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1.1. Αναπαραγωγικά Κύτταρα 

Τα κύρια όργανα της φυλετικής αναπαραγωγής των οργανισμών και της 

δημιουργίας των αναπαραγωγικών κυττάρων είναι οι γονάδες, οι όρχεις στους 

άρρενες και οι ωοθήκες στα θήλεα. Εκεί παράγονται, αναπτύσσονται και 

διαφοροποιούνται τα αναπαραγωγικά κύτταρα και εκκρίνονται οι στεροειδείς 

ορμόνες του φύλου, η τεστοστερόνη, η οιστραδιόλη και η προγεστερόνη, οι οποίες 

υποστηρίζουν τη φυσιολογική λειτουργία του αναπαραγωγικού συστήματος. Ο 

έλεγχος της αναπαραγωγικής λειτουργίας των γονάδων, πραγματοποιείται με τη 

συμμετοχή μίας αλυσιδωτής σειράς ορμονών του κεντρικού νευρικού συστήματος 

και αυτών καθαυτών των γονάδων. Η πρώτη ορμόνη αυτής της αλυσίδας είναι η 

γοναδοεκλυτίνη (GnRH). Η GnRH εκκρίνεται από τα νευροενδοεκρινή κύτταρα του 

υποθαλάμου και καταλήγει στην πρόσθια υπόφυση μέσω των 

υποθαλαμοϋποφυσιακών πυλαίων αιμοφόρων αγγείων. Εκεί, η GnRH διεγείρει την 

απελευθέρωση των υποφυσιακών γοναδοτροπινών, της θυλακιοτροπίνης (FSH) και 

της ωχρινοτροπίνης (LH). Η FSH και η LH δρουν στις γονάδες επιφέροντας τη 

γαμετογένεση και την έκκριση των στεροειδών ορμονών του φύλου. Οι στεροειδείς 

ορμόνες του φύλου, οι οποίες παράγονται στις γονάδες, ασκούν ανατροφοδοτική 

επίδραση στην έκκριση της GnRH, της FSH και της LH, ενώ ανατροφοδοτική 

επίδραση στην πρόσθια υπόφυση ασκεί και η γοναδιακή ορμόνη ανασταλτίνη. 

Κατά τη γαμετογένεση, παρατηρείται η ανάπτυξη και η διαφοροποίηση των 

αρσενικών και θηλυκών γαμετών. Τα βασικά της στάδια είναι κοινά για τα δύο 

φύλα. Το πρώτο στάδιο αφορά τον πολλαπλασιασμό των αρχέγονων γαμετικών 

κυττάρων με μιτωτικές διαιρέσεις και όλα τα προκύπτοντα θυγατρικά κύτταρα 

διαθέτουν συνολικά 46 χρωμοσώματα, με δύο αδελφές χρωματίδες το καθένα. Το 

δεύτερο στάδιο αφορά την παραγωγή ώριμων γαμετών μετά από δύο 

αλλεπάλληλες μειωτικές διαιρέσεις και τα προκύπτοντα κύτταρα διαθέτουν 23 

χρωμοσώματα, μονής χρωματίδης. Οι μιτωτικές διαιρέσεις στα θήλεα ξεκινούν κατά 

τη διάρκεια της εμβρυϊκής ανάπτυξης, ενώ στους άρρενες αν και παρατηρείται ένας 
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μικρός αριθμός διαιρέσεων κατά την ανάπτυξη του εμβρύου, ξεκινούν κατά την 

εφηβεία και συνεχίζονται καθ’ όλη τη διάρκεια της ζωής. 
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1.1.1. Ωογένεση 

Ωογένεση καλείται η διαδικασία της ανάπτυξης και της διαφοροποίησης των 

θηλυκών γαμετών. Ακολουθεί μία κυκλική πορεία σε όλα τα είδη οργανισμών, στον 

άνθρωπο ονομάζεται έμμηνος κύκλος και στο μυ κύκλος οίστρου. Πραγματοποιείται 

στις ωοθήκες, οι οποίες μαζί με τους ωαγωγούς και τη μήτρα, συνιστούν το 

αναπαραγωγικό σύστημα στα θήλεα. Οι ωοθήκες, πέραν της λειτουργίας τους ως 

όργανα παραγωγής των θηλυκών γαμετών, εξυπηρετούν την έκκριση των 

στεροειδών ορμονών του φύλου, των οιστρογόνων και της προγεστερόνης, αλλά και 

τη ρύθμιση της μεταγεννητικής αύξησης των αναπαραγωγικών οργάνων και της 

ανάπτυξης των δευτερογενών χαρακτηριστικών του φύλου. 

Στα πρώτα στάδια της ανάπτυξης του εμβρύου στη μήτρα, τα αρχέγονα γαμετικά 

κύτταρα, τα ωογόνια, υπόκεινται σε πολλαπλές μιτωτικές διαιρέσεις παράγοντας 

ικανό αριθμό θυγατρικών κυττάρων. Σε κάποιο στάδιο της ανάπτυξης (στον 

άνθρωπο μετά το 1ο τρίμηνο), οι διαιρέσεις παύουν και η παραγωγή νέων 

ωογονίων σταματά. Όλα τα ωογόνια εισέρχονται στη φάση της πρώτης μειωτικής 

διαίρεσης και αναπτύσσονται σε πρωτογενή ωοκύτταρα. Η πρώτη μειωτική 

διαίρεση δεν ολοκληρώνεται, μα αναστέλλεται στο στάδιο της πρόφασης. Κατά τη 

γέννηση, οι ωοθήκες ενός θήλεος περιέχουν ένα δεδομένο αριθμό πρωτογενών 

ωοκκυτάρων, ο οποίος δε μεταβάλλεται περαιτέρω. Από την εφηβεία κι έπειτα, 

κάποια πρωτογενή ωοκύτταρα ολοκληρώνουν την πρώτη μειωτική διαίρεση, 

μετατρέπονται σε δευτερογενή και προορίζονται για ωοθυλακιορρηξία. Τα 

δευτερογενή ωοκύτταρα ολοκληρώνουν τη δεύτερη μειωτική διαίρεση στη μήτρα 

του θηλυκού ατόμου και παράγουν τον ώριμο θηλυκό γαμέτη μονάχα μετά τη 

γονιμοποίηση. 

Τα στάδια της ανάπτυξης και της ωρίμανσης των ωοκυττάρων συνιστούν τον 

ωοθηκικό κύκλο, ο οποίος χωρίζεται σε τρεις φάσεις, τη θυλακική (follicular phase), 

την ωορρηκτική (ovulatory phase) και την ωχρινική φάση (luteal phase). Σε όλη τη 

διάρκεια της ανάπτυξης και της διαφοροποίησής τους, τα ωοκύτταρα 

περιβάλλονται από ένα είδος σωματικών κυττάρων, τα κοκκώδη κύτταρα, 
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σχηματίζοντας μία ανατομική δομή γνωστή ως θυλάκιο ή ωοθυλάκιο. Η 

μορφολογία των ωοθυλακίων μεταβάλλεται στην πορεία του ωοθηκικού κύκλου. 

Στη θυλακική φάση, ξεκινά η ανάπτυξη των αρχέγονων ωοθυλακίων, τα οποία 

περιλαμβάνουν και το πρωτογενές ωοκύτταρο, επενδυμένο με μια μονήρη στιβάδα 

κοκκωδών κυττάρων. Η περαιτέρω ανάπτυξη χαρακτηρίζεται από την αύξηση του 

μεγέθους των ωοκυττάρων, τον πολλαπλασιασμό των κοκκωδών κυττάρων σε 

πολλαπλές στοιβάδες και το διαχωρισμό του ωοκυττάρου από τα έσω κοκκώδη 

κύτταρα με ένα παχύ στρώμα υλικού, τη διαφανή ζώνη. Τα αρχέγονα ωοθυλάκια 

μετατρέπονται σε πρωτογενή ωοθυλάκια. Το ωοθυλάκιο αυξάνεται καθώς τα 

κοκκώδη κύτταρα συνεχίζουν να πολλαπλασιάζονται με μιτωτικές διαιρέσεις, ενώ 

συσσωρεύεται ανάμεσά τους υγρό, για το μετέπειτα σχηματισμό του άντρου. Τα 

κύτταρα συνδετικού ιστού που περιβάλλουν τα κοκκώδη κύτταρα 

διαφοροποιούνται σε στοιβάδες, σχηματίζοντας τα κύτταρα της θήκης, τα οποία 

οργανώνονται σε δύο διακριτές στοιβάδες, την έσω και την έξω θήκη. Τα 

ωοθυλάκια σε αυτό το στάδιο καλούνται ωοθυλάκια χωρίς άντρο. Σύντομα, ξεκινά ο 

σχηματισμός του άντρου, μίας δομής γεμάτης εκκριτικά υγρά προερχόμενα από τα 

κοκκώδη κύτταρα. Τα ωοθυλάκια καλούνται πρώιμα ή ωοθυλάκια με άντρο. Το 

κυρίαρχο ωοθυλάκιο επιλέγεται ώστε να ωριμάσει πλήρως και χαρακτηρίζεται από 

την παρουσία ενός αξιοσημείωτου αριθμού κοκκωδών κυττάρων, κυττάρων θήκης, 

μα και ενός διογκωμένου άντρου. Η αύξηση του μεγέθους του άντρου, ωθεί τα 

στρώματα των κοκκωδών κυττάρων που περιβάλλουν τα ωοκύτταρα, να 

σχηματίσουν τον ωοφόρο δίσκο. Σε αυτό το στάδιο, το ώριμο ωοθυλάκιο περιέχει 

ένα δευτερογενές ωοκύτταρο έτοιμο για ωορρηξία. Στην ωορρηκτική φάση, το 

τοίχωμα του θυλακίου και της ωοθήκης διαρρηγνύεται με ενζυμική πέψη, ο 

ωοφόρος δίσκος αποκόπτεται από το τοίχωμα του θυλακίου και το ωοκύτταρο, το 

οποίο επιπλέει στο υγρό του άντρου, μεταφέρεται στην επιφάνεια της ωοθήκης. 

Στην ωχρινική φάση, μετά την ωορρηξία, το εναπομείναν θυλάκιο συρρικνώνεται 

γύρω από το άντρο και τα κοκκώδη κύτταρα μεγεθύνονται. Αυτή η δομή του 

θυλακίου, το ωχρό σωμάτιο, ξεκινά να εκκρίνει οιστρογόνα, προγεστερόνη και 

ανασταλτίνη. Η ανάπτυξή του συνεχίζεται και το μέγεθός του αυξάνεται, ενώ 

εκφυλίζεται με απόπτωση εάν δεν επέλθει γονιμοποίηση. Παράγοντα ελέγχου του 
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ωοθηκικού κύκλου αποτελεί η συνδυαστική δράση των ορμονών GnRH, των 

προσθιοϋποφυσιακών ορμονών FSH και LH και των γοναδικών ορμονών του φύλου, 

των οιστρογόνων και της προγεστερόνης, καθώς συμμετέχουν δραστικά στην 

ανάπτυξη και στην ωρίμανση του θυλακίου (1). 

 

Εικόνα 1: Η διαδικασία της ωογένεσης. 
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1.1.1.2. Κύκλος Οίστρου Μυός 

Ο οίστρος του κύκλου στο μύ περιλαμβάνει τέσσερις φάσεις, τον προοίστρο, τον 

οίστρο, το μετοίστρο και το διοίστρο. Επαναλαμβάνεται κάθε 4 με 5 ημέρες, εκτός 

εάν διακοπεί από κύηση, ψευδοκύηση ή ανοίστρο. Η χρονική διάρκεια της κάθε 

φάσης διαφέρει, ενώ συχνά παρατηρούνται και ανωμαλίες του κύκλου 

(παρατεταμένος διοίστρος ή οίστρος), οφειλόμενες κυρίως σε περιβαλλοντικούς 

παράγοντες. 

Ο προοίστρος αποτελεί την προ-ωοθυλακιορρηκτική φάση, κατά την οποία η 

συγκέντρωση των οιστρογόνων ξεκινά να αυξάνεται. Στη διάρκεια της νύκτας, οι 

τιμές της FSH και της LH ενισχύονται και έπεται η απελευθέρωση του ωαρίου, 

συνήθως νωρίς το πρωί. Ο οίστρος αποτελεί την περίοδο της σεξουαλικής 

δεκτικότητας του μυός. Σε αυτή τη φάση, τα επίπεδα των οιστρογόνων είναι υψηλά 

το πρωί και ξεκινούν να μειώνονται το απόγευμα. Διαρκεί 1 ημέρα σε ένα κύκλο 4 

ημερών και 2 ημέρες σε ένα κύκλο 5 ημερών. Κατά το μετοίστρο, τα επίπεδα των 

οιστρογόνων εξακολουθούν να είναι χαμηλά. Αυτό το στάδιο περιγράφει τη 

μετάβαση από τον οίστρο στην πρώιμη φάση του διοίστρου κατά την πρώτη ημέρα. 

Στη φάση του διοίστρου ξεκινούν και πάλι να αυξάνονται τα επίπεδα των 

οιστρογόνων, ενώ οι τιμές της FSH και της LH παραμένουν χαμηλές. Ο διοίστρος 

διαρκεί συνήθως 2 ημέρες (2), (3). 

Ο προσδιορισμός της φάσης του αναπαραγωγικού κύκλου μπορεί να επιτευχθεί με 

την κυτταρολογική εξέταση του κολπικού επιχρίσματος (4), με τον προσδιορισμό 

της ηλεκτρικής αντίστασης (5), με τη βιοχημική ανάλυση των ούρων (6) και με την 

παρατήρηση των εξωτερικών γεννητικών οργάνων (7). Η εξέταση της μορφολογίας 

των κυττάρων του κόλπου αποτελεί την ακριβέστερη μέθοδο προσδιορισμού της 

φάσης του αναπαραγωγικού κύκλου του μυός. Σε κάθε φάση του κύκλου κυριαρχεί 

συνήθως ένας συγκεκριμένος τύπος κυττάρου, ενώ δεν αποκλείεται να εντοπισθεί 

και δεύτερος ή τρίτος σε μικρότερη αναλογία. Στον προοίστρο, εμφανίζονται κυρίως 

εμπύρηνα επιθηλιακά κύτταρα, μεμονωμένα ή σε ομάδες, καθώς και ορισμένα 

κερατινοποιημένα κύτταρα. Στο στάδιο του οίστρου παρατηρούνται μονάχα ομάδες 
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απύρηνων κερατινοποιημένων πλακωδών επιθηλιακών κυττάρων. Στο μετοίστρο 

επικρατούν τα λευκοκύτταρα, με λίγα εμπύρηνα ή και κερατινοποιημένα κύτταρα. 

Στο διοίστρο ανευρίσκονται μονάχα λευκοκύτταρα (8). Η παρατήρηση των 

εξωτερικών γεννητικών οργάνων του μυός συνιστά μία αρκετά γρήγορη μέθοδο, 

καθώς επιτρέπει τον άμεσο προσδιορισμό της φάσης του κύκλου αναπαραγωγής, 

με απλή παρατήρηση και χωρίς μηχανική επέμβαση. Τα χαρακτηριστικά του κόλπου 

του μυός στα διάφορα στάδια του κύκλου είναι τα εξής: Στον προοίστρο, ο κόλπος 

είναι ανοικτός. Οι ιστοί γύρω του είναι υγροί, με κόκκινο χρώμα, ενώ στο ραχιαίο 

και στο κοιλιακό χείλος του κόλπου είναι ορατές αρκετές επιμήκεις πτυχές και 

ραβδώσεις. Στον οίστρο, το άνοιγμα του κόλπου είναι παρόμοιο με αυτό του 

προοίστρου. Οι ιστοί είναι λιγότερο υγροί, με βαθύ ροζ χρώμα, ενώ οι ραβδώσεις 

στο ραχιαίο και στο κοιλιακό χείλος είναι πιο έντονες. Στο μετοίστρο, ο κόλπος είναι 

κλειστός. Οι ιστοί είναι υγροί και ωχροί, ενώ το ραχιαίο χείλος εμφανίζεται λιγότερο 

διογκωμένο. Στο διοίστρο, ο κόλπος είναι ελάχιστα ανοικτός. Οι ιστοί είναι υγροί, με 

αχνό μωβ χρώμα. 

 

Εικόνα 2: Ο κύκλος οίστρου του μυός: προοίστρος, οίστρος, μετοίστρος, διοίστρος. 
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1.1.2. Σπερματογένεση 

Σπερματογένεση καλείται η διαδικασία του σχηματισμού απλοειδών, λειτουργικών 

και ευκίνητων σπερματοζωαρίων από διπλοειδή σπερματογόνια. Το στάδιο της 

σπερματογένεσης, κατά το οποίο οι απλοειδείς σπερματίδες διαφοροποιούνται σε 

σπερματοζωάρια, χαρακτηρίζεται ως σπερμιογένεση. Το σπέρμα γενικώς επιτελεί 

δύο κύριες λειτουργίες, επιδίδει το γένωμά του στο ωάριο για το γενετικό 

ανασυνδυασμό και ενεργοποιεί το αναπτυξιακό πρόγραμμα του ωαρίου. 

Η σπερματογένεση αποτελεί συνεχή διαδικασία και επιτελείται στα σπερματικά 

σωληνάρια των όρχεων. Τα σπερματικά σωληνάρια διαφορετικών περιοχών του 

όρχεος ενοποιούνται και σχηματίζουν το ορχικό δίκτυο, ένα πλέγμα 

αλληλοσυνδεόμενων σωλήνων. Οι απαγωγοί σωληνίσκοι, τρυπούν το ινώδες 

περίβλημα των όρχεων και εκβάλλουν σ’ ένα μικρό αγωγό εντός της επιδιδυμίδας. 

Κάθε σπερματικό σωληνάριο οριοθετείται από μια βασική μεμβράνη και ένα 

στρώμα κυττάρων λείου μυός, το οποίο είναι υπεύθυνο για τις περισταλτικές 

κινήσεις των σωληναρίων. Στο κέντρο κάθε σωληναρίου βρίσκεται ένα υγροφόρος 

αυλός, ο οποίος περιέχει σπερματοζωάρια. Το σωληναριακό επιθήλιο αποτελείται 

από δύο διακριτούς τύπους κυττάρων, τα αναπτυσσόμενα γαμετικά κύτταρα και τα 

σωματικά κύτταρα Sertoli. Τα κύτταρα Sertoli συνιστούν μόνιμα κύτταρα του 

σπερματοφόρου σωληνάριου και διατηρούν μια στενή σχέση με τους γαμέτες σε 

όλη τη διάρκεια της ανάπτυξης και της διαφοροποίησής τους. Ανάμεσα στα 

σπερματικά σωληνάρια τοποθετούνται τα κύτταρα Leydig ή διάμεσα κύτταρα, τα 

οποία παράγουν την τεστοστερόνη, όντας σε επαφή με τα αιμοφόρα αγγεία και 

τους λεμφικούς διαύλους. 

Η σπερματογένεση ξεκινά με τις μιτωτικές διαιρέσεις των πρωτογενών βλαστικών 

κυττάρων ή διπλοειδών σπερματογόνιων, τα οποία βρίσκονται στη βάση των 

σπερματοφόρων σωληναρίων, τοποθετημένα μεταξύ των κυττάρων Sertoli και της 

υποκείμενης βασικής μεμβράνης. Τα διπλοειδή σπερματογόνια παραμένουν εκεί, 

λειτουργώντας ως στελεχιαία κύτταρα και συνεχίζοντας τις κυτταρικές διαιρέσεις. 

Κάποια από τα παραχθέντα θυγατρικά κύτταρα εξέρχονται από τον κύκλο των 
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μιτωτικών διαιρέσεων, υπόκεινται διαφοροποίηση, μετατρέπονται σε πρωτογενή 

σπερματοκύτταρα και ξεκινούν τις μειωτικές διαιρέσεις. Κάθε πρωτογενές 

σπερματοκύτταρο διαιρείται αρχικά σε δύο δευτερογενή σπερματοκύτταρα και 

έπειτα σε τέσσερις σπερματίδες με απλοειδή αριθμό χρωμοσωμάτων. Βέβαια, τα 

αναπτυσσόμενα βλαστικά κύτταρα αποτυγχάνουν να ολοκληρώσουν τις 

κυτταροπλασματικές τους διαιρέσεις (κυτοκίνηση) κατά τη διάρκεια της μίτωσης και 

της μείωσης, με αποτέλεσμα όλα τα θυγατρικά κύτταρα να παραμένουν 

συνδεδεμένα με κυτταροπλασματικές γέφυρες και να αποτελούν ένα συγκύτιο. Οι 

κυτταροπλασματικές γέφυρες επιτρέπουν τη διέλευση ιόντων και μορίων μεταξύ 

των κυττάρων. Η επικοινωνία μεταξύ των αναπτυσσόμενων σπερματοζωαρίων 

διατηρείται ως την πλήρη και ταυτόχρονη διαφοροποίησή τους. Κατά τη διάρκεια 

των μειωτικών διαιρέσεων, τα κύτταρα που βρίσκονται σε προχωρημένα στάδια της 

σπερματογένεσης, τοποθετούνται διαδοχικά σε υψηλότερες θέσεις στα 

σπερματοφόρα σωληνάρια. Η σπερματογένεση ολοκληρώνεται με τη 

διαφοροποίηση των σπερματίδων σε ώριμα σπερματοζωάρια, μέσω της 

σπερμιογένεσης, κατά την οποία παρατηρείται κυτταρική αναδόμηση και 

εκτεταμένη επιμήκυνση των σπερματίδων και της σπερμίασης, κατά την οποία τα 

υπολειπόμενα σωμάτια αποβάλλονται από τις επιμήκεις σπερματίδες, οι 

κυτταροπλασματικές γέφυρες αποκόπτονται, σχηματίζονται τα ώριμα 

σπερματοζωάρια και απελευθερώνονται στον αυλό (1). 

 

Εικόνα 3: Η διαδικασία της σπερματογένεσης. 
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1.1.2.1. Σπερματοζωάριο 

Το σπερματοζωάριο δομείται από την κεφαλή και την ουρά, τα οποία 

περιβάλλονται από την πλασματική μεμβράνη. Η κεφαλή του σπερματοζωαρίου 

των τρωκτικών κατέχει μορφή άγκιστρου (hook-shaped), ενώ στα πρωτεύοντα είναι 

σπαθοειδής (spatula-shaped). Το σπερματοζωάριο των τρωκτικών χαρακτηρίζεται 

από πλήρη απουσία κεντροσώματος και κεντριολίων. Τα υπόλοιπα χαρακτηριστικά 

της κεφαλής και της ουράς των σπερματοζωαρίων είναι κοινά μεταξύ των 

θηλαστικών (9). 

κεφαλή σπερματοζωαρίου 

Στην κεφαλή του σπερματοζωαρίου, το DNA βρίσκεται συνδεδεμένο με τις 

πρωταμίνες, θετικά φορτισμένες DNA πρωτεΐνες πλούσιες στο αμινοξύ αργινίνη, οι 

οποίες συμμετέχουν στην υπερσυμπύκνωση του πυρήνα. Δημιουργείται έτσι μια 

συμπαγής, υδροδυναμική δομή, η οποία προσδίδει στο σπέρμα την ικανότητα της 

κίνησης και της διείσδυσης στη μεμβράνη του ωαρίου κατά τη γονιμοποίηση. Ο 

πυρήνας περικλείεται από μια στοιχειώδη πυρηνική μεμβράνη, αποτελούμενη από 

δύο επιμέρους μεμβράνες, μία εσωτερική και μία εξωτερική. Κατά διαστήματα, 

στην πυρηνική μεμβράνη εμφανίζονται πόροι, οι οποίοι σχηματίζονται από τη 

συνένωση των δύο μεμβρανών, διαδραματίζοντας σημαντικό ρόλο στην 

επικοινωνία του πυρήνα με τον κυττατροπλασματικό χώρο και ελέγχοντας τη 

μεταφορά μορίων από και προς τον πυρήνα. Κατά τη σπερμιογένεση, οι πυρηνικοί 

πόροι συνήθως απουσιάζουν. Ωστόσο, σε ορισμένα είδη (άνθρωπος, μυς), 

διατηρούνται στο στοιχειώδη πυρηνικό φάκελο, στη βάση του πυρήνα του 

σπερματοζωαρίου (10). Το περιπυρηνικό στρώμα προστατεύει το DNA της κεφαλής 

του σπερματοζωαρίου. Αποτελεί ένα άκαμπτο κέλυφος, ενώ περιέχει δομικές 

πρωτεΐνες, οι οποίες σταθεροποιούνται με δισουλφιδικούς δεσμούς και 

δημιουργούν σύμπλοκα με άλλα πρωτεϊνικά μόρια, τα οποία απελευθερώνονται 

από το περιπυρηνικό στρώμα στο ωάριο κατά τη γονιμοποίηση, συμμετέχοντας στη 

διαδικασία της κυτταρικής επικοινωνίας. Διακρίνεται σε τρία επιμέρους τμήματα, 

όπου αντανακλούν ουσιαστικά τα τμήματα της κεφαλής του σπερματοζωαρίου, 
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εξυπηρετούν μοναδικές λειτουργίες κατά τη γονιμοποίηση του ωαρίου και είναι: α. 

η υποακροσωματική περιοχή (subacrosomal segment): αποτελεί το κάλυμμα της 

κεφαλής, βρίσκεται στο άνω εμπρόσθιο ημισφαίριο της κεφαλής του 

σπερματοζωαρίου, συνιστά τη βάση του ακροσώματος, χαρακτηρίζεται ως 

υπόλειμμα της συσκευής Golgi και περιέχει πρωτεάσες και υποδοχείς, 

απαραίτητους για την αλληλεπίδραση του σπερματοζωαρίου με τη διαφανή ζώνη 

του ωαρίου, β. ισημερινή περιοχή (equatorial segment): συνίσταται από ένα 

σύμπλοκο που σχηματίζει η περινουκλεϊκή περιοχή με την εσωτερική και την 

εξωτερική ακροσωμική μεμβράνη και διαθέτει υποδοχείς που συμμετέχουν στην 

αρχική πρόσδεση του σπερματοζωαρίου με την πλασματική μεμβράνη του ωαρίου, 

γ. μετακροσωμική περιοχή (postacrosomal seath): αποτελεί ένα σύνολο 

πρωτεϊνικών σηματοδοτικών μορίων, που συμμετέχουν στην ενεργοποίηση του 

ωαρίου, στην περαιτέρω ανάπτυξη του ζυγωτού, καθώς και στη διαδικασία 

μετατροπής του αρσενικού πυρήνα σε προπυρήνα κατά το στάδιο του σχηματισμού 

του ζυγώτη (9). 

ουρά σπερματοζωαρίου 

Το αξονήμιο είναι υπεύθυνο για τη μαστιγοειδή κίνηση, η οποία προωθεί το 

σπέρμα προς το ωάριο. Αποτελείται από 2 κεντρικά μικροσωληνάρια, που 

περιβάλλονται από 9 περιφερειακά ζέυγη μικροσωληναρίων, τα οποία 

περικλείονται επίσης από 9 πυκνές ίνες. Κάθε ίνα τοποθετείται παράλληλα με ένα 

ζεύγος μικροσωληναρίων, ενώ το πάχος τους είναι αυξημένο στο πρόσθιο τμήμα 

της ουράς και μειώνεται σταδιακά προς το οπίσθιο άκρο. Η ουρά διακρίνεται σε 

τέσσερα επιμέρους τμήματα, το εσωτερικό των οποίων είναι ίδιο με τη δομή των 

μικροσωληναρίων και των πυκνών ινών, ενώ το εξωτερικό τους διαφορετικό. 

α. τμήμα σύνδεσης: αποτελείται από 9 τμηματικές ραβδωτές, γραμμωτές, λεπτές 

ίνες που αποτελούν συνέχεια των 9 πυκνών ινών του αξονημίου. Εκεί, εντοπίζεται 

μία συμπαγής μάζα, η οποία σε όλα τα θηλαστικά πέραν των τρωκτικών, περιέχει το 

πρόσθιο κεντριόλιο. Το δεύτερο ή μακρινό κεντριόλιο αποικοδομείται κατά την 

ανάπτυξη του μεσαίου τμήματος. Η πλήρης αποδόμηση των δύο κεντριολίων στη 

σπερμιόγενεση αποτελεί στοιχείο διάκρισης μεταξύ των σπερματοζωαρίων στα 
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τρωκτικά και στα πρωτεύοντα. Η βασική πλάκα παρέχει τη σύνδεση μεταξύ του 

πρόσθιου τμήματος και της κοιλότητας που σχηματίζει η βάση της κεφαλής του 

σπερματοζωαρίου. 

β. μεσαίο τμήμα: περικλείεται από ένα μιτοχονδριακό περίβλημα, το οποίο 

αποτελείται από 70-100 μιτοχόνδρια, που παράγουν την απαραίτητη ενέργεια για 

την κίνηση των σπερματοζωαρίων. Διευθετούνται το ένα πίσω από το άλλο και 

σχηματίζουν μία έλικα, η οποία περιβάλει το αξονήμιο του μεσαίου τμήματος. Κάθε 

μιτοχόνδριο περιέχει πολλαπλά αντίγραφα του πατρικού μιτοχονδριακού 

γενώματος. Τα μιτοχόνδρια που μεταφέρουν το πατρικό DNA (mtDNA) 

αποδομούνται από πρωτεολυτικά ένζυμα του ωαρίου, καθώς φέρουν μεταλλάξεις 

εξαιτίας του οξειδωτικού στρες που υφίστανται κατά τη διαδικασία ωρίμανσης. 

γ. κύριο τμήμα: διαχωρίζεται από το μεσαίο τμήμα μέσω ενός δακτυλίου και 

περιβάλλεται από μια ινώδη κάψα, η οποία παρέχει υποστήριξη στο αξονήμιο. 

δ. τελικό ή ακραίο τμήμα: περιλαμβάνει το αξονήμιο, τα τελικά τμήματα της 

ινώδους κάψας και τα τελικά τμήματα του εξωτερικού πυκνού στρώματος των ινών 

(9). 

 

Εικόνα 4: Η δομή του σπερματοζωαρίου. 
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Γονιμοποιητική Ικανότητα Σπερματοζωαρίου 

Η ανάπτυξη και η διαφοροποίηση των σπερματοζωαρίων αρχίζει στις γονάδες, 

συνεχίζεται στην επιδιδυμίδα και τελειώνει στο εσωτερικό του θηλυκού 

αναπαραγωγικού συστήματος. Τα σπερματοζωάρια, μετά την απελευθέρωσή τους 

στον αυλό των σπερματοφόρων σωληνάριων, περιέχουν την κατάλληλη ποσότητα 

γενετικού υλικού, είναι μορφολογικά ώριμα, δεν διαθέτουν όμως ικανότητα 

κίνησης και γονιμοποίησης. Ένας πλήρως ώριμος αρσενικός γαμέτης χαρακτηρίζεται 

από την ικανότητα της αύξησης και της μεταβολής του προτύπου της κίνησής του 

(hyperactivation) και από την ικανότητα της γονιμοποίησης (capacitation) και της 

σύντηξης του με το θηλυκό γαμέτη. 

Η μεταγοναδική ωρίμανση των σπερματοζωαρίων ξεκινά στην επιδιδυμίδα. Εκεί, 

παρατηρούνται τροποποιήσεις στη μορφολογία και στην πρωτεϊνική σύσταση των 

σπερματοζωαρίων, μα και αλλαγές όπως η σταδιακή αύξηση των επιπέδων του 

cAMP και της κίνησής τους (11). Στην εκσπερμάτωση, τα σπερματοζωάρια 

εμφανίζουν κινητικότητα, αλλά όχι γονιμοποιητική ικανότητα. H απόκτηση 

ικανότητας για γονιμοποίηση (capacitation) πραγματοποιείται μετά την είσοδό τους 

στο θηλυκό αναπαραγωγικό σύστημα και περιλαμβάνει μια σειρά μορφολογικών 

και βιοχημικών τροποποιήσεων, όπως την αύξηση της μεμβρανικής ρευστότητας, τη 

μείωση των επιπέδων της χοληστερόλης, την αύξηση των ενδοκυτταρικών επιπέδων 

του cAMP, του Ca+2 και μία σημαντική μεταβολή στα φυσικά χαρακτηριστικά της 

κίνησής τους, που καλείται υπερενεργοποίηση (hyperactivation) (12). 

Κίνηση Υπερενεργοποίησης Σπερματοζωαρίου 

Η κίνηση των σπερματοζωαρίων διαφέρει μεταξύ των ειδών, ενώ επηρεάζεται και 

από τη σύσταση του περιβάλλοντος. Στην επιδιδυμίδα, τα σπερματοζωάρια είναι 

ανενεργά, σχεδόν ακίνητα (13). Όταν απελευθερώνονται στο σπερματικό υγρό in 

vivo, ή σε κάποιο καλλιεργητικό μέσο in vitro, ξεκινούν να κινούνται γρήγορα και 

δυνατά, ακολουθώντας σχεδόν ευθεία κατεύθυνση. Ως κίνηση υπερενεργοποίησης, 

ορίζεται η κίνηση των σπερματοζωαρίων όταν συλλέγονται από τον ωαγωγό κατά 

τη γονιμοποίηση. Η κίνηση του μαστιγίου χαρακτηρίζεται από έντονες, μη 

συμμετρικές αναδιπλώσεις και το σπερματοζωάριο κινείται σχεδόν κυκλικά. Η 
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υπερενεργοποίση πρέπει να συμβεί την κατάλληλη στιγμή και στο ιδανικό σημείο 

ώστε να επιτευχθεί η γονιμοποίηση. Ενδεχομένως, η διαδικασία ελέγχεται από 

μηχανισμούς και σηματοδοτικά μόρια, προερχόμενα από το γυναικείο 

αναπαραγωγικό σύστημα. Το ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό επηρεάζει πιθανόν κατά 

ένα δοσο-εξαρτώμενο τρόπο τη συχνότητα κάμψης του μαστιγίου και την 

υπερενεργοποίηση του σπερματοζωαρίου (14). Η ανίχνευση σπερματοζωαρίων με 

χαρακτηριστική κίνηση υπερενεργοποίησης στον ωαγωγό των μυών (15), 

υποδεικνύει επίσης τη συμμετοχή του ωοθυλακικού υγρού και των κοκκιωδών 

κυττάρων στη ρύθμιση της διαδικασίας. 

Παράγοντες όπως το Ca+2, το cAMP και οι διττανθρακικοί μεταβολίτες είναι 

απαραίτητοι για την έναρξη και τη διατήρηση της υπερνεργοποίησης in vitro. Το 

Ca+2 διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της κινητικότητας (13). Αυξημένα 

επίπεδα cAMP συσχετίζονται με την κίνηση των σπερματοζωαρίων κατά την 

υπερενεργοποίηση (16). Το cAMP, εμπλέκεται πιθανώς στη ρύθμιση της 

κυματοειδούς κίνησης του μαστίγιου, μέσω της διατήρησης της συγκέντρωσης του 

Ca+2 σε κατάλληλα επίπεδα (17). Οι διττανθρακικοί μεταβολίτες υποστηρίζουν την 

υπερενεργοποίηση σε σπερματοζωάρια μυός (18), μέσω της ρύθμισης της δράσης 

της αδενυλικής κυκλάσης του μαστιγίου (19), ή ακόμη και της ενεργοποίησής της 

(20). 
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1.1.3. Γονιμοποίηση 

Η γονιμοποίηση ορίζεται ως η σύντηξη ενός αρσενικού και ενός θηλυκού γαμέτη, η 

οποία συνοδεύεται από τη συνένωση των πυρήνων τους. Τα κύρια χαρακτηριστικά 

της διαδικασίας είναι η αναγνώριση των γαμετών, η έλξη, η επαφή και η συνένωσή 

τους, η σύντηξη των γαμετών και ο φραγμός στη πολυσπερμία, η μεταβολική 

ενεργοποίηση του ωαρίου, οι ανακατατάξεις των κυτταροπλασματικών ουσιών και 

η σύντηξη του γενετικού υλικού. 

Τα σπερματοζωάρια, κινούμενα στον ωαγωγό του θηλυκού ατόμου, αποκτούν την 

ικανότητα γονιμοποίησης, διαπερνούν το στρώμα των κοκκωδών κυττάρων που 

περιβάλλουν το ωάριο και προσδένονται στη διαφανή ζώνη. Η πρόσδεση 

πραγματοποιείται μεταξύ των πρωτεϊνών της κεφαλής των σπερματοζωαρίων και 

των γλυκοπρωτεϊνών (ZP3) της επιφάνειας της διαφανούς ζώνης των ωαρίων. 

Ακολουθεί η αντίδραση του ακροσώματος, κατά την οποία η πλασματική μεμβράνη 

της κεφαλής του σπερματοζωαρίου μεταβάλλεται έτσι, ώστε τα υποκείμενα 

προσδεμένα μεμβρανικά ένζυμα του ακροσώματος να εκτίθενται στη διαφανή 

ζώνη, διασπώντας τη και σχηματίζοντας μια οπή για τη δίοδο των 

σπερματοζωαρίων. Το σπερματοζωάριο το οποίο διατρυπά ολόκληρη τη διαφανή 

ζώνη, προσκολλάται στην πλασματική μεμβράνη του ωαρίου και εισέρχεται 

σταδιακά στο κυτταρόπλασμα του ωαρίου. Η σύντηξη του ωαρίου με ένα και μόνο 

σπερματοζωάριο ενεργοποιεί μηχανισμούς, οι οποίοι παρεμποδίζουν τη σύντηξη 

πρόσθετων σπερματοζωαρίων με το ίδιο ωάριο. Εκκριτικοί θύλακες, τοποθετημένοι 

στην περιφερική επιφάνεια του ωαρίου, εκχύνουν το περιεχόμενό τους στο χώρο 

μεταξύ της μεμβράνης του ωαρίου και της διαφανούς ζώνης. Στα εκκρινόμενα 

συστατικά συμπεριλαμβάνονται και ένζυμα, τα οποία εισέρχονται στη διαφανή 

ζώνη, προκαλώντας την απενεργοποίηση των υποδοχέων του σπέρματος και τη 

γενική σκλήρυνση της ζώνης. Αποφεύγεται έτσι, η πρόσδεση νέων 

σπερματοζωαρίων, διακόπτεται η πορεία των ήδη προσδεμένων σπερματοζωαρίων 

και εμποδίζεται η πολυσπερμία, η οποία συνήθως οδηγεί σε ανώμαλη ανάπτυξη. 
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Το αγονιμοποίητο ωάριο χαρακτηρίζεται από περιορισμένες μεταβολικές 

δραστηριότητες. Η γονιμοποίηση αποτελεί το έναυσμα για την έναρξη των 

μεταβολικών λειτουργιών, ενώ επιφέρει ουσιαστική αναδιοργάνωση των 

κυτταροπλασματικών συστατικών. Η μεταβολική ενεργοποίηση περιλαμβάνει την 

αύξηση της δραστικότητας ορισμένων ενζύμων και την έναρξη της μακρομοριακής 

σύνθεσης, ώστε να διασφαλιστεί η κυτταρική διαίρεση και η εμβρυογένεση. Το 

γονιμοποιημένο πλέον ωάριο συμπληρώνει τη δεύτερη μειωτική διαίρεση, το 

δεύτερο πολικό σωμάτιο αποβάλλεται και σχηματίζεται ο θηλυκός απλοειδής 

γαμέτης. Οι δύο απλοειδείς γαμέτες, περιβαλλόμενοι από ειδικές μεμβράνες 

(θηλυκός και αρσενικός προπυρήνας) μεταναστεύουν στο κέντρο του κυττάρου και 

αντιγράφουν το DNA τους, οι προπυρηνικές μεμβράνες διαλύονται και ο 

μονοκύτταρος ζυγώτης είναι πια έτοιμος να διαιρεθεί μιτωτικά. 

 

Εικόνα 5: Η διαδικασία της γονιμοποίησης. 

 

Στο μυ, απελευθερώνονται στο αναπαραγωγικό σύστημα του θηλυκού περίπου 

58x106 σπερματοζωάρια. Σε 5 μόλις λεπτά, κάποια φθάνουν στον ωαγωγό και 

σχεδόν 1 ώρα αργότερα αποκτούν ικανότητα γονιμοποίησης. Σε διάστημα 24 ωρών, 

στο μονοκύτταρο ζυγώτη ο αρσενικός και ο θηλυκός προπυρήνας αντιγράφουν το 
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γενετικό τους υλικό και διαιρούνται μιτωτικά, ώστε να σχηματιστεί το έμβρυο στο 

στάδιο των δύο κυττάρων. Η πρώτη και η δεύτερη μιτωτική διαίρεση 

πραγματοποιούνται ανά 12 ώρες και τα προκύπτοντα βλαστομερίδια είναι ίδιου 

μεγέθους. Η διαίρεση που έπεται του σταδίου των 8 κυττάρων οδηγεί στη 

μετατροπή του εμβρύου σε μία συμπαγή δομή, το μορίδιο, όπου η επιφάνεια 

επαφής μεταξύ των βλαστομεριδίων διευρύνεται (21). Τα κύτταρα του μοριδίου 

εκκρίνουν υγρό στο εσωτερικό της μάζας του, δημιουργώντας μια κοιλότητα, το 

βλαστόκοιλο. Ακολουθούν ασύμμετρες μιτωτικές διαιρέσεις των βλαστομεριδίων 

και στο στάδιο των 32 κυττάρων, η κοιλότητα μετατοπίζεται στο ένα άκρο του 

εμβρύου και το έμβρυο ονομάζεται βλαστοκύστη. Σε αυτό το στάδιο, διακρίνονται 

δύο ξεχωριστοί πληθυσμοί κυττάρων, η ομάδα των κυττάρων που συγκεντρώνονται 

στο ένα άκρο και σχηματίζουν την εσωτερική κυτταρική μάζα και η εξωτερική 

στοιβάδα κυττάρων που περιβάλλουν την κοιλότητα της βλαστοκύστης. Η 

εσωτερική κυτταρική μάζα αποτελεί το μελλοντικό έμβρυο και προωθεί τη 

δημιουργία εξωεμβρυϊκών δομών, όπως το άμνιο. Η εξωτερική μάζα κυττάρων 

προάγει τη διαμόρφωση της τροφοβλάστης, η οποία συνθέτει το χόριο και το 

εμβρυϊκό τμήμα του πλακούντα (22), (23). Ο σχηματισμός της βλαστοκύστης 

ολοκληρώνεται 3,5 ημέρες μετά τη γονιμοποίηση. Σε in vitro μελέτες 

προεμφυτευτικής ανάπτυξης εμβρύων μυός, ο χρόνος αυτός συνήθως διευρύνεται 

κατά 24 ώρες (24). 

Η πορεία της πρώιμης εμβρυϊκής ανάπτυξης και της μετέπειτα εμφύτευσης 

εξαρτάται, τόσο από την επιτυχή εκτέλεση του γενετικού και αναπτυξιακού 

προγράμματος, όσο και από την αλληλεπίδραση του εμβρύου με τον περιβάλλοντα 

χώρο του θηλυκού αναπαραγωγικού συστήματος. Έτσι, ενώ στις πρώτες κυτταρικές 

διαιρέσεις χρησιμοποιούνται RNA και πρωτεΐνες του ωαρίου, τα συστατικά αυτά 

αποδομούνται σταδιακά και πλέον στο στάδιο των 2 κυττάρων χρησιμοποιείται 

μονάχα το 25% του RNA και το 50% των πρωτεϊνών μητρικής προέλευσης (25), (26), 

(27). Το γενετικό πρόγραμμα και η ανάπτυξη του εμβρύου ελέγχονται περαιτέρω 

από την ενεργοποίηση του εμβρυϊκού γενώματος, η οποία παρατηρείται μετά το 

στάδιο των 2 κυττάρων και στο στάδιο των 4-8 κυττάρων (28), (29), (30). Στην 

πορεία ανάπτυξης του εμβρύου, ενεργοποιούνται κυρίως γονίδια, τα οποία 
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κωδικοποιούν αυξητικούς παράγοντες, συστατικά σύνδεσης των κυττάρων και 

μεταφορείς ιόντων διαμέσου των πλασματικών μεμβρανών. Η επιλογή των 

γονιδίων που θα εκφραστούν εξαρτάται κυρίως από τη γονιδιακή αποτύπωση και 

από τους περιβαλλοντικούς παράγοντες του θηλυκού αναπαραγωγικού 

συστήματος. 
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1.1.4. Διαγονιδιακοί Οργανισμοί 

Διαγονιδιακός, καλείται ο οργανισμός, ο οποίος έχει υποστεί τροποποίηση του 

γενετικού του υλικού, μέσω της εισαγωγής ενός νέου εξωγενούς κλωνοποιημένου 

τμήματος DNA (transgenesis) ή μέσω της αντικατάστασης και της τροποποίησης της 

λειτουργίας των γονιδίων του με ομόλογο ανασυνδυασμό (gene targeting, knock in 

and knock out mutations). Εξωγενές DNA αποτελούν α. τα κλωνοποιημένα τμήματα 

DNA ή cDNA σε ανασυνδυασμένους φορείς (πλασμίδια, κοσμίδια, ιϊκοί φορείς), οι 

οποίοι επιτρέπουν την ενσωμάτωση και την έκφραση του DNA στόχου στον 

οργανισμό όπου εισάγονται, β. τα DNA constructs, στα οποία το DNA στόχος 

βρίσκεται ενσωματωμένο σε ειδική κατασκευή μαζί με κάποιο γονίδιο αναφοράς, η 

έκφραση του οποίου δύναται να προσδιοριστεί και να αναλυθεί (reporter genes: 

firefly luciferase gene, lacZ, GFP gene, enhanced GFP), και γ. μεγάλα τμήματα DNA 

(yeast artificial chromosomes YACS, bacterial artificial chromosomes BACS). 

Η εισαγωγή του εξωγενούς μορίου DNA μπορεί να πραγματοποιηθεί σε γαμετικά, 

σε εμβρυϊκά και σε σωματικά κύτταρα. Στην όλη διαδικασία, εφαρμόζονται 

διάφορες μέθοδοι για την επίτευξη της εισόδου, όπως η χρήση ιικών φορέων, η 

πρόσληψη DNA με τη μεσολάβηση φωσφορικού ασβεστίου, η μικροένεση του DNA 

στο εσωτερικό των ωαρίων, η σύντηξη των μεμβρανικών κυστιδίων που περιέχουν 

DNA με τα κύτταρα στόχους και η ηλεκτροδιάτρηση, η πρόσληψη δηλαδή DNA με τη 

μεσολάβηση ηλεκτρικού ρεύματος. Στις βασικές τεχνικές δημιουργίας 

διαγονιδιακών οργανισμών συμπεριλαμβάνονται: η τεχνική της μικροένεσης του 

εξωγενούς DNA στον αρσενικό προπυρήνα των γονιμοποιημένων ωαρίων 

(pronuclear microinjection), η χρήση εμβρυϊκών βλαστικών κυττάρων (embryonic 

stem cell method) και η χρήση ιϊκών φορέων (viral infection). Επιπλέον 

εφαρμοζόμενες τεχνικές αποτελούν: η μεταφορά του πυρήνα ενός σωματικού 

κυττάρου στο εσωτερικό ενός ωαρίου (nuclear transfer), η χρήση πλασμιδικών 

φορέων που φέρουν ενσωματωμένα ρετρομεταθετά στοιχεία (transposable 

elements), η χρήση ενδιάμεσων μορίων RNA (RNAi interference) και η μεταφορά 
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του γενετικού υλικού μέσω των σπερματοζωαρίων (Sperm Mediated Gene Transfer 

SMGT). 
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1.1.4.1. Μεταφορά Γονιδίων μέσω Σπέρματος 

Η τεχνική Sperm Mediated Gene Transfer στηρίζεται στην ικανότητα των 

σπερματοζωαρίων να μεταφέρουν στο έμβρυο μέσω της γονιμοποίησης, όχι μόνο 

το δικό τους γενετικό υλικό, αλλά και γενετικό υλικό με το οποίο μπορεί να έλθουν 

σε επαφή. Η πρώτη σχετική αναφορά έγινε το 1971 από τον Brackett και τους 

συνεργάτες του, οι οποίοι απέδειξαν την ενσωμάτωση του DNA του Simian Virus 

στα σπερματοζωάρια του κουνελιού και τη μεταφορά του στα ωάρια κατά τη 

γονιμοποίηση (31). Το 1989, ο Spadafora (32) και οι συνεργάτες του, μελέτησαν τη 

μεταφορά εξωγενούς υλικού σε έμβρυα μυός, μετά από επώαση με 

σπερματοζωάρια. Έκτοτε, πραγματοποιήθηκαν μελέτες σε διάφορα είδη, ώσπου να 

διευκρινιστεί ο βασικός μοριακός μηχανισμός που διέπει αυτή την ιδιότητα των 

σπερματοζωαρίων και να χρησιμοποιηθεί στην ανάπτυξη βιοτεχνολογικών 

εφαρμογών για τη δημιουργία γενετικά τροποποιημένων οργανισμών. 

Τα εξωγενή μόρια νουκλεϊκών οξέων (DNA ή RNA) προσδένονται στην επιφάνεια 

των σπερματοζωαρίων, μεταφέρονται στο εσωτερικό τους και ένα μέρος τους 

ενσωματώνεται στο DNA των σπερματοζωαρίων. Η όλη διαδικασία δεν εκτελείται 

τυχαία, αλλά ελέγχεται από συγκεκριμένα πρωτεϊνικά μόρια. Τα εξωγενή μόρια 

DNA, προσδένονται επιλεκτικά στη μετακροσωμική ή στην ισημερινή περιοχή της 

κεφαλής των σπερματοζωαρίων. Στον άνθρωπο, συνδέονται στη μετακροσωμική 

περιοχή και στο τμήμα σύνδεσης μεταξύ της ουράς και της κεφαλής, ενώ στο μυ, 

συνδέονται στη μετακροσωμική και στην ισημερινή περιοχή της κεφαλής. Ο χρόνος 

πρόσδεσης είναι αρκετά μικρός και κυμαίνεται μεταξύ 20-40 λεπτών. Στον 

άνθρωπο, το μεγαλύτερο ποσοστό των σπερματοζωαρίων προσδένεται σε 20 λεπτά 

(33). 

Η σύνδεση ελέγχεται από ιοντικές αλληλεπιδράσεις και επηρεάζεται από το 

συνολικό φορτίο του εξωγενούς μορίου. Μεγαλύτερου μήκους μόρια συνδέονται 

πιο αποτελεσματικά συγκριτικά με μικρότερου μήκους, πιθανώς λόγω της 

δημιουργίας περισσότερων ιοντικών αλληλεπιδράσεων. Η πρόσδεση αφορά, πέρα 

από τα μόρια του DNA, και κάθε αρνητικά φορτισμένο μακρομόριο, ενώ είναι 
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αντιστρεπτή και ρυθμίζεται από την παρουσία κατάλληλων ιοντικών μακρομορίων. 

Τα αρνητικά φορτισμένα μακρομόρια, όπως η ηπαρίνη και η θειϊκή δεξτράνη, 

συνιστούν αποτελεσματικούς ανταγωνιστές, τα θετικά φορτισμένα μακρομόρια, 

όπως η πολύ-λυσίνη ευνοούν τη σύνδεση, ενώ τα μη φορτισμένα μακρομόρια δεν 

επηρεάζουν την πρόσδεση των μορίων DNA στην κεφαλή των σπερματοζωαρίων 

(34). Στη διαδικασία της σύνδεσης μεσολαβούν ορισμένες πρωτεΐνες μεγέθους 30-

35 kDA, οι οποίες εντοπίζονται στην επιφάνεια των σπερματοζωαρίων και 

λειτουργούν ως υποδοχείς των εξωγενών μορίων (35). Τα προϊόντα έκφρασης των 

γονιδίων του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας τάξης II (Mazor 

Histocompatibility Complex class II, MHC class II), ελέγχουν επίσης τη δεδομένη 

σύνδεση (36). 

Η πρόσδεση αναστέλλεται από ένα γλυκοπρωτεϊνικό παράγοντα (Inhibitory Factor 

1), ο οποίος εμπεριέχεται στο σπερματικό υγρό και συνδέεται ειδικά στους DNA 

πρωτεϊνικούς υποδοχείς της επιφάνειας των σπερματοζωαρίων. Συνεπώς, μόνο 

σπερματοζωάρια από την επιδιδυμίδα ή σπερματοζωάρια από εκσπερμάτιση, από 

τα οποία το σπερματικό υγρό απομακρύνεται με συνεχείς κατάλληλες πλύσεις, 

είναι ικανά να δεσμεύουν και να προσλαμβάνουν εξωγενή μόρια DNA. Η παρουσία 

του ανασταλτικού παράγοντα στο σπερματικό υγρό αποτελεί ενδεχομένως ένα 

προστατευτικό μηχανισμό δράσης ενάντια στην πρόσδεση των εξωγενών μορίων 

DNA, τα οποία συναντούν τα σπερματοζωάρια στο θηλυκό αναπαραγωγικό 

σύστημα. Ένα ακόμη μηχανισμό, αποτελεί η ενεργοποίηση των ενδονουκλεασών ως 

απόκριση στην ενσωμάτωση του εξωγενούς DNA, η οποία εξαρτάται από την 

ποσότητα του προσδεμένου DNA, προκαλεί αποικοδόμηση του εξωγενούς DNA και 

σε ορισμένες περιπτώσεις οδηγεί τα σπερματοζωάρια σε θάνατο μέσω απόπτωσης 

(37). 

Μετά τη σύνδεση, ένα μικρό ποσοστό των εξωγενών μορίων DNA, συνήθως το 15-

22%, μεταφέρεται στο εσωτερικό των σπερματοζωαρίων. Η είσοδος των εξωγενών 

μορίων ελέγχεται από τις πρωτεΐνες CD4, οι οποίες βρίσκονται στη κεφαλή των 

σπερματοζωαρίων. Η συνολική διαδικασία απαιτεί μικρό χρονικό διάστημα, ενώ 

στα σπερματοζωάρια από την επιδιδυμίδα του μυός ολοκληρώνεται σε μόλις 30 

λεπτά (38). Την ενσωμάτωση ακολουθεί η δέσμευση των μορίων DNA στον πυρήνα 
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των σπερματοζωαρίων, η οποία είναι δυνατό να συνοδεύεται και από ενσωμάτωσή 

τους, μετά από γεγονότα ανασυνδυασμού, σε συγκεκριμένες περιοχές του 

γενώματος των σπερματοζωαρίων (39). 

Το γεγονός αυτό, υπέδειξε την ύπαρξη περιοχών στο γένωμα των σπερματοζωαρίων 

με λιγότερο συμπαγή δομή, που ευνοούν την ενσωμάτωση εξωγενών μορίων DNA. 

Μετέπειτα πειράματα απέδειξαν πως όντως ένα τμήμα του DNA των 

σπερματοζωαρίων διαθέτει νουκλεοσωμική δομή, δεν είναι πακεταρισμένο με 

πρωταμίνες και επομένως θεωρείται ευαίσθητο στη δράση των νουκλεασών. Το 

συγκεκριμένο τμήμα εντοπίζεται περιφερικά του πυρήνα, κοντά σε περιοχές 

πλούσιες σε μη μεθυλιωμένα ρετρομεταθετά στοιχεία, εκεί όπου ενδεχομένως 

πραγματοποιείται η ένθεση, η οποία επιτελείται με τη συμμετοχή των 

ρετρομεταθετών στοιχείων (40) και σχετίζεται με την έκφραση του ενζύμου της 

ανάστροφης μεταγραφάσης. Μετά την είσοδό τους στα σπερματοζωάρια, τα 

εξωγενή μόρια DNA ή RNA υπόκεινται πρωτίστως σε ένα στάδιο ανάστροφης 

μεταγραφής, και στη συνέχεια ένα μέρος τους δύναται είτε να ενσωματωθεί στο 

DNA των σπερματοζωαρίων, είτε να παραμένει ως εξωχρωμοσωμική δομή. 

Για να είναι επιτυχής η εφαρμογή της τεχνικής SMGT, πρέπει να επιτευχθεί η 

δέσμευση των εξωγενών μορίων DNA στην επιφάνεια των σπερματοζωαρίων, η 

μεταφορά τους στο εσωτερικό των σπερματοζωαρίων και κατόπιν η ενσωμάτωσή 

τους στο γενετικό υλικό των σπερματοζωαρίων. Η επιτυχία της τεχνικής εξαρτάται 

από τη χρησιμοποιούμενη μέθοδο επώασης κατά την εφαρμογή της. Η απλή 

επώαση των σπερματοζωαρίων με τα εξωγενή μόρια DNA, συνήθως οδηγεί σε 

μικρό ποσοστό ενσωμάτωσης. Η εφαρμογή βελτιωμένων πρωτοκόλλων επιτυγχάνει 

βελτιωμένα ποσοστά, μέσω α. του συνδυασμού της τεχνικής Sperm Mediated Gene 

Tranfer και της τεχνικής Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI), όπου η αρχική 

επώαση των σπερματοζωαρίων με τα εξωγενή μόρια DNA ακολουθείται από 

μικροένεση του σπερματοζωαρίου στο εσωτερικό του ωαρίου (41), (42), β. της 

τεχνικής Restriction Enzyme Mediated Integration (REMI), η οποία ενισχύει την 

ενσωμάτωση των εξωγενών μορίων DNA στο DNA των σπερματοζωαρίων μέσω της 

μετατροπής των κυκλικών πλασμιδιακών φορέων σε γραμμικά μόρια με τη χρήση 

περιοριστικών ενζύμων και της επακόλουθης επιμόλυνσης των γραμμικών φορέων 
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και των περιοριστικών ενζύμων με λιποσώματα (43), (44), (45), γ. της τεχνικής 

Linker-Based Membrane Transgenesis (LMT), όπου η επώαση των σπερματοζωαρίων 

με αντισώματα, ειδικά προς τους υποδοχείς της πλασματικής μεμβράνης, 

διευκολύνει την πρόσδεση και τη μεταφορά των εξωγενών μορίων στο εσωτερικό 

των σπερματοζωαρίων (46). 

 

Εικόνα 6: Μοντέλο ενσωμάτωσης εξωγενούς DNA και RNA στο γενετικό υλικό του 

σπερματοζωαρίου. 
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1.2. Ιός του Ανθρώπινου Θηλώματος 

Οι ιοί του ανθρώπινου θηλώματος είναι δίκλωνοι, κυκλικοί, DNA ιοί, χωρίς 

εξωτερικό περίβλημα, με μέγεθος περίπου 8000 ζεύγη βάσεων και διάμετρο 50 ως 

60 νανόμετρα. Οι ιοί ΗPV προσβάλλουν κυρίως τη βασική στοιβάδα του επιθηλίου 

και συνδέονται με την ανάπτυξη ενδοεπιθηλιακών αλλοιώσεων, ενώ προκαλούν μία 

σειρά βλαβών στον ξενιστή τους, οι οποίες εκτείνονται από κοινά θηλώματα μέχρι 

καρκίνο (47). 

Οι ιοί ΗPV διακρίνονται βάσει του χαρακτηριστικού τροπισμού τους, στους 

δερματικούς ιούς και στους ιούς που προσβάλλουν το επιθήλιο του βλεννογόνου. 

Οι δερματικοί τύποι προκαλούν καλοήθη δερματικά θηλώματα, ενώ οι τύποι που 

επιτίθενται στο επιθήλιο του βλεννογόνου οδηγούν σε αλλοιώσεις και αποτελούν 

τον κύριο αιτιολογικό παράγοντα για την ανάπτυξη ενδοεπιθηλιακής νεοπλασίας 

και καρκίνου. Οι δερματοτρόποι HPV 1, 4, 5, 8, 41, 48, 60, 63, 65 απομονώνονται 

στα δερματικά και στα πελματιαία κονδυλώματα, ενώ οι βλεννογονοτρόποι HPV 6, 

11, 13, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 44, 52, 55, 58, 67 εντοπίζονται σε καλοήθεις και 

κακοήθεις βλάβες της γεννητικής οδού, της στοματικής κοιλότητας, του φάρυγγα 

και του λάρυγγα (48). 

Οι ιοί HPV, ανάλογα με τη σοβαρότητα και την έκταση της βλάβης, 

κατηγοριοποιούνται στην ομάδα υψηλού κινδύνου, τα μέλη της οποίας συνδέονται 

με το διηθητικό καρκίνο του γεννητικού συστήματος και στην ομάδα χαμηλού 

κινδύνου, τα μέλη της οποίας σχετίζονται με τη δημιουργία των θηλωμάτων, ενώ 

συναντώνται σπανίως στον καρκίνο (48). 
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1.2.1. Δομή του Ιού HPV 

 

1.2.1.1. Ιϊκό Καψίδιο και Ιϊκό Γονιδίωμα 

Στο ιϊκό καψίδιο, οι κυτταρικές ιστόνες συμπυκνώνουν το γονιδίωμα του ιού HPV σε 

ένα δίκλωνο κυκλικό DNA χρωμόσωμα. 

Η καψιδιακή πρωτεΐνη L1 περικλείει το ιϊκό σωμάτιο, ενώ συνεισφέρει καθοριστικά 

στην αλληλεπίδραση του ιού HPV με τον ξενιστή του και στην αναγνώριση των ιϊκών 

σωματίων από το ανοσολογικό σύστημα του προσβεβλημένου ατόμου (49), (50). 

Η καψιδιακή πρωτεΐνη L2 τοποθετείται κεντρικά του σκελετού της πρωτεΐνης L1, 

μέσω μίας υδρόφοβης περιοχής κοντά στο C-τελικό άκρο της (51), ενώ αποσπάται 

από το καψίδιο κατά την πρόσβαση του ιού HPV στο κύτταρο (52), (53). Συμμετέχει 

στο πακετάρισμα του ιϊκού DNA στα νεοσχηματιζόμενα ιϊκά καψίδια, παρεμβαίνει 

στις αλλαγές της διαμόρφωσης των ιϊκών σωματίων κατά την πρόσδεσή τους στο 

κύτταρο ξενιστή και συμβάλλει στην καταστροφή των ενδοσωμικών μεμβρανών για 

την απελευθέρωσή τους (54), (55), (56), (57). 

Το ιϊκό σωμάτιο σχηματίζει Τ=7 εικοσαεδρικά καψίδια (58). Η δομική μονάδα Τ=1 

περιλαμβάνει δώδεκα πενταμερή L1 (59). Κάθε πενταμερές L1 περιέχει πέντε 

θηλιές, που μοιάζουν με πλαϊνές προεξοχές και διαθέτουν 100 C-τελικά άκρα. Κάθε 

προεξέχουσα θηλιά αποτελείται από μία α-έλικα αγκιστρωμένη στο δομικό πυρήνα 

του πενταμερούς L1 μέσω δύο ελίκων, της έλικας 2 και της έλικας 3. Τα πενταμερή 

L1 συνδέονται με υδρόφοβους δεσμούς μέσω της έλικας 4 του ενός πενταμερούς 

και των ελίκων 2 και 3 του γειτονικού πενταμερούς. Τα υπόλοιπα C-τελικά άκρα 

επιστρέφουν στον πυρήνα της πρωτεΐνης L1, συνθέτοντας την έλικα 5 (60). 
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Εικόνα 7: Το ιικό καψίδιο. 

 

Η οργάνωση του ιϊκού γονιδιώματος είναι σχετικά συντηρημένη. Το γονιδίωμα του 

ιού HPV περιλαμβάνει 6 μη δομικά γονίδια Ε1, Ε2, Ε4, Ε5, Ε6, Ε7 και δύο δομικά 

γονίδια L1, L2, εμπλεκόμενα σε διαφορετικά στάδια του κύκλου ζωής. Τα 

συγκεκριμένα γονίδια εκφράζουν έναν επιπλέον αριθμό προϊόντων λόγω του 

ματίσματος του ιϊκού mRNA (61). Το γονιδίωμα του ιού ΗPV περιέχει οκτώ ανοικτά 

πλαίσια ανάγνωσης. 

Το ιϊκό γονιδίωμα διαχωρίζεται βάσει των λειτουργικών του δραστηριοτήτων, στην 

πρώιμη περιοχή Ε (early region), στην όψιμη περιοχή L (late region) και στη 

ρυθμιστική περιοχή LCR (long control region). H πρώιμη περιοχή κωδικοποιεί για τις 

πρώιμες ρυθμιστικές πρωτεΐνες E1, E2, E4, E5, E6 και E7, που επηρεάζουν την 

αντιγραφή, τη μεταγραφή και τη μετάφραση του DNA του ιού HPV. Η όψιμη 

περιοχή κωδικοποιεί για τις όψιμες δομικές πρωτεΐνες L1 και L2, που σχηματίζουν 

το ιϊκό καψίδιο (62). Η ρυθμιστική περιοχή LCR, μεγέθους 850 bp, συναντάται 

μεταξύ του τέλους του γονιδίου L1 και της αρχής του γονιδίου Ε6. Η αλληλουχία της 

δεν περιέχει ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης, περιλαμβάνει όμως τη θέση έναρξης της 

αντιγραφής και τις θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων, απαραίτητων για 

την έκφραση των ιϊκών γονιδίων (63). 
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Η έκφραση του γονιδιώματος του ιού HPV καθορίζεται από δύο βασικούς 

υποκινητές, τον υποκινητή PE (p97), που τοποθετείται στην περιοχή LCR και 

συντονίζει την έκφραση των πρώιμων γονιδίων και τον υποκινητή PL (p670), που 

εντοπίζεται στο γονίδιο Ε7 και ρυθμίζει την έκφραση των όψιμων γονιδίων (64), 

(65). Οι θέσεις 97 και 670 αποτελούν την 5' καλύπτρα των ιϊκών μεταγράφων. 

Το γονιδίωμα του ιού HPV εμφανίζεται ως επίσωμα, ενσωματωμένο στο DNA του 

κυττάρου ξενιστή ή ταυτόχρονα και στις δύο μορφές. Το ιϊκό γονιδίωμα 

αντιγράφεται στη φάση S με συχνότητα μία φορά ανά κυτταρικό κύκλο, 

εξασφαλίζοντας τη σταθεροποίηση της μόλυνσης στα κύτταρα της βασικής 

στοιβάδας (66). H ενσωμάτωση του ιού HPV εκτελείται κατά τη διάρκεια της 

διαδικασίας επιδιόρθωσης των ασταθών χρωμοσωμικά κυττάρων (67), (68). 

Η ρήξη του ιϊκού γονιδιώματος πραγματοποιείται συνήθως στο 3' άκρο του ιϊκού 

DNA. Η ρυθμιστική περιοχή LCR και τα ογκογονίδια Ε6 και Ε7 διατηρούνται ακέραια, 

σε αντίθεση με τα γονίδια Ε1 και Ε2 (69), (70), (71), (72), (73) και τα γονίδια L1 και 

L2 (74), (75), (76). Η ρήξη των πρώιμων γονιδίων Ε1 και Ε2 οδηγεί στην απορύθμιση 

του ελέγχου αντιγραφής των επισωμικών αντιγράφων του ιού HPV, καθώς 

αναστέλλεται η ελικάση Ε1 και στη σταθεροποίηση της έκφρασης των ογκογονιδίων 

Ε6 και Ε7, εφόσον παρεμποδίζεται ο καταστολέας Ε2 του πρώιμου υποκινητή (77), 

(78), (79). Η συνολική αποδιοργάνωση επιδρά σταδιακά στον ανεξέλεγκτο 

πολλαπλασιασμό των επιθηλιακών κυττάρων και στην προώθηση γενετικών λαθών 

στο γονιδίωμα του ξενιστή (80), (81). 

Η εμμένουσα λοίμωξη κυρίως από υψηλού κινδύνου τύπους HPV συντελεί πιθανώς 

στην ενσωμάτωση του ιού HPV στο χρωμόσωμα του κυττάρου ξενιστή (82), (83), 

(84), (85), (86), (87), (88), (89). Τα μετάγραφα των ενσωματωμένων ογκογονιδίων 

περιλαμβάνουν κυτταρικές αλληλουχίες, ενώ διαθέτουν επιπλέον σταθερότητα και 

χρόνο ζωής στο κυτταρόπλασμα, σε σύγκριση με τα μετάγραφα των επισωμάτων. 

(90). Έτσι, ο ιός HPV διεγείρει έντονα τον κυτταρικό κύκλο και προωθεί τη διαρκή 

μετάβαση του κυττάρου στη φάση της μίτωσης, παρέχοντας στα μολυσμένα 

κύτταρα ένα ισχυρό αναπτυξιακό πλεονέκτημα (91). Ο συνεχής πολλαπλασιασμός 

των προσβεβλημένων κυττάρων προκαλεί τη συσσώρευση γενετικών λαθών και την 
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αποσταθεροποίηση του γονιδιώματος του ξενιστή, οδηγώντας τελικά στην 

εμφάνιση ενδοεπιθηλιακών αλλοιώσεων και καρκίνου (92). 

 

Εικόνα 8: Το ιικό γονιδίωμα. 
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1.2.1.2. Ιϊκές Ογκοπρωτεΐνες Ε6 και Ε7 

Η ιϊκή ογκοπρωτεΐνη Ε6 αποτελείται από 150 αμινοξέα με μοριακό βάρος 16-18 kDa 

και περιλαμβάνει τέσσερις περιοχές επαφής του ψευδαργύρου με το μοτίβο Cys-X-

X-Cys. Το συγκεκριμένο συντηρημένο χαρακτηριστικό σχετίζεται με το 

μετασχηματισμό των κυττάρων. Η πρωτεΐνη Ε6 των τύπων HPV υψηλού κινδύνου, 

περιέχει στο C-τελικό άκρο της ένα τομέα πρόσδεσης PSD-95/Dlg/ZO1 (PDZ), ο 

οποίος συμμετέχει στη σύνδεσή της με τις κυτταρικές πρωτεΐνες (93), (94). 

Η ιϊκή πρωτεΐνη Ε6 αλληλεπιδρά με την πυρηνική φωσφοπρωτεΐνη p53, η οποία 

ελέγχει την έκφραση παραγόντων, εμπλεκόμενων στη ρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου. Σε περίπτωση βλάβης του DNA του κυττάρου, η ογκοκατασταλτική 

πρωτεΐνη p53 διεγείρεται και επάγει την έκφραση του αναστολέα της κινάσης της 

κυκλίνης p21, ο οποίος καταστέλλει τον κυτταρικό κύκλο, κατευθύνοντας το 

κύτταρο, είτε στην επιδιόρθωση, είτε στην απόπτωση. Σε ό, τι αφορά τον ιό HPV, η 

πρωτεΐνη Ε6 προσδένεται μαζί με την ουβικουιτινική λιγάση E6AP στην πρωτεΐνη 

p53 και ο σχηματισμός του καθορισμένου συμπλόκου οδηγεί στην ουβικουιτινίωση 

και στην αποδόμηση της πρωτεΐνης p53 στο πρωτεάσωμα 26S. Η πρωτεΐνη Ε6 

συνδέεται και με το συνενεργοποιητή p300/CBP της πρωτεΐνης p53, 

παρεμποδίζοντας τη δράση της (95). Η λειτουργία της ογκοκατασταλτικής 

πρωτεΐνης p53 επηρεάζεται, τόσο από υψηλού, όσο και από χαμηλού κινδύνου 

τύπους HPV, ωστόσο μονάχα οι τύποι υψηλού κινδύνου επιφέρουν τη συνολική 

αποικοδόμησή της (96), (97), (98). 

Η ιϊκή πρωτεΐνη Ε6 παρεμβαίνει στη δημιουργία αθάνατων κυττάρων, 

κινητοποιώντας συνδυαστικά μέσω του γονιδίου c-myc και του μεταγραφικού 

παράγοντα Sp1, την καταλυτική υπομονάδα της τελομεράσης hTERT. Η πρωτεΐνη Ε6 

προωθεί τη συνεχή, εκτεταμένη έκφραση της τελομεράσης hTERT, συμβάλλοντας 

στη διατήρηση ενισχυμένων τελομερών κατά την κυτταρική διαίρεση και 

συντελώντας συνεπώς στην αποτροπή της κυτταρικής γήρανσης και στην 

αθανατοποίηση των κυττάρων (99). 



35 

 

Η ιϊκή ογκοπρωτεΐνη Ε7 αποτελείται από 100 αμινοξέα και περιλαμβάνει τις 

διατηρημένες περιοχές CR1, CR2 και CR3, οι οποίες σχετίζονται με την ιϊκή 

παθογένεια και την αθανατοποίηση των κυττάρων. H CR1 περιέχει το Ν-τελικό 

άκρο, το οποίο συμμετέχει στον κυτταρικό μετασχηματισμό και στην αποδόμηση 

της πρωτεΐνης pRB, η CR2 διαθέτει ένα συντηρημένο μοτίβο LXCXE και μία θέση 

φωσφορυλίωσης της κινάσης καζεΐνης CKII και η CR3 περιέχει δύο μοτίβα δακτύλων 

ψευδαργύρου, συμβάλλει στο διμερισμό της πρωτεΐνης Ε7 και συντελεί στη 

σύνδεσή της με την πρωτεΐνη pRb και τις κυτταρικές πρωτεΐνες (100). Η πρωτεΐνη Ε7 

των τύπων HPV υψηλού κινδύνου συμμετέχει στην ενίσχυση των κεντρομερών στα 

κύτταρα της βασικής στοιβάδας του επιθηλίου, συντελώντας καθοριστικά στην 

πρόκληση γενωμικής αστάθειας (101), (102). 

Η ιϊκή πρωτεΐνη Ε7 αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος pRb, η 

οποία συντονίζει την πορεία του κυτταρικού κύκλου (103), (104). Η 

αποφωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη pRb συμπλοκοποιείται με το μεταγραφικό 

παράγοντα E2F/DP1, ο οποίος επιδρά στην έκφραση γονιδίων σχετικών με την 

προώθηση του κυτταρικού κύκλου στη φάση S και με την προαγωγή του κυττάρου 

στην απόπτωση. Κατά τη μετάβαση από τη φάση G1 στη φάση S, η 

φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη pRb αποσπάται από το μεταγραφικό παράγοντα E2F, 

επιφέροντας τη μεταγραφή γονιδίων εμπλεκόμενων στην αντιγραφή του DNA. Σε ό, 

τι αφορά τον ιό HPV, η πρωτεΐνη Ε7 συνδέεται με την πρωτεΐνη pRb, οδηγώντας 

στην αποικοδόμηση της μέσω του μονοπατιού του ουβικουιτινικού 

πρωτεασώματος (105), (106). Η πρόσδεση της πρωτεΐνης Ε7 στην πρωτεΐνη pRb 

απορρυθμίζει τον κυτταρικό κύκλο, με συνέπεια τον ανεξέλεγκτο κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό. 

Η πρωτεΐνη Ε7 προσδένεται στις κυκλίνες Α και Ε και στους αναστολείς των κυκλινο-

εξαρτώμενων κινασών p21 και p27. Ενισχύει τα επίπεδα των κυκλινών Α και Ε και 

μπλοκάρει τη δράση των κινασών p21 και p27, επάγοντας τη φωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης pRb και κατ’ επέκταση την πρόοδο του κυτταρικού κύκλου (107), (108). 

H πρωτεΐνη Ε7 συνδέεται με τις απακετυλάσες των ιστονών HDACs, οι οποίες 

εκφράζονται σε όλους τους ιστούς, μετακινώντας τις ακετυλομάδες από τις ιστόνες. 



36 

 

Σε φυσιολογικές συνθήκες, η πρωτεΐνη pRb προσεγγίζει τις HDACs και τις 

στρατολογεί στους υποκινητές Ε2F. Η πρωτεΐνη Ε7 παρεμποδίζει τη δημιουργία του 

συμπλόκου pRb-HDACs, παρεμβαίνει στην απακετυλίωση του υποκινητή E2F και 

διακόπτει τη δράση του, απορυθμίζοντας τον έλεγχο σύνθεσης των HDACs και 

πυροδοτώντας εκτεταμένη αντιγραφή του ιού HPV (109). 

Οι ιϊκές ογκοπρωτεΐνες Ε6 και Ε7 δεν επικουρούν ουσιαστικά τον πολλαπλασιασμό 

των επιθηλιακών κυττάρων, αλλά διεγείρουν διαρκώς τον κύκλο των κυττάρων της 

μεσαίας επιθηλιακής στοιβάδας, ενισχύοντας έτσι το γονιδίωμα του ιού HPV. 

Τα ογκογονίδια Ε6 και Ε7 προωθούνται από την πρωτεΐνη Ε5, εντείνοντας την 

αθανατοποίηση (110) και προάγοντας την ικανότητα διήθησης των ανθρώπινων 

κερατινοκυττάρων (111), (112). 

 

Εικόνα 9: Ο ρόλος τηςι ιϊκής ογκοπρωτεΐνης Ε6 του ιού HPV. 
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1.2.2. Κύκλος Ζωής του Ιού HPV 

Ο κύκλος ζωής του ιού HPV ακολουθεί το πρόγραμμα διαφοροποίησης των 

κερατινοκυττάρων του ξενιστή. 

Τα ιϊκά σωμάτια προσβάλλουν τους επιθηλιακούς ιστούς λόγω μικροτραυματισμών. 

Ο ιός HPV συνδέεται με τον υποδοχέα θειϊκής ηπαρίνης και εισβάλλει στα 

επιθηλιακά κύτταρα της βασικής στοιβάδας (113). Η θειϊκή ηπαρίνη αποτελεί 

συστατικό των πρωτεογλυκανών και εντοπίζεται στον εξωκυττάριο χώρο. Ο ιός ΗPV 

προσδένεται και στον υποδοχέα A6-ιντεγκρίνης (114). Η λαμινίνη-5 λειτουργεί 

επίσης ως υποδοχέας του ιού στην επιφάνεια των κερατινοκυττάρων (115). 

Ο ιός ΗPV εισέρχεται στο κύτταρο ξενιστή με ενδοκυττάρωση σε κυστίδια κλαθρίνης 

ή καβεολίνης (116). Τα ιϊκά σωμάτια αποσυναρμολογούνται στα ενδοσώματα και 

στα λυσοσώματα. Η καψιδιακή πρωτεΐνη L2 μεταφέρει το ιϊκό DNA στον πυρήνα, 

ενώ η καψιδιακή πρωτεΐνη L1 αποδομείται (117), (118). 

Ο ιός ΗPV αντιγράφει το γονιδίωμά του σε ξεχωριστές περιόδους κατά τη διάρκεια 

του κύκλου ζωής του. Η πρώτη φάση διεξάγεται στα κύτταρα της βασικής 

στοιβάδας. Το ιϊκό γονιδίωμα ενισχύεται εκτεταμένα παράγοντας περίπου 200 ιϊκά 

αντίγραφα ανά κύτταρο (119), ενώ παραμένει στον πυρήνα ως επίσωμα. Ο 

πολλαπλασιασμός του ιϊκού γονιδιώματος εκτελείται κατά τη διαίρεση των 

κυττάρων της βασικής στοιβάδας στη φάση S. Το ιϊκό DNA αντιγράφεται μαζί με το 

DNA του κυττάρου ξενιστή, δημιουργώντας δύο αντίγραφα, ένα σε κάθε θυγατρικό 

κύτταρο. Το ιϊκό γονιδίωμα σταθεροποιείται (120), (121), (122). Η τελευταία φάση 

διεξάγεται στα προσβεβλημένα κύτταρα των ανώτερων στοιβάδων. Η 

παρατεταμένη έξαρση της αντιγραφικής δραστηριότητας οδηγεί στη σύνθεση του 

ιϊκού DNA των νέων μολυσματικών ιϊκών σωματίων (123). 

Στα αδιαφοροποίητα ή ενδιάμεσα διαφοροποιημένα κερατινοκύτταρα, ο πρώιμος 

μεταγραφικός υποκινητής p97 ρυθμίζει την έκφραση των έξι ρυθμιστικών γονιδίων 

Ε1, Ε2, Ε4, Ε5, Ε6 και Ε7, εγκαθιδρύοντας τη μόλυνση και εδραιώνοντας την 

αντιγραφή του DNA κατά την είσοδο του ιού στο κύτταρο (20). 
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Στα πλήρως διαφοροποιημένα κερατινοκύτταρα, ο όψιμος μεταγραφικός 

υποκινητής p670 ελέγχεται από τους κυτταρικούς παράγοντες ή από τα 

διαφορετικά επίπεδα της μεθυλίωσης της ρυθμιστικής περιοχής LCR και συντονίζει 

την έκφραση των γονιδίων Ε1 και Ε2, ενισχύοντας το DNA του ιού HPV στη φάση της 

διαφοροποίησης των κυττάρων (23). Ο όψιμος μεταγραφικός υποκινητής ρυθμίζει 

την έκφραση των δύο δομικών γονιδίων L1 και L2, συμμετέχοντας στο σχηματισμό 

του ιϊκού καψιδίου και στο πακετάρισμα του ιϊκού γονιδιώματος στα νέα ιϊκά 

σωμάτια κατά την έξοδο του ιού από το κύτταρο (124). 

Η τοποθέτηση των αντιγράφων του ιϊκού γονιδιώματος στα νεοσχηματιζόμενα 

καψίδια υλοποιείται με τη συμβολή της πρωτεΐνης Ε2. Η συναρμολόγηση των νέων 

μολυσματικών ιϊκών σωματίων πραγματοποιείται με τη συνεισφορά των πρωτεϊνών 

L1 και L2, ενώ η ωρίμανσή τους εκτελείται καθώς τα μολυσμένα κύτταρα 

ανέρχονται στην ανώτερη επιθηλιακή στοιβάδα. 

Τα νέα ιϊκά σωμάτια απελευθερώνονται από το κερατινοποιημένο κάλυμμα της 

κυτταρικής επιφάνειας. Η πρωτεΐνη Ε1^Ε4, η οποία συντίθεται στις ανώτερες 

επιθηλιακές στοιβάδες κατά την όψιμη φάση του κύκλου ζωής του ιού HPV (125), 

αλληλεπιδρά με το δίκτυο των ινιδίων κερατίνης στα διαφοροποιημένα 

κερατινοκύτταρα, επάγοντας την καταστροφή του (126), (127). 

Ο ιός HPV εξέρχεται από το κύτταρο ξενιστή, ενώ δεν προκαλεί λύση των 

προσβεβλημένων κερατινοκυττάρων (128). 

 

Εικόνα 10: Η πορεία του κύκλου ζωής του ιού HPV. 
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1.3. Επιδημιολογία 

O επιπολασμός του ιού HPV παγκοσμίως τοποθετείται σε αξιοσημείωτο ποσοστό, 

παρά την αδειοδότηση των HPV εμβολίων σε αρκετές χώρες του κόσμου (129), 

(130). Η συνεχιζόμενη επικράτηση του ιού αποδίδεται συχνά και στους ασυνεπείς 

ρυθμούς του εμβολιασμού (131), (132). 

Ο ιός HPV μεταδίδεται κυρίως μολύνοντας τα επιθηλιακά κύτταρα στο βλεννογόνο 

του γεννητικού συστήματος ή το δέρμα (133), (134) και διαδραματίζει σπουδαίο 

ρόλο στην ανάπτυξη διαφόρων μορφών καρκίνου (135). Αν και η συμμετοχή των 

ιών HPV υψηλού κινδύνου στην κακοήθη εξέλιξη της νόσου του τραχήλου της 

μήτρας είναι ευρέως γνωστή εδώ και χρόνια (136), πλέον (137) οι ιοί HPV υψηλού 

κινδύνου σχετίζονται επίσης με καρκίνους της κεφαλής και του τραχήλου (138), 

(139) του στοματοφάρυγγα, (140), του πνεύμονα (141), (142) και της ουροδόχου 

κύστης (143). Οι σεξουαλικά ενεργοί ενήλικες προσβάλλονται από τον ιό στη 

διάρκεια της ζωής τους (144), σε οποιαδήποτε ηλικία (145). 

Στην Ευρώπη, ο επιπολασμός της HPV λοίμωξης στο γυναικείο πληθυσμό 

υπολογίζεται γύρω στο 8,8%. Τα ποσοστά κορυφώνονται στις γυναίκες ηλικίας κάτω 

των 30 ετών, καθώς και στις γυναίκες ηλικίας 55 έως 64 ετών (146), ενώ ο κίνδυνος 

προσβολής από τον ιό ενισχύεται αναλογικά με τον αριθμό των σεξουαλικών 

συντρόφων (147), (148). Στις γυναίκες, τα δεδομένα σχετικά με την κάθαρση των 

ιών HPV υψηλού κινδύνου, επισημαίνουν πως περίπου το 50% των ασθενών δεν 

παρουσιάζουν πλέον στοιχεία μόλυνσης σε 6 μήνες, ενώ το ποσοστό προσεγγίζει το 

90% σε 3 χρόνια (149). 

Η HPV λοίμωξη στους άνδρες σχετίζεται με τα γεννητικά κονδυλώματα, τους 

καρκίνους του πρωκτού και του πέους, τα καρκινώματα της κεφαλής και του 

τραχήλου και την υποτροπιάζουσα αναπνευστική θηλωμάτωση. Υψηλός 

επιπολασμός του ιού HPV, κυμαινόμενος μεταξύ 50 και 70%, περιγράφεται στο 

πέος, στο σπέρμα, καθώς και σε περιοχές του πρωκτού. Ο επιπολασμός της 

μόλυνσης στους άνδρες δε διαφέρει σημαντικά μεταξύ των ηλικιακών ομάδων, 
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όπως συμβαίνει στις γυναίκες, η πιθανότητα απόκτησης ιών HPV χαμηλού κινδύνου 

φαίνεται παραπλήσια της πιθανότητας απόκτησης ιών HPV υψηλού κινδύνου 

(47,9% για HR έναντι 46,6% για LR) και η μέση κάθαρση εκτιμάται σε 5,9 μήνες (95% 

CI: 5,7-6,1) (150). 

 

Εικόνα 11: Η κατανομή των στελεχών HPV στον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας 

παγκοσμίως. 
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1.4. Ιός HPV και Υπογονιμότητα 

Οι σεξουαλικά μεταδιδόμενες λοιμώξεις, οι οποίες προκαλούνται από μικρόβια ή 

βακτήρια, οδηγούν συχνά σε μεταβολές της γονιμότητας ή ακόμη και σε 

υπογονιμότητα (151). Οι αναπαραγωγικές αλλαγές συνδέονται και με τους 

σεξουαλικά μεταδιδόμενους ιούς, συμπεριλαμβανομένου του ιού της ανθρώπινης 

ανοσοανεπάρκειας HIV, του κυτταρομεγαλοϊού CMV και του ιού του απλού έρπητα 

HSV 1, HSV 2 (152), (153). Πρόσφατα, ο ιός του ανθρώπινου θηλώματος HPV 

προτείνεται επίσης ως παράγοντας τροποποίησης της γονιμότητας (154). Η HPV 

λοίμωξη επάγει κυρίως δύο διαφορετικά μονοπάτια: μία μολυσματική οδό 

παραγωγής ιοσωματίων, η οποία εμπλέκεται πιθανώς στη μεταβολή της 

γονιμότητας (155) και μία μη μολυσματική οδό πρόκλησης καρκίνου. Ωστόσο, ο 

ρόλος του ιού HPV ως άμεση αιτία υπογονιμότητας παραμένει ακόμη αβέβαιος 

(156). 
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1.5. Ιός HPV και Σπερματοζωάριο 

Στους άνδρες, οι HPV λοιμώξεις προκαλούν συχνά τη μόλυνση του σπέρματος (157), 

(158), (159). Η παρουσία του DNA και του RNA του ιού HPV εντοπίζεται στο πέος, 

στην ουρήθρα, στην επιδιδυμίδα και στους όρχεις (160), (161). Σε άνδρες, με 

γυναίκες συντρόφους προσβεβλημένες από τον ιό HPV, το DNA του ιού HPV 

ανιχνεύθηκε στο σπέρμα του 23,4% των ανδρών (162). Ο ιός HPV δεσμεύεται 

πιθανώς σε δύο διαφορετικές θέσεις στην ισημερινή περιοχή της κεφαλής του 

σπερματοζωαρίου (163), (164). Η παρουσία των γλυκοζαμινογλυκανών ή άλλων 

διαλυτών παραγόντων στην επιφάνεια του σπερματοζωαρίου μεσολαβεί στην 

αλληλεπίδραση και στη σύνδεση ανάμεσα στον ιό και στα κύτταρα του σπέρματος 

(165), ενώ η καψιδιακή πρωτεΐνη L1 του ιού HPV και η συνδεκάνη-1 της 

γλυκοζαμινογλυκάνης συσσωματώνονται ενδεχομένως στην ισημερινή περιοχή της 

κεφαλής του σπερματοζωαρίου (166). 

 

Εικόνα 12: Ο εντοπισμός του ιού HPV στο σπερματοζωάριο. 
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1.6. Ιός HPV και Εμβρυογένεση 

Το σπέρμα μεταφέρει το εξωγενές DNA του ιού HPV και δρα ενδεχομένως ως 

φορέας μετάδοσης του ιού HPV στους σεξουαλικούς συντρόφους και στο έμβρυο 

μέσω των γονιμοποιημένων ωοκυττάρων (167), (168), (169), (170). Σε μοντέλα 

ποντικών, το HPV προσβεβλημένο σπέρμα γονιμοποιεί επιτυχώς τα ωοκύτταρα 

(171), ενώ ακολουθεί η γονιδιακή έκφρασή του ιού HPV στην εσωτερική κυτταρική 

μάζα και στο τροφοεξώδερμα των πρώιμων βλαστοκύστεων (172). Η δοκιμασία 

διείσδυσης HEPT (hamster egg penetration test), αποδεικνύει παρομοίως πως το 

ανθρώπινο σπέρμα μεταφέρει στα ωοκύτταρα τη μεγάλη καψιδιακή πρωτεΐνη L1 

και τα γονίδια Ε6/Ε7, τα οποία εκφράζονται στις αναπτυσσόμενες βλαστοκύστες. 

Ακολούθως, σημειώνεται ενισχυμένος κατακερματισμός του DNA και 

τροφοβλαστικός θάνατος στις βλαστοκύστες (173), (174), (175). Τα ευρήματα 

αφορούν κυρίως το στέλεχος HPV 16 (174), (175). Το ποσοστό της HPV σχετιζόμενης 

τροφοβλαστικής απόπτωσης συνδέεται πιθανώς με την ανάπτυξη του εμβρύου, 

καθώς, το ποσοστό απόπτωσης θεωρείται 3 φορές και 5,8 φορές υψηλότερο σε 

τρεις και σε δώδεκα ημέρες μετά τη γονιμοποίηση, αντίστοιχα (176). Φυσικά, τα 

προαναφερθέντα ευρήματα βασίζονται κυρίως σε in vitro πειράματα σε μοντέλα 

ποντικού και δεν αντανακλούν απαραιτήτως in vivo καταστάσεις σε ανθρώπους. 

 

Εικόνα 13: Η διαδικασία της εμβρυογένεσης. 
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1.7. Ιός HPV και Κύηση 

Ο ιός HPV, εκτός από την τροφοβλαστική ανάπτυξη, περιορίζει και την ενδομήτρια 

εμφύτευση των τροφοβλαστικών κυττάρων, ενισχύοντας έτσι τον κίνδυνο αποβολής 

(177), (178), (179). Σε ασθενείς με αποβολές, το DNA των ιών HPV 16 και 18 

ανιχνεύθηκε στο 7,4% των ελεγχθέντων εμβρύων (180). Συγκρίνοντας πρώιμες 

αποβολές με εκούσιους τερματισμούς της κύησης, οι αλληλουχίες E6/E7 του ιού 

HPV ανιχνεύθηκαν στο 60% σε σύγκριση με το 20%, αντίστοιχα (181). Το DNA του 

ιού HPV εντοπίζεται πιο συχνά στις αυθόρμητες αποβολές σε σχέση με τις εκούσιες 

αμβλώσεις, οδηγώντας στην άποψη πως ίσως ο ιός HPV εμπλέκεται στην 

παθοφυσιολογία της πρώιμης απώλειας της κύησης (181). Στην εγκυμοσύνη, η 

έκθεση στους ιούς HPV 6, 11, 16 ή 18 σχετίζεται με 2,2% εμφάνιση γενετικών 

ανωμαλιών και με 1,5% κίνδυνο εμβρυικού θανάτου (179). Τα ευρήματα ωστόσο, 

προκύπτουν από αναδρομικές ή συγχρονικές μελέτες με μικρά μεγέθη δείγματος, 

ενώ από αναδρομικές μελέτες μεγαλύτερων ομάδων καταδεικνύεται πως η HPV 

λοίμωξη στην εγκυμοσύνη δε συνεπάγεται απαραίτητα υψηλότερο κίνδυνο 

αποβολής (182), (183). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 

 

 

Σκοπός 

 

Η λοίμωξη του γεννητικού συστήματος των γυναικών και των ανδρών από τον ιό 

των ανθρώπινων θηλωμάτων HPV αποτελεί τη συχνότερη σεξουαλικώς 

μεταδιδόμενη νόσο ιογενούς αιτιολογίας στον κόσμο. Ο σκοπός της παρούσας 

διδακτορικής διατριβής ήταν η μελέτη του ιού HPV ως παράγοντα υπογονιμότητας 

και συγκεκριμένα, η διερεύνηση της ενσωμάτωσης των στελεχών HPV 16 και HPV 18 

του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων σε σπερματοζωάρια μυός και της μεταφοράς 

τους σε έμβρυα μυός μέσω in vitro γονιμοποίησης. 
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2. Υλικά και Μέθοδοι 
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Στην παρούσα μελέτη, η πειραματική πορεία περιελάμβανε: 

1. τη διαμόλυνση των σπερματοζωαρίων με τους πλασμιδιακούς φορείς που 

έφεραν κλωνοποιημένο το πλήρες γένωμα των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του 

ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων 

Η μεταφορά εξωγενών μορίων DNA μέσω των σπερματοζωαρίων αποτελεί ευρέως 

εφαρμοζόμενη τεχνική στην παραγωγή διαγονιδιακών οργανισμών, λόγω της 

ικανότητας των σπερματοζωαρίων να προσδένουν και να μεταφέρουν στο 

εσωτερικό τους εξωγενή μόρια DNA, αυθόρμητα, γρήγορα και χωρίς τη χρήση 

ειδικών χημικών αντιδραστηρίων ή σύνθετων τεχνικών διαμόλυνσης. 

Στο πείραμα, εφαρμόσθηκε η τεχνική της μεταφοράς εξωγενούς DNA μέσω των 

σπερματοζωαρίων, κατά την οποία τα σπερματοζωάρια: α. απομονώθηκαν από την 

επιδιδυμίδα ώριμων και γόνιμων αρσενικών μυών του στελέχους FVB/N, β. 

επιλέγχθηκαν εκείνα με τη μεγαλύτερη κινητικότητα, γ. διαμολύνθηκαν με τα 

στελέχη HPV 16 και HPV 18 του ιού και δ. χρησιμοποιήθηκαν σε πειράματα in vitro 

γονιμοποίησης. 

Το πλήρες γένωμα των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των ανθρώπινων 

θηλωμάτων βρισκόταν ενσωματωμένο σε πλασμιδιακούς φορείς (GFP-HPV16, GFP-

HPV18 - ευγενική προσφορά του Vincent C. Lombardi, Department of Biochemistry 

and Molecular Biology, University of Nevada, USA) και ήταν σημασμένο με το 

γονίδιο της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP. Με τα υπό μελέτη πλασμίδια, 

επομολύνθηκαν βακτηριακές κυτταρικές καλλιέργειες και απομονώθηκε επαρκής 

ποσότητα πλασμιδιακού φορέα.  

2. την in vitro γονιμοποίηση των ωαρίων από τα διαμολυσμένα σπερματοζωάρια 

και τον έλεγχο της προεμφυτευτικής ανάπτυξης των εμβρύων 

Για το πείραμα in vitro γονιμοποίησης, απομονώθηκε ικανοποιητικός αριθμός 

ώριμων ωαρίων από θηλυκές μύες του στελέχους FVB/N, μετά από πρόκληση 

πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας με ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση των ορμονών FSH 

(ωοθυλακιοτρόπος ορμόνη) και hCG (ωχρινοτρόπος ορμόνη). Μετά το πέρας του 

πρωτοκόλλου διέγερσης, τα ωάρια συλλέχθηκαν από τον ωαγωγό των θηλυκών 
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μυών και την ίδια ημέρα τοποθετήθηκαν για γονιμοποίηση με τα διαμολυσμένα 

σπερματοζωάρια. Η in vitro γονιμοποίηση πραγματοποιήθηκε σε κατάλληλο 

καλλιεργητικό μέσο και σε ιδανικές τιμές θερμοκρασίας, CO2 και pH. Τα ποσοστά 

επιτυχούς γονιμοποίησης των ωαρίων εκτιμήθηκαν με την παρουσία του δεύτερου 

πολικού σωματίου και των δύο προπυρήνων. Η πορεία της in vitro 

προεμφυτευτικής ανάπτυξης των γονιμοποιημένων ωαρίων καταγραφόταν 

καθημερινά μέχρι το στάδιο της βλαστοκύστης, για τον προσδιορισμό των εμβρύων 

καλής ή μη ποιότητας, βάσει συγκεκριμένου συστήματος βαθμολόγησης που 

περιέγραφε τον αριθμό των βλαστομεριδίων, τη δομή τους (συμμετρικά ή μη-

συμμετρικά βλαστομερίδια) και το ποσοστό των κυτταροπλασματικών 

θραυσμάτων. Στα υπό μελέτη έμβρυα εξετάσθηκε η μεταφορά των στελεχών HPV 

16 και HPV 18 του ιού από τα σπερματοζωάρια στα γονιμοποιημένα ωάρια μέσω 

της επιβεβαίωσης της έκφρασης της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης GPF, έπειτα 

από παρατήρηση στο συνεστιακό μικροσκόπιο. 

 

 

Εικόνα 14: Ο πλασμιδιακός φορέας pcDNA3. 
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2.1. Πειραματόζωα 

Στη διεξαγωγή του πειράματος χρησιμοποιήθηκαν ως πειραματόζωα αρσενικοί και 

θηλυκοί μύες του στελέχους FVB/N. Η προμήθεια των πειραματόζωων έγινε από το 

Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ. Συνοδευτικά, εστάλη έντυπο αναφοράς της 

κατάστασης υγείας των πειραματόζωων, το οποίο βεβαίωνε πως διέθεταν 

πιστοποιητικό υγείας από το An Lab LTD και δεν ήταν μολυσματικά. Οι συνεχείς 

αναπαραγωγές του στελέχους υλοποιήθηκαν στην εγκατάσταση εκτροφής του 

τμήματος Ιατρικής της Σχολής Επιστημών Υγείας του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. Ο 

σχεδιασμός του πειράματος πληρούσε απαρέγκλιτα όλες τις προβλεπόμενες 

προϋποθέσεις αναφορικά με την ευζωία των πειραματόζωων, ενώ για την 

πραγματοποίησή του είχε χορηγηθεί έγκριση από τη Γενική Διεύθυνση 

Περιφερειακής Αγροτικής Οικονομίας και Κτηνιατρικής της Περιφέρειας Ηπείρου. Οι 

μύες είχαν ελεύθερη πρόσβαση στο νερό και ακολουθούσαν συγκεκριμένο πρότυπο 

διατροφής. Στο χώρο φύλαξης των μυών η φωτοπερίοδος διαρκούσε 12 ώρες. Οι 

αρσενικοί μύες χρησιμοποιήθηκαν σε ηλικία 10-12 εβδομάδων και οι θηλυκοί μύες 

σε ηλικία 6-8 εβδομάδων. Η θανάτωση των μυών εκτελούνταν με αυχενική 

εξάρθρωση. 

 

2.2. Απομόνωση Σπερματοζωαρίων από Αρσενικούς Μύες 

Η απομόνωση των σπερματοζωαρίων από τους γόνιμους αρσενικούς μύες 

πραγματοποιήθηκε σε χρονικό διάστημα 3 έως 7 ημερών μετά την απομάκρυνσή 

τους από το χώρο του ζευγαρώματος με τις θηλυκές μύες. Από κάθε μυ 

αφαιρέθηκαν οι δύο επιδιδυμίδες των όρχεων και τοποθετήθηκαν σε κατάλληλο 

καλλιεργητικό μέσο (Sydney IVF Sperm Medium, COOK, Limerick, Ireland), το οποίο 

ήταν καλυμμένο με ορυκτέλαιο (Sydney IVF Culture Oil, COOK, Limerick, Ireland). 

Ακολούθησε η διάτρηση του σημείου της ουράς της κάθε επιδιδυμίδας με σύριγγα 

ινσουλίνης και κατόπιν οι επιδιδυμίδες τοποθετήθηκαν για 30 λεπτά σε κλίβανο 

υγρής καλλιέργειας, ώστε να απελευθερωθούν τα σπερματοζωάρια στο 
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καλλιεργητικό μέσο. Στη συνέχεια, επιλέγχθηκαν τα καλύτερα κινητά 

σπερματοζωάρια με τη μέθοδο Swim Up και υπολογίσθηκε η συγκέντρωσή τους σε 

πλάκα Neubauer. Τα σπερματοζωάρια χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα in vitro 

γονιμοποίησης για τη μελέτη της παρουσίας του ιού στην πρώιμη ανάπτυξη των 

εμβρύων του μυός. 

 

2.3. Υπολογισμός Συγκέντρωσης Σπερματοζωαρίων 

Στη διαδικασία υπολογισμού της συγκέντρωσης των σπερματοζωαρίων με την 

πλάκα Neubauer, χρησιμοποιήθηκε πρωτίστως μια μικρή ποσότητα σπέρματος (~6 

μl) για τον προσδιορισμό του αριθμού των σπερματοζωαρίων ανά οπτικό πεδίο και 

για την αξιολόγηση της κατάλληλης αραίωσης. Στη συνέχεια, αφού εντοπίσθηκε η 

ιδανική αραίωση, το δείγμα αναδεύθηκε για περίπου 10 δευτερόλεπτα και σε κάθε 

θάλαμο της πλάκας Neubauer προστέθηκαν περίπου 10 μl από το δείγμα 

σπέρματος. Κατόπιν, η πλάκα αφέθηκε σε υγρό περιβάλλον για 10-15 λεπτά, ώστε 

τα σπερματοζωάρια να κατακαθίσουν στο πλέγμα του θαλάμου μέτρησης και αφού 

ορίσθηκε ο αριθμός των τετραγώνων προς μέτρηση, οι μετρήσεις και των δύο 

θαλάμων προστέθηκαν και διαιρέθηκαν με τον κατάλληλο συντελεστή. 

Υπολογίσθηκε επομένως η συγκέντρωση των σπερματοζωαρίων/ml και τελικά 

πολλαπλασιάσθηκε με τον ολικό όγκο του σπέρματος ώστε να προσδιορισθεί ο 

συνολικός αριθμός των σπερματοζωαρίων στο δείγμα. 

 

2.4. Επεξεργασία Σπέρματος 

 

για την Ενσωμάτωση του Ιού στα Σπερματοζωάρια 

Μετά τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης του σπέρματος, τα σπερματοζωάρια 

επωάσθηκαν σε κατάλληλο καλλιεργητικό υλικό (Sydney IVF Sperm Medium, COOK, 

Limerick, Ireland) με τους πλασμιδιακούς φορείς που έφεραν το πλήρες γένωμα των 

στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων. Οι πλασμιδιακοί 
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φορείς επωάσθηκαν με τα σπερματοζωάρια σε συγκέντρωση 50 ngr/106 

σπερματοζωάρια για 5 ώρες σε κλίβανο υγρής καλλιέργειας (37oC, 5% CO2). Ως 

ομάδα ελέγχου, χρησιμοποιήθηκε η ομάδα των σπερματοζωαρίων όπου δεν 

επωάσθηκαν με τα πλασμίδια. Ο έλεγχος της ενσωμάτωσης των στελεχών του ιού 

στα σπερματοζωάρια, πραγματοποιήθηκε μέσω ανάλυσης με κυτταρομετρία ροής 

(FACS analysis). 

 

για την In Vitro Γονιμοποίηση 

Τα δείγματα σπέρματος που χρησιμοποιήθηκαν στην in vitro γονιμοποίηση 

χωρίσθηκαν σε επιμέρους μέρη ώστε να σχηματισθούν οι εξής ομάδες μελέτης: α. 

ομάδα ελέγχου β. ομάδα σπερματοζωαρίων επωασμένων με πλασμιδιακούς φορείς 

που έφεραν τα στελέχη HPV 16 και HPV 18 του ιού. Τα σπερματοζωάρια 

μεταφέρθηκαν σε καλλιεργητικό μέσο γονιμοποίησης (Sydney IVF Fertilization 

Medium, COOK, Limerick, Ireland), καλυμμένο με ορυκτέλαιο (Sydney IVF Culture 

Oil, COOK, Limerick, Ireland) και τοποθετήθηκαν για 1 ώρα σε κλίβανο υγρής 

καλλιέργειας (37oC, 5% CO2), ώστε να αποκτήσουν την ικανότητα γονιμοποίησης. 

Κατόπιν, οι πλασμιδιακοί φορείς προστέθηκαν στο καλλιεργητικό μέσο, σε 

συγκέντρωση 50 ngr/106 σπερματοζωάρια και επωάσθηκαν με τα σπερματοζωάρια 

για 30 λεπτά. Στη συνέχεια, τα σπερματοζωάρια τοποθετήθηκαν στα τρυβλία 

γονιμοποίησης (καλλιεργητικό μέσο Sydney IVF Fertilization Medium, COOK, 

Limerick, Ireland, καλυμμένο με ορυκτέλαιο (Sydney IVF Culture Oil, COOK, Limerick, 

Ireland), σε συγκέντρωση 200 σπερματοζωάρια/μl. Τα τρυβλία προετοιμάσθηκαν 

και τοποθετήθηκαν στον κλίβανο υγρής καλλιέργειας 14-16 ώρες πριν τη χρήση 

τους. 

 

2.5. Απομόνωση Ωαρίων από Θηλυκές Μύες μετά από Πρόκληση Πολλαπλής 

Ωοθυλακιορρηξίας 

Για την πολλαπλή ανάπτυξη των ωαρίων στις θηλυκές μύες χορηγήθηκε 

ενδοπεριτοναϊκά η ωοθυλακιοτρόπος ορμόνη FSH (rec-FSH, Gonal-F, Merck Serono, 
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London, UK), σε ποσότητα 8IU. Για την ωρίμανση και την απελευθέρωση των 

ωαρίων χορηγήθηκε ενδοπεριτοναϊκά 48 ώρες μετά την FSH, η ανθρώπινη χοριακή 

γοναδοτροπίνη hCG (hCG, Pregnyl, N.V. Organon, Oss, The Netherlands), σε 

ποσότητα 5IU. Τα ωάρια απομονώθηκαν από τον ωαγωγό των θηλυκών μυών 13 

ώρες μετά τη χορήγηση της hCG σε κατάλληλο καλλιεργητικό μέσο (Sydney IVF 

Follicle Flush Buffer & Fertilization Medium, COOK, Limerick, Ireland), το οποίο ήταν 

καλυμμένο με ορυκτέλαιο (Sydney IVF Culture Oil, COOK, Limerick, Ireland). 

 

2.6. In Vitro Γονιμοποίηση 

Τα ωάρια τοποθετήθηκαν στα τρυβλία γονιμοποίησης και επωάσθηκαν με τα 

σπερματοζωάρια σε κατάλληλο καλλιεργητικό μέσο (Sydney IVF Fertilization 

Medium, COOK, Limerick, Ireland), καλυμμένο με ορυκτέλαιο (Sydney IVF Culture 

Oil, COOK, Limerick, Ireland) σε κλίβανο υγρής καλλιέργειας (37oC, 5% CO2). 5 ώρες 

αργότερα, τα ωάρια καθαρίσθηκαν σε κατάλληλο μέσο (Sydney IVF Fertilization 

Medium, COOK, Limerick, Ireland) για την απομάκρυνση της περίσσειας του 

σπέρματος και τοποθετήθηκαν σε νέο καλλιεργητικό μέσο ανάπτυξης, καλυμμένο 

με ορυκτέλαιο (Sydney IVF Cleavage Medium & Sydney IVF Blastocyst Medium, 

COOK, Limerick, Ireland, Sydney IVF Culture Oil, COOK, Limerick, Ireland), έως το 

στάδιο της βλαστοκύστης σε κλίβανο υγρής καλλιέργειας (37 oC, 5% CO2). Η 

επιτυχία της γονιμοποίησης ελέγχθηκε με την παρουσία του δεύτερου πολικού 

σωματίου και το σχηματισμό των δύο προπυρήνων. Η in vitro προεμφυτευτική 

ανάπτυξη των εμβρύων του μυός καταγραφόταν σε καθημερινή βάση. Τα τρυβλία 

προετοιμάσθηκαν και τοποθετήθηκαν στον κλίβανο υγρής καλλιέργειας 14-16 ώρες 

πριν τη χρήση τους. 

 

Εικόνα 15: Η διαδικασία της in vitro γονιμοποίησης. 
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2.7. Κυτταρομετρία Ροής 

Τα σπερματοζωάρια, αφού επωάσθηκαν με τους πλασμιδιακούς φορείς, 

καθαρίσθηκαν με PBS και αναλύθηκαν με ποσοτική κυτταρομετρία ροής. Οι 

μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν σε 10.000 σπερματοζωάρια ανά δείγμα σπέρματος 

και η ανάλυση των δεδομένων εκτελέσθηκε με τη χρήση του λογισμικού CellQuest 

v.3.1. Ο προσδιορισμός του ποσοστού των θετικών στον ιό κυττάρων διενεργήθηκε 

με τη χρήση των κατανομών του φθορισμού, οι οποίες χαρακτηριζόταν από 

συγκεκριμένα όρια έντασης φθορισμού για τη διάκριση του θετικού από το 

αρνητικό σήμα. Σε κάθε ανάλυση, με βάση την κατανομή της έντασης του 

φθορισμού του δείγματος ελέγχου, τα όρια του φθορισμού τοποθετήθηκαν έτσι, 

ώστε το 99,6% των κυττάρων να συνιστά αρνητικές τιμές και το 0,4% ψευδώς 

θετικές τιμές. Η μετατόπιση της κατανομής του φθορισμού στα υπό μελέτη 

δείγματα πέρα από το όριο του 0,4% συνιστούσε θετικές τιμές. Το ποσοστό των 

θετικών κυττάρων υπολογίσθηκε με την αφαίρεση του ποσοστού των ψευδώς 

θετικών τιμών από το ποσοστό των θετικών τιμών, μετά από επικάλυψη των 

καμπυλών κατανομής του υπό μελέτη δείγματος και του δείγματος ελέγχου. 

 

2.8. Συνεστιακή Μικροσκοπία 

Τα σπερματοζωάρια, αφού επωάσθηκαν με τους πλασμιδιακούς φορείς, 

καθαρίσθηκαν και τοποθετήθηκαν σε αντικειμενοφόρο πλάκα ώστε να 

παρατηρηθεί η έκφραση της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP στο συνεστιακό 

μικροσκόπιο. Στα έμβρυα, η παρατήρηση της έκφρασης της GFP πραγματοποιήθηκε 

μετά την παύση της προεμφυτευτικής τους πορείας στο καλλιεργητικό μέσο 

ανάπτυξης. Η παρατήρηση διενεργήθηκε με Leica TCS SP5 ομοεστιακό μικροσκόπιο, 

το οποίο ήταν εξοπλισμένο με λέιζερ αργού (διέγερση στα 488nm), ακτίνα λέιζερ 

στερεάς κατάστασης 561 και λέιζερ ηλίου-νέον (διέγερση στα 633nm). Για την 

εύρεση του στόχου χρησιμοποιήθηκε Leica X10 και οι εικόνες αποκτήθηκαν με τη 

χρήση του LASAF Software. Τα αποτελέσματα ήταν συγκρίσιμα, καθώς οι 
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παρατηρήσεις στις ομάδες ελέγχου και στις ομάδες επώασης με τους 

πλασμιδιακούς φορείς είχαν ληφθεί με τις ίδιες ρυθμίσεις έντασης φθορισμού 

(Exitation 488, Detection 500–630, Argon 30%, Lazer Power 15%, Smart Gain 852v). 
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3. Αποτελέσματα 
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3.1. Ανίχνευση Ενσωμάτωσης των Ιών HPV 16 και HPV 18 σε Σπερματοζωάρια 

Μυός με Κυτταρομετρία Ροής 

Για τη μελέτη της μεταφοράς των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων στα σπερματοζωάρια του μυός, τα σπερματοζωάρια 

επωάσθηκαν με πλασμιδιακούς φορείς, οι οποίοι έφεραν ενσωματωμένο το πλήρες 

γένωμα των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων μαζί 

με το γονίδιο της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP. Σε κάθε δείγμα 

σπέρματος, τα σπερματοζωάρια επωάσθηκαν με τους πλασμιδιακούς φορείς σε 

συγκέντρωση 50 ngr ανά 106 σπερματοζωάρια για 5 ώρες σε κλίβανο υγρής 

καλλιέργειας (37oC, 5% CO2) 

Ο έλεγχος της ενσωμάτωσης των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων στα σπερματοζωάρια του μυός, πραγματοποιήθηκε μέσω 

κυτταρομετρίας ροής. 

Συνολικά μελετήθηκαν 25 δείγματα σπέρματος εκ των οποίων τα 12 (48,0%) ήταν 

θετικά. 

 

Εικόνα 16: Η ενσωμάτωση των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων στα σπερματοζωάρια του μυός με κυτταρομετρία ροής. Το 

ποσοστό της ενσωμάτωσης ήταν 1,29% στην περίπτωση του στελέχους HPV 16 και 

1% στην περίπτωση του στελέχους HPV 18. 
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3.2. Ανίχνευση Μεταφοράς των Ιών HPV 16 και HPV 18 σε Έμβρυα Μυός με 

Συνεστιακή Μικροσκοπία 

Για τη μελέτη της μεταφοράς των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων στα έμβρυα του μυός, αφού τα σπερματοζωάρια 

απομονώθηκαν από τους αρσενικούς μύες και επεξεργάσθηκαν, τα ωάρια 

απομονώθηκαν από τις θηλυκές μύες μετά από πρόκληση πολλαπλής 

ωοθυλακιορρηξίας και πραγματοποιήθηκαν πειράματα in vitro γονιμοποίησης. Έτσι, 

τα στελέχη HPV 16 και HPV 18 μέσω του πλασμιδιακού φορέα μεταφέρθηκαν από 

τα σπερματοζωάρια στα έμβρυα, με in vitro γονιμοποίηση των ωαρίων από τα 

επωασμένα σπερματοζωάρια. 

Συνολικά μελετήθηκαν δύο ομάδες εμβρύων, η ομάδα ελέγχου (control), όπου τα 

σπερματοζωάρια δεν επωάσθηκαν με κανένα πλασμιδιακό φορέα πριν τη 

γονιμοποίηση και η ομάδα HPV 16, HPV 18, όπου τα σπερματοζωάρια επωάσθηκαν 

πριν τη γονιμοποίηση για 30 λεπτά με τους πλασμιδιακούς φορείς που έφεραν 

ενσωματωμένο το πλήρες γένωμα των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού, σε 

συγκέντρωση 50 ngr/106 σπερματοζωάρια. Η πορεία της in vitro προεμφυτευτικής 

ανάπτυξης των εμβρύων ελέγχονταν καθημερινά σε οπτικό μικροσκόπιο. Ο έλεγχος 

πραγματοποιήθηκε με συνεστιακό μικροσκόπιο για την ανίχνευση της έκφρασης της 

πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP. 

Στην ομάδα ελέγχου (control) μελετήθηκαν συνολικά 77 έμβρυα και στην ομάδα 

HPV 16, HPV 18 60 έμβρυα, εκ των οποίων τα 25 (41,7%) ήταν θετικά.  
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Εικόνα 17: Η μεταφορά των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των ανθρώπινων 

θηλωμάτων στα έμβρυα του μυός με συνεστιακή μικροσκοπία. Έμβρυα της ομάδας 

ελέγχου και έμβρυα της ομάδας HPV 16, HPV 18 θετικά στον ιό, μετά την ανίχνευση 

της έκφρασης της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 

 

 

4. Συζήτηση 
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Ο ιός του ανθρώπινου θηλώματος HPV αποτελεί το συνηθέστερο σεξουαλικά 

μεταδιδόμενο παθογόνο στις γυναίκες και στους άνδρες παγκοσμίως (184). Οι ιοί 

HPV συνιστούν μια ευρεία και ετερογενή κατηγορία DNA ιών, αριθμώντας περίπου 

150 στελέχη, εκ των οποίων τουλάχιστον 50 προσβάλλουν το επιθήλιο της 

πρωκτογεννητικής περιοχής. Ορισμένοι συσχετίζονται με καλοήθεις βλάβες ή 

δερματικές αλλοιώσεις, ενώ άλλοι ευθύνονται για την εμφάνιση προκαρκινικών 

δυσπλασιών ή κακοηθειών και κυρίως για τον καρκίνο του τραχήλου της μήτρας. Οι 

ιοί HPV υψηλού κινδύνου ορίζονται ως ογκογόνοι λόγω της συσχέτισής τους με 

διάφορα νεοπλάσματα, ενώ οι ιοί HPV χαμηλού κινδύνου σχετίζονται σπάνια με 

κακοήθειες και προκαλούν υποκλινικές λοιμώξεις ή καλοήθη θηλώματα, τα οποία 

εμμένουν, ώσπου να αντιμετωπισθούν από το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή 

(185). Ο HPV αποτελεί σχετικά επιτυχημένο παθογόνο, το οποίο προκαλεί χρόνιες 

μολύνσεις χωρίς συστηματικά συμπτώματα, επιτρέποντας έτσι στον ξενιστή την 

περιοδική απελευθέρωση ποσοτήτων μεταδοτικού ιού (186). Η διαφυγή του ιού 

από το ανοσοποιητικό σύστημα εξαρτάται κυρίως από τη διαφοροποίηση των 

κυτταρικών στοιβάδων στο βλεννογονοδερματικό επιθήλιο (186). Οι HPV λοιμώξεις 

χαρακτηρίζονται συνήθως υποκλινικές, παρουσιάζοντας μη παρατηρήσιμα ή ήπια 

συμπτώματα. Η περίοδος επώασης του ιού κυμαίνεται από τρεις εβδομάδες έως 

οκτώ μήνες (187). Η HPV λοίμωξη υποχωρεί αυθόρμητα σε τρεις μήνες στο 10-30% 

των γυναικών (187), ενώ απομακρύνεται μέσα σε δύο έτη στο 90% των γυναικών 

(188), καθώς η κάθαρση των συγκεκριμένων λοιμώξεων συντελείται λόγω της 

ανάπτυξης κυτταρομεσολαβούμενης ανοσίας (187). Ένα ποσοστό γυναικών (10-

15%) εμφανίζει αποτυχημένη κυτταρομεσολαβούμενη ανοσιακή απόκριση και 

παραμένει μολυσμένο (189), αντιμετωπίζοντας τον κίνδυνο ανάπτυξης νόσου 

υψηλού βαθμού και πιθανώς καρκίνου (190). 

Η προσβολή από τον ιό αφορά και τα δύο φύλα, με την πιθανότητα μόλυνσης ενός 

ατόμου στη διάρκεια της ζωής του να τοποθετείται μεταξύ 50-80%. Συνολικά στους 

άνδρες και στις γυναίκες, ο επιπολασμός της HPV λοίμωξης κυμαίνεται περίπου στο 

40% του γενικού πληθυσμού, με παραλλαγές που βασίζονται στο στέλεχος του ιού 

HPV και στην ανατομική θέση της λοίμωξης (184). 
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Ο καρκίνος του τραχήλου της μήτρας, η σημαντικότερη κλινική συνέπεια της 

λοίμωξης από τους ιούς HPV υψηλού κινδύνου, αποτελεί μία από τις κύριες, 

σχετιζόμενες με τον καρκίνο, αιτίες θνησιμότητας των γυναικών στον κόσμο. 

Συνεπώς, τα τελευταία χρόνια διεξήχθησαν αρκετές προσπάθειες ώστε να 

κατανοηθεί η παθογένεια και οι μοριακοί μηχανισμοί που διέπουν την HPV λοίμωξη 

και την καρκινική πρόοδο, ενώ αναπτύχθηκαν τόσο προγράμματα διαλογής, όπως 

το τεστ Παπανικολάου και το HPV DNA τεστ, όσο και παρεμβάσεις, όπως ο HPV 

εμβολιασμός, για τον περιορισμό της εξάπλωσης του ιού στις γυναίκες (191), (192), 

(193), (194). 

Όσον αφορά τον ανδρικό πληθυσμό, εκτιμάται ότι οι σχετιζόμενοι με τον HPV 

καρκίνοι στο πέος και στον πρωκτό σπανίζουν στους άνδρες, εμφανιζόμενοι 

περίπου σε 1-6/100.000 στο γενικό πληθυσμό (195). 

Στους άνδρες ωστόσο, διερευνάται η δυνατότητα μόλυνσης του σπέρματος από τον 

ιό HPV και η μεταφορά του ιικού DNA στη σπερματική κεφαλή, τόσο in vitro όσο και 

in vivo. Εξετάζεται ακόμη πειραματικά, η μεταφορά του εξωγενούς γενετικού 

υλικού στο γονιμοποιημένο ωάριο και η παρουσία του έως και το στάδιο της 

βλαστοκύστης. Αν και o HPV αποτελεί ευρέως διαδεδομένο παράγοντα 

νοσηρότητας και για τα δύο φύλα, με πλήρως τεκμηριωμένο ρόλο στην ογκογένεση 

των καρκίνων της πρωκτογεννητικής περιοχής, η συνεισφορά του ως παράγοντα 

υπογονιμότητας και η ικανότητα ενσωμάτωσής του στο ανθρώπινο γονιδίωμα, ήδη 

από το προεμφυτευτικό στάδιο, δεν έχουν ακόμη αποσαφηνιστεί. 

Φυσικά, λόγω του σημαντικού επιπολασμού των HPV λοιμώξεων, η αλληλεπίδρασή 

τους με τα ανθρώπινα γεννητικά κύτταρα και η πιθανότητα επιρροής της 

ανθρώπινης γονιμότητας απασχόλησαν από νωρίς την έρευνα. Το 1993, οι Chan et 

al., με μια σειρά πειραματικών μελετών κατάφεραν να τεκμηριώσουν την 

επιμόλυνση του ανθρώπινου σπέρματος με DNA του ιού HPV, εντοπίζοντας το στην 

κεφαλή των ανθρώπινων σπερματοζωαρίων. Παράλληλα, οι Francolini et al., 

παρουσίασαν ενδείξεις για την ενσωμάτωση του HPV DNA στο DNA των 

σπερματοζωαρίων θηλαστικών. Αργότερα, οι Foresta et al., ασχολήθηκαν με τη 
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μελέτη της ποιότητας του επιμολυσμένου με HPV DNA σπέρματος και με το 

ενδεχόμενο απώλειας της γονιμοποιητικής του ικανότητας. 

 

4.1. Ενσωμάτωση των Ιών HPV 16 και HPV 18 σε Σπερματοζωάρια Μυός 

Η πειραματική πορεία αναφορικά με την ενσωμάτωση των ιών HPV 16 και HPV 18 

σε σπερματοζωάρια μυός, περιελάμβανε τη διαμόλυνση σπερματοζωαρίων μυός με 

πλασμιδιακούς φορείς που έφεραν κλωνοποιημένο το πλήρες γένωμα των 

στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων. 

Στο πείραμα, εφαρμόσθηκε η τεχνική της μεταφοράς εξωγενούς DNA μέσω των 

σπερματοζωαρίων, κατά την οποία τα σπερματοζωάρια απομονώθηκαν από την 

επιδιδυμίδα ώριμων και γόνιμων αρσενικών μυών του στελέχους FVB/N, 

επιλέγχθηκαν εκείνα με τη μεγαλύτερη κινητικότητα, διαμολύνθηκαν με τα στελέχη 

HPV 16 και HPV 18 του ιού και χρησιμοποιήθηκαν σε πειράματα in vitro 

γονιμοποίησης. Το πλήρες γένωμα των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων βρισκόταν ενσωματωμένο σε πλασμιδιακούς φορείς και 

ήταν σημασμένο με το γονίδιο της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP. 

Ο έλεγχος της ενσωμάτωσης των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων στα σπερματοζωάρια του μυός, πραγματοποιήθηκε μέσω 

κυτταρομετρίας ροής. 

Συνολικά μελετήθηκαν 25 δείγματα σπέρματος εκ των οποίων τα 12 (48,0%) ήταν 

θετικά, καταλήγοντας πως τα στελέχη HPV 16 και HPV 18 του ιού των ανθρώπινων 

θηλωμάτων μπορούν να ενσωματώνονται στα σπερματοζωάρια του μυός. 

 

4.2. Μεταφορά των Ιών HPV 16 και HPV 18 σε Έμβρυα Μυός 

Η πειραματική πορεία αναφορικά με τη μεταφορά των ιών HPV 16 και HPV 18 σε 

έμβρυα μυός, περιελάμβανε την in vitro γονιμοποίηση των ωαρίων από τα 

διαμολυσμένα σπερματοζωάρια και τον έλεγχο της προεμφυτευτικής ανάπτυξης 

των εμβρύων. 
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Για το πείραμα in vitro γονιμοποίησης, απομονώθηκε ικανοποιητικός αριθμός 

ώριμων ωαρίων από θηλυκές μύες του στελέχους FVB/N, μετά από πρόκληση 

πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας με ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση ορμονών. Κατόπιν, τα 

ωάρια συλλέχθηκαν από τον ωαγωγό των θηλυκών μυών και τοποθετήθηκαν για 

γονιμοποίηση με τα διαμολυσμένα σπερματοζωάρια. Η in vitro γονιμοποίηση 

πραγματοποιήθηκε σε κατάλληλο καλλιεργητικό μέσο και σε ιδανικές τιμές 

θερμοκρασίας, CO2 και pH. Τα ποσοστά επιτυχούς γονιμοποίησης των ωαρίων 

εκτιμήθηκαν με την παρουσία του δεύτερου πολικού σωματίου και των δύο 

προπυρήνων, ενώ η πορεία της in vitro προεμφυτευτικής ανάπτυξης των 

γονιμοποιημένων ωαρίων καταγραφόταν καθημερινά. Στα υπό μελέτη έμβρυα 

εξετάσθηκε η μεταφορά των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού από τα 

σπερματοζωάρια στα γονιμοποιημένα ωάρια μέσω της επιβεβαίωσης της έκφρασης 

της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης GPF. 

Συνολικά μελετήθηκαν δύο ομάδες εμβρύων, η ομάδα ελέγχου (control), όπου τα 

σπερματοζωάρια δεν επωάσθηκαν με κανένα πλασμιδιακό φορέα πριν τη 

γονιμοποίηση και η ομάδα HPV 16, HPV 18, όπου τα σπερματοζωάρια επωάσθηκαν 

πριν τη γονιμοποίηση για 30 λεπτά με τους πλασμιδιακούς φορείς που έφεραν 

ενσωματωμένο το πλήρες γένωμα των στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού. 

Στην ομάδα ελέγχου (control) μελετήθηκαν συνολικά 77 έμβρυα και στην ομάδα 

HPV 16, HPV 18 60 έμβρυα. Ο έλεγχος πραγματοποιήθηκε με συνεστιακό 

μικροσκόπιο για την ανίχνευση της έκφρασης της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης 

GFP, καταλήγοντας πως τα στελέχη HPV 16 και HPV 18 μπορούν να μεταφέρονται, 

μέσω in vitro γονιμοποίησης, από τα σπερματοζωάρια στα έμβρυα του μυός. 
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Τελικά, αποδεικνύεται πως τα στελέχη HPV 16 και HPV 18 του ιού των ανθρώπινων 

θηλωμάτων ενσωματώνονται στα σπερματοζωάρια του μυός, ενώ μεταφέρονται 

και στα προεμφυτευτικά έμβρυα του μυός μέσω in vitro γονιμοποίησης των ωαρίων 

από τα διαμολυσμένα σπερματοζωάρια. 

Καθώς οι πληροφορίες για την πιθανή μετάδοση και διατήρηση του ιού HPV κατά 

την εμβρυογένεση και την οργανογένεση είναι περιορισμένες και με δεδομένη τη 

διφορούμενη αντίληψη αναφορικά με την πιθανή επίδραση του ιού επί της 

γονιμοποιητικής ικανότητας, τίθενται μελλοντικά προς ανάλυση περεταίρω 

ζητήματα που αφορούν την προκύπτουσα επιμόλυνση του ζυγωτού και της εν 

συνεχεία βλαστοκύστης ως αίτιο της περιορισμένης ικανότητας εμφύτευσης, την 

τροποποίηση του αναπτυξιακού δυναμικού των κυήσεων, την αναπτυξιακή 

κατανομή του ιού HPV στα έμβρυα καθώς και τη διατήρηση της παρουσίας του ιού 

HPV κατά την κύηση. Η διερεύνησή τους, θα λειτουργήσει προσφέροντας σημαντική 

γνώση ως προς την παθοφυσιολογία του ιού HPV, την πιθανή επίπτωσή του στη 

γονιμότητα και στην ανάπτυξη, μα και πυροδοτώντας ενδεχομένως αλλαγές στην 

εφαρμογή των τεχνικών υποβοηθούμενης αναπαραγωγής, προκειμένου να 

ελαχιστοποιηθεί ο κίνδυνος διαμόλυνσης των εμβρύων. 
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5. Συμπεράσματα 
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Τα στελέχη HPV 16 και HPV 18 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων 

ενσωματώνονται στα σπερματοζωάρια του μυός. 

Τα στελέχη HPV 16 και HPV 18 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων μεταφέρονται 

στα έμβρυα του μυός μέσω in vitro γονιμοποίησης. 
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Περίληψη 

 

Η λοίμωξη του γεννητικού συστήματος των γυναικών και των ανδρών από τον ιό 

των ανθρώπινων θηλωμάτων αποτελεί τη συχνότερη σεξουαλικώς μεταδιδόμενη 

νόσο ιογενούς αιτιολογίας στον κόσμο. Η επίδραση της λοίμωξης από τον ιό HPV 

έχει μελετηθεί ενδελεχώς όσον αφορά την ογκογένεση, ωστόσο η γνώση σχετικά με 

την επίπτωσή της στη γονιμότητα και στην εμβρυική ανάπτυξη είναι περιορισμένη. 

Ο σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν η μελέτη του ιού HPV ως 

παράγοντα υπογονιμότητας και συγκεκριμένα, η διερεύνηση της ενσωμάτωσης των 

στελεχών HPV 16 και HPV 18 του ιού των ανθρώπινων θηλωμάτων σε 

σπερματοζωάρια μυός και της μεταφοράς τους σε έμβρυα μυός μέσω in vitro 

γονιμοποίησης. Τελικά, αποδείχθηκε πως τα στελέχη HPV 16 και HPV 18 του ιού των 

ανθρώπινων θηλωμάτων ενσωματώνονται στα σπερματοζωάρια του μυός, ενώ 

μεταφέρονται και στα προεμφυτευτικά έμβρυα του μυός μέσω in vitro 

γονιμοποίησης των ωαρίων από τα διαμολυσμένα σπερματοζωάρια. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 

 

 

Abstract 

 

Genital infection with human papillomavirus virus is the most common sexually 

transmitted disease of viral etiology in women and men worldwide. The effect of 

HPV infection has been thoroughly studied in terms of oncogenesis, but knowledge 

of its impact on fertility and embryo development is limited. The purpose of this 

thesis was to study HPV virus as infertility factor and to investigate the integration of 

16 and 18 human papillomavirus types into mouse sperm and their transfer to 

mouse embryos through in vitro fertilization. Finally, it has been shown that HPV 16 

and HPV 18 types are incorporated into mouse sperm, and are also transferred to 

pre-implantation mouse embryos through oocytes’ in vitro fertilization from infected 

spermatozoa. 
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