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ABSTRACT 

Apoptosis is a mode of programmed cellular death based on a genetic 
mechanism that induces a series of cellular, morphological and biochemical 
alterations, leading the cell to suicide without eliciting an inflammatory 
response. Conventional semen analysis has limited clinical value for 
predicting the success rate of IVF. Mature sperm cells have been reported to 
express distinct markers of apoptosis-related cell damage. Some studies 
attempted to link apoptotic cell death in sperm with conventional seminal 
parameters. Several reports have demonstrated that ejaculated sperm from 
infertile men show ultrastructural damage as DNA fragmentation, 
phosphatidylserine externalization and caspases activation. While overall the 
data do not clearly indicate that ejaculated sperm undergo apoptosis, they do 
suggest that these markers might have clinical relevance as some of them 
could potentially be used as diagnostic tools to predict sperm dysfunction and 
male infertility. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η απόπτωση είναι μια μορφή προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου 
βασισμένη σε γενετικούς μηχανισμούς που επάγει μια σειρά κυτταρικών, 
μορφολογικών και βιοχημικών αλλαγών, οδηγώντας το κύτταρο σε αυτοκτονία 
χωρίς να προκληθεί φλεγμονώδης αντίδραση. Η τυπική ανάλυση σπέρματος 
έχει μειωμένη κλινική αξία στην πρόβλεψη της επιτυχίας της IVF. Έχει 
αναφερθεί ότι τα ώριμα σπερματικά κύτταρα εκφράζουν ευδιάκριτους δείκτες 
απόπτωσης που σχετίζονται με την κυτταρική καταστροφή. Μελέτες 
επιχειρούν να συνδέσουν τον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο των 
σπερματοζωαρίων με τις τυπικές παραμέτρους του σπέρματος. Έρευνες 
απέδειξαν ότι το εκσπερματιζόμενο σπέρμα των υπογόνιμων ανδρών 
εμφανίζει βλάβη στην δομή του όπως κατάτμηση του DNA, εξωτερίκευση της 
φωσφατυδιλοσερίνης, και ενεργότητα κασπασών. Ενώ γενικά τα δεδομένα 
δεν ξεκαθαρίζουν αν το εκσπερματιζόμενο σπέρμα υπόκειται σε απόπτωση, 
προτείνουν ότι αυτοί οι δείκτες μπορεί να έχουν κλινική εφαρμογή καθώς 
κάποιοι από αυτούς μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως διαγνωστικά μέσα για 
την πρόβλεψη της δυσλειτουργίας του σπέρματος και της ανδρικής 
υπογονιμότητας. 
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Α. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

   Αρκετές από τις περιπτώσεις IVF (In Vitro Fertilization) είναι αποτέλεσμα  

ανδρικού παράγοντα υπογονιμότητας. Η ποιότητα του σπέρματος είναι ένας 

από τους παράγοντες που καθορίζουν την επιτυχία της IVF. Η ποιότητα του 

σπέρματος εκτιμάται μέσω της τυπικής ανάλυσης σπέρματος 

χρησιμοποιώντας το οπτικό μικροσκόπιο για τον προσδιορισμό της 

συγκέντρωσης, της κινητικότητας και της μορφολογίας των 

σπερματοζωαρίων(Hao-Bo Zhang et al, 2008). Ωστόσο, η τυπική ανάλυση 

σπέρματος έχει περιορισμένη κλινική αξία για την πρόβλεψη της επιτυχίας της  

IVF, καθώς 50% των ζευγαριών με αποτυχία γονιμοποίησης είχε φυσιολογική 

ανάλυση σπέρματος πριν την  IVF (Lui and Beker, 2000). Επιπλέον, η τυπική 

ανάλυση σπέρματος δεν προσδιορίζει την παρουσία αποπτωτικών 

σπερματοζωαρίων, τα οποία μπορεί να είναι εν μέρει υπεύθυνα για τα χαμηλά 

ποσοστά γονιμοποίησης και εμφύτευσης στην υποβοηθούμενη αναπαραγωγή 

(Glander et al., 1999; Weng et al., 2002).  

 

Α.1 ΣΠΕΡΜΑΤΟΓΕΝΕΣΗ 

 

   Η διαφοροποίηση των βλαστικών γενετικών κυττάρων στο αρσενικό αρχίζει 

στην ήβη. Από τα βλαστικά κύτταρα προέρχονται τα σπερματογόνια τα οποία 

πολλαπλασιάζονται με μίτωση στη διάρκεια της αναπαραγωγικής ζωής του 

αρσενικού και από αυτά, με διαφοροποίηση προκύπτουν τα πρωτογενή 

σπερματοκύτταρα. Αυτά αφού διπλασιάσουν το DNA τους μπαίνουν στην 

πρόφαση της πρώτης μειωτικής διαίρεσης. Η πρόφαση διαρκεί 16 ημέρες και 

αφού συμπληρωθεί το κύτταρο περνά γρήγορα στις επόμενες φάσεις και 

προκύπτει το δευτερογενές σπερματοκύτταρο. Αυτό μπαίνει αμέσως στη 

δεύτερη μειωτική διαίρεση από την οποία προκύπτουν 2 σπερματίδες. Κάθε 

σπερματίδα περιέχει nDNA και 23 χρωμοσώματα (Αγγελοπούλου Ρ., 1992). Η 

κάθε σπερματίδα διαφοροποιείτε σε σπερματοζωάριο μέσω μιας διαδικασίας 

που καλείτε σπερμιογένεση και η οποία τελειώνει όταν οι ανδρικοί γαμέτες 

αποδεσμεύονται από τα κύτταρα Sertoli  στον αυλό των σπερματικών 
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σωληναρίων. Η διαδικασία της σπερμιογένεσης αποτελεί μια απλή κυτταρική 

διαφοροποίηση χωρίς διαίρεση (Lucinda L.,1999 ). Στον άνθρωπο ο κύκλος 

σπερματογένεσης, η διάρκεια δηλαδή εξέλιξης ενός σπερματογονίου σε 

ώριμο σπερματοζωάριο είναι 74 ημέρες. Η μιτωτική δραστηριότητα του 

σπερματικού επιθηλίου είναι πολύ έντονη και διαρκεί όλη την αναπαραγωγική 

ζωή. Η παραγωγή σε ένα μόνο κύκλο, ανέρχεται σε 200.000 σπερματίδες /εκ. 

σπερματικού σωληναρίου                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

(Αγγελοπούλου Ρ., 1992). 

 

Εικόνα 1: Σπερματογένεση. Στο τοίχωμα των σπερματικών σωληναρίων παρατηρούνται 
κύτταρα της σπερματικής σειράς σε διάφορα στάδια εξέλιξης που περιβάλλονται από τις 
κυτταροπλασματικές αποφυάδες των κυττάρων Sertoli. 

 

Α.2 ΑΝΑΛΥΣΗ  ΣΠΕΡΜΑΤΟΣ 

 

   Η ανάλυση του σπέρματος σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας 

(WHO) περιλαμβάνει συνοπτικά τα ακόλουθα βήματα : 

Στα πρώτα 5 λεπτά : 

 τοποθετείται το δοχείο συλλογής του δείγματος  σε επωαστή (37oC) 

ώστε να ρευστοποιηθεί. 
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Μέσα σε 30 με 60 λεπτά :  

 εκτίμηση της ρευστοποίησης και της εμφάνισης του σπέρματος. 

 μέτρηση του όγκου του δείγματος 

 μέτρηση του pH     

 μικροσκοπική παρατήρηση της εμφάνισης, της κινητικότητας και της 

αραίωσης που απαιτείται  για τον υπολογισμό του αριθμού των 

σπερματοζωαρίων 

 δημιουργία επιχρίσματος σπέρματος για την εκτίμηση της μορφολογίας  

 εκτίμηση του αριθμού των σπερματοζωαρίων 

Μέσα σε 3 ώρες : 

 τα δείγματα στέλνονται στο μικροβιολογικό εργαστήριο (αν απαιτείται) 

 

   Το δείγμα λαμβάνεται μετά από αυνανισμό και συλλέγεται σε δοχείο γυάλινο 

ή πλαστικό μη τοξικό για τα σπερματοζωάρια. Μη ακέραια δείγματα (ή 

ημιτελή) ειδικά όταν το πρώτο μέρος της εκσπερμάτισης έχει χαθεί, δεν 

πρέπει να εκτιμούνται. Το δείγμα θα πρέπει να διατηρείται σε θερμοκρασία  

από 20oC εως 37oC ώστε να αποφεύγονται μεγάλες αλλαγές της 

θερμοκρασίας που μπορεί να επηρεάσουν τα σπερματοζωάρια μετά την 

εκσπερμάτιση. Όταν το δείγμα προορίζεται για υποβοηθούμενη 

αναπαραγωγή η διαδικασία είναι όπως και στην περίπτωση της διάγνωσης 

αλλά το δοχείο συλλογής, τα tips των πιπετών και οι πιπέτες  ανάδευσης  

πρέπει να είναι αποστειρωμένα. 

   Αρχικά το δείγμα εξετάζεται μακροσκοπικά όπου κ εκτιμάται η 

ρευστοποίηση, το ιξώδες, το χρώμα, ο όγκος και το pH. Η μικροσκοπική 

εξέταση του δείγματος γίνεται με τη χρήση ανάστροφου μικροσκοπίου και 

περιλαμβάνει τον έλεγχο για : 

 βλεννώδεις σχηματισμούς 

 συσσωματώματα και συγκολλήσεις 
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 την παρουσία άλλων κυττάρων εκτός των σπερματοζωαρίων 

(επιθηλιακά, σφαιρικά κύτταρα και απομονωμένες κεφαλές ή ουρές 

σπερματοζωαρίων) 

και γίνεται εκτίμηση της κινητικότητας των σπερματοζωαρίων και της 

συγκέντρωσης του δείγματος. 

 

Α.3 ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΤΙΜΕΣ ΠΑΡΑΜΕΤΡΩΝ ΣΠΕΡΜΑΤΟΣ  

 

   Σύμφωνα με την τελευταία έκδοση του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας 

(World Health Organization) οι φυσιολογικές τιμές των παραμέτρων είναι οι 

ακόλουθες : 

Ρευστοποίηση: όλο το δείγμα συνήθως ρευστοποιείται μέσα σε 15 λεπτά 

ωστόσο σε σπάνιες περιπτώσεις μπορεί να χρειαστεί 60 λεπτά ή  

περισσότερο. 

Όγκος: το κατώτερο όριο αναφοράς για τον όγκο είναι 1,5 ml έως 6 ml. 

pH: ως κατώτερη αποδεκτή τιμή για το pH σπέρματος γόνιμων ανδρών 

λαμβάνεται η τιμή 7,2 και ανώτερη 8. 

Συγκέντρωση: το κατώτερο όριο αναφοράς για τη συγκέντρωση των 

σπερματοζωαρίων θεωρείται η τιμή 15x106 σπερμ./ ml. 

Ολικός αριθμός: το κατώτερο όριο αναφοράς για τον ολικό αριθμό 

σπερματοζωαρίων είναι 39x106 σπερμ./ εκσπερμάτιση. 

Κινητικότητα: το κατώτερο όριο αναφοράς για την συνολική κινητικότητα 

(προωθητική,PR και μη προωθητική, NP) είναι 40% και το κατώτερο όριο για 

την προωθητική κίνηση είναι 32%. Σημείωση: η κινητικότητα του κάθε 

σπερματοζωαρίου κατηγοριοποιείται διαφορετικά από την προηγούμενη 

έκδοση του ίδιου εγχειριδίου. Διακρίνονται οι παρακάτω κινήσεις:  

 Προωθητική κίνηση (Progressive motility PR): τα σπερματοζωάρια 

κινούνται ενεργά είτε σε ευθεία είτε  κάνοντας μεγάλο κύκλο ανεξάρτητα 

από την ταχύτητα. 
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 Μη προωθητική κίνηση (Non Progressive motility NP ): όλα τα υπόλοιπα 

είδη κίνησης απουσία προώθησης. 

 Ακινησία (Immotility IM): καμία κίνηση 

Μορφολογία: το κατώτερο όριο αναφοράς για φυσιολογικές μορφές είναι 4%. 

Λευκά αιμοσφαίρια: 1.0x106 / ml θεωρείται η οριακή τιμή. 

Βιωσιμότητα: η κατώτερη αποδεκτή τιμή είναι 58%. 

Συγκολλήσεις: για να θεωρείτε φυσιολογικό το δείγμα θα πρέπει οι 

συγκολλήσεις να καταλαμβάνουν <20%. 

   Όμως τα αποτελέσματα από την ανάλυση σπέρματος παρέχουν 

περιορισμένη πρόβλεψη για την γονιμότητα κάθε ατόμου (Jeyendren, 2000). 

Αφού ο ανδρικός παράγοντας υπογονιμότητας από μόνος του ευθύνεται για 

το 20% των υπογόνιμων ζευγαριών και συμβάλλει σε ένα 30-40% των 

περιπτώσεων (Thonneau et al., 1991) είναι απαραίτητο να αναπτυχθούν νέες 

μεθοδολογίες και τεχνικές ώστε να βελτιωθεί η κλινική διάγνωση της ανδρικής 

υπογονιμότητας και να προσφέρουν γνώση για τη λειτουργία του σπέρματος 

(Chen z. et al., 2006). 

 

Α.4 ΠΟΙΟΤΗΤΑ ΣΠΕΡΜΑΤΟΣ ΚΑΙ IVF  

 

   Είναι αναγνωρισμένο ότι τα σπερματοζωάρια υπογόνιμων ανδρών 

εμφανίζουν ποικίλες δομικές και λειτουργικές ανωμαλίες. Σε συνθήκες in vitro 

αυτές οι ανωμαλίες εμφανίζονται κυρίως ως αδυναμία αλληλεπίδρασης με το 

ωάριο, ιδίως με τη διάφανη ζώνη. Οι δυσλειτουργίες στην πρόσδεση 

σπερματοζωαρίου-διάφανης ζώνης, μεμονωμένα ή σε συνδυασμό με άλλες 

ανωμαλίες, οδηγούν σε αποτυχημένη ή μειωμένη γονιμοποιητική ικανότητα 

(Liu and Gordon Baker, 1992; Oehninger et al., 1992,1997). Άλλες 

αναφερθείσες δυσλειτουργίες του σπέρματος που σχετίζονται με την ανδρική 

υπογονιμότητα περιλαμβάνουν μεμονωμένη κινητική ανεπάρκεια (Mortimer et 

al., 1986), ανεπάρκεια της ικανότητας του σπερματοζωαρίου να επιτελέσει 

ακροσωμική αντίδραση μετά τη σύνδεση με τη διάφανη ζώνη (Liu and Baker, 

1994) και αποτυχία σύντηξης σπερματοζωαρίου-ωαρίου (Aitken et al., 1991). 
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Η ανακάλυψη και η επιτυχία του ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection) 

βοήθησε στο να ξεπεραστούν πολλά εμπόδια στη διαλογή των 

σπερματοζωαρίων που ήταν επιβεβλημένη για την επιλογή των κυττάρων με 

την καλύτερη μορφολογική και λειτουργική συμπεριφορά στην 

υποβοηθούμενη αναπαραγωγή. Εξαιτίας του ενδιαφέροντος για τη μεταφορά 

γενετικών ανωμαλιών μέσω του ICSI πρόσφατα η προσοχή έχει εστιαστεί 

ξανά στη γενομική ακεραιότητα των ανδρικών γαμετών (Barroso. G. et .al, 

2000). 

 

Α.5 ΑΠΟΠΤΩΣΗ ΣΠΕΡΜΑΤΟΖΩΑΡΙΩΝ  

 

   Η απόπτωση είναι ένα είδος προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου 

βασισμένη σε γενετικούς μηχανισμούς που προάγουν μια σειρά κυτταρικών, 

μορφολογικών και βιοχημικών αλλαγών, οδηγώντας το κύτταρο σε αυτοκτονία 

χωρίς να προκαλέσει φλεγμονώδη αντίδραση (Aziz, N.et al, 2007). 

Συμμετέχει, για παράδειγμα, στην εξισορρόπηση της κλωνικής επέκτασης 

κατά τη διάρκεια της σπερματογένεσης (Sakkas D. et al., 1999; Sinha Hikin 

AP et al., 1999).  Παρατηρείτε συμπίεση της χρωματίνης, συμπύκνωση του 

κυτοπλάσματος και κοίλωση των πυρηνικών και κυτταροπλασματικών 

μεμβρανών. Στο τέλος της διαδικασίας οι πυρήνες τεμαχίζονται και τα κύτταρα 

διογκώνονται και τεμαχίζονται σε αποπτωτικά σωμάτια (Anzar et al., 2002). Η 

ανδρική γονιμότητα μπορεί να επηρεάζεται από μεταβολές στον αποπτωτικό 

μηχανισμό (Shen HM et al., 2002). Σχετικά υψηλά ποσοστά απόπτωσης 

έχουν παρατηρηθεί μετά από βιοψία όρχεως σε υπογόνιμους άντρες  με 

ποικίλου βαθμού ορχική ανεπάρκεια (Jurisicova et al., 1999). Από την άλλη 

πλευρά, μια διαφορετική αποπτωτική διαδικασία  έχει στενά συσχετιστεί με 

την ανδρική υπογονιμότητα, βασιζόμενη στις παρακάτω παρατηρήσεις: (α) 

άνδρες με αζωοσπερμία ή σοβαρής μορφής ολιγοζωοσπερμία εμφανίζουν 

αυξημένη συχνότητα αποπτωτικών γενετικών κυττάρων στον ορχικό ιστό 

συγκριτικά με αυτούς που έχουν φυσιολογική σπερματογένεση (Lin et 

al.,1997a,b; Sinha Hikim et al., 1998) και (β) ορισμένοι τοξικοί για την 
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αναπαραγωγή παράγοντες όπως το κάδμιο ευθύνονται για την επαγωγή της 

απόπτωσης των γαμετικών κυττάρων (Richburg, 2000). 

   Αντίθετα, η απόπτωση στο σπέρμα μετά την εκσπερμάτιση είναι λιγότερο 

μελετημένη (Han-Ming Shen et al., 2002).Πρόσφατες μελέτες επιχειρούν να 

συνδέσουν τον θάνατο των αποπτωτικών κυττάρων του σπέρματος με τις 

τυπικές παραμέτρους του σπέρματος (Sun et al., 1997; Gandini et al., 2000; 

Irvine et al., 2000). Για να εξηγήσει την παρουσία αποπτωτικών 

χαρακτηριστικών στο σπέρμα υπογόνιμων αντρών, οι Sakkas et al.(1999a) 

πρότειναν ότι το αποπτωτικό μονοπάτι των όρχεων μπορεί να ξέφυγε από την 

ορθή πορεία οδηγώντας στην αποτυχία ολοκλήρωσης του 

προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου.  
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Β. ΑΠΟΠΤΩΤΙΚΟΙ ΔΕΙΚΤΕΣ 

 

   Έχει αναφερθεί ότι τα ώριμα σπερματικά κύτταρα εκφράζουν ευδιάκριτους 

δείκτες κυτταρικής καταστροφής που σχετίζεται με την απόπτωση (Sun et al., 

1997; Sakkas et al., 1999b; Barroso et al., 2000; Gandini et al., 2000; Muratori 

et al., 2000; Oesterhuis et al., 2000; Shen et al., 2002) αν και στερούνται 

μεταγραφικής δραστηριότητας και έχουν μικρή ποσότητα κυτοπλάσματος 

(Weil et al., 1998; Grunewald et al., 2005). Οι κυριότεροι αποπτωτικοί δείκτες 

που έχουν χαρακτηριστεί είναι η μετατόπιση της φωσφατιδυλοσερίνης (PS, 

phosphatidylserine) στο εξωτερικό πέταλο της κυτταρικής μεμβράνης του 

σπερματοζωαρίου, η αυξημένη ενεργότητα των κασπασών, η παρουσία 

κατακερματισμένου DNA και πολλοί άλλοι που θα αναφερθούν αναλυτικά 

παρακάτω. 

   Δεν είναι ξεκάθαρο εάν οι αποπτωτικοί δείκτες που ανιχνεύονται στα 

σπερματοζωάρια είναι κατάλοιπα μιας αποτυχημένης αποπτωτικής 

διαδικασίας που ξεκίνησε πριν την εκσπερμάτιση ή εάν είναι αποτέλεσμα της 

απόπτωσης που ξεκίνησε στην προ-εκσπερματική φάση (Sakkas et al., 

1999a,b; Tesarik et al., 2002; Lachaud et al., 2004).  

 

 

Β.1 ΜΕΤΑΤΟΠΙΣΗ ΦΩΣΦΑΤΙΔΥΛΟΣΕΡΙΝΗΣ (PS) 

 

   Η κυτταρική μεμβράνη αποτελεί ένα όργανο κλειδί για τη λειτουργία του 

σπέρματος. Η φυσιολογική γονιμοποίηση απαιτεί φυσιολογική ακεραιότητα 

και λειτουργία της κυτταρικής μεμβράνης του σπέρματος. Ένα αρχικό 

αποπτωτικό φαινόμενο στα σωματικά κύτταρα είναι η απώλεια της 

φωσφωλιπιδικής συμμετρίας, όπως η μετατόπιση της PS από το εσωτερικό 

στο εξωτερικό πέταλο της μεμβράνης (Glander HJ et al., 1999). Η έκθεση της 

PS στην εξωτερική επιφάνεια των κυττάρων αναφέρεται ως μετατόπιση της 

PS, προσφέροντας μια ευκαιρία για την ανίχνευση των κυττάρων που 

βρίσκονται στα αρχικά στάδια της απόπτωσης (Weng et al., 2002).  
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   Η εκτεθημένη φωσφατιδυλοσερίνη μαρκάρει τα κύτταρα για καταστροφή 

από τα φαγοκύτταρα (Fadok et al., 1992, 2001; Hoffmann et al., 2001) τα 

οποία δρουν πριν χαθεί η ακεραιότητα της κυτταρικής μεμβράνης ώστε να 

αποφευχθεί φλεγμονή, πόνος και επούλωση (Taylor et al., 2004). Στα 

σπερματοζωάρια, όπως και στα υπόλοιπα κύτταρα μπορεί να ανιχνευτεί από 

την ασβεστοεξαρτώμενη σύνδεση της Ανεξίνης –V (AN) που είναι 

συνδεδεμένη με φθορίζουσα ουσία, στην μετατοπισμένη PS (Weng et al., 

2002). Η PS εμφανίζει ιδιαίτερη συγγένεια για την Ανεξίνη –V, μια πρωτείνη 

35 kDa. Η κυτταρική μεμβράνη των σπερματοζωαρίων είναι φυσιολογικά 

αδιαπέραστη από την Ανεξίνη –V και η προσκόλληση αυτής στη μεμβράνη 

των σπερματοζωαρίων φανερώνει μια βλάβη στο σημείο αυτό (Marchetti C. 

and Marchetti P, 2005). Συνδυαστικά γίνεται χρώση με φθορίζουσα χρωστική, 

όπως propidium iodide (PI) η οποία επιτρέπει τη διάκριση μεταξύ ζωντανών 

και νεκρών σπερματοζωαρίων (Weng et al., 2002). Τα σπερματοζωάρια το 

οποία χρωματίζονται με propidium iodide (PI+) μόνο ή με ανεξίνη-V και 

propidium iodide (AN+/PI+) ταυτόχρονα χαρακτηρίζονται ως νεκρωτικά, ενώ 

αυτά που που χρωματίζονται μόνο με ανεξίνη-V (AN+) χαρακτηρίζονται ως 

αποπτωτικά. Τα μη χρωματισμένα κύτταρα (AN-/PI-) θεωρούνται ζωντανά 

(Lachaud C. et al., 2004). 

   Η εμφάνιση της PS στην εξωτερική μεμβράνη είναι χρονοεξαρτώμενη και 

ακολουθείται από την απώλεια της ακεραιότητας της μεμβράνης (Taylor et al., 

2004). Η μετατόπιση της PS προηγείται του κερματισμού του DNA και 

συνεπώς επιτρέπει την ανίχνευση των αποπτωτικών κυττάρων στα αρχικά 

στάδια της διεργασίας (Αγγελοπούλου Ρ. και συν, 2002). Η ανίχνευση της PS 

στην εξωτερική μεμβράνη των σπερματοζωαρίων έχει αναφερθεί ότι προάγει 

άλλες μεταβολές όπως αλλαγές στην πυρηνική και κυτταροπλασματική 

οργάνωση και κυτταρική συμπύκνωση σε αποπτωτικά σωμάτια (Van Blerkom 

and Davis, 1998). Το φαινόμενο αυτό έχει συσχετιστεί με λειτουργικές αλλαγές 

του σπέρματος όπως το capacitation (Gadella and Harrison, 2002; De Vries 

et al., 2003). 
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Β.2 ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ ΚΑΣΠΑΣΩΝ 

 

   Ίσως ένας από τους καλύτερους δείκτες απόπτωσης είναι η παρουσία 

αυξημένης ενεργότητας κασπασών, αλλά οι κασπάσες μπορεί να 

εξυπηρετούν και άλλες λειτουργίες ανεξάρτητες από την απόπτωση (Martinez 

et al., 2002; Tesarik et al., 2002; Schwerk and Schulze-Osthoff, 2003). 

Σήμερα θεωρείτε ότι το κεντρικό συστατικό της αποπτωτικής μηχανής 

περιλαμβάνει ένα ή περισσότερα από τα μέλη της οικογένειας των κασπασών 

(Thornberry and Lazebnik, 1998). Στα υγιή κύτταρα, οι κασπάσες εκφράζονται 

ως ανενεργά προένζυμα (~30 kDa).Τα ένζυμα αυτά συμμετέχουν σε έναν 

καταρράκτη που ενεργοποιείται ως απάντηση στα προ-αποπτωτικά σημάδια 

και κορυφώνεται με την πρωτεόλυση των πρωτεϊνών που είναι απαραίτητες 

για την ομοιόσταση των κυττάρων και τελικά οδηγούν στο θάνατο του 

κυττάρου. Η κασπάση-3 είναι ο κύριος εκτελεστής μέσα σε αυτόν τον 

αποπτωτικό καταρράκτη (Thornberry and Lazebnik, 1998; Brill et al., 1999).  

Οι ενεργές κασπάσες -1, -8, -3 έχουν κυρίως ανιχνευτεί στο επίπεδο της μετα-

ακροσωμικής περιοχής ενώ η κασπάση-9, που ενεργοποιείτε από τα 

μιτοχόνδρια, εντοπίζεται στη μέση περιοχή (Paasch et al., 2004). Η 

προκασπάση-7 είναι παρούσα σε δείγματα από φυσιολογικούς γόνιμους 

δότες ανεξάρτητα από το επίπεδο κινητικότητας. Η προκασπάση-9 είναι 

παρούσα σε κλάσματα υψηλής κινητικότητας (Taylor et al., 2004).΄Ένας καλά 

χαρακτηρισμένος εξαρτώμενος από τις κασπάσες αποπτωτικός δείκτης είναι 

το κόψιμο και η απενεργοποίηση της πολυμεράσης της πολύ -ADP- ριβόζης 

(PARP, poly-ADP-ribose polymerase), ένα ένζυμο που συμμετέχει στην 

επιδιόρθωση του DNA (Oberhammer et al., 1993; Nagata, 2000). Οι 

κασπάσες στα αποπτωτικά κύτταρα ανιχνεύονται με ειδικούς αντιορούς κατά 

των προϊόντων διάσπασής τους (Αγγελοπούλου Ρ. και συν., 2002). 

 

Β.3 ΔΥΝΑΜΙΚΟ ΜΙΤΟΧΟΝΔΡΙΑΚΗΣ ΜΕΜΒΡΑΝΗΣ 

 

   Τα μιτιχόνδρια αποτελούν ένα ακόμα όργανο κλειδί για την λειτουργία των 

σπερματοζωαρίων. Στον άνθρωπο, υπάρχει συσχέτιση ανάμεσα στη φτωχή 
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μιτοχονδριακή λειτουργία που ανιχνεύεται ως μειωμένο δυναμικό 

μιτοχονδριακής μεμβράνης (MMP, Mitichondrial Membrane Potential), και 

στην ελαττωμένη κινητικότητα και μειωμένη γονιμότητα (Marchetti C. et al., 

2002). Τα μιτοχόνδρια είναι οι συντονιστές της απόπτωσης σε ποικιλία 

κυτταρικών συστημάτων καθώς συμμετέχουν σε πολλές αποπτωτικές 

διαδικασίες, συμπεριλαμβανομένων την ενεργοποίηση των κασπασών, και 

την μέιωση του MMP (Green DR et al., 1998). Η μείωση αυτή του δυναμικού 

ακολουθείτε από την παραγωγή ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) και 

συμβάλλουν ενεργά στο θάνατο του κυττάρου (Marchetti C. and Marchetti P, 

2005). 

   Ποικιλία κατιονικών λιπόφιλων  φθορισμοχρωμάτων έχουν χρησιμοποιηθεί 

για την ανίχνευση του δυναμικού των μιτοχονδρίων (Marchetti et al., 2002; 

Piascecka et al., 2003; Marchetti et al., 2004). Αυτά τα φθορισμοχρώματα  

έχουν την ιδιαιτερότητα να εισέρχονται στη μήτρα των μιτοχονδρίων των 

ζωντανών κυττάρων ως συνάρτηση της διαφοράς δυναμικού της 

μιτοχονδριακής μεμβράνης και η ένταση του φθορισμού που παρατηρείτε 

είναι ανάλογη του δυναμικού της. Η εφαρμογή αυτών των φορισμομετρικών 

μεθόδων στην κυτταρομετρία ροής επιτρέπει μια αναπαραγώγιμη μέτρηση 

του δυναμικού μετά την εκσπερμάτιση (Marchetti et al., 2004). Το δυναμικό 

των σπερματοζωαρίων των υπογόνιμων αντρών είναι σημαντικά πιο 

ελαττωμένο από αυτό των φυσιολογικών (Wang et al., 2003). 

   Η μετατόπιση της φωσφατιδυλοσερίνης και η μείωση του δυναμικού της 

μιτοχονδριακής μεμβράνης είναι δύο χαρακτηριστικά των αρχικών σταδίων 

απόπτωσης. Αυτές οι αλλαγές προάγουν άλλες εκδηλώσεις του 

προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου όπως η κατάτμηση του DNA (DNA 

fragmentation)(Agarwal A. et al., 2003). 

 

Β.4 ΚΑΤΑΤΜΗΣΗ ΤΟΥ DNA 

 

   Η κατάτμηση του DNA των σπερματοζωαρίων μπορεί να οφείλεται σε 

ανώμαλο πακετάρισμα της χρωματίνης κατά τη διάρκεια της 

σπερματογένεσης (Gorczyca W. et al., 1993; Manicardi GC et al., 1995), σε 
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αποτυχημένη απόπτωση πριν την εκσπερμάτιση (Sakkas D. et al., 1999; 

Sakkas D. et al., 2002) ή στην εκτεταμένη παραγωγή ενεργών ριζών 

οξυγόνου (ROS) κατά την εκσπερμάτιση (Lopes S. et al., 1998; Kodama H. et 

al., 1997; Moustafa MH. et al., 2004). Η ενεργοποίηση των ενδογενών 

ενδονουκλεασών που προκαλούν την εκτεταμένη καταστροφή του DNA, 

χαρακτηριστικό της απόπτωσης στα σωματικά κύτταρα, μπορεί να είναι 

υπεύθυνη για την μειωμένη λειτουργικότητα των γενετικών κυττάρων της 

αναπαραγωγικής δεξαμενής (Gorczyca W. et al., 1993). Για τον εντοπισμό της 

βλάβης του DNA χρησιμοποιείτε μια ποικιλία τεχνικών , όπως η SCSA 

(Sperm Chromatin Structure Assay), η Comet και η TUNEL (Terminal 

deoxynucleotidyl transference-mediated d UTP Nick-End Labeling) (Evenson 

DP et al., 2002). 

    Η έκταση του κατάτμησης του DNA είναι στενά συνδεδεμένη με την 

λειτουργικότητα του σπέρματος και την ανδρική υπογονιμότητα (Sakkas et al., 

1999; Erenpreiss et al., 2006). Σπερματοζωάρια με ανωμαλίες στο DNA τους 

μπορούν να γονιμοποιήσουν ένα ωάριο, να προκύψει ένα καλής ποιότητας 

έμβρυο αρχικού σταδίου και μετά ανάλογα με την έκταση της βλάβης του DNA 

αποτυγχάνει να δώσει επιτυχημένη κύηση (Ahmadi and Ng, 1999). 

 

Β.5 ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΟΥ ΥΠΟΔΟΧΕΑ FAS 

 

   Η απόπτωση των ορχικών γαμετικών κυττάρων λαμβάνει χώρα 

φυσιολογικά και συνεχώς καθ’ όλη τη διάρκεια ζωής. Ένας ακόμα 

παράγοντας που εμπλέκεται στην απόπτωση είναι η πρωτεΐνη της επιφάνειας 

των κυττάρων, FAS (Lee J. et al., 1997). Η FAS είναι μια πρωτείνη τύπου I 

που ανήκει στην οικογένεια των παραγόντων νέκρωσης όγκων (TNF) / 

υποδοχέων νευρικών αυξητικών παραγόντων (NGFR) και συμμετέχει στην 

απόπτωση (Suda et al., 1993; Krammer et al., 1994; Schulze-Osthoff et al., 

1994). Η σύνδεση του προσδέτη του FAS (FAS ligand) ή αντι-FAS 

αντισώματος σκοτώνει τα κύτταρα μέσω απόπτωσης (Suda et al., 1993). Ο 

υποδοχέας FAS έχει βρεθεί στο εκσπερματιζόμενο σπέρμα του ανθρώπου και 
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σχετίζεται αρνητικά με την συγκέντρωση του σπέρματος (Sakkas et al.,1999, 

2002). 

   Για την ανίχνευση της έκφρασης του FAS χρησιμοποιούνται τεχνικές όπως 

ανάλυση σε μικροσκόπιο φθορισμού και μη ειδικά αντι-FAS αντισώματα, 

δίνοντας όμως ψευδώς θετικά αποτελέσματα δυσκολεύοντας την διάκριση 

των διαφόρων υποπληθυσμών. Στις μέρες μας η έκφραση του υποδοχέα FAS 

στην επιφάνεια των σπερματοζωαρίων δεν αποτελεί αξιόπιστο δείκτη ώστε να 

χρησιμοποιείτε στην κλινική βιολογία. 

 

Β.6 ΣΩΜΑΤΙΑ Μ540 

 

   Πρόσφατα ανιχνεύθηκε στο σπέρμα η ύπαρξη στρογγυλών σωματίων 

περιβαλλόμενων από μεμβράνη, τα επίπεδα των οποίων ήταν αρκετά υψηλά 

σε δείγματα μειωμένης ποιότητας σπέρματος (Muratori et al., 2004) κυρίως σε 

όλιγοασθενοτερατοζωοσπερμικά (ΟΑΤ) δείγματα (Muratori et al., 2005). Τα 

σωμάτια αυτά ονομάστηκαν Μ540 λόγω της ακτινοβολούσας χρώσης με 

μεροκυανίνη 540 (M540: merocyanine 540). Τα σωμάτια Μ540 είναι λιπόφιλοι 

σχηματισμοί, ευαίσθητα στις αλλαγές της αρχιτεκτονικής της μεμβράνης όπως 

αυτές που συμβαίνουν κατά την απόπτωση των σωματικών κυττάρων (Aussel 

et al., 1993; Mower et al., 1994). Επειδή τα σωμάτια Μ540 χρωματίζονται 

γρήγορα με Μ540, η μεμβράνη τους πακετάρεται διαφορετικά από αυτή των 

φυσιολογικών κυττάρων (Muratori et al., 2004). Τα σωμάτια αυτά φαίνεται να 

είναι ετερογενή ευρήματα όσον αφορά το μέγεθος και  την πυκνότητα όπως 

φαίνεται από την παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο και την κατανομή τους 

σε κλάσματα διαβαθμισμένης συγκέντρωσης (Muratori et al., 2004). 

Επιπλέον, αρκετά από αυτά έχουν μέγεθος και πυκνότητα παρόμοια με την 

κεφαλή των σπερματοζωαρίων και δεν είναι εύκολη η άμεση διάκρισή τους 

(Muratori et al., 2005). 

   Η φύση των σωματιδίων αυτών δεν είναι πλήρως διευκρινισμένη, αλλά δεν 

περιέχουν DNA και μπορεί να είναι αποτέλεσμα του εκφυλισμού των 

σπερματοζωαρίων (Muratori et al., 2004). Πρόσφατα αναφέρθηκε ότι τα 

σωμάτια Μ540 είναι αποπτωτικά σωμάτια προερχόμενα από την απόπτωση 
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που πραγματοποιείτε στους όρχις (Muratori et al., 2004), καθώς διαθέτουν 

αποπτωτικά χαρακτηριστικά όπως ενεργότητα κασπάσης, p53 και FAS 

(Marchiani et al., 2007). Μέχρι τώρα, όλες οι αναλύσεις με κυτταρομετρία 

ροής για την κατάτμηση του DNA στα σπερματοζωάρια σε μη επεξεργασμένο 

δείγμα περιελάμβανε σωμάτια Μ540 και δεν είναι γνωστό πότε και πως η 

παρουσία τους επηρεάζει της μετρήσεις των παραμέτρων (Muratori et al., 

2004; Marchiani et al., 2007). 

 

Β.7  ΑΛΛΟΙ ΔΕΙΚΤΕΣ 

 

   Ένας παράγοντας ανεξάρτητος από την δράση των κασπασών που 

απελευθερώνεται από τα μιτοχόνδρια είναι ο παράγοντας επαγωγής της 

απόπτωσης (AIF, Apoptosis-Inducing Factor), ο οποίος μεταναστεύει στον 

πυρήνα όπου και συμμετέχει στην κατάτμηση του DNA (Susin et al., 1999; 

Daugas et al., 2000) και συμπύκνωση της χρωματίνης (Taylor et al., 2004). 

Για την ανίχνευση του AIF χρησιμοποιούνται συνήθως μονοκλωνικά 

αντισώματα παραγόμενα σε κουνέλια (Taylor et al., 2004). 

   Στον πυρήνα, το γονιδίωμα  περιέχει γονίδια τα οποία αντιγράφονται ως 

απάντηση στα αποπτωτικά ερεθίσματα. Για παράδειγμα, η πρωτεΐνη p53 δρα 

φυσιολογικά ως ρυθμιστής του κυτταρικού κύκλου και ως καταστολέας όγκου 

in vivo. Ακολουθώντας την βλάβη του DNA, το p53 επάγει την απόπτωση 

προωθώντας την αυξημένη ρύθμιση της έκφρασης των προ-αποπτωτικών 

γονιδίων Bax, με ταυτόχρονη μείωση της έκφρασης του Bcl-2, ενός 

ευαίσθητου ρυθμιστή-επαγωγέα της απόπτωσης (Selivanova and Wiman, 

1995). 

   Στο κυτταρόπλασμα, διάφορα ερεθίσματα, περιεχομένου την ενεργοποίηση 

του Bax της μιτοχονδριακής μεμβράνης, οδηγεί στην απελευθέρωση του 

κυττοχρώματος c (Gottlieb, 2001) στο κυτοσόλιο. Το κυττόχρωμα c προκαλεί 

έναν καταρράκτη γεγονότων τα οποία οδηγούν στην ενεργοποίηση της 

κασπάσης-3 (Garland and Halestrap, 1997; Chandra et al., 2002; Siskind et 

al., 2002). 
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Εικόνα 2: Σχηματική αναπαράσταση υποθετικών αποπτωτικών δεικτών που παρουσιάζονται 
στο εκσπερματιζόμενο σπέρμα υπογόνιμων ανδρών (Marchetti et al., 2005). 
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Γ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

   Έχει αναφερθεί σημαντική αρνητική συσχέτιση ανάμεσα στο ποσοστό των 

αποπτωτικών κυττάρων και τη βιωσιμότητα και την κινητικότητα των 

εκσπερματιζόμενων σπερματοζωαρίων (Marchetti et al., 2002; Shen et al., 

2002; Weng et al., 2002; Pena et al., 2003; Liu et al., 2004; Taylor et al., 

2004; Said et al., 2005). Αντίθετα η συσχέτιση μεταξύ μορφολογίας και 

απόπτωσης δεν έχει ακόμα χαρακτηριστεί (Aziz, N. et al., 2007). 

   Το ποσοστό των AN-/PI- σπερματοζωαρίων σχετίζεται θετικά με τις κλασικές 

παραμέτρους του σπέρματος και το δυναμικό της μιτοχονδριακής μεμβράνης 

(ΜΜΡ) και αρνητικά με την τεχνική TUNEL(+). Τα AN-/PI- σπερματοζωάρια 

διαθέτουν υψηλή κινητικότητα, μειωμένη ενεργότητα κασπασών, υψηλό ΜΜΡ 

και μειωμένο βαθμό κατάτμησης DNA (Paasch et al., 2005; Said et al., 2006) 

σε αντίθεση με τα AN-/PI+ σπερματοζωάρια (Hao-Bo Zhang et al., 2008), που 

φαίνεται να είναι είτε νεκρωτικά με αποδιοργανωμένη μεμβράνη που να 

αποκλείει πρόσδεση της ανεξίνης-V, είτε σε τελικά στάδια απόπτωσης (Ricci 

et al., 2002). Τα επίπεδα πρώιμων αποπτωτικών AN+/PI- και όψιμων 

αποπτωτικών AN+/PI+ σπερματοζωαρίων σχετίζονται αρνητικά με την 

κινητικότητα του σπέρματος (Ricci et al., 2002; Said et al., 2006; Hao-Bo 

Zhang et al., 2008). Υπάρχουν δύο κύριες υποθέσεις που εξηγούν την 

εξωτερίκευση της φωσφατυδιλοσερίνης όπως φαίνεται στη χρώση με Ανεξίνη-

V. Μπορεί να είναι ένα αρχικό γεγονός στην απόπτωση των 

σπερματοζωαρίων ή/και μια αντανάκλαση της ενεργοποίησης των 

σπερματοζωαρίων. Η ενεργοποίηση σχετίζεται με αύξηση των παραμέτρων 

κίνησης, ενώ η κινητικότητα μειώνεται στο αποπτωτικό σπέρμα (Hao-Bo 

Zhang et al., 2008). Έχει παρατηρηθεί αυξημένη βλάβη στην ουρά των 

σπερματοζωαρίων σε AN+ (αποπτωτικούς) υποπληθυσμούς (Aziz, N. et al., 

2007). Το ποσοστό των πρώιμων αποπτωτικών AN+/PI- σπερματοζωαρίων 

δεν σχετίζεται με το ποσοστό των TUNEL (+) σπερματοζωαρίων αλλά το 

ποσοστό των όψιμων αποπτωτικών AN+/PI+ σπερματοζωαρίων σχετίζεται 

θετικά με το ποσοστό των TUNEL (+) σπερματοζωαρίων. Αυτό μπορεί να 

εξηγηθεί από το γεγονός ότι η κατάτμηση του DNA λαμβάνει χώρα συνήθως 
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στα τελικά στάδια απόπτωσης από τη δράση των ενδονουκλεασών. Αυτή η 

συσχέτιση υποδηλώνει επίσης ότι τα AN+/PI+ σπερματοζωάρια είναι μάλλον 

αποπτωτικά κύτταρα παρά νεκρωτικά. Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν μια 

αποτυχημένη απόπτωση που συμβαίνει σε αρκετούς άντρες που έχουν 

μειωμένες παραμέτρους σπέρματος συγκριτικά με το φυσιολογικό (Hao-Bo 

Zhang et al., 2008). Παρότι είναι γνωστό ότι οι αλλαγές της φωσφολιπιδικής 

μεμβράνης γίνονται κατά την ενεργοποίηση και την έναρξη της ακροσωμικής 

αντίδρασης, χρειάζονται περισσότερες έρευνες ώστε να διευκρινιστεί πλήρως 

πότε τα αποτελέσματα πρόσδεσης της Ανεξίνης-V αποτελούν πραγματικές 

αποπτωτικές αλλαγές στα σπερματοζωάρια (Weng et al., 2002).  

   Οι Taylor et al. (2004) αναφέρουν ότι η καταλυτική ενεργότητα κασπασών 

είναι υψηλότερη σε κλάσματα χαμηλής κινητικότητας (δυσκινητικά και 

δυσμορφικά σπερματοζωάρια) συγκριτικά με τα κλάσματα υψηλής 

κινητικότητας. Η ενεργότητα κασπασών είναι υψηλότερη στο 

εκσπερματιζόμενο σπέρμα των υπογόνιμων ανδρών συγκριτικά με τους 

γόνιμους. Τα αυξημένα επίπεδα των ενεργοποιημένων κασπασών μπορεί να 

σχετίζονται με μειωμένη ποιότητα σπέρματος και μπορεί να αποτελούν 

πιθανό δείκτη υπογονιμότητας (Weng et al., 2002). Η παρουσία 

ενεργοποιημένων κασπασών εμφανίζει σημαντική συσχέτιση με μειωμένη 

κινητικότητα σπερματοζωαρίων σε υπογόνιμους άντρες (Weng et al., 2002; 

Marchetti et al., 2004). Σχετίζεται επίσης με μείωση της συγκέντρωσης των 

σπερματοζωαρίων και κακή μορφολογία (Wang et al., 2003). Η 

ενεργοποιημένη κασπάση-3 εντοπίζεται αποκλειστικά στην περιοχή του 

αυχένα των σπερματοζωαρίων, γεγονός που υποδηλώνει ότι η κασπασο-

εξαρτώμενη απόπτωση μπορεί να περιορίζεται στην περιοχή όπου 

εντοπίζονται τα μιτοχόνδρια και κατάλοιπα κυτταροπλασματικών σταγονιδίων 

σε μη φυσιολογικά και ανώριμα σπερματοζωάρια (Weng et al., 2002). Οι 

ενεργές μορφές των κασπασών-3, -7 και -9 περιορίζονται στα κλάσματα 

μειωμένης κινητικότητας υποδεικνύοντας πως μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

ως δείκτες  για σπέρμα μειωμένης ποιότητας. Σε αντίθεση με τον πιθανό ρόλο 

στην υπογονιμότητα ή/και τον κυτταρικό θάνατο, οι κασπάσες στο 

εκσπερματιζόμενο σπέρμα μπορεί να συμμετέχουν σε τροποποιητικές 

λειτουργίες κατά την ενεργοποίηση (capacittion) ή/και στην ακροσωμική 
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αντίδραση, ενισχύοντας την είσοδο του σπερματοζωαρίου στο ωάριο κατά την 

γονιμοποίηση ή/και επιτελώντας μια προ-γονιμοποιητική λειτουργία (Taylor et 

al., 2004). 

   Το δυναμικό της μιτιχονδριακής μεμβράνης (ΜΜΡ) θεωρείται καλός δείκτης 

κινητικότητας των σπερματοζωαρίων. Η βλάβη των μιτοχονδρίων μπορεί να 

προκαλέσει μείωση κινητικότητας (Marchetti et al., 2002; Cavallini et al., 2006; 

Hao-Bo Zhang et al., 2008) και να σχετίζεται με μειωμένη κινητικότητα 

σπερματοζωαρίων ασθενοζωοσπερμικών δειγμάτων (Hao-Bo Zhang et al., 

2008). Αντίθετα έχει αναφερθεί ότι το ΜΜΡ εμφανίζει θετική συσχέτιση με τη 

συγκέντρωση και τη μορφολογία του σπέρματος (Marchetti et al., 2002; Wang 

et al., 2003; Hao-Bo Zhang et al., 2008). Οι Marchetti et al. βρήκαν ότι ο 

καθορισμός του ΜΜΡ αποτελεί το πιο ευαίσθητο τεστ για την εκτίμηση της 

ποιότητας του σπέρματος. Το ΜΜΡ σχετίζεται αρνητικά με το ποσοστό των 

TUNEL (+) σπερματοζωαρίων. Το εύρημα αυτό συσχετίζει την ανδρική 

υπογονιμότητα με τις μιτοχονδριακές μεταβολές που παρατηρούνται κατά την 

απόπτωση (Hao-Bo Zhang et al., 2008).  

   Υπάρχει μια ισχυρή συσχέτιση ανάμεσα σε βλάβες DNA ώριμων 

σπερματοζωαρίων και σε μειωμένες παραμέτρους σπέρματος (Sun et al., 

1997; Lopes et al., 1998; Irvine et al., 2000). Η τεχνική TUNEL είναι αυτή που 

κυρίως εφαρμόζεται για την ανίχνευση των κατατμήσεων του DNA. Δείγματα 

σπέρματος με χαμηλή συγκέντρωση και κακή μορφολογία είναι περισσότερο 

πιθανό να είναι TUNEL(+) σε μεγάλο ποσοστό (Sakkas et al., 2002). Οι Shen, 

H.M. et al.(2002) στην έρευνά τους αναφέρουν ότι οι αποπτωτικές αλλαγές 

στα σπερματοζωάρια, που ανιχνεύονται με την τεχνική TUNEL, σχετίζονται με 

ποικίλους ανώμαλους μορφολογικούς τύπους που αφορούν βλάβες στην 

κεφαλή, τον αυχένα και την ουρά των σπερματοζωαρίων. Στην ίδια έρευνα 

αναφέρεται ότι μόνο η απόπτωση τελικής φάσης που ανιχνεύεται μετά από 

χρώση με Ανεξίνη-V ή με TUNEL συσχετίζεται με τις παραμέτρους του 

σπέρματος, ενώ τα αρχικά στάδια απόπτωσης όχι. Έχει αναφερθεί ότι οι 

ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS: Reactive Oxygen Species) αυξάνουν τη σχάση 

DNA ανθρώπινων σπερματοζωαρίων (Aitken et al., 1998; Lopes et al., 1998). 

Κάποιες έρευνες έδειξαν ότι δεν υπάρχει συσχέτιση μεταξύ κατάτμησης DNA 

και απόπτωσης (AN+ σπερματοζωάρια), που όμως μπορεί να οφείλεται στο 
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ότι η εξωτερίκευση της PS στη εξωτερική πλευρά της μεμβράνης και η 

κατάτμηση του DNA πραγματοποιούνται σε διαφορετικά στάδια (Oosterhuis et 

al., 2000; Varum et al., 2007). Πρέπει να σημειωθεί όμως ότι η κατάτμηση του 

DNA δεν αποτελεί πάντα αποπτωτικό δείκτη σε δείγματα εκσπερματιζόμενου 

σπέρματος αλλά μπορεί να σχετίζεται με τη διαδικασία πακεταρίσματος της 

χρωματίνης και την αντικατάσταση των ιστονών από πρωταμίνες κατά τη 

διάρκεια της σπερμιογένεσης (Sakkas et al., 2002). 

   Ο αριθμός των σπερματοζωαρίων που εκφράζουν τον FAS είναι χαμηλός 

σε άνδρες με φυσιολογικό αριθμό σπερματοζωαρίων, αλλά είναι αυξημένος 

σε άνδρες με μη φυσιολογικές παραμέτρους σπέρματος (Sakkas et al., 1999). 

Δείγματα σπέρματος με χαμηλή συγκέντρωση και κακή μορφολογία είναι 

περισσότερο πιθανό να εκφράζουν FAS και p53 (Sakkas et al., 2002). Άντρες 

με μη φυσιολογικές παραμέτρους σπέρματος εκφράζουν τον FAS και το p53 

σε υψηλά επίπεδα στα εκσπερματιζόμενα σπερματοζωάρια (Sakkas et al., 

1999; Sakkas et al., 2002), ωστόσο η έκφραση του Bcl-x δεν ακολουθεί το ίδιο 

μοτίβο (Sakkas et al., 2002). FAS(+) σπερματοζωάρια εμφανίζονται λόγω 

αποτυχημένης ενεργοποίησης του επαγόμενου από το FAS μονοπατιού 

απόπτωσης. Το πρόβλημα αυτό μπορεί να είναι ιδιοπαθές για κάποιους 

ασθενείς ή μπορεί να οφείλεται σε έλλειψη συγχρονισμού μεταξύ απόπτωσης 

και σπερματογένεσης. Στην περίπτωση αυτή, ενώ έχει ξεκινήσει η απόπτωση 

τα σπερματοζωάρια συνεχίζουν τη σπερματογένεση και αποτυγχάνουν να 

ολοκληρώσουν την απόπτωση (Sakkas et al., 1999). Αυτό εξηγεί γιατί 

ασθενείς με μη φυσιολογικές παραμέτρους σπέρματος διαθέτουν υψηλό 

ποσοστό σπερματοζωαρίων που εμφανίζουν σημεία ανολοκλήρωτης 

σπερμιογένεσης, όπως κατάτμηση του DNA (Gorczyca et al., 1993) κ.α.  

   Τα σωμάτια Μ540 μπορεί να αποτελούν αποπτωτικά σωμάτια προερχόμενα 

από αποτυχημένη ορχική απόπτωση. Ωστόσο τα αποπτωτικά σωμάτια 

μπορεί να προέρχονται από άλλους τύπους κυττάρων του γενετικού 

συστήματος που υφίστανται απόπτωση, όπως επιθηλιακά κύτταρα της 

επιδιδυμίδας ή της εκφορητικής οδού. Εφαρμογή της μεθόδου TUNEL σε 

συνδυασμό με χρώση PI (Propidium Iodide) επιτρέπει τη διάκριση μεταξύ των 

σωματίων Μ540 και των σπερματοζωαρίων (Muratori et al., 2008). Υψηλά 
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επίπεδα σωματίων Μ540 έχουν βρεθεί σε ασθενοτερατοζωοσπερμικά (ΑΤ) 

και ολιγοασθενοτερατοζωοσπερικά (ΟΑΤ) δείγματα (Marchiani et al., 2007). 

   Σε μη αποπτωτικά δείγματα σπέρματος το ποσοστό των σπερματοζωαρίων 

με βλάβες στην ουρά είναι μέτριο, ενώ το ποσοστό αυτό είναι σημαντικά 

αυξημένο σε δείγματα αποπτωτικών σπερματοζωαρίων. Ενδιάμεσο ποσοστό 

σπερματοζωαρίων με οριακή μορφολογία και σπερματοζωάρια με άμορφες 

κεφαλές παρατηρήθηκε σε αποπτωτικά και μη αποπτωτικά δείγματα 

σπερματοζωαρίων. Σε μη αποπτωτικούς υποπλυθησμούς το ποσοστό 

κινητικότητας ήταν σημαντικά υψηλό συγκριτικά με αποπτωτικά δείγματα 

σπερματοζωαρίων. Δείγματα σπερματοζωαρίων με ενεργοποιημένη 

κασπάση-3 παρουσιάζουν σημαντική αρνητική συσχέτιση με δείγματα 

σπερματοζωαρίων φυσιολογικής μορφολογίας και σημαντική θετική 

συσχέτιση με σπερματοζωάρια με ακροσωμικές βλάβες, κυτταροπλασματικά 

σταγονίδια και βλάβες αυχένα και ουράς. Το ποσοστό των κινητών 

σπερματοζωαρίων εμφανίζει αρνητική συσχέτιση με το ποσοστό των 

σπερματικών κυττάρων με ενεργοποιημένη κασπάση-3 (Aziz, N. et al., 2007). 

Η θετική συσχέτιση μεταξύ της συγκέντρωσης ή του συνολικού αριθμού των 

σπερματοζωαρίων και των δεικτών απόπτωσης μπορεί να εξηγηθεί, σε 

μερικές περιπτώσεις, από τη θεωρία της αποτυχημένης απόπτωσης. Τα 

κύτταρα που προορίζονται να υποστούν απόπτωση μπορεί να διαφύγουν του 

μηχανισμού εκκαθάρισης κατά την σπερματογένεση και η παρουσία τους 

στην εκσπερμάτιση συμβάλλει στη μειωμένη ποιότητα σπέρματος (Shen, 

H.M. et al., 2002). 

   Τα ποσοστά απόπτωσης στο ανθρώπινο εκσπερματιζόμενο σπέρμα μπορεί 

να σχετίζονται με τα επίπεδα γονιμοποίησης μετά από IVF ή ICSI (Sun et al., 

1997; Levy et al., 2001; Wang et al., 2002). Σε μελέτες που ερευνάται η 

επίδραση της κατάτμησης του DNA των σπερματοζωαρίων στην 

αναπαραγωγή, η επικρατούσα άποψη είναι ότι σπερματοζωάρια με 

κερματισμένο DNA, ακόμα και αν διατηρούν την ικανότητα να γονιμοποιούν το 

ωάριο (Ahmadi and Ng, 1999), επηρεάζονται τα μετέπειτα στάδια με 

αποτέλεσμα αυξημένη αποτυχία στην ανάπτυξη του εμβρύου και αποβολές 

(Agarwal and Allamaneni, 2004; Lewis and Aitken, 2005; Li et al., 2006). Η 

εκτίμηση της απόπτωσης στο σπέρμα μπορεί τελικά να χρησιμοποιηθεί σαν 
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προγνωστικό τεστ και σε συνδυασμό με την ανάλυση του σπέρματος για την 

πρόβλεψη της ανδρικής υπογονιμότητας (Chen et al., 2006). Οι Marchetti et 

al. (2004) αναφέρουν ότι το ποσοστό των σπερματοζωαρίων που εμφανίζουν 

ενεργότητα κασπασών είναι αντιστρόφως ανάλογο με το ποσοστό 

γονιμοποίησης μετά από IVF. Οι ίδιοι αναφέρουν πως πρέπει ωστόσο να 

διερευνηθεί αν η ανίχνευση ενεργότητας κασπασών στα σπερματοζωάρια 

μπορεί να βελτιώσει τα κριτήρια για την επιλογή των σπερματοζωαρίων για 

IVF. Είναι πιθανό οι αποπτωτικοί δείκτες, όπως η κατάτμηση του DNA, η 

μεταβολές του MMP και η ενεργότητα κασπασών, να προσφέρουν 

περισσότερο ευαίσθητη πληροφόρηση από αυτή του σπερμοδιαγράμματος 

επιτρέποντας έτσι καλύτερη πρόγνωση για το αποτέλεσμα της IVF (Marchetti 

et al., 2005). Συνοπτικά μπορούμε να πούμε ότι όλοι οι αποπτωτικοί δείκτες 

που αναφέρθηκαν παραπάνω σηματοδοτούν την απόπτωση αλλά κανείς από 

μόνος του δεν οδηγεί τα σπερματοζωάρια σε θάνατο. Λειτουργούν 

συνεργιστικά επάγοντας έναν καταρράκτη από γεγονότα. Για παράδειγμα : 

 Η εξωτερίκευση της PS επηρεάζει την ενεργοποίηση (capacitation) των 

σπερματοζωαρίων (De Vries et al., 2003), 

 Οι κασπάσες εμπλέκονται εξίσου στη διαδικασία της διαφοροποίησης και 

της κυτταροπλασματικής ωρίμανσης των σπερματοζωαρίων (Marchetti et 

al., 2005), 

 Η κατάτμηση του DNA μπορεί να αποτελεί απόδειξη μη ολοκληρωμένης 

ωρίμανσης κατά τη διάρκεια της σπερμιογένεσης (Sakkas et al., 1999), 

 Οι λειτουρργικές μεταβολές των μιτιχονδρίων έχουν συσχετιστεί με την 

ανδρική υπογονιμότητα ανεξάρτητα από την απόπτωση (Bourgeron et al., 

2000), 

 Τέλος, ο υποδοχέας FAS δεν μεταδίδει μόνο το σήμα για απόπτωση.  
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