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Περίληψη 
 
Η βιολογία του ωοθηκικού αυξητικού παράγοντα GDF9 (Growth Differentiation Factor 
9), παρουσιάζει πρόσφορο έδαφος έρευνας καθώς διαθέτει πολύπλευρο 
αναπτυξιακό και αναπαραγωγικό δυναμικό.  Απαραίτητο βιολογικό υπόστρωμα 
αποτέλεσε η διαθεσιμότητα ωοθηκικού ιστού γυναικών που υποβάλλονται σε ολική 
υστερεκτομή μετά των εξαρτημάτων, προκειμένου να αξιολογηθεί η σχέση των 
επιπέδων έκφρασης του GDF9 mRNA με την εμμηνόπαυση και την ηλικία γυναικών 
άνω των 40 ετών. Για το σκοπό αυτό ολικό RNA ιστού ομογενοποιείται, μετατρέπεται 
σε συμπληρωματικό DNA (cDNA) και επεκτείνεται με ειδικά ζεύγη εκκινητών GDF9 με 
μεθοδολογία ποσοτικής PCR (Real- Time PCR). Για την αξιοπιστία των μετρήσεων 
επεκτείνεται παράλληλα με τον ειδικό δείκτη ωοθηκικής λειτουργικότητας GDF9 
mRNA και ο γενικός δείκτης ιστικής ζωτικότητας GAPDH mRNA, ως μάρτυρας, και τα 
αποτελέσματα εκφράζονται ως λόγος του ειδικού προς το γενικό δείκτη (GDF9 
mRNA/GAPDH mRNA) κάθε ιστού. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων 15 συνολικά 
περιστατικών έδειξε ότι ο λόγος GDF9 mRNA/GAPDH mRNA παραμένει σταθερός και 
αμετάβλητος, είναι ανεξάρτητος και δεν επηρεάζεται από την κατάσταση της 
εμμηνόπαυσης και την ηλικία των γυναικών μετά τα 40 έτη. Τα μέχρι στιγμής 
αποτελέσματα του μικρού σχετικά δείγματος περιστατικών που μελετήθηκαν, 
δείχνουν ότι η GDF9 mRNA-εξαρτώμενη λειτουργικότητα της ωοθήκης είναι 
ανεξάρτητη και δεν επηρεάζεται από την εμμηνόπαυση και την ηλικία μετά τα 40 έτη 
και υποστηρίζουν την υπόθεση ότι στην ομάδα των γυναικών που μελετήθηκε, ο 
ωοθηκικός ιστός βρίσκεται σε κατάσταση λειτουργικής ετοιμότητας. Φαίνεται 
συνεπώς ότι η βιολογία του θήλεος αναπαραγωγικού συστήματος δεν διαφέρει 
ιδιαίτερα από τη γενικότερη βιολογία του άρρενος αναπαραγωγικού συστήματος της 
αντίστοιχης ηλικιακής ομάδας.   
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 

1. Growth Differentiation Factor (GDF9) 

        O αυξητικός παράγοντας διαφοροποίησης GDF9 είναι μέλος της 
υπεροικογένειας TGF-β (Transforming Growth Factor superfamily), που εμφανίζει 
μεγάλη ιστοειδική κατανομή και ποικίλες αναπτυξιακές και αναπαραγωγικές 
δράσεις. Ο GDF9 απαιτείται στην ωοθυλακική ανάπτυξη μετά το πρώιμο ωοθυλακικό 
στάδιο τρωκτικών και ανθρώπου και διαδραματίζει κεντρικό ρόλο στο σχηματισμό 
του αρχέγονου ωοθυλακίου προβάτων, βοοειδών και χάμστερ (Aaltonen et al. 1999, 
Bodensteiner et al. 2000, Dong et al. 1996, Wang & Roy 2004). GDF9 mRNA 
εκφράζεται σε ωοκύτταρα και άλλους ιστούς (Fitzpatrick et al. 1998). 
 
 

2. Υπεροικογένεια TGF-β (superfamily) 

        Η υπεροικογένεια των TGF-β είναι μια δομικά συντηρημένη πολύ-λειτουργική 
ομάδα πρωτεϊνών, που αριθμεί 35 τουλάχιστον μέλη στα σπονδυλωτά. Οι πρωτεΐνες 
TGF είναι ευρέως κατανεμημένες στο σώμα, λειτουργούν ως εξωκυτταρικοί 
σύνδεσμοι και συμμετέχουν σε ευρύ φάσμα φυσιολογικών διαδικασιών (Massague & 
Wotton 2000). Κοινό χαρακτηριστικό των μελών της υπεροικογένειας είναι  η ομο- ή 
ετερο-διμερής κατανομή των βιολογικά ενεργών δομών τους, μέσω των οποίων 
αλληλεπιδρούν με διασπασμένες (cleaved) καρβοξυτελικές περιοχές μεγαλύτερων 
προ-προπρωτεϊνών. 
        Τα μέλη της υπεροικογένειας, ταξινομούνται σε υποοικογένειες όπως: η TGF-β 
υποοικογένεια που περιλαμβάνει τις TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3, οι Βone Μorphogenetic 
Proteins (BMP) με 20 τουλάχιστον μέλη, οι Growth and Differentiation Factors (GDF), 
οι activin/ inhibin που συμπεριλαμβάνει τις activin A, AB, B, inhibins A, B, η 
υποοικογένεια των νευροτροφικών παραγόντων κυττάρων γλοίας (GDNF) που 
περιλαμβάνει τους GDNF, artemin και neuturin, καθώς και πολλά άλλα μέλη όπως οι 
anti-Müllerian ορμόνη και nodal (Knight & Glister 2006). 
 
 

3. Δομή γονιδίου και πρωτεΐνης GDF9 

         Η καρβοξυτελική (–COOH) περιοχή της πρωτεΐνης GDF9 έχει 21-34% ομολογία 
με τα άλλα μέλη της υπεροικογένειας TGF-β και καμία ομολογία στην προ-περιοχή 
(Fitzpatrick et al. 1998). Το γονίδιο που κωδικοποιεί τον παράγοντα GDF9 εδράζεται 
στον μακρύ βραχίονα του 5ου χρωμοσώματος στην θέση 5q31.1 και πιο συγκεκριμένα 
βρίσκεται μεταξύ των ζευγών βάσεων 132,196,877 έως 132,200,476 (εικόνα 1). 
Αποτελείται από δύο εσώνια και δύο εξώνια και το ώριμο μετάγραφό του 
κωδικοποιεί προ-πρωτεΐνη με σηματοδοτικό πεπτίδιο, προ-περιοχή και ώριμο 
πεπτίδιο (εικόνα 2). Το σηματοδοτικό πεπτίδιο κωδικοποιείται από το πρώτο εξώνιο, 
η προπεριοχή από στοιχεία και των δύο εξωνίων και το ώριμο πεπτίδιο από το 
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δεύτερο εξώνιο. Η προ-πρωτεΐνη παραμένει σε λανθάνουσα κατάσταση όσο η προ-
περιοχή παραμένει σε σύμπλεγμα με την ώριμη περιοχή (Wakefield et al. 1989, Gray 
et al. 1990). Η προ-περιοχή είναι απαραίτητη για ενδοκυτταρικό διμερισμό και 
έκκριση ενός βιολογικά ενεργού ομο-διμερούς της ώριμης περιοχής (Gray et al. 
1990). Το ομο-διμερές προσδένεται και ενεργοποιεί υποδοχείς της υπεροικογένειας 
των διαμεμβρανικών υποδοχέων με δράση σερίνης/ θρεονίνης σε κύτταρα στόχους 
(Dijke et al. 1994). Η βιολογική δράση του αυξητικού παράγοντα GDF9 εξαρτάται από 
την μετα-πρωτεολυτική ικανότητα σχηματισμού ομοδιμερών ή ετεροδιμερών 
(Massagué et al. 1994, Liao et al. 2003, Liao et al. 2004 25-27). Η πρωτεΐνη GDF9 
ρυθμίζει την μίτωση των κοκκωδών κυττάρων δια μέσου των Smad-εξαρτώμενων και 
Smad-μη εξαρτώμενων σηματοδοτικών μονοπατιών (Huang et al., 2009). Στα 
ανθρώπινα ωχρινοποιημένα κοκκώδη κύτταρα, η GDF9 αυξάνει την έκφραση mRNA 
κυκλίνης D1 και E, καθώς και τη σύνθεση και φωσφορυλίωση κυκλίνης D1 και Rb.  
 
 

 
 
Εικόνα 1: Απεικόνιση της θέσης που εδράζεται το DGF9 γονίδιο στο 5ο χρωμόσωμα. 
 
 
 
 
 
 

 
 
Εικόνα 2: Σχηματική απεικόνιση των BMP15 και GDF9 μορίων. 
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4. Σε ποιους ιστούς εκφράζεται το GDF9 mRNA 

        Η πρωτεΐνη GDF9 εκφράζεται στα ανθρώπινα ωοκύτταρα κατά την διάρκεια της 
ωοθυλακιογένεσης (Shimasaki et al. 2004, Laitinen et al. 1998, Dube et al. 1998, 
McGrath et al. 1995  20,22-24) επηρεάζοντας πιθανόν τη γονιμότητα (Endocrinology 
139: 2571–2578, 1998). Το GDF9 mRNA εκφράζεται επίσης στους όρχεις, την 
υπόφυση, τη μήτρα και τον μυελό των οστών, με άγνωστη μέχρι στιγμής σημασία.  
        Σε όρχεις ποντικών το GDF9 mRNA εκφράζεται σε δύο τύπους γεννητικών 
κυττάρων: στα μεγάλα σπερματοκύτταρα, που βρίσκονται στο τελευταίο στάδιο 
παχυταινίας στη πρόφαση της μείωσης Ι και στις ανώριμες κυκλικές σπερματίδες. 
Πιθανόν δρα ως παρακρινής αυξητικός παράγοντας ρυθμίζοντας την ανάπτυξη και 
διαφοροποίηση γεννητικών κυττάρων ή κυττάρων Sertoli (Fitzpatrick et al. 1998).   
Στην ωοθήκη το GDF9 mRNA μεταγράφεται στα πρωτογενή ωοθυλάκια, αλλά όχι στα 
αρχέγονα. Η παρουσία του αυξητικού παράγοντα στα ωοθυλάκια δείχνει ότι είναι 
απαραίτητος στην ωοθυλακιογένεση και γονιμότητα (Fitzpatrick et al. 1998), 
ρυθμίζοντας πιθανόν την ανάπτυξη και διαφοροποίηση των κοκκωδών κυττάρων και 
των κυττάρων θήκης (Dong et al. 1996, Gosden 1996). 
 
 
 

5. Εκφραση και ρόλος GDF9 από την ωοθυλακιογένεση μέχρι την ωορρηξία 

5 α. Αρχική έκκριση από το ωοκύτταρο 

        Τρία μέλη της υπεροικογένειας των TGF-β, οι GDF9, BMP15 (γνωστό και ως 
GDF9B) και BMP6, εκφράζονται επιλεκτικά στα αρχικά στάδια των ωοθυλακίων: 
πρωτογενή ωοθυλάκια τρωκτικών και αρχέγονα ωοθυλάκια προβάτων και αγελάδων 
(McGrath et al. 1995, Jaatinen et al. 1999, Bodensteiner et al. 1999, Elvin et al. 2000, 
McNatty et al. 2001). Οι υποδοχείς τύπου-Ι και -ΙΙ των πρωτεϊνών αυτών, εκφράζονται 
στα αρχικά στάδια του ωοθυλακίου από προ-κοκκώδη και κοκκώδη κύτταρα, που 
είναι πιθανοί στόχοι παρακρινούς σηματοδότησης. Ποντίκια με null μεταλλαγές στο 
γονίδιο GDF9 είναι υπογόνιμα με αδρανή ωοθυλακική ανάπτυξη στα αρχικά στάδια 
(Dong et al. 1996, Carabatsos et al. 1998), γεγονός που υποδηλώνει ότι η GDF9 είναι 
απαραίτητη για περεταίρω ωοθυλακική εξέλιξη. Αγωγή σε αρουραίους με GDF9 in 
vivo (Vitt et al. 2000b) ή in vitro (Nilsson & Skinner 2002) προήγαγε την εξέλιξη των 
πρωτογενών ωοθυλακίων από το αρχικό στο τελικό στάδιο. Παρ’ όλα αυτά δεν είναι 
σαφές αν ο GDF9 επηρεάζει την μετάβαση από το αρχέγονο στο πρωτογενές στάδιο. 
Σε GDF9 knockout ποντίκια παρατηρήθηκαν αδρανή ωοθυλάκια με ανώμαλα 
κοκκώδη κύτταρα και αυξημένη έκφραση KL (Kit Ligand), που αυξάνει την 
στρατολόγηση κυττάρων θήκης από περιβάλλοντα κύτταρα στρώματος (Parrot & 
Skinner 2000) και συμμετέχει στην πρώιμη ανάπτυξη του ωοκυττάρου (Manova et al. 
1993). Η αποτυχία απόκτησης στρώματος θήκης (theca layer), συνδέεται με 
παρακρινή δράση του GDF9 στα περιβάλλοντα σωματικά κύτταρα (Dong et al. 1996, 
Carabatsos et al. 1998, Elvin et al. 1999). Στα υπογόνιμα αυτά ποντίκια, η ανάπτυξη 
του ωοκυττάρου και  ο σχηματισμός διάφανης ζώνης συνεχίζει φυσιολογικά, ενώ 
διαταράσσονται άλλες πλευρές της ωοκυτταρικής διαφοροποίησης. Μεταλλαγές του 
γονιδίου GDF9 προβάτου επηρεάζουν τη γονιμότητα (Galloway et al. 2000, McNatty 
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et al. 2005), πιθανά λόγω μειωμένης παραγωγής ώριμης πρωτεΐνης ή ανεπαρκούς 
σύνδεσή της σε υποδοχείς κυτταρικής μεμβράνης. Προβατίνες ετεροζυγώτες στις 
μεταλλάξεις αυτές, έχουν αυξημένο αριθμό ωορρηξιών, ενώ ομοζυγώτες είναι 
υπογόνιμες. Επιπρόσθετα, ωοθυλάκια ωοθηκών ομοζυγωτών δεν αναπτύσσονται 
πέρα από το πρωτογενές στάδιο (Juengel et al. 2002, McNatty et al. 2005). Συνεπώς, 
η πρωτεΐνη GDF9 έχει σημαντικές δράσεις στα ωοθυλακικά σωματικά κύτταρα 
(προκοκκώδη και/ή κοκκώδη κύτταρα) των αρχέγονων και/ή των πρωτογενών 
ωοθυλακίων που είναι απαραίτητα για οποιαδήποτε ωοθυλακική πρόοδο. 
 
 

5 β. Πρόοδος ωοθυλακίων από το πρωτογενές στο αρχόμενο κοιλοτικό στάδιο 

        Η ανάπτυξη των πρωτογενών ωοθυλακίων στο τελευταίο 
προκοιλοτικό/αρχόμενο κοιλοτικό στάδιο περιλαμβάνει ωοκυτταρική μεγέθυνση, 
σχηματισμό διάφανης ζώνης, εκτενή πολλαπλασιασμό κοκκωδών κυττάρων για 
σχηματισμό πολύστιβου ιστού, σχηματισμό βασικής μεμβράνης, συμπύκνωση 
κυττάρων στρώματος γύρω από τη βασική μεμβράνη ώστε να σχηματίσουν κλειστή 
στιβάδα θήκης και κοιλοτήτες που σταδιακά ενώνονται στη μοναδική κοιλότητα του 
άντρου. Υπάρχουν διαφορές μεταξύ των ειδών ως προς τη χρονική στιγμή της 
διαδικασίας. Για παράδειγμα τα ωοθυλάκια των τρωκτικών αποκτούν καλά 
καθορισμένη στιβάδα θήκης πολύ πριν από τα ωοθυλάκια των μηρυκαστικών και των 
πρωτευόντων. Επίσης στα τρωκτικά, η εξάρτηση των ωοθυλακίων από τις 
γοναδοτροφίνες συμβαίνει στο τελευταίο προκοιλοτικό στάδιο, ενώ στα μηρυκαστικά 
και τα πρωτεύοντα καθυστερεί μέχρι τα μέσα του κοιλοτικού σταδίου. Θεωρείται ότι 
ο ρόλος των γοναδοτροφινών στη πρόοδο του αρχόμενου κοιλοτικού ωοθυλακίου 
είναι περισσότερο ευνοϊκός παρά απαραίτητος (e.g. Dufour et al. 1979, Cortvrindt et 
al. 1997). Φαίνεται ότι τοπικοί κυρίως παράγοντες όπως, GDF9 και BMP15 που 
προέρχονται από το ωοκύτταρο, activins που προέρχονται από κοκκώδη κύτταρα, 
BMP4 και ΒΜΡ7 που προέρχονται από κύτταρα θήκης και TGF-β που προέρχεται από 
κοκκώδη κύτταρα και κύτταρα θήκης, ρυθμίζουν την μετάβαση του ωοθυλακίου από 
το πρωτογενές στο δευτερογενές στάδιο και ως επακόλουθο την ωοθυλακική 
ανάπτυξη στο τελευταίο προκοιλοτικό/αρχόμενο κοιλοτικό στάδιο (εικόνα 3) 
(McNatty et al. 1999, Erickson & Shimasaki 2003, Drummond et al. 2003, Bristol & 
Woodruff 2004).  
        Έκθεση ωοθηκικού ιστού τρωκτικών (Hayashi et al. 1999, Nilsson & Skinner 2002, 
2003, Wang & Roy 2004) και ανθρώπων σε πρωτεΐνη GDF9 in vitro, προήγαγε την 
εξέλιξη του πρωτογενούς ωοθυλακίου. Αντίστροφα, η ωοθυλακική ανάπτυξη μετά το 
πρωτογενές στάδιο δεν συμβαίνει ούτε στα GDF9 null ποντίκια (Dong et al. 1996), 
ούτε σε προβατίνες ομοζυγώτες για μεταλλαγές που αδρανοποιούν το γονίδιο GDF9 
(Hanrahan et al. 2004), ούτε σε προβατίνες ανοσοποιημένες (actively immunized) σε 
GDF-9 (Juengel et al. 2002). Ο ρόλος συνεπώς του GDF9 φαίνεται υποχρεωτικός 
(Knight & Glister 2006). Επίσης έρευνες δείχνουν ότι ο GDF9 φαίνεται να προάγει την 
ωοθυλακική επιβίωση, κατά τη μετάβαση του ωοθυλακίου στο κοιλοτικό στάδιο, 
καταστέλλοντας την απόπτωση των κοκκωδών κυττάρων και την ατρησία των 
ωοθυλακίων (Orisaka et al., 2006). Αυτό μπορεί να επιτευχθεί εν μέρει με διέγερση 
της έκφρασης των ωοθυλακικών υποδοχέων της FSH (FSHR) από GDF9, καθώς είναι 
απαραίτητη η επάρκεια των επιπέδων FSHR στα κοκκώδη κύτταρα για FSH-
εξαρτώμενη κοιλοτική ωοθυλακική ανάπτυξη (Otsuka et al. 2011). 
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        Σύμφωνα με in vivo μελέτη, ο αυξητικός παράγοντας GDF9 έχει κεντρικό ρόλο 
στον έλεγχο των λειτουργιών των κυττάρων θήκης, καθώς ενδοπεριτοναϊκές εγχύσεις 
GDF9 σε ανώριμους αρουραίους προήγαγε την εξέλιξη αρχέγονων και πρωτογενών 
ωοθυλακίων σε μικρά προκοιλοτικά ωοθυλάκια και προκάλεσε αύξηση της έκφρασης 
του δείκτη CYP17 στα κύτταρα θήκης (Vitt et al., 2000b). Ο GDF9 διεγείρει την 
παραγωγή τεστοστερόνης σε καλλιέργειες προκοιλοτικών ωοθυλακίων αρουραίων. 
Δεδομένου ότι ο ανταγωνιστής του υποδοχέα ανδρογόνων flutamide μπλοκάρει την 
GDF9-υποκινούμενη προκοιλοτική ανάπτυξη, προτάθηκε ότι ο GDF9 επιδρά στα 
κύτταρα θήκης όπως και στα κοκκώδη κύτταρα επάγοντας την ανάπτυξη των 
προκοιλοτικών ωοθυλακίων σε αρχόμενο κοιλοτικό στάδιο (Orisaka et al., 2009). 
 

 
Εικόνα 3: Έκκριση GDF9 και BMP15 από το ωοκύτταρο, Αctivins από τα κοκκώδη 
κύτταρα, BMP4 και ΒΜΡ7 από τα κύτταρα θήκης. 
 
 

5 γ. Ανάπτυξη κοιλοτικού ωοθυλακίου και μηχανισμός επιλογής ωοθυλακίων 

        Η ωοθυλακική εξέλιξη κατά το κοιλοτικό στάδιο ανάπτυξης χαρακτηρίζεται από 
συνεχή πολλαπλασιασμό κοκκωδών κυττάρων και κυττάρων θήκης, αύξηση 
αιμοφόρων αγγείων θήκης και περαιτέρω μεγέθυνση της διαμέτρου και του όγκου 
του ωοκυττάρου. Το αυξανόμενο μέγεθος του ωοθυλακίου και η ιστοειδική του 
πολυπλοκότητα επιβάλουν περιορισμούς στη μεταφορά των μορίων σηματοδότησης 
που εκκρίνονται μεταξύ των κυττάρων σε διαφορετικά ενδοωοθυλακικά 
διαμερίσματα με διάχυση. Διαφορετικοί ωοθυλακικοί κυτταρικοί τύποι πιθανώς 
εκτίθενται σε διαφορετικά μίγματα/cocktails σηματοδοτικών μορίων που εξαρτώνται 
από την σχετική θέση τους (Knight & Glister 2006). 
        Όπως αναφέρθηκε, η FSH μπορεί να επηρεάσει την ανάπτυξη προκοιλοτικών 
ωοθυλακίων. Αντίθετα η αύξηση του ωοθυλακίου πέρα από το τελευταίο 
προκοιλοτικό/αρχόμενο κοιλοτικό στάδιο (που ποικίλει μεταξύ των ειδών) 
συνοδεύεται από αυξημένη εξάρτηση σε FSH. Ωοκυτταρικοί GDF9, BMP15 και ΒΜΡ6 
τρωκτικών προάγουν τον πολλαπλασιασμό των κοκκωδών κυττάρων και την FSH-
εξαρτώμενη ωοθυλακική λειτουργία με παρακρινή ρύθμιση. Διαφορετική έκθεση 
στους παράγοντες αυτούς μπορεί να επηρεάσει την ευαισθησία ορισμένων 
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ωοθυλακίων στην FSH, επιλέγοντάς τα ως κυρίαρχα ωοθυλάκια που συνεχίζουν να 
αυξάνουν σε προωοθυλακιορρηκτικό στάδιο.  
        Εκτός του καλά καταγεγραμμένου ρόλο τους στην πρώιμη ωοθυλακική 
ανάπτυξη, οι BMPs και ο αυξητικός παράγοντας GDF9 δρουν και σε αναπτυσσόμενα 
κοιλοτικά ωοθυλάκια. Καταγράφηκαν διακυμάνσεις έκφρασης ΒΜΡs και GDF9 σε 
διαφορετικά διαμερίσματα του κοιλοτικού ωοθυλακίου τρωκτικών, ανθρώπων και 
μηρυκαστικών (Elvin et al. 2000, Erickson & Shimasaki 2003, Glister et al. 2004, 
Shimasaki et al. 2004, Juengel & McNatty 2005). Ειδικότερα, ΒΜΡ6, ΒΜΡ15 και GDF9 
εκφράζονται σε ωοκύτταρα, ΒΜΡ2, ΒΜΡ5 και ΒΜΡ6 σε κοκκώδη κύτταρα και ΒΜΡ2, 
BMP3b, ΒΜΡ4 και ΒΜΡ7 σε κύτταρα θήκης. 
        Τα ωοκύτταρα στα κοιλοτικά ωοθυλάκια, επηρεάζουν μέσω ωοκύτταρο-
εκκρινόμενων παραγόντων (BMP15 και GDF9 που παράγονται αποκλειστικά από τα 
ωοκύτταρα, μαζί με τον ΒΜΡ6) τα κοκκκώδη κύτταρα που τα περιβάλουν, 
ρυθμίζοντας παράλληλα το μικροπεριβάλον τους (Eppig 2001, Gilchrist et al. 2004). Η 
έκφραση υποδοχέων ΒΜΡ στα ωοκύτταρα (Souza et al. 2002, Erickson & Shimasaki 
2003, Glister et al. 2004) υποστηρίζει τη συμμετοχή των ΒΜΡs στην ρύθμιση της 
ωοκυτταρικής ανάπτυξης και ωρίμανσης. 
        Ο αυξητικός παράγοντας GDF9 μπορεί να ασκεί την επίδραση του μέσω της 
ρύθμισης της δράσης των γοναδοτροφινών. Οι Vitt et al. (2000a) έδειξαν καταστολή 
της FSH-επαγώμενης παραγωγής προγεστερόνης και οιστραδιόλης από GDF9 και 
μείωση FSH-εξαρτώμενου σχηματισμού υποδοχέων LH. Ενώ οι ΒΜΡ6, ΒΜΡ15 και 
GDF9 αναστέλλουν την διέγερση της έκκρισης προγεστερόνης από τις 
γοναδοτροφίνες (Otsuka et al. 2001a,b), μόνο ο GDF9 καταστέλλει την δραστηριότητα 
της P450arom (Vitt et al. 2000a, Yamamoto et al. 2002). Πρόσφατα, οι McNatty et al. 
(2005) μελέτησαν τις επιδράσεις των παραγόντων αυτών σε κοκκώδη κύτταρα 
μηρυκαστικών (πρόβατα και αγελάδες). Γενικά GDF9 και ΒΜΡ15 εμφανίζουν 
αξιοσημείωτη συνέργεια, και μόνοι ή σε συνδυασμό κατέστειλαν τη παραγωγή 
προγεστερόνης από FSH και διέγειραν τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων, όπως είχε 
παρατηρηθεί σε αρουραίους και ανθρώπους. 
 
 
  

5 δ. Ωορρηξία, ωχρινοποίηση και σχηματισμός ωχρού σωματίου 

        Η ωοθυλακιογένεση κλιμακώνεται με απελευθέρωση  του συμπλέγματος 
ωοκύτταρο-ακτινωτή στέφανος (cumulus–oocyte complex) και σχηματισμό ωχρού 
σωματίου με ωχρινοποίηση. Το νεοσχηματισμένο ωχρό σωμάτιο συνθέτει και 
εκκρίνει μεγάλα ποσά προγεστερόνης (και οιστρογόνων στα πρωτεύοντα) 
απαραίτητα για υποστήριξη πιθανής εγκυμοσύνης. Αν δεν επιτευχθεί γονιμοποίηση 
και εμφύτευση εμβρύου, η στεροειδογένεση παύει και το ωχρό σωμάτιο εκφυλίζεται. 
Φαίνεται να συμμετέχουν μέλη της υπεροικογένειας TGF-β στη δυναμική ακολουθία 
μορφολογικών και λειτουργικών αλλαγών/μεταβολών του ωχρού σωματίου. Ο 
αυξητικός παράγοντας GDF9 παίζει σημαντικό ρόλο στα τελευταία στάδια της 
ωοθυλακικής ανάπτυξης πριν την ωορρηξία. Πριν το κύμα της LH, τα κύτταρα θήκης 
απαιτούν GDF9 για να υποστηρίξουν μεταβολικούς καταρράκτες όπως γλυκόλυση και 
βιοσύνθεση στερόλης (Sugiura et al., 2005). Η μειωμένη σύνθεση χοληστερόλης από 
οξικό άλας στο σύμπλεγμα ωοκύτταρο-ακτινωτή στέφανος BΜΡ15 null ποντικών και 
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σε μεγαλύτερο βαθμό BΜΡ15-/- GDF9+/- double mutant ποντικών, ενισχύει αυτή την 
άποψη. 
        Θα πρέπει να τονιστεί, ότι δεν υπάρχει ξεκάθαρη απόδειξη ότι εμπλέκονται μέλη 
της υπεροικογένειας TGF-β στην ίδια τη διαδικασία της ωορρηξίας. Τουναντίον, η 
αποτυχία ωορρηξίας ως ανταπόκριση της διατάραξης των συνδετών της 
υπεροικογένειας TGF-β και/ή των υποδοχέων τους μπορεί να θεωρηθεί σαν μια 
συνέπεια της αποτυχίας των ωοθυλακίων να αναπτυχθούν φυσιολογικά έως το 
προωοθυλακιορρηκτικό στάδιο (Knight & Glister 2006). 
        Υποστηρίζεται ότι η διαδικασία ωχρινοποίησης βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο 
των ωοκύτταρο-προερχόμενων αναστολέων ωχρινοποίησης. Έχει θεωρηθεί ότι η 
έκκριση αναστολέων αποτρέπει την ωχρινοποίηση και καταστέλλει την σύνθεση 
προγεστερόνης μέχρι την ωορρηξία (Knight & Glister 2006). Μια πρωτοποριακή 
εργασία από τους Falck et al. το 1959, έδειξε ότι ανέπαφα προωθυλακιορρηκτικά 
ωοθυλάκια λαγού δεν ωχρινοποιήθηκαν όταν μεταμοσχεύθηκαν στον μπροστινό 
θάλαμο του ματιού. Αντίθετα, γυμνά από ωοκύτταρο εμφυτεύματα, όπου 
παρέμειναν τα τοιχώματα του ωοθυλακίου και τα κοκκώδη κύτταρα, 
πραγματοποίησαν μορφολογική ωχρινοποίηση (Falck, 1959). Επομένως το 
ωοκύτταρο ήταν αυτό που έδρασε ώστε να αναστείλει την ωχρινοποιήση των άλλων 
ωοθυλακικών κυττάρων. Οι Nalbandov et al. το 1970 επιβεβαίωσαν αυτήν την 
παρατήρηση με κυρίαρχα ωοθυλάκια λαγού in situ δείχνοντας ότι η αφαίρεση 
προκαλούσε αυθόρμητη ωχρινοποίηση κοκκωδών και κυττάρων θήκης, ενώ η 
έκκριση προγεστερόνης αυξήθηκε σε επίπεδα που παράγονται από το ωχρό σωμάτιο 
(El-Fouly et al., 1970; Nalbandov, 1970). Αυτές οι μελέτες ήταν απαραίτητες στην 
εδραίωση της θεωρίας πως το ωοκύτταρο εμπλέκεται στην ωχρινοποίηση του 
κυρίαρχου ωοθυλακίου, πιθανότατα με έκκριση ωχρινοποιητικών αναστολέων. 
        Δεκαετίες αργότερα εδραιώθηκε η άποψη ότι μέλη της υπεροικογένειας TGF-β 
που παράγονται στην ωοθήκη, αναστέλλουν τη παραγωγή προγεστερόνης από τα 
κοκκώδη κύτταρα. Συγκεκριμένα, οι ωοκυτταρικοί ΒΜΡ6, ΒΜΡ15 και GDF9 
αναστέλλουν την ωχρινική δραστηριότητα σε καλλιεργούμενα κοκκώδη κύτταρα π.χ. 
αναστέλλουν τη παραγωγή προγεστερόνης, προάγουν την έκκριση οιστραδιόλης, 
προάγουν τον πολλαπλασιασμό κοκκωδών κυττάρων (Shimasaki et al. 1999, Otsuka 
et al. 2001a,b, Glister et al. 2004). Έτσι, είναι πολύ πιθανό η απώλεια των 
παραγόντων αυτών κατά την ωορρηξία να επιδρά στα εναπομείναντα ωοθυλακικά 
κύτταρα και να προάγει την ωχρινοποίηση (Knight & Glister 2006). 
        Οι δράσεις του αυξητικού παράγοντα GDF9 στην ανθρώπινη ωοθήκη έχουν 
μελετηθεί σε ωχρινοποιημένα κοκκώδη κύτταρα καθώς η συγκέντρωση ικανής 
ποσότητας κοκκωδών κυττάρων για μελέτη είναι δύσκολη. Στα ωχρινοποιημένα 
ανθρώπινα ωοκύτταρα, ο GDF9 δεν έχει άμεσες επιδράσεις στη βασική ή την FSH-
εξαρτώμενη παραγωγή προγεστερόνης, σε αντίθεση με τις δράσεις του στα κοκκώδη 
κύτταρα τρωκτικών. Ο GDF9 αντιστρέφει την καταστολή activin A από FSH-
εξαρτώμενη προγεστερόνη (Shi et al., 2010) ενώ αυξάνει την έκκριση inhibin B από 
activin A (Shi et al., 2009b). Ο αυξητικός παράγοντας GDF9 έχει ανιχνευθεί σε 
ωχρινοποιημένα ανθρώπινα κοκκώδη κύτταρα και φαίνεται να σχετίζεται με 
αυτοκρινή αύξηση έκκρισης inhibin B, που προάγει η activin A σε ωχρινοποιημένα 
κοκκώδη κύτταρα (Shi et al., 2009a). Φαίνεται ότι αυξανόμενη έκφραση GDF9 κατά τη 
διάρκεια της ωοθυλακιογένεσης στον άνθρωπο, αυξάνει την απόκριση των κοκκωδών 
κυττάρων στην activin A και τα επίπεδα inhibin B. 
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6.  GDF9 και επιδράσεις του στη γονιμότητα 

        Το ωοκύτταρο παίζει σημαντικό ρόλο στην ωοθυλακική αύξηση και ανάπτυξη 
μέσω των δικών του αυξητικών παραγόντων, που δρουν παρακρινικά στα κοκκώδη 
κύτταρα. Γονιδιακές μεταλλαγές του αυξητικού παράγοντα GDF9 είναι αιτία 
γονιμότητας ή  υπογονιμότητας σε ποντίκια, πρόβατα και ανθρώπους. Γυναίκες με 
πρώιμη ωοθυλακική ανεπάρκεια (POF) (Dixit et al., 2006; Laissue et al., 2006; Kovanci 
et al., 2007; Zhao et al., 2007) και μητέρες διζυγωτικών διδύμων με 
πολυωοθυλακιορρηξία (Montgomery et al., 2004; Palmer et al., 2006) φέρουν πολλές 
μεταλλαγές GDF9 (Otsuka et al. 2011).  
        Τρεις μεταλλαγές: GDF-9P103S, GDF-9P374L, και GDF-9R454C, απαντούν σε 
συντηρημένες αμινοξικές θέσεις και σχετίζονται με αυξημένο ρυθμό 
ωοθυλακιορρηξίας (Palmer et al., 2006), ενώ η GDF-9P103S βρίσκεται τόσο σε 
μητέρες διζυγωτικών διδύμων όσο και σε γυναίκες με POF. Έτσι ο αυξητικός 
παράγοντας GDF9 πιθανόν μεταβάλλει τον ωοθυλακιορρηκτικό ρυθμό. Άλλη έρευνα 
γονιδιακών μεταλλαγών GDF9 δεν βρήκε συσχέτιση 5 πολυμορφισμών (SNPs) 
(rs10491279, rs254285, rs11739194, rs39830, rs30178) με ευαισθησία γυναικών σε 
PCOS (Sproul et al. 2010). 
        Πολλές μεταλλάξεις βρίσκονται σε προπεριοχή της προπρωτεΐνης GDF9. Από τα 
σημαντικότερα χαρακτηριστικά τη μετα-μεταφραστικής διαδικασίας των TGF-β είναι 
ότι η προπεριοχή είναι απαραίτητη για τον διμερισμό της ώριμης πρωτεΐνης 
(Shimasaki et al., 2004). Καθώς οι μεταλλαγές στη προπεριοχή επηρεάζουν τον 
διμερισμό της προπρωτεΐνης, έχουν αρνητικό αντίκτυπο στην παραγωγή διμερών 
ώριμης πρωτεΐνης. Μεταλλαγές στη προπεριοχή του GDF9 βρέθηκαν σε γυναίκες με 
POF και διζυγωτικά δίδυμα και ίσως προκαλούν ελαττωματική επεξεργασία των 
προπρωτεϊνών και κακοαναδίπλωση προπρωτεινικών διμερών (Otsuka et al. 2011). 
        Οι ωοθήκες θηλυκών ποντικών ανενεργών για τον GDF9 ηλικίας 25 έως 31 
εβδομάδων περιείχαν είτε μονές μονόπλευρες, είτε αμφίπλευρες θυλακοειδής 
κύστεις με γραμμωτή όψη από διάφορα στρώματα επίπεδων κοκκωδών κυττάρων 
(Dong et al., 1996). Αυτός ο κυστικός ωοθηκικός φαινότυπος ομοιάζει με το 
φαινότυπο ωοθηκών γυναικών με σύνδρομο πολυκυστικών ωοθηκών (PCOS). Το 
PCOS είναι το συχνότερο αίτιο ανωοθυλακιορρηξίας, υπογονιμότητας και πρόκλησης 
διαταραχών του καταμήνιου κύκλου στις γυναίκες, ενώ προσβάλλει το 5% με 10% 
όλων των γυναικών αναπαραγωγικής ηλικίας (Knochenhauer et al., 1998). Ανάλυση 
ανθρώπινων ιστών ωοθήκης από γυναίκες με PCOS αποκάλυψε ότι η έκφραση του 
GDF9 mRNA καθυστερεί σημαντικά και μειώνεται κατά τη διάρκεια των φάσεων 
ανάπτυξης και διαφοροποίησης (Teixeira Filho et al., 2002).  
         Σε έρευνα των Wei et al. το 2011, συγκεντρώθηκαν ωάρια γυναικών με PCOS 
αλλά και φυσιολογικών, κατόπιν ωοθηκικής διέγερσης και έγινε σταδιακή ωρίμανση 
των ωαρίων με in vitro ωρίμανση. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η έκφραση του GDF9 
mRNA στα ωοκύτταρα των φυσιολογικών γυναικών παρουσίασε δυναμικές αλλαγές. 
Συγκεκριμένα, η έκφραση του αυξητικού παράγοντα μειώθηκε από το GV στάδιο στο 
ΜΙ που έρχεται σε αντίθεση με τα αποτελέσματα των Chen et al. το 2009, στη 
συνέχεια αυξήθηκε από το ΜΙ στο ΜΙΙ στάδιο και απέκτησε τα μέγιστα επίπεδα 
έκφρασης στο τελικό ώριμο στάδιο. Αντίθετα, στα ωοκύτταρα γυναικών με PCOS δεν 
βρέθηκαν στατιστικά σημαντικές αλλαγές στην έκφραση του GDF9. Επίσης στην ίδια 
ομάδα γυναικών, η έκφραση του GDF9 στα ώριμα ωάρια δεν έφτασε τα επίπεδα των 
φυσιολογικών ωαρίων. 
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7. Επίδραση του GDF9 στην ωρίμανση και ποιότητα ωαρίων 

        O αυξητικός παράγοντας GDF9 επιδρά στην ωρίμανση των ωοκυττάρων in vitro 
και τη βιωσιμότητα των εμβρύων (Yeo et al., 2008). Αυτό καταδεικνύεται από 
πειράματα όπου η προσθήκη εξωγενούς GDF9 σε συμπλέγματα ωοκυττάρων με 
κοκκώδη κύτταρα ποντικών που καλλιεργούνται με FSH πριν από in vitro 
γονιμοποίηση και μεταφορά σε θήλεις-αποδέκτες, δεν επηρέασε το ρυθμό 
εμφύτευσης ή το εμβρυϊκό και πλακουντιακό βάρος, αλλά αύξησε τον αριθμό των 
ζώντων εμβρύων (Yeo et al. 2008). 
        Η ωοκυτταρική ωρίμανση απαιτεί συνδυασμό πυρηνικής και 
κυτταροπλασματικής ωρίμανσης. Ο προσδιορισμός της πυρηνικής ωρίμανσης είναι 
ευκολότερος και  ακριβέστερος της κυτταροπλασματικής, μέσω εντοπισμού του 
germinal vesicle breakdown και του 1ου πολικού σωματίου. Με το τρόπο αυτό 
βρέθηκε σημαντική σχέση μεταξύ πυρηνικής ωρίμανσης και επιπέδων ώριμου GDF9, 
που υποστηρίζει το ρόλο του παρακρινή αυτού παράγοντα στην ανάπτυξη του 
ωοκυττάρου.    
        Η σχέση μεταξύ ποιότητας ωοκυττάρου και συγκέντρωσης ωοθυλακικού υγρού 
καταδείχθηκε με διάφορους βιοχημικούς δείκτες σε πολλές μελέτες (Revelli et al. 
2009). Επειδή οι GDF9 και ΒΜΡ15 εκκρίνονται από το ίδιο το ωοκύτταρο, μπορεί να 
είναι πιο αξιόπιστοι προγνωστικοί δείκτες ωοκυτταρικής ωρίμανσης. Σύμφωνα με 
αυτή την έρευνα και η πρωτεολυτική αποκοπή αλλά και τα επίπεδα των ώριμων 
GDF9 μπορεί να είναι παράμετροι εμβρυϊκής ποιότητας. Ανασυνδυασμένος GDF9 
προάγει αύξηση και διαφοροποίηση καλλιεργειών πρώιμων ωοθυλακίων ποντικών in 
vitro. Οι Hreinsson et al. το 2002, κατέγραψαν ότι ανασυνδυασμένος GDF9 προάγει 
την αύξηση, ανάπτυξη και επιβίωση των ανθρώπινων ωοθυλακίων. Έγχυση 
εξωγενούς GDF9 στο καλλιεργητικό μέσο ωρίμανσης ωοκυττάρων ποντικών, προάγει 
τη βιωσιμότητα και την επακόλουθη ανάπτυξη των εμβρύων (Yeo et al. 2008). Η 
ικανότητα in vitro ωρίμανσης ωοκυττάρων μέχρι το στάδιο της βλαστοκύστης 
βελτιώθηκε με χορήγηση GDF9 ή BMP15 σε συμπλέγμτα ωοκύτταρο- ακτινωτή 
στέφανος (Hussein et al. 2006). Επιπρόσθετα, και τα αποτελέσματα από ανθρώπινο 
ωοθυλακικό υγρό υποστηρίζουν την άποψη ότι η IVF μπορεί να βελτιωθεί με 
προσθήκη της ώριμης μορφής του παράγοντα GDF9 στο καλλιεργητικό μέσο των 
ωοκυττάρων. 
        Επίσης, η ίδια έρευνα έδειξε σημαντική συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων των 
ώριμων μορφών του GDF9 και ΒΜΡ15 στο ωοθυλακικό υγρό. Ο ΒΜΡ15 του ποντικού 
απαντά σαν πολυμερές προπεριοχών και ώριμων πρωτεϊνών όταν συνδυάζεται με 
τον GDF9 (McIntosh et al. 2008). Επιπλέον, οι επιδράσεις των μεταλλαγών του 
ΒΜΡ15 ήταν εμφανείς μόνο όταν οι μεταλλαγμένες πρωτεΐνες BMP15 
συνεκφράζονταν με GDF9 (Hashimoto et al. 2005; McNatty et al. 2005b). Τα 
αποτελέσματα των Gode et al. (2011) υποστηρίζουν ότι ο GDF9 επηρεάζει σημαντικά 
τον ΒΜΡ15 στον άνθρωπο. 
        Το ωοθυλακικό υγρό περιέχει συστατικά πλάσματος, αίματος και εκκριτικής 
δραστηριότητας ωοκυττάρου και κοκκωδών κυττάρων αλλά και κυττάρων θήκης 
(Revelli et al. 2009). Επειδή οι GDF9 και ΒΜΡ15 επηρεάζουν την ανάπτυξη του 
ωοκυττάρου κατά τη διάρκεια της ωοθυλακιογένεσης, τα επίπεδα τους στο 
ωοθυλακικό υγρό μπορεί να είναι σημαντικά για τη ωοκυτταρική λειτουργία και κατά 
συνέπεια για τη ποιότητα των εμβρύων (Gode et al. 2011) 
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        Οι ώριμες μορφές GDF9 και BMP15, όπως προαναφέρθηκε, μπορεί να είναι 
ομοδιμερή ή ετεροδιμερή  (McNatty et al.2004). Παρ’ όλα αυτά στους ανθρώπους, η 
σημαντικότητα των προμορφών, των ώριμων μορφών και των διμερών παραμένει 
ασαφής. Δεν ανιχνεύθηκαν ώριμες μορφές BMP15 και GDF9 στο ωοθυλακικό υγρό 
39.5% και 4,9% των υπογόνιμων γυναικών της μελέτης, αντίστοιχα (Gode et al. 2011). 
Στις γυναίκες αυτές, μπορεί να υπάρχει κάποιο πρόβλημα στην παραγωγή ώριμων 
μορφών ΒΜΡ15 και GDF9. Για παράδειγμα, μεταλλαγές στα γονίδια GDF9 και ΒΜΡ15 
μπορεί να οδηγούν σε μειωμένη παραγωγή πρωτεϊνών. Επιπρόσθετα, ατελής 
μεταμεταγραφική διαδικασία των προμορφών μπορεί να συντελεί σε μειωμένη 
παραγωγή ώριμων μορφών. Διαταραχές στην πρωτεολυτική διαδικασία των 
προμορφών αποτρέπει την απελευθέρωση ώριμων περιοχών. Απαιτούνται 
περεταίρω αναλύσεις για να διασαφηνιστούν προβλήματα παραγωγής βιολογικά 
ενεργών μορφών των αυξητικών αυτών παραγόντων (Gode et al. 2011).  
         Άλλες μελέτες έδειξαν ότι οι GDF9 και ΒΜΡ15 επηρεάζουν τη στεροειδογένεση 
και προλαμβάνουν την πρόωρη ωχρινοποίηση (Spicer et al. 2008, Yamamoto et al. 
2002). Ο αυξητικός παράγοντας GDF9 μόνος του δεν διεγείρει τη στεροειδογένεση, 
ενώ συνχορήγηση GDF9 καταστέλλει την παραγωγή προγεστερόνης και οιστραδιόλης 
από την FSH (Vitt et al. 2000). Βρέθηκε ακόμα ένας αρνητικός συσχετισμός μεταξύ 
των ώριμων μορφών του GDF9 και των επιπέδων της προγεστερόνης στο ωοθυλακικό 
υγρό, γεγονός που υποδηλώνει ότι ο παρακρινής αυτός παράγοντας έχει κάποιο ρόλο 
στην ωχρινοποίηση. Φαίνεται συνεπώς, ότι τα αυξημένα επίπεδα των ώριμων 
μορφών του GDF9 στο ωοθυλακικό υγρό, συσχετίζονται σημαντικά με την πυρηνική 
ωρίμανση των ωοκυττάρων και την ποιότητα των εμβρύων (Gode et al. 2011). 
 
 

8. GDF9 και εμμηνόπαυση 

        Η μέση ηλικία εμμηνόπαυσης στις γυναίκες είναι 51 έτη, με ευρεία διακύμανση 
από τα 40 μέχρι τα 60 (Treloar et al. 1998, te Velde  et al. 2002). Η ηλικία της 
εμμηνόπαυσης καθορίζεται και από γενετικούς παράγοντες. Μελέτες διδύμων, sib- 
pair και μητέρας-κόρης, έδειξαν συμμετοχή της κληρονομικότητας από 31-87% 
(Snieder et al. 1998, de Bruin et al. 2001, van Asselt et al. 2006). Η ηλικία της 
εμμηνόπαυσης αποτελεί περίπλοκο κληρονομικό γνώρισμα, καθώς επηρεάζεται από 
γενετικούς και περιβαλλοντικούς παράγοντες καθώς και τον τρόπο ζωής. 
        H εμμηνόπαυση επέρχεται όταν η δεξαμενή των ωοθυλακίων στις ωοθήκες 
εξαντλείται και αδυνατεί να υποστηρίξει νέους καταμήνιους κύκλους (te Velde et al. 
1998). Κατά τη διάρκεια της εμβρυϊκής ζωής, η δεξαμενή των αρχέγονων 
ωοθυλακίων σχηματίζεται και περιέχει το μέγιστο 6-7 εκατομμύρια ωοκύτταρα την 
20η εβδομάδα κύησης (Block 1952). Κατόπιν η δεξαμενή των αρχέγονων ωοθυλακίων 
μειώνεται δραματικά στα 300- 400 χιλιάδες ωοκύτταρα κατά τη γέννηση του θήλεος 
(Block 1953, Forabosco et al. 1991). Συνεχής στρατολόγηση των αρχέγονων 
ωοθυλακίων στην δεξαμενή των αναπτυσσόμενων ωοθυλακίων λαμβάνει χώρα κατά 
τη διάρκεια της ζωής, που αναφέρεται ως αρχική στρατολόγηση. Κατά την διάρκεια 
της αναπαραγωγικής ζωής, ο αυξανόμενος αριθμός των αναπτυσσόμενων 
ωοθυλακίων που οδηγούνται στο κοιλοτικό στάδιο και η μείωση των ωοθυλακίων 
λόγω ατρησίας οδηγούν σε σταδιακή μείωση του αριθμού της αρχικής δεξαμενής 
των ωοθυλακίων με τελικό αποτέλεσμα την εμμηνόπαυση (McGee et al. 2000). Οι 
ακριβείς μηχανισμοί που ρυθμίζουν τον αρχικό προικισμό των αναπτυσσόμενων 
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ωοθηκών με ωοθυλάκια και ο ρυθμός με τον οποίο χάνονται τα αρχέγονα ωοθυλακία 
παραμένουν ασαφείς. Εκτιμάται ότι μέλη της υπεροικογένειας TGF-β ρυθμίζουν την 
αρχική στρατολόγηση των ωοθυλακίων (Findlay et al. 2002, Knight et al. 2002, Knight 
et al. 2006). Οι AMH και AMHR2 (Kevenaar et al. 2006,Durlinger et al. 2002), GDF9 και 
ΒΜΡ15 συσχετίστηκαν με ωοθηκική γήρανση και πρώιμη ωοθηκική ανεπάρκεια (Di 
Pasquale et al. 2006, Dixit et al. 2006, Laissue et al. 2006,  Tiotiu et al. 2010) και FOXL2 
με πρώιμη ωοθυλακική ανεπάρκεια (POI). Συμμετέχοντας στην αρχική στρατολόγηση 
των ωοθυλακίων μπορεί να θεωρηθούν και σαν κύρια γονίδια καθορισμού της 
ηλικίας εμμηνόπαυσης. 
        Οι Voorhuis et al. το 2011 έδειξαν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική 
συσχέτιση μεταξύ GDF9 και ηλικίας εμμηνόπαυσης. Πιθανόν, αυτά τα γονίδια (AMH, 
GDF9, FOXL2) να μην εμπλέκονται στον χρόνο της φυσικής εμμηνόπαυσης. Επίσης 
πιθανό είναι ότι τα SNPs που μελετήθηκαν να είναι λίγα και η παρούσα μελέτη να 
μην επαρκούσε ώστε να εντοπίσει τον συσχετισμό. Τέλος, είναι πιθανό ότι περίπλοκα 
χαρακτηριστικά, όπως ο χρόνος της εμμηνόπαυσης, δεν επηρεάζονται μονογονιδιακά 
αλλά μπορεί να επηρεάζονται από συνδυασμό γονιδίων με το περιβάλλον 
(φαινόμενο που ονομάζεται επίσταση) (Cordell 2002). 
        Διαγραφή (deletion) GDF9 οδηγεί σε μειωμένο πολλαπλασιασμό κοκκωδών 
κυττάρων, ανώμαλη ανάπτυξη ωοκυττάρου και αποτυχία ανάπτυξης ωοθυλακίων 
μετά το πρωτογενές στάδιο (Dong et al. 1996). Ο αυξητικός παράγοντας GDF9 
αναστέλλει την απόπτωση των κοκκωδών κυττάρων και την ωοθυλακική ατρησία. 
Συνέργεια GDF9 και ΒΜΡ15 αναστέλλει τη διέγερση της έκκρισης προγεστερόνης από 
γοναδοτροφίνες (Knight et al. 2006, Spicer et al. 2006). Επιπλέον, το ωοκύτταρο 
οργανώνει πολλαπλασιασμό των κυττάρων που το περιβάλλουν, την απόπτωση, τον 
μεταβολισμό και την επέκταση τους μέσω έκκρισης των παρακρινών αυτών 
παραγόντων (Gilchrist et al. 2008). 
 
 

9. Σκοπός μελέτης  

        Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι να προσδιορίσει αν η εμμηνόπαυση και η 
ηλικία γυναικών άνω των 40 ετών επηρεάζουν την ωοθηκική έκφραση του GDF9 
mRNA. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
 

        Ασθενείς: Γυναίκες σε διάφορα στάδια εμμηνόπαυσης υποβλήθηκαν σε ολική 
υστερεκτομή μετά των εξαρτημάτων για θεραπευτικούς λόγους (Πίνακας 1). 
 
 
Πίνακας 1: Βιολογικά χαρακτηριστικά γυναικών μελέτης: Π= Προεμμηνοπαυσιακό 
στάδιο, Μ= Μετεμμηνοπαυσιακό στάδιο.  

Αριθμός δείγματος Ηλικία (έτη) Στάδιο Εμμηνόπαυσης 

Ρ01 55 Μ 

Ρ02 67 Μ 

Ρ03 66 Μ 

Ρ04 45 Π 

Ρ05 48 Π 

Ρ06 72 Μ 

Ρ07 42 Π 

Ρ08 53 Μ 

Ρ09 46 Π 

P10 45 Π 

P11 52 Μ 

Ρ12 61 Μ 

P13 42 Π 

Ρ14 40 Π 

Ρ15 68 Μ 

 

 

10. Απομόνωση ολικού RNA 

        Δείγματα ωοθηκικού ιστού των γυναικών του Πίνακα 1, αφού ξεπλυθούν σε 
φυσιολογικό ορό, τοποθετούνται σε σωληνάρια eppendorf των 2 ml που περιέχουν 
500μl Τrizol (Invitrogen) (Chomczynski & Sacchi 1987, Chomczynski & Sacchi 2006) και 
αποθηκεύονται στους -20οC μέχρι  περεταίρω επεξεργασίας. Ακολουθεί 
ομογενοποίηση του ιστού, προσθήκη 1/10 (v/v) χλωροφόρμιο στο ομογενοποίημα για  
λύση των κυττάρων, ανάδευση για τουλάχιστον 10 λεπτά σε vortex και 
φυγοκέντρηση στις 12000rpm και 4οC για 15 λεπτά. Στο τέλος της φυγοκέντρησης 
σχηματίζονται σε κάθε σωληνάριο τρείς φάσεις: η υποκείμενη φάση που περιέχει 
χλωροφόρμιο αλλά και άλλα οργανικά στοιχεία, η μεσόφαση που περιέχει το DNA 
και η ανώτερη υδατική φάση που περιέχει το RNA του ιστού (εικόνα 4), την οποία 
συλλέγουμε σε νέο σωληνάριο eppendorf των 2ml, προσθέτουμε ίσο όγκο 
ισοπροπυλικής αλκοόλης, αναδεύουμε και τοποθετούμε στους -20οC για 24 ώρες για 
κατακρήμνιση του RNA.  
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Εικόνα 4: Υδατική φάση: RNA, Μεσόφαση: DNA, Οργανική φάση: πρωτεΐνες, λιπίδια.  
 
 
        Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000rpm και 4oC για 30 λεπτά. Αφαιρείται το 
υπερκείμενο και ξεπλένετε το ίζημα RNA (μικρό λευκό) με 500μl 70% αιθανόλη. 
Στεγνώνεται το ίζημα σε θερμοκρασία δωματίου, διαλύετε σε 30-50μl απεσταγμένο 
νερό (ddH2O) και αποθηκεύετε στους -80οC. 
 
 

11. Ηλεκτροφόρηση ολικού RNA σε πήκτωμα αγαρόζης 

        Η ποιότητα του RNA ελέγχεται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 2% και 
χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο. Ιδανικά, αναμένουμε τρεις ζώνες οι οποίες 
αντικατοπτρίζουν τα 28S RNA, 18S RNA και 5SRNA (εικόνα 5). 
 
 
 

 
 
Εικόνα 5: Δείγματα RNA μετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 2%.  
 
 

12. Δημιουργία συμπληρωματικού DNA με τυχαίους εκκινητές 

        Χρησιμοποιήθηκε το first-strand synthesis Superscript III kit (Invitrogen). Σε 
κωνικά PCR eppendorf των 200μl τοποθετούνται 10μl 2X RT reaction mix, 2μl RT 
enzyme mix και 10μl ολικό RNA. Αναδεύουμε ελαφρά με vortex και βάζουμε τα 
σωληνάρια στο πρόγραμμα RT SUPER1 του θερμοκυκλοποιητή (thermal cycler). 
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 25οC για 10 λεπτά 

 50οC για 30 λεπτά 

 85οC για 5 λεπτά 

 4οC for ever  
        Προσθέτουμε 1μl E.coli RNase H και επωάζουμε στο πρόγραμμα RT2 του 
θερμοκυκλοποιητή, 37οC για 20 λεπτά, ώστε να διασπάσει το ένζυμο ότι RNA έχει 
απομείνει. 
 
 

13. Επιλογή ειδικού ζεύγους εκκινητών 

        Από την τράπεζα γονιδίων fasta βρέθηκε ότι το γονίδιο που κωδικοποιεί το DGF9 
mRNA βρίσκεται στο χρωμόσωμα 5 στην τοποθεσία 5: 132,196,873-132,202,576 και 
αποτελείται από δύο εξώνια και δύο εσώνια (πίνακας 2). Στόχος ήταν η κατασκευή 
εκκινητών που οριοθετούν δεξιά και αριστερά το δεύτερο μεγάλο εσώνιο και 
επεκτείνουν ένα κομμάτι mRNA μεγέθους 134 bp. Στην περίπτωση που θα παίρναμε 
DNA και όχι mRNA, οι εκκινητές θα όριζαν κομμάτι μεγέθους 1740 bp. Η σύνθεση του 
ζεύγους των εκκινητών (forward και reverse) μήκους 24 bp και περιεκτικότητα 50% σε 
GC έγινε από την Invitrogen.

 
Πίνακας 2: Κωδικοποιημένη περιγραφή του GDF9 γονιδίου.   

Name Transcript ID 
Length, 
bp Protein ID Biotype 

GDF9 
001 

ENST00000378
673 2640 

ENSP00000367
942 Protein coding 

GDF9 
201 

ENST00000296
875 2020 

ENSP00000296
875 Protein coding 

GDF9 
002 

ENST00000464
378 566 

No protein 
product 

processed 
transcript 

GDF9 
003 

ENST00000472
320 541 

No protein 
product 

processed 
transcript 

 

14. Ποσοτική Real-Time PCR 

        Τελικό βήμα της μελέτης είναι διεξαγωγή ποσοτικής Real-Time PCR. Τα 
αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν είναι το Quantifast SYBR Green PCR Master 
Mix (Qiagen). Σε κάθε σωληνάριο προσθέτουμε 5μl cDNA του υπό εξέταση 
δείγματος και από 10μl sybr green mix, 1μl forward primer, 1μl reverse primer και 
3μl απεσταγμένο νερό. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε GAPDH mRNA, που 
εκφράζεται σε όλα τα ζωντανά κύτταρα.  
        Χρησιμοποιήθηκε το ακόλουθο πρόγραμμα:  

 Hold Ι: στους 95οC για 3 λεπτά, για αποδιάταξη DNA (denaturation) 
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 Cycling: στους 95οC για 10 δευτερόλεπτα, 55οC για 10 δευτερόλεπτα και 72οC 
για 20 δευτερόλεπτα, ώστε να γίνει η σύνδεση των εκκινητών με τις 
συμπληρωματικές τους αλληλουχίες στο DNA (primer annealing) 

 Hold II: στους 72οC για 5 λεπτά, ώστε να πραγματοποιηθεί επιμήκυνση των 
συνδεδεμένων εκκινητών και σύνθεση DNA (extension) 

 Melt: όπου από τους 65οC πάει στους 95οC. 30 δευτερόλεπτα διαρκεί το 1ο 
στάδιο και στη συνέχεια κάθε δευτερόλεπτο αυξάνει η θερμοκρασία κατά 
1oC. 

        Ο συνολικός χρόνος για 45 κύκλους ποσοτικής RT-PCR είναι 130 λεπτά, ενώ 
κάποιες φορές προστέθηκαν 5 ακόμα κύκλοι για καλύτερα αποτελέσματα. Τα 
αποτελέσματα της ποσοτικής RT-PCR προβάλλονται με χαρακτηριστικό γράφημα.  
        
 

15. Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR  σε πήκτωμα αγαρόζης 

        Η επιβεβαίωση τoυ προϊόντος της RT- PCR και η εξακρίβωση ότι επεκτάθηκε το 
επιθυμητό τμήμα DNA, γίνεται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 2% και 
χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο (εικόνα 6).  
 
 

16. Ανάλυση αποτελεσμάτων  

        Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν μέσω προγράμματος του Microsoft excel και του 
rotor gene Corbett software (εικόνα 7), όπου η συγκέντρωση GDF9 mRNA κάθε 
δείγματος δίνεται αναλογικά ως προς την συγκέντρωση GAPDH mRNA του ιδίου 
δείγματος. Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε με χρήση t-test 
ανεξάρτητων δειγμάτων και έλεγχος συσχέτισης του στατιστικού προγράμματος 
SPSS.  
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Εικόνα 6: Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων (2, 4, 5, 6) μετά την RT- PCR. 
Θέση 1-4 : GAPDH δειγμάτων 2, 4, 5, 6, αντίστοιχα 
Θέση 5 : GAPDH negative 
Θέση 6-9 : GDF9 δειγμάτων 2, 4, 5, 6, αντίστοιχα 
Θέση 10 : GDF9 negative 
Θέση 11 : 100 bp ladder 
 
 
 

 
Εικόνα 7: Χαρακτηριστική απεικόνιση των αποτελεσμάτων της RT- PCR με χρήση 
rotor gene Corbett software. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
 

        Με χρήση εφαρμογών του προγράμματος Microsoft excel ποσοτικοποιήθηκε το 
GDF9 mRNA στον ιστό ωοθηκών των 15 δειγμάτων της μελέτης. Τα αποτελέσματα 
εκφράζονται ως αναλογία ως προς την τιμή του γενικού δείκτη ιστικής ζωτικότητας 
GAPDH mRNA του εκάστοτε δείγματος. Για τον λόγο αυτό, η τιμή του GAPDH mRNA 
αποδίδεται  πάντα σταθερή και ίση με την μονάδα. Τα αποτελέσματα δίνονται 
αναλυτικά στους πίνακες 3 και 4.     
 
 
 
Πίνακας 3: Καταγραφή της τιμής της συγκέντρωσης του GDF9 mRNA σε ωοθηκικό 
ιστό γυναικών (δείγματα 1- 15) ως προς την τιμή της έκφρασης του GAPDH mRNA 
του ίδιου δείγματος. Επίσης δίνονται η ηλικία και το στάδιο εμμηνόπαυσης των 
γυναικών της μελέτης.     

Αριθμός 

δείγματος

Αναλογία GDF9 mRNA 

δείγματος x  ως προς 

GAPDH mRNA x

Ηλικία 

(έτη)

Στάδιο 

Εμμηνόπαυσης

GAPDH 1

1 0,001390674 55 Μ

2 0,000407758 67 Μ

3 3,34E-05 66 Μ

4 0,000685764 45 Π

5 2,31E-05 48 Π

6 0 72 Μ

7 0,00085606 42 Π

8 0,000322145 53 Μ

9 1,40E-05 46 Π

10 0,000468391 45 Π

11 0,000288328 52 Μ

12 0,000519712 61 Μ

13 2,12E-06 42 Π

14 0,015092755 40 Π

15 0,001352646 68 Μ  
*όπου Ε-ω= 10-ω 
Π= Προεμμηνόπαυση  Μ= Μετεμμηνόπαυση 
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Πίνακας 4: Σχηματική απεικόνιση της τιμής της συγκέντρωσης του GDF9 mRNA κάθε 
δείγματος  ως προς την συγκέντρωση του GAPDH mRNA στο ίδιο δείγμα. 

 
 
 
 
        Επόμενο βήμα ήταν να γίνει διαχωρισμός των γυναικών της μελέτης σε δύο 
κατηγορίες όσον αφορά το αν βρίσκονται σε προ- ή μετεμμηνοπαυσιακό στάδιο. Με 
χρήση της εφαρμογής t-test για ανεξάρτητα δείγματα του στατιστικού 
προγράμματος SPSS ελέγχθηκε αν οι μέσες τιμές των δύο αυτών ομάδων έχουν 
στατιστικά σημαντική διαφορά όσον αφορά την έκκριση GDF9 mRNA. Τα 
αποτελέσματα δίνονται στους πίνακες 5,6 και 7. 
        Από τον πίνακα 6 βλέπουμε πως η τιμή της t- κατανομής με στάθμη 
σημαντικότητας 5% είναι t= 0,351. Επειδή t= 0,351 είναι μεγαλύτερη από την τιμή 
p= 0,05, συμπεραίνουμε πως η διαφορά των μέσων τιμών των δύο δειγμάτων δεν 
είναι στατιστικά σημαντική, δηλαδή η έκφραση του GDF9 mRNA σε ιστό ωοθηκών 
δεν εξαρτάται από την εμμηνόπαυση. 
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Πίνακας 5: Καταγράφεται ο αριθμός των ατόμων, η μέση τιμή, η τυπική απόκλιση 
και το τυπικό σφάλμα της μέσης τιμής των δύο ομάδων της μελέτης 
(Προεμμηνοπαυσιακές, Μετεμμηνοπαυσιακές γυναίκες), αντίστοιχα. 

 GROUPS N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

GDF9 PROMENOPAUSE 7 .0024 .00559 .00211 

POSTMENOPAUSE 8 .0005 .00054 .00019 

 
 
 
Πίνακας 6: Καταγράφονται τα αποτελέσματα της στατιστικής ανάλυσης των δύο 
ομάδων γυναικών. Μέσα σε κόκκινο κύκλο φαίνεται το % σημείο της t κατανομής 
και μέσα σε πράσινο τετράγωνο το 95% διάστημα εμπιστοσύνης της διαφοράς των 
μέσων τιμών των δύο δειγμάτων. 
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Πίνακας 7: Σχηματική απεικόνιση των μέσων τιμών των δύο ομάδων γυναικών 
(Προεμμηνοπαυσιακές, Μετεμμηνοπαυσιακές) σε ραβδόγραμμα. 

 
 
        Τέλος, έγινε προσπάθεια συσχέτισης της έκφρασης του GDF9 mRNA, στους 
ωοθηκικούς ιστούς των γυναικών της μελέτης, με την ηλικία. Έγινε έλεγχος 
συσχέτισης θεωρώντας την ηλικία ως ανεξάρτητη μεταβλητή και την τιμή της 
έκφρασης του GDF9 mRNA ως εξαρτημένη μεταβλητή. Τα αποτελέσματα δίνονται 
στους πίνακες 8, 9 και 10. 
        Από την ανάλυση βλέπουμε πως η τιμή του συντελεστή περιορισμού R2  είναι 
ίση με 0,112 (πίνακας 8). Ο R2 δείχνει το πόσο καλά η γραμμή παλινδρόμησης 
αντιπροσωπεύει τα δεδομένα της μελέτης. Στην προκειμένη περίπτωση, μόνο το 
11% των τιμών του GDF9 mRNA εξηγείται από την γραμμική του σχέση με την ηλικία 
των γυναικών. 
        Για να υπάρχει γραμμική σχέση μεταξύ ηλικίας και έκφρασης GDF9 mRNA, 
αναμένουμε μία γραμμή παλινδρόμησης y= a+bx και b≠0. Από τον πίνακα 9 
βλέπουμε πως το a παίρνει την τιμή 0,008 αλλά το b παίρνει την τιμή 0, γεγονός που 
μας πληροφορεί πως δεν υπάρχει γραμμική συσχέτιση μεταξύ αυτών των δύο 
τιμών. Το συμπέρασμα αυτό επιβεβαιώνεται και από την σχηματική απεικόνιση της 
συσχέτισης των δύο τιμών (πίνακας 10). 
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Πίνακας 8: Στον κόκκινο κύκλο δίνεται το R2= συντελεστής περιορισμού.  

    
 
 
 
 
 
 
 
Πίνακας 9:  Στον κόκκινο κύκλο δίνεται η τιμή του α, στο πράσινο τετράγωνο δίνεται 
η τιμή του b, στο κίτρινο τετράγωνο και στον μπλε κύκλο δίνονται οι τιμές που 
καθορίζουν την στατιστική σημαντικότητα. Τέλος, στον μωβ κύκλο δίνονται οι τιμές 
για το 95% διάστημα εμπιστοσύνης. 
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Πίνακας 10: Σχηματική απεικόνιση της συσχέτισης μεταξύ ηλικίας γυναικών της 
μελέτης και τιμών έκφρασης του GDF9 mRNA στους ωοθηκικούς τους ιστούς. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 

        Ο αυξητικός παράγοντας GDF9 εκφράζεται στα ανθρώπινα ωοκύτταρα κατά 
την διάρκεια της ωοθυλακιογένεσης (Shimasaki et al. 2004, Laitinen et al. 1998, 
Dube et al. 1998, McGrath et al. 1995  20,22-24). Κατά την αρχική του έκκριση 
από το ωοκύτταρο ο GDF9 έχει σημαντικές δράσεις στα ωοθυλακικά σωματικά 
κύτταρα (προκοκκώδη και/ή κοκκώδη κύτταρα) των αρχέγονων και/ή των 
πρωτογενών ωοθυλακίων που είναι απαραίτητα για οποιαδήποτε ωοθυλακική 
πρόοδο. Στη συνέχεια, φαίνεται πως τοπικοί κυρίως παράγοντες όπως και οι 
GDF9 και BMP15 που προέρχονται από το ωοκύτταρο, ρυθμίζουν την μετάβαση 
του ωοθυλακίου από το πρωτογενές στο δευτερογενές στάδιο και ως 
επακόλουθο την ωοθυλακική ανάπτυξη στο τελευταίο προκοιλοτικό/αρχόμενο 
κοιλοτικό στάδιο (McNatty et al. 1999, Erickson & Shimasaki 2003, Drummond et 
al. 2003, Bristol & Woodruff 2004). Ο αυξητικός παράγοντας GDF9 παίζει επίσης 
σημαντικό ρόλο στα τελευταία στάδια της ωοθυλακικής ανάπτυξης πριν την 
ωορρηξία. Πριν το κύμα της LH, τα κύτταρα της θήκης απαιτούν GDF9 για να 
υποστηρίξουν μεταβολικούς καταρράκτες όπως γλυκόλυση και βιοσύνθεση 
στερόλης (Sugiura et al., 2005). Παρ’ όλα αυτά, δεν υπάρχει ξεκάθαρη απόδειξη 
ότι εμπλέκονται μέλη της υπεροικογένειας TGF-β στην ίδια τη διαδικασία της 
ωορρηξίας. Τουναντίον, η αποτυχία ωορρηξίας ως ανταπόκριση της διατάραξης 
των συνδετών της υπεροικογένειας TGF-β και/ή των υποδοχέων τους μπορεί να 
θεωρηθεί σαν μια συνέπεια της αποτυχίας των ωοθυλακίων να αναπτυχθούν 
φυσιολογικά έως το προωοθυλακιορρηκτικό στάδιο (Knight & Glister 2006).  
         Γονιδιακές μεταλλαγές του αυξητικού παράγοντα GDF9 είναι αιτία 
γονιμότητας ή  υπογονιμότητας σε ποντίκια, πρόβατα και ανθρώπους. Γυναίκες 
με πρώιμη ωοθυλακική ανεπάρκεια (POF) (Dixit et al., 2006; Laissue et al., 2006; 
Kovanci et al., 2007; Zhao et al., 2007) και μητέρες διζυγωτικών διδύμων με 
πολυωοθυλακιορρηξία (Montgomery et al., 2004;Palmer et al., 2006) φέρουν 
πολλές μεταλλαγές GDF9 (Otsuka et al. 2011). Επομένως, ο GDF9 πιθανόν να 
μεταβάλλει τον ωοθυλακιορρηκτικό ρυθμό. 
        Μελέτες έδειξαν συμμετοχή της κληρονομικότητας από 31-87% (Snieder et 
al. 1998, de Bruin et al. 2001, van Asselt et al. 2006) ενώ, η ηλικία της 
εμμηνόπαυσης αποτελεί πολυπαραγοντικό κληρονομικό γνώρισμα. H 
εμμηνόπαυση επέρχεται όταν η δεξαμενή των ωοθυλακίων στις ωοθήκες 
εξαντλείται και αδυνατεί να υποστηρίξει νέους καταμήνιους κύκλους (te Velde et 
al. 1998). Κατά την διάρκεια της αναπαραγωγικής ζωής, ο αυξανόμενος αριθμός 
των αναπτυσσόμενων ωοθυλακίων που οδηγούνται στο κοιλοτικό στάδιο και η 
μείωση των ωοθυλακίων λόγω ατρησίας οδηγούν σε σταδιακή μείωση του 
αριθμού της αρχικής δεξαμενής των ωοθυλακίων με τελικό αποτέλεσμα την 
εμμηνόπαυση (McGee et al. 2000). Οι AMH και AMHR2 (Kevenaar et al. 2006, 
Durlinger et al. 2002), GDF9 και ΒΜΡ15 συσχετίστηκαν με ωοθηκική γήρανση και 
πρώιμη ωοθηκική ανεπάρκεια (Di Pasquale et al. 2006, Dixit et al. 2006, Laissue 
et al. 2006,  Tiotiu et al. 2010) και FOXL2 με πρώιμη ωοθυλακική ανεπάρκεια 
(POI). Συμμετέχοντας στην αρχική στρατολόγηση των ωοθυλακίων μπορεί να 
θεωρηθούν και σαν κύρια γονίδια καθορισμού της ηλικίας εμμηνόπαυσης. Οι 
Voorhuis et al. 2011 έδειξαν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική συσχέτιση 
μεταξύ GDF9 και ηλικίας εμμηνόπαυσης.  
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        Η παρούσα μελέτη σχεδιάστηκε με σκοπό να προσδιοριστεί αν η  ωοθηκική 
έκφραση των επιπέδων GDF9 mRNA  επηρεάζεται από την εμμηνόπαυση και την 
ηλικία των γυναικών άνω των 40 ετών.  
        Το πρώτο βήμα ήταν ο διαχωρισμός των γυναικών της μελέτης σε δύο 
κατηγορίες με κριτήριο το αν βρίσκονταν πριν ή μετά την εμμηνόπαυση. Στόχος 
ήταν να προσδιορίσουμε την μέση τιμή της έκφρασης του GDF9 mRNA σε κάθε 
ομάδα και στη συνέχεια τη μεταξύ τους σύγκριση. Τα αποτελέσματα της μελέτης 
έδειξαν πως δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά στις μέσες τιμές των 
δύο ομάδων (πίνακας 6).  
        Στη συνέχεια, θέλαμε να προσδιορίσουμε αν υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της 
έκφρασης GDF9 mRNA στην ωοθήκη και της ηλικίας των γυναικών. Τα 
αποτελέσματα μας, καταδεικνύουν πως δεν υπάρχει συσχέτιση μεταξύ των δύο 
αυτών παραγόντων και πως η έκφραση του GDF9 κυμαίνεται σε σταθερά 
επίπεδα (πίνακας 10). Τα αποτέλεσμα της μελέτης έρχονται σε συμφωνία με 
μελέτη των Voorhuis et al. (2011) που έδειξαν πως δεν υπάρχει στατιστικά 
σημαντική συσχέτιση μεταξύ GDF9 και ηλικίας έναρξης της εμμηνόπαυσης. 
        Συνοψίζοντας τα αποτελέσματα της μελέτης, συμπεραίνουμε πως η GDF9 
mRNA-εξαρτώμενη λειτουργικότητα της ωοθήκης είναι ανεξάρτητη και δεν 
επηρεάζεται από την εμμηνόπαυση και την ηλικία μετά τα 40 έτη. Έτσι, 
υποστηρίζεται η υπόθεση ότι στην ομάδα των γυναικών που μελετήθηκε, ο 
ωοθηκικός ιστός βρίσκεται σε κατάσταση λειτουργικής ετοιμότητας όσον αφορά 
τον αυξητικό παράγοντα GDF9.  
        Περεταίρω μελέτες είναι απαραίτητες για να επιβεβαιωθούν τα 
προκαταρκτικά αυτά αποτελέσματα ώστε να διασαφηνιστεί η έκφραση, ο 
ακριβής ρόλος του αυξητικού παράγοντα GDF9 και η συσχέτιση του με την 
λειτουργικότητα των ωοθηκών, καθώς τα αποτελέσματα της μελέτης βασίστηκαν 
σε μικρό αριθμό περιστατικών.  
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