υπόστρωµα µε DMSO και γουαϊαζουλένιο. ΣΥΝΟΛΟ ΓΟΝ/ΝΩΝ: σύνολο 
γονιµοποιηµένων ωαρίων, ΓΟΝ/ΣΗ %: ποσοστό γονιµοποίησης, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 
κύτταρα, Ν: αριθµός εµβρύων, ΓΟΝ %: ποσοστό επί των γονιµοποιηµένων ωαρίων. Οι τιµές που έχουν 
διαφορετικούς εκθέτες εντός της ίδιας στήλης διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 

 

3.2.1.7. Γουαϊαζουλένιο στην IVM, IVF και IVC 
∆εν παρατηρήθηκαν διαφορές ως προς το ποσοστό γονιµοποίησης, ωστόσο το 

ποσοστό ανεπτυγµένων εµβρύων ήταν σηµαντικά µεγαλύτερο (56,6%) όταν γινόταν 
χρήση του τροποποιηµένου υποστρώµατος γουαϊαζουλενίου και σε όλες τις επωάσεις 
συγκριτικά µε εκείνο του DMSO (32,8%, P=0,0035) και του µάρτυρα (34,9%, 
P=0,0064), (εικόνα 10). 
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Εικόνα 5. Επίδραση του γουαϊαζουλενίου στην IVP µετά από προσθήκη του στην IVF. Kάθε 
γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση στο 
εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. C: τυποποιηµένο 
υπόστρωµα. D: υπόστρωµα µε DMSO και A: υπόστρωµα µε DMSO και γουαϊαζουλένιο. 
ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΓΟΝ/ΝΑ: γονιµοποιηµένα ωάρια, ≤4Κ: έµβρυα µέχρι το 
στάδιο των 4 κυττάρων, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 κύτταρα. ∆εν εντοπίστηκε 
στατιστικά σηµαντική διαφορά εντός της κάθε στήλης (P<0,05). 
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Εικόνα 6. Επίδραση του γουαϊαζουλενίου στην IVP µετά
γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, ό
εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και
υπόστρωµα, D: υπόστρωµα µε DMSO και A: υπόστρω
ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΓΟΝ/ΝΑ: γονιµοποιη
στάδιο των 4 κυττάρων, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερ
διαφορετικά γράµµατα υποδηλώνει στατιστικά σηµαντικ
(P<0,05). 
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ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΓΟΝ/ΝΑ: γονιµοποιηµέν
στάδιο των 4 κυττάρων, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 κύ
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Εικόνα 8. Επίδραση του γουαϊαζουλενίου στην IVP µετά από προσθήκη του στην IVM και IVC. 
Kάθε γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση στο 
εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. C: τυποποιηµένο 
υπόστρωµα, D: υπόστρωµα µε DMSO και A: υπόστρωµα µε DMSO και γουαϊαζουλένιο. 
ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΓΟΝ/ΝΑ: γονιµοποιηµένα ωάρια, ≤4Κ: έµβρυα µέχρι το 
στάδιο των 4 κυττάρων, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 κύτταρα. Η σήµανση µε διαφορετικά 
γράµµατα υποδηλώνει στατιστικά σηµαντική διαφορά εντός της ίδιας στήλης (P<0,05). 
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Εικόνα 9. Επίδραση του γουαϊαζουλενίου στην IVP µετά από προσθήκη του στην IVF και IVC. 
Kάθε γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση στο 
εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. C: τυποποιηµένο 
υπόστρωµα, D: υπόστρωµα µε DMSO και A: υπόστρωµα µε DMSO και γουαϊαζουλένιο. 
ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΓΟΝ/ΝΑ: γονιµοποιηµένα ωάρια, ≤4Κ: έµβρυα µέχρι το 
στάδιο των 4 κυττάρων, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 κύτταρα. Η σήµανση µε διαφορετικά 
γράµµατα υποδηλώνει στατιστικά σηµαντική διαφορά εντός της ίδιας στήλης (P<0,05). 
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Εικόνα 10. Επίδραση του γουαϊαζουλενίου στην IVP µετά από προσθήκη του σε όλα τα στάδιά 
της. Kάθε γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση 
στο εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. C: τυποποιηµένο 
υπόστρωµα, D: υπόστρωµα µε DMSO και A: υπόστρωµα µε DMSO και γουαϊαζουλένιο. 
ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΓΟΝ/ΝΑ: γονιµοποιηµένα ωάρια, ≤4Κ: έµβρυα µέχρι το 
στάδιο των 4 κυττάρων, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 κύτταρα. Η σήµανση µε διαφορετικά 
γράµµατα υποδηλώνει στατιστικά σηµαντική διαφορά εντός της ίδιας στήλης (P<0,05). 
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3.2.2. Μελατονίνη 
Για τους πειραµατισµούς µε τη µελατονίνη χρησιµοποιήθηκαν 5.130 ωάρια 

συνολικά. Από αυτά, στα 1.658 εκτιµήθηκε µικροσκοπικά η εξέλιξη της ωρίµανσης του 
πυρήνα τους µετά το τέλος της IVM ενώ στα υπόλοιπα 3.472 πραγµατοποιήθηκε IVF και 
IVC. Σε κάθε περίπτωση η προσθήκη της µελατονίνης γινόταν σε συγκεντρώσεις που 
εξασφάλιζαν αντιοξειδωτική προστασία ανάλογη αυτής του Υ.Π.Ω. ή και του υγρού του 
ωαγωγού αγελάδων σε οίστρο. 

3.2.2.1 Μελατονίνη στην IVM 

3.2.2.1.1. Μελατονίνη σε όλη τη διάρκεια της IVM 
∆ιαπιστώθηκε ότι η προσθήκη µελατονίνης σε όλη τη διάρκεια της18ωρης IVM 

προκάλεσε σηµαντική µείωση: 
i) στο ποσοστό των ώριµων ωαρίων (3,6%) έναντι  του µάρτυρα (38,4%, P<0,001), 

ενώ αξιοσηµείωτο είναι και το γεγονός ότι αυξήθηκε σηµαντικά τόσο το ποσοστό 
των αδιευκρίνιστων ωαρίων όσο και εκείνων που παρέµειναν στο στάδιο της 
πρόφασης Ι, (πίνακας 11 και εικόνα 11), 

ii) στο ποσοστό γονιµοποίησης (20,6%) έναντι του µάρτυρα (62,7%, P<0,001), 
(πίνακας 13 και εικόνα 13), 

iii) στο ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων (0%) έναντι του µάρτυρα (30,3%, 
P=0,0016), ( πίνακας 13 και εικόνα 14). 
 
Σηµαντική ήταν επίσης η µείωση που προέκυψε από την αντίστοιχη 24ωρη IVM: 

i) στο ποσοστό ώριµων ωαρίων (10,5%) έναντι του µάρτυρα (77,7%, P<0,001). 
Αξίζει να αναφερθεί ότι τα ποσοστά τόσο των αδιευκρίνιστων ωαρίων, όσο και 
εκείνων που παρέµειναν στο στάδιο της πρόφασης Ι καθώς και εκείνων, στα 
οποία διεκόπη η εξέλιξη της 1ης µειωτικής διαίρεσης στο στάδιο της µετάφασης Ι 
ήταν σηµαντικά υψηλά, (πίνακας 12 και εικόνα 12), 

ii) στο ποσοστό γονιµοποίησης (10,3%) έναντι του µάρτυρα (68,3%, P<0,001), 
(πίνακας 14 και εικόνα 15), 

iii) στο ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων (8,3%) έναντι του µάρτυρα (47,6%, 
P=0,0115), (πίνακας 14 και εικόνα 16). 

3.2..2.1.2. Μελατονίνη στο πρώτο τρίτο της IVM 
Η προσθήκη µελατονίνης µόνο στο πρώτο τρίτο της 18ωρης IVM προκάλεσε 

σηµαντική µείωση του ποσοστού των ώριµων ωαρίων (9,3%) έναντι του µάρτυρα 
(39,4%, P<0,001) (πίνακας 11 και εικόνα 11). Η αντίστοιχη αγωγή στο πρώτο τρίτο της 
24ωρης IVM δεν επηρέασε το ποσοστό αυτό (72,7% έναντι του µάρτυρα (70,7%), 
(πίνακας 12 και εικόνα 12). 

Επίσης, η προσθήκη µελατονίνης στο πρώτο τρίτο της 18ωρης IVM είχε ως 
αποτέλεσµα τη σηµαντική µείωση του ποσοστού γονιµοποίησης (28,8%) έναντι του 
µάρτυρα (66,9%, P<0,001) (πίνακας 13 και εικόνα 13). Η αντίστοιχη αγωγή στο πρώτο 
τρίτο 24ωρης IVM δεν επηρέασε το ποσοστό αυτό (67,9%) έναντι του µάρτυρα (68,6%), 
(πίνακας 14 και εικόνα 15).  

Τέλος, η προσθήκη µελατονίνης στο πρώτο τρίτο της 18ωρης IVM προκάλεσε 
σηµαντική µείωση του ποσοστού των ανεπτυγµένων εµβρύων (13%) έναντι του µάρτυρα 
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(31,3%, P=0,0237), (πίνακας 13 και εικόνα 14). Αντίθετα, σε 24ωρη IVM αυξήθηκε το 
αντίστοιχο ποσοστό (62,3%) έναντι του µάρτυρα (44,8%, P=0,013), (πίνακας 14 και 
εικόνα 16). 

3.2.2.1.3. Μελατονίνη στο τελευταίο τρίτο της IVM 
Η προσθήκη µελατονίνης µόνο στο τελευταίο τρίτο της 18ωρης IVM προκάλεσε 

σηµαντική µείωση του ποσοστού των ώριµων ωαρίων (22,8%) έναντι του µάρτυρα 
(37,7%, P=0,0037) (πίνακας11 και εικόνα 11), ενώ η αντίστοιχη αγωγή στο τελευταίο 
τρίτο της 24ωρης IVM δεν επηρέασε το ποσοστό αυτό (67,5%) έναντι του µάρτυρα 
(71,4%), (πίνακας 12 και εικόνα 12). 

Επίσης, η προσθήκη µελατονίνης στο τελευταίο τρίτο της 18ωρης IVM δεν 
επηρέασε το ποσοστό γονιµοποίησης (60,2%) έναντι του µάρτυρα (57,9%), (πίνακας 13 
και εικόνα 13), ενώ η αντίστοιχη αγωγή στο τελευταίο τρίτο 24ωρης IVM προκάλεσε 
σηµαντική αύξηση του ποσοστού αυτού (79,6%) έναντι του µάρτυρα (67,5%, P=0,015), 
(πίνακας 14 και εικόνα 15). 

Τέλος, η προσθήκη µελατονίνης στο τελευταίο τρίτο της 18ωρης IVM είχε ως 
αποτέλεσµα τη σηµαντική αύξηση του ποσοστού των ανεπτυγµένων εµβρύων (51% 
έναντι 34,3% του µάρτυρα, P=0,022), (πίνακας 13 και εικόνα 14). Παρόµοια 
αποτελέσµατα προέκυψαν από την αντίστοιχη αγωγή στο τελευταίο τρίτο της 24ωρης 
IVM (62,8%) έναντι του µάρτυρα (45,6%, P=0,015), (πίνακας 14 και εικόνα 16).  
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Α∆ΙΕΥΚΡΙΝΙΣΤΑ
 

ΠΡΟΦΑΣΗ Ι 
 

ΜΕΤΑΦΑΣΗ I ΑΝΑΦΑΣΗ I ΤΕΛΟΦΑΣΗ I ΜΕΤΑΦΑΣΗ II ΣΥΝΟΛΟ 
ΩΡΙΜΩΝ ΥΠΟ ΣΤΡΩΜΑ ΣΥΝΟΛΟ 

ΩΑΡΙΩΝ 
Ν              % Ν % Ν % Ν % Ν % Ν % Ν %

C  0    107 4 3,7α 0,0α 61 57,0β 1 0,9α 25 23,4 16 15,0 41 38,4γ

M    168 52 31,0β 48 28,5β 62 36,9α 0 0,0α 3 1,8 3 1,8 6 3,6α

C1 132 0    7 5,3α 0,0α 70 53,0β 3 2,3α 33 25,0 19 14,4 52 39,4γ

M1 150 0    4 2,7α 0,0α 126 84,0γ 6 4,0α 14 9,3 0 0,0 14 9,3α

C3 138 0    5 3,6α 0,0α 77 55,8β 4 2,9α 29 21,0 23 16,7 52 37,7γ

M3 184 0    10 5,4α 0,0α 90 49,0β 42 22,8β 34 18,4 8 4,4 42 22,8β

C, C1, C3: τυποποιηµένο υπόστρωµα χωρίς ανανέωσή του κατά τη διάρκεια της επώασης, µε ανανέωσή του µετά το πρώτο τρίτο, µε ανανέωσή του πριν το τελευταίο τρίτο 
της IVΜ, αντίστοιχα. Μ, Μ1,Μ3: υπόστρωµα µε µελατονίνη σε όλη τη διάρκεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, µόνο στο τελευταίο τρίτο της διάρκειας της IVΜ, αντίστοιχα. N: 
αριθµός ωαρίων, ΣΥΝΟΛΟ ΩΡΙΜΩΝ: το άθροισµα των ωαρίων στην τελόφαση Ι και τη µετάφαση ΙΙ. %: ποσοστό επί του συνόλου των καλλιεργούµενων ωαρίων. Οι τιµές 
που έχουν διαφορετικούς εκθέτες εντός της ίδιας στήλης διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 
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Πίνακας 11. Επίδραση της µελατονίνης στην ωρίµανση του πυρήνα των ωαρίων σε σχέση µε τη διάρκεια προσθήκης της στη 18ωρη IVM. 
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Α∆ΙΕΥΚΡΙΝΙΣΤΑ 
 

ΠΡΟΦΑΣΗ Ι 
 

ΜΕΤΑΦΑΣΗ I ΑΝΑΦΑΣΗ I ΤΕΛΟΦΑΣΗ I ΜΕΤΑΦΑΣΗ II ΣΥΝΟΛΟ 
ΩΡΙΜΩΝ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ ΣΥΝΟΛΟ 

ΩΑΡΙΩΝ 
Ν              % Ν % Ν % Ν % Ν % Ν % Ν %

C  0 0  112 3 2,7α 0, α 19 17,0α 3 2,7 13 11,6 74 66,1 87 77,7β

M    171 42 24,6β 21 12,3β 87 50,9γ 3 1,7 3 1,7 15 8,8 18 10,5α

C1 99 0 0  3 3,0α 0, α 23 23,3α,β 3 3,0 16 16,2 54 54,5 70 70,7β

M1 132 0 0  5 3,8α 0, α 25 18,9α 6 4,6 28 21,2 68 51,5 96 72,7β

C3 105 0 0  5 4,8α 0, α 25 23,8α,β 0 0,0 16 15,2 59 56,2 75 71,4β

M3 160 0 0  2 1,3α 0, α 50 31,2β 0 0,0 42 26,2 66 41,3 108 67,5β

C, C1, C3: τυποποιηµένο υπόστρωµα χωρίς ανανέωσή του κατά τη διάρκεια της επώασης, µε ανανέωσή του µετά το πρώτο τρίτο, µε ανανέωσή του πριν το τελευταίο τρίτο 
της IVΜ, αντίστοιχα. Μ, Μ1,Μ3: υπόστρωµα µε µελατονίνη σε όλη τη διάρκεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, µόνο στο τελευταίο τρίτο της διάρκειας της IVΜ, αντίστοιχα. N: 
αριθµός ωαρίων, ΣΥΝΟΛΟ ΩΡΙΜΩΝ: το άθροισµα των ωαρίων στην τελόφαση Ι και τη µετάφαση ΙΙ. %: ποσοστό επί του συνόλου των καλλιεργούµενων ωαρίων. Οι τιµές 
που έχουν διαφορετικούς εκθέτες εντός της ίδιας στήλης διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 
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Πίνακας 12. Επίδραση της µελατονίνης στην ωρίµανση του πυρήνα των ωαρίων σε σχέση µε τη διάρκεια προσθήκης της στην 24ωρη IVM 
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Εικόνα 12. Επίδραση της µελατονίνης στην 
ωρίµανση του πυρήνα των ωαρίων σε σχέση 
µε τη διάρκεια προσθήκης της στην 24ωρη 
IVM.  

C, C1, C3: τυποποιηµένο υπόστρωµα χωρίς 
ανανέωσή του κατά τη διάρκεια της 
επώασης, µε ανανέωσή του µετά το πρώτο 
τρίτο, µε ανανέωσή του πριν το τελευταίο 
τρίτο της IVΜ αντίστοιχα.  

Μ, Μ1,Μ3: υπόστρωµα µε µελατονίνη σε 
όλη τη διάρκεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, 
µόνο στο τελευταίο τρίτο της διάρκειας της 
IVΜ αντίστοιχα.  

Α∆/ΣΤΑ: αδιευκρίνιστα ωάρια. 

 Το άθροισµα των ωαρίων στην τελόφαση Ι 
και τη µετάφαση ΙΙ αποτελεί το σύνολο των 
ώριµων ωαρίων σε κάθε περίπτωση. Η 
σήµανση µε διαφορετικά γράµµατα 
υποδηλώνει στατιστικά σηµαντική διαφορά 
(P<0,05).  
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Πίνακας 13. Επίδραση της µελατονίνης στην IVP σε σχέση µε τη διάρκεια προσθήκης της 
στη 18ωρη IVM. 

 
ΣΤΑ∆ΙΟ 

ΠΡΟΣΘΗΚΗΣ >4Κ 

IVM IVF IVC 
18ωρη 24ωρη 48ωρη 

ΣΥΝΟΛΟ 
ΩΑΡΙΩΝ 

ΣΥΝΟΛΟ 
ΓON/ΩΝ 

ΓΟΝ/ΣΗ 
% 

N ΓΟΝ % 

C C C 142 89 62,7β 27 30,3γ

M C C 136 28 20,6α 0 0,0α

C1 C C 148 99 66,9β 31 31,3γ

M1 C C 160 46 28,8α 6 13,0β

C3 C C 126 73 57,9β 25 34,3γ

M3 C C 166 100 60,2β 51 51,0δ

 
Kάθε γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση στο 
εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. C, C1, C3: τυποποιηµένο 
υπόστρωµα χωρίς ανανέωσή του κατά τη διάρκεια της επώασης, µε ανανέωσή του µετά το πρώτο 
τρίτο, µε ανανέωσή του πριν το τελευταίο τρίτο της IVΜ, αντίστοιχα. Μ, Μ1,Μ3: υπόστρωµα µε 
µελατονίνη σε όλη τη διάρκεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, µόνο στο τελευταίο τρίτο της διάρκειας της 
IVΜ, αντίστοιχα. ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΣΥΝΟΛΟ ΓΟΝ/ΝΩΝ: σύνολο γονιµοποιηµένων 
ωαρίων, ΓΟΝ/ΣΗ %: ποσοστό γονιµοποίησης, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 κύτταρα, Ν: 
αριθµός εµβρύων, ΓΟΝ %: ποσοστό επί των γονιµοποιηµένων ωαρίων. Οι τιµές που έχουν 
διαφορετικούς εκθέτες εντός της ίδιας στήλης διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 

 

Πίνακας 14. Επίδραση της µελατονίνης στην IVP σε σχέση µε τη διάρκεια προσθήκης της 
στην 24ωρη IVM. 

 
ΣΤΑ∆ΙΟ 

ΠΡΟΣΘΗΚΗΣ >4Κ 

IVM IVF IVC 
24ωρη 24ωρη 48ωρη 

ΣΥΝΟΛΟ 
ΩΑΡΙΩΝ 

ΣΥΝΟΛΟ 
ΓON/ΩΝ 

ΓΟΝ/ΣΗ 
% 

N ΓΟΝ % 

C C C 120 82 68,3β 39 47,6β

M C C 117 12 10,3α 1 8,3α

C1 C C 140 96 68,6β 43 44,8β

M1 C C 156 106 67,9β 66 62,3γ

C3 C C 117 79 67,5β 36 45,6β

M3 C C 162 129 79,6γ 81 62,8γ

 
Kάθε γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση στο 
εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. C, C1, C3: τυποποιηµένο 
υπόστρωµα χωρίς ανανέωσή του κατά τη διάρκεια της επώασης, µε ανανέωσή του µετά το πρώτο 
τρίτο, µε ανανέωσή του πριν το τελευταίο τρίτο της IVΜ, αντίστοιχα. Μ, Μ1,Μ3: υπόστρωµα µε 
µελατονίνη σε όλη τη διάρκεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, µόνο στο τελευταίο τρίτο της διάρκειας της 
IVΜ, αντίστοιχα. ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΣΥΝΟΛΟ ΓΟΝ/ΝΩΝ: σύνολο γονιµοποιηµένων 
ωαρίων, ΓΟΝ/ΣΗ %: ποσοστό γονιµοποίησης, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 κύτταρα, Ν: 
αριθµός εµβρύων,  ΓΟΝ %: ποσοστό επί των γονιµοποιηµένων ωαρίων. Οι τιµές που έχουν 
διαφορετικούς εκθέτες εντός της ίδιας στήλης διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 
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C C C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
37,3%

ΓΟΝ/ΝΑ
62,7%

C1 C C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
33,1%

ΓΟΝ/ΝΑ
66,9%

 

 
 
β 

 
 
β 

M C C

ΓΟΝ/ΝΑ
20,6%

ΑΓΟΝ/ΤΑ
79,4%

M1 C C

ΓΟΝ/ΝΑ
28,8%

ΑΓΟΝ/ΤΑ
71,2%

C3 C C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
42,1%

ΓΟΝ/ΝΑ
57,9%

 

M3 C C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
39,8%

ΓΟΝ/ΝΑ
60,2%

 

Εικόνα 13. Επίδραση της µελατονίνης στη 
γονιµοποίηση σε σχέση µε τη διάρκεια 
προσθήκης της στη 18ωρη IVM. Kάθε 
γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το 
υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση 
στο εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την 
IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. 

C, C1, C3: τυποποιηµένο υπόστρωµα χωρίς 
ανανέωσή του κατά τη διάρκεια της 
επώασης, µε ανανέωσή του µετά το πρώτο 
τρίτο, µε ανανέωσή του πριν το τελευταίο 
τρίτο της IVΜ, αντίστοιχα. 

Μ, Μ1,Μ3: υπόστρωµα µε µελατονίνη σε 
όλη τη διάρκεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, 
µόνο στο τελευταίο τρίτο της διάρκειας της 
IVΜ, αντίστοιχα. 

ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΓΟΝ/ΝΑ: 
γονιµοποιηµένα ωάρια. Η σήµανση µε 
διαφορετικά γράµµατα υποδηλώνει 
στατιστικά σηµαντική διαφορά (P<0,05). 

α α 

 
 
 β 

 
 
β 
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C C C

  ≤ 4Κ
69,7%

>4Κ
30,3%

C1 C C

>4Κ
31,3%

γ 

M C C

>4Κ
0,0%

  ≤ 4Κ
100%

C3 C C

  ≤ 4Κ
65,7%

>4Κ
34,3%

M3 C C

  ≤ 4Κ
49,0%

>4Κ
51,0%

 

Εικόνα 14. Ε
εξέλιξη των
διάρκεια προ
Kάθε γραµµ
το υπόστρω
επώαση στο
δηλαδή την I

C, C1, C3: τ
ανανέωσή 
επώασης, µε
τρίτο, µε αν
τρίτο της IVΜ

Μ, Μ1,Μ3: 
όλη τη διάρ
µόνο στο τελ
IVΜ, αντίστο

≤4Κ: έµβρυ
κυττάρων, >4
4 κύτταρα. 
γράµµατα 
σηµαντική δι

α 

 γ 

δ 
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γ

  ≤ 4Κ
68,7%

M1 C C

  ≤ 4Κ
87,0%

>4Κ
13,0%

πίδραση της µελατονίνης στην 
 εµβρύων σε σχέση µε τη 
σθήκης της στη 18ωρη IVM. 
ατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει 
µα, όπου έγινε διαδοχικά η 
 εκάστοτε στάδιο της IVP, 
VM, IVF και IVC, αντίστοιχα. 

υποποιηµένο υπόστρωµα χωρίς 
του κατά τη διάρκεια της 
 ανανέωσή του µετά το πρώτο 
ανέωσή του πριν το τελευταίο 

, αντίστοιχα. 

υπόστρωµα µε µελατονίνη σε 
κεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, 
ευταίο τρίτο της διάρκειας της 
ιχα. 

α µέχρι το στάδιο των 4 
Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 
Η σήµανση µε διαφορετικά 
υποδηλώνει στατιστικά 

αφορά (P<0,05). 

β 
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C C C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
31,7%

ΓΟΝ/
68,3%

ΝΑ

C1 C C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
31,4%

ΓΟΝ/ΝΑ
68,6%

    
       β β 

M C C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
89,7%

ΓΟΝ/ΝΑ
10,3%

M1 C C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
32,1%

ΓΟΝ/ΝΑ
67,9%

C3 C C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
32,5%

ΓΟΝ/ΝΑ
67,5%

M3 C C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
20,4%

ΓΟΝ/ΝΑ
79,6%

 
 
Εικόνα 15. Επίδραση της µελατονίνης στη 
γονιµοποίηση σε σχέση µε τη διάρκεια 
προσθήκης της στην 24ωρη IVM. Kάθε 
γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το 
υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση 
στο εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την 
IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. 
C, C1, C3: τυποποιηµένο υπόστρωµα χωρίς 
ανανέωσή του κατά τη διάρκεια της 
επώασης, µε ανανέωσή του µετά το πρώτο 
τρίτο, µε ανανέωσή του πριν το τελευταίο 
τρίτο της IVΜ, αντίστοιχα. 
Μ, Μ1,Μ3: υπόστρωµα µε µελατονίνη σε 
όλη τη διάρκεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, µόνο 
στο τελευταίο τρίτο της διάρκειας της IVΜ, 
αντίστοιχα. 
ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΓΟΝ/ΝΑ: 
γονιµοποιηµένα ωάρια. Η σήµανση µε 
διαφορετικά γράµµατα υποδηλώνει 
στατιστικά σηµαντική διαφορά (P<0,05). 
 
 

 
  
     β  

   α 

β 

  γ 
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C C C

  ≤ 4Κ
52,4%

>4Κ
47,6%

C1 C C

>4Κ
44,8%

       β 

M C C

  ≤ 4Κ
91,7%

>4Κ
8,3%

>4Κ
62,3%

 

C3 C C

  ≤ 4Κ
54,4%

>4Κ
45,6%

M3 C C

  ≤ 4Κ
37,2%

>4Κ
62,8%
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      β
  ≤ 4Κ
55,2%

 

M1 C C

  ≤ 4Κ
37,7%

 

6. Επίδραση της µελατονίνης στην 
των εµβρύων σε σχέση µε τη 
προσθήκης της στην 24ωρη IVM. 
µµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει 
τρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η 
στο εκάστοτε στάδιο της IVP, 
ην IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. 

3: τυποποιηµένο υπόστρωµα χωρίς 
 του κατά τη διάρκεια της 

 µε ανανέωσή του µετά το πρώτο 
 ανανέωσή του πριν το τελευταίο 
 IVΜ, αντίστοιχα. 

 
γ 
 
 γ
 3: υπόστρωµα µε µελατονίνη σε 

άρκεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, µόνο 
ταίο τρίτο της διάρκειας της IVΜ, 
α. 
βρυα µέχρι το στάδιο των 4 
, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 
α. Η σήµανση µε διαφορετικά 
 υποδηλώνει στατιστικά σηµαντική 
P<0,05). 
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3.2.2.2. Μελατονίνη στη 18ωρη IVF 
Τα αποτελέσµατα της επίδρασης της µελατονίνης στην IVP κατόπιν 

προσθήκης της στην IVF φαίνονται συνοπτικά στον πίνακα 15 και τις εικόνες 17 και 
18. 

3.2.2.2.1. Μελατονίνη σε όλη τη διάρκεια της IVF 
Η προσθήκη µελατονίνης σε όλη τη διάρκεια της IVF προκάλεσε σηµαντική 

µείωση: 
i) στο ποσοστό γονιµοποίησης (13,1%) έναντι του µάρτυρα (66,3%, P<0,001), 
ii) στο ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων (7,1%) έναντι του µάρτυρα (42,0%, 

P=0,013). 

3.2.2.2.2. Μελατονίνη στο πρώτο τρίτο της IVF  
Η προσθήκη µελατονίνης µόνο στο πρώτο τρίτο της 18ωρης IVF προκάλεσε 

σηµαντική µείωση: 
 i) στο ποσοστό γονιµοποίησης (40,5%) έναντι του µάρτυρα (67,7%, P<0,001), 
 ii) στο ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων (9,8%) έναντι του µάρτυρα (41,8%,  
 P<0,001).  

3.2.2.2.3. Μελατονίνη στο τελευταίο τρίτο της IVF 
Η προσθήκη µελατονίνης µόνο στο τελευταίο τρίτο της 18ωρης IVF δεν 

επηρέασε ούτε το ποσοστό γονιµοποίησης (56,0%) έναντι του µάρτυρα (65,4%) ούτε 
το ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων (32,1%) έναντι του µάρτυρα (41,2%).  
Πίνακας 15. Επίδραση της µελατονίνης στην IVP σε σχέση µε τη διάρκεια προσθήκης της 
στη 18ωρη IVF. 

 
ΣΤΑ∆ΙΟ 

ΠΡΟΣΘΗΚΗΣ >4Κ 

IVM IVF IVC 
24ωρη 18ωρη 48ωρη 

ΣΥΝΟΛΟ 
ΩΑΡΙΩΝ 

ΣΥΝΟΛΟ 
ΓON/ΩΝ 

ΓΟΝ/ΣΗ 
% 

N ΓΟΝ % 

C C C 104 69 66,3γ 29 42,0β

C M C 107 14 13,1α 1 7,1α

C C1 C 99 67 67,7γ 28 41,8β

C M1 C 126 51 40,5β 5 9,8α

C C3 C 104 68 65,4γ 28 41,2β

C M3 C 100 56 56,0γ 18 32,1β

 
Kάθε γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση στο 
εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. C, C1, C3: τυποποιηµένο 
υπόστρωµα χωρίς ανανέωσή του κατά τη διάρκεια της επώασης, µε ανανέωσή του µετά το πρώτο 
τρίτο, µε ανανέωσή του πριν το τελευταίο τρίτο της IVF, αντίστοιχα. Μ, Μ1,Μ3: υπόστρωµα µε 
µελατονίνη σε όλη τη διάρκεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, µόνο στο τελευταίο τρίτο της διάρκειας της 
IVF, αντίστοιχα. ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΣΥΝΟΛΟ ΓΟΝ/ΝΩΝ: σύνολο γονιµοποιηµένων 
ωαρίων, ΓΟΝ/ΣΗ %: ποσοστό γονιµοποίησης, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 κύτταρα, Ν: 
αριθµός εµβρύων, ΓΟΝ %: ποσοστό επί των γονιµοποιηµένων ωαρίων. Οι τιµές που έχουν 
διαφορετικούς εκθέτες εντός της ίδιας στήλης διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 
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C C C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
33,7%

ΓΟΝ/ΝΑ
66,3%

C C1 C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
32,3%

ΓΟΝ/ΝΑ
67,7%

 

      
         γ   γ 

C M C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
86,9%

ΓΟΝ/ΝΑ
13,1%

C M1 C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
59,5%

ΓΟΝ/ΝΑ
40,5%

C C3 C

ΑΓΟΝ/ΤΑ

ΓΟΝ/Ν
65,4%

 

ΓΟΝ/ΝΑ
56,0%

 

 
Εικόνα 17. Επίδραση της µελατονίνης σε 
σχέση µε τη διάρκεια προσθήκης της στη 

β 
α 
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 γ
 34,6%

Α

C M3 C

ΑΓΟΝ/ΤΑ
44,0%

18ωρη IVF. Kάθε γραµµατικό σύµβολο 
αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, όπου έγινε 
διαδοχικά η επώαση στο εκάστοτε στάδιο της 
IVP, δηλαδή την IVM, IVF και IVC, 
αντίστοιχα.  
C, C1, C3: τυποποιηµένο υπόστρωµα χωρίς 
ανανέωσή του κατά τη διάρκεια της 
επώασης, µε ανανέωσή του µετά το πρώτο 
τρίτο, µε ανανέωσή του πριν το τελευταίο 
τρίτο της IVF, αντίστοιχα.  
Μ, Μ1,Μ3: υπόστρωµα µε µελατονίνη σε 
όλη τη διάρκεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, µόνο 
στο τελευταίο τρίτο της διάρκειας της IVF, 
αντίστοιχα.  
ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΓΟΝ/ΝΑ: 
γονιµοποιηµένα ωάρια. Η σήµανση µε 
διαφορετικά γράµµατα υποδηλώνει 
στατιστικά σηµαντική διαφορά (P<0,05). 
 
 

γ 
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C C C

  ≤ 4Κ
58,0%

>4Κ
42,0%

C C1 C

  ≤ 4Κ
58,2%

>4Κ
41,8%

  
  
 β 

  
  
    β 

C M C

>4Κ
7,1%

  ≤ 4Κ
92,9%

C M1 C

  ≤ 4Κ
90,2%

>4Κ
9,8%

C C3 C

  ≤ 4Κ
58,8%

>4Κ
41,2%

 

C M3 C

  ≤ 4Κ
67,9%

>4Κ
32,1%

 

 
 
Εικόνα 18. Επίδραση της µελατονίνης στην 
εξέλιξη των εµβρύων σε σχέση µε τη 
διάρκεια προσθήκης της στην 18ωρη IVF. 
Kάθε γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει 
το υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η 
επώαση στο εκάστοτε στάδιο της IVP, 
δηλαδή την IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα.  
C, C1, C3: τυποποιηµένο υπόστρωµα χωρίς 
ανανέωσή του κατά τη διάρκεια της 
επώασης, µε ανανέωσή του µετά το πρώτο 
τρίτο, µε ανανέωσή του πριν το τελευταίο 
τρίτο της IVF, αντίστοιχα.  
Μ, Μ1,Μ3: υπόστρωµα µε µελατονίνη σε 
όλη τη διάρκεια, µόνο στο πρώτο τρίτο, µόνο 
στο τελευταίο τρίτο της διάρκειας της IVF, 
αντίστοιχα.  
≤4Κ: έµβρυα µέχρι το στάδιο των 4 
κυττάρων, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 
4 κύτταρα. Η σήµανση µε διαφορετικά 
γράµµατα υποδηλώνει στατιστικά σηµαντική 
διαφορά (P<0,05). 
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3.2.2.3. Μελατονίνη στην IVC 
Η προσθήκη µελατονίνης στην IVC γινόταν κατόπιν 24ωρων επωάσεων στα 

τυποποιηµένα υποστρώµατα των IVM και IVF. Τα αποτελέσµατα της επίδρασης της 
µελατονίνης στην IVP κατόπιν προσθήκης της στην IVC φαίνονται συνοπτικά στον 
πίνακα 16 και την εικόνα 19. 

3.2.2.3.1 Μελατονίνη σε όλη τη διάρκεια της IVC 
Η προσθήκη µελατονίνης, σε όλη τη διάρκεια της 48ωρης IVC προκάλεσε 

σηµαντική µείωση στο ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων (5,6%) έναντι του 
µάρτυρα (47,2 %, P<0,001). 

 
3.2.2.3.2. Μελατονίνη στο πρώτο έκτο της IVC  

Παρόµοια αποτελέσµατα προέκυψαν από την προθήκη της µελατονίνης µόνο 
στο πρώτο τρίτο της πρώτης ηµέρας της 48ωρης IVC (34,2 %) έναντι του µάρτυρα 
(48,8%, P=0,035). 
 

Πίνακας 16. Επίδραση της µελατονίνης στην IVP σε σχέση µε τη διάρκεια προσθήκης της 
στη 48ωρη IVC. 

 
ΣΤΑ∆ΙΟ 

ΠΡΟΣΘΗΚΗΣ >4Κ 

IVM IVF IVC 

24ωρη 24ωρη 48ωρη 

ΣΥΝΟΛΟ 
ΩΑΡΙΩΝ 

ΣΥΝΟΛΟ 
ΓON/ΩΝ 

ΓΟΝ/ΣΗ 
% 

N ΓΟΝ % 

C C C 104 72 69,2 34 47,2β,γ

C C M 151 108 71,5 6 5,6α

C C Cα6 122 86 70,5 42 48,8γ

C C Mα6 166 117 70,5 40 34,2β

C C Cβ6 116 81 69,8 39 48,1γ

C C Mβ6 213 147 69,0 92 62,6δ

C C Cαβ6 127 89 70,1 40 44,9β,γ

C C Mαβ6 143 100 69,9 35 35,0β,γ

 
 
Kάθε γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση στο 
εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. C, C α6, C β6, C αβ6 : 
τυποποιηµένο υπόστρωµα χωρίς ανανέωσή του κατά τη διάρκεια της επώασης, µε ανανέωσή του µόνο 
µετά το πρώτο έκτο, µε ανανέωσή του µόνο πριν το τελευταίο έκτο, µε ανανέωσή του και µετά το 
πρώτο και πριν το τελευταίο έκτο της IVC, αντίστοιχα. Μ, Μα6, Μβ6, Μαβ6: υπόστρωµα µε µελατονίνη 
σε όλη τη διάρκεια, µόνο στο πρώτο έκτο, µόνο στο τελευταίο έκτο, στο πρώτο και στο τελευταίο έκτο 
της IVC, αντίστοιχα. ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΣΥΝΟΛΟ ΓΟΝ/ΝΩΝ: σύνολο 
γονιµοποιηµένων ωαρίων, ΓΟΝ/ΣΗ %: ποσοστό γονιµοποίησης, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 
κύτταρα, Ν: αριθµός εµβρύων, ΓΟΝ %: ποσοστό επί των γονιµοποιηµένων ωαρίων. Οι τιµές που 
έχουν διαφορετικούς εκθέτες εντός της ίδιας στήλης διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 
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3.2.2.3.3. Μελατονίνη στο τελευταίο έκτο της IVC 
Η προσθήκη της µελατονίνης µόνο στο τελευταίο τρίτο της δεύτερης ηµέρας 

της 48ωρης IVC προκάλεσε, αύξηση του ποσοστού των ανεπτυγµένων εµβρύων 
(62,6 %) έναντι του µάρτυρα (48,1 %, P=0,035). 

3.2.2.3.4. Μελατονίνη στο πρώτο και τελευταίο έκτο της IVC 
Τέλος, η προσθήκη της µελατονίνης, τόσο στο πρώτο τρίτο της πρώτης, όσο 

και στο τελευταίο τρίτο της δεύτερης ηµέρας της IVC δεν επηρέασε το ποσοστό των 
ανεπτυγµένων εµβρύων (35%) έναντι του µάρτυρα (44,9%). 

3.2.3. Επίδραση της διάρκειας επώασης των IVM και IVF στην IVP 
Από το άθροισµα των επιµέρους αποτελεσµάτων που αφορούν στους 

µάρτυρες, προέκυψε ότι το ποσοστό γονιµοποίησης και το ποσοστό ανεπτυγµένων 
εµβρύων ήταν σηµαντικά µεγαλύτερα, όταν η διάρκεια επώασης στην IVM και στην 
IVF ήταν 24 ώρες (69,1% και 46,7%, αντίστοιχα), σε σύγκριση µε την επώαση 
διάρκειας 18 ωρών   στην IVM και στην IVF (59,8% και 35,8%, αντίστοιχα, 
P<0,001), (πίνακας 17). 

3.2.4. Σύγκριση της επίδρασης του γουαϊαζουλενίου στην IVP µε το µάρτυρα 
επώασης διάρκειας 24 ωρών στην IVM και στην IVF 
  Οι πειραµατισµοί που αφορούσαν στη µελέτη της επίδρασης του 
γουαϊαζουλενίου στην IVP πραγµατοποιήθηκαν σε επωάσεις  18ωρης διάρκειας στις 
IVM και IVF. Ωστόσο, τα ποσοστά γονιµοποίησης και ανεπτυγµένων εµβρύων των 
πειραµατισµών αυτών, όταν συγκρίθηκαν µε εκείνα του µάρτυρα των αντίστοιχων 
επωάσεων 24ωρης διάρκειας (69,1% και 46,7%, αντίστοιχα), προέκυψε ότι (πίνακας 
18) : 

i) ήταν σηµαντικά µεγαλύτερα, όπου γινόταν προσθήκη του γουαϊαζουλενίου 
στην IVM µόνο (79,4%, P=0,007, και 57,8%, P=0,02, αντίστοιχα) ή σε 
συνδυασµό µε προσθήκη του στην IVC (78%, P=0,019, και 60,7%, P=0,003 
αντίστοιχα)  

ii)  ήταν σηµαντικά µικρότερα, όπου γινόταν προσθήκη του γουαϊαζουλενίου 
µόνο στην IVF (54,1%, P<0,001 και 30,5%, P=0,002, αντίστοιχα)  

iii) δεν παρουσίαζαν σηµαντική διαφορά, όπου γινόταν προσθήκη του 
γουαϊαζουλενίου στην IVF σε συνδυασµό πάντα µε ταυτόχρονη προσθήκη 
του είτε µόνο στην IVM (63,4% και 56,4%, αντίστοιχα), είτε στις IVM και 
IVC (63,9% και 56,6%, αντίστοιχα) 

iv) µόνο το ποσοστό γονιµοποίησης ήταν σηµαντικά µικρότερο, ενώ το ποσοστό 
ανεπτυγµένων εµβρύων δεν παρουσίαζε διαφορά, όταν γινόταν διαδοχικά η 
προσθήκη του γουαϊαζουλενίου στις IVF και IVC (55,3%, P<0,001, και 
55,3%, αντίστοιχα) 

v) το ποσοστό γονιµοποίησης δεν παρουσίαζε διαφορά, αλλά το ποσοστό 
ανεπτυγµένων εµβρύων ήταν σηµαντικά µεγαλύτερο, όταν γινόταν προσθήκη 
του γουαϊαζουλενίου µόνο στην IVC (62,4% και 62,5%, P=0,003, 
αντίστοιχα). 
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δ  β,γ 

 
 
Εικόνα 19. Επίδραση της µελατονίνης στην εξέλιξη των εµβρύων σε σχέση µε τη διάρκεια 
προσθήκης της στη 48ωρη IVC. Kάθε γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, 
όπου έγινε διαδοχικά η επώαση στο εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και 
IVC, αντίστοιχα. C, C α6, C β6, Cαβ6 : τυποποιηµένο υπόστρωµα χωρίς ανανέωσή του κατά 
τη διάρκεια της επώασης, µε ανανέωσή του µόνο µετά το πρώτο έκτο, µε ανανέωσή του µόνο 
πριν το τελευταίο έκτο, µε ανανέωσή του και µετά το πρώτο και πριν το τελευταίο έκτο της 
IVC, αντίστοιχα. Μ, Μα6, Μβ6, Μαβ6: υπόστρωµα µε µελατονίνη σε όλη τη διάρκεια, µόνο 
στο πρώτο έκτο, µόνο στο τελευταίο έκτο, στο πρώτο και στο τελευταίο έκτο της IVC, 
αντίστοιχα. ≤4Κ: έµβρυα µέχρι το στάδιο των 4 κυττάρων, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 
4 κύτταρα. Η σήµανση µε διαφορετικά γράµµατα υποδηλώνει στατιστικά σηµαντική διαφορά 
(P<0,05). 
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Πίνακας 17. Επίδραση της διάρκειας επώασης των IVM και IVF στην IVP.  
 

∆ΙΑΡΚΕΙΑ 
ΕΠΩΑΣΗΣ( h) >4Κ 

IVM IVF IVC 

ΣΥΝΟΛΟ
ΩΑΡΙΩΝ 

ΣΥΝΟΛΟ
ΓON/ΩΝ 

ΓΟΝ/ΣΗ
% 

N ΓΟΝ % 

18 18 48 804 481 59,8α 172 35,8α

24 24 48 846 585 69,1β 273 46,7β

 

ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΣΥΝΟΛΟ ΓΟΝ/ΝΩΝ: σύνολο γονιµοποιηµένων ωαρίων, ΓΟΝ/ΣΗ 
%: ποσοστό γονιµοποίησης, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 κύτταρα, Ν: αριθµός εµβρύων, % 
ΓΟΝ: ποσοστό επί των γονιµοποιηµένων ωαρίων. Οι τιµές που έχουν διαφορετικούς εκθέτες εντός της 
ίδιας στήλης διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 

 
 

 

 
Πίνακας 18. Σύγκριση της επίδρασης του γουαϊαζουλενίου στην IVP µε το µάρτυρα 24ωρων 
επωάσεων στις IVM και IVF. 

 
ΣΤΑ∆ΙΟ 

ΠΡΟΣΘΗΚΗΣ >4Κ 

IVM IVF IVC 

ΣΥΝΟΛΟ
ΩΑΡΙΩΝ 

ΣΥΝΟΛΟ
ΓON/ΩΝ 

ΓΟΝ/ΣΗ
% 

N ΓΟΝ % 

24c 24c C 846 585 69,1β 273 46,7β

A C C 170 135 79,4γ 78 57,8γ

C A C 194 105 54,1α 32 30,5α

C C A 205 128 62,4α,β 80 62,5γ

A A C 123 78 63,4α,β 44 56,4β,γ

A C A 173 135 78,0γ 82 60,7γ

C A A 206 114 55,3α 63 55,3β,γ

A A A 166 106 63,9α,β 60 56,6β,γ

 

Kάθε γραµµατικό σύµβολο αντιπροσωπεύει το υπόστρωµα, όπου έγινε διαδοχικά η επώαση στο 
εκάστοτε στάδιο της IVP, δηλαδή την IVM, IVF και IVC, αντίστοιχα. 24c: τυποποιηµένο υπόστρωµα 
σε 24ωρη επώαση, C: τυποποιηµένο υπόστρωµα. D: υπόστρωµα µε DMSO και A: υπόστρωµα µε 
DMSO και γουαϊαζουλένιο. ΑΓΟΝ/ΤΑ: αγονιµοποίητα ωάρια, ΣΥΝΟΛΟ ΓΟΝ/ΝΩΝ: σύνολο 
γονιµοποιηµένων ωαρίων, ΓΟΝ/ΣΗ %: ποσοστό γονιµοποίησης, ≤4Κ: έµβρυα µέχρι το στάδιο των 4 
κυττάρων, >4Κ: έµβρυα µε περισσότερα από 4 κύτταρα, Ν: αριθµός εµβρύων, ΓΟΝ %: ποσοστό επί 
των γονιµοποιηµένων ωαρίων. Οι τιµές που έχουν διαφορετικούς εκθέτες εντός της ίδιας στήλης 
διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
  
 Τα αποτελέσµατα της έρευνας αυτής συνοψίζονται ως εξής: 
 Το υγρό του προωοθυλακιορρηκτικού ωοθυλακίου καθώς και το υγρό 
περιβάλλον στο εσωτερικό του ωαγωγού αγελάδων σε οίστρο έχουν σηµαντικά 
µεγαλύτερη Α.Ι. από τα αντίστοιχα τυποποιηµένα υποστρώµατα της IVP. Από την 
άλλη πλευρά, η προσθήκη του γουαϊαζουλενίου, σε συγκεντρώσεις που 
προσοµοιώνουν την Α.Ι. των in vivo στις αντίστοιχες in vitro συνθήκες, στην 18ωρη 
IVM, οδήγησε σε αύξηση του ποσοστού των ώριµων ως προς τον πυρήνα ωαρίων. 
Επίσης, η προσθήκη του γουαϊαζουλενίου στην IVM µόνο ή σε συνδυασµό µε την 
προσθήκη του στην 48ωρη IVC βελτίωσε τα ποσοστά γονιµοποίησης και τα ποσοστά 
ανάπτυξης (µε περισσότερα από 4 κύτταρα) των εµβρύων. Η προσθήκη του στη 
18ωρη IVF δεν είχε καµία επίδραση στην απόδοση της IVP, ενώ σε συνδυασµό µε 
την προσθήκη του στην IVM ή και την IVC οδήγησε σε αύξηση µόνο του ποσοστού 
των ανεπτυγµένων εµβρύων. Το ίδιο παρατηρήθηκε επίσης και στην περίπτωση της 
προσθήκης του µόνο στην IVC. Επιπλέον, τα ποσοστά γονιµοποίησης ή και τα 
ποσοστά ανεπτυγµένων εµβρύων που επιτεύχθηκαν µετά την προσθήκη του 
γουαϊαζουλενίου µόνο στην IVM, µόνο στην IVC, ή και στις δύο, µετά από 18ωρης 
διάρκειας επωάσεις στην IVM και στην IVF, ήταν σηµαντικά µεγαλύτερα από τα 
αντίστοιχα του µάρτυρα των 24ωρων επωάσεων στην IVM και στην IVF. Σε ό,τι 
αφορά στη χρήση  µελατονίνης, η προσθήκη της σε όλη τη διάρκεια οποιουδήποτε 
σταδίου της IVP, παρόλο που χρησιµοποιήθηκε σε συγκεντρώσεις που 
προσοµοιώνουν την αντιοξειδωτική ικανότητα των in vivo συνθηκών, οδήγησε σε 
γενικά σε µείωση των αποδόσεων της IVP. Αντίθετα, η προσθήκη της στις ίδιες 
συγκεντρώσεις, αλλά µε τρόπο που προσοµοιάζει στον κιρκάδιο ρυθµό έκκρισής της 
in vivo, οδήγησε α) σε σηµαντικά µεγαλύτερα ποσοστά γονιµοποίησης και ποσοστά 
ανεπτυγµένων εµβρύων, όταν προστέθηκε στο τελευταίο τρίτο της 24ωρης IVM και 
β) µόνο σε µεγαλύτερο ποσοστό ανεπτυγµένων εµβρύων, όταν προστέθηκε στο 
πρώτο τρίτο της ίδιας επώασης. Το ίδιο παρατηρήθηκε επίσης µετά από προσθήκη 
µελατονίνης µόνο στο τελευταίο τρίτο της 18ωρης IVM, καθώς επίσης και µόνο στις 
τελευταίες 8 ώρες της 48ωρης IVC. 

4.1. Αντιοξειδωτική ικανότητα βιολογικών υγρών και υποστρωµάτων της IVP 
 Στη µελέτη αυτή, το υγρό του προωοθυλακιορρηκτικού ωοθυλακίου είχε 
ισχυρή Α.Ι. Σε παρόµοια συµπεράσµατα κατέληξαν και άλλοι ερευνητές, οι οποίοι 
µελέτησαν την Α.Ι. από Υ.Π.Ω. βουβάλων (Cassano και συν. 1999) και ανθρώπου       
(Attaran και συν. 2000, Oyawoye και συν. 2003, Pasqualotto και συν. 2004). Οι 
διαφορετικές µέθοδοι καθώς και ο διαφορετικός τρόπος προσδιορισµού της Α.Ι. που 
χρησιµοποιήθηκαν διεθνώς δεν επιτρέπουν την άµεση σύγκριση των αποτελεσµάτων. 
Οι Pasqualotto και συν. (2004) διαπίστωσαν ότι η Α.Ι. του ωοθυλακικού υγρού είναι 
σηµαντικά υψηλότερη από τον ορό του αίµατος των γυναικών, και ότι οι γυναίκες 
που κυοφόρησαν µετά από εξωσωµατική γονιµοποίηση είχαν υψηλότερη Α.Ι. στο 
υγρό του ωοθυλακίου που αναρροφήθηκε σε σχέση µε εκείνες τις γυναίκες που δεν 
κυοφόρησαν. Οι Oyawoye και συν. (2003) παρατήρησαν ότι αυξηµένες τιµές της Α.Ι. 

 79
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 18:58:37 EEST - 52.15.253.255



στο υγρό του ωοθυλακίου που αναρροφήθηκε ευνοούν την in vitro γονιµοποίηση των 
αντίστοιχων ωαρίων. Από την άλλη πλευρά, οι Attaran και συν. (2000) δεν 
διαπίστωσαν καµία συσχέτιση της τιµής της Α.Ι. µε την έκβαση της IVF ή την 
εγκυµοσύνη γυναικών, αλλά υποστηρίζουν, όπως και οι Pasqualotto και συν. (2004), 
ότι η παρουσία των ROS σε χαµηλές συγκεντρώσεις στο ωοθυλακικό υγρό ευνοεί την 
εγκυµοσύνη. 

Στην παρούσα εργασία η Α.Ι. του υγρού του ωαγωγού αγελάδων σε οίστρο 
ήταν σηµαντικά µικρότερη εκείνης του προωοθυλακιορρηκτικού ωοθυλακίου. Όµως,  
συνολικά, η αντιοξειδωτική προστασία που παρέχει το περιβάλλον του ωαγωγού 
στους γαµέτες και το πρώιµο έµβρυο ενδέχεται να είναι πολύ µεγαλύτερη, αφού σε 
αυτή θα πρέπει να συµπεριληφθεί και η αντιοξειδωτική προστασία που προσφέρει το 
υγρό του προωοθυλακιορρηκτικού ωοθυλακίου, το οποίο συνοδεύει το ωάριο µετά 
την ωοθυλακιορρηξία κατά την κάθοδό του στον ωαγωγό (Guerin και συν. 2001). 
Αντίστοιχες µελέτες προσδιορισµού της Α.Ι. του υγρού του ωαγωγού λείπουν από τη 
διεθνή βιβλιογραφία Έχει µόνον ανιχνευθεί η δραστηριότητα των αντιοξειδωτικών 
ενζύµων GPx, SOD και καταλάσης (Lapointe και Bilodeau 2003), όπως και των 
αντιοξειδωτικών ουσιών GSH (Lapointe και Bilodeau 2003), υποταυρίνης και 
ταυρίνης (Guerin και Menezo 1995) καθώς και αλβουµίνης (Ehrenwald και συν. 
1990) στο υγρό του ωαγωγού αγελάδων σε οίστρο.   
 Επίσης, από τα αποτελέσµατα αυτής της εργασίας προέκυψε ότι η Α.Ι. των 
υποστρωµάτων της IVP ήταν σηµαντικά µικρότερη σε σύγκριση µε εκείνη που έχουν 
τα αντίστοιχα µε αυτά βιολογικά υγρά. Επιπλέον, η Α.Ι. του τυποποιηµένου 
υποστρώµατος της IVF παρατηρήθηκε ότι παρουσιάζει µια ελαφρά προ-οξειδωτική 
συµπεριφορά. Σύµφωνα µε τους Gomez και Aitken (1996), αντίστοιχη αλλά πολύ 
ισχυρότερη προ-οξειδωτική δράση ασκεί το υπόστρωµα Ham’s F-10, που 
χρησιµοποιείται συνήθως στην IVF του ανθρώπου, αφού διαπιστώθηκε ότι επιτείνει 
βλάβες από προκαλούµενη λιπιδική υπεροξείδωση στην κυτταρική µεµβράνη των 
σπερµατοζωαρίων. Αντίθετα, δεν φαίνεται το ίδιο υπόστρωµα να επιτείνει 
οξειδωτικές βλάβες στο DNA (Ermilov και συν. 1999). Σε αντιδιαστολή µε το 
υπόστρωµα Ham’s F-10, το συνθετικό υπόστρωµα υγρού ωαγωγών ανθρώπου ασκεί 
µερικώς ανασταλτική δράση σε βλάβες του DNA λόγω προκαλούµενου οξειδωτικού 
στρες (Ermilov και συν. 1999). Επίσης, έχει διαπιστωθεί η αντιοξειδωτική δράση 
αρκετών από τις ουσίες που χρησιµοποιούνται ως συστατικά των υποστρωµάτων της 
IVP: ερυθρό της φαινόλης, HEPES, γλυκόζη, αλβουµίνη (Alvarez και Storey 1983, 
Ermilov και συν. 1999), πυροσταφυλικό οξύ σε συνδυασµό ή όχι µε γαλακτικό οξύ 
(de Lamirande και Gagnon 1992). Ωστόσο, δεν παρέχονται από τη διεθνή 
βιβλιογραφία πληροφορίες, που να συγκρίνουν την Α.Ι. των τυποποιηµένων 
υποστρωµάτων της IVP µε εκείνη των αντίστοιχών τους βιολογικών υγρών.  

4.2. Παραγωγή εµβρύων in vitro (IVP) 
Τα ποσοστά των ώριµων ωαρίων µετά από IVM διάρκειας τόσο 18 όσο και 24 

ωρών στο τυποποιηµένο υπόστρωµα των µαρτύρων κυµάνθηκαν, στους 
πειραµατισµούς της εργασίας αυτής, από 37,7 έως 39,4% και από 73,8 έως 77,7% 
αντίστοιχα και κρίνονται ικανοποιητικά, συγκρινόµενα µε τα αντίστοιχα διεθνώς 
αποδεκτά (Wehrend και Meinecke, 2001, Dalvit και συν. 2005, Li και συν. 2005). Ως 
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ώριµα χαρακτηρίστηκαν τα ωάρια εκείνα, που µετά το τέλος της IVM βρίσκονταν 
είτε στο στάδιο της τελόφασης Ι, είτε στο στάδιο της µετάφασης ΙΙ. Η καθυστέρηση 
στην ολοκλήρωση της 1ης µειωτικής διαίρεσης, που παρατηρήθηκε στα ωάρια της 
τελόφασης Ι θα µπορούσε να αποδοθεί στο γεγονός, ότι στους πειραµατισµούς αυτής 
της µελέτης επιλέχθηκαν και χρησιµοποιήθηκαν µόνο ωάρια που έφεραν συµπαγή 
και ακέραιο ωοφόρο δίσκο. Στα ωάρια αυτά, όπως υποστηρίζουν οι Spiropoulos και 
Long (1989), είναι δυνατό να παρατηρηθεί καθυστέρηση στην ολοκλήρωση της 1ης 
µειωτικής διαίρεσης, η οποία όµως ολοκληρώνεται κατά την έναρξη της IVF, χωρίς 
να επηρεάζεται η ικανότητα γονιµοποίησής τους. Για το λόγο αυτό προσµετρώνται 
στα ώριµα ωάρια (Chian και συν. 1992, Dominko και First 1997).  

Τα ποσοστά γονιµοποίησης και τα ποσοστά ανεπτυγµένων εµβρύων που 
προέκυψαν µετά από IVP στα τυποποιηµένα υποστρώµατα, κυµάνθηκαν, στους 
πειραµατισµούς µας, ανάλογα και µε τη διάρκεια των επωάσεων στις IVM και IVF, 
από 52,9% έως 70,5% και από 29,6% έως 48,8% αντίστοιχα και κρίνονται επίσης 
ικανοποιητικά, συγκρινόµενα µε τα αντίστοιχα διεθνώς αποδεκτά (de Matos και 
Furnus 2000, Ali και συν. 2003, Dalvit και συν. 2005). Ως ανεπτυγµένα 
χαρακτηρίστηκαν τα έµβρυα εκείνα, που τη δεδοµένη χρονική στιγµή της 
παρατήρησής τους, δηλαδή µετά το τέλος της 48ωρης διάρκειας της IVC, είχαν 
περισσότερα από 4 κύτταρα. Σύµφωνα µε τους Van Soom και συν. (1992 και 1997) 
αλλά και τους Grisart και συν. (1994) τα έµβρυα αυτά έχουν σηµαντικές πιθανότητες 
για περαιτέρω εξέλιξη.  

Θα πρέπει να τονιστεί, ότι η παρουσία του DMSO (2,5% v/v) δεν επηρέασε τα 
αποτελέσµατα των πειραµατισµών αυτής της έρευνας. Αντίστοιχες παρατηρήσεις 
έγιναν και από τους Avery και Greve (2000), εκτός από την περίπτωση της 
σηµαντικής µείωσης των ποσοστών γονιµοποίησης και ανεπτυγµένων εµβρύων µετά 
από την προσθήκη 2% v/v DMSO στην 24ωρη IVM, στα βοοειδή. Η διαφορά στην 
παρατήρηση αυτή πιθανόν να οφείλεται τόσο στη διαφορετική διάρκεια επώασης 
(18ωρης διάρκειας IVM στους πειραµατισµούς αυτής της µελέτης), όσο και στη 
διαφορετική σύνθεση του αντίστοιχου υποστρώµατος. 

Από τη σύγκριση των µαρτύρων που χρησιµοποιήθηκαν σε επωάσεις 18ωρης 
διάρκειας µε εκείνους των επωάσεων 24ωρης διάρκειας στις IVM και IVF προέκυψε 
ότι το ποσοστό γονιµοποίησης καθώς και το ποσοστό ανεπτυγµένων εµβρύων που 
επιτεύχθηκαν µετά από επωάσεις διάρκειας 18 ωρών ήταν σηµαντικά χαµηλότερα. 
Αυτό θα µπορούσε να ερµηνευθεί από το γεγονός ότι η κυτταροπλασµατική 
ωρίµανση των ωαρίων στην πρώτη περίπτωση ενδεχοµένως υπολείπεται εκείνης που 
επιτυγχάνεται µε την 24ωρη IVM, και αποκαθίσταται τις πρώτες ώρες της IVF σε 
βάρος της απαιτούµενης διάρκειας για την πραγµατοποίηση της γονιµοποίησής τους 
σε µία επώαση της IVF, επίσης µειωµένης διάρκειας. Τα αποτελέσµατα της παρούσας 
µελέτης συµφωνούν µε εκείνα των Dominko και First (1997) και των Laurincik και 
συν. (1998).  
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4.2.1. Γουαϊαζουλένιο 

Α. Η παρουσία του γουαϊαζουλενίου κατά τη διάρκεια 18ωρης IVM βελτίωσε 
σηµαντικά την ωρίµανση του πυρήνα των ωαρίων. 
 Στην παρούσα εργασία διαπιστώθηκε ότι η προσθήκη γουαϊαζουλενίου στο 
υπόστρωµα της 18ωρης IVM προκάλεσε σηµαντική αύξηση του ποσοστού των 
ώριµων ως προς τον πυρήνα των ωαρίων. Τα αποτελέσµατα αυτά θα µπορούσαν να 
ερµηνευτούν µε βάση το γεγονός ότι τα ωάρια υφίστανται την επίδραση οξειδωτικού 
στρες κατά τη διάρκεια της επώασης, που είναι δυνατό να καθυστερήσει ή να 
αναστείλει την επανέναρξη της µείωσης ή τη µετάβαση από το στάδιο της µετάφασης 
Ι στο στάδιο της ανάφασης Ι. Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, το οξειδωτικό στρες 
µπορεί να προκαλέσει βλάβες στην µειωτική άτρακτο. Αυτό µπορεί να συµβεί άµεσα, 
µε οξείδωση των πρωτεΐνης σωληνίνης των µικροσωληνίσκων, όπως διαπιστώθηκε 
µε επίδραση του H2O2 στη µειωτική άτρακτο κατά την IVM ωαρίων ποντικού (Tarin 
και συν. 1996). Επίσης, µπορεί να συµβεί έµµεσα, µε αδρανοποίηση της ΜΑΡΚ. Η 
αναστολή της δράσης της ΜΑΡΚ εξαιτίας της επίδρασης οξειδωτικού στρες µπορεί 
να οφείλεται είτε α) στην ενεργοποίηση της PKC (Quan και συν. 2003), όπως 
διαπιστώθηκε, όταν το H2O2 ή και το Ο2

- επέδρασαν σε κυτταροκαλλιέργειες 
ινοβλαστών ανθρώπου και ποντικού (Burdon 1994), είτε β) στην υπερφωσφορυλίωση 
της MAPK, η οποία καθίσταται πάλι ανενεργή (Frank και συν. 2000, Sun και συν. 
2002). Σ’ όλες τις περιπτώσεις, το αποτέλεσµα είναι η αδυναµία αποικοδόµησης του 
MPF και η καθυστέρηση ή διακοπή της µείωσης στη µετάφαση Ι (Viveiros και συν. 
2004). Θα πρέπει να σηµειωθεί, ότι, γενικά, η εµφάνιση οξειδωτικού στρες κατόπιν 
επίδρασης του H2O2 οφείλεται πρωταρχικά στην παραγωγή από αυτό της πλέον 
κυτταροτοξικής ΗΟ , στην οποία καταλήγει το H2O2 µε την επίδραση µεταβατικών 
µετάλλων (αντίδραση Fenton), ή κατόπιν αλληλεπίδρασής του µε το Ο2

- (αντίδραση 
Haber-Weiss), αντίδραση που καταλύεται από µεταβατικά µέταλλα (Guerin και συν. 
2001, Reiter και συν. 2003). Το γουαϊαζουλένιο, µε δεδοµένη την ικανότητά του να 
εξουδετερώνει την ΗΟ  (Kourounakis και συν. 1997), ενδεχοµένως αποτρέπει τις 
διαταραχές αυτές επιτυγχάνοντας την οµαλή διεξαγωγή της µείωσης.  
   Η αύξηση της συγκέντρωσης της ενεργοποιηµένης-φωσφορυλιωµένης 
MAPK, που προκαλείται µε προσθήκη ουσιών όπως το οκαδαϊκό οξύ, οδηγεί στην 
επιτάχυνση της επανέναρξης και της ολοκλήρωσης της διαδικασίας της µείωσης 
(Fissore και συν. 1996, Sun και συν. 2002). Επιπλέον, έχει διαπιστωθεί, ότι η 
αναστολή της δράσης της PKC και η προστασία της µειωτικής ατράκτου από βλάβες 
προάγουν την είσοδο στην ανάφαση Ι (Viveiros και συν. 2004). Είναι πιθανόν, η 
προσθήκη του γουαϊαζουλενίου να διατηρεί σε αυξηµένα επίπεδα την 
ενεργοποιηµένη ΜΑΡΚ, αφού µπορεί, εξουδετερώνοντας τις ROS σε µεγάλο βαθµό, 
να αναστείλει τη δράση της PKC. Επίσης, το γουαϊαζουλένιο θα µπορούσε να   
προστατεύει τους µικροσωληνίσκους από οξειδωτικές βλάβες. Έτσι διασφαλίζει 
ενδεχοµένως την ακεραιότητα της µειωτικής ατράκτου, που αποτελεί απαραίτητη 
προϋπόθεση για την γρήγορη αποικοδόµηση του MPF στο τέλος της µετάφασης Ι και 
την περαιτέρω συνέχιση της µείωσης. Με τον τρόπο αυτό πιθανόν, το γουαϊαζουλένιο 
συµβάλλει στη µείωση του απαιτούµενου χρόνου για την ολοκλήρωση της 
ωρίµανσης του πυρήνα των ωαρίων.  
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 Το εύρηµα της παρούσας µελέτης είναι σε συµφωνία µε εκείνα άλλων 
ερευνητών, οι οποίοι παρατήρησαν ότι σε πειραµατική πρόκληση οξειδωτικού στρες 
κατά την καλλιέργεια ωαρίων ποντικού προκλήθηκε διακοπή της µείωσης στο στάδιο 
της µετάφασης Ι ή επιβράδυνση στην ολοκλήρωσή της, ενώ η προσθήκη 
αντιοξειδωτικών όπως η διθειοθρεϊτόλη, αποκατέστησε την οµαλή διεξαγωγή της 
ωρίµανσης του πυρήνα (Tarin και συν. 1998α). Επίσης, η προσθήκη L-ασκορβικού 
οξέος και α-τοκοφερόλης στο υπόστρωµα της in vitro ωρίµανσης απογυµνωµένων 
από κοκκώδη κύτταρα ωαρίων χοίρου οδήγησε σε µεγαλύτερο ποσοστό ώριµων 
ωαρίων (Tao και συν. 2004). Αντίθετα, δεν παρατηρήθηκε στο χοίρο βελτίωση στο 
ποσοστό ώριµων ωαρίων που καλλιεργήθηκαν ως COCs, πιθανώς γιατί αυτά είναι 
περισσότερο ανθεκτικά στην επίδραση του οξειδωτικού στρες (Tatemoto και συν. 
2000), καθώς έχει καταδειχθεί, ότι τα κοκκώδη κύτταρα υποστηρίζουν τη σύνθεση 
της GSH από το ωάριο (de Matos και συν.1997). Για τη συγκεκριµένη διάρκεια 
επώασης που επιλέχθηκε από τους Tao και συν. (2004) (48ωρη), η ενδεχόµενη 
επιτάχυνση στην ολοκλήρωση της µείωσης από την προσθήκη αντιοξειδωτικών δεν 
ήταν δυνατό να διαπιστωθεί, αφού το µεγαλύτερο ποσοστό των ωαρίων του χοίρου 
(περίπου 80%) βρίσκεται στη µετάφαση ΙΙ στο τέλος µιας τέτοιας επώασης (Wehrend 
και Meinecke 2001).  
 Ακόµα, έχει διαπιστωθεί (Dalvit και συν. 2005), ότι η προσθήκη βιταµίνης Ε 
ή/ και C στο υπόστρωµα της in vitro ωρίµανσης COCs βοοειδών για 22 ώρες δεν 
βελτιώνει το ποσοστό των ώριµων ωαρίων. Το εύρηµα αυτό µπορεί να ερµηνευθεί 
από το γεγονός ότι µετά από διάρκειας τουλάχιστον 20 ωρών καλλιέργεια τα ωάρια 
βρίσκονται στη µετάφαση ΙΙ ήδη σε µεγάλο ποσοστό (>70%), χωρίς να µπορεί να 
αναδειχθεί άµεσα η ανάγκη χρήσης αντιοξειδωτικών για περαιτέρω βελτίωση της 
ωρίµανσης του πυρήνα τους (Li και συν. 2005). Επιπλέον, ενδέχεται η συγκέντρωση 
των αντιοξειδωτικών που χρησιµοποιήθηκαν από τους Dalvit και συν (2005) να µην 
καθιστούν την Α.Ι. του υποστρώµατος ανάλογη εκείνης του προωοθυλακιορρηκτικού 
ωοθυλακίου, µε αποτέλεσµα, είτε την ανεπαρκή αντιµετώπιση του οξειδωτικού 
στρες, είτε τη δηµιουργία ισχυρά αντιοξειδωτικού περιβάλλοντος. Στην τελευταία 
αυτή περίπτωση, όπου η Α.Ι., η οποία επιτεύχθηκε από την προσθήκη των 
αντιοξειδωτικών αποβαίνει ενδεχοµένως ισχυρότερη, οι ROS εξουδετερώνονται σε 
µεγαλύτερο από τον απαιτούµενο βαθµό, γεγονός που µπορεί να οδηγήσει επίσης σε 
διαταραχή της ισορροπίας στη δραστηριότητα των πρωτεϊνικών κινασών και των 
φωσφατασών, που ρυθµίζουν τη διαδικασία της ωρίµανσης (Sun και συν. 2000 και 
2002). Πράγµατι, έχει διαπιστωθεί ότι οι ROS, όταν βρίσκονται σε χαµηλά επίπεδα, 
διαδραµατίζουν ουσιαστικό ρόλο στην κυτταρική διαίρεση, κυρίως µέσω της 
ρύθµισης της έκφρασης των υπεύθυνων γονιδίων, γνωστών και ως 
πρωτοογκογονιδίων (Burdon 1995) αλλά και της πιθανής εµπλοκής τους στη 
φωσφορυλίωση της ΜΑΡΚ (Frank και συν. 2000). Για το λόγο αυτό µπορεί να 
προκληθεί και η παρατηρούµενη αντιστρεπτή αναστολή της επανέναρξης της 
µείωσης µετά από προσθήκη συνθετικών αντιοξειδωτικών ή αναστολέων της 
λιποοξυγονάσης στο υπόστρωµα της in vitro ωρίµανσης ωαρίων επιµύων (Τakami 
και συν.1999 και 2000). Εποµένως, κατά τη επιλογή της συγκέντρωσης του εκάστοτε 
αντιοξειδωτικού, που προστίθεται στα υποστρώµατα της IVM, θα πρέπει να 
λαµβάνεται υπόψη η ικανότητά του να καθιστά την Α.Ι. των υποστρωµάτων ανάλογη 
εκείνης του προωοθυλακιορρηκτικού ωοθυλακίου. 
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Β. Η παρουσία του γουαϊαζουλενίου κατά τη διάρκεια 18ωρης IVM βελτίωσε 
σηµαντικά την ικανότητα των ωαρίων για γονιµοποίηση και υποστήριξη της 
ανάπτυξης των εµβρύων που αποδίδουν. 
 Η σηµαντική αύξηση του ποσοστού τόσο της γονιµοποίησης, όσο και του 
ποσοστού ανεπτυγµένων εµβρύων µετά από την προσθήκη γουαϊαζουλενίου στo 
υπόστρωµα της IVM, που διαπιστώθηκε στην εργασία αυτή, µπορεί να αποδοθεί στη 
διατήρηση αυξηµένης συγκέντρωσης της GSH στα ώριµα ωάρια. Η GSH αποτελεί 
την κυριότερη µη ενζυµικής φύσης ενδογενή αντιοξειδωτική ουσία (Meister 1983) 
που, κατά τη διάρκεια της IVM, τα επίπεδά της αυξάνονται συνεχώς µέχρι την 
ολοκλήρωση της ωρίµανσης του ωαρίου (Perreault και συν. 1988). Υποστηρίζεται, 
ότι η ενδοκυτταρική συγκέντρωση της GSH στο τέλος της IVM αντανακλά το βαθµό 
κυτταροπλασµατικής ωρίµανσης του ωαρίου (de Matos και συν. 1997, de Matos και 
Furnus 2000). Όµως, η µείωση της διάρκειας επώασης της IVM από τις 24 στις 18 
ώρες δεν παρέχει τη δυνατότητα παραγωγής αυξηµένης ποσότητας GSH από τα 
ωάριο (Perreault και συν. 1984), που, κάτω από την επίδραση του οξειδωτικού στρες, 
µειώνεται περισσότερο (Zuelke και συν. 1997). Πράγµατι, τα in vivo ώριµα ωάρια 
περιέχουν σηµαντικά υψηλότερα επίπεδα GSH σε σχέση µε εκείνα που ωριµάζουν in 
vitro, γεγονός που αποδίδεται στην κινητοποίηση από τα ωάρια της GSH, 
προκειµένου να προστατευθούν από την εµφάνιση του οξειδωτικού στρες κατά την 
επώαση (Brad και συν. 2003). Όµως, το γουαϊαζουλένιο έχει την ικανότητα να 
αναστείλει την κατανάλωση και να διατηρήσει έτσι αυξηµένα τα επίπεδα της GSH 
για τη συγκεκριµένη διάρκεια επώασης, αφού µπορεί να παρέχει αποτελεσµατική 
αντιοξειδωτική προστασία στα κύτταρα, όπως διαπιστώθηκε για τα ηπατοκύτταρα 
επιµύων µετά από πειραµατική πρόκληση οξειδωτικού στρες (Kourounakis και συν. 
1997).  
 Μετά από τη διείσδυση της κεφαλής του σπερµατοζωαρίου στο ωάριο, η GSH 
συµµετέχει καθοριστικά στο σχηµατισµό του αρσενικού προπυρήνα (Perreault και 
συν. 1984) και στην παράλληλη ολοκλήρωση της 2ης µειωτικής διαίρεσης του ωαρίου 
(Zuelke και συν. 1997). Επίσης, προστατεύει τους µικροσωληνίσκους της µιτωτικής 
ατράκτου από οξειδωτικές βλάβες, υποστηρίζοντας τη διάταξη των χρωµατοσωµάτων 
των δύο προπυρήνων στον ισηµερινό και την πραγµατοποίηση της πρώτης µιτωτικής 
διαίρεσης (Zuelke και συν. 1997). Εποµένως, η προσθήκη του γουαϊαζουλενίου στην 
IVM, διατηρώντας αυξηµένα τα επίπεδα της GSH,  ενδεχοµένως προάγει τη 
γονιµοποίηση των ωαρίων και παρέχει επαρκή αντιοξειδωτική προστασία στα 
ζυγωτά.  
 Έχει παρατηρηθεί, ότι τα έµβρυα είναι ιδιαίτερα ευάλωτα στο οξειδωτικό 
στρες µέχρι το στάδιο των 8 έως 16 κυττάρων (Van Langendonckt και συν. 1998). 
Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι νωρίτερα τα έµβρυα δεν έχουν αναπτύξει την 
ικανότητα για τη σύνθεση αντιοξειδωτικών ενζύµων, εκτός από περιορισµένες 
ποσότητες αυτών µέσω της µετάφρασης του εναποµείναντος µητρικού (στο 
κυτταρόπλασµα του ωαρίου) mRNA (Gordon 1994, Harvey και συν. 1995). 
Αδυναµία παρατηρείται επίσης και για σύνθεση GSH εκ νέου µέχρι το στάδιο αυτό 
(Lim και συν. 1996). Έτσι, το έµβρυο προστατεύεται µόνο από τα αντιοξειδωτικά του 
περιβάλλοντός του και του ωαρίου, από το οποίο προήλθε (Guerin και συν. 2001). 
Για το λόγο αυτό πιθανόν παρατηρήθηκε, ότι η συγκέντρωση της GSH µειώνεται 
περίπου κατά 90% από το ώριµο ωάριο µέχρι το στάδιο της βλαστικής κύστης στο 
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ποντικό (Gardiner και συν. 1998). Εποµένως, όσο µεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση 
της GSH, και ενδεχοµένως, και άλλων αντιοξειδωτικών κατά το τέλος της ωρίµανσης 
του ωαρίου, τόσο πιο αποτελεσµατική θα είναι η αντιοξειδωτική προστασία που θα 
παρέχει στο πρώιµο έµβρυο που θα προκύψει (de Matos και συν. 1996 και 2002). Με 
αυτό τον τρόπο το γουαϊαζουλένιο, όταν προστέθηκε στην IVM κατά την παρούσα 
µελέτη, προστατεύοντας τα COCs από το οξειδωτικό στρες, ενδεχοµένως οδήγησε 
στην ανάπτυξη αυξηµένης συγκέντρωσης της GSH ή και άλλων αντιοξειδωτικών 
ουσιών στο ώριµο ωάριο, που κάλυψαν σε σηµαντικό βαθµό τις απαιτήσεις των 
εµβρύων σε αντιοξειδωτική προστασία και βελτίωσαν την εξέλιξή τους τουλάχιστον 
µέχρι στο στάδιο των 8 κυττάρων. 
 Μια από τις σηµαντικότερες λειτουργίες των κοκκωδών κυττάρων που 
περιβάλλουν το ωάριο κατά την IVP είναι η αναγωγή της κυστίνης του 
υποστρώµατος της IVM σε κυστεΐνη, δοµική ουσία της GSH, διευκολύνοντας έτσι 
την πρόσληψή της και ενισχύοντας τη σύνθεση της GSH από το ωάριο (de Matos και 
συν. 1997). Το οξειδωτικό στρες όµως κατά την IVM µπορεί να προάγει αποπτωτικές 
διεργασίες και να προκαλέσει κυτταρικό θάνατο στα κοκκώδη κύτταρα (Tatemoto και 
συν. 2000, Yuan και συν. 2005). Όµως, το γουαϊαζουλένιο θα µπορούσε να 
αναστείλει αυτές τις αποπτωτικές διεργασίες, κατά τρόπο ανάλογο µε εκείνον που 
διαπιστώθηκε ότι υποστηρίζει τη βιωσιµότητα και κατ’ επέκταση τη λειτουργικότητα 
των ηπατοκυττάρων επιµύων µετά από πειραµατική πρόκληση οξειδωτικού στρες 
(Kourounakis και συν. 1997). Αυτό σηµαίνει ότι είναι δυνατό να προστατεύσει τα 
κοκκώδη κύτταρα από τη βλαπτική επίδραση του οξειδωτικού στρες, συµβάλλοντας 
έµµεσα στην αύξηση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης της GSH στο ωάριο. 
Ενδέχεται επίσης, το γουαϊαζουλένιο, µειώνοντας τα επίπεδα των ROS να αναστέλλει 
την αυτοοξείδωση της κυστεΐνης του υποστρώµατος σε κυστίνη και µε αυτό τον 
τρόπο να αυξάνει επίσης τα επίπεδα της GSH από το ωάριο. 
 Τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης συνάδουν µε εκείνα άλλων ερευνητών, οι 
οποίοι µελέτησαν τα αποτελέσµατα της προσθήκης διαφόρων αντιοξειδωτικών, όπως 
κυστεαµίνη (de Μatos και συν. 1995), β-µερκαπτοαιθανόλη, κυστεΐνη ή κυστίνη (de 
Matos & Furnus, 2000, Ali και συν. 2003) και ρετινόλη (Livingston και συν. 2004) 
στο υπόστρωµα της in vitro ωρίµανσης ωαρίων βοοειδών. Από την άλλη πλευρά, 
διαπιστώθηκε ότι η προσθήκη βιταµίνης Ε ή/ και C στο υπόστρωµα της IVM ωαρίων 
βοοειδών για 22 ώρες δεν βελτιώνει το ποσοστό γονιµοποίησης καθώς και αυτό των 
ανεπτυγµένων εµβρύων (Dalvit και συν. 2005). Ενδέχεται στην τελευταία περίπτωση, 
η παρατήρηση αυτή των ερευνητών να οφείλεται στην επιλεγείσα συγκέντρωση των 
αντιοξειδωτικών που χρησιµοποιήθηκαν, η οποία πιθανόν δεν κατέστησε την Α.Ι. του 
υποστρώµατος ανάλογη εκείνης του προωοθυλακιορρηκτικού ωοθυλακίου. 

Γ. Η παρουσία του γουαϊαζουλενίου κατά τη διάρκεια 18ωρης IVF δεν επέδρασε 
στη γονιµοποίηση και στην πρώιµη εµβρυική ανάπτυξη. 

Η προσθήκη του γουαϊαζουλενίου στο υπόστρωµα της IVF, το οποίο 
εξουδετερώνει τις ROS και ιδιαίτερα την ΗΟ  (Kourounakis και συν. 1997), που 
θεωρείται και η πιο δραστική (Rice-Evans 1994), ενδεχοµένως επιβραδύνει την 
ενεργοποίηση των σπερµατοζωαρίων, µε αποτέλεσµα την καθυστέρηση της 
γονιµοποίησης των ωαρίων. ∆εν διαπιστώθηκε σηµαντική µείωση στο ποσοστό της 
γονιµοποίησης. Τα ευρήµατά µας είναι σε συµφωνία µε εκείνα άλλων ερευνητών, 
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που µελέτησαν την επίδραση της προσθήκης βιταµίνης Ε (Dalvit και συν. 1998), 
GSH (Kim και συν. 1999) στην IVF ωαρίων βοοειδών ή της GSH (Βοquest και συν. 
1999) στην IVF ωαρίων χοίρου. 

Το γουαϊαζουλένιο ενδέχεται να προστατεύει τα ωάρια και τα 
σπερµατοζωάρια, που είναι και περισσότερο ευάλωτα (Kovalski και συν. 1992), από 
την επίδραση ενός ισχυρότερου από το απαιτούµενο οξειδωτικού στρες, το οποίο 
πιθανώς αναπτύσσεται κατά την IVF. Επιπλέον το γουαϊαζουλένιο, ως λιπόφιλη και 
µικρού µοριακού βάρους ουσία, είναι ικανό να διέλθει τις κυτταρικές µεµβράνες 
(Yanasigawa και συν. 1990) και να αποτρέψει βλάβες στο DNA των 
σπερµατοζωαρίων, που θα µπορούσαν να επιφέρουν χρωµατοσωµικές ανωµαλίες στο 
ζυγωτό και να αναστείλουν την επακόλουθη εµβρυική ανάπτυξη (Zuelke και συν. 
1997).  

Επίσης, µετά τη διείσδυση της κεφαλής του σπερµατοζωαρίου στο ωάριο, το 
οξειδωτικό στρες είναι δυνατό να αναστείλει τόσο το σχηµατισµό του αρσενικού 
προπυρήνα, όσο και την παράλληλη ολοκλήρωση της 2ης µειωτικής διαίρεσης του 
ωαρίου, αφού µπορεί να µειώσει τα επίπεδα της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης της 
GSH (Zuelke και συν. 1997) ή/και άλλων αντιοξειωτικών (Tatemoto και συν. 2001). 
Η προσθήκη γουαϊαζουλενίου στο υπόστρωµα της IVF θα µπορούσε να αναχαιτίσει 
το οξειδωτικό στρες και να διατηρήσει τα επίπεδα της GSH ή/και άλλων 
αντιοξειδωτικών του ώριµου ωαρίου υψηλά. Με τον τρόπο αυτό ενδεχοµένως 
υποστηρίζει την ολοκλήρωση της πρώτης µιτωτικής διαίρεσης και την ικανότητα του 
πρώιµου εµβρύου για περαιτέρω ανάπτυξη.  

Στην παρούσα µελέτη, το γεγονός ότι δεν παρατηρήθηκε βελτίωση στο 
ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων συγκριτικά µε το µάρτυρα θα µπορούσε να 
αποδοθεί στα ήδη µειωµένα επίπεδα της GSH ή/και άλλων αντιοξειδωτικών από την 
προηγούµενη επίδραση του οξειδωτικού στρες κατά την ωρίµανση των ωαρίων. 
Ενδεχοµένως όµως να οφείλεται και στη µειωµένη συνολικά διάρκεια των IVF 
(18ωρη) και IVC (48 ώρες). Αυτό σηµαίνει, ότι, για τη συγκεκριµένη διάρκεια 
επώασης, η ενδεχόµενη βελτίωση στην πρώιµη εµβρυική ανάπτυξη δεν ήταν ικανή να 
αντισταθµίσει την επιβράδυνση στην ενεργοποίηση και διείσδυση των 
σπερµατοζωαρίων στα ωάρια, ούτε να αποκαλύψει οποιαδήποτε ανωµαλία και 
πιθανή καθυστέρηση στην ανάπτυξη των εµβρύων του µάρτυρα. Κατά ανάλογο 
τρόπο δεν παρατηρήθηκε κάποια επίδραση στο ποσοστό ανεπτυγµένων εµβρύων 
µετά από προσθήκη βιταµίνης Ε (Dalvit και συν. 1998). Αντίθετα, η προσθήκη της 
GSH στην 24ωρη IVF ωαρίων βοοειδών οδήγησε σε µεγαλύτερο ποσοστό βλαστικών 
κύστεων έναντι του µάρτυρα (Van Soom και συν. 2002), ενώ σύµφωνα µε τους 
Luvoni και συν. (1996) η προσθήκη της GSH δεν προκάλεσε κάποια µεταβολή.  

 Σύµφωνα µε τους Kim και συν. (1999), η προσθήκη GSH στο στάδιο της IVF 
επιδρά στο ποσοστό ανεπτυγµένων εµβρύων ανάλογα µε τη δόση, αλλά εξαρτάται 
επιπλέον και από την ποιότητα σπέρµατος του ταύρου που χρησιµοποιείται στην IVF. 
Πιο συγκεκριµένα, η προσθήκη GSH (1 mM) αποδεικνύεται ωφέλιµη για την εξέλιξη 
των εµβρύων, µόνον όταν χρησιµοποιείται σπέρµα ταύρου µειωµένης in vitro 
γονιµοποιητικής ικανότητας, λόγω αυξηµένης παραγωγής ROS ή και της εξαιρετικά 
µειωµένης αντιοξειδωτικής άµυνας των σπερµατοζωαρίων του. Αντίθετα, η 
προσθήκη GSH σε δεκαπλάσια συγκέντρωση ανέστειλε τόσο τη γονιµοποίηση, όσο 
και την εξέλιξη των εµβρύων, εξαιτίας της εξουδετέρωσης των ROS σε βαθµό 
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µεγαλύτερο από τον απαιτούµενο για την ενεργοποίηση των σπερµατοζωαρίων (Kim 
και συν. 1999). Με τον τρόπο αυτό, θα µπορούσαν να ερµηνευτούν όχι µόνο τα 
αντιφατικά ευρήµατα µεταξύ των ερευνητών σχετικά µε την επίδραση της προσθήκης 
της GSH, αλλά και γενικότερα τα αποτελέσµατα µετά από την προσθήκη 
αντιοξειδωτικών στην IVF.  

Για τους πειραµατισµούς της παρούσας εργασίας χρησιµοποιήθηκε σπέρµα 
ταύρου υψηλής γονιµοποιητικής ικανότητας (ζωτικότητα 75% και κινητικότητα 4). 
Αυτό θα µπορούσε να οφείλεται στην ελεγχόµενη παραγωγή ROS από τα 
σπερµατοζωάρια, και για το λόγο αυτό δεν προέκυψε αύξηση στο ποσοστό των 
ανεπτυγµένων εµβρύων µετά την προσθήκη γουαϊαζουλενίου στην IVF. Τέλος, 
φαίνεται ότι η συγκέντρωση του γουαϊαζουλενίου, που επιλέχθηκε κατόπιν 
προσοµοίωσης των αντίστοιχων in vivo συνθηκών της Α.Ι. στο υπόστρωµα της IVF, 
ενδεχοµένως δεν εγκαθιστά απλά ένα ισχυρά αντιοξειδωτικό περιβάλλον, αλλά 
παρέχει αντιοξειδωτική προστασία στους γαµέτες σε βαθµό που δεν διαταράσσει 
σηµαντικά την απαιτούµενη οξειδοαναγωγική ισορροπία για τη γονιµοποίηση και 
εξέλιξη των εµβρύων.  

∆. Η παρουσία του γουαϊαζουλενίου κατά τη διάρκεια 48ωρης IVC βελτίωσε 
σηµαντικά την πρώιµη εµβρυική ανάπτυξη. 
 Η προσθήκη του γουαϊαζουλενίου στο υπόστρωµα της IVC για 48 ώρες σε 
ατµόσφαιρα µε σύνθεση αερίων 5% CO2, 10% O2, 85% N2  βελτίωσε σηµαντικά το 
ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων. Αυτό εκτιµάται ότι συνέβη γιατί, αφενός µεν  
ενισχύθηκε η ικανότητα του υποστρώµατος να µειώνει τα επιβλαβή επίπεδα των 
εξωκυτταρικών ROS, αφετέρου δε ισχυροποιήθηκε η αντιοξειδωτική άµυνα των 
εµβρύων µε την ενδεχόµενη δίοδο του γουαϊαζουλενίου από τις κυτταρικές 
µεµβράνες. Ο έντονος µεταβολικός ρυθµός των εµβρυικών κυττάρων (Thompson 
2000), σε συνδυασµό µε την περιορισµένη ικανότητά τους να συνθέσουν ενδογενή 
αντιοξειδωτικά µέχρι το στάδιο των 8 κυττάρων (Gordon 1994, Harvey και συν. 
1995), καθιστά τα έµβρυα αυτά ιδιαίτερα ευάλωτα στο οξειδωτικό στρες (Van 
Langendonckt και συν. 1998). Έτσι, όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή, µπορούν 
να παρατηρηθούν βλάβες από λιπιδική υπεροξείδωση στις κυτταρικές µεµβράνες 
(Halliwell και Chirico 1993), κατακερµατισµό του DNA (Halliwell και Auroma 
1991), ανώµαλες κυτταρικές διαιρέσεις (Goyanes και συν. 1990), καθυστέρηση στην 
εµβρυική ανάπτυξη (Pabon και συν. 1989) και τέλος κυτταρικός θάνατος (Jurisicova 
και συν. 1996). Εποµένως, το γουαϊαζουλένιο, αποτρέποντας τις βλάβες αυτές 
συµβάλλει ενδεχοµένως στην πρόοδο της πρώιµης εµβρυικής ανάπτυξης.  
 Παρόµοια συµπεράσµατα προκύπτουν και από τα ευρήµατα άλλων 
ερευνητών. Η προσθήκη, σε διάφορα σχήµατα, 100 µΜ βιταµίνης Ε (Οlson και 
Seidel 2000) ή 50 µΜ κυστεαµίνης (de Matos και συν. 2000) ή 0,6 mM κυστεΐνης 
(Ali και συν. 2003) στο υπόστρωµα της IVC εµβρύων βοοειδών οδήγησε σε 
βελτίωση της εµβρυικής ανάπτυξης όταν η επώαση γινόταν σε ατµόσφαιρα 5% CO2, 
7% O2, 88% N2. Αντίθετα, η αντίστοιχη προσθήκη 0,1 έως 10 mM υποταυρίνης 
(Fujitani και συν. 1996), ή κυστίνης, ή 5 µΜ ρετινόλης (Livingston και συν. 2004) 
οδήγησε σε βελτίωση της εµβρυικής ανάπτυξης µόνο όταν η επώαση γινόταν σε 
ατµόσφαιρα 5% CO2 σε αέρα, ενώ η προσθήκη 10 mM ταυρίνης (Lonergan και συν. 
1999) δεν είχε καµία επίδραση στην ανάπτυξη των εµβρύων σε οποιαδήποτε επώαση. 
Στις προαναφερθείσες εργασίες, δεν εντοπίστηκε κάποια αναφορά σχετική µε τον 
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προσδιορισµό της Α.Ι. των τροποποιηµένων υποστρωµάτων ή σύγκριση αυτής της 
Α.Ι. µε τις αντίστοιχες in vivo συνθήκες. Έτσι, πιστεύεται ότι οι συγκεντρώσεις των 
αντιοξειδωτικών που χρησιµοποιήθηκαν από τους ερευνητές επιλέχθηκαν µετά από 
δοκιµές διαδοχικών αραιώσεών τους στα υποστρώµατα της IVP.  

Ε. Η προσθήκη του γουαϊαζουλενίου κατά τη διάρκεια της IVM και της IVF δεν 
βελτίωσε το ποσοστό γονιµοποίησης, προήγαγε όµως την ανάπτυξη των εµβρύων. 

∆ιαπιστώθηκε, ότι η χρήση του γουαϊαζουλενίου µόνο στο στάδιο της IVM, 
βελτίωσε τη γονιµοποίηση και την εµβρυική ανάπτυξη, ενώ η παρουσία του µόνο στο 
στάδιο της IVF δεν επέδρασε στην απόδοση της IVP. Στην περίπτωση της 
συνδυασµένης προσθήκης του και στα δύο αυτά στάδια το αποτέλεσµα ήταν 
ενδιάµεσο αυτών των σταδίων. Εκτιµάται ότι η παρουσία του γουαϊαζουλενίου στην 
IVM δεν ήταν ικανή να αντισταθµίσει την πιθανή επιβράδυνση στην ενεργοποίηση 
και διείσδυση των σπερµατοζωαρίων στα ωάρια, που προκλήθηκε µετά από την 
προσθήκη του στην IVF. Ο βαθµός της κυτταροπλασµατικής ωρίµανσης των ωαρίων, 
που καλλιεργήθηκαν µε την παρουσία του γουαϊαζουλενίου, ενδέχεται να τα 
κατέστησε ικανά για υποστήριξη της ολοκλήρωσης της πρώτης µιτωτικής διαίρεσης 
και της περαιτέρω εµβρυικής ανάπτυξης µετά τη γονιµοποίηση. Αυτό θα µπορούσε 
να αποδοθεί στην παρουσία υψηλών επιπέδων GSH ή/και άλλων αντιοξειδωτικών, 
που διατηρήθηκαν στα ώριµα ωάρια, κατ’ ανάλογο τρόπο που διαπιστώθηκε στα 
ηπατοκύτταρα επιµύων κατόπιν πειραµατικής πρόκλησης οξειδωτικού στρες 
(Kourounakis και συν. 1997). 

ΣΤ. Η παρουσία του γουαϊαζουλενίου κατά τη διάρκεια της IVM και της IVC 
βελτίωσε σηµαντικά τόσο τη γονιµοποίηση, όσο και την εµβρυική ανάπτυξη. 

Η παρουσία του γουαϊαζουλενίου µόνο στο στάδιο της IVM ή της IVC 
βελτίωσε τη γονιµοποίηση των ωαρίων ή και την ανάπτυξη των εµβρύων. Στην 
περίπτωση της ταυτόχρονης προσθήκης και στα δύο αυτά στάδια το αποτέλεσµα 
εξακολούθησε να παραµένει το ίδιο, χωρίς περαιτέρω σηµαντική βελτίωση στην 
εµβρυική εξέλιξη. Αυτό µπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι τα αυξηµένα επίπεδα 
GSH αλλά ενδεχοµένως και άλλων αντιοξειδωτικών, που πιθανώς προάγονται από το 
γουαϊαζουλένιο στα ώριµα ωάρια, επαρκούν για την ανάπτυξη των εµβρύων 
τουλάχιστον µέχρι το στάδιο των 8 κυττάρων, ώστε η επιπλέον προσθήκη του στο 
στάδιο της IVC µέχρι τη δεδοµένη χρονική στιγµή ανάπτυξης να µην παρουσιάζει 
κάποιο επιπρόσθετο πλεονέκτηµα. Αντίθετα, οι de Matos και συν. (2002), όταν 
πρόσθεσαν κυστεαµίνη τόσο στην IVM (100 µΜ) όσο και από τη δεύτερη µέχρι την 
τρίτη ηµέρα της IVC (50 µΜ), παρατήρησαν ότι αναπτύχθηκαν περισσότερες 
βλαστικές κύστεις την 6η ηµέρα της IVC συγκριτικά µε το µάρτυρα αλλά και µε την 
περίπτωση προσθήκης κυστεαµίνης µόνο στην IVM. Εποµένως, η συνδυασµένη 
προσθήκη του γουαϊαζουλενίου τόσο στην IVM όσο και στην IVC, χρήζει περαιτέρω 
διερεύνησης για πιθανό όφελος της παρουσίας του κατά την µετέπειτα εµβρυική 
εξέλιξη και µέχρι το στάδιο της βλαστικής κύστης.  
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Ζ. Η παρουσία του γουαϊαζουλενίου κατά τη διάρκεια της IVF και της IVC 
βελτίωσε σηµαντικά την εµβρυική ανάπτυξη. 

Μετά από την προσθήκη του γουαϊαζουλενίου στην IVF και στην IVC δεν 
παρατηρήθηκε καµία επίδρασή του στη γονιµοποίηση (όπως συνέβη στην περίπτωση 
της παρουσίας του µόνο στην IVF), αλλά το ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων 
αυξήθηκε στην IVC (όπως συνέβη στην περίπτωση της παρουσίας του µόνο στην 
IVC, χωρίς να προκύπτει σηµαντική διαφορά από τη µεταξύ τους σύγκριση). Αυτό 
σηµαίνει, ότι ακόµα και εάν το γουαϊαζουλένιο επιβράδυνε συνολικά τη 
γονιµοποίηση, φαίνεται ότι υποστήριξε την εξέλιξη των εµβρύων, αφού πιθανώς 
παρείχε επαρκή προστασία απέναντι στο οξειδωτικό στρες κατά την IVC. ∆εν 
εντοπίστηκαν ανάλογα βιβλιογραφικά δεδοµένα. 

Η . Η παρουσία του γουαϊαζουλενίου κατά τη διάρκεια όλων των σταδίων της IVP 
βελτίωσε σηµαντικά µόνον την εµβρυική ανάπτυξη. 

∆ιαπιστώθηκε ότι η προσθήκη γουαϊαζουλενίου σε όλα τα στάδια της IVP 
οδήγησε σε σηµαντική αύξηση µόνον του ποσοστού των ανεπτυγµένων εµβρύων. Τα 
υψηλά επίπεδα GSH ή/και άλλων αντιοξειδωτικών, που ενδεχοµένως διατηρήθηκαν 
στα ώριµα ωάρια από την προσθήκη του γουαϊαζουλενίου στην IVM, φαίνεται ότι 
υποστήριξαν την εµβρυική ανάπτυξη. Το ποσοστό γονιµοποίησης, αντίθετα, δεν 
µεταβλήθηκε, όπως επίσης διαπιστώθηκε σε κάθε πειραµατισµό, όπου γινόταν 
προσθήκη του γουαϊαζουλενίου στην IVF µόνο ή σε συνδυασµό µε την προσθήκη του 
σε άλλα στάδια, ενδεχοµένως εξαιτίας της επιβράδυνσης που επέφερε στην 
ενεργοποίηση των σπερµατοζωαρίων και στη διείσδυσή τους στα ωάρια. Στη 
βελτίωση της εµβρυικής ανάπτυξης συνέβαλε και η προσθήκη του γουαϊαζουλενίου 
στην IVC, χωρίς να µπορεί να αναδειχθεί κάποιο επιπλέον σηµαντικό πλεονέκτηµα, 
πιθανώς λόγω της µειωµένης διάρκειας επώασης της IVC στους πειραµατισµούς 
αυτής της µελέτης. Τέλος, το ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων δεν διέφερε 
σηµαντικά από κάθε άλλο πειραµατισµό, όπου γινόταν προσθήκη του 
γουαϊαζουλενίου, είτε στην IVM, είτε στην IVC, είτε και στις δύο. ∆εν εντοπίστηκαν 
άλλες εργασίες µε σχετικές πληροφορίες. 

Θ. Η προσθήκη γουαϊαζουλενίου στην IVM ή/και στην IVC βελτίωσε σηµαντικά 
την πρώιµη εµβρυική ανάπτυξη συγκριτικά και µε το µάρτυρα, στον οποίο 
διενεργούνταν 24ωρης διάρκειας επωάσεις στην IVM και IVF. 
 Η διαπίστωση ότι τα ποσοστά γονιµοποίησης των ωαρίων ή και 
ανεπτυγµένων εµβρύων που επιτεύχθηκαν µετά την προσθήκη του γουαϊαζουλενίου 
µόνο στην IVM, µόνο στην IVC, ή και στις δύο, κατόπιν 18ωρων επωάσεων στην 
IVM και στην IVF, είναι σηµαντικά µεγαλύτερα από τα αντίστοιχα του µάρτυρα των 
24ωρων επωάσεων στην IVM και IVF, θα µπορούσε να υποδηλώνει ότι το 
γουαϊαζουλένιο, όχι µόνο βελτιώνει την απόδοση της IVP, αλλά ενδεχοµένως και την 
αποτελεσµατικότητά της, αφού σε µικρότερο συνολικά χρονικό διάστηµα (κατά 12 
ώρες) επιτυγχάνεται µεγαλύτερη απόδοση σε έµβρυα. 
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4.2.2. Μελατονίνη 

Α. Μελατονίνη σε όλη τη διάρκεια της IVM 
• Η προσθήκη µελατονίνης σε όλη τη διάρκεια τόσο της 18ωρης, όσο και της 

24ωρης IVM προκάλεσε σηµαντική µείωση στο ποσοστό των ώριµων ωαρίων, 
των γονιµοποιηµένων ωαρίων καθώς και του ποσοστού των ανεπτυγµένων 
εµβρύων. 

 Σε αντίθεση µε το γουαϊαζουλένιο, που είναι µία εξωγενής ουσία, της οποίας 
η δράση µπορεί να ερµηνευτεί στα πλαίσια της σαφούς αντιοξειδωτικής της 
ιδιότητας, η µελατονίνη αποτελεί µία ενδογενή ουσία των οργανισµών, που ασκεί 
πολλαπλές δράσεις, κυρίως ορµονικού χαρακτήρα, ενώ πρόσφατα ανακαλύφθηκε η 
αντιοξειδωτική της ικανότητα. Βέβαια, η επιλογή της συγκέντρωσης της µελατονίνης 
στα υποστρώµατα της IVP έγινε µε γνώµονα την προσοµοίωση της Α.Ι. των in vivo 
σε εκείνη των αντίστοιχων in vitro περικυτταρικών υγρών. Είναι όµως πιθανό η 
συνολική αντιοξειδωτική προστασία που παρέχει η µελατονίνη στα κύτταρα να είναι 
αρκετά ισχυρότερη της Α.Ι. που προσοµοιώθηκε, λόγω της εµπλοκής της µελατονίνης 
στο µηχανισµό πολλών ενζυµικών συστηµάτων των κυττάρων. Αυτό σηµαίνει, ότι η 
Α.Ι. των τροποποιηµένων, κατόπιν προσθήκης της µελατονίνης, υποστρωµάτων της 
IVP µαζί µε τα καλλιεργούµενα σε αυτά κύτταρα ενδέχεται να είναι υψηλότερη από 
την Α.Ι. των ίδιων υποστρωµάτων σε απουσία κυττάρων. Το γεγονός αυτό θα 
µπορούσε να οφείλεται στην ικανότητα της µελατονίνης να επάγει τη δραστηριότητα 
των περισσότερων και σηµαντικότερων από τα αντιοξειδωτικά ένζυµα, όπως η SOD, 
η καταλάση, η υπεροξειδάση και η αναγωγάση της γλουταθειόνης, ενώ παράλληλα 
προάγει τη σύνθεση της GSH (Reiter και συν. 2003). Όµως, η αυξηµένη 
δραστηριότητα των αντιοξειδωτικών αυτών µπορεί να έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση 
των επιπέδων των ROS σε βαθµό µεγαλύτερο από τον ωφέλιµο (Burdon 1995). Αυτό 
πιθανόν σηµαίνει την αναστολή της φωσφορυλίωσης της MAPK (Frank και συν. 
2000), που συµµετέχει καθοριστικά στη διεξαγωγή της µείωσης από τα ωάρια 
(Fissore και συν. 1996), και κατά συνέπεια την καθυστέρηση ή τη διακοπή της 
ωρίµανσης του πυρήνα τους (Viveiros και συν. 2004). Για το λόγο αυτό, ενδεχοµένως 
παρατηρήθηκε µεγάλο ποσοστό ωαρίων, που καλλιεργήθηκαν παρουσία µελατονίνης, 
να βρίσκονται στην πρόφαση Ι.  

Επιπλέον, η µελατονίνη είναι δυνατό να δεσµεύσει το ΝΟ (Mahal και συν. 
1999) και να αναστείλει τη δραστηριότητα των NOS, µειώνοντας µε αυτό τον τρόπο 
την παραγωγή ΝΟ (Crespo και συν. 1999). Η µείωση όµως της συγκέντρωσης του 
ΝΟ προκαλεί διαταραχές στη δοµή της µειωτικής ατράκτου, γεγονός που µπορεί να 
οδηγήσει στην εµφάνιση ανωµαλιών στο διαχωρισµό και τη µορφολογία των 
χρωµατοσωµάτων, δηµιουργώντας αδιευκρίνιστες µορφές ωαρίων (Jablonka-Shariff 
και συν. 1999), και την καταστολή του σχηµατισµού του πρώτου πολικού σωµατίου 
διακόπτοντας την ωρίµανση πριν την ολοκλήρωση της πρώτης µειωτικής διαίρεσης 
(Bu και συν. 2003). ∆εν αποκλείεται επίσης η µελατονίνη να δεσµεύεται απευθείας 
από την πρωτεΐνη σωληνίνη των µικροσωληνίσκων, αναστέλλοντας έτσι τον 
πολυµερισµό και την αναδιάταξή τους (Huerto-Delgadillo και συν. 1994), που 
αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για το σχηµατισµό της µειωτικής ατράκτου προς το 
τέλος της πρόφασης Ι (Lu και συν. 2002). Με τους τρόπους αυτούς, ενδεχοµένως, 
µπορούν να ερµηνευθούν τα µεγάλα ποσοστά αδιευκρίνιστων ωαρίων αλλά και 
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ωαρίων που βρίσκονται στη µετάφαση Ι µετά από επίδραση της µελατονίνης σε όλη 
τη διάρκεια, είτε της 18ωρης, είτε της 24ωρης IVM.  

Η αναστολή της µειωτικής διαίρεσης θα µπορούσε να αποδοθεί και στις 
κυτταροστατικές ιδιότητες της µελατονίνης. Υποστηρίζοντας και ενισχύοντας τη 
διακυτταρική επικοινωνία µέσω χασµατοσυνδέσεων σε καλλιέργειες ηπατοκυττάρων 
µυών, καταδείχθηκε ότι η µελατονίνη ελέγχει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό 
(Blackman και συν. 2001). Ανάλογη δράση είναι πιθανό να ασκεί και στις 
χασµατοσυνδέσεις µεταξύ κοκκωδών κυττάρων και ωαρίου. Έτσι, πιθανώς 
αναστέλλει τη λύση των χασµατοσυνδέσεων αυτών, που θεωρείται από ορισµένους 
ερευνητές απαραίτητη προϋπόθεση για την επανέναρξη και ολοκλήρωση της µείωσης 
(Allworth και Albertini 1993). Μάλιστα, έχει καταδειχθεί ότι µία µείωση των 
αρχικών χασµατοσυνδέσεων στο 40% περίπου σχετίζεται µε την επανέναρξη της 
ωρίµανσης του πυρήνα του ωαρίου (Thomas και συν. 2004), ενδεχοµένως γιατί 
µειώνονται τα ανασταλτικά για την ωρίµανση επίπεδα του cAMP εντός του ωαρίου, 
που τα κοκκώδη κύτταρα διοχετεύουν (Webb και συν. 2002) ή διατηρούν αυξηµένα 
µε τη διοχέτευση ανασταλτικών της ωρίµανσης ουσιών (Thibault και συν. 1987) 
µέσω των χασµατοσυνδέσεων στο ωάριο. 

Επίσης, η µελατονίνη ανταγωνίζεται την καλµοδουλίνη (Turjanski και συν. 
2004), µία πρωτεΐνη που βρίσκεται σε όλα τα κύτταρα και στα ωάρια (Markoulaki και 
συν. 2004). Στην ενεργοποίησή της βασίζεται η δραστηριότητα πολλών ενζύµων, 
µεταξύ των οποίων και οι φωσφοδιεστεράσες που αποικοδοµούν το cAMP (Benitez-
King και συν. 1991). Είναι πιθανόν η µελατονίνη και µε τον τρόπο αυτό να 
αναστείλει την επανέναρξη της µείωσης, αφού διατηρεί αυξηµένα τα ενδοκυτταρικά 
επίπεδα του cAMP στα ωάρια. Μάλιστα, επειδή σύµφωνα µε τους Luciano και συν. 
(1999 και 2004), η αύξηση του cAMP εντός των COCs συνδέεται µε την υποστήριξη 
της επικοινωνίας µεταξύ κοκκωδών κυττάρων και ωαρίων µέσω χασµατοσυνδέσεων, 
ενδέχεται η µελατονίνη να διατηρεί τις χασµατοσυνδέσεις αυτές µέσω της αύξησης 
των επιπέδων του cAMP στα COCs.  

Ακόµη, η µελατονίνη µπορεί να ασκεί ανασταλτική δράση στην ωρίµανση του 
πυρήνα και µέσω υποδοχέων της, είτε στην κυτταρική µεµβράνη του ωαρίου, είτε 
στον πυρήνα του, αντίστοιχα, όπως έχει ανακαλυφθεί για τα ηπατοκύτταρα επιµύων 
(Acuna-Castroviejo και συν. 1994, Duboccovich και συν. 1999). Η δράση της αυτή 
αποδίδεται, είτε στην ισχυρή της αντιοξειδωτική ιδιότητα (Sainz και συν. 2003), είτε 
στην εµπλοκή της κατά τη µεταγραφή γονιδίων (Guerrero και συν. 2000), πιθανώς 
και πρωτοογκογονιδίων, που ελέγχουν τη διεξαγωγή της κυτταρικής διαίρεσης 
(Burdon 1995, Smirnov 2001), χωρίς όµως να υπάρχουν µέχρι τώρα διαθέσιµες 
περισσότερες πληροφορίες σχετικές µε αυτή. Επιπρόσθετα, υποστηρίζεται, ότι η 
ενίσχυση της δραστηριότητας των αντιοξειδωτικών ενζύµων που προκαλεί η 
µελατονίνη, πραγµατοποιείται µέσω ενός σύνθετου µηχανισµού, που πυροδοτείται 
από τη δέσµευση της µελατονίνης στους υποδοχείς της, που βρίσκονται είτε στον 
πυρήνα, είτε στην κυτταρική µεµβράνη, και οδηγεί στη µεταγραφή των αντίστοιχων 
για τα ένζυµα αυτά γονιδίων (Tomas-Zapico και Coto-Montes, 2005). 

Τέλος, µέσω των υποδοχέων της στην κυτταρική µεµβράνη των κοκκωδών 
κυττάρων (Niles και συν. 1999), η µελατονίνη µπορεί να υποστηρίξει τη σύνθεση 
προγεστερόνης από αυτά (Barrata και συν. 1992), γεγονός που είναι δυνατό να 
επηρεάσει τη σχέση οιστρογόνων-προγεστερόνης, µε ανασταλτικές πιθανόν 
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συνέπειες για την ωρίµανση των ωαρίων κυρίως στα πρώτα της στάδια (Gordon 
1994). 

Από τη στιγµή που παρατηρήθηκε στη µελέτη αυτή, ότι η µελατονίνη 
αναστέλλει πρωταρχικά την ωρίµανση του πυρήνα των ωαρίων, η επακόλουθη 
διαπίστωση, ότι αυτά δεν ήταν ικανά να γονιµοποιηθούν ή να αποδώσουν 
φυσιολογικά ανεπτυγµένα έµβρυα σε περίπτωση που γονιµοποιηθούν, ήταν 
αναµενόµενη. 
   

Β. Μελατονίνη στο πρώτο τρίτο της IVM 
• Στη 18ωρη IVM: Προκλήθηκε σηµαντική µείωση στο ποσοστό των ώριµων 

ωαρίων, της γονιµοποίησης καθώς και του ποσοστού των ανεπτυγµένων 
εµβρύων 

• Στην 24ωρη IVM: ∆εν επηρεάστηκε το ποσοστό των ώριµων ωαρίων, ούτε και 
αυτό της γονιµοποίησης, ενώ παρατηρήθηκε αύξηση του ποσοστού των 
ανεπτυγµένων εµβρύων. 
∆ιαπιστώθηκε, ότι η διάρκεια επώασης (18 ή 24 ώρες) σε συνδυασµό µε τη 

διάρκεια επίδρασης (6 ή 8 ώρες) της µελατονίνης στο πρώτο τρίτο της IVM 
διαφοροποίησε τα αποτελέσµατά µας. Η προσθήκη της µελατονίνης για το πρώτο 
τρίτο της διάρκειας της IVM (18ωρη ή 24ωρη) είναι δυνατό να προάγει τη 
δραστηριότητα όλων σχεδόν των αντιοξειδωτικών ενζύµων καθώς και τη σύνθεση 
της GSH. Αυτό σηµαίνει, ότι θα µπορούσε να οδηγήσει σε µείωση, σε µεγαλύτερα 
από τα ωφέλιµα για την ενεργοποίηση της MAPK, των επιπέδων των ROS, µε 
αποτέλεσµα την επιβράδυνση της επανέναρξης της µείωσης ακόµα και µετά την 
αποµάκρυνση της µελατονίνης από το υπόστρωµα. Είναι πιθανό, τα ωάρια που 
καλλιεργήθηκαν παρουσία µελατονίνης στο πρώτο τρίτο της 24ωρης IVM να 
ολοκληρώνουν την ωρίµανσή τους µε µεγαλύτερα επίπεδα ενδοκυτταρικής GSH 
αλλά και άλλων αντιοξειδωτικών ενζύµων. Ενδεχοµένως, µε αυτό τον τρόπο να 
µπορεί να ερµηνευτεί και το σηµαντικά υψηλότερο ποσοστό των ανεπτυγµένων 
εµβρύων που παρατηρείται µετά από τη συγκεκριµένη επώαση, αφού πιθανώς 
παρέχεται σε αυτά µεγαλύτερη ενδογενής αντιοξειδωτική προστασία τόσο κατά την 
IVF όσο και κατά την IVC.  

 Κατά την IVF και την IVC, τα αντιοξειδωτικά και ιδιαίτερα η GSH 
υποστηρίζουν τις µιτωτικές διαιρέσεις, αφού είναι ικανά να αναχαιτίζουν την 
επίδραση του οξειδωτικού στρες στο DNA και τη µιτωτική άτρακτο, έτσι ώστε να 
αποφεύγονται σε µεγάλο βαθµό χρωµατοσωµικές ανωµαλίες στο ζυγωτό ή το έµβρυο 
και αναστολή στην επακόλουθη εµβρυική ανάπτυξη (Richter και συν. 1985, Zuelke 
και συν. 1997). Επιπλέον, προστατεύουν την κυτταρική µεµβράνη, αλλά και τις 
µεµβράνες των υποκυτταρικών οργανιδίων από λιπιδική υπεροξείδωση, καθώς επίσης 
και το µιτοχονδριακό DNA (Guerin και συν. 2001), που φέρει κωδικοποιηµένα 
ένζυµα που εµπλέκονται στην οξειδωτική φωσφορυλίωση (Taanman 1999). 
Αντίθετα, τα ζυγωτά ή τα έµβρυα του µάρτυρα πιθανώς διέθεταν ανεπαρκή 
αντιοξειδωτική άµυνα, µε αποτέλεσµα να υφίστανται πιο εκτεταµένες βλάβες στο 
γενετικό υλικό τους, στο µιτοχονδριακό DNA ή και τις κυτταρικές µεµβράνες, που 
µπορεί να οδήγησαν σε καθυστέρηση της εµβρυικής ανάπτυξης ή ακόµα και 
κυτταρικό θάνατο (Guerin και συν. 2001). Με τον τρόπο αυτό θα µπορούσε 
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ενδεχοµένως να ερµηνευθεί, γιατί ενώ τα ποσοστά γονιµοποίησης των ωαρίων που 
καλλιεργήθηκαν µε προσθήκη µελατονίνης στο πρώτο τρίτο της 24ωρης IVM και του 
αντίστοιχου µάρτυρα ήταν παρόµοια, ωστόσο τα αντίστοιχα ποσοστά των 
ανεπτυγµένων εµβρύων διέφεραν µεταξύ τους. 
  Επίσης, στην παρούσα µελέτη, η προσθήκη µελατονίνης στο διάστηµα αυτό 
πιθανόν διατηρεί τις χασµατοσυνδέσεις µεταξύ ωαρίου και κοκκωδών κυττάρων 
ενεργές ακόµα και µετά την αποµάκρυνσή της, αφού πιστεύεται ότι επιδρά στο 
µηχανισµό σύνθεσης των συνδεκτινών, που είναι δοµικές πρωτεΐνες των 
χασµατοσυνδέσεων (Blackman και συν. 2001). Με τον τρόπο αυτό είναι δυνατό να 
επιβραδύνεται η µείωση (Thomas και συν. 2004), φαινόµενο που αν συµβαίνει, είναι 
εφικτό να αποκατασταθεί στην 24ωρη IVM, αντίθετα µε ό,τι παρατηρείται στην 
18ωρη IVM. Αυτό µπορεί να συµβεί, γιατί στην 24ωρη επώαση το διάστηµα που 
υπολείπεται για την ολοκλήρωση της IVM είναι µεγαλύτερο (16 ώρες) σε αντίθεση 
µε αυτό της 18ωρης επώασης (12 ώρες). Πιθανόν για το λόγο αυτό δεν παρατηρείται 
επίδραση της µελατονίνης στο ποσοστό ώριµων ωαρίων στην 24ωρη IVM, όπως 
αντίθετα συνέβη στην 18ωρη IVM. 

Επιπλέον, η διατήρηση κάποιου ποσοστού των χασµατοσυνδέσεων για 
µεγαλύτερο διάστηµα, ενώ µπορεί να καθυστερεί την ωρίµανση του πυρήνα των 
ωαρίων, ωστόσο όµως ωφελεί περισσότερο την κυτταροπλασµατική τους ωρίµανση 
(Luciano και συν. 2004, Thomas και συν. 2004). Για το λόγο αυτό ενδεχοµένως 
παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση στο ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων µε την 
προσθήκη µελατονίνης στο πρώτο τρίτο µόνο της 24ωρης IVM, αντίστοιχα όπως 
παρατηρήθηκε για ουσίες που υποστηρίζουν τη διατήρηση των χασµατοσυνδέσεων, 
όπως το cAMP σε ορισµένες συγκεντρώσεις, (Luciano και συν. 2004) και για 28ωρη 
IVM (Τhomas και συν. 2004). Αντίθετα, δε διαπιστώθηκε σηµαντική αύξηση στο 
ποσοστό της γονιµοποίησης, εύρηµα που συµφωνεί µε τα αντίστοιχα των 
προαναφερθέντων ερευνητών. 

Γ. Μελατονίνη στο τελευταίο τρίτο της IVM 
• Στη 18ωρη IVM: Παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση στο ποσοστό των ώριµων 

ωαρίων, ενώ δεν επηρέασε το ποσοστό της γονιµοποίησης, παρόλο που 
αυξήθηκε το ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων  

• Στην 24ωρη IVM: ∆εν επηρεάστηκε το ποσοστό των ώριµων ωαρίων, ενώ 
παρατηρήθηκε αύξηση των ποσοστών της γονιµοποίησης και των ανεπτυγµένων 
εµβρύων. 

 ∆ιαπιστώθηκε, ότι η διάρκεια επώασης (18 ή 24 ώρες) σε συνδυασµό µε τη 
διάρκεια επίδρασης (6 ή 8 ώρες) της µελατονίνης στο τελευταίο τρίτο της IVM 
διαφοροποίησε τα αποτελέσµατά µας. Ο τρόπος δράσης της µελατονίνης φαίνεται ότι 
σχετίζεται όµως περισσότερο µε τη χρονική στιγµή που επιδρά κατά τη διάρκεια της 
ωρίµανσης των ωαρίων in vitro. Στην περίπτωση της 18ωρης IVM, η µελατονίνη 
επιδρά µετά από 12 ώρες, που σηµαίνει ότι ο µεγαλύτερος πληθυσµός των ωαρίων 
βρίσκεται στην αρχή ή στη µέση της µετάφασης Ι (Wehrend και Meinecke 2001, Li 
και συν. 2005), ενώ στην περίπτωση της 24ωρης IVM, η µελατονίνη επιδρά µετά από 
16 ώρες, που σηµαίνει ότι ο µεγαλύτερος πληθυσµός των ωαρίων βρίσκεται προς το 
τέλος της µετάφασης Ι ή την αρχή της ανάφασης Ι (Wehrend και Meinecke 2001, Li 
και συν. 2005).  
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  Από τη στιγµή της προσθήκης της, η µελατονίνη πιθανώς εξουδετερώνει τo 
µεγαλύτερο µέρος των ROS, που είχαν ήδη παραχθεί κατά την ωρίµανση. Η 
ενδεχόµενη δραστική µείωση των επιπέδων των ROS µπορεί να οδηγήσει σε µείωση 
ή και αναστολή της δραστηριότητα της ΜΑΡΚ (Frank και συν. 2000). Κατά τη 
διάρκεια της IVM έχει παρατηρηθεί ότι η δραστηριότητα της ΜΑΡΚ είναι σηµαντικά 
αυξηµένη στο πρώτο µισό της µετάφασης Ι (Wehrend και Meinecke 2001). Αυτό 
σηµαίνει, ότι τα ωάρια που βρίσκονται στο στάδιο αυτό ή προγενέστερο ενδέχεται να 
υποστούν και τη σηµαντικότερη ανασταλτική επίδραση της µελατονίνης. Πιθανόν για 
το λόγο αυτό, παρατηρείται και η σηµαντική µείωση στο ποσοστό των ώριµων 
ωαρίων µετά από επίδραση της µελατονίνης στο τελευταίο τρίτο της 18ωρης και όχι 
της 24ωρης IVM. 
 Τα ωάρια που καθυστέρησαν να ωριµάσουν κατά τη διάρκεια της 18ωρης 
IVM είναι δυνατό να ολοκληρώσουν την ωρίµανσή τους κατά τη διάρκεια των 
πρώτων ωρών της IVF. Πρόκειται όµως κυρίως για τα ωάρια εκείνα που βρίσκονταν 
τουλάχιστον στην ανάφαση Ι και τα οποία έχουν λίγες πιθανότητες να 
γονιµοποιηθούν (Domino και First 1997). Τα ωάρια που βρίσκονταν στη µετάφαση Ι 
έχουν ακόµα λιγότερες πιθανότητες να ωριµάσουν και βέβαια ελάχιστες να 
γονιµοποιηθούν. Όµως, στην περίπτωση της προσθήκης µελατονίνης στο τελευταίο 
τρίτο της 18ωρης IVM, αρκετά από αυτά τα ωάρια γονιµοποιήθηκαν, πιθανώς γιατί η 
αναστολή της ωρίµανσης του πυρήνα τους από την επίδραση της µελατονίνης ήταν 
αντιστρεπτή σε µεγάλο βαθµό, ενώ η µελατονίνη ενδεχοµένως υποστήριξε την 
κυτταροπλασµατική τους ωρίµανση. Έτσι, το ποσοστό της γονιµοποίησης δε 
διαφοροποιήθηκε.  

Η παρατήρηση ότι η µελατονίνη πιθανόν υποστηρίζει την κυτταροπλασµατική 
ωρίµανση προκύπτει από το αποτέλεσµα της αντίστοιχης προσθήκης της στην 24ωρη 
IVM, όπου σηµειώθηκε αύξηση στο ποσοστό της γονιµοποίησης. Αυτό θα µπορούσε 
να αποδοθεί στην ενίσχυση της ενδογενούς αντιοξειδωτικής άµυνας των ωαρίων. Ο 
έντονος µεταβολικός ρυθµός των ωαρίων κατά τη διάρκεια της επώασης (Downs και 
συν. 2002) οδηγεί πιθανώς στην κατανάλωση µεγάλου µέρους των αντιοξειδωτικών 
ουσιών και κυρίως της GSH των ωαρίων (Brad και συν. 2003) ή ενδεχοµένως και στη 
συσσώρευση µεγάλων ποσοτήτων ROS προς το τέλος της επώασης. Επιπλέον, η 
έκθεση των ωαρίων κατά την IVM σε ένα προ-οξειδωτικό περιβάλλον, όπως αυτό 
του κλιβάνου επώασης µε ατµόσφαιρα 5% CO2 σε αέρα, που σηµαίνει ότι η µερική 
πίεση οξυγόνου στο περιβάλλον είναι τριπλάσια (περίπου 20%) εκείνης που 
απαντάται in vivo, πιθανώς προκαλεί την αυξηµένη παραγωγή και συσσώρευση ROS 
προς το τέλος της επώασης (Hashimoto και συν. 2000) . Η µελατονίνη, εκτός του 
γεγονότος ότι µπορεί να προστατεύσει τα ωάρια άµεσα από το οξειδωτικό στρες, 
επάγει και τη δραστηριότητα από ένα ευρύ φάσµα αντιοξειδωτικών τους ενζύµων 
καθώς και προάγει τη σύνθεση της GSH.  
 Για τον ίδιο λόγο, ενδεχοµένως, διαπιστώθηκε σε αυτή τη µελέτη αύξηση του 
ποσοστού των ανεπτυγµένων εµβρύων από την προσθήκη της µελατονίνης στο 
τελευταίο τρίτο τόσο της 18ωρης, όσο και της 24ωρης IVM. Τα υψηλά επίπεδα 
αντιοξειδωτικών στα ώριµα ωάρια είναι δυνατό να προστατεύσουν τα παραγόµενα 
από αυτά έµβρυα τουλάχιστον µέχρι το στάδιο των 8 κυττάρων, όπου το έµβρυο 
µπορεί πλέον να συνθέσει τα δικά του αντιοξειδωτικά ένζυµα και τη GSH (De Sousa 
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και συν. 1998), από την ανασταλτική για την εµβρυική ανάπτυξη επίδραση του 
οξειδωτικού στρες (Van Langendonckt και συν. 1998).  
 Τέλος, επειδή οι χασµατοσυνδέσεις µεταξύ κοκκωδών κυττάρων και ωαρίου 
παραµένουν ενεργές κυρίως τις πρώτες 6 έως 8 ώρες της IVM, ενώ µετά λύονται 
προοδευτικά (Gordon 1994, Luciano και συν. 2004) δεν αναµενόταν κάποια επίδραση 
σε αυτές από την προσθήκη της µελατονίνης στο τελευταίο τρίτο της IVM.  

∆. Μελατονίνη στην IVF 
• Σε όλη τη διάρκεια της 18ωρης IVF ή µόνο στο πρώτο τρίτο της 18ωρης IVF: 

Παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση στο ποσοστό της γονιµοποίησης καθώς και 
στο ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων  

• Μόνο στο τελευταίο τρίτο της 18ωρης IVF: ∆εν επηρεάστηκε κανένα από τα 
δύο ποσοστά. 

 Όπως προαναφέρθηκε, προκειµένου να πραγµατοποιηθεί η ενεργοποίηση των 
σπερµατοζωαρίων και ακολούθως η γονιµοποίηση των ωαρίων, είναι απαραίτητη η 
παρουσία των ROS σε χαµηλές συγκεντρώσεις στο υπόστρωµα της IVF. Αν όµως 
ληφθεί υπόψη η αντίστοιχη επίδραση της προσθήκης του γουαϊαζουλενίου στην IVF, 
τότε η σηµαντική µείωση του ποσοστού της γονιµοποίησης δε θα µπορούσε να 
ερµηνευτεί µόνο στη βάση της άµεσης αντιοξειδωτικής ιδιότητας της µελατονίνης, 
τουλάχιστον όχι για τις συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκε, οι οποίες 
προσοµοιώνουν την Α.Ι. των in vivo στις αντίστοιχες in vitro συνθήκες.  

 Η µελατονίνη, είτε άµεσα µε την προσκόλλησή της στη σωληνίνης των 
µικροσωληνίσκων (Hereto-Deltaville και συν. 1994), είτε έµµεσα µε τη δέσµευση του 
NO αλλά και την αδρανοποίηση των NOS του ωαρίου (Jablonka-Shariff και συν. 

1999), ενδεχοµένως προκαλεί αλλοιώσεις στη µειωτική άτρακτο και καθυστέρηση 
στην εξώθηση του δεύτερου πολικού σωµατίου από το ωάριο. Με τον ίδιο τρόπο θα 
µπορούσε να αναστείλει τη µετανάστευση των δύο προπυρήνων στο κέντρο του 
ωαρίου, που πραγµατοποιείται µε τη βοήθεια µικροσωληνίσκων, καθώς και να 
προσβάλει την κατασκευή της µιτωτική ατράκτου. Αυτό σηµαίνει, ότι είναι δυνατόν 
επιπλέον να προκαλέσει ανωµαλίες κατά τη διάταξη των χρωµατοσωµάτων στον 
ισηµερινό, ίσως και κατά τον αποχωρισµό τους και πιθανόν έτσι να ερµηνεύεται η 
αναστολή της ολοκλήρωσης της πρώτης µιτωτική διαίρεσης. 

Με δεδοµένο ότι το NO προάγει την κινητικότητα και την ενεργοποίηση των 
σπερµατοζωαρίων (Rosselli και συν. 1995, Rodriguez και συν. 2005α), η µελατονίνη 
πιθανώς ασκεί ανασταλτική δράση στην εκδήλωση των φαινοµένων αυτών, µέσω 
δέσµευσης του NO και αδρανοποίησης των NOS των σπερµατοζωαρίων (Lewis και 
συν. 1996).  

Η µελατονίνη αναστέλλει την ενδοκυττάρια αύξηση της συγκέντρωσης των 
Ca+2 στα κύτταρα της υπόφυσης επιµύων, πιθανώς επειδή καταστέλλει τη 
δραστηριότητα των διαύλων των Ca+2 της κυτταρικής µεµβράνης, µέσω 
υπερπόλωσής της (Vanecek και Klein 1993). Με τον τρόπο αυτό θα µπορούσε να 
ανασταλεί και η εισροή των Ca+2 , που αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για την 
ενεργοποίηση τόσο των σπερµατοζωαρίων (Yanagimachi 1993), όσο και του ωαρίου 
(Runft και συν. 2002). 

Έχει υποστηριχθεί, ότι κατά τη συγχώνευση των κυτταρικών µεµβρανών 
σπερµατοζωαρίου-ωαρίου, κάτω από την επίδραση των ROS και µε διαδικασίες 
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πρόκλησης λιπιδικής υπεροξείδωσης, ενεργοποιούνται οι δίαυλοι ιόντων Ca +2 της 
κυτταρικής µεµβράνης του ωαρίου µε επακόλουθη αύξηση της ενδοκυτταρικής 
συγκέντρωσης των Ca +2 (Aitken και Fisher 1994). Η αύξηση αυτή ενεργοποιεί την 
καλµοδουλίνη και πολλά ένζυµα που εξαρτώνται από αυτή, όπως η πρωτεϊνική 
κινάση της καλµοδουλίνης ΙΙ (calmodulin-dependent protein kinase II, CamKII) 
(Benitez-King και συν. 1996, Markoulaki και συν. 2004) και η PKC (Luria και συν. 
2000). Η CamKII πιστεύεται ότι υποστηρίζει τη δραστηριότητα παραγόντων που 
ενεργοποιούν το ωάριο, ώστε να ολοκληρώσει τη δεύτερη µειωτική διαίρεση, ενώ η 
PKC φαίνεται να διατηρεί ανοιχτούς τους διαύλους Ca +2 (Jones 2005).  

 Από την άλλη πλευρά, η µελατονίνη ενισχύει τη δραστηριότητα των 
αντιοξειδωτικών ενζύµων, ενώ ανταγωνίζεται την καλµοδουλίνη (Turjanski και συν. 
2004), µε αποτέλεσµα να αναστέλλει τόσο την προκαλούµενη λιπιδική υπεροξείδωση 
της κυτταρικής µεµβράνης του ωαρίου, όσο και την ενεργοποίηση της CamKII 
(Benitez-King και συν. 1996), που απαιτούνται για την ολοκλήρωση της δεύτερης 
µειωτικής διαίρεσης. Συνεπώς µε αυτό τον τρόπο θα µπορούσε η µελατονίνη επίσης 
να εµποδίσει τη διεξαγωγή της γονιµοποίησης.  
 Επιπρόσθετα, η µελατονίνη, ως αµφιδιαλυτή ουσία, µπορεί να διέρχεται όλες 
τις µεµβράνες του κυττάρου και να εντοπίζεται σε κάθε υποκυτταρικό διαµέρισµα 
ακόµα και στον πυρήνα. Μάλιστα, πιστεύεται από ορισµένους ερευνητές, ότι ο 
πυρήνας αποτελεί εστία εκλεκτικής εντόπισης της µελατονίνης, αφού µετά από 
εξωγενή χορήγησή της σε τρωκτικά, αυξήθηκε η συγκέντρωσή της στον πυρήνα 
κυττάρων διαφόρων ιστών, ενώ στο κυτταρόπλασµά τους παρέµεινε σταθερή 
(Μenendez-Pelaez και Reiter 1993). Η εντόπισή της στον πυρήνα και µάλιστα σε 
υψηλές συγκεντρώσεις πιθανώς οφείλεται στην ύπαρξη υποδοχέων που τη δεσµεύουν 
και ευθύνεται σε µεγάλο βαθµό για την κυτταροστατική της δράση (Smirnov 2001). 
Η δράση αυτή σχετίζεται τόσο µε την εµπλοκή της µελατονίνης, µέσω των 
υποδοχέων της στον πυρήνα, στην έκφραση γονιδίων υπεύθυνων για τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασµό, όσο και µε την εντοπισµένη ισχυρή λόγω υψηλής συγκέντρωσής 
της στον πυρήνα αντιοξειδωτική της ικανότητα (Sainz και συν. 2003), η οποία 
πιθανώς είναι κατά πολύ ισχυρότερη της παρατηρούµενης από το γουαϊαζουλένιο. 
Στην τελευταία περίπτωση, πιθανόν αναστέλλεται η δραστηριότητα της MAPK 
(Sainz και συν. 2003) ή και η εξαρτώµενη από την παρουσία χαµηλών επιπέδων ROS 
δραστηριότητα της αναγωγάσης των ριβονουκλεοτιδίων, η οποία είναι επιφορτισµένη 
µε την αντιγραφή του DNA (Rice-Evans 1994). Με τον τρόπο αυτό, παρεµποδίζεται 
ενδεχοµένως ο διπλασιασµός και η συµπύκνωση των χρωµατίδων από τα 
χρωµατοσώµατα των δύο προπυρήνων, που θα µπορούσε επίσης να οδηγήσει σε 
αναστολή της πρώτης µιτωτικής διαίρεσης. 
 Έχει αναφερθεί, ότι η διείσδυση του σπερµατοζωαρίου στο ωάριο κατά την 
IVF πραγµατοποιείται συνήθως 4 έως 8 ώρες µετά την έναρξη της συνεπώασης των 
γαµετών (Hyttel και συν. 1988, Laurincik και συν. 1998).Το γεγονός όµως ότι η 
προσθήκη της µελατονίνης µόνο για τις πρώτες 6 ώρες της IVF οδήγησε, µεν σε 
σηµαντική, αλλά όχι τόσο δραµατική µείωση στο ποσοστό της γονιµοποίησης 
συγκριτικά µε την περίπτωση της προσθήκης της για όλη τη διάρκεια της IVF, 
ενδεχοµένως µαρτυρά, ότι αναστολή της ενεργοποίησης των σπερµατοζωαρίων και 
της γονιµοποίησης είναι ως ένα βαθµό αντιστρεπτή µετά την αποµάκρυνση της 
µελατονίνης από το υπόστρωµα. Παρ’ όλα αυτά, η καθυστέρηση στην ολοκλήρωση 
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της πρώτης µιτωτικής διαίρεσης και στην επακόλουθη εµβρυική ανάπτυξη είναι 
δεδοµένη. 
 Έχει διαπιστωθεί, ότι η αντιγραφή του DNA των δύο προπυρήνων αρχίζει 14 
έως 15 ώρες µετά την έναρξη της συνεπώασης των γαµετών και διαρκεί για 8 έως 10 
ώρες (Laurincik και συν. 1998). Αυτό σηµαίνει, ενδεχοµένως ότι, όταν η µελατονίνη 
προστίθεται για τις τελευταίες 6 ώρες τις IVF, αναστέλλει ακριβώς τη διαδικασία 
αυτή, η οποία είναι προφανώς αντιστρεπτή και αποκαθίσταται κατά τη διάρκεια της 
επακόλουθης IVC. 

Ε. Μελατονίνη στην IVC 
• Σε όλη τη διάρκεια ή µόνο στις πρώτες 8 ώρες της 48ωρης IVC: Παρατηρήθηκε 

σηµαντική µείωση στο ποσοστό των ανεπτυγµένων εµβρύων 
• Μόνο στις τελευταίες 8 ώρες: Παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση του 

προηγούµενου ποσοστού 
• Και στις πρώτες και στις τελευταίες 8 ώρες της 48ωρης IVC: ∆εν επηρεάστηκε 

το ποσοστό αυτό. 
Με δεδοµένη την ικανότητα να προσκολλάται στη σωληνίνη των 

µικροσωληνίσκων (Huerto-Delgadillo και συν. 1994), αλλά και να δεσµεύει το NO 
καθώς και να αδρανοποιεί τις NOS του κυτταροπλάσµατος των βλαστοµεριδίων 
(Jablonka-Shariff και Olson 2000), η µελατονίνη ενδεχοµένως προκαλεί αλλοιώσεις 
στη µιτωτική άτρακτο. Αυτό σηµαίνει, ότι είναι δυνατό να προκαλέσει ανωµαλίες 
κατά τη διάταξη των χρωµατοσωµάτων στον ισηµερινό, ίσως και κατά τον 
αποχωρισµό τους, και πιθανόν έτσι να ερµηνεύεται η αναστολή της ολοκλήρωσης 
των µιτωτικών διαιρέσεων και η παρατηρούµενη καθυστέρηση στην εµβρυική 
ανάπτυξη (Jablonka-Shariff και συν. 1999). 
 Η εκλεκτική εντόπισή της στον πυρήνα των κυττάρων και µάλιστα σε υψηλές 
συγκεντρώσεις (Μenendez-Pelaez & Reiter, 1993) καθιστά πιθανώς τη µελατονίνη 
ικανή να εµπλέκεται τόσο στη ρύθµιση της έκφρασης γονιδίων υπεύθυνων για τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασµό (Smirnov 2001), όσο και στην αναστολή της 
δραστηριότητας της MAPK (Sainz και συν. 2003) καθώς και της αναγωγάσης των 
ριβονουκλεοτιδίων (Rice-Evans 1994). Με τον τρόπο αυτό, παρεµποδίζεται 
ενδεχοµένως ο διπλασιασµός και η συµπύκνωση των χρωµατίδων από τα 
χρωµατοσώµατα του πυρήνα, που θα µπορούσε επίσης να οδηγήσει σε αναστολή των 
µιτωτικών διαιρέσεων. 
 Το γεγονός όµως ότι η προσθήκη της µελατονίνης µόνο για τις πρώτες 8 ώρες 
της IVC οδήγησε σε σηµαντική αλλά όχι τόσο δραµατική µείωση στο ποσοστό των 
ανεπτυγµένων εµβρύων συγκριτικά µε την περίπτωση της προσθήκης της για όλη τη 
διάρκεια της IVC, ενδέχεται να µαρτυρά ότι αναστολή µιτωτικών διαιρέσεων είναι σε 
κάποιο βαθµό αντιστρεπτή µετά την αποµάκρυνση της µελατονίνης από το 
υπόστρωµα, αλλά η καθυστέρηση στην εµβρυική ανάπτυξη είναι, τουλάχιστον µέχρι 
το στάδιο που µελετήσαµε, αναπόφευκτη. Σύµφωνα µε τους Μenendez-Pelaez και 
συν.(1993), οι οποίοι χορήγησαν εξωγενώς µελατονίνη σε τρωκτικά και πρωτεύοντα, 
η µελατονίνη είναι δυνατό να συγκεντρωθεί ενδοκυτταρικά σε επίπεδα µέχρι 1000 
φορές σχεδόν µεγαλύτερα από τα αντίστοιχα εξωκυτταρικά στους διάφορους ιστούς. 
Είναι πιθανόν λοιπόν το εσωτερικό των βλαστοµεριδίων να εξακολουθεί να είναι 
κορεσµένο σε µελατονίνη για αρκετό διάστηµα ακόµα και µετά την αποµάκρυνσή της 
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από το υπόστρωµα και µε αυτό τον τρόπο ενδεχοµένως να παρατείνεται αντίστοιχα 
και η κυτταροστατική της δράση. 
 Η παρατηρούµενη αύξηση του ποσοστού των ανεπτυγµένων εµβρύων µετά 
από προσθήκη, των ίδιων πάντα συγκεντρώσεων µελατονίνης, στις τελευταίες 8 ώρες 
όµως της IVC, θα µπορούσε να αποδοθεί κυρίως στην αντιοξειδωτική της δράση. 
Είναι γεγονός, ότι µετά από παρέλευση 40 ωρών καλλιέργειας και έντονου 
κυτταρικού µεταβολισµού έχουν συσσωρευτεί µεγάλες ποσότητες ROS τόσο στο 
υπόστρωµα, όσο και στο εσωτερικό των κυττάρων, οι οποίες έχουν ανατρέψει την 
οξειδοαναγωγική ισορροπία και απειλούν την περαιτέρω εξέλιξη και τη βιωσιµότητα 
του εµβρύου (Thompson 2000). Η µελατονίνη στη φάση αυτή πιθανόν 
καταναλώνεται κυρίως για να εξουδετερώσει το πλεόνασµα των ενδοκυτταρικών 
ROS και να αποκαταστήσει την οξειδοαναγωγική ισορροπία, προωθώντας µε αυτό 
τον τρόπο την εµβρυική εξέλιξη.  
 Τέλος, στην περίπτωση της προσθήκης της µελατονίνης στις πρώτες και στις 
τελευταίες 8 ώρες της IVC το παρατηρούµενο αποτέλεσµα προκύπτει από το 
συνδυασµό των δύο επιµέρους δράσεων. ∆ηλαδή, η ανασταλτική επίδραση της 
κυτταροστατικής δράσης των πρώτων 8 ωρών φαίνεται να αντισταθµίζεται από την 
κυρίως αντιοξειδωτική δράση των τελευταίων 8 ωρών της επώασης και στο βαθµό 
 που προωθεί την εµβρυική εξέλιξη.  
  

Συµπερασµατικά, από τη µελέτη αυτή διαπιστώνεται ότι: 
1) στα βοοειδή, το υγρό του προωοθυλακιορρηκτικού ωοθυλακίου καθώς και το 

υγρό περιβάλλον στο εσωτερικό του ωαγωγού λίγο πριν την 
ωοθυλακιορρηξία έχουν σηµαντικά ισχυρότερη αντιοξειδωτική ικανότητα 
από τα αντίστοιχα κλασικά υποστρώµατα της IVP.  

2) Η προσοµοίωση της αντιοξειδωτικής ικανότητας των in vivo στις in vitro 
συνθήκες µε τη χρήση του αντιοξειδωτικού γουαϊαζουλενίου οδηγεί γενικά σε 
αύξηση των αποδόσεων της IVP. Το γεγονός αυτό παρέχει µία ισχυρή ένδειξη 
ότι το οξειδωτικό στρες αποτελεί µία πιθανή αιτία για τη χαµηλή απόδοση της 
IVP.  

3) Η παρουσία του γουαϊαζουλενίου κατά τη διάρκεια της IVM για 18 ώρες 
βελτιώνει σηµαντικά την ωρίµανση του πυρήνα των ωαρίων. 

4) Η προσθήκη γουαϊαζουλενίου στην IVM µόνο ή σε συνδυασµό µε την 
προσθήκη του στην IVC για 48 ώρες βελτιώνει σηµαντικά την ικανότητα των 
ωαρίων για γονιµοποίηση και την πρώιµη εµβρυική ανάπτυξη. 

5) Η παρουσία του γουαϊαζουλενίου µόνο κατά τη διάρκεια της IVF για 18 ώρες 
δεν έχει καµία επίδραση στις απόδοση της IVP, ενώ σε συνδυασµό µε την 
προσθήκη του στην IVM, στην IVC ή και στις δύο βελτιώνει σηµαντικά την 
πρώιµη εµβρυική ανάπτυξη. 

6) Η παρουσία του γουαϊαζουλενίου µόνο κατά τη διάρκεια της IVC βελτιώνει 
επίσης σηµαντικά την πρώιµη εµβρυική ανάπτυξη.  

7) Η προσθήκη γουαϊαζουλενίου µόνο στην IVM, µόνο στην IVC, ή και στις 
δύο, κατόπιν 18ωρων επωάσεων στην IVM και στην IVF, επειδή προάγει 
σηµαντικά την πρώιµη εµβρυική ανάπτυξη συγκριτικά µε το µάρτυρα των 
24ωρων επωάσεων στην IVM και IVF, βελτιώνει εκτός από την απόδοση και 
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την αποτελεσµατικότητα της IVP, αφού συµβάλλει στη µείωση του 
απαιτούµενου χρόνου για την παραγωγή εµβρύων in vitro. 

8) Η προσθήκη µελατονίνης σε όλη τη διάρκεια οποιουδήποτε σταδίου της IVP, 
παρόλο που χρησιµοποιήθηκε σε συγκεντρώσεις που προσοµοιώνουν την 
αντιοξειδωτική ικανότητα των in vivo συνθηκών, οδηγεί γενικά σε σηµαντική 
µείωση της απόδοσης της IVP. 

9) Η µελατονίνη στις ίδιες συγκεντρώσεις, αλλά µε τρόπο που προσοµοιάζει 
στον κιρκάδιο ρυθµό έκκρισής της in vivo, µπορεί να οδηγήσει σε σηµαντική 
βελτίωση α) της ικανότητας των ωαρίων για γονιµοποίηση και υποστήριξη 
της ανάπτυξης των εµβρύων που αποδίδουν, όταν προστίθεται στο τελευταίο 
τρίτο της 24ωρης IVM και β)  µόνο της εµβρυικής ανάπτυξης, όταν 
προστίθεται στο πρώτο τρίτο της 24ωρης IVM, στο τελευταίο τρίτο της 
18ωρης IVM ή στις τελευταίες 8 ώρες της 48ωρης IVC.  

 
 Παρά τη µεγάλη πρόοδο που έχει σηµειωθεί την τελευταία δεκαετία τόσο στις 
τεχνικές όσο και στα µέσα που χρησιµοποιούνται από τα διάφορα εργαστήρια, η IVP 
εµβρύων βοοειδών παρουσιάζει ακόµα σχετικά χαµηλές αποδόσεις. Η προσθήκη 
αντιοξειδωτικών, όπως του γουαϊαζουλενίου αλλά και της µελατονίνης σε 
συγκεκριµένες περιόδους επώασης, στα υποστρώµατα της IVP σε συγκεντρώσεις που 
καθιστούν την αντιοξειδωτική τους ικανότητα ανάλογη εκείνης των αντίστοιχων in 
vivo συνθηκών, αποτελεί πολύτιµο εφόδιο στις προσπάθειες επίτευξης υψηλότερων 
αποδόσεων της IVP. Προκειµένου όµως τα αντιοξειδωτικά αυτά να καταστούν 
συστατικά των τυποποιηµένων υποστρωµάτων της IVP, θα πρέπει να διεξαχθούν 
επιπλέον έρευνες σχετικά µε την επίδρασή τους στην απόδοση και τη βιωσιµότητα 
των παραγόµενων βλαστικών κύστεων και, µετά τη διατραχηλική µεταφορά τους σε 
ζώα-δέκτες, στο ποσοστό υγιών µοσχαριών που θα γεννηθούν. 
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Πίνακας. Μέσες τιµές Α.Ι. (%) και τυπική απόκλιση (SD), 2,5΄µετά από την έναρξη της 
προκαλούµενης λιπιδικής υπεροξείδωσης in vitro, των υγρών του προωοθυλακιορρηκτικού 
ωοοθυλακίου και του ωαγωγού αγελάδων σε οίστρο, των τυποποιηµένων υποστρωµάτων της 
IVF και IVC και των τροποποιηµένων αντίστοιχων υποστρωµάτων κατόπιν προσθήκης, είτε 
DMSO, είτε γουαϊαζουλενίου σε DMSO σε συγκεντρώσεις 0,5, 0,2, 0,05 mM, είτε 
µελατονίνης σε συγκεντρώσεις 5 ×10-4 και 2,5 ×10-4 Μ . 

Υγρό Α,Ι,(%) ± SD 
Υ.Π.Ω. 70,63 ± 10,03δ

Υ.Ω. 16,33 ± 4,33ζ,η

IVM 17,94 ± 1,66ζ,η

IVF -1,82 ± 0,78ι

IVC 14,57± 1,26 η

D-IVM 15,79 ± 2,08 η

D-IVF 1,29 ± 0,41ι

D-IVC 17,04 ± 1,98ζ,η

` 0,5 A-IVM 95,15 ± 2,82α

0,5 A-IVF 92,55 ±3,49α,β

0,5 A-IVC 94,4 ±3,10α

0,2 A-IVM 88,17 ±4,1γ

0,2 A-IVF 46,60 ±2,20ε

0,2 A-IVC 89,61 ±3,25β,γ

0,1 A-IVM 67,24 ± 5,85δ

0,1 A-IVF 19,98 ± 2,49ζ

0,1 A-IVC 69,19 ± 6,22δ

0,05 A-IVM 37,88 ±2,95στ

0,05 A-IVF 9,79 ±0,89θ

0,05 A-IVC 34,59 ±3,22στ

5×10-4M-IVM 69,52 ± 7,20 δ

5×10-4M-IVF 18,15 ± 1,68ζ,η

5×10-4M-IVC 68,30 ± 7,51δ

2,5×10-4M-IVM 34,86±3,37στ

2,5×10-4M-IVF 8,58±0,92θ

2,5×10-4M-IVC 38,07±3,86στ

  
Υ.Π.Ω.: υγρό του προωοθυλακιορρηκτικού ωοοθυλακίου. Υ.Ω.: υγρό του ωαγωγού αγελάδων σε 
οίστρο. IVM, IVF και IVC: τυποποιηµένα υποστρώµατα της IVP. D-IVM, D-IVF, D-IVC: 
τροποποιηµένα κατόπιν προσθήκης DMSO στα υποστρώµατα της IVP. A-IVM, A-IVF, A-IVC: 
τροποποιηµένα κατόπιν προσθήκης γουαϊαζουλενίου σε DMSO στα υποστρώµατα της IVP σε 
συγκεντρώσεις 0,5, 0,2 και 0,05 mM. M-IVM, M-IVF, M-IVC: τροποποιηµένα κατόπιν προσθήκης 
µελατονίνης υποστρώµατα της IVP σε συγκεντρώσεις 5 ×10-4 και 2,5 ×10-4 Μ. Οι τιµές µε 
διαφορετικούς εκθέτες διαφέρουν σηµαντικά (P<0,05). 
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