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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η ανδρική υπογονιμότητα, που συμβάλλει στο ήμισυ περίπου στην αδυναμία ενός 

ζευγαριού να τεκνοποιήσει, οφείλεται σε διάφορες αιτίες. Πέρα από τις παθολογικές 

αιτίες ή δυσλειτουργίες που αφορούν το ανδρικό αναπαραγωγικό σύστημα, τα 

τελευταία χρόνια έρευνες δείχνουν ότι η υπογονιμότητα μπορεί να οφείλεται εν μέρει 

και στον τρόπο ζωής, σε περιβαλλοντικούς παράγοντες και στην διατροφή.

Ένα από τα ευρέως συζητημένα μόρια την τελευταία δεκαετία είναι η βιταμίνη D 

καθώς η ανεπάρκεια της έχει συσχετιστεί με πολλές ασθένειες και δυσλειτουργίες, 

μια εκ των οποίων η ανδρική και η γυναικεία υπογονιμότητα. Συγκεκριμένα, από 

μελέτες σε ζώα και ανθρώπους έχει δειχθεί ότι η βιταμίνη D επιδρά θετικά στην 

ποιότητα του σπέρματος και ότι συμπληρώματα με βιταμίνη D μπορούν να 

βελτιώσουν την κινητικότητα του σπέρματος σε άνδρες με ανεπάρκεια και 

ασθενοζωοσπερμία και ίσως σε υπογόνιμους άνδρες από ζευγάρια που εμπλέκονται 

με την υποβοηθούμενη αναπαραγωγή. Αντίστοιχα, σε πειράματα που 

πραγματοποιήθηκαν στην Μ.Υ.Α του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου 

Λάρισας φάνηκε ότι η κινητικότητα των σπερματοζωαρίων βελτιώνεται εντός μισής 

ώρας μετά την προσθήκη βιταμίνης D σε συγκεντρώσεις 0,01nM και 0,1nM.

Με βάση τα παραπάνω δεδομένα, και γνωρίζοντας ότι δεν έχει μελετηθεί η επίδραση 

της βιταμίνης D σε δείγματα σπέρματος που καταψύχθηκαν, θελήσαμε να δείξουμε 

αν υπάρχει κάποια επίδραση της βιταμίνης D συγκέντρωσης 0,01nM στην 

κινητικότητα των σπερματοζωαρίων μετά από κατάψυξη και σχεδιάστηκε η 

παρακάτω μελέτη.

Συνοπτικά, τα αποτελέσματα από 17 δείγματα, έδειξαν ότι η προσθήκη βιταμίνης D 

συγκέντρωσης 0,01nM σε δείγματα σπέρματος που καταψύχθηκαν και στην συνέχεια 

αποψύχτηκαν, μειώνει την στατιστικά σημαντικά την προωθητική κινητικότητα και 

αντίστοιχα αυξάνει στατιστικά σημαντικά το ποσοστό ακίνητων σπερματοζωαρίων. 

Συμπερασματικά, φαίνεται ότι πιθανώς η διαδικασία της κατάψυξης - απόψυξης 

ενδέχεται να επηρεάζει τον υποδοχέα VDR ή μόρια και δομές που συμμετέχουν στην 

ακόλουθη ενεργοποίηση του, και συνεπώς φαίνεται πως η βιταμίνη D συγκέντρωσης 

0,01nM δεν έχει την θετική αναμενόμενη επίδραση στην διαδικασία της κατάψυξης. 

Τέλος, χρειάζεται σχεδιασμός περαιτέρω πειραματικών μελετών, με μεγαλύτερο 

αριθμό ομαδοποιημένων δειγμάτων για την διαλεύκανση του ρόλου της βιταμίνης D 

στην ανδρική υπογονιμότητα και στα πρωτόκολλα κατάψυξης σπέρματος.
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ABSTRACT

Male infertility, that contributes almost at the same extent as female, to the inability of 

an infertile couple to achieve a pregnancy, can be the result of many causes. Apart 

from pathological reasons and male reproductive system dysfunctions, lately 

researches have shown that other potential causes of subfertility could be related to 

lifestyle, diet and environmental factors.

Over the last decade vitamin D has been a molecule of great research interest, as its 

deficiency is related to many diseases and dysfunctions, one of which is male and 

female infertility. Specifically, available studies in animal models and humans suggest 

that vitamin D exerts the most consistent beneficial effect on semen quality, and 

suggest that vitamin D supplementation might improve sperm motility in men with 

vitamin D deficiency displaying asthenozoospermia and possibly fertile men from 

couples enrolled in assisted reproductive programs. Respectively, experiments that 

took place in the ART unit of the University General Hospital of Larissa, showed that 

sperm motility is improved within half hour post vitamin D addition at concentrations 

of 0,01nM και 0,1nM.

Therefore, considering the data above, and given the fact that to date no studies have 

assessed the impact of vitamin D on frozen semen samples, we designed this study, to 

determine if there is an effect of vitamin D in concentration of 0,01nM on semen 

motility after vitrification and thawing.

Briefly, out of 17 samples, our results showed that the addition of 0,01nM vitamin D 

to semen samples that got frozen, reduces the motility after thawing with statistical 

significance and respectively increases the immotile spermatozoa with statistical 

significance.

Conclusively, it seems that the vitrification-thawing procedure itself, probably affects 

the VDR receptor and other molecules or structures downstream of the activation 

triggered from the VDR, and therefore it doesn’t seem that 0,01nM vitamin D has the 

expected positive effect.

Finally there is need for more prospective experimental studies, with more grouped 

samples, aimed at better characterizing the definitive role of vitamin D in male 

fertility and especially on semen vitrification protocols, in order to fulfill the need of 

shedding new light in this extremely challenging field.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 Υπογονιμότητα

1.1.1 Ορισμός

Στείρωση ή υπογονιμότητα είναι η αδυναμία ενός ζευγαριού να πετύχει κλινική 

κύηση μετά από τη συμπλήρωση ενός έτους τακτικών και ελεύθερων σεξουαλικών 

επαφών, σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (World Health Organization, 

WHO) και με την Διεθνή Επιτροπή Καταγραφής των Τεχνολογιών Υποβοηθούμενης 

Αναπαραγωγής (International Committee for Monitoring Assisted Reproductive 

Technology, ICMART). Η συχνότητα της στείρωσης στο γενικό πληθυσμό δεν είναι 

απόλυτα γνωστή, υπολογίζεται όμως ότι το πρόβλημα της στείρωσης αντιμετωπίζουν 

ένα στα πέντε νιόπαντρα ζευγάρια και συγκεκριμένα το 15% που επιθυμούν να 

τεκνοποιήσουν, δεν καταφέρνουν να πετύχουν εγκυμοσύνη μέσα στον πρώτο χρόνο, 

ενώ συνολικά ένα 20% μετά την παρέλευση και του δεύτερου χρόνου ελεύθερων 

σεξουαλικών επαφών (Slama R et al., 2012, Thoma ME et al., 2013). Η δε μειωμένη 

αναπαραγωγική ικανότητα (fecundity) που συμπεριλαμβάνει την στειρότητα και την 

δυσκολία διεκπεραίωσης μιας εγκυμοσύνης φαίνεται να επηρεάζει τον διπλάσιο 

αριθμό ζευγαριών, με αποτέλεσμα την αύξηση θεραπευτικών αγωγών για την 

αντιμετώπιση της υπογονιμότητας.

1.1.2 Αίτια υπογονιμότητας

Τα αίτια υπογονιμότητας φαίνεται ότι αφορούν είτε στην γυναίκα σε ποσοστό 40%, 

είτε στον άνδρα με παρόμοιο ποσοστό 40%, ενώ η ανεξήγητη υπογονιμότητα που 

μπορεί να οφείλεται και στους δύο απασχολεί ένα 20% των περιπτώσεων 

υπογονιμότητας. Η γυναικεία υπογονιμότητα μπορεί να οφείλεται σε διαταραχές 

ωοθυλακιορρηξίας, διαταραχές στην λειτουργία των σαλπίγγων, ενδομητρίωση, 

τραχηλικό παράγοντα, αλλά αίτια (μήτρα) ή ανεξήγητη υπογονιμότητα. Η ανδρική 

υπογονιμότητα μπορεί να οφείλεται σε συγγενείς ανωμαλίες, χρωμοσωμικές 

ανωμαλίες, ενδοκρινείς διαταραχές, φλεγμονές των γεννητικών οργάνων, κιρσοκήλη, 

νευρολογικές ή ψυχικές διαταραχές ή σε ιδιοπαθή στείρωση, καταστάσεις που 

οδηγούν στην απουσία (αζωοσπερμία) ή στην παρουσία μη φυσιολογικού σπέρματος 

(ασθενοζωοσπερμία, ολιγοζωοσπερμία) και κατ’ επέκταση σε κακό 

σπερμοδιάγραμμα. Ακόμη έχει βρεθεί ότι η ανδρική υπογονιμότητα μπορεί επίσης να 

επιδεινώνεται από ψυχολογικούς παράγοντες (Wincze, J.P., 2015) και
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περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως τοξικές ουσίες, φάρμακα, αλκοόλ, ναρκωτικά, 

ακτινοβολία και υψηλές θερμοκρασίες (Sharpe, R.M., 2000). Για το λόγο αυτό τα 

τελευταία χρόνια έχει επεκταθεί η βιβλιογραφία που τείνει να διαλευκάνει την σχέση 

που έχει ο τρόπος ζωής και η διατροφή με την υπογονιμότητα (Gaskins AJ et al., 

2017).

1.1.3 Πρόληψη υπογονιμότητας

Η χρήση μεθόδων υποβοηθούμενης αναπαραγωγής έχει αυξηθεί σημαντικά αφού 

υπολογίζεται ότι μόνο στις ΗΠΑ οι υποβοηθούμενοι κύκλοι έχουν αυξηθεί από 

60.000 mmTO 1995 σε 209.000 το 2015 (ART 1998, Preliminary SART 2015) και ο 

συνδυασμός υψηλής συχνότητας περιστατικών υπογονιμότητας, υψηλού κόστους 

θεραπείας και περιορισμένης γεωγραφικής πρόσβασης σε κέντρα υποβοηθούμενης 

αναπαραγωγής, οδήγησαν στην αναζήτηση τρόπων πρόληψης και αντιμετώπισης με 

βάση τις αλλαγές στην συνήθεια και την καθημερινότητα (Chambers, G.M et al., 

2009, Harris, J.A et al., 2017). Η διευκρίνιση εύκολα τροποποιήσιμων, παραγόντων 

του τρόπου ζωής, όπως η διατροφή, που επηρεάζουν την ανθρώπινη γονιμότητα 

έχουν μείζονα κλινική σημασία και αξία για την δημόσια υγεία και άλλωστε έχει 

φανεί ότι ο τρόπος ζωής, η διατροφή και το περιβάλλον παίζουν να σημαντικό ρόλο 

στην αναπαραγωγική απόδοση του άντρα όσο και της γυναίκας (Rossi BV et al., 

2016). Στα πλαίσια λοιπόν της πρόληψης της υπογονιμότητας για την αντιμετώπιση 

της, μελετώνται διαφορά μόρια που μπορεί να βελτιώσουv τον υπογόνιμο φαινότυπο 

ενός ζεύγους. Για παράδειγμα η πρόσληψη συμπληρώματος φολικού οξέος, 

αντιοξειδωτικών σκευασμάτων, βιταμίνης B & D καθώς και η μείωση 

γαλακτοκομικών, σόγιας, τρανς-λιπαρών, αλκοόλ και καφεΐνης φαίνεται να βοηθούν 

στην αντιμετώπιση της γυναικείας ή ανδρικής υπογονιμότητας αναλόγως (Gaskins AJ 

et al., 2017).

Συγκεκριμένα για την βιταμίνη D και την επίδραση της στην γυναικεία γονιμότητα 

έχει φανεί ότι σε γυναίκες που υποβάλλονται σε κύκλους IVF τα ποσοστά κυήσεων 

είναι τετραπλάσια σε αυτές που έχουν επαρκή βιταμίνη D σε σχέση με τις 

ανεπαρκείς, καθώς και άλλες παρόμοιες έρευνες έχουν δείξει την θετική επίδραση της 

στην γυναικεία γονιμότητα (Ozkan S et al., 2010, Paffoni A et al., 2014, Garbedian K 

et al., 2013, Polyzos NP et al., 2014 Rudick B et al., 2012), αλλά βιβλιογραφικά 

παραμένει ασαφές το κατά πόσο η βιταμίνη D δίνει πλεονέκτημα γονιμότητας όταν
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υπάρχει σε μεγάλες ποσότητες, καθώς υπάρχουν και μελέτες που δεν δείχνουν καμία 

(Aleyasin A et al., 2011, Franasiak JM et al., 2015, Firouzabadi RD et al., 2014, 

Abadia L Neville G et al., 2016) ή αρνητική συσχέτιση (Anifandis GM et al., 2010) . 

Ακόμη, η επίδραση της βιταμίνης D στην ανδρική υπογονιμότητα δεν έχει μελετηθεί 

εκτενώς και γι’ αυτό αποτελεί ενδιαφέρον αντικείμενο μελλοντικής έρευνας και θα 

αναλυθεί στην συνέχεια.

1.1.4 Προστασία της ανδρικής γονιμότητας και κρυοσυντήρηση σπέρματος

Ο σύγχρονος άνδρας καλείται καθημερινά να αντιμετωπίσει αντίξοους παράγοντες 

που ενδέχεται να απειλούν την γονιμότητά του. Το άγχος (American Psychiatric 

Association; 1994, Hjollund NH et al., 2004) η μόλυνση του φυσικού περιβάλλοντος 

(Sokol et al. 2006), οι επιβαρυμένες συνθήκες εργασιακού περιβάλλοντος όπως η 

αυξημένη θερμοκρασία (Ikeda M, et al., 1999), η πολύωρη καθιστική στάση (Figa- 

Talamanca et al. 1996, Bujan et al. 2000), η παχυσαρκία (Hammoud AO et al., 2006, 

Liu Y et al.,2017), η μη ισορροπημένη διατροφή, κάποιες συνήθειες του καθημερινού 

τρόπου ζωής, όπως το κάπνισμα και η υπέρμετρη κατανάλωση αλκοόλ (Mattison DR 

et al., 1982, Ramlau-Hansen C.H, et al 2006), αποτελούν μερικούς από τους πιθανούς 

λόγους που μπορεί να προκαλέσουν σταδιακή μείωση της ποιότητας του ανδρικού 

σπέρματος. Η επίδραση των παραπάνω παραγόντων στην ανδρική γονιμότητα είναι 

αυξητικά ανάλογη με την πάροδο του χρόνου και εντείνεται επιπλέον με την πρόοδο 

της ηλικίας. Αυτό είναι ιδιαίτερα σημαντικό δεδομένου ότι σήμερα η πλειονότητα 

των αναπαραγωγικά ώριμων ανδρών αναβάλλουν την δημιουργία οικογένειας για 

μεγαλύτερο χρονικό διάστημα απ’ ότι στο παρελθόν.

Η πρόοδος των βιοϊατρικών επιστημών παρέχει την δυνατότητα προστασίας από τις 

δυσμενείς προοπτικές για την ανδρική γονιμότητα, ‘παγώνοντας’ τον χρόνο. Ο 

τρόπος με τον οποίο διασφαλίζεται η δυνατότητα ενός άνδρα να δημιουργήσει τους 

δικούς του βιολογικά απογόνους, οποιαδήποτε χρονική στιγμή το αποφασίσει, είναι η 

Κατάψυξη και Κρυοσυντήρηση σπέρματος.

Η κατάψυξη σπέρματος αφόρα συνολικά μεγάλο αριθμό ανδρών κι συγκεκριμένα 

άνδρες που: 1) πρόκειται να εκτεθούν σε τοξικούς περιβαλλοντικούς παράγοντες ή να 

υποβληθούν σε χειρουργικές ή άλλους είδους ιατρικές θεραπείες, που μπορεί να 

προκαλέσουν βλάβη στη γονιμότητα 2) πρόκειται να υποβληθούν σε μεθόδους
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ιατρικώς υποβοηθούμενης αναπαραγωγής (ενδομήτρια σπερματέγχυση -  

εξωσωματική γονιμοποίηση) με τις συζύγους τους και αδυνατούν να παράσχουν το 

δείγμα σε προγραμματισμένο χρόνο ή ενδέχεται να απουσιάζουν λόγω 

επαγγελματικών υποχρεώσεων 3) πρόκειται να υποβληθούν σε χειρουργική συλλογή 

σπερματοζωαρίων από όρχι ή επιδιδυμίδα, εφ’ όσον η διαδικασία επιτύχει τη λήψη 

επαρκούς ποσότητας σπερματοζωαρίων 4) φέρουν διαπιστωμένη χαμηλή ποιότητα 

σπέρματος και επιθυμούν να συγκεντρώσουν ένα ικανοποιητικό απόθεμα 

αναπαραγωγικού υλικού από πολλαπλές λήψεις 5) εκτίθενται συστηματικά σε 

σπερματοτοξικούς παράγοντες στο χώρο διαβίωσης ή εργασίας τους, π.χ. χημικές 

ουσίες, ακτινοβολίες, υψηλές θερμοκρασίες 6) επιθυμούν να τεκνοποιήσουν σε 

μεταγενέστερο χρονικό διάστημα και θέλουν να εξασφαλίσουν το αναπαραγωγικό 

τους δυναμικό από οποιαδήποτε δυσμενή συνθήκη, ως κίνηση προνοητικότητας 

(fertility preservation).

Συνεπώς, η κρυοσυντήρηση σπέρματος αφορά σε ένα σημαντικό ποσοστό ανδρών 

και μέθοδοι βελτίωσης της διαδικασίας κατάψυξης του σπέρματος όπως νέες 

τεχνολογίες, τροποποίηση των πρωτοκόλλων, ή προσθήκη μορίων που αυξάνουν τα 

ποσοστά επιβίωσης και κινητικότητας μετά την απόψυξη του, αποτελούν στόχο 

ερευνών με μεγάλο ενδιαφέρον. Στα πλαίσια αυτά η προσθήκη βιταμίνης D, ως ένα 

από τα πιθανώς ευεργετικά μόρια, σε δείγματα σπέρματος προς κατάψυξη, αποτέλεσε 

το αντικείμενο αυτής της μελέτης με αμφίβολα αποτελέσματα.
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1.2 Η βιταμίνη D

1.2.1 Σύνθεση και μεταβολισμός της βιταμίνης D

Η ομάδα της βιταμίνης D συμπεριλαμβάνει πέντε 

διαφορετικά συστατικά, εκ των οποίων τα δύο 

σχετίζονται κυρίως με βιολογικές διεργασίες και 

είναι η εργοκαλσιφερόλη (βιταμίνη D2) και κυρίως 

η χολεκαλσιφερόλη (βιταμίνη D3) (Henry HL et 

al., 2011). Η ανενεργή μορφή βιταμίνης D3 

λαμβάνεται μερικώς από λιπαρές τροφές όπως ο 

σολομός, ο τόνος, οι σαρδέλες, τα στρείδια, οι 

γαρίδες, ο κρόκος αυγού και τα μανιτάρια. Παρόλ’ 

αυτά συντίθεται κατά βάση ενδογενώς, κυρίως στο 

δέρμα όπου η ακτινοβολία UV-B μετατρέπει την 7- 

δευδροχοληστερόλη σε ανενεργή χολεκαλσιφερόλη 

που στην συνέχεια ενεργοποιείται μετά από δύο 

ενζυματικές διεργασίες (Εικόνα 1.1).

Η χολεκαλσιφερόλη εισέρχεται στην κυκλοφορία 

και μέσω της Vitamin D Bonding Protein (DBP) μεταφέρεται στο ήπαρ όπου 

λαμβάνει χώρα η πρώτη υδροξυλίωση από το ένζυμο CYP2R1 (25-υδροξυλάση) 

οδηγώντας στον σχηματισμό της 25-υδρόξυ-βιταμίνης D3 που πριν επανέλθει στην 

κυκλοφορία στους νεφρούς λαμβάνει χώρα και η δεύτερη υδροξυλίωση από το 

ένζυμο CYP27B1(1α-υδροξυλάση) οδηγώντας στον σχηματισμό της 1α,25-δευδρόξυ- 

βιταμίνης D3, που αποτελεί και την τελική ενεργή μορφή βιταμίνης D3 στην οποία 

αναφερόμαστε και ως Βιταμίνη D (Nykjaer A et al., 1999, Prosser DE et al., 2004, 

Henry HL et al.,2011, Chun RF et al.,2014). Η ενεργή μορφή, δηλαδή η 1α,25- 

δευδροξυ-βιταμίνης D3 είναι αυτή που προσδένεται και ενεργοποιεί τον υποδοχέα 

VDR της Βιταμίνη D στα κύτταρα στόχους (Haussler MR et al., 2011) και τελικώς 

απενεργοποιείται από το ένζυμο CYP24A1 (24-υδροξυλάση) (Prosser DE et al., 

2004, Henry HL et al.,2011, Veldurthy V et al.,2016 ). Σχηματικά η σύνθεση της 

βιταμίνης D παρουσιάζεται στην Εικόνα 1.2 (Mostafa, W.Z et al., 2015).

Εικόνα 1.1 Η ενεργοποίηση 
της 7-δεϋδρόξυχοληστερόλης 
από την ακτινοβολία του 
ηλίου, και η χημική της δομή

Cholesterol

7-Dehydrocholeste rol 
(pro-vitamin D3)

(natural process 
present in skin)

Vitamin D3 
or

cholecalciferol
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Εικόνα 1.2 Σχηματική αναπαράσταση παραγώγων και ενεργοποίησης της 
χολεκαλσιφερόλης στους ιστούς (Mostafa, W.Z et al., 2015).

1.2.3 Μηχανισμοί δράσης της βιταμίνης D και υποδοχέας VDR

Την τελευταία δεκαετία η Βιταμίνη D έχει χαρακτηριστεί ως ένα πλειοτροπικό μόριο 

με ποικίλες αυτοκρινείς, παρακρινείς και ενδοκρινείς δράσεις, με θεμελιώδη σημασία 

για την ανάπτυξη των οστών και την ομοιόσταση ασβεστίου-φωσφόρου που έχει ως 

βασική λειτουργία (Holick et al., 2007, Holick and Chen., 2008). Οι αλλαγές που 

συμβαίνουν ενδοκυτταρικά μετά την δράση του μορίου, προκύπτουν από κλασικές 

γενωμικές δράσεις του μορίου (genomic actions) που έχουν ως αποτέλεσμα την 

τροποποίηση της γονιδιακής έκφρασης των γονιδίων στόχων, αλλά και από μη 

κλασικές, μη γενωμικές δράσεις (non-genomic actions) που έχουν ως αποτέλεσμα την 

επαγωγή ενδοκυτταρικών σηματοδοτικών μονοπατιών που τροποποιούν διάφορες 

κυτταρικές λειτουργίες και στοχεύουν σε διαφορά όργανα, ιστούς και συστήματα 

(Haussler MR et al., 2011). Υπάρχουν δύο τύποι υποδοχέων βιταμίνης D, o κλασικός 

πυρηνικός VDR και ο μη-κλασικός μεμβρανικός VDR, που μεσολαβούν για τις 

γενωμικές και τις μη γενωμικές δράσεις της βιταμίνης D αντιστοίχως (Haussler MR 

et al., 2011). Ο κλασικός VDR ανήκει στην οικογένεια των πυρηνικών υποδοχέων και 

είναι DNA-binding μεταγραφικός παράγοντας, και η δράση του στην μεταγραφή και
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μετάφραση των γονιδίων στόχων κάνει από ώρες μέχρι ήμερες για να ολοκληρωθεί 

σε αντίθεση με τις μη γενωμικές αλλαγές του μεμβρανικού VDR που συμβαίνουν 

εντός 1-2 λεπτών μέχρι 15-45 λεπτά, λόγω άμεσης αλληλεπίδρασης των 

σηματοδοτικών μονοπατιών. Ο μη κλασικός μεμβρανικός VDR, και οι μη γενωμικές 

δράσης της βιταμίνης D, αρχικά ανακαλύφθηκαν στις κυτταρικές μεμβράνες των 

εντερικών κυττάρων (Nemere I et al., 1984, Norman AW et al., 2002, Haussler MR et 

al., 2011, Zanatta L et al., 2011). Ο μεμβρανικός VDR βασικά ρυθμίζει μεμβρανικούς 

και κυτταροπλασματικούς δεύτερους αγγελιοφόρους που οδηγούν σε κινάσες και 

φωσφατάσες με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση ενδοκυτταρικών μονοπατιών όπως 

αυτά της πρωτεϊνικής κινάσης Α (PKA), της πρωτεινικής κινάσης C (PKC), της 

μιτογόνου πρωτεϊνικής κινάσης (MPK), καθώς και καναλιών χλωρίου-ασβεστίου, 

χωρίς όμως να είναι γνωστό τι σηματοδοτεί την μη γενωμική δράση της βιταμίνης D 

(Haussler MR et al., 2011, Zanatta L et al., 2011). Οι δύο μηχανισμοί δράσης της 

βιταμίνης D φαίνονται σχηματικά στην Εικόνα 1.3 (de Angelis C et al., 2017), αλλά 

στην συνέχεια θα αναλυθεί το μη κλασικό γενωμικό μονοπάτι της βιταμίνης D, 

καθώς μέσω αυτού δρα η βιταμίνη στα σπερματοζωάρια και την κινητικότητα τους.

Εικόνα 1.3 a. Οι γενωμικές δράσεις της βιταμίνης D μέσω του κυτταροπλασματικού VDR 
b. Οι μη γενωμικές δράσεις της βιταμίνης D μέσω του μεμβρανικού VDR.
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Ο όρος βιταμίνη D αναφέρεται σε μια ομάδα λιποδιαλυτών βιταμινών με βιοχημική 

δομή παρόμοια με αυτή των στεροειδών ορμονών, των οποίων η βασική δράση είναι 

η ρύθμιση της ενδοκυτταρικής ομοιόστασης του ασβεστίου και του φωσφόρου σε 

ιστούς όπως το έντερο, το σκελετικό σύστημα, ο νεφρός και οι παραθυρεοειδείς 

αδένες (Dusilova-Sulkova S et al., 2009). Η πολύπλοκη ρύθμιση του μεταβολισμού 

της βιταμίνης D είναι απαραίτητη για την διατήρηση της σωστής ομοιόστασης 

ασβεστίου και φωσφόρου συστημικά (DeLuca HF et al., 1980) και ειδικά εφόσον η 

βιταμίνη D επάγει την απορρόφηση του ασβεστίου και του φωσφόρου στο έντερο, 

την απορρόφηση ασβεστίου και την έκκριση φωσφόρου στον νεφρό, και επηρεάζει 

τον σχηματισμό οστών βάσει των κυκλοφορούμενων επιπέδων ασβεστίου (DeLuca 

HF et al., 1980). Επιπρόσθετα, τα τελευταία χρόνια έχει αυξηθεί εντυπωσιακά το 

εύρος των γνωστών οργάνων στόχων της βιταμίνης D και περιλαμβάνει τον λιπώδη 

ιστό (Savastano S et al., 2017), τον θυρεοειδή (Nettore IC et al., 2017), το 

ανοσοποιητικό σύστημα (Altieri B et al., 2017), το πάγκρεας (Altieri B et al., 2016), 

το καρδιαγγειακό σύστημα (Muscogiuri G et al., 2017), το κεντρικό νευρικό σύστημα 

(Focker M et al., 2017), όπως και το αναπαραγωγικό σύστημα (Dusilova-Sulkova S. 

et al., 2009, Focker M et al., 2017, Tirabassi G et al., 2016). Αντίστοιχα, φαίνεται ότι 

και τα μεταβολικά ένζυμα της βιταμίνης D καθώς και η έκφραση τους, δεν 

περιορίζονται μόνο στο ήπαρ και στους νεφρούς αλλά απαντώνται και σε αλλά 

όργανα και συστήματα, συμπεριλαμβανομένου και του ανδρικού αναπαραγωγικού, 

υποδηλώνοντας ότι η βιταμίνη D μπορεί και να παράγεται τοπικά σε άλλα όργανα και 

ιστούς πέρα από τα κλασικά (Verstuyf A et al., 2010).

Η ανεπάρκεια σε βιταμίνη D έχει συσχετιστεί με υπερπαραθυροειδισμό, 

οστεομαλακία, και έχει προταθεί ως παράγοντας ρίσκου για διάφορες κλινικές 

καταστάσεις όπως παχυσαρκία, δυσλειτουργία του θυρεοειδή, αυτοάνοσα νοσήματα, 

άνοια, καρκίνο και υπογονιμότητα. Παρόλ’ αυτά, υπάρχουν ακόμα διαφωνίες για το 

αν η ανεπάρκεια βιταμίνης D αυτή κάθε αυτή παίζει κάποιον απευθείας ρόλο σε 

αυτές τις καταστάσεις (Muscogiuri G et al., 2017, Haimi et al., 2017), γεγονός που 

την καθιστά ενδιαφέρον αντικείμενο έρευνας.

1.2.3 Ιστοί- στόχοι της βιταμίνης D
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Πειραματικές μελέτες έχουν δείξει τον θετικό ρόλο που παίζει η βιταμίνη D στην 

ανδρική γονιμότητα κυρίως μέσω της ορμονικής τροποποίησης με γενωμικές και μη 

δράσεις, και μέσω της ποιοτικής βελτίωσης του σπέρματος με μη γενωμικές δράσεις. 

Παρότι οι κλινικές μελέτες διίστανται για την ακριβή επίδραση της βιταμίνης D στην 

ορμονική ρύθμιση, στο ανδρικό αναπαραγωγικό σύστημα, φαίνεται να είναι πιο 

σαφείς σχετικά με την θετική επίδραση της στην ποιότητα του σπέρματος και 

συγκεκριμένα στην κινητικότητα, την ενεργοποίηση (capacitation) και την 

ακροσωμική αντίδραση. Μελέτες σε ζώα καθώς και στον άνθρωπο, έχουν δείξει ότι 

τα επίπεδα της βιταμίνης D στην κυκλοφορία καθώς και ο τοπικός μεταβολισμός της 

στην ανδρική αναπαραγωγική οδό έχουν μεγάλη σημασία στην ανδρική 

αναπαραγωγική υγεία και στην ρύθμιση λειτουργιών του όρχεως όπως η παραγωγή 

ορμονών και η σπερματογένεση (Ward WS et al., 1994, Prosser DE et al., 2004, 

Mizwicki MT et al., 2010) και η ανεπάρκεια βιταμίνης D σε τρωκτικά οδηγεί σε 

μειωμένη ποσότητα και κινητικότητα σπέρματος και χαμηλότερη γονιμότητα σε 

θηλυκά που γονιμοποιήθηκαν από ανεπαρκείς σε βιταμίνη D ποντικούς (Kwiecinski 

et al., 1989). Η βιταμίνη D παίζει βασικό ρόλο στην συστημική ρύθμιση της 

ομοιόστασης του ασβεστίου και ο ρόλος του ασβεστίου στην ωρίμανση του 

ανθρώπινου σπερματοζωαρίου έχει καταγραφεί, εφόσον τα επίπεδα του είναι 2-3 

φορές περισσότερα στα υγρά της επιδιδυμίδας και του προστάτη σε σχέση με αυτά 

της κυκλοφορίας (Bouillon et al., 2008). Αναλυτικότερα, υπάρχει θετική συσχέτιση 

των επιπέδων βιταμίνης D του ορού και της κινητικότητας του σπέρματος, μέσω της 

απευθείας δράσης της 1α-25-δεϋδρόξυ-βιταμίνης D στην ενδοκυτταρική 

συγκέντρωση ασβεστίου, την κινητικότητα και την ακροσωμική αντίδραση στα 

ώριμα σπερματοζωάρια (Blomberg J et al., 2010).

Σχετικά με τον υποδοχέα της βιταμίνης D, VDR, έχει βρεθεί ότι VDR Knock out 

μοντέλα ποντικού παρουσιάζουν υπογόνιμο φαινότυπο (Kinuta et al., 2000; Bouillon 

et al., 2008), ενώ η έκφραση του μετάγραφου και της πρωτεΐνης του VDR υποδοχέα 

έχουν καταγραφεί στον προστάτη, τα σπερματικά κυστίδια και την επιδιδυμίδα 

(Cariati F et al., 2013 a &b , Cariati F et al., 2012). Στον όρχι, η VDR πρωτεΐνη έχει 

εντοπιστεί στα κύτταρα Leydig, σε ανώριμα κύτταρα Sertoli και σε σπερματογόνια 

και σπερματίδες ενώ λιγότερο σε σπερματοκύτταρα και σπερματοζωάρια (Aquila S et 

al., 2008, 2009, Blomberg J et al., 2010, Cariati F et al., 2012, Cariati F et al., 2013b).

1.2.4 Ανδρική αναπαραγωγική οδός και βιταμίνη D
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Στα ανθρώπινα σπερματοζωάρια ο VDR φαίνεται να έχει ετερογενή διάταξη, αφού 

εντοπίζεται στην κεφαλή (Corbett ST et al., 2006, Aquila S et al., 2008, Aquila S et 

al., 2009, Blomberg J et al., 2010), στην μετά-ακροσωμική περιοχή (Corbett ST et al., 

2006, Blomberg J et al., 2010), στον αυχένα (Aquila S et al., 2008, Blomberg J et al., 

2010) και το μεσαίο τμήμα (Corbett ST et al., 2006, Aquila S et al., 2009, Blomberg J 

et al., 2010).

Αντίστοιχα, τα ένζυμα που συμμετέχουν στην σύνθεση και τον μεταβολισμό της 

βιταμίνης D έχουν εντοπιστεί στην ανδρική αναπαραγωγική οδό και σε συγκεκριμένα 

σημεία του σπερματοζωαρίου. Η 25-υδροξυλάση έχει εντοπιστεί στον προστάτη, στα 

σπερματικά κυστίδια, την επιδιδυμίδα και στον όρχι, συγκεκριμένα στα κύτταρα 

Leydig, τα σπερματοκύτταρα, τις σπερματίδες και στα σπερματοζωάρια στον αυχένα, 

την ουρά και την μετα-ακροσωμική περιοχή (Blomberg J et al., 2010). H 1-α 

υδροξυλάση εντοπίστηκε επίσης στον προστάτη, στα σπερματικά κυστίδια, την 

επιδιδυμίδα και στον όρχι, συγκεκριμένα στα κύτταρα Leydig, τα σπερματογόνια, τα 

σπερματοκύτταρα, τις σπερματίδες και στα σπερματοζωάρια κυρίως στον αυχένα, την 

μετα-ακροσωμική περιοχή και το μεσαίο τμήμα (Blomberg J et al., 2010). Τέλος η 

24-υδροξυλάση έχει εντοπιστεί στον προστάτη, στα σπερματικά κυστίδια, την 

επιδιδυμίδα και στον όρχι, συγκεκριμένα στα κύτταρα Leydig, τα σπερματογόνια, τις 

σπερματίδες και στα σπερματοζωάρια κυρίως στον αυχένα και στο annulus (τμήμα 

μετά το μέσο τμήμα, στην αρχή της ουράς) (Blomberg J et al., 2010).

Συμπερασματικά, έρευνες σε ζώα και στον άνθρωπο δείχνουν πως η σύνθεση της 

καθώς και η ρύθμιση της έκφραση της βιταμίνης D, του υποδοχέα της VDR, καθώς 

και των ενζύμων που την μεταβολίζουν (25-υδροξυλάση, Ια-υδροξυλάση, 24- 

υδροξυλάση) στο ανδρικό αναπαραγωγικό σύστημα και συγκεκριμένα στον όρχι και 

στα σπερματοζωάρια, παίζουν σημαντικό ρόλο στην ανδρική γονιμότητα και ειδικά 

στην ποιότητα και την κινητικότητα του σπέρματος και πιθανώς να επηρεάζουν την 

ορμονική σύνθεση του όρχεως και την σπερματογένεση. Συνεπώς, η περεταίρω 

έρευνα πάνω στην θετική επίδραση της βιταμίνης D στην ποιότητα και στις 

λειτουργίες των σπερματοζωαρίων, ειδικά μετά από εργαστηριακές διαδικασίες, όπως 

η κατάψυξη σπέρματος, που εμπλέκονται άμεσα σε μεθόδους υποβοηθούμενης 

αναπαραγωγής, είναι απαραίτητη για την διαλεύκανση αυτού του ερωτήματος 

διεξήχθη η συγκεκριμένη εργασία.
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1.2.5 Η μη γενωμική επίδραση της Βιταμίνης D στο σπέρμα

Είναι γνωστό ότι τα σπερματοζωάρια είναι μεταγραφικά σιωπηρά, εφόσον το 

γονιδίωμα τους είναι σφιχτά πακεταρισμένο στον πυρήνα του (Ward et al., 1994). 

Συνεπώς a priori η βιταμίνη D δεν θα μπορούσε να δράσει άμεσα μέσω του κλασικού 

γενωμικού μονοπατιού και αυτό καθιστά το σπερματοζωάριο, ιδανικό σύστημα για 

μελέτη της επίδρασης του μη κλασικού, μη γενωμικού μονοπατιού του υποδοχέα 

VDR.

Η βιταμίνη D (1,25-διυδροξυ-03) μέσω του μη κλασικού μονοπατιού του VDR, 

οδηγεί κυρίως σε αύξηση της συγκέντρωσης των ιόντων ασβεστίου που 

ελευθερώνονται από ενδοκυτταρικές δεξαμενές (Bouillon et al., 2008). Πέρα όμως 

από αυτή που είναι η βασική της δράση, οδηγεί και σε εκροή χοληστερόλης, 

φωσφορυλίωση σε κατάλοιπα τυροσίνης και θρεονίνης σε συγκεκριμένες πρωτεΐνες 

και σε αυξημένη επιβίωση και κινητικότητα σπερματοζωαρίων όταν προστεθεί σε 

σπερματικό υγρό χωρίς διαδικασία ενεργοποίησης (Blomberg et al.,2011), χωρίς 

όμως να έχει διευκρινιστεί αν αυτά τα γεγονότα είναι αποτέλεσμα της 

ενδοκυτταρικής αύξησης του ασβεστίου ή απευθείας δράσης του υποδοχέα VDR 

(Aquila et al., 2008, Aquila et al., 2009). Αντίθετα, σε άλλη μελέτη όταν προστέθηκε 

σε σπερματικό υγρό χωρίς διαδικασία ενεργοποίησης, ήταν ακόμη χαμηλότερη η 

αύξηση της κινητικότητας (Aquila et al., 2009), χωρίς κάποια σαφή εξήγηση για την 

διαφορά, εφόσον και τα δύο πειράματα αφορούσαν μη ενεργοποιημένα 

σπερματοζωάρια. Παρόλ’ αυτά η έκφραση του VDR υποδοχέα και των μεταβολικών 

ενζύμων της βιταμίνης D, θα μπορούσαν να εξηγήσουν αυτή την διαφορά, καθώς 

εκφράζονται σε μεγαλύτερο βαθμό σε σπερματοζωάρια καλής ποιότητας που 

απομένουν μετά την διαδικασία της ενεργοποίησης από την φυγοκέντρηση (Jimenez- 

Gonzalez et al., 2005). Αυτό υποστηρίζεται και σε άλλη μελέτη που επιβεβαιώνει ότι 

η βιταμίνη D δεν είναι σε θέση να επάγει την κινητικότητα σε σπερματοζωάρια 

υπογόνιμων ανδρών που δεν έχουν υποστεί την διαδικασία της ενεργοποίησης, καθώς 

έχουν χαμηλή έκφραση του VDR υποδοχέα και των μεταβολικών ενζύμων 

(Blomberg et al.,2012).

Τέλος, η ακροσωμική αντίδραση είναι επίσης εξαρτώμενη από την συγκέντρωση του 

ασβεστίου και ίσως να επάγεται από την κλιμακωτή αύξηση του ασβεστίου μετά από 

την διέγερση της βιταμίνης D στην κεφαλή. Ακόμη, έχει βρεθεί ότι η προσθήκη
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βιταμίνης D σε ενεργοποιημένα σπερματοζωάρια οδήγησε στην αύξηση των κινητών 

που ακολούθως κάνανε ακροσωμική αντίδραση (Blomberg et al.,2011).
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1. Υλικά

• Δείγματα σπέρματος από της Μονάδα Υποβοηθούμενης Αναπαραγωγής (Μ.Υ.Α) 

του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Λάρισας

• Υλικά επεξεργασίας και κρυοσυντήρησης σπέρματος

Προϊόν Εταιρεία Κωδικός Συσκευασία

Sydney IVF Sperm 

Cryopreservation Buffer
Cook Medical K-SISC-20 20 mL

1a,25-Dihydroxyvitamin

D3
Sigma-Aldrich D1530 10 ug

Ethanol 99 % denatured 

with 1 % MEK pure A5007

Pancreac

Applichem
A5007,2500 2.5 L

2.2. Εργαστηριακός εξοπλισμός

• Όργανα

Ύ Οπτικό μικροσκόπιο WANG Biomedical 

Ύ Makler counting chamber 

Ύ Πιπέτα eppendorf Reference2 0,1-2,5 kL 

Ύ Πιπέτα Biohit Proline 100-1000 kL 

Ύ Φυγόκεντρος Hettich Universal II 

Ύ Δεξαμενή Υγρού Αζώτου GT 40 

Ύ Ψυγειοκαταψύκτης Whirlpool 

Ύ Hood Holten LaminAir 

Ύ Κυτταρόμετρο Lab count Denominator 

Ύ Θερμόμετρο 

Ύ Δοχείο για υδατόλουτρο

• Αναλώσιμα

Ύ Urobox-BBD Urine Container 120 mL Polypropylene, sterile A 

Ύ Biohit Presterilised Filter tips 0,1-10 kL 

Ύ Safety Space Filter tips 50-1000 kL 

Ύ Cryo Tube Vials χωρητικότητας 1 mL της εταιρείας Nunc
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S  Polystyrene Conical Tubes (Falcons) όγκου 15 mL της εταιρείας FALCON.

2.3 Πειραματικό μέρος

Για την διεκπεραίωση της συγκεκριμένης διπλωματικής εργασίας μελετήθηκαν 17 

δείγματα σπέρματος ανδρών που συμμετείχαν σε κύκλους υποβοηθούμενης 

αναπαραγωγής ή εξετάστηκαν με σπερμοδιάγραμμα για την ποιότητα τους σπέρματος 

τους στην Μ.Υ.Α του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Λάρισας. Η 

μακροσκοπική και μικροσκοπική εξέταση των δειγμάτων έγινε με βάση το εγχειρίδιο 

του WHO για την εξέταση και επεξεργασία του ανθρώπινου σπέρματος (WHO, 2010) 

και της ESHRE για την βασική εξέταση του σπέρματος (ESHRE, 2002) .

2.3.1 Εκτίμηση δείγματος

Η συλλογή των δειγμάτων γίνεται σε ειδικό χώρο εντός της Μ.Υ.Α, που βρίσκεται 

δίπλα στο εργαστήριο επεξεργασίας σπέρματος. Για τον κάθε εξεταζόμενο 

σημειώνονται χαρακτηριστικά όπως η ηλικία, το βάρος, το ύψος, το επάγγελμα, το 

κάπνισμα και το αλκοόλ, για την πιθανή μελλοντική στατιστική ανάλυση και 

συσχέτιση των δημογραφικών χαρακτηριστικών με την κινητικότητα του σπέρματος 

των δειγμάτων . Οι εξεταζόμενοι δίνουν το δείγμα ακέραιο μετά από 2-7 ήμερες 

αποχής με αυνανισμό σε μη τοξικό δοχείο-συλλέκτη (urobox), στο οποίο 

αναγράφεται το επώνυμο τους ή της συζύγου και η ώρα εκσπερμάτισης. Το κάθε 

δείγμα παραμένει στην Hood σε θερμοκρασία δωματίου, για περίπου 20-30 λεπτά 

μέχρι να ρευστοποιηθεί. Η ρευστοποίηση αναγνωρίζεται, καθώς το σπέρμα από την 

αρχική ημιστερεή παχύρευστη μορφή του, γίνεται ρευστό και ομοιογενές, και όσο πιο 

αδιαφανές είναι το δείγμα σημαίνει ότι έχει μεγάλη συγκέντρωση σπερματοζωαρίων, 

ενώ αν είναι κόκκινο-καφέ υπάρχει ένδειξη ύπαρξης ερυθρών αιμοσφαιρίων και σε 

τέτοια περίπτωση το δείγμα δεν χρησιμοποιείται στην πειραματική διαδικασία.

Στην συνέχεια εντός 1 ώρας ακολουθεί ο υπολογισμός του όγκου δείγματος σε mL , 

όπου αν αυτός ξεπερνάει τα 2 mL, τότε το δείγμα χρησιμοποιείται στην πειραματική 

διαδικασία και τοποθετείται όγκος 10 kL στο Makler counting chamber, μετά από 

ήπια ανάδευση του urobox. Ακολουθεί η μικροσκοπική παρατήρηση του δείγματος 

σε μικροσκόπιο αντίθεσης φάσης με μεγέθυνση x10 στου προσοφθάλμιου και x25 

στον αντικειμενικό φακό. Στο οπτικό πεδίο εμφανίζεται ένα πλέγμα 100 τετραγώνων 

και ο καθορισμός της συγκέντρωσης του δείγματος γίνεται με την αναγωγή του
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αριθμού των σπερματοζωαρίων που μετρώνται σε 10 τετράγωνα, κάθετα ή οριζόντια 

σε εκατομμύρια ανά mL αρχικού δείγματος. Η μέτρηση γίνεται υπολογίζοντας τις 

κεφαλές των σπερματοζωαρίων στην συγκεκριμένη περιοχή και αν η συγκέντρωση 

είναι μεγαλύτερη από 2 εκατομμύρια στο mL, τότε το δείγμα χρησιμοποιείται στην 

πειραματική διαδικασία.

Αναφορικά με την εκτίμηση της κινητικότητας ενός δείγματος, σύμφωνα με την 

προηγούμενη ισχύουσα κατηγοριοποίηση κινήσεων των σπερματοζωαρίων, αυτά 

κατατάσσονται σε τέσσερεις κατηγορίες κινήσεων: (a) για ταχεία προωθητική, (b) για 

νωθρή προωθητική, (c) για επιτόπια και (d) για ακινησία.

Σύμφωνα με τις νεότερες οδηγίες του WHO (2010), η κινητικότητα διακρίνεται στις 

εξής τρεις κατηγορίες :

1) Προωθητική κίνηση (Progressive Motility, PM) όπου κατατάσσονται τα 

σπερματοζωάρια που κινούνται ενεργά είτε ευθύγραμμα είτε σε μεγάλους κύκλους 

ανεξάρτητα από την ταχύτητα, και στην οποία συμπεριλαμβάνονται οι κατηγορίες 

a+b της προηγούμενης ισχύουσας κατηγοριοποίησης

2) Επιτόπια κίνηση (Non-Progressive Motility, NPM) στην οποία 

συμπεριλαμβάνονται τα σπερματοζωάρια με οποιοδήποτε άλλο πρότυπο κίνησης, 

όπως κίνηση σε μικρούς κύκλους, κίνηση κεφαλής ή ουράς χωρίς κίνηση του 

υπόλοιπου τμήματος. Σε αυτή τη κατηγορία ανήκουν τα σπερματοζωάρια κατηγορίας 

c της προηγούμενης ισχύουσας κατηγοριοποίησης

3) Ακινησία (Immobility, IM) στην οποία υπάρχει απουσία κίνησης, αντίστοιχα 

με τα σπερματοζωάρια κατηγορίας d της προηγούμενης ισχύουσας 

κατηγοριοποίηση ς.

Για την εκτίμηση της κινητικότητας των δειγμάτων μετρήθηκαν 100 σπερματοζωάρια 

μίας περιοχής και ανάλογα με τον χαρακτηρισμό της κίνησης τους κατατάχθηκαν σε 

κάθε μια από τις κατηγορίες κινήσεων: α για ταχεία προωθητική, b για στροβιλοειδή , 

c για επιτόπια και d για ακινησία. Το άθροισμα κινήσεων κατηγορίας a+b 

σημειώθηκε για κάθε δείγμα και εκτιμήθηκε συγκριτικά με το ίδιο άθροισμα μετά του 

χειρισμούς με την βιταμίνη D και την απόψυξη .

Για μεγαλύτερη εγκυρότητα, στις μετρήσεις συγκέντρωσης και κινητικότητας του 

αρχικού δείγματος καθώς και κινητικότητας μετά την απόψυξη, αυτές έγιναν από δύο
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διαφορετικούς παρατηρητές και για τα αποτελέσματα των πειραμάτων λήφθηκε 

υπόψη ο μέσος όρος των μετρήσεων των δυο παρατηρητών.

2.3.2 Πρωτόκολλο κατάψυξης (vitrification) σπέρματος με βιταμίνη D

Το πειραματικό πρωτόκολλο κατάψυξης για την διερεύνηση του ρόλου της βιταμίνης 

D σε συγκέντρωση 0,01 nM στην κινητικότητα του σπέρματος, έγινε ταυτόχρονα και 

στα ίδια δείγματα και για την διερεύνηση του ρόλου της βιταμίνης D σε συγκέντρωση 

0,1 nM, σε συνεργασία με την Καλτσουνάκη Κωνσταντίνα για την διεξαγωγή της 

δικής της διπλωματικής, επομένως είναι κοινό και περιλαμβάνει και τις δύο 

συγκεντρώσεις.

Για την διάλυση της σκόνης της βιταμίνης, με βάση τις προδιαγραφές της 

κατασκευάστριας εταιρείας, το αρχικό stock που ετοιμάζουμε είναι 24 uM (δηλαδή 

με υπολογισμούς χρειάζεται 1mL αιθανόλης για την διάλυση της σκόνης). 

Οι αραιώσεις σε αιθανόλη που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 4 nM και 40 nM, ώστε από 

αυτά να παίρνεται 1 kL και να προκύπτει σε τελικό όγκο 400 kL, 0.01 nM και 0.1 nM 

αντίστοιχα.

Σε falcon tube 15 mL,τοποθετείται ο διαθέσιμος όγκος δείγματος και φυγοκεντρείται 

για 7-8 λεπτά στις 1500 στροφές. Στην συνέχεια προσεκτικά , με το falcon υπό κλίση 

αφαιρείται το υπερκείμενο, αφήνοντας ίζημα με ελάχιστο σπερματικό πλάσμα όγκου 

150-200 kL. Ακολουθεί προσθήκη Sperm Cryopreservation Buffer, που βρίσκεται για 

τουλάχιστον 10 λεπτά εκτός ψυγείου και σε θερμοκρασία δωματίου, μέχρι τελικού 

όγκου περίπου 900 μΚ Η διαδικασία περιγράφεται στην Εικόνα 2.1.

Σε τρία cryopreservation vials, σημειώνεται ο αριθμός του δείγματος και η 

συγκέντρωση της βιταμίνης D που εξετάστηκε. Πχ. Για το δείγμα με αριθμό 1, #1 

control, #1 0,01 nM, #1 0,1 nM. Στα δυο vials που θα προστεθεί η βιταμίνη 

προστίθενται 400 kL του παραπάνω εναιωρήματος και 1kL αραιωμένης βιταμίνης D 

ανά περίπτωση και ακολουθεί επώαση των δειγμάτων με βιταμίνης D σε 

θερμοκρασία δωματίου για περίπου 10 λεπτά. Δηλαδή για να επιτύχω τελική 

συγκέντρωση βιταμίνης D 0,01 nM σε όγκο 400 kL, παίρνω 1 kL από stock με 

συγκέντρωση 4 nM, και αντίστοιχα για να επιτύχω τελική συγκέντρωση βιταμίνης D 

0,1 nM σε όγκο 400 kL, παίρνω 1 kL από stock με συγκέντρωση 40 nM, βάσει της 

σχέσης . Ο όγκος του παραπάνω εναιωρήματος που περισσεύει, που
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είναι περίπου 100 pL, χαρακτηρίζεται ως μάρτυρας- control και καταψύχεται ως έχει. 

Αφού σφραγιστούν και τα τρία vials τοποθετούνται πάνω σε μεταλλική ράβδο 

στήριξης και εμβαπτίζονται άμεσα σε δεξαμενή υγρού αζώτου (-196 °C).

Αφαίρεση
υκερκειμενου

Residual buffer (150

Εικόνα 2.1. Σχηματική αναπαράσταση πρωτοκόλλου επεξεργασίας και κατάψυξης 
δειγμάτων σπέρματος με βιταμίνη D.

Τα cryovials είναι τοποθετημένα σε ομάδες των τριών για κάθε δείγμα πάνω σε 

μεταλλική ράβδο και βρίσκονται στο υγρό άζωτο. Βγάζοντας την ράβδο από το 

άζωτο απομακρύνονται από την μεταλλική ράβδο και επωάζονται σε υδατικό 

υδατόλουτρο 37°C για 10 λεπτά. Στην συνέχεια απομακρύνονται από το υδατόλουτρο 

και μένουν στον πάγκο σε θερμοκρασία δωματίου για 20-30 λεπτά μέχρι να 

ανοιχθούν. Τελικώς γίνεται η επανεκτίμηση της κινητικότητας των δειγμάτων
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σπέρματος με τοποθέτηση όγκου 10 kL στο Makler counting chamber όπως 

περιγράφηκε παραπάνω.

2.3.4 Στατιστική ανάλυση μετρήσεων

Για την σύγκριση και την στατιστική ανάλυση των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκαν τα 

προγράμματα, IBM SPSS Software και Microsoft Excel 2010. Έγινε paired t-test για 

την προωθητική κινητικότητα a+b μεταξύ της ομάδας δειγμάτων με την βιταμίνη σε 

συγκέντρωση 0,01nM και της ομάδας ελέγχου (control) μετά από απόψυξη, δηλαδή 

σύγκριση για α+b σε control-0,01nM και control-0,1nM. Αντίστοιχα έγινε η σύγκριση 

με paired t-test για τα ακίνητα σπερματοζωάρια d, μεταξύ της ομάδας δειγμάτων με 

την βιταμίνη σε συγκέντρωση 0,01nM και της ομάδας ελέγχου (control) μετά από 

απόψυξη δηλαδή σύγκριση για d σε control-0,01nM και control-0,1nM.

Στην παρούσα μελέτη, καθώς είναι πιλοτική και εφόσον τα δείγματα που τελικά 

συλλέχθηκαν ήταν μόνο 18, τα δείγματα δεν χωρίστηκαν σε ομάδες με βάση την 

αρχική τους συγκέντρωση σε φυσιολογικά (>15 εκ./mL) και σε μη φυσιολογικά (<15 

εκ./mL) όπως ορίζει ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας (WHO).

Συνεπώς, ένα από τα δείγματα εξαιρέθηκε από την στατιστική ανάλυση γιατί είχε 

μεγάλη απόκλιση από τα υπόλοιπα και επίσης προέκυψε μεγάλη τυπική απόκλιση 

μέσα στις ομάδες των δειγμάτων ως προς την κινητικότητα καθώς τα 

ασθενζωοσπερμικά δείγματα συμπεριφέρονται διαφορετικά από τα φυσιολογικά.
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Στα αποτελέσματα συμπεριλαμβάνονται και οι αντίστοιχες μετρήσεις με βιταμίνη D 

συγκέντρωσης 0,1nM, καθώς μελετήθηκε συγχρόνως στα ίδια δείγματα από την Κ. 

Καλτσουνάκη και τα συμπεράσματα και η συζήτηση πάνω σε αυτή τη συγκέντρωση 

αναλύονται στην δική της πτυχιακή.

Πίνακας 1. Ιστορικό των ανδρών που έδωσαν δείγμα για την έρευνα. Απεικονίζεται η 
μέση τιμή ± 1 τυπική απόκλιση των ηλικιών και του όγκου των δειγμάτων, της 
συγκέντρωσης σε σπερματοζωάρια, καθώς και τα ποσοστά των ανδρών που κάπνιζαν ή 
έκαναν κατανάλωση σε αλκοόλ.
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n=17 PM (a+b) NPM (c) IM (d)

Νωπό 42,08 ± 16,16 21,05 ± 6,78 36,82 ± 16,18

ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΑΠΟΨΥΞΗ

Δείγμα ελέγχου 19,79 ± 14,32 14,32 ± 8,32 65,88 ± 16,39

βιταμίνη D [0,01nM] 14,17 ± 10,88 13,88 ± 8,82 71,97 ± 16,96

βιταμίνη D [0,1nM] 15,70 ± 10,54 15,97 ± 10,44 68,29 ± 17,71

Πίνακας 2. Συγκεντρωτικός πίνακας των επί τις εκατό μέσων όρων ± 1 τυπική 
απόκλιση της προωθητικής κινητικότητας, Progressive Motility PM ως άθροισμα των 
επιμέρους κινήσεων α και b, της επιτόπιας κινητικότητας, Non Progressive Motility 
NPM ως c και της ακινησίας,Immobility IM ως d ,για τα δείγματα πριν την επεξεργασία 
για κατάψυξη (νωπό), μετά την απόψυξη για το δείγμα έλεγχου χωρίς προσθήκη 
βιταμίνης D και τα δύο δείγματα στα οποία είχε προστεθεί βιταμίνη D σε 
συγκεντρώσεις 0,01 nM και 0,1 nM.

3.2 Επίδραση της βιταμίνης D στην κινητικότητα σπερματοζωαρίων μετά από 

απόψυξη

Στα παρακάτω γραφήματα παρατίθενται οι μετρήσεις των κατηγοριών κινητικότητας 

PRM (a+b) και ακινησίας IM (d) κατά μέσο όρο στα 17 δείγματα, με μπάρες 

σφάλματος βασισμένες στο τυπικό σφάλμα της κάθε ομάδας και τα p value (two 

tailed) που πρόεκυψαν από τα 4 paired t-test που έγιναν για τις μετρήσεις a+b: 1) 

μεταξύ της ομάδας έλεγχου (control) και της ομάδας με βιταμίνη D σε 0,01 nM 2) 

μεταξύ της ομάδας έλεγχου (control) και της ομάδας με βιταμίνη D σε 0,1 nM στο 

Γράφημα 1 και για την μέτρηση d: 3) μεταξύ της ομάδας έλεγχου (control) και της 

ομάδας με βιταμίνη D σε 0,01nM 4) μεταξύ της ομάδας έλεγχου (control) και της 

ομάδας με βιταμίνη D σε 0,1nM στο Γράφημα 2.
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Γράφημα 1. Γραφική αναπαράσταση των επί τις εκατό ποσοστών προωθητικής 
κινητικότητας, Progressive Motility PM ως άθροισμα των επιμέρους κινήσεων α και b, 
στην συνθήκη ελέγχου (control) και στις δυο πειραματικές συνθήκες μετά από 
προσθήκη βιταμίνης D σε 0,01nM και 0,1nM αντίστοιχα.

Γράφημα 2. Γραφική αναπαράσταση των επί τις εκατό ποσοστών ακινησίας, 
Immobility IM ή d, στην συνθήκη ελέγχου (control) και στις δυο πειραματικές συνθήκες 
μετά από προσθήκη βιταμίνης D σε 0,01nM και 0,1nM αντίστοιχα.
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Με βάση τα αποτελέσματα που προέκυψαν από 17 δείγματα φαίνεται ότι η βιταμίνη 

D σε συγκέντρωση 0,01 nM προκαλεί στατιστικά σημαντική (Ρ < 0,05) μείωση της 

προωθητικής κίνησης σε ποσοστό 5,61 % και επίσης στατιστικά σημαντική αύξηση 

(Ρ < 0,05) της ακινησίας σε ποσοστό 6,09 %.

Οι επιβλαβείς επιδράσεις της κρυοσυντήρησης στην κινητικότητα, την ζωτικότητα 

και το DNA των σπερματοζωαρίων (Zhang H.B et al., 2008) και οι δυσμενείς 

επιπτώσεις των χαμηλών θερμοκρασιών που σχετίζονται με τον σχηματισμό πάγου 

και την υψηλή οσμωτική πίεση κατά τη διάρκεια της διαδικασίας που οδηγούν σε 

βλάβες σε διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, όπως ο VDR (Sinan et al., 2008) και σε δομές 

και λειτουργίες του σπέρματος (Guler H. et al., 2016), είναι γνωστές. Συνολικά οι 

παραπάνω επιδράσεις ίσως εξηγούν την πιθανή καταστροφή υποδοχέων VDR, 

ενζύμων ή δόμων και μορίων που συμμετέχουν στο μονοπάτι ενεργοποίησης του 

VDR, λόγω της διαδικασίας κατάψυξης-απόψυξης. Συνεπώς, το γεγονός ότι βρέθηκε 

σημαντική μείωση στη κινητικότητα των σπερματοζωαρίων μετά την διαδικασία της 

απόψυξης φαίνεται να οφείλεται σε ένα μέρος στην διαδικασία της κατάψυξης αυτή 

καθ’ αυτή.

Ακόμη είναι γνωστό, ότι οι υπογόνιμοι άντρες έχουν βρεθεί με χαμηλότερη βιταμίνη 

D ορού και ότι σε μη φυσιολογικά, κατά WHO σπέρματα (< 15 εκ./mL), υπάρχει 

χαμηλότερη έκφραση VDR και των μεταβολικών ενζύμων (Blomberg et al., 2012). 

Από τα 17 δείγματα που εξετάστηκαν τα έξι (~35%) κατατάσσονται στην κατηγορία 

των υπογόνιμων, μη φυσιολογικών σπερμάτων. Αυτό δείχνει ότι ένα σημαντικό 

ποσοστό των δειγμάτων, πιθανώς να είχαν μειωμένη έκφραση υποδοχέων VDR και 

ενζύμων δράσης της βιταμίνης D και ίσως για αυτό να μην ανταποκρίθηκαν θετικά 

όπως αναμενόταν στην επίδραση της. Επίσης, συνδυαστικά με την καταστροφική 

επίδραση της κατάψυξης μπορεί να υπήρξε πιθανή ελλιπής ενεργοποίηση του 

μοριακού μηχανισμού δράσης της βιταμίνης D στην συγκέντρωση 0,01nM, που αντί 

να αυξάνει, βρέθηκε να μειώνει την κινητικότητα των σπερματοζωαρίων.

Παράλληλα, το γεγονός ότι τα δείγματα ήταν τόσο λίγα, δεν μας επέτρεψε να τα 

χωρίσουμε σε φυσιολογικά βάσει συγκέντρωσης και να βγάλουμε ξεχωριστά 

αποτελέσματα για την επίδραση της βιταμίνης D στα υπογόνιμα και στα φυσιολογικά
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σπέρματα μετά από κατάψυξη, γεγονός που δυσχεραίνει την ερμηνεία των 

αποτελεσμάτων και σε μελλοντική σχετική μελέτη θα πρέπει να ληφθεί υπόψη 

συνδυαστικά με μεγαλύτερο αριθμό δειγμάτων.

Επιπροσθέτως, στο παράλληλο πείραμα που έγινε συγχρόνως στα ίδια δείγματα 

σπέρματος και που αναλύεται στην διπλωματική της Κωνσταντίνας Καλτσουνάκη, εν 

συντομία δεν βρέθηκε κάποια στατιστικά σημαντική μείωση της κινητικότητας με τη 

προσθήκη βιταμίνης D σε συγκέντρωση 0,1 nM. Αυτό είναι ενδεικτικό μιας πιθανώς 

βελτιωμένης δράσης της βιταμίνης D, σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις, καθώς ίσως η 

μεγαλύτερη δόση αντισταθμίζει το effect της 0,01nM και αυξάνει και την επιβίωση 

και την κινητικότητα, στοχεύοντας στον μοριακό μηχανισμό και τους υποδοχείς VDR 

με καλύτερη αποτελεσματικότητα. Συνεπώς, σε μελλοντικά πειράματα θα ήταν 

ενδιαφέρον να δοκιμαστεί το ίδιο πρωτόκολλο κατάψυξης με μεγαλύτερα 

συγκέντρωση βιταμίνης (>0,1 nM), που θα μπορούσε να δώσει θετικά αποτελέσματα.

Μια τελευταία αλλαγή που θα μπορούσε να εξεταστεί μελλοντικά , είναι η προσθήκη 

βιταμίνης D σε ενεργοποιημένα σπερματοζωάρια μετά από φυγοκέντρηση με 

gradients, έτσι ώστε να επιλέγουν μόνο τα ζώντα και κινητά σπερματοζωάρια για 

κατάψυξη και να μελετηθεί η επίδραση της βιταμίνης D σε αυτά. Τα σπερματοζωάρια 

που επιλέγονται μετά από αυτή την διαδικασία, είναι λειτουργικά και πιο 

φυσιολογικά από τα σπερματοζωάρια που η συγκεκριμένη φυγοκέντρηση αφαιρεί. 

Έτσι, ουσιαστικά θα άλλαζε η ποιότητα του δείγματος, στο οποίο κάνουμε τον 

χειρισμό, προς το καλύτερο και πιθανώς με αυτόν τον τρόπο τα σπερματοζωάρια που 

θα μείνουν να δείχνουν καλύτερη απάντηση στην βιταμίνη, καθώς ίσως έχουν πιο 

πολλούς υποδοχείς VDR και ενζυμα μεταβολισμού της βιταμίνης D.

Συμπερασματικά, η βιταμίνη D φαίνεται να είναι ένα μόριο κλειδί για πολλές 

λειτουργίες του οργανισμού και σε σχέση με την γονιμότητα χρειάζεται περεταίρω 

μελέτη για να διαλευκανθεί ο ρόλος και η δράση της σε διάφορα συστήματα. Η 

υπογονιμότητα είναι ένα ζήτημα που όλο και εντείνεται στις μέρες μας και μέθοδοι 

βελτιστοποίησης των μέχρι σήμερα πρωτόκολλων και διαδικασιών, μπορούν να 

προσφέρουν λύσεις σε ακόμα περισσότερο κόσμο και συνεπώς χρήζουν περαιτέρω 

έρευνας. Στα πλαίσια αυτά, η βελτίωση της μεθόδου κρυοσυντήρησης για σπέρμα ή 

ακόμα και για ωάρια ή έμβρυα έχει μεγάλο ενδιαφέρον, και η βιταμίνη D ίσως 

μελλοντικά αποτελέσει ένα κομμάτι βελτίωσης των πρωτοκόλλων κρυοσυντήρησης.
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