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Περίληψη

Η υπογονιμότητα αποτελεί πρόβλημα του αναπαραγωγικού συστήματος, με το οποίο

έρχονται αντιμέτωποι, παγκοσμίως, περισσότεροι από 186 εκατομμύρια άνθρωποι. Πολλές

γυναίκες αναπαραγωγικής ηλικίας επιλέγουν την εξωσωματική γονιμοποίηση (IVF), ως λύση

στα ζητήματα υπογονιμότητας, με ελπίδα μια επιτυχημένη κύηση. Ένα από τα αίτια της

γυναικείας υπογονιμότητας, σύμφωνα με πρόσφατες μελέτες, είναι η ύπαρξη πολυμορφισμών

σε μικρά ρυθμιστικά non-coding RNAs (ncRNAs), τα οποία κωδικοποιούνται από μη

γονιδιακές αλληλουχίες και συμμετέχουν στη ρύθμιση της έκφρασης άλλων γονιδίων, είτε

μεταβάλλοντας τη σταθερότητα των mRNA, ή την ικανότητά τους να μεταφράζονται. Το

ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας εστιάζεται, τα τελευταία χρόνια, στα miRNA, τα

οποία ανήκουν στην κατηγορία των ncRNAs και έχουν μήκος 19-25 νουκλεοτίδια.

Σκοπός της παρούσας ερευνητικής διπλωματικής εργασίας ήταν η διερεύνηση της πιθανής

σχέσης του πολυμορφισμού rs895819 A>G του γονιδίου mir27a με τη γυναικεία

υπογονιμότητα στον ελληνικό πληθυσμό, για την οποία έχει εφαρμοστεί κάποιο από τα

πρωτόκολλα εξωσωματικής γονιμοποίησης, στην προσπάθεια αντιμετώπισής της. Δείγμα της

μελέτης αποτέλεσαν 180 γυναίκες αναπαραγωγικής ηλικίας, εκ των οποίων οι 107 ήταν η

ομάδα ελέγχου, καθώς φέραν τουλάχιστον μία πετυχημένη κύηση και δε συμμετείχαν σε

πρόγραμμα εξωσωματικής γονιμοποίησης (IVF), ενώ οι υπόλοιπες 73 αποτέλεσαν την ομάδα

μελέτης (ομάδα IVF), καθώς μέσω της συμμετοχής σε προγράμματα IVF επιδιώκουν την

επίτευξη εγκυμοσύνης. Ο γονότυπος CC (GG), η ομοζυγωτία δηλαδή ως προς τον

πολυμορφισμό, φάνηκε να μην ευνοεί την επίτευξη εγκυμοσύνης, με τα αποτελέσματα να

χαρακτηρίζονται ως στατιστικά σημαντικά (p<0,001). Επιπλέον, μελέτη της συσχέτισης του

πολυμορφισμού με τη συγκέντρωση της ορμόνης προλακτίνης (PRL) έδειξε πως η τιμή της

παρουσιάζει μεγάλες και στατιστικά σημαντικές (p<0,001) διαφορές ανάλογα με τους

γονότυπους που μελετώνται. Σημαντική κρίνεται η περαιτέρω μελέτη της συσχέτισης αυτής,

καθώς μπορεί δυνητικά να χρησιμοποιηθεί η τιμής της ορμόνης PRL ως δείκτης πρόβλεψης

της ύπαρξης ή μη του πολυμορφισμού. Τέλος, η παρούσα έρευνα αποτελεί την πρώτη για τον

πολυμορφισμό rs895819 του γονιδίου mir27a στον ελληνικό πληθυσμό.

Λέξεις Κλειδιά: rs895819, mir27a, υπογονιμότητα, εξωσωματική γονιμοποίηση (IVF).



Abstract

Infertility is a reproductive system’s problem, which is faced by more than 186 million people

worldwide. Many women of reproductive age choose in vitro fertilization (IVF) as a solution

to infertility issues, with the hope of a successful pregnancy. One of the causes of female

infertility, according to recent studies, is the existence of polymorphisms in small regulatory

non-coding RNAs (ncRNAs), which are encoded by non-genic sequences and participate in

the regulation of the expression of other genes, either by changing the stability of mRNAs, or

their ability to be translated. The interest of the scientific community has been focused on

miRNAs, which belong to the category of ncRNAs and have a length of 19-25 nucleotides.

The purpose of this research thesis was to investigate the possible relationship of the

rs895819 A>G polymorphism of the mir27a gene with female infertility in the greek

population, for which one of the IVF protocols has been applied. The sample of the study was

180 women of reproductive age, of which 107 were the control group, as they had at least one

successful pregnancy and did not participate in an in vitro fertilization (IVF) program, while

the remaining 73 constituted the study group (IVF group), as through participation in IVF

programs they seek to achieve pregnancy. The CC (GG) genotype, which is the homozygosity

for the polymorphism, did not appear to favor the achievement of pregnancy, with the results

being characterized as statistically significant (p<0.001). In addition, a study of the

association of polymorphism with the concentration of the prolactin hormone (PRL) showed

that its value presents large and statistically significant (p<0.001) differences depending on

the genotypes studied. The further study of this correlation is considered important, as the

value of the PRL hormone can potentially be used as a predictor of the presence or absence of

the polymorphism. Finally, the present research is the first for the rs895819 polymorphism of

the mir27a gene in the greek population.

Keywords: rs895819, mir27a, infertility, in vitro fertilization (IVF).
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1. Εισαγωγή

1.1 Φυσιολογία Ανθρώπινης Αναπαραγωγής

1.1.1 Μοναδικότητα Αναπαραγωγικού Συστήματος

Το αναπαραγωγικό σύστημα αποτελεί το μοναδικό σύστημα του ανθρώπινου

σώματος, το οποίο δε συμβάλλει στην ομοιόσταση, δηλαδή στη διατήρηση της δυναμικά

σταθερής κατάστασης του εσωτερικού περιβάλλοντος σε σχέση με τις όποιες μεταβολές.

Ειδικότερα, πρόκειται για ένα σύστημα μη απαραίτητο για την επιβίωση του ανθρώπου, όμως

αναγκαίο για τη διατήρηση του είδους. Σε αντίθεση με όλα τα υπόλοιπα συστήματα, αποτελεί

αυτό που διαφέρει μεταξύ των δύο φύλων σημαντικά, εξαιτίας των διαφορετικών τους ρόλων

στη διαδικασία της αναπαραγωγής (Sherwood, 2016).

Η αναπαραγωγική ικανότητα είναι άμεσα εξαρτώμενη από πολύπλοκες

αλληλεπιδράσεις που διαδραματίζονται μεταξύ υποθαλάμου, πρόσθιου λοβού υπόφυσης,

αναπαραγωγικών οργάνων και κυττάρων στόχων των ορμονών του φύλου (Εικόνα 1). Εκτός

των αλληλεπιδράσεων αυτών συναισθηματικοί, κοινωνικοί και πολιτισμικοί παράγοντες

επηρεάζουν έντονα τη σεξουαλική συμπεριφορά, ανεξαρτήτου βιολογικών διεργασιών

(Sherwood, 2016).

Εικόνα 1. Γενικό σχέδιο ελέγχου της αναπαραγωγής σε θήλεις και άρρενες.



1.1.2 Γενικές Έννοιες και Ορολογίες

Η αναπαραγωγή (reproduction) βασίζεται στη σύντηξη γυναικείων και ανδρικών

γαμετών (gametes), γνωστών και με τον όρο αναπαραγωγικά (γεννητικά) κύτταρα

[reproductive (germ) cells], καθένα από τα οποία διαθέτει μία απλοειδή σειρά

χρωμοσωμάτων. Ο κάθε γαμέτης φέρει ένα χρωμόσωμα από το κάθε ζεύγος ομόλογων

χρωμοσωμάτων και η σύντηξη δύο γαμετών οδηγεί στη δημιουργία ενός γενετικά μοναδικού

ατόμου που φέρει μία πλήρη διπλοειδή σειρά χρωμοσωμάτων. Το γυναικείο (female) και το

ανδρικό (male) αναπαραγωγικό σύστημα (reproductive system) έχουν σχεδιαστεί για την

παραγωγή διαφορετικών γαμετών, η ένωση των οποίων δίνει νέα άτομα (Sherwood, 2016).

Κύρια-Πρωτογενή Αναπαραγωγικά Όργανα (primary reproductive organs)

Τα κύρια-πρωτογενή αναπαραγωγικά όργανα είναι γνωστά ως γονάδες (gonads) και

είναι το ζεύγος ωοθηκών (ovaries) στις γυναίκες και το ζεύγος όρχεων (testes) στους άνδρες.

Ο ρόλος τους και για τα δύο φύλα είναι διττός: (i) παράγουν τα κύτταρα αναπαραγωγής μέσω

της γαμετογένεσης (gametogenesis), που είναι τα ωάρια (ova) στις γυναίκες και τα

σπερματοζωάρια (spermatozoa) ή σπέρμα (sperm) στους άνδρες και (ii) εκκρίνουν τις

φυλετικές ορμόνες, κυρίως τα οιστρογόνα (estrogen) και την προγεστερόνη (progesterone)

στις γυναίκες και την τεστοστερόνη (testosterone) στους άνδρες (Vander et al., 2011;

Sherwood, 2016).

Πέρα των γονάδων στο αναπαραγωγικό σύστημα περιλαμβάνεται και την

αναπαραγωγική (reproductive) ή γεννητική οδό (genital tract), ένα σύστημα που αποτελείται

από αγωγούς υπεύθυνους για τη μεταφορά ή τη φιλοξενία των γαμετών μετα την

αναπαραγωγή τους, και τους επικουρικούς φυλετικούς αδένες (accessory sex glands), οι

εκκρίσεις των οποίων παροχετεύονται στη γεννητική οδό και φέρουν βοηθητικό ρόλο στον

αναπαραγωγή. Τα εξωτερικά εμφανή μέρη του αναπαραγωγικού συστήματος αποτελούν τα

εξωτερικά γεννητικά όργανα (external genitalia), με τους μαστούς των γυναικών να

αποτελούν επικουρικούς φυλετικούς αδένες (Sherwood, 2016).

Δευτερογενή Φυλετικά Χαρακτηριστικά (secondary sexual characteristics)

Τα δευτερογενή φυλετικά χαρακτηριστικά αποτελούν εξωτερικά χαρακτηριστικά,

όπως είναι η σωματική διάπλαση, η κατανομή των τριχών, τα οποία διακρίνουν τις γυναίκες

από τους άνδρες, χωρίς να εμπλέκονται όμως άμεσα στην αναπαραγωγή. Η ανάπτυξη και η



διατήρηση των δευτερογενών χαρακτηριστικών ελέγχεται από τα οιστρογόνα στις γυναίκες

και την τεστοστερόνη στους άνδρες (Sherwood, 2016).

1.1.3 Γενικές Αρχές Γαμετογένεσης

Οι γενικές αρχές της γαμετογένεσης είναι κοινές τόσο στις θήλεις, όσο και στους

άρρενες. Ειδικότερα, το πρώτο στάδιο της γαμετογένεσης είναι ο πολλαπλασιασμός, μέσω

μίτωσης, των αρχέγονων γαμετικών κυττάρων. Το παρόν στάδιο παρέχει ταυτόσημα

γεννητικά κύτταρα για τα επακόλουθα στάδια. Βέβαια, η χρονική σύμπτωση της μιτωτικής

δραστηριότητας διαφέρει μεταξύ των δύο φύλων. Συγκεκριμένα, στις γυναίκες, η μιτωτική

διαίρεση των γαμετικών κυττάρων συμβαίνει αποκλειστικά κατά τη διάρκεια της

εμβρυονικής ανάπτυξης του ατόμου. Στους άνδρες παρατηρείται μίτωση στο έμβρυο για τη

δημιουργία πλήθος γαμετικών κυττάρων μέχρι τη γέννηση, όμως η ουσιαστική μίτωση

ξεκινά κατά την εφηβεία και συνεχίζεται καθ’όλη τη διάρκεια της ζωής τους (Εικόνα 2)

(Vander et al., 2011).

Το δεύτερο στάδιο της γαμετογένεσης είναι η μείωση, που αφορά μια αλλεπάλληλη

διαδικασία δύο κυτταρικών διαιρέσεων με κατάληξη την παροχή 23 χρωμοσωμάτων στον

κάθε γαμέτη (Εικόνα 3). Τέλος, ακολουθούν ο επιχιασμός χρωμοσωμάτων και η τυχαία

κατανομή μητρικών και πατρικών χρωματίδων στα θυγατρικά κύτταρα κατά τη μείωση, δύο

διαδικασίες που προσδίδουν τη γενετική ποικιλότητα των γαμετών (Vander et al., 2011).

Εικόνα 2. Διαδικασία Μίτωσης.

Προτού αρχίσει η μίτωση, το DNA αντιγράφεται και δημιουργούνται δύο αδελφές χρωματίδες, οι οποίες

συνδέονται μεταξύ τους στο κεντρομερίδιο. Κατά τη μίτωση, οι αδελφές χρωματίδες συμπηκνώνονται έντονα

και εν συνεχεία διαχωρίζονται και κινούνται σε αντίθετους πόλους του κυττάρου, καθώς αυτό διαιρείται για να

προκύψουν δυο θυγατρικά κύτταρα (https://microbenotes.com/mitosis/).

https://microbenotes.com/mitosis/


Εικόνα 3. Διαδικασία Μείωσης.

Η διαδικασία της μείωσης περιλαμβάνει την αντιγραφή του DNA αρχικά και δυο μειωτικές διαιρέσεις, από τις

οποίες τελικά θα προκύψουν θυγατρικά απλοειδή κύτταρα με 23 χρωμοσώματα μονής χρωματίδας

(https://microbenotes.com/meiosis/).

1.1.4 Αναπαραγωγική Φυσιολογία στον Άνδρα

Το ανδρικό αναπαραγωγικό σύστημα περιλαμβάνει δύο όρχεις, το σύστημα

σωληναρίων για αποθήκευση και μεταφορά του σπέρματος προς το εξωτερικό του σώματος,

τους αδένες που εκβάλουν σε αυτό και το πέος. Τα όργανα αυτά καλούνται επικουρικά. Οι

όρχεις φέρουν διττή λειτουργία, σπερματογόνο, καθώς στα σπειροειδή σπερματικά

σωληνάρια τους επιτελείται η παραγωγή του σπέρματος και τεστοστερογόνο, διότι στα

κύτταρα Leydig, τα οποία περιβάλλονται στα κενά συνδετικού ιστού ανάμεσα στα

σπερματικά σωληνάρια, παράγεται η τεστοστερόνη. Η σύνδεση των σπερματικών

σωληναρίων δημιουργεί το ορχικό δίκτυο, εκ του οποίου μικροί αγωγοί εκβάλλουν σε έναν

αγωγό εντός της επιδιδυμίδας, η οποία δημιουργεί τον σπερματικό πόρο, που μαζί με τα

αιμοφόρα αγγεία και τα νεύρα που τροφοδοτούν τους όρχεις, προσδένονται στον σπερματικό

τόνο. Ο σπερματικός τόνος διασχίζει τους όρχεις, το βουβωνικό πόρο και πορεύεται στην

ουροδόχο κύστη, όπου δημιουργούνται οι δύο εκσπερματικοί πόροι, στους οποίους

αποχετεύεται το υλικό των σπερματοδόχων κύστεων. Εν συνεχεία ο πόρος εισέρχεται στον

πυρήνα του αδενοειδούς προστάτη και ενώνεται με την ουροδόχο κύστη. Ο προστάτης

περιβάλλει το άνω μέρος της ουρήθρας, η οποία εισέρχεται στο πέος και οι βουλβουρηθραίοι

αδένες που κείνται κάτω από αυτόν εκρέουν εντός της ουρήθρας (Εικόνα 4). Οι εκκρίσεις

https://microbenotes.com/meiosis/


αυτές καλούνται σπερματικό υγρό, το οποίο αποτελεί μίγμα αδενικού εκκρίματος και

σπερματοζωαρίων, τα οποία καταβάλουν το μικρότερο ποσοστό (Vander et al., 2011).

Εικόνα 4. Ανατομικό διάγραμμα αναπαραγωγικού συστήματος του άνδρα. Η ουροδόχος κύστη, το ορθό και ο

πρωκτός δεν αποτελούν μέρος του αναπαραγωγικού συστήματος, αλλά απεικονίζονται για λόγους

προσανατολισμού (https://biologynet.wordpress.com/) .

Η διαδικασία της σπερματογένεσης άρχεται από την εφηβεία και κάθε

σπερματογόνιο, που καλείται το αδιαφοροποίητο γαμετικό κύτταρο, διαιρείται με μίτωση και

δίνει ολόκληρη σειρά κλώνων σπερμογονίων, μέχρι τελικής μιτωτικής διαίρεσης από την

οποία προκύπτουν τα πρωτογενή σπερματοκύτταρα. Τα πρωτογενή σπερματοκύτταρα

υπόκεινται την πρώτη μειωτική διαίρεση κατά την σπερματογένεση και από το κάθε ένα

προκύπτουν δύο δευτερογενή σπερματοκύτταρα, καθένα από τα οποία φέρουν 23

χρωμοσώματα. Ακολούθως, καθένα δευτερογενές υποκειται δεύτερη μειωτική διαίρεση προς

δημιουργία των σπερματίδων, με μία χρωματίδα στην καθεμία. Τέλος, πραγματοποιείται η

διαφοροποίηση της σπερματίδας σε σπερματοζωάριο, με την κεφαλή του να περιέχει το DNA

με το σύνολο της γενετικής πληροφορίας. Όλη η διαδικασία της σπερματογένεσης έχει

διάρκεια περίπου 64 ημέρες, με τον μέσο υγιή άρρεν άνθρωπο να παρασκευάζει 30

εκατομμύρια σπερματοζωάρια ανά ημέρα (Vander et al., 2011).

https://biologynet.wordpress.com/


1.1.5 Αναπαραγωγική Φυσιολογία στη Γυναίκα

Το θηλυκό αναπαραγωγικό σύστημα περιλαμβάνει δύο ωοθήκες, δύο ωαγωγούς, τη

μήτρα και τον κόλπο, που αποτελούν τα έσω γεννητικά όργανα. Το ουροποιητικό σύστημα,

σε αντίθεση με τους άρρενες, αποτελεί ξεχωριστό σύστημα από το αναπαραγωγικό. Τα έξω

γεννητικά όργανα περιλαμβάνουν το εφηβαίο, τα μικρά και μεγάλα χείλη, την κλειτορίδα,

τον πρόδρομο του κολεού και τους προδομικούς αδένες (Εικόνα 5) (Vander et al., 2011).

Εικόνα 5. Αναπαραγωγικό σύστημα θηλέος (https://biologynet.wordpress.com/).

Η ωογένεση φέρει διαφορές σε σχέση με τη γαμετογένεση στους άρρενες. Οι

ωοθήκες των γυναικών φέρουν κατά τη γέννηση 2 με 4 εκατομμύρια ωάρια, στα οποία δεν

προστίθενται καινούρια, που σημαίνει πως είναι καθορισμένος ο αριθμός των γαμετικών

κυττάρων, εκ των οποίων μόνο περίπου 400 προορίζονται για ωορρηξία. Στα πρώτα στάδια

ανάπτυξης της μήτρας τα αρχέγονα γαμετικά κύτταρα, τα ωογόνια υπόκεινται σε διαδοχικές

μιτωτικές διαιρέσεις και παύουν να διαιρούνται 3 μήνες μετά την εμβρυονική σύλληψη. Στο

έμβρυο τα ωογόνια αναπτύσσονται σε πρωτογενή ωοκύτταρα, τα οποία υπόκεινται στην

πρώτη μειωτική διαίρεση και παραμένουν σε αυτή τη φάση, η οποία καλείται μειωτική

παύση. Η παύση αυτή διατηρείται ως την εφηβεία, όπου επανέρχεται η ενεργή φάση της

ωοθήκης, κατά την οποία τα πρωτογενή ωοκύτταρα που προορίζονται για ωορρηξία

ολοκληρώνουν την πρώτη μειωτική διαίρεση, μόλις πριν την ωορρηξία. Η δεύτερη μειωτική

διαίρεση πραγματοποιείται στη μήτρα μετά από την ωορρηξία, στην περίπτωση μόνο που

πραγματοποιείται γονιμοποίηση, εισχώρηση δηλαδή του σπερματοζωαρίου στο ωάριο

(Vander et al., 2011).

https://biologynet.wordpress.com/


Τα ωάρια βρίσκονται εντός ανατομικών δομών που ονομάζονται θυλάκια και

προέρχονται από αρχέγονα θυλάκια, τα οποία αποτελούνται από ένα πρωτογενές ωάριο και

ένα στρώμα κοκκιωδών κυττάρων, τα οποία περιβάλλουν το ωάριο και την έξω στιβάδα των

κυττάρων της θήκης. Καθώς αναπτύσσονται τα ωοθυλάκια αυξάνουν σε μέγεθος,

πολλαπλασιάζονται τα κοκκιώδη κύτταρα και διαχωρίζονται τα ωοκύτταρα από τα έσω

κοκκιώδη μέσω της διαφανής ζώνης. Τα κοκκιώδη κύτταρα είναι υπεύθυνα για την έκκριση

οιστρογόνων, μικρής ποσότητας προγεστερόνης και ανασταλτίνης. Καθώς τα πρωτογενή

ωοθυλάκια προσεγγίζουν το τελικό τους μέγεθος, αρχίζει να σχηματίζεται στο μέσο των

κοκκιωδών κυττάρων ένα σπήλαιο με εκκριτικά υγρά των κυττάρων αυτών και ονομάζεται

άντρο. Στη διάρκεια του καταμήνιου κύκλου προσπηλαιοειδή (χωρίς άντρο) και πρώιμα

σπηλαιοειδή (με άντρο) θυλάκια αναπτύσσονται, όμως μόνο ένα, το κυρίαρχο θυλάκιο

αναπτύσσεται πλήρως μέχρι το στάδιο της ωρίμανσης και της ωορρηξίας. Με το πέρας της

ωορρηξίας τα υπολειπόμενα κύτταρα του θυλακίου διαφοροποιούνται σε ωχρό σωμάτιο, το

οποίο φέρει διάρκεια 10 με 14 ημέρες αν δεν έχει επέλθει κύηση (Εικόνα 6) (Vander et al.,

2011).

Ο καταμήνιος κύκλος διαιρείται βάσει ωοθηκικού συμβάντος σε θυλακική και

ωχρινική φάση με διάρκεια περίπου 14 ημέρες και διαχωριστική τους φάση την ωορρηξία. Οι

φάσεις αυτές βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο ορμονών που εκκρίνονται από τις ωοθήκες,

την πρόσθια υπόφυση και τον υποθάλαμο. Στο πρώιμο και μέσο στάδιο της της θυλακικής

φάσης δρουν η θυλακιοτρόπος ορμόνη (FSH), η οποία διεγείρει την υπερπλασία των

κοκκιωδών κυττάρων, τα οποία εκκρίνουν τα οιστρογόνα και η ωχρινοτρόπος

(ωχρινοποιητική) ορμόνη (LH), η οποία διεγείρει τα κύτταρα της θήκης να

πολλαπλασιαστούν και να παράξουν ανδρογόνα. Τα οιστρογόνα ασκούν αρνητική

ανατροφοδότηση στην πρόσθια υπόφυση προς αναστολή έκκρισης γοναδοτροπινών. Στο

όψιμο στάδιο της θυλακικής φάσης υφίσταται πολύ υψηλό επίπεδο οιστρογόνων, το οποίο

προκαλεί παλιρροικό κύμα έκκρισης LH, ακόλουθο του οποίου είναι η συμπλήρωση της

πρώτης μειωτικής διαίρεσης, η ωορρηξία και ο σχηματισμός του ωχρού σωματίου. Στην

ωχρινική φάση υπάρχει επίδραση μικρής ποσότητας LH και το ωχρό σωμάτιο εκκρίνει

προγεστερόνη και οιστρογόνα, μέχρι να επέλθει ο εκφυλισμός του (Εικόνα 6) (Vander et al.,

2011).

Στη διάρκεια του καταμήνιου κύκλου υφίστανται μεταβολές στη μήτρα.

Συγκεκριμένα, η ωοθυλακική φάση ισοδυναμεί με την εμμυνορυσιακή και παραγωγική

φάση, με την πρώτη να συμβαίνει όταν όταν μειώνονται τα επίπεδα οιστρογόνων και

προγεστερόνης του πλάσματος λόγω εκφυλισμού του ωχρού σωματίου και τη δεύτερη να



συνοδεύεται από τη διέγερση ανάπτυξης του ενδομητρίου και μυομητρίου από τα οιστρογόνα

και μετατροπή της τραχηλικής βλέννας σε σπερματοδιαπερατή μεμβράνη. Τέλος, κατά την

ωχρινική φάση, η οποία ισοδυναμεί με την εκκριτική, η προγεστερόνη μετατρέπει το

οιστρογονόφιλο ενδομήτριο σε εκκριτικό υγρό και αναστέλλει τις μητρικές συστολές (Εικόνα

6) (Vander et al., 2011).

Εικόνα 6. Αλλαγές στις ωοθήκες και οι αντίστοιχες στη μήτρα κατά τη διάρκεια του καταμήνιου κύκλου

(https://www.eugonia.com.gr/).

1.2 Υπογονιμότητα

Ο όρος γονιμότητα χρησιμοποιείται για να χαρακτηριστεί η ικανότητα δημιουργίας

κλινικής εγκυμοσύνης, ενώ ο όρος υπογονιμότητα για την αποτυχία δημιουργίας αυτής μετά

από 12 μήνες τακτικής, απροστάτευτης σεξουαλικής επαφής (Zegers-Hochschild et al.,

2017). Παγκοσμίως περισσότεροι από 186 εκατομμύρια άνθρωποι είναι αντιμέτωποι με

ζητήματα υπογονιμότητας, με την πλειοψηφία αυτών να ανήκουν στις αναπτυσσόμενες χώρες

(Inhorn & Patrizio, 2015).

https://www.eugonia.com.gr/


Η υπογονιμότητα κατηγοριοποιείται περαιτέρω σε πρωτοπαθή ή δευτεροπαθή. Η

πρωτοπαθώς υπογόνιμη γυναίκα είναι αυτή που δεν έχει ποτέ διαγνωστεί με κλινική

εγκυμοσύνη και πληροί τα κριτήρια ταξινόμησης ως υπογόνιμη. Η δευτερογενής γυναικεία

υπογονιμότητα αναφέρεται σε μια γυναίκα που δεν μπορεί να θεμελιώσει κλινική

εγκυμοσύνη, αλλά έχει προηγουμένως διαγνωστεί με κλινική εγκυμοσύνη

(Zegers-Hochschild et al., 2017). Η ίδια κατηγοριοποίηση μπορεί να ισχύει και για τον

άνδρα, αναφορικά με τη συμμετοχή του στην έναρξη της εγκυμοσύνης.

Οι παράγοντες που συμβάλλουν στην υπογονιμότητα περιλαμβάνουν:

1) Σεξουαλικώς μεταδιδόμενα νοσήματα (ΣΜΝ). Ειδικότερα, οι λοιμώξεις από

ποικίλα σεξουαλικώς μεταδιδόμενα παθογόνα, όπως τα Chlamydia trachomatis και

Neisseria gonorrhoeae, έχουν αρνητική επίπτωση στη γονιμότητα. Επιπλέον,

υφίσταται συσχέτιση μεταξύ της λοίμωξης από το Mycoplasma genitalium και των

συνδρόμων της γυναικείας αναπαραγωγικής οδού, καθώς και την αύξηση του

κινδύνου υπογονιμότητας (Lis et al., 2015).

2) Γενετικοί παράγοντες. Για παράδειγμα, μια ροβερτιανή μετατόπιση μπορεί να

προκαλέσει επαναλαμβανόμενες αυτόματες αποβολές ή πλήρη υπογονιμότητα.

Επίσης, οι μεταλλάξεις στο γονίδιο NR5RA1 που κωδικοποιεί τον στεροειδογόνο

παράγοντα-1 (SF-1) έχουν βρεθεί σε άνδρες με μη αποφρακτικό παράγοντα

υπογονιμότητας (Ferraz-de-Souza et al., 2011). Επιπλέον, πολυμορφισμοί γονιδίων

που εμπλέκονται στη διαδικασία της γονιμοποίησης είναι συχνά υπεύθυνοι για

ζητήματα υπογονιμότητας (Rodríguez et al., 2018).

3) Βλάβες του DNA. Βλάβες στο γενετικό υλικό ευθύνονται για τη μείωση της

γονιμότητας, όπως για παράδειγμα αυτές που προκαλούνται στα ωοκύτταρα εξαιτίας

τους καπνίσματος και στο ανδρικό σπέρμα εξαιτίας οξειδωτικών βλαβών (Zenzes,

2000; Gharagozloo & Aitken, 2011).

4) Ασθένειες και Παθήσεις. Συγκεκριμένα, ευθύνη για την υπογονιμότητα φέρουν ο

σακχαρώδης διαβήτης, οι διαταραχές του θυρεοειδούς, η νόσος των επινεφριδίων, οι

υποθαλαμικοί υποφυσιακοί παράγοντες, η υπερπρολακτιναιμία, η παρουσία

αντιθυρεοειδικών αντισώματα κ.α. (Jangir & Jain, 2014; Tersigni et al., 2014; Dosiou,

2020; Unuane & Velkeniers, 2020).

5) Τοξίνες, όπως οι πτητικοί οργανικοί διαλύτες ή σιλικόνες, η χημική σκόνη και τα

φυτοφάρμακα (Krzastek et al., 2020).



6) Ανοσολογικοί παράγοντες. Παράδειγμα αποτελούν τα αντισπερματικά αντισώματα,

τα οποία σχετίζονται με την παρεμπόδιση της σύντηξης σπερματοζωαρίου-ωαρίου

(Vickram et al., 2019).

Τόσο οι άνδρες όσο και οι γυναίκες μπορεί να είναι υπογόνιμοι και η υπογονιμότητα

του ζευγαριού προκύπτει από το συνδυασμό παραγόντων που επηρεάζουν τη γονιμότητα

αυτών. Σημαντικό είναι να αναφερθεί πως ο κάθε σύντροφος μπορεί να είναι ανεξάρτητα

γόνιμος, αλλά το ζευγάρι να αδυνατεί να συλλάβει χωρίς βοήθεια (Avidor-Reiss et al., 2015).

1.2.1 Γυναικεία Υπογονιμότητα

Η επίτευξη εγκυμοσύνης είναι εφικτή όταν η κολπική επαφή πραγματοποιείται από τη

στιγμή που το ωάριο απελευθερώνεται από την ωοθήκη της γυναίκας. Επιπλέον, είναι

σημαντικό το “σύστημα παραγωγής ωαρίων” να λειτουργεί στα βέλτιστα επίπεδα και οι

ορμόνες να είναι ισορροπημένες (Sherwood, 2016). Στις γυναίκες οι δυσκολίες

γονιμοποίησης προκύπτουν κυρίως, είτε από δομικά προβλήματα στη σάλπιγγα ή/και τη

μήτρα, είτε από προβλήματα με την απελευθέρωση των ωαρίων. Η υπογονιμότητα μπορεί να

προκληθεί από απόφραξη της σάλπιγγας λόγω δυσπλασίας, λοιμώξεων, όπως τα χλαμύδια ή

ουλώδη ιστό. Για παράδειγμα, η ενδομητρίωση μπορεί να προκαλέσει στειρότητα με την

ανάπτυξη ενδομητρικού ιστού στις σάλπιγγες ή/και γύρω από τις ωοθήκες (Tomassetti &

D'Hooghe, 2018). Η φλεγμονώδης νόσος της πυέλου (PID) που προκαλείται από λοιμώξεις,

όπως η φυματίωση, αποτελεί κι αυτή αιτία γυναικείας υπογονιμότητας (Anyalechi et al.,

2019).

Επιπλέον σημαντική αιτία υπογονιμότητας στις γυναίκες μπορεί να είναι η αδυναμία

ωορρηξίας. Δυσπλασίες των ωαρίων συχνά περιπλέκουν τη διαδικασία της σύλληψης.

Ειδικότερα, παράδειγμα αποτελεί το σύνδρομο πολυκυστικών ωοθηκών, στο οποίο τα ωάρια

μόνο εν μέρει αναπτύσσονται εντός της ωοθήκης και υπάρχει περίσσεια ανδρικών ορμονών .

Γυναίκες μπορεί να είναι υπογόνιμες κι επειδή οι ωοθήκες τους δεν ωριμάζουν και

απελευθερώνουν ωάρια (Zehravi et al., 2021). Άλλοι παράγοντες που επηρεάζουν τις

πιθανότητες μιας γυναίκας για γονιμοποίηση αποτελούν ο πολύ υψηλός ή χαμηλός δείκτης

μάζας σώματος (BMI) και η ηλικία, καθώς η γυναικεία γονιμότητα μειώνεται μετά την ηλικία

των 30 ετών (Zehravi et al., 2021; Brandt et al., 2018).



1.2.2 Ανδρική υπογονιμότητα

Βασική αιτία της ανδρικής υπογονιμότητας αποτελεί η χαμηλή ποιότητα του

σπέρματος. Σε άνδρες που φέρουν τα απαραίτητα αναπαραγωγικά όργανα η υπογονιμότητα

μπορεί να προκληθεί από χαμηλό αριθμό σπερματοζωαρίων εξαιτίας ενδοκρινικών

προβλημάτων, φαρμάκων, ακτινοβολίας ή μόλυνσης. Επιπλέον, μπορεί να υφίσταται

δυσπλασία των όρχεων, ορμονική ανισορροπία ή απόφραξη του συστήματος σπερματικών

αγωγών. Αρκετά από τα προαναφερόμενα προβλήματα είναι δυνατό να αντιμετωπιστούν με

χειρουργική επέμβαση ή ορμονικές υποκαταστάσεις, ωστόσο ορισμένα μπορεί και να είναι

αόριστα, οπότε δυσχεραίνει η αντιμετώπισή τους (Leaver, 2016). Η υπογονιμότητα μπορεί να

σχετίζεται και με πιθανή ακινησία ή χαμηλή κινητικότητα των σπερματοζωαρίων (Khatun et

al., 2018). Σημαντικό ρόλο στην υπογονιμότητα διαδραματίζει και ο κατακερματισμός του

DNA του σπέρματος, καθώς φαίνεται να συνδέεται με περιστατικά ανεξήγητης

υπογονιμότητας και υποτροπιάζουσας απώλειας εγκυμοσύνης (Cho & Agarwal, 2017).

Περιβαλλοντικοί παράγοντες, όπως η έκθεση σε χημική σκόνη και φυτοφάρμακα

έχουν επίσης δυσμενή επίδραση στην ανδρική γονιμότητα (Krzastek et al., 2020). Εξίσου

αρνητική επίδραση φέρουν και ευρέως χρησιμοποιούμενα φυτοφάρμακα DDT

(p,p'-Δίχλωροδιφαινυλοτριχλωροαιθάνιο), βιομηχανικά χημικά π.χ. PCB (πολυχλωριωμένα

διφαινύλια), περιβαλλοντικοί ρύποι, όπως η διοξίνη και θεραπευτικά φάρμακα, όπως τα

αντικαρκινικά σκευάσματα (Krzastek et al., 2020).

1.3 Υποβοηθούμενη αναπαραγωγή

Η θεραπευτική αντιμετώπισης της υπογονιμότητας εξαρτάται άμεσα από την αιτία

που την προκαλεί και μπορεί να περιλαμβάνει από συμβουλευτική έως υποβοηθούμενες

θεραπείες γονιμότητας. Σύμφωνα με συστάσεις της ESHRE (Ευρωπαϊκή Εταιρεία

Ανθρώπινης Αναπαραγωγής και Εμβρυολογίας - European Society of Human Reproduction

and Embryology) τα ζευγάρια για τα οποία εκτιμάται πιθανότητα ζώντων γεννήσεων από

40% και άνω ενθαρρύνονται να συνεχίσουν να στοχεύουν σε μια αυτόματη εγκυμοσύνη

(ESHRE, https://www.eshre.eu/). Σε κάθε άλλη περίπτωση που θα επιλεγεί μέθοδος

υποβοηθούμενης αναπαραγωγής θα πρέπει το εκάστοτε πρόβλημα να μελετάται με βάση τη

μοναδικότητά του και το ζευγάρι να αντιμετωπίζεται ως μία οντότητα και η κατάλληλη

μέθοδος υποβοηθούμενης αναπαραγωγής θα πρέπει να επιλέγεται βάσει τέτοιων κριτηρίων,

ώστε οι ανάγκες του ζευγαριού να καλύπτονται στο μέγιστο δυνατό βαθμό.

https://www.eshre.eu/


Οι μέθοδοι υποβοηθούμενης αναπαραγωγής περιλαμβάνουν τη χρήση φαρμάκων,

ιατρικών τεχνικών, χειρουργικής επέμβασης ή συνδυασμό αυτών. Τα φάρμακα που

χρησιμοποιούνται τόσο για γυναίκες όσο και για άνδρες, περιλαμβάνουν κιτρική κλομιφαίνη,

ανθρώπινη εμμηνοπαυσιακή γοναδοτροπίνη (hMG), ωοθυλακιοτρόπος ορμόνη (FSH),

ανθρώπινη χοριακή γοναδοτροπίνη (hCG), ανάλογα ορμόνης απελευθέρωσης

γοναδοτροπίνης (GnRH), αναστολείς της αρωματάσης και μετφορμίνη (Quaas & Legro,

2019).

Οι διαθέσιμες τεχνολογικές μέθοδοι υποβοηθούμενης αναπαραγωγής είναι (α) η

ενδομήτρια σπερματέγχυση (IntraUterine Insemination – IUI), (β) εξωσωματική

γονιμοποίηση (In Vitro Fertilization – IVF), (γ) η μικρογονιμοποίηση ή

ενδοκυτταροπλασματική έγχυση σπερματοζωαρίων (IntraCytoplasmic Sperm Injection –

ICSI), (δ) η ενδοσαλπιγγική μεταφορά γαμετών (Gamete IntraFallopian Transfer – GIFT/

Zygote IntraFallopian Transfer – ZIFT), (ε) η κατάψυξη ωαρίων / εμβρύων, (στ) η δωρεά

ωαρίων και  (η) η παρένθετη μητρότητα.

1.3.1 Εξωσωματική γονιμοποίηση

Η εξωσωματική γονιμοποίηση (IVF - In Vitro Fertilization) είναι η πιο συνηθισμένη

μέθοδος ιατρικώς υποβοηθούμενης αναπαραγωγής και όπως προδίδεται από την ονομασία

της πρόκειται για γονιμοποίηση έξω από το σώμα, αντί δηλαδή η γονιμοποίηση του ωαρίου

από το σπερματοζωάριο να γίνει στη σάλπιγγα της γυναίκας, γίνεται σε ειδικό εμβρυολογικό

εργαστήριο (Bosch et al., 2020).

Η πρώτη επιτυχής προσπάθεια εξωσωματικής γονιμοποίησης ή γονιμοποίησης in

vitro σημειώθηκε το 1978 με τη γέννηση της Louise Brown, του πρώτου «παιδιού του

σωλήνα» (Steptoe & Edwards, 1978). Έκτοτε έχουν γεννηθεί εκατομμύρια παιδιά ανά τον

κόσμο με τη βοήθεια της εξωσωματικής και άλλων μεθόδων υποβοηθούμενης

αναπαραγωγής. Ωστόσο, όπως προαναφέρθηκε η εξωσωματική γονιμοποίηση αποτελεί την

πλέον διαδεδομένη εξ αυτών. Η διαδικασία της εξωσωματικής γονιμοποίησης περιλαμβάνει

τα βασικά στάδια διερεύνησης της υπογονιμότητας, διέγερσης των ωοθηκών και πρόκλησης

ωοθυλακιορρηξίας, ωοληψίας και σπερμοληψίας, γονιμοποίησης και εμβρυμεταφοράς

(Bosch et al., 2020).

Αρχικά, γίνονται προκαταρκτικές εξετάσεις στο ζευγάρι για να διερευνηθεί και να

διαγνωστεί η υπογονιμότητα. Στη συνέχεια ακολουθεί το στάδιο διέγερσης των ωοθηκών και



πρόκλησης ωοθυλακιορρηξίας, με τη χρήση πρωτοκόλλων διέγερσης. Σκοπός του παρόν

σταδίου είναι να διασωθούν τα ωοθυλάκια τα οποία φυσιολογικά θα οδηγούνταν στην

ατρησία, οπότε υπολογίζεται ότι θα επέλθει ανάπτυξη 6-10 ωοθυλακίων ανά ωοθήκη. Για τη

διέγερση των ωοθηκών χρησιμοποιούνται συνήθως οι GnRH αγωνιστές και οι GnRH

ανταγωνιστές, σε συνδυασμό με γοναδοτροπίνες από ούρα μετεμμηνοπαυσιακών γυναικών ή

ανασυνδυασμένες γοναδοτροπίνες. Αναλόγως το πρωτόκολλο που έχει επιλεγεί να

εφαρμοστεί ορίζεται και η διάρκεια λήψης των διεγερτικών ουσιών. Η ανάπτυξη και

ωρίμανση των ωοθυλακίων παρακολουθείται υπερηχογραφικά σε συνδυασμό με μέτρηση της

17β-οιστραδιόλης. Η πρόκληση της ωοθυλακιορρηξίας γίνεται εφικτή με τη χορήγηση 5000

ή 10000 ΙU hCG ανασυνδυασμένης ή κεκαθαρμένης από ούρα. Τα κριτήρια για την

πρόκληση ωορρηξία είναι η ύπαρξη ικανοποιητικού αριθμού (2-3) ωοθυλακίων, μεγέθους

άνω των 18 mm και τιμή οιστραδιόλης 600-800 pg/ml. Η τιμή της οιστραδιόλης υπολογίζεται

200-250 pg/ml για κάθε ωοθυλάκιο άνω των 14mm. Επόμενο στάδιο είναι η ωοληψία, η

οποία πραγματοποιείται υπό πλήρη ή τοπική αναισθησία, 34-38 ώρες μετά τη χορήγηση της

hCG. Συγκεκριμένα, ο γυναικολόγος αναρροφά διακολπικά με μία βελόνα το ωοθυλακικό

υγρό από τις ωοθήκες, με τη βοήθεια υπερηχογραφικού μηχανήματος με οδηγό για τη βελόνα

στην κολπική κεφαλή. Το ωοθυλακικό υγρό δίνεται στον εμβρυολόγο για την ανεύρεση των

ωαρίων με τη βοήθεια του μικροσκοπίου.

Όταν ολοκληρωθεί η συλλογή σπέρματος του συντρόφου, επιλέγονται τα

σπερματοζωάρια με τις καλύτερες παραμέτρους και τοποθετούνται σε ειδικά τρυβλία μαζί με

τα ωάρια που έχουν συλλεγεί κατά την ωοληψία. Οι γαμέτες επωάζονται υπό αυστηρές

εργαστηριακές συνθήκες σε ειδικά καλλιεργητικά υλικά για περίπου 18 ώρες και στη

συνέχεια ελέγχεται ο αριθμός και η ποιότητα των γονιμοποιημένων ωαρίων. Η επίτευξη της

γονιμοποίησης εκτιμάται με την παρουσία των δύο προπυρήνων και δύο πολικών σωματίων.

Οι ζυγώτες επωάζονται για ακόμα 24-48 ώρες και κατά τη διάρκεια της επώασης αυτής

αξιολογούνται το σχήμα, το μέγεθος και η ευθυγράμμιση των προπυρήνων, καθώς επίσης και

τα νουκλεόλια των προπυρήνων. Περίπου 24 ώρες μετά τη γονιμοποίηση ελέγχεται η

ποιότητα των εμβρύων, καθώς μόνο ποιοτικά καλά έμβρυα θα προχωρήσουν στο στάδιο της

εμβρυμεταφοράς ή κατάψυξης για μελλοντική χρήση ή δωρεά. Τα έμβρυα αξιολογούνται με

βάση την ταχύτητα των κυτταρικών διαιρέσεων, το μέγεθος και το σχήμα των

βλαστομεριδίων, και την ύπαρξη εξωκυτταρικών σπασιμάτων (fragmentation).

Το τελικό στάδιο της εξωσωματικής γονιμοποίησης είναι η μεταφορά των εμβρύων. Η

εμβρυομεταφορά πραγματοποιείται 2-3 ημέρες μετά την ωοληψία (έμβρυα στο στάδιο 8

κυττάρων) ή 6 ημέρες μετά την ωοληψία (έμβρυα στο στάδιο βλαστοκύστης). Για τη



μεταφορά των εμβρύων χρησιμοποιείται ένας λεπτός καθετήρας, ο οποίος εισάγεται

διακολπικά και στη συνέχεια με τη βοήθεια διακοιλιακής υπερηχογραφικής απεικόνισης,

γίνεται απελευθέρωση των εμβρύων στο μέσον της ενδομητρικής κοιλότητας. Αφού γίνει

απόσυρση του καθετήρα, ελέγχεται υπό το μικροσκόπιο για πιθανή κατακράτηση των

εμβρύων. Ο αριθμός των εμβρύων που θα μεταφερθούν συναποφασίζεται με το ζευγάρι,

συνήθως όμως μεταφέρονται 3 έμβρυα, εκτός εάν η γυναίκα είναι άνω των 40 ετών, οπότε

επιτρέπεται η μεταφορά έως και 4 εμβρύων. Εάν υπάρχει μεγάλος αριθμός εμβρύων,

μπορούν κάποια από αυτά να καταψυχθούν ώστε να χρησιμοποιηθούν σε μελλοντική

προσπάθεια. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι την ημέρα της εμβρυομεταφοράς γίνεται έναρξη

συμπληρωματικής αγωγής με προγεστερόνη προς υποστήριξη της ωχρινικής φάσης. Ο

έλεγχος κύησης γίνεται 12-14 ημέρες μετά την εμβρυομεταφορά με προσδιορισμό της

β-hCG.

Άξιο αναφοράς είναι το γεγονός ότι η εξωσωματική γονιμοποίηση χρησιμοποιήθηκε

αρχικά για την αντιμετώπιση της υπογονιμότητας σαλπιγγικής αιτιολογίας και πλέον έχει ένα

ευρύ φάσμα εφαρμογών, με βασικότερες περιπτώσεις την αντιμετώπιση του σαλπιγγικού

παράγοντα, τις διαταραχές της ωοθυλακιορρηξίας, την ενδομητρίωση, τον ανδρικό

παράγοντα, την αποτυχία προηγούμενων προσπαθειών με άλλες μεθόδους υποβοηθούμενης

αναπαραγωγής, όπως σπερματέγχυση (IUI), των φορέων γενετικών ασθενειών και την

ανεξήγητη υπογονιμότητα.

Σε κάθε περίπτωση, θα πρέπει να λαμβάνεται υπόψη πως η επιτυχία ή μη της

εξωσωματικής γονιμοποίησης εξαρτάται άμεσα από την ηλικία της γυναίκας, το/α αίτιο/α

υπογονιμότητας , το είδος αγωγής διέγερσης των ωοθηκών, τον αριθμό διαθέσιμων ωαρίων

και εμβρύων, τον αριθμό και την ποιότητα μεταφερομένων εμβρύων, την ποιότητα και

κινητικότητα του σπέρματος, την ημέρα εμβρυομεταφοράς, την τεχνική εμβρυομεταφοράς

και την ψυχολογία του ζευγαριού.

1.3.2 Πρωτόκολλα Διέγερσης

Τα πρωτόκολλα Διέγερσης που χρησιμοποιούνται στην εξωσωματική γονιμοποίηση

είναι τα:

● Μακρύ πρωτόκολλο με GnRH αγωνιστή,

● Βραχύ πρωτόκολλο με GnRH αγωνιστή,

● Υπερ‐βραχύ πρωτόκολλο με GnRH αγωνιστή,



● Πρωτόκολλο με GnRH ανταγωνιστή,

● Ήπιο πρωτόκολλο διέγερσης και

● Υπερβραχύ πρωτόκολλο και ανταγωνιστής.

Μακρύ πρωτόκολλο με GnRH αγωνιστή

Η έναρξη του GnRH αγωνιστή γίνεται τη 2 η ή την 21 η ημέρα από την τελευταία

έμμηνο ρύση και συνεχίζεται καθημερινά για 10‐14 ημέρες οπότε και προγραμματίζεται το

πρώτο υπερηχογράφημα (U/S). Εάν αυτό το υπερηχογράφημα είναι ικανοποιητικό, δηλαδή

εφόσον δεν ανιχνεύεται κύστη > 15mm και το πάχος του ενδομητρίου είναι < 5mm, τότε

ξεκινάει η καθημερινή υποδόρια χορήγηση της γοναδοτροπίνης σε δοσολογία 225‐300 I.U.

Από αυτή την ημέρα που ορίζεται ως πρώτη ημέρα διέγερσης, συνεχίζεται και η λήψη του

αγωνιστή για να προληφθεί ένα πρόωρο κύμα της LH. Η δόση του αγωνιστή συνήθως

μειώνεται στο μισό. Η διαπίστωση της ικανοποιητικής δράσης του αγωνιστή γίνεται με

μέτρηση της οιστραδιόλης (Ε2) περίπου 10‐14 ημέρες από την έναρξη χορήγησής του

(πρέπει να είναι <30 pg/ml). Εάν η Ε2 είναι >30 pg/ml, αλλά τα υπερηχογραφικά ευρήματα

είναι ικανοποιητικά, τότε συνεχίζεται η χορήγηση του αγωνιστή για τρεις ημέρες και εάν τότε

η Ε2 ελαττωθεί, ξεκινά η διέγερση. Οι γυναίκες που δεν εμφανίζουν ικανοποιητική

καταστολή ενημερώνονται ότι πρέπει να συνεχίσουν τη λήψη του αγωνιστή για ακόμα 7

ημέρες και να προσέλθουν για νέο υπερηχογράφημα. Εάν υπάρχει κύστη, πραγματοποιείται

επανάληψη του U/S ελέγχου σε 1 εβδομάδα, ενώ παράλληλα συνεχίζεται ο αγωνιστής για την

καταστολή της υπόφυσης. Εάν η κύστη παραμένει 1 εβδομάδα αργότερα στις ίδιες

διαστάσεις, τότε γίνεται παρακέντηση της κύστης ή ακυρώνεται ο κύκλος. Εάν η Ε2 είναι

<30 pg/ml, αλλά το πάχος του ενδομητρίου είναι >5 mm, γίνεται επανάληψη του

υπερηχογραφήματος ή υστεροσκόπηση για να αποκλεισθεί ενδομητρικός πολύποδας, ο

οποίος αφαιρείται με υστεροσκόπηση ή απόξεση. Αφού ξεκινήσει η χορήγηση της

γοναδοτροπίνης, τότε προγραμματίζεται νέο U/S μετά από 9‐10 μέρες. Η δοσολογία της

γοναδοτροπίνης μπορεί να τροποποιηθεί ανάλογα με την ανάπτυξη των ωοθυλακίων και την

τιμή της Ε2.

Step‐Down Protocol: Έναρξη με υψηλές δοσολογίες και κατά τη διάρκεια του

κύκλου ανάλογα με τα ευρήματα πραγματοποιούνται σταδιακές μειώσεις.

Step‐Up Protocol: Ο κύκλος ξεκινάει με χαμηλή δοσολογία και στη συνέχεια

αυξάνεται ανάλογα με την ωοθηκική απάντηση.

Η μέτρηση των διαστάσεων των ωοθυλακίων γίνεται σε δύο διαμέτρους. Τα

ωοθυλάκια κρίνονται ώριμα όταν (α) ανιχνευθούν υπερηχογραφικά τουλάχιστον δύο



ωοθυλάκια μεγαλύτερα ή ίσα με 18 mm και εφόσον το ενδομήτριο είναι μεγαλύτερο των 7

mm, (β) η Ε2 είναι 200 pg/mL (ή 734 pmol/L) για κάθε ώριμο ωοθυλάκιο.

Μία δόση των 250 mcg ανασυνδυασμένης hCG ή 5.000 με 10.000 I.U. hCG

χορηγείται 34‐36 ώρες πριν την ωοληψία.

Βραχύ πρωτόκολλο με GnRH αγωνιστή

Το βραχύ πρωτόκολλο εκμεταλλεύεται αρχικά την αύξηση και στη συνέχεια την

καταστολή της ενδογενούς FSH που προκαλεί ο αγωνιστής. Ο GnRH αγωνιστής ξεκινά την

3η ημέρα της έμμηνης ρύσης και η χορήγηση της γοναδοτροπίνης μετά από 1‐2 ημέρες σε

δοσολογία μέχρι και 600 Ι.U. Τα δύο φάρμακα συνεχίζονται έως την ημέρα χορήγησης της

hCG. Η υπόλοιπη παρακολούθηση είναι όπως στο μακρύ πρωτόκολλο. Ένα δεύτερο

υπερηχογράφημα διενεργείται την ημέρα 9, 10 ή 11, ενώ τα υπόλοιπα κάθε 2‐3 ημέρες,

ανάλογα με την ανάπτυξη των ωοθυλακίων.

Υπερ‐βραχύ πρωτόκολλο με GnRH αγωνιστή

Το υπερ‐βραχύ πρωτόκολλο εφαρμόζεται σε ασθενείς με προηγούμενη φτωχή

απάντηση στις γοναδοτροπίνης. Αυτό εκμεταλλεύεται αποκλειστικά την αύξηση της FSH

που συμβαίνει με τη χορήγηση του GnRH αγωνιστή. Ο τελευταίος χορηγείται από τις ημέρες

1 έως 3 του κύκλου και μετά διακόπτεται, ενώ η χορήγηση της γοναδοτροπίνης σε δοσολογία

μέχρι 600 I.U. αρχίζει από την 3η‐4η ημέρα έως την ημέρα χορήγησης της hCG.

Μειονέκτημα του παρόντος πρωτοκόλλου είναι ο κίνδυνος της πρόωρης ωοθυλακιορρηξίας

και η μη συγχρονισμένη ανάπτυξη των ωοθυλακίων.

Πρωτόκολλο με GnRH ανταγωνιστή

Για την έναρξη του πρωτόκολλου με GnRH ανταγωνιστή η γυναίκα προσέρχεται για

U/S έλεγχο τη 2η μέρα του κύκλου της. Εφόσον δεν ανιχνευθεί κύστη >15mm και το πάχος

του ενδομητρίου είναι <5mm ξεκινάει η λήψη της FSH. Στις γυναίκες με κύστη >15mm και

ενδομήτριο >5mm η έναρξη της FSH αναστέλλεται και προγραμματίζεται νέο

υπερηχογράφημα σε 1‐2 μέρες. Ο δεύτερος U/S έλεγχος προγραμματίζεται την 5η‐6η ημέρα

της διέγερσης. Εάν ανιχνευθεί έστω και ένα ωοθυλάκιο >14mm, τότε ξεκινάει η χορήγηση

του ανταγωνιστή, ώστε να εμποδιστεί ένα πρώιμο κύμα LH. Εφόσον το ωοθυλάκιο είναι

<14mm, τότε η γυναίκα συνεχίζει τη λήψη της FSH και προγραμματίζεται νέο U/S κάθε 1‐2

μέρες μέχρι να ανευρεθεί ωοθυλάκιο >14mm. Μετά την προσθήκη του ανταγωνιστή η

γυναίκα ελέγχεται υπερηχογραφικά κάθε 2‐3 μέρες μέχρι να εντοπιστούν τουλάχιστον δύο



ωοθυλάκια μεγαλύτερα ή ίσα με 18 mm και το πάχος του ενδομητρίου να φτάσει τα 7mm,

οπότε και προγραμματίζεται η ωοληψία.

Συχνά γίνεται η τελική ωρίμανση των ωοθυλακίων όχι με τις κλασικές ενέσεις hCG,

αλλά με τη χρήση των GnRH αγωνιστών, 1‐4mg αγωνιστών σε μονή δόση ή χωριστά σε δύο

δόσεις με απόσταση 12 ωρών.

Ήπιο πρωτόκολλο διέγερσης

Στο ήπιο πρωτόκολλο διέγερσης ακολουθείται ημερήσια χορήγηση δισκίων κιτρική

κλομιφαίνη 100mg από την 3η έως την 7η ημέρα. Ακολουθεί μία μόνο ενδομυϊκή χορήγηση

150 IU ανθρώπινης εμμηνοπαυσιακής  γοναδοτροπίνης (hMG) την 9η ημέρα.

Αξιοσημείωτο είναι ότι ο αριθμός των ληφθέντων ωαρίων είναι στατιστικά λιγότερος

από αυτόν του συμβατικού πρωτοκόλλου με GnRH αγωνιστή. Μετά τα πρώτα

αποτελέσματα, προτάθηκαν διάφορα πρωτόκολλα ήπιας διέγερσης, με χαρακτηριστικά τα:

● Κιτρική κλομιφαίνη και γοναδοτροπίνες καθημερινά (150 IU) από την 8η μέρα του

κύκλου και ανταγωνιστής της GnRH από τη 10η μέρα,

● Κιτρική κλομιφαίνη και γοναδοτροπίνες από την 8η μέρα του κύκλου μέρα παρά

μέρα και τελική ωρίμανση των ωαρίων με GnRH αγωνιστή.

Υπερβραχύ πρωτόκολλο και ανταγωνιστής

Το υπερβραχύ πρωτόκολλο με ανταγωνιστή ξεκινά με τη χορήγηση ανταγωνιστή για

τρεις συνεχόμενες ημέρες από την 1η μέρα της έμμηνης ρύσης. Οι γοναδοτροπίνες ξεκινάνε

δύο μέρες αργότερα και ο ανταγωνιστής μόλις ανευρεθεί υπερηχογραφικά ένα ωοθυλάκιο

14mm. Τo πρωτόκολλο αυτό συνδυάζει την αύξηση της FSH λόγω της χορήγησης του

αγωνιστή και την ευεργετική δράση του ανταγωνιστή που προλαμβάνει την πρόωρη αιχμή

της LH.



1.4 MicroRNAs

1.4.1 Εισαγωγή στα MicroRNAs

Το γονιδίωμα των ευκαρυωτικών κυττάρων πέρα από τις αλληλουχίες που

κωδικοποιούν πρωτεΐνες, στο μεγαλύτερο μέρος του αποτελείται από επαναλαμβανόμενα

τμήματα DNA, καθώς και αλληλουχίες που φέρουν ρυθμιστικό ή άγνωστο ακόμη ρόλο.

Πρόσφατα έχει γίνει ταυτοποίηση μικρών ρυθμιστικών non-coding RNAs (ncRNAs), τα

οποία κωδικοποιούνται από μη γονιδιακές αλληλουχίες και συμμετέχουν στη ρύθμιση της

έκφρασης άλλων γονιδίων, είτε μεταβάλλοντας τη σταθερότητα των mRNA, ή την ικανότητά

τους να μεταφράζονται (Watson et al., 2013).

Η ανακάλυψη των ncRNAs έδωσε νέες πληροφορίες σχετικά με το ανθρώπινο

γονιδίωμα και ώθησε την επιστημονική κοινότητα να χαρακτηρίσει τα διαφορετικά είδη

ncRNAs που εντοπίζονται στα ανθρώπινα κύτταρα (Oliveto et al., 2017). Τα ncRNAs

ταξινομούνται βάσει του μήκους των νουκλεοτιδίων τους σε τρείς κατηγορίες: τα μικρά

(short ncRNAs), τα μεσαία (mid-size ncRNAs) και τα μεγάλα (long ncRNAs) (Esteller,

2011). Στα μικρά ncRNAs διακρίνονται τα microRNAs (miRNAs) με 19-25 νουκλεοτίδια

μήκος και τα piwi-interacting RNAs (piRNAs) με 26-31 νουκλεοτίδια μήκος (Oliveto et al.,

2017).

Η ανακάλυψη του πρώτου microRNA (miRNA), του lin-4, έγινε το 1993 από τις

ομάδες των Ambros και Ruvkun στο νηματώδη Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993;

Wightman et al., 1993) και έφερε επανάσταση στον τομέα της μοριακής βιολογίας. Χρόνια

πριν, το lin-4 χαρακτηρίστηκε από το εργαστήριο του Horvitz ως ένα από τα γονίδια που

ρυθμίζουν τη χρονική ανάπτυξη των προνυμφών C. elegans (Horvitz & Sulston, 1980;

Chalfie et al., 1981) . Αργότερα το 1987, η ίδια ομάδα διαπίστωσε ότι μια μετάλλαξη στο

lin-4 είχε αντίθετο φαινότυπο από μια μετάλλαξη σε ένα άλλο γονίδιο, το lin-14, ωστόσο μια

μετάλλαξη καταστολέα του lin-14 σε μια γραμμή null-lin-4 ήταν άγριου τύπου (Ambros &

Horvitz, 1987; Ferguson et al., 1987). Τόσο ο Ambros όσο και ο Ruvkun συνέχισαν να

μελετούν τα lin-4 και lin-14 γονίδια, ώσπου ανακάλυψαν ότι το lin-4 δεν ήταν ένα RNA που

κωδικοποιεί την πρωτεΐνη, αλλά ένα μικρό μη κωδικό RNA (Lee et al., 2004; Almeida et al.,

2011). Βρήκαν επίσης ότι το lin-14 είχε μειωθεί μετα-μεταγραφικά μέσω της 3'

αμετάφραστης περιοχής του (3' UTR) και ότι το lin-4 είχε μια συμπληρωματική αλληλουχία

με αυτή του 3' UTR του lin-14 (Lee et al., 1993). Ως εκ τούτου, προτάθηκε ότι το lin-4

ρυθμίζει το lin-14 σε μετα-μεταγραφικό επίπεδο (Wightman et al., 1993). Έκτοτε, τα



miRNAs έχουν ανιχνευθεί σε όλα τα συστήματα ζωικών μοντέλων και ορισμένα έχουν

αποδειχθεί ότι διατηρούνται σε μεγάλο βαθμό μεταξύ των ειδών (Pasquinelli et al., 2000;

Davis-Dusenbery & Hata, 2010; Li et al., 2010; Friedlander et al., 2014). Νέα miRNAs

εξακολουθούν να ανακαλύπτονται και ο ρόλος τους στη ρύθμιση των γονιδίων είναι αρκετά

καλά αναγνωρισμένος (de Rie et al., 2017).

Τα miRNA φαίνεται πως είναι κρίσιμα για την κανονική ανάπτυξη των ζωικών

οργανισμών και εμπλέκονται σε μια ποικιλία βιολογικών διεργασιών (Fu et al., 2013). Η

ανώμαλη έκφραση τους έχει βρεθεί πως σχετίζεται με πολλές ανθρώπινες ασθένειες (Tufekci

et al., 2014; Paul et al., 2018). Επιπλέον, τα miRNAs εκκρίνονται σε εξωκυτταρικά υγρά, τα

εξωκυτταρικά αυτά miRNAs έχουν αναφερθεί ευρέως ως πιθανοί βιοδείκτες για μια ποικιλία

ασθενειών και χρησιμεύουν επίσης ως μόρια σηματοδότησης για τη μεσολάβηση των

επικοινωνιών κυττάρου-κυττάρου (Hayes et al., 2014; Wang et al., 2016; Huang, 2017).

Αναλύσεις των ενδογενών miRNA του ανθρώπου, επαληθεύουν την έκφραση 8 miRNA σε

12 διαφορετικές ανθρώπινες κυτταρικές σειρές και υπολογίζουν την ύπαρξη 2300 ώριμων

miRNA, 1115 από τα οποία είναι επί του παρόντος σχολιασμένα στη miRBase (Alles et al.,

2019).

1.4.2 Βιογένεση miRNAs

Η βιογένεση ενός miRNA ξεκινά με την επεξεργασία των μεταγραφών από την RNA

πολυμεράσης II/III (RNA polymerase II/III transcripts) μετά ή συν-μεταγραφικά (Ha & Kim ,

2014). Περίπου τα μισά από όλα τα επί του παρόντος αναγνωρισμένα miRNA είναι

ενδογονιδιακά και επεξεργάζονται κυρίως από ιντρόνια και σχετικά λίγα εξόνια γονιδίων που

κωδικοποιούν πρωτεΐνες, ενώ τα υπόλοιπα είναι διαγονιδιακά, μεταγράφονται ανεξάρτητα

από το γονίδιο (host gene) και ρυθμίζονται από τους δικούς τους προαγωγείς (promoters)

(Kim & Kim, 2007; de Rie et al., 2017). Μερικές φορές τα miRNA μεταγράφονται ως ένα

μακρύ αντίγραφο που καλείται συστάδες (clusters), οι οποίες μπορεί να έχουν παρόμοιες

συντηρημένες περιοχές/αλληλουχίες (seed region/sequences), οπότε και στην περίπτωση

αυτή θεωρούνται οικογένεια (Tanzer & Stadler, 2004). Η βιογένεση του miRNA ταξινομείται

σε δύο οδούς, την κανονική (Canonical Pathway) και τη μη κανονική (Non-canonical

Pathway) (Εικόνα 7).

Κανονική Οδός (Canonical Pathway) Βιογένεσης miRNA

Η κανονική οδός βιογένεσης είναι η κυρίαρχη οδός με την οποία υποβάλλονται σε

επεξεργασία τα miRNA. Σε αυτό το μονοπάτι, τα pri-miRNAs μεταγράφονται από τα γονίδιά



τους και στη συνέχεια υποβάλλονται σε επεξεργασία προς pre-miRNA από το σύμπλοκο

μικροεπεξεργαστών (microprocessor complex), που αποτελείται από μια πρωτεΐνη

δέσμευσης RNA DiGeorge Syndrome Critical Region 8 (DGCR8) και ένα ένζυμο

ριβονουκλεάσης III, το Drosha (Denli et al., 2004). Η DGCR8 αναγνωρίζει ένα

N6-μεθυλαδενυλιωμένο GGAC και άλλα μοτίβα εντός του pri-miRNA (Alarcon et al., 2015),

ενώ το ένζυμο Drosha διασπά το δίδυμο pri-miRNA στη βάση της χαρακτηριστικής δομής

φουρκέτας του. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό μιας προεξοχής 2 nt 3' στο

pre-miRNA (Han et al., 2004). Μόλις δημιουργηθούν τα pre-miRNA, εξάγονται στο

κυτταρόπλασμα από ένα σύμπλεγμα εξπορτίνης 5 (XPO5)/RanGTP-πρωτεΐνης μεταφορέα

(βρίσκεται του πυρηνικού πόρου) και στη συνέχεια υποβάλλονται σε επεξεργασία από την

ενδονουκλεάση RNase III, Dicer (Denli et al., 2004; Okada et al., 2009). Αυτή η

επεξεργασία περιλαμβάνει την αφαίρεση του τερματικού βρόχου, με αποτέλεσμα να

προκύπτει ένα ώριμο διπλό miRNA. Γενικά, όμως προκύπτουν δύο παραγόμενα δίκλωνα

τμήματα μετά την επεξεργασία, που αποτελούνται από το ώριμο miRNA και το

συμπληρωματικό του, miRNA*. Η συχνότητα εμφάνισης των miRNA* στις βιβλιοθήκες

κλωνοποιημένων miRNAs είναι πολύ μικρότερη σε σχέση με τα miRNA, πιθανώς λόγω του

πολύ μικρού χρόνου ημιζωής αφού αποικοδομούνται (Zhang et al., 2004) (Εικόνα 8). Η

κατεύθυνση του κλώνου miRNA καθορίζει το όνομα της ώριμης μορφής miRNA. Ο κλώνος

5p προκύπτει από το 5' άκρο της φουρκέτας pre-miRNA ενώ ο κλώνος 3p προέρχεται από το

άκρο 3'. Και οι δύο κλώνοι που προέρχονται από το ώριμο διπλό miRNA μπορούν να

προσκολληθούν στην οικογένεια πρωτεϊνών Argonaute (AGO) (AGO1-4 στους ανθρώπους)

με τρόπο που εξαρτάται από το ATP (Yoda et al., 2010). Για κάθε δεδομένο miRNA, η

αναλογία του κλώνου 5p ή 3p αγκυροβολημένου σε AGO πρωτεΐνες ποικίλλει σημαντικά

ανάλογα με τον τύπο του κυττάρου ή το κυτταρικό περιβάλλον, που κυμαίνεται από σχεδόν

ίσες αναλογίες έως κυρίως ένας ή ο άλλος κλώνος (Meijer et al., 2014). Η επιλογή του

κλώνου 5p ή 3p βασίζεται εν μέρει στη θερμοδυναμική σταθερότητα στα 5' άκρα του διπλού

miRNA ή ενός 5' U στη νουκλεοτιδική θέση 1 (Khvorova et al., 2003). Γενικά, ο κλώνος με

χαμηλότερη σταθερότητα 5' ή 5'U προσκολλάται κατά προτίμηση σε AGO πρωτεΐνη και

θεωρείται ο οδηγός κλώνος (guide strand). Ο κλώνος χωρίς φορτίο ονομάζεται κλώνος

επιβάτης (passenger strand), ο οποίος θα ξετυλιχθεί από τον οδηγό κλώνο μέσω διαφόρων

μηχανισμών βάσει του βαθμού συμπληρωματικότητας. Οι passenger κλώνοι του miRNA που

δεν περιέχουν αναντιστοιχίες διασπώνται από την AGO2 πρωτεΐνη και υποβαθμίζονται από

κυτταρικούς μηχανισμούς. Διαφορετικά, τα διπλά μόρια miRNA με κεντρικές αναντιστοιχίες

ή μη φορτωμένο miRNA με AGO2 ξετυλίγονται παθητικά και υποβαθμίζονται (Ha & Kim,



2014). Τα ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σωμάτια (RNPs) που περιέχουν τα δίκλωνα miRNAs είναι

αυτά που οδηγούν το ώριμο μόνο miRNA στο καταλυτικό σύμπλοκο RISC και κατ’

επέκταση στο mRNA-στόχο για μετα-μεταγραφική αποσιώπηση (Khvorova et al., 2003). Η

συγκρότηση του συμπλόκου RISC είναι μία ATP-εξαρτώμενη διαδικασία, καθώς το

ξεδίπλωμα του δίκλωνου miRNA και η αλλαγή στη διαμόρφωση ή στη σύσταση του

ριβοπρωτεϊνικού συμπλοκή απαιτούν ενέργεια (Nykanen et al., 2001).

Μη Κανονική Οδός (Non-canonical Pathway) Βιογένεσης miRNA

Πολλαπλά είναι τα μη κανονικά μονοπάτια βιογένεσης miRNA, τα οποία έχουν διευκρινιστεί

μέχρι και σήμερα. Αυτές οι οδοί χρησιμοποιούν διαφορετικούς συνδυασμούς των πρωτεϊνών

που εμπλέκονται στην κανονική οδό, κυρίως των Drosha, Dicer, exportin 5 και AGO2.

Γενικά, η μη κανονική βιογένεση του miRNA μπορεί να ομαδοποιηθεί σε μονοπάτια

Drosha/DGCR8-ανεξάρτητο και σε Dicer-ανεξάρτητο. Τα pre-miRNA που παράγονται από

την Drosha/DGCR8-ανεξάρτητη οδό μοιάζουν με υποστρώματα Dicer. Ένα παράδειγμα

τέτοιων pre-miRNA είναι τα mirtron, τα οποία παράγονται από τα εσώνια του mRNA κατά

τη διάρκεια του ματίσματος (Ruby et al., 2007; Babiarz et al., 2008). Ένα άλλο παράδειγμα

είναι το 7-methylguanosine (m7G)-capped pre-miRNA. Αυτά τα εκκολαπτόμενα RNA

εξάγονται απευθείας στο κυτταρόπλασμα μέσω της εξορθίνης 1 (exportin 1), χωρίς την

ανάγκη διάσπασης του ενζύμου Drosha. Υπάρχει μια προτίμηση του κλώνου 3p, πιθανότατα

λόγω του καπακιού m7G (m7G-cap) που εμποδίζει τη φόρτωση κλώνου 5p στο Argonaute

(Xie et al., 2013). Από την άλλη πλευρά, αυτά που προέρχονται από την Dicer-ανεξάρτητη

οδό υπόκειται σε επεξεργασία από τη ριβονουκλεάση Drosha, από ενδογενή RNA κοντής

φουρκέτας, τα shRNA (Yang et al., 2010). Αυτά τα pre-miRNA απαιτούν το AGO2 για να

ολοκληρώσει την ωρίμανση τους μέσα στο κυτταρόπλασμα, επειδή δεν έχουν αρκετό μήκος

για να είναι Dicer-υποστρώματα (Yang et al., 2010). Αυτό με τη σειρά του προάγει τη

φόρτωση ολόκληρου του pre-miRNA στο AGO2 και τον εξαρτώμενο από AGO2 τεμαχισμό

του κλώνου 3p. Το 3'-5' κόψιμο του κλώνου 5p ολοκληρώνει την ωρίμανση τους (Cheloufi et

al., 2010).



Εικόνα 7. Κανονική και μη κανονική βιογένεση microRNA και μηχανισμός δράσης

(https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fendo.2018.00402/full#B64).

Εικόνα 8. Δευτεροταγής δομή του miRNA:miRNA* συμπλόκου

(https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fendo.2018.00402/full#B64).

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fendo.2018.00402/full#B64
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fendo.2018.00402/full#B64


1.4.3 Μηχανισμοί ρύθμισης γονιδίων με τη μεσολάβηση miRNA

Τα miRNA συνδέονται σε μια συγκεκριμένη αλληλουχία στο 3' UTR των

mRNA-στόχων τους με σκοπό να προκαλέσουν μεταφραστική καταστολή, αποαδενυλίωση

και αποκάλυψη του mRNA (Huntzinger & Izaurralde, 2011; Ipsaro & Joshua-Tor, 2015).

Σημεία δέσμευσης miRNA έχουν επίσης ανιχνευθεί και σε άλλες περιοχές mRNA

συμπεριλαμβανομένου του 5' UTR και της κωδικής αλληλουχίας, καθώς και εντός των

περιοχών του προαγωγέα (promoter) (Xu et al., 2014). Η δέσμευση των miRNAs στο 5' UTR

και στις κωδικές περιοχές έχουν σιγαστικές επιδράσεις στη γονιδιακή έκφραση (Zhang et al.,

2018), ενώ η αλληλεπίδραση miRNA με την περιοχή του προαγωγέα έχει αναφερθεί ότι

επάγει τη μεταγραφή (Dharap et al., 2013).

Σίγαση γονιδίου με τη μεσολάβηση MicroRNA μέσω miRISC συμπλόκου

Το σύμπλεγμα σίγασης που προκαλείται από miRNA (miRISC) αποτελείται από τον

οδηγό κλώνο και AGO πρωτεΐνη (Kawamata & Tomari, 2010). Η εξειδίκευση στόχου του

miRISC οφείλεται στην αλληλεπίδρασή του με συμπληρωματικές αλληλουχίες στο mRNA

στόχο, που ονομάζονται στοιχεία απόκρισης miRNA (MREs). Ο βαθμός

συμπληρωματικότητας του MRE καθορίζει εάν υπάρχει εξαρτώμενος από AGO2 τεμαχισμός

του mRNA στόχου ή μεσολαβούμενη από miRISC αναστολή μετάφρασης και διάσπαση του

mRNA στόχου (Jo et al., 2015). Μια πλήρως συμπληρωματική αλληλεπίδραση miRNA:MRE

επάγει δραστηριότητα ενδονουκλεάσης AGO2 και στοχεύει τη διάσπαση του mRNA (Jo et

al., 2015). Ωστόσο, αυτή η αλληλεπίδραση αποσταθεροποιεί τη συσχέτιση μεταξύ του AGO

και του 3' άκρου του miRNA προάγοντας την αποδόμησή του (Krützfeldt et al., 2005;

Ameres et al., 2010).

Στα ζωικά κύτταρα, η πλειονότητα των αλληλεπιδράσεων miRNA:MRE δεν είναι

πλήρως συμπληρωματικές (Jonas & Izaurralde, 2015). Τα περισσότερα MRE περιέχουν

τουλάχιστον κεντρικές αναντιστοιχίες με το miRNA που οδηγούν, αποτρέποντας τη

δραστηριότητα της ενδονουκλεάσης AGO2. Κατά συνέπεια, το AGO2 δρα ως μεσολαβητής

της παρεμβολής RNA, παρόμοια με τα μη ενδονουκλεολυτικά μέλη της οικογένειας AGO

(AGO1, 3 και 4 στους ανθρώπους). Σε πολλές περιπτώσεις, μια λειτουργική αλληλεπίδραση

miRNA:MRE λαμβάνει χώρα μέσω της περιοχής 5'seed (νουκλεοτίδια 2-8/ “seed sequence”

ή “seed site”) (Xu et al., 2014; Ellwanger et al., 2011). Ωστόσο, η πρόσθετη αλληλεπίδραση

στο άκρο 3' βοηθά στη σταθερότητα και την ειδικότητα της αλληλεπίδρασης miRNA-στόχου

(Broughton et al., 2016). Γενικά, τα miRNAs μπορούν είτε να αναστείλουν τη μετάφραση,



είτε να επάγουν την διάσπαση του mRNA στόχου ή και τα δύο βάσει του βαθμού

συμπληρωματικότητας με την περιοχή πρόσδεσης, του αριθμού τον μοτίβων που αναγνωρίζει

το 5΄ άκρο του και την προσβασιμότητα στις θέσεις πρόσδεσης (Broughton et al., 2016).

Ο σχηματισμός ενός συμπλέγματος σίγασης miRISC ξεκινά με τη στρατολόγηση της

οικογένειας πρωτεϊνών GW182 από το miRISC. Οι GW182 παρέχουν τη σκαλωσιά που

απαιτείται για τη στρατολόγηση άλλων τελεστικών πρωτεϊνών, όπως τα σύμπλοκα

πολυ(Α)-δεαδενυλάσης PAN2-PAN3 και CCR4-NOT, μετά την αλληλεπίδραση miRNA:

mRNA στόχου (Jonas & Izaurralde, 2015; Christie et al., 2013). Η πολυ(Α)-αποαδενυλίωση

του mRNA στόχου ξεκινά με το PAN2/3 και ολοκληρώνεται από το σύμπλοκο CCR4-NOT.

Η αλληλεπίδραση μεταξύ των επαναλήψεων τρυπτοφάνης (W) του GW182 και της

πρωτεΐνης C που δεσμεύει πολυ(Α) (PABPC) προάγει την αποτελεσματική αποαδενυλίωση

(Jonas & Izaurralde, 2015). Στη συνέχεια, η αποκάλυψη πραγματοποιείται με τη διευκόλυνση

της αποκάλυψης της πρωτεΐνης 2 (DCP2) και των σχετικών πρωτεϊνών, ακολουθούμενη από

αποικοδόμηση 5'−3' από την εξωριβονουκλεάση 1 (XRN1) (Braun et al., 2012).

Μεταγραφική και μετα-μεταγραφική γονιδιακή ρύθμιση

Μέσω της Importin-8 ή της Exportin-1, η ανθρώπινη AGO2 πρωτεΐνη μετακινείται

μεταξύ του πυρήνα και του κυτταροπλάσματος, μέσω της αλληλεπίδρασής του με την

TNRC6A (μια πρωτεΐνη της οικογένειας GW182) που περιέχει ένα σήμα πυρηνικού

εντοπισμού και εξαγωγής (Nishi et al., 2013). Το πυρηνικά εντοπισμένο miRISC βρέθηκε ότι

ρυθμίζει, τόσο τους μεταγραφικούς ρυθμούς, όσο και τα μετα-μεταγραφικά επίπεδα του

mRNA (Nishi et al., 2013; Pitchiaya et al., 2017) και συσχετίζεται με την ευχρωματίνη σε

γονιδιακούς τόπους με ενεργή μεταγραφή (Cernilogar et al., 2011).

Το miRISC χαμηλού μοριακού βάρους μπορεί να αλληλεπιδράσει με τα mRNA μέσα

στον πυρήνα και να προκαλέσει την αποικοδόμηση του πυρηνικού mRNA, αν και ο

μηχανισμός πίσω από αυτό είναι ασαφής (Bottini et al., 2017). Ο εμπλουτισμός του miRNA

σε ενεργά μεταγραφόμενα γονίδια μπορεί να υποδηλώνει ότι το miRISC αλληλεπιδρά με το

mRNA στόχο συν-/μετα-μεταγραφικά. Η συμμετοχή της AGO και της Drosha στο μάτισμα

του mRNA υποστηρίζει περαιτέρω τις συν-μεταγραφικές αλληλεπιδράσεις miRISC:mRNA

(Havens et al., 2014). Το miRISC μπορεί επίσης να ρυθμίζει απευθείας τη μεταγραφή

(Benhamed et al., 2012). Ο συνολικός ρόλος του miRISC στη ρύθμιση της κατάστασης και

της δομής της χρωματίνης και του μεταγραφικού ελέγχου είναι υπό μελέτες, αλλά τα



τρέχοντα δεδομένα υποδηλώνουν έναν ρόλο που μοιάζει με μεταγραφικό παράγοντα (Bottini

et al., 2017).

1.4.4 miRNAs και υπογονιμότητα

Τα miRNAs μπορούν να επηρεάσουν την αναπαραγωγική ικανότητα τόσο των

γυναικών, όσο και των ανδρών. Αναφορικά με τις γυναίκες τα miRNAs φέρουν ρόλο στη

ρύθμιση του ενδομητρίου της μήτρας στον εμμηνορροϊκό κύκλο (Salas-Huetos et al., 2019).

Επιπλέον, στο ωοθυλάκιο υπάρχουν ενδείξεις για το σημαντικό ρόλο των miRNAs στον

πολλαπλασιασμό και την απόπτωση των κοκκιωδών κυττάρων, την ωρίμανση και την

απόπτωση των ωαρίων (Guo et al., 2017).   Η ποσότητα της έκφρασης miRNA είναι

διαφορετική μεταξύ γόνιμων και υπογόνιμων γυναικών (Belguith et al., 2020) και υφίσταται

δυσρύθμισή τους σε διάφορα είδη γυναικείων ασθενειών όπως PCO, πρωτοπαθή ωοθηκική

ανεπάρκεια (POI) και ενδομητρίωση, οι οποίες είναι άμεσα συνδεδεμένες με την

υπογονιμότητα (Naji et al., 2018; Loke et al., 2019; Kamalidehghan et al., 2020).

1.5 Οικογένεια γονιδίων miR-27

Η οικογένεια γονιδίων miR-27 είναι ευρέως κατανεμημένη στα σπονδυλωτά και

περιέχει κυρίως δύο ομόλογα, τα miR-27a και miR-27b. Λίγα μέλη της οικογένειας γονιδίων

miR-27 εμφανίζουν πολλαπλές βάσεις παραγωγής, αν και οι πολλαπλοί πρόδρομοι είναι

κοινοί σε άλλα miRNAs, όπως είναι το let-7a. Το miR-27-3p είναι το κυρίαρχο προϊόν στην

οικογένεια αυτών των γονιδίων και εκφράζεται σε μεγαλύτερη συχνότητα, παρότι τα

miR-27a-3p και miR-27b-3p διαφέρουν μόνο λόγω απόκλισης στα 3' άκρα τους και έχουν τις

ίδιες λειτουργικές περιοχές. Τα χαρακτηριστικά της αλληλουχίας του miR-27 σε ομόλογα

μέλη miRNA και διαφορετικά ζωικά είδη είναι πολύ παρόμοια με αυτά των πολλαπλών

isomiR (αλληλουχίες miRNA που έχουν παραλλαγές σε σχέση με την αλληλουχία αναφοράς)

σε μια μεμονωμένη θέση miRNA και η μη τυχαία φύση αυτών των χαρακτηριστικών έχει

λειτουργικές και εξελικτικές συνέπειες. Συγκεκριμένα, η απόκλιση των άκρων 3' σε

πολλαπλά isomiR υποδηλώνει ότι δημιουργήθηκαν κυρίως μέσω μετατόπισης διάσπασης,

ανακριβούς διάσπασης, αποικοδόμησης των pre-miRNAs ή τροποποίησης των άκρων 3' μετά

τη δημιουργία miRNAs, όπως στα συμβάντα προσθήκης 3' τελικού άκρου του miRNA κατά

τις διαδικασίες ωρίμανσης. Η απόκλιση των μηχανισμών παραγωγής των miR-27a και

miR-27b συμβάλλει επίσης στην απόκλιση αλληλουχίας στα 3' άκρα, αλλά όχι στην



απόκλιση μεταξύ πολλαπλών isomiR. Οι διατηρημένες αλληλουχίες “seed” διασφαλίζουν ότι

αυτές οι αλληλουχίες έχουν τα ίδια ή παρόμοια mRNA-στόχους, βελτιώνοντας έτσι

περαιτέρω την αποτελεσματικότητα της ρύθμισης, η οποία είναι κρίσιμη δεδομένου ότι κάθε

miRNA μπορεί να έχει χιλιάδες mRNA-στόχους. Η σχετική διατήρηση των μελών miRNA

στην οικογένεια των γονιδίων συνεπάγεται και τη σχετικά σταθερή έκφραση και λειτουργία,

καθώς και την κυριαρχία του miR-27-3p στο ρυθμιστικό δίκτυο του κωδικοποιητικού-μη

κωδικοποιητικού RNA.

Τα γονίδια της οικογένειας miR-27 έχει βρεθεί πως εμπλέκονται στη ρύθμιση της

λιπογένεσης (Kang et al., 2013), της μόλυνσης από κυτταρομεγαλοϊό ποντικού (Buck et al.,

2010), σχετίζονται με τη χημειοανθεκτικότητα στον καρκίνο του οισοφάγου, με τον καρκίνο

του στήθους και μπορεί να ρυθμίζουν τα γονίδια που σχετίζονται με τα πολυδύναμα κύτταρα

του ανθρώπινου εμβρυϊκού καρκινώματος (Fuchs et al., 2014). Επιπλέον, φέρεται να έχει

ρόλο και στην ωρίμανση του σπέρματος, την υπογονιμότητα κ.α. (Drevet et al., 2015).

1.5.1 Πολυμορφισμός

Το ανθρώπινο πυρηνικό DNA δεν αποτελεί μία ομοιογενή αλληλουχία

δεοξυριβονουκλεοτιδίων, αλλά ένα ασυνεχές, ανομοιογενές μόριο. Έχει υπολογιστεί ότι το

μέσο μήκος ενός γονιδίου είναι 10.000 ζεύγη βάσεων (bp) και ότι ο συνολικός αριθμός των

γονιδίων που εκφράζονται σε όλα τα διαφορετικά κύτταρα του ανθρώπινου οργανισμού είναι

περίπου 50.000-100.000 γονίδια. Το ανθρώπινο DNA έχει μήκος 3 109 bp, άρα περίπου το

1/5 του γονιδιώματος αποτελείται από αλληλουχίες που κωδικοποιούν γονίδια ή σχετίζονται

με γονίδια. Το ακριβές μέγεθος του γονιδιώματος, η ετερογένεια και η πολυπλοκότητα του

μελετώνται με πειράματα αναδιάταξης. Η αρχή της μεθόδου έγκειται στην ιδιότητα του

αποδιαταγμένου DNA να αναδιατάσσεται με τυχαία σύνδεση των αλυσίδων του, όπου αυτές

είναι συμπληρωματικές, κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες θερμοκρασίας και συγκέντρωσης

αλάτων (Benjamin, 2004).

Η ύπαρξη γενετικής ποικιλομορφίας σε έναν πληθυσμό λέγεται πολυμορφισμός. Σε

μη κωδικές θέσεις του γονιδιώματος, συχνά η αλληλουχία των βάσεων διαφέρει μεταξύ

ατόμων. Όταν μια τέτοια διαφορά απαντά σταθερά σε ποσοστό μεγαλύτερο από 1% σε έναν

πληθυσμό, τότε ορίζεται ως πολυμορφισμός θέσης (Single nucleotide polymorphisms-SNPs).

Τόσο στο μοναδικό, όσο και στο επαναλαμβανόμενο μη κωδικό DNA, καθώς και στα εσώνια,

υπάρχει πληθώρα τέτοιων πολυμορφισμών θέσης. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι τυχαίες

αλλαγές στην αλληλουχία των βάσεων συμβαίνουν και συντηρούνται στο ανθρώπινο



γονιδίωμα, όταν η θέση στην οποία συμβαίνει η αλλαγή δεν συνδέεται με κάποια γονιδιακή

λειτουργία, που πιθανόν θα μεταβληθεί, οπότε δεν υπάρχει καμία επιλεκτική πίεση

(Benjamin, 2004).

Πολυμορφισμοί θέσης στο γενωμικό DNA υπάρχουν περίπου κάθε 200-500bp. Οι

πολυμορφισμοί αυτοί μπορεί να επηρεάσουν την θέση τομής του μορίου από κάποια

περιοριστική ενδονουκλεάση, δημιουργώντας ή καταργώντας την αλληλουχία αναγνώρισης.

Τα τμήματα που προκύπτουν μετά από επώαση του ολικού γενωμικού DNA κάθε ατόμου με

την περιοριστική ενδονουκλεάση ονομάζονται πολυμορφισμοί μήκους τμημάτων

περιορισμού (Restriction Fragment Length Polymorphisms-RFLPs) (Benjamin, 2004).

1.5.2 Πολυμορφισμός rs895819 του γονιδίου mir27a

Το miR-27a γονίδιο εδράζεται στο χρωμόσωμα 19, έχει έκταση 83 βάσεις

[chr19:13,836,439-13,836,521(GRCh38/hg38)] και αποτελεί ένα από τα γονίδια που έχουν

αυξημένη έκφραση κατά την εγκυμοσύνη (Sun et al., 2010). Ο πολυμορφισμός rs895819 του

miR-27a γονιδίου (miR-27a A>G ή T>C), ο οποίος βρίσκεται στον τερματικό βρόχο του

pre-miR-27a, φαίνεται πως μπορεί να επηρεάσει την ωρίμανση του miR-27a (Liu et al.,

2009) (Εικόνα 9, Εικόνα 10). Συγκεκριμένα, πρόκειται για έναν ασυνήθιστο

miRNA-πολυμορφισμό (miRNA-SNP), λόγω της θέσης του στην κωδικοποιητική περιοχή

της φουρκέτας pre-mir-27a στον τερματικό βρόχο, μια θέση η οποία θα μπορούσε να κοπεί

από το ένζυμο Dicer στη διαδικασία ωρίμανσης του pre-miRNA. Mελέτες υπoθέτουν πως η

αλλαγή A → G του rs895819 πολυμορφισμού θα μπορούσε να συντομεύσει τη δομή του

βρόχου και να επηρεάσει την επεξεργασία του miR-27a, με αποτέλεσμα να αποτελεί ο

rs895819 έναν λειτουργικό πολυμορφισμό (Yang et al., 2009).

Ο rs895819 πολυμορφισμός έχει συνδεθεί με κινδύνους ιδιοπαθούς υποτροπιάζουσας

απώλειας εγκυμοσύνης (idiopathic recurrent pregnancy loss-RPL) (Rah et al., 2017), την

ευαισθησία στον καρκίνο του στομάχου (Sun et al., 2010), το γαστρικό αδενοκαρκίνωμα (Liu

et al., 2009), τον καρκίνο του μαστού (Yang et al., 2009; Mashayekhi et al., 2018), με τον

σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2 (Ghaedi et al., 2016) και τον κίνδυνο για καρκίνο (Daia et al.,

2020).

Εικόνα 9. Θέση εντοπισμού του rs895819 πολυμορφισμού του miR-27a γονιδίου στο χρωμόσωμα 19,

chr19:13836478 (GRCh38.p13) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?assm=GCF_000001405.39).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?assm=GCF_000001405.39


Εικόνα 10. Θέση εντοπισμού του rs895819 πολυμορφισμού του miR-27a γονιδίου στο χρωμόσωμα 19,

chr19:13836478 (GRCh38.p13) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?assm=GCF_000001405.39).

1.6 Σκοπός της μελέτης

Το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας εστιάζεται, τα τελευταία χρόνια, στα

miRNA και τους διαφορετικούς πολυμορφισμούς που αυτά φέρουν, καθώς μπορούν να

αποτελέσουν εν δυνάμει δείκτες μίας ή και περισσοτέρων νόσων και παθήσεων. Συνεπώς, η

μελέτη και περαιτέρω διερεύνηση και συσχέτιση των ήδη υπαρχόντων και νέων

πολυμορφισμών με νόσους και παθήσεις καθίσταται σημαντική και απαραίτητη.

Σκοπός της παρούσας ερευνητικής διπλωματικής εργασίας ήταν η διερεύνηση της

πιθανής σχέσης του πολυμορφισμού rs895819 A>G του γονιδίου mir27a με τη γυναικεία

υπογονιμότητα στον ελληνικό πληθυσμό, για την οποία έχει εφαρμοστεί κάποιο από τα

πρωτόκολλα εξωσωματικής γονιμοποίησης, στην προσπάθεια αντιμετώπισής της.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?assm=GCF_000001405.39


2. Υλικά και Μέθοδοι

2.1 Δείγμα

Πληθυσμό δείγμα της συγκεκριμένης μελέτης αποτέλεσαν 180 γυναίκες του

ελληνικού πληθυσμού, εκ των οποίων οι 107 συγκροτούν την ομάδα ελέγχου, δηλαδή

γυναίκες οι οποίες είχαν τουλάχιστον μία επιτυχημένη κύηση και οι υπόλοιπες 73 (ομάδα

IVF) είναι γυναίκες, οι οποίες δεν είχαν καμία πετυχημένη κύηση και επέλεξαν τη λύση της

εξωσωματικής γονιμοποίησης. Τα δείγματα όλα είναι DNA απομονωμένο από περιφερικό

αίμα και προέρχονται από ασθενείς του καθηγητή Μαιευτικής–Γυναικολογίας, κ. Δημήτρη Χ.

Λουτράδη. Στον Πίνακα 1 παρατίθενται τα κωδικά ονόματα των δειγμάτων που

χρησιμοποιήθηκαν. Για καθένα από τα δείγματα IVF αντλήθηκαν δεδομένα από τους

φακέλους των γυναικών, τα οποία αφορούσαν:

1. την ηλικία,

2. τη χρονική διάρκεια της υπογονιμότητας,

3. το βάρος,

4. το ύψος,

5. τον δείκτη μάζας σώματος (BMI),

6. την τιμή της θυλακιοτρόπου (FSH) ορμόνης,

7. την τιμή της ωχρινοτρόπου (LH) ορμόνης,

8. την τιμή της  προλακτίνης (PRL),

9. την τιμή της αντιμυλλέριου (AMH) ορμόνης

10. τον αριθμό των ώριμων ωοκυττάρων (cumulus oocyte complex-COC),

11. τον αριθμό των ώριμων ωοκυττάρων καλής ποιότητας,

12. τον αριθμό των ωαρίων που γονιμοποιήθηκαν,

13. την τελική εγκυμοσύνη ή μη (Παράρτημα 1).

Σε κάθε περίπτωση είναι σημαντικό και απαραίτητο να υπογραμμιστεί πως

τηρήθηκαν όλα όσα θεσπίζονται από το Άρθρο 13 του Νόμου 3418/2005 περί ιατρικού

απορρήτου, ώστε να διασφαλιστεί  η μη καταπάτηση των ανθρωπίνων δικαιωμάτων.



Πίνακας 1. Κωδικά ονόματα για τα 107 δείγματα της ομάδας ελέγχου και τα 75 δείγματα της ομάδας IVF.

αρίθμηση

Ομάδα
Ελέγχου Ομάδα IVF

1 1 Π1
2 2 Π4
3 3 Π5
4 4 Π6
5 5 Π7
6 6 Π8
7 7 Π9
8 8 Π10
9 9 Π11
10 10 Π12
11 11 Π13
12 12 Π14
13 13 Π15
14 14 Π22
15 15 Π24
16 16 Π25
17 17 Π26
18 18 Π27
19 19 Π29
20 192 Π30
21 193 Π31
22 194 Π32
23 195 Π33
24 196 Π34
25 197 Π35
26 198 Π36
27 199 Π37
28 201 Π38
29 202 Π39
30 203 Π40
31 204 Π41
32 205 Π42
33 206 Π43
34 207 Π44
35 208 Π45
36 209 Π47
37 211 Π49



38 215 Π50
39 216 Π54
40 217 Π55
41 218 Π56
42 219 Π57
43 220 Π58
44 221 Π60
45 222 Π61
46 224 Π62
47 225 Π63
48 226 Π64
49 228 Π65
50 229 Π66
51 230 Π67
52 231 Π68
53 232 Π69
54 233 Π71
55 234 Π72
56 235 Π73
57 236 Π74
58 237 Π76
59 238 Π78
60 239 Π79
61 240 Π81
62 241 Π84
63 242 Π89
64 243 Π99
65 244 Π100
66 245 Π102
67 246 Π103
68 247 Π104
69 258 Π105
70 259 Π106
71 260 Π107
72 273 Π108
73 278 Π109
74 279
75 283
76 287
77 292
78 293
79 294



80 297
81 299
82 300
83 317
84 318
85 319
86 320
87 321
88 322
89 323
90 324
91 325
92 326
93 327
94 328
95 329
96 330
97 331
98 332
99 333
100 334
101 Κ57
102 Κ58
103 Κ60
104 Ν3
105 Ν4
106 Ν5
107 Ν7

2.2  Χηµικά και Ρυθµιστικά Διαλύµατα

1. Ρυθμιστικό διάλυµα (Tris Acetic Acid EDTA - ΤΑΕ) (50x) ως µέσο για την

ηλεκτροφόρηση των προϊόντων PCR.

Περιέχει: 242 g Tris - acetate, 1000 ml διαλύµατος EDTA 0,5 M.

Το διάλυµα φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου και αραιώνεται 50 φορές, ώστε να

παρασκευαστεί το διάλυµα εργασίας ΤΑΕ (1x). Η αραίωση γίνεται λίγο πριν τη χρήση

του (http://cshprotocols.cshlp.org/).

http://cshprotocols.cshlp.org/


2. Διάλυµα Βρωµιούχου Αιθιδίου (EtBr) για χρώση του DNA κατά τη διαδικασία της

ηλεκτροφόρησης.

Περιέχει: 10 mg/ml βρωµιούχο αιθίδιο (Sigma) σε αποστειρωµένο και απεσταγµένο

νερό. Λόγω της τοξικότητας του διαλύµατος το φιαλίδιο στο οποίο παρασκευάζεται

καλύπτεται µε αλουμινόχαρτο και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου.

3. Χρωστική Gel Loading Dye, Purple (6X) (New England BioLabs) για ανάµειξη µε τα

προϊόντα της PCR (αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης), τα οποία προορίζονται να

φορτωθούν στο πήκτωµα αγαρόζης για ηλεκτροφόρηση. Με αυτό τον τρόπο

καθίσταται δυνατή η παρακολούθηση του µετώπου της ηλεκτροφόρησης. Το διάλυµα

φυλάσσεται στους - 4οC.

4. MgCl2 (New England BioLabs) χρησιμοποιήθηκε ως βασικός συμπαράγοντας για την

ενίσχυση της δραστηριότητας της Taq DNA πολυμεράσης, η οποία με τη σειρά της

αυξάνει τον ρυθμό ενίσχυσης του DNA.

2.3 Απομόνωση του γονιδιωματικού DNA από ολικό αίμα

H απομόνωση του γονιδιωματικού DNA από το περιφερικό αίμα των γυναικών

πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του Monarch Genomic DNA Purification Kit από την

εταιρεία New England Biolabs (https://international.neb.com/). Το συγκεκριμένο kit

απομόνωσης χρησιμοποιείται για την λύση κυττάρων, την αφαίρεση του RNA και τον

καθαρισμό ανέπαφου γονιδιωματικού DNA (gDNA) από ένα μεγάλο εύρος βιολογικών

δειγμάτων, όπως κύτταρα καλλιέργειας, αίμα, ιστοί θηλαστικών, βακτήρια και μύκητες.

Το περιφερικό αίμα συλλέχθηκε μετά από απλή αιμοληψία περιφερικού αίματος

περίπου 3 κυβικά εκατοστά (cc) και τοποθετήθηκε με το πέρας της αιμοληψίας σε φιαλίδια

γενικής αίματος που περιείχαν αντιπηκτικό, (ηπαρίνη ή EDTA), για να αποφευχθεί η πήξη

του.

Μετά το πέρας της απομόνωσης, βάσει του πρωτοκόλλου του Monarch Genomic

DNA Purification Kit, τα δείγματα αποθηκεύονταν στους -20οC.

2.4 Ενίσχυση της αλληλουχίας mir27a

Η ενίσχυση της αλληλουχίας mir27a έγινε µε σκοπό την επιβεβαίωση της ύπαρξης

του RNA γονιδίου και την ενίσχυση της αλληλουχίας του, τόσο στα δείγματα ελέγχου, όσο

https://international.neb.com/


και στα δείγματα IVF, ώστε μετέπειτα στο ενισχυμένο αυτό τμήμα να καταστεί δυνατή η

ανίχνευση ή μη του πολυμορφισμού rs895819. Για τον σκοπό αυτό εφαρµόστηκε η

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR). Η µέθοδος PCR έγινε µε τη χρήση του ενζύµου

Taq DNA Polymerase with Standard Taq Buffer (M0273S, New England Biolabs Inc.). Το

τµήµα του γονιδίου που ενισχύθηκε ήταν μεγέθους 182bp, µεταξύ των βάσεων 13835450 και

13836631 του χρωμοσώματος 19. Τα µόρια εκκινητές (primers) που χρησιµοποιήθηκαν ήταν

τα 27aF και 27aR και τα δεδομένα για το μήκος των αλληλουχιών, τη θερμοκρασία Τm, την

περιεκτικότητα σε βάσεις GC και την συμπληρωματικότητά αντλήθηκαν μέσω του

προγράμματος OligoAnalyzer της εταιρίας IDT (https://eu.idtdna.com/) (Πίνακας 2) (Rah et

al., 2017). Ο εκκινητής 27aF έχει μέγεθος 27bp και ενισχύει το τµήµα µεταξύ των βάσεων

13836450 - 13836476 και ο εκκινητής 27aR έχει μέγεθος 25bp και ενισχύει το τµήµα µεταξύ

των βάσεων 13836607 - 13836631 (Rah et al., 2017).

Πίνακας 2. Μόρια ενισχυτές (primers) 27aF και 27aR που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση της

αλληλουχίας του γονιδίου mir27a.

primer sequence 5’-3’ Length
(bp)

Tm oC GC% Self
compl.

Self 3'
compl.

27aF GAACTTAGCCACTGTGAACACCACTTG 27 59.7 48.15 5.00 2.00

27aR TTGCTTCCTGTCACAAATCACATTG 25 56.3 40.00 5.00 3.00

Η βάση C που είναι υπογραμμισμένη στον 27aF εκκινητή αποτελεί βάση

αναντιστοιχίας (mismatch sequence), καθώς έχει γίνει αλλαγή της βάσει G.

Η σύσταση του µίγµατος της αντίδρασης PCR, για 25µl αντίδραση, περιλάµβανε τα

συστατικά στις ποσότητες που φαίνονται στον Πίνακα 3 και το πρόγραμμα που εφαρμόστηκε

για την PCR φαίνεται αναλυτικά στον Πίνακα 4.

https://eu.idtdna.com/


Πίνακας 3. Σύσταση του μίγματος για την αντίδραση PCR για την ενίσχυση της αλληλουχίας του mir27a

γονιδίου. Τα αντιδραστήρια όλα είναι της εταιρίας New England BioLabs.

Συστατικά PCR Ποσότητα ανά 25μl
αντίδρασης

Τελική συγκέντρωση
συστατικών

10x Standard Taq (Mg-free)
Reaction Βuffer

2,5μl 1x

25mM MgCl2 1,5μl 15mM

10mM dNTPs 1μl 400μM

10mΜ 27aF 5μl 2mM

10mΜ 27aR 5μl 2mM

template DNA 50-100ng <1000ng/μl

Taq DNA polymerase 0,5μl 2,5 units/25μl

Nuclease-Free water έως τα 25μl -

Πίνακας 4. Πρόγραμμα που εφαρμόστηκε για την PCR.

Στάδιο αντίδρασης Θερμοκρασία Χρόνος

Αρχική αποδιάταξη
(Initial Denaturation)

95°C 2min

Αποδιάταξη
(Denaturation)

35
κύκλοι

95°C 30sec

Πρόσδεση εκκινητών στο DNA
(Primer Annealing)

60°C 45sec

Επιμήκυνση αλυσίδων
(Elongation)

72°C 45sec

Τελική επιμήκυνση
(Final elongation)

72°C 5min



2.5 Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR σε πήκτωμα αγαρόζης

Η ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR ενίσχυσης της αλληλουχίας του mir27a

γονιδίου έγινε με την παρασκευή πηκτώµατος αγαρόζης 3% (w/v). Συγκεκριμένα, συνολικά

150ml πηκτώµατος αγαρόζης περιείχαν 4,5g αγαρόζης, 150ml ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ 1x

και 3,5µl διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου (EtBr). Τα προϊόντα της αντίδρασης PCR,

αναµείχθηκαν πριν φορτωθούν στο πήκτωµα αγαρόζης µε 2µl χρωστικής Gel Loading Dye,

Purple (6X) (New England BioLabs) και από αυτά 10µl ηλεκτροφορήθηκαν σε ρυθµιστικό

διάλυµα ΤΑΕ (1x). Σε κάθε ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιήθηκε µάρτυρας µοριακού βάρους,

µεγέθους 1kb (Gene Ruler 1kb DNA Ladder, Thermo Scientific). Η ηλεκτροφόρηση έγινε

στα 120V για περίπου 45 λεπτά. Η επιθυμητή ζώνη μεγέθους 182bp παρατηρήθηκε με

υπεριώδη ακτινοβολία. Για τα δείγματα, στα οποία δεν παρατηρήθηκε η επιθυμητή ζώνη,

έγινε επανάληψη της PCR ενίσχυσης της αλληλουχίας του mir27a γονιδίου.

2.6 Ανίχνευση πολυμορφισμού rs895819 (miR-27a A>G)

Η ανίχνευση του πολυμορφισμού rs895819 στην αλληλουχία miR-27a γονιδίου, που

είναι υπεύθυνος για την αλλαγή της βάσης A στη θέση chr19:13836478 (GRCh38.p13) σε G

(ή T>C), έγινε μετά από επώαση των ενισχυμένων με PCR αλληλουχιών με το περιοριστικό

ένζυμο DraIII-HF® (New England BioLabs). Η επώαση γινόταν στο μηχάνημα της PCR ή σε

υδατόλουτρο στους 37°C για 16 ώρες και το μίγμα της αντίδρασης περιείχε το ένζυμο

DraIII-HF®, την ενισχυμένη αλληλουχία, το buffer του ενζύμου και H2O στις ποσότητες που

αναγράφονται στον Πίνακα 5.

Το περιοριστικό ένζυμο DraIII-HF® κόβει την αλληλουχία 5’…CACNNN↓GTG…3’

3’…GTG↑NNNCAC…5’

Πίνακας 5. Σύσταση του μίγματος για την επώαση με το περιοριστικό ένζυμο DraIII-HF® τελικού όγκου 50μl.

Συστατικά Ποσότητα ανά 50μl
αντίδρασης

Τελική συγκέντρωση

DraIII-HF® 1μl 20units/50μl

rCutSmart™ Buffer (10x) 5μl 1x

DNA 15μl <1000ng/μl

Nuclease-Free water έως τα 50μl -



2.7 Ηλεκτροφόρηση προϊόντων επώασης με το περιοριστικό ένζυμο

DraIII-HF® σε πήκτωμα αγαρόζης.

Δεδομένου του σημείου κοπής του περιοριστικού ενζύμου, το οποίο αναγράφεται

στην παράγραφο 2,6, οι γονότυποι αξιολογήθηκαν ως εξής:

● ένα μεμονωμένο θραύσμα 182bp για τον γονότυπο CC (GG), που αντιπροσωπεύει την

ομοζυγωτία στον πολυμορφισμό,

● δύο θραύσματα 155bp και 27bp για τον γονότυπο ΤΤ (AA), που αντιπροσωπεύει την

ομοζυγωτία φυσιολογικών πολυνουκλεοτιδικών αλυσίδων και

● τρία θραύσματα των 182bp, 155bp και 27bp για τον γονότυπο TC (AG), που

αντιστοιχεί σε ετεροζυγωτία, δηλαδή μια πολυνουκλεοτιδική αλυσίδα με τον

πολυμορφισμό και μία άνευ.

Η παρατήρηση των προαναφερθέντων ζωνών έγινε έπειτα από ηλεκτροφόρηση των

προϊόντων της επώασης με το περιοριστικό ένζυμο DraIII-HF® σε πήκτωμα αγαρόζης 3%

(w/v). Συγκεκριμένα, συνολικά 150ml πηκτώµατος αγαρόζης περιείχαν 4,5g αγαρόζης,

150ml ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ 1x και 3,5µl διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου (EtBr). Τα

προϊόντα της αντίδρασης PCR, αναµείχθηκαν πριν φορτωθούν στο πήκτωµα αγαρόζης µε 2µl

χρωστικής Gel Loading Dye, Purple (6X) (New England BioLabs) και από αυτά 25µl

ηλεκτροφορήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ (1x). Σε κάθε ηλεκτροφόρηση

χρησιµοποιήθηκε µάρτυρας µοριακού βάρους, µεγέθους 1kb (Gene Ruler 1kb DNA Ladder,

Thermo Scientific). Η ηλεκτροφόρηση έγινε στα 120V για περίπου 45 λεπτά.

Με το πέρας των ηλεκτροφορήσεων και την καταγραφή των ζωνών για όλα τα

δείγματα, έγινε τυχαία επιλογή 10 δειγμάτων, για επανάληψη της PCR ενίσχυσης της

αλληλουχία του mir27a γονιδίου και ακολούθως, της επώασης με το περιοριστικό ένζυμο

DraIII-HF®, ώστε να επιβεβαιωθεί η ορθότητα των αποτελεσμάτων.

2.8 Στατιστική Ανάλυση

Για τη στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα IBM

SPSS 20.0 Statistics Data Editor (www.ibm.com), το οποίο αποτελεί ένα ολοκληρωμένο

στατιστικό πακέτο. Τα αποτελέσματα σχετικά με την ύπαρξη των πολυμορφισμών και τα

http://www.ibm.com


δεδομένα από το ιστορικό των ασθενών καταγράφηκαν στο πρόγραμμα και διενεργήθηκαν

δοκιμασίες με τη η μέθοδος x2 (Chi-square test) για τη σύγκριση ποιοτικών μεταβλητών και

t-test ή one way ANOVA για τη σύγκριση ποιοτικών και ποσοτικών μεταβλητών, ανάλογα με

τις μεταβλητές που συγκρίνονται κάθε φορά.

Η στατιστική σημαντικότητα ορίστηκε στο p <0,05. υγκεκριμένα, η τιμή p–value

είναι η πιθανότητα να παρατηρηθεί ένα αποτέλεσμα τόσο ή περισσότερο ακραίο όσο το

αποτέλεσμα ενός συγκεκριμένου δείγματος, δεδομένου ότι ισχύει η μηδενική υπόθεση. Το

επίπεδο σημαντικότητας είναι το όριο που χρησιμοποιείται ώστε όλες οι p‐values που είναι

μικρότερες αυτού να οδηγούν σε απόρριψη της μηδενικής υπόθεσης. Όταν η τιμή p–value

είναι μικρότερη από το 0,05 (5%) το αποτέλεσμα είναι στατιστικά σημαντικό. Όταν η τιμή

p–value είναι μεγαλύτερη από το 0,05 (5%) το αποτέλεσμα δεν είναι στατιστικά σημαντικό.



3. Αποτελέσματα

3.1 Χαρακτηριστικά δείγματος

Τα χαρακτηριστικά του δείγματος αναφέρονται στα δεδομένα που αντλήθηκαν από

τους ιατρικούς φακέλους των γυναικών που αποτέλεσαν την ομάδα IVF και αφορούν την

ηλικία, τη χρονική διάρκεια της υπογονιμότητας, το βάρος, το ύψος, τον δείκτη μάζας

σώματος (BMI), την τιμή της FSH ορμόνης, την τιμή της LH ορμόνης, την τιμή της PRL

ορμόνης, την τιμή της AMH ορμόνης, τον αριθμό των ώριμων ωοκυττάρων (cumulus oocyte

complex-COC), τον αριθμό των ώριμων ωοκυττάρων καλής ποιότητας, τον αριθμό των

ωαρίων που γονιμοποιήθηκαν και την τελική εγκυμοσύνη ή μη.

Δεδομένα για την ομάδα ελέγχου δεν συλλέχθηκαν από τους ιατρικούς φακέλους

πέρα της πληροφορίας περί μίας τουλάχιστον επιτυχημένης κύησης.

3.1.1 Ηλικία

Η ηλικία των γυναικών ακολουθεί σχεδόν κανονική κατανομή. Ο μέσος όρος ηλικίας

των γυναικών της ομάδας IVF ήταν τα 36,6 έτη και ο αριθμητικός μέσος τα 37 έτη. Το

ηλικιακό εύρος είναι 22 χρόνια, με ελάχιστη ηλικία τα 25 έτη και μέγιστη τα 47 (Γράφημα

1).

Γράφημα 1. Κατανομή των ηλικιών των γυναικών της ομάδας IVF.



3.1.2 Χρονικό Διάστημα Υπογονιμότητας

Η πλειοψηφία των γυναικών σε ποσοστό 19,44% φαίνεται πως κατέβαλε προσπάθεια

γονιμοποίησης για διάστημα 3 χρόνων προτού προβεί στη λύση κάποιου πρωτοκόλλου IVF

γονιμοποίησης. Ο μέσος όρος του χρονικού διαστήματος υπογονιμότητας είναι τα 4 χρόνια,

σε ένα εύρος 1 χρόνων, με ελάχιστη τιμή τα 0 χρόνια και μέγιστη τα 11 (Γράφημα 2).

Γράφημα 2. Χρονικό διάστημα κατά το οποίο η ομάδα γυναικών IVF κατέβαλε προσπάθειες γονιμοποίησης

προτού στραφεί στη λύση του ενός πρωτοκόλλου IVF γονιμοποίησης. Το τυπικό σφάλμα των δειγμάτων είναι

2,8 χρόνια.

3.1.3 Βάρος - Ύψος - BMI

Ο μέσος όρος του βάρους των γυναικών που αποτέλεσαν την ομάδα IVF ήταν τα

63,8kg, με εύρος βάρους τα 74kg, ελάχιστο βάρος τα 45kg και μέγιστο τα 115kg. Στο

Γράφημα 3 διακρίνεται πως η πλειοψηφία των γυναικών της ομάδας IVF σε ποσοστό 32,9%

ήταν μεταξύ 55kg και 64kg κιλά, ενώ η μειονότητα αυτών, σε ποσοστό 5,5%, ζύγιζαν

περισσότερα από 85kg.



Γράφημα 3. Βάρος γυναικών ομάδας IVF, με τυπική απόκλιση τα 12,9 κιλά.

Ο μέσος όρος του ύψους τους είναι τα 1,64m με εύρος ύψων 0,35m, με ελάχιστο ύψος

τα 1,45m και μέγιστο τα 1,80m. Στο γράφημα 4 διακρίνεται πως η πλειοψηφία των γυναικών

της ομάδας IVF έχουν ύψος μεταξύ 1,61 και 1,70m.

Γράφημα 4. Ύψος γυναικών της ομάδας IVF, με τυπική απόκλιση τα 0,06m.



Ο υπολογισμός του Δείκτη Μάζας Σώματος των γυναικών της ομάδας IVF αποκάλυψε πως ο

μέσος όρος ήταν η τιμή 23Kg/m2. Η πλειοψηφία των γυναικών αυτών σε ποσοστό 47,9% είχε

φυσιολογικό βάρος, ενώ 30,1% των γυναικών ανήκαν στην κατηγορία των υπέρβαρων.

Επιπλέον, 11 γυναίκες, ποσοστό 15,07% ήταν λιποβαρείς, ενώ 3 γυναίκες (4,11%) ήταν

παχύσαρκες κατηγορίας I, μία (1,37%) παχύσαρκη κατηγορίας II και μία (1,37%) παχύσαρκη

κατηγορίας III.

Γράφημα 5. Δείκτης Μάζας Σώματος γυναικών της ομάδας IVF, με τυπική απόκλιση τα 4,7Kg/m^2.

3.1.4 FSH - LH - PRL - AMH

Το εύρος των τιμών της θυλακιοτρόπου ορμόνης-FSH που μετρήθηκε στις γυναίκες

της ομάδας IVF ήταν 31,3mIU/mL, με ελάχιστη τιμή 3,3mIU/mL και μέγιστη 84,6mIU/mL.

Μία μόλις γυναίκα είχε FSH 84,6mIU/mL, μια τιμή αρκετά υψηλή που παραπέμπει σε

εμμηνόπαυση και όλες οι υπόλοιπες τιμές που κυμαίνονταν μεταξύ 3,3mIU/mL και

24,1mIU/mL, τιμές που παρατηρούνται σε ένα φυσιολογικό εμμηνορρυσιακό κύκλο, όπως

φαίνεται και στον Πίνακα  6.

Το εύρος των τιμών της ωοθυλακιοτρόπου ορμόνης-LH που μετρήθηκε στις γυναίκες

της ομάδας IVF ήταν 40,8mIU/mL, με ελάχιστη τιμή 1,6mIU/mL και μέγιστη 42,4mIU/mL.

H γυναίκα με την αυξημένη τιμή FSH έχει και αυξημένη LH 42,4mIU/mL, μια τιμή που

επίσης παραπέμπει σε εμμηνόπαυση. Όλες οι υπόλοιπες τιμές που κυμαίνονταν μεταξύ



1,6mIU/mL και 14,8mIU/mL, τιμές που παρατηρούνται σε ένα φυσιολογικό εμμηνορρυσιακό

κύκλο, όπως φαίνεται και στον Πίνακα  7.

Πίνακας 6. Τιμές αναφοράς Θυλακιοτρόπου Ορμόνης (FSH) γυναικών ηλικίας 18 ετών και άνω.

Τιμές αναφοράς Θυλακιοτρόπου Ορμόνης-FSH

Ωοθυλακική φάση 2.5 - 12.5mIU/mL

Μέσο κύκλου 3.4 - 33.4mIU/mL

Ωχρινική φάση 1.0 - 9.1mIU/mL

Εμμηνόπαυση 23 - 116.3mIU/mL

Πίνακας 7. Τιμές αναφοράς Ωοθυλακιοτρόπου Ορμόνης (LH) γυναικών ηλικίας 18 ετών και άνω.

Τιμές αναφοράς Ωοθυλακιοτρόπου Ορμόνης-LH

Παραγωγική φάση 1,9-12,6 mIU/mL

Ωορρηξία 8,7-76,3 mIU/mL

Εκκριτική φάση 0,5-16,9 mIU/mL

Εμμηνόπαυση 7,7-58,5 mIU/mL

Το εύρος των τιμών της προλακτίνης ορμόνης-PRL που μετρήθηκε στις γυναίκες της

ομάδας IVF ήταν 78,83ng/ml, με ελάχιστη τιμή 0,16ng/ml και μέγιστη 78,99ng/ml. Δέκα εκ

των γυναικών έχουν τιμές μεταξύ 20,2ng/ml και 78,99ng/ml, γεγονός που παραπέμπει σε

εγκυμοσύνη σύμφωνα με τον Πίνακα 8, όμως καμία δεν κυοφορούσε εκεινη τη χρονική

στιγμή. Οι υπόλοιπες γυναίκες της ομάδας IVF έχουν τιμές PRL από 0,16ng/ml έως

18,7ng/ml.

Πίνακας 8. Τιμές αναφοράς Προλακτίνης Ορμόνης (PRL) γυναικών ηλικίας 18 ετών και άνω.

Τιμές αναφοράς Προλακτίνης Ορμόνης-PRL

Ενήλικες <20 ng/mL

Εγκυμοσύνη 10-300 ng/mL

Ο μέσος όρος των τιμών της αντυμυλλέριου ορμόνης-AMH που μετρήθηκε στις

γυναίκες της ομάδας IVF ήταν 1,59ng/ml και το εύρος 5,95ng/ml, με ελάχιστη τιμή

0,14ng/ml και μέγιστη 6,09ng/ml. Το 53,4% των γυναικών είχαν χαμηλή τιμή για την

ορμόνη, το 32,9% ικανοποιητική και το 11,0% πολύ χαμηλή. Ωστόσο, ένα ποσοστό 2,7% είχε

άριστη τιμή αντιμυλλέριου ορμόνης (Γράφημα 6; Πίνακας 9).



Γράφημα 6. Τιμή Αντιμυλλέριου ορμόνης (AMH), η οποία μετρήθηκε στις γυναίκες της ομάδας IVF.

Πίνακας 9. Τιμές αναφοράς Αντιμυλλέριου Ορμόνης (PRL) γυναικών ηλικίας 18 ετών και άνω.

Τιμές αναφοράς Αντιμυλλέριου Ορμόνης-AMH

Γονιμότητα Εύρος τιμών (ng/ml)

Πολύ χαμηλή 0.00 – 0.30

Χαμηλή 0.30 – 2.20

Ικανοποιητική 2.20 – 4.00

Άριστη 4.00 – 6.80

(*1 ng/ml = 7.14 pmol/l)

● πολύ χαμηλή→ φτωχή ανταπόκριση σε IVF με λιγότερα από 3 ωοθυλάκια ανά κύκλο,

● χαμηλή→ πιθανή καλή ανταπόκριση σε πρωτόκολλα IVF,

● ικανοποιητική→ αναμενόμενη καλή ανταπόκριση σε κύκλο IVF και

● άριστη→ προσοχή στη χορήγηση των φαρμάκων και συχνή υπερηχογραφική παρακολούθηση για την

αποφυγή του συνδρόμου υπερδιέγερσης των ωοθηκών.

3.1.5 Αριθμός ώριμων ωοκυττάρων, ώριμων ωοκυττάρων καλής ποιότητας και

γονιμοποιημένα ωάρια

Ο αριθμός των ώριμων ωοκυττάρων στις γυναίκες της ομάδας IVF κυμάνθηκε από 1

έως 17, εκ των οποίων το εύρος των ωοκυττάρων καλής ποιότητας ήταν 0 έως 15. Σύμφωνα

με το Γράφημα 7, το 52,1% των γυναικών είχαν 1 έως 5 ώριμα ωοκύτταρα, το 40,8% 6 έως



10 και το 7,1% περισσότερα των 10. Παρατηρώντας τα δεδομένα για τα ώριμα ωοκύτταρα

καλής ποιότητας και τα γονιμοποιημένα ωάρια (παράρτημα 1) διακρίνεται πως ένα ποσοστό

της τάξης του 60% των ώριμων ωοκυττάρων ήταν καλής ποιότητας και από αυτά

γονιμοποιήθηκαν όλα στις περισσότερες περιπτώσεις. Ωστόσο, υπήρξαν περιπτώσεις

γονιμοποίησης λιγότερων ή περισσότερων ωαρίων από αυτά καλής ποιότητας.

Γράφημα 7. Αριθμός ώριμων ωοκυττάρων που φέραν οι γυναίκες της ομάδας IVF.

3.1.6 Επίτευξη εγκυμοσύνης

Από το σύνολο των γυναικών της ομάδας IVF μόνο ένα ποσοστό 15,5%, που

αντιστοιχεί σε 11 γυναίκες, κατάφεραν να πετύχουν εγκυμοσύνη. Οι γυναίκες της ομάδας

ελέγχου όπως έχει προαναφερθεί είχαν όλες τουλάχιστον 1 πετυχημένη κύηση.



Γράφημα 8. Επίτευξη ή μη εγκυμοσύνης από τις γυναίκες της ομάδας IVF.

3.2 Αλληλουχία mir27a

Η ενίσχυση της αλληλουχίας mir27a έγινε όπως περιγράφηκε στην παράγραφο 2.4

και παρατηρήθηκε σε πήκτωμα αγαρόζης 3% (w/v) σύμφωνα με την διαδικασία της

παραγράφου 2.5. Τα αποτελέσματα των πειραμάτων υπέδειξαν την παρουσία της

αλληλουχίας στο σύνολο των 180 δειγμάτων. Στην Εικόνα 11 παρουσιάζεται μια ενδεικτική

φωτογραφία πηκτώματος αγαρόζης, όπου φαίνονται από τα αριστερά προς τα δεξιά οι ζώνες

του ladder 1kb στην πρώτη θέση, 6 διαδοχικές ζώνες μεγέθους 182bp που αναφέρονται στα

δείγματα Π1, Π4, Π5, Π6, Π7, Π8 και Π9, στις θέσεις 2 έως 7, αντίστοιχα. Στη θέση 8 δεν

παρατηρείται καμία ζώνη, καθώς φορτώθηκε ο αρνητικός μάρτυρας, δηλαδή ενισχυμένο

προϊόν PCR (PCR product) με απεσταγμένο νερό, αντί για DNA και όλα τα υπόλοιπα

συστατικά του διαλύματος ίδια.



Εικόνα 11. Πήκτωμα αγαρόζης 3% (w/v) για παρατήρηση των ζωνών της αλληλουχίας mir27a μεγέθους 182bp.

● θέση 1→ ladder 1kb,

● θέση 2 έως θέση 7→ δείγματα Π1, Π4, Π5, Π6, Π7, Π8 και Π9,

● θέση 8→ αρνητικός μάρτυρας.

Άξιο αναφοράς καθίσταται το γεγονός ότι σε περίπτωση που κάποιο δείγμα δεν

εμφάνιζε την αναμενόμενη ζώνη επαναλαμβανόταν γι αυτό εκ νέου η διαδικασία ενίσχυσης

της αλληλουχίας  mir27a και η ηλεκτροφόρηση τους προϊόντος.

3.3 Πολυμορφισμός rs895819 (mir-27a A>G)

Η επώαση των ενισχυμένων με PCR αλληλουχιών της παραγράφου 3.1, μετά από

επώαση με το περιοριστικό ένζυμο DraIII-HF® (παράγραφος 2.6), ύστερα από

ηλεκτροφόρηση παρουσίασαν τρεις διαφορετικούς γονότυπους (παράγραφος 2.7). Στην

Εικόνα 12 φαίνεται μία φωτογραφία πηκτώματος αγαρόζης 3% (w/v), στην οποία από τα

αριστερά προς τα δεξιά παρατηρούνται στη θέση 1 φορτώθηκε το δείγμα Π27, για το οποίο

παρατηρούνται 3 ζώνες 182bp, 155bp και 27bp, στη θέση 2 βρίσκεται ο αρνητικός μάρτυρας,

δηλαδή διάλυμα με απεσταγμένο νερό, αντί για ενισχυμένο με PCR τμήμα της αλληλουχίας

και όλα τα υπόλοιπα συστατικά του διαλύματος ίδια, στις θέσεις 3, 4, 5 και 6 βρίσκονται

διαδοχικά τα δείγματα Π1, Π7, Π8 και Π9 με δύο ζώνες 182bp και 27bp και τέλος στη θέση 7

είναι ο ladder 1kb.



Εικόνα 12. Πήκτωμα αγαρόζης 3% (w/v) για παρατήρηση της παρουσίας του πολυμορφισμού rs895819

(mir-27a A>G).

● θέση 1→ δείγμα Π27,

● θέση 2→ αρνητικός μάρτυρα,

● θέσεις 3 έως 6→ δείγματα Π1, Π7, Π8 και Π9,

● θέση 7→ ladder 1kb.

Για την επιβεβαίωση της εγκυρότητας των αποτελεσμάτων, έγινε τυχαία επιλογή 10

δειγμάτων, για τα οποία έγινε επανάληψη των πειραμάτων και τα αποτελέσματα

επιβεβαιώθηκαν πλήρως, χωρίς κανένα από τα δείγματα να εμφανίζει διαφορετικό γονότυπο

από τον αρχικό που είχε παρατηρηθεί.

Ειδικότερα, όπως περιγράφεται και στα γραφήματα 9 και 10 και στον Πίνακα 10,

● ένα μεμονωμένο θραύσμα 182bp για τον γονότυπο CC (GG), ο οποίος αφορά

ομοζυγωτία ως προς τον πολυμορφισμό φέραν τα δείγματα 21 γυναικών από την

ομάδα IVF, ποσοστό 28,77% και 5 γυναικών από την ομάδα ελέγχου, ποσοστό 4,67%,

εμφανώς χαμηλότερο από τα δείγματα των γυναικών που υπόκεινται σε πρωτόκολλα

IVF.

● δύο θραύσματα 155bp και 27bp για τον γονότυπο ΤΤ (AA), τα οποία αφορούν την

ομοζυγωτία φυσιολογικών πολυνουκλεοτιδικών αλυσίδων εμφάνισαν δείγματα 48

γυναικών της ομάδας IVF που αντιστοιχεί σε ποσοστό 65,75% επί του συνόλου των

δειγμάτων και 50 γυναικών της ομάδας ελέγχου, που αντιστοιχούν σε ποσοστό

50,47%.



● τρία θραύσματα των 182bp, 155bp και 27bp για τον γονότυπο TC (AG), τα οποία

αφορούν σε ετεροζυγωτία, παρουσίασαν 4 εκ των δειγμάτων που ανήκαν σε γυναίκες

της ομάδας IVF, δηλαδή ποσοστό 5,48% και 48 δείγματα γυναικών της ομάδας

ελέγχου, που αφορά ποσοστό 44,86%, σχεδόν 9 φορές μεγαλύτερο από αυτό της

ομάδας IVF.

Γράφημα 9. Αριθμός θραυσμάτων των γονότυπων του πολυμορφισμού rs895819 (mir-27a A>G) στην

ομάδα δειγμάτων IVF.

● ένα μεμονωμένο θραύσμα 182bp για τον γονότυπο CC (GG) εμφανίστηκε στο 28,77% των

δειγμάτων,

● δύο θραύσματα 155bp και 27bp για τον γονότυπο ΤΤ (AA) παρουσιάστηκαν το 65,75% των

δειγμάτων και

● τρία θραύσματα των 182bp, 155bp και 27bp για τον γονότυπο TC (AG) εμφανίστηκαν στο

5,48% των δειγμάτων, ένα ποσοστό που αποτελεί το μικρότερο των αποτελεσμάτων.

Αναλυτικά τα δεδομένα για για το γονότυπο κάθε δείγματος ύστερα από την

ανίχνευση του πολυμορφισμού rs895819 (mir-27a A>G) παρατίθενται στο παράρτημα 2.



Γράφημα 10. Αριθμός θραυσμάτων των γονότυπων του πολυμορφισμού rs895819 (mir-27a A>G)

στην ομάδα δειγμάτων ελέγχου.

● ένα μεμονωμένο θραύσμα 182bp για τον γονότυπο CC (GG) εμφανίστηκε στο 4,67% των

δειγμάτων, ένα ποσοστό που αποτελεί το μικρότερο των αποτελεσμάτων,

● δύο θραύσματα 155bp και 27bp για τον γονότυπο ΤΤ (AA) παρουσιάστηκαν το 50,47% των

δειγμάτων και

● τρία θραύσματα των 182bp, 155bp και 27bp για τον γονότυπο TC (AG) εμφανίστηκαν στο

44,86% των δειγμάτων.

Για τη στατιστική ανάλυση των συγκεκριμένων αποτελεσμάτων επιλέχθηκε η

ανάλυση χ2 (Chi-square test), όπως φαίνεται και στους Πίνακες 10 και 11. Συγκεκριμένα, από

την ανάλυση προκύπτει ότι p<0.001, γεγονός που αποδεικνύει πως τα αποτελέσματα είναι

στατιστικώς σημαντικά και δεν αποτελούν οι διαφορές που παρατηρούνται τυχαίο γεγονός.



Πίνακας 10. Στατιστική ανάλυση γονοτύπων Ομάδας IVF και Ομάδας Ελέγχου.

Πίνακας 11. Αποτελέσματα ανάλυσης χ2 (Chi-square test).

3.4 Πολυμορφισμός rs895819 (mir-27a A>G) και επίτευξη

εγκυμοσύνης

Η στατιστική ανάλυση αναφορικά με την επίτευξη εγκυμοσύνης παρουσία ενός από

τους τρεις γονότυπους έγινε μέσω του τεστ χ2 (Chi-square test). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι

από το σύνολο των 26 γυναικών που είχαν γονότυπο CC (GG), οι 8 επίτευξαν εγκυμοσύνη

(30,8%), ενώ οι υπόλοιπες 16 όχι (61,5%). Για 2 εκ των γυναικών δεν υπήρχαν δεδομένα



σχετικά με την εγκυμοσύνη. Από τις γυναίκες με γονότυπο TC (AG) 48 (92,3%) επίτευξαν

εγκυμοσύνη, ενώ 4 (7,7%) όχι. Τέλος, από το σύνολο των 102 γυναικών που φέραν τον

γονότυπο TT (AA), οι 62 (60,8%) επίτευξαν εγκυμοσύνη, ενώ οι 40 (39,2%) όχι (Πίνακας

12). Επομένως, οι γυναίκες που έχουν γονότυπο CC (GG) έχουν διπλάσια πιθανότητα

αποτυχίας κύησης, ενώ οι γυναίκες με γονότυπο TC (AG) έχουν 12 φορές μεγαλύτερη

πιθανότητα εγκυμοσύνης και οι γυναίκες με πολυμορφισμό TT (ΑΑ) έχουν 1,55 φορές

μεγαλύτερη πιθανότητα εγκυμοσύνης σε σχέση με τις υπόλοιπες γυναίκες. Με άλλα λόγια,

φαίνεται πως η ομοζυγωτία [CC (GG)] ως προς τον πολυμορφισμό rs895819 (mir-27a A>G)

μειώνει τις πιθανότητες εγκυμοσύνης, εντείνοντας την υπογονιμότητα. Σύμφωνα με τον

πίνακα 13 οι διαφορές αυτές που παρατηρούνται στα αποτελέσματα είναι στατιστικά

σημαντικές, καθώς p<0,001.

Πίνακας 12. Στατιστική ανάλυση δεδομένων επίτευξης εγκυμοσύνης βάσει του γονοτύπου κάθε γυναίκας.

● 0 → μη επίτευξη εγκυμοσύνης,

● 1 → επίτευξη εγκυμοσύνης,

● - → ανεπαρκή δεδομένα.



Πίνακας 13. Αποτελέσματα ανάλυσης χ2 (Chi-square test).

Εστιάζοντας μόνο στις γυναίκες της Ομάδας IVF, 19 στο σύνολο είχαν γονότυπο CC(GG)

και το 84,2% δεν επίτευξε εγκυμοσύνη, 48 στο σύνολο είχαν γονότυπο TC (AG) και το

83,3% δεν επίτευξε εγκυμοσύνη και 4 στο σύνολο είχαν γονότυπο ΤΤ (ΑΑ) και καμία τους

δεν επίτευξε εγκυμοσύνη (για 2 εκ των γυναικών δεν υπάρχουν δεδομένα σχετικά με την

εγκυμοσύνη).

3.5 Πολυμορφισμός rs895819 (mir-27a A>G) και λοιποί παράγοντες

Για τις 73 γυναίκες που αποτέλεσαν την ομάδα IVF, για τι οποίες ήταν γνωστά τα

δεδομένα που περιγράφονται στην παράγραφο 2.1 και παρατίθενται στο παράρτημα 1, πέρα

από την επίτευξη ή όχι εγκυμοσύνης, έγινε περαιτέρω στατιστική ανάλυση, για τη συσχέτιση

αυτών με τον πολυμορφισμό rs895819 (mir-27a A>G). Η στατιστική ανάλυση περιλάμβανε

την πραγματοποίηση t-test και one way ANOVA test.

Στον Πίνακα 14 παρουσιάζονται τα δεδομένα από την ανάλυση της διάρκειας

υπογονιμότητας, της ηλικίας, του βάρους, του ύψους και του δείκτη ΒΜΙ, σε σχέση με τους

τρεις διαφορετικούς γονότυπους στις γυναίκες της Ομάδας IVF. Στον παρών πίνακα

παρατηρείται πως για κάθε μεταβλητή υπάρχει κατηγοριοποίηση με βάση το γονότυπο και

ολικά αποτελέσματα, για τα οποία γίνεται καταγραφή του αριθμού των γυναικών (Ν), του

μέσου (mean), της τυπικής απόκλισης (St. deviation), του τυπικού σφάλματος (std Error), του

διαστήματος αξιοπιστίας για τον μέσο (95% Confidence Interval for Mean), ελάχιστη

(Minimum) και μέγιστη (Maximum) τιμή. Στον Πίνακα 15 παρουσιάζονται οι τιμές p-value

(sig) για κάθε μεταβλητή που προσδιορίζουν τη στατιστική σημαντικότητα των

διακυμάνσεων. Διακρίνεται ότι μόνο για το βάρος και το δείκτη BMI το p-value<0.005 που

σημαίνει πως οι διαφορές που παρατηρούνται στις διακυμάνσεις είναι στατιστικά

σημαντικές. Ανατρέχοντας στον Πίνακα 16, παρατηρείται ότι δεν υπάρχει καμία στατιστικά

σημαντική διαφορά μεταξύ των πιθανών συγκρίσεων ανά τις ομάδες.



Πίνακας 14. Στατιστικά δεδομένα για τη Διάρκεια Υπογονιμότητας, την Ηλικία, το Βάρος, το Ύψος και το ΒΜΙ

των γυναικών της ομάδας IVF σε σχέση με το γονότυπο.

● 1→ γονότυπος CC (GG)

● 2→ γονότυπος TT (AA)

● 3→ γονότυπος TC (AG)

Πίνακας 15. Τεστ ομοιογένειας διακυμάνσεων.



Πίνακας 16. Αποτελέσματα πιθανών συγκρίσεων μεταξύ των ομάδων.

Στον Πίνακα 17 όπου καταγράφονται τα Post Hoc Tests φαίνονται οι επιμέρους

συγκρίσεις μεταξύ των ομάδων. Ειδικότερα, είναι καταγεγραμμένες οι διαφορές που

παρουσιάζονται στις τιμές των μέσων, όταν συγκρίνονται ανά δύο κάθε φορά οι γονότυποι

(Mean Difference), το τυπικό σφάλμα (std Error), η τιμή p-value (Sig) και το διάστημα

αξιοπιστίας (95% Confidence Interval). Διακρίνεται πως για καμία σύγκριση τα

αποτελέσματα δεν κρίνονται στατιστικών σημαντικά, καθώς για όλες τις επιμέρους

συγκρίσεις ισχύει ότι p-value>0.05.



Πίνακας 17. Post Hoc Tests-Επιμέρους συγκρίσεις μεταξύ των ομάδων.

● 1→ γονότυπος CC (GG)

● 2→ γονότυπος TT (AA)

● 3→ γονότυπος TC (AG)

Στον Πίνακα 18 παρουσιάζονται τα δεδομένα από την ανάλυση των ορμονών FSH,

LH, PRL, AMH, τον αριθμό των ώριμων ωοκυττάρων, των ώριμων ωοκυττάρων καλής

ποιότητας και των γονιμοποιημένων ωαρίων, σε σχέση με τους τρεις διαφορετικούς

γονότυπους στις γυναίκες της Ομάδας IVF. Για κάθε μεταβλητή και σε αυτό τον πίνακα,

υπάρχει κατηγοριοποίηση με βάση το γονότυπο και ολικά αποτελέσματα, για τα οποία



γίνεται καταγραφή του αριθμού των γυναικών (Ν), του μέσου (mean), της τυπικής απόκλισης

(St. deviation), του τυπικού σφάλματος (std Error), του διαστήματος αξιοπιστίας για τον μέσο

(95% Confidence Interval for Mean), ελάχιστη (Minimum) και μέγιστη (Maximum) τιμή.

Πίνακας 18. Στατιστικά δεδομένα για τις ορμόνες FSH, LH, PRL, AMH, τον αριθμό των ώριμων ωοκυττάρων,

των ώριμων ωοκυττάρων καλής ποιότητας και των γονιμοποιημένων ωαρίων των γυναικών της ομάδας IVF σε

σχέση με το γονότυπο.

● 1→ γονότυπος CC (GG)

● 2→ γονότυπος TT (AA)

● 3→ γονότυπος TC (AG)

Στον Πίνακα 19 παρουσιάζονται οι τιμές p-value (sig) για κάθε μεταβλητή που

προσδιορίζουν τη στατιστική σημαντικότητα των διακυμάνσεων. Διακρίνεται πως για την

ορμόνη FSH είναι p-value=0.012 (<0.05) και για την ορμόνη PRL p-value<0.001, που



σημαίνει πως οι διαφορές στις διακυμάνσεις που παρατηρούνται είναι στατιστικά

σημαντικές. Ανατρέχοντας στον Πίνακα 20, παρατηρείται ότι υφίσται στατιστικά σημαντική

διαφορά μεταξύ των πιθανών συγκρίσεων ανά τις ομάδες για την τιμή της ορμόνης PRL,

καθώς p-value=0.002 (<0.05).

Πίνακας 19. Τεστ ομοιογένειας διακυμάνσεων.

Πίνακας 20. Αποτελέσματα πιθανών συγκρίσεων μεταξύ των ομάδων.



Στον Πίνακα 21 όπου καταγράφονται τα Post Hoc Tests, φαίνονται οι επιμέρους

συγκρίσεις μεταξύ των ομάδων. Συγκεκριμένα, είναι καταγεγραμμένες οι διαφορές που

παρουσιάζονται στις τιμές των μέσων, όταν συγκρίνονται ανά δύο κάθε φορά οι γονότυποι

(Mean Difference), το τυπικό σφάλμα (std Error), η τιμή p-value (Sig) και το διάστημα

αξιοπιστίας (95% Confidence Interval).

Για τις συγκρίσεις των μέσων της τιμής της ορμόνης PRL για τους γονότυπους 1 [CC

(GG)] με 3 [TC (AG)], 2 [TT (AA)] με 3 [TC (AG)], 3 [TC (AG)] με 1 [CC (GG)] και 3 [TC

(AG)] με 2 [TT (AA)] διακρίνεται πως η τιμή p-value <0,05, που σημαίνει πως οι

παρατηρήσεις είναι στατιστικά σημαντικές. Η στατιστική σημαντικότητα αυτή

επιβεβαιώνεται και από την έλλειψη της τιμής 0 από το 95% διάστημα αξιοπιστίας.

Επομένως, φαίνεται πως για τις γυναίκες της Ομάδας IVF, οι τιμές της ορμόνης PRL στις

γυναίκες που φέραν ετεροζυγωτία ως προς τον πολυμορφισμό rs895819 (mir-27a A>G), με

γονότυπο TC (AG) (μέση τιμή=28,465ng/ml) είναι 2,33 φορές υψηλότερη από τις γυναίκες

που είναι ομόζυγες ως προς τις φυσιολογικές πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες, με γονότυπο TT

(AA) (μέση τιμή=11,978ng/ml) και 3,55 φορές υψηλότερη από τις γυναίκες που είναι

ομόζυγες ως προς τον πολυμορφισμό, με γονότυπο CC (GG) (μέση τιμή=8,016ng/ml).



Πίνακας 21. Post Hoc Tests-Επιμέρους συγκρίσεις μεταξύ των ομάδων.

● 1→ γονότυπος CC (GG)

● 2→ γονότυπος TT (AA)

● 3→ γονότυπος TC (AG)



4. Συζήτηση

Σε όλο τον κόσμο περισσότεροι από 186 εκατομμύρια άνθρωποι πάσχουν από

υπογονιμότητα, η πλειοψηφία των οποίων είναι κάτοικοι αναπτυσσόμενων χωρών (Inhorn &

Patrizio, 2015). Ο επιπολασμός της υπογονιμότητας σε γυναίκες αναπαραγωγικής ηλικίας

έχει υπολογιστεί ότι είναι ένα στα επτά ζευγάρια στον δυτικό κόσμο και ένα στα τέσσερα

ζευγάρια στις αναπτυσσόμενες χώρες. Σε ορισμένες περιοχές του κόσμου,

συμπεριλαμβανομένης της Νότιας Ασίας, ορισμένες χώρες της υποσαχάριας Αφρικής, της

Μέσης Ανατολής και της Βόρειας Αφρικής, της Κεντρικής και Ανατολικής Ευρώπης και της

Κεντρικής Ασίας, τα ποσοστά υπογονιμότητας μπορεί να φτάσουν ακόμα και το 30%

(Mascarenhas et al., 2012). Τα αίτια που μπορούν να προκαλέσουν την υπογονιμότητα μπορεί

να είναι είτε βιολογικά, είτε και κοινωνικά.

Οι γενετικές ιδιομορφίες, όπως οι γονιδιακοί πολυμορφισμοί σε γυναίκες υπογόνιμες,

οι οποίες επιλέγουν τη λύση κάποιου προγράμματος εξωσωματικής γονιμοποίησης,

αποτελούν πλέον στόχο πολλών ερευνών, χωρίς να έχει αποφανθεί πλήρως ο ρόλος τους στην

υπογονιμότητα. Ειδικότερα, οι πολυμορφισμοί σε miRNAs έχουν ξεκινήσει να μελετώνται

και να συσχετίζονται με παράγοντες που φέρουν κάποιο ρόλο στην υπογονιμότητα των

γυναικών (Rah et al., 2017; Di Pietro et al., 2018; Tabrizi et al., 2020).

Ειδικότερα, ο πολυμορφισμός rs895819 του γονιδίου mir27a (A>G), το οποίο από

μελέτες φαίνεται πως επηρεάζει τη γονιμότητα (Drevet et al., 2015) βρίσκεται στον

τερματικό βρόχο του pre-miR-27a και ενδεχομένως μπορεί να επηρεάσει την ωρίμανση του

miR-27a (Liu et al., 2009). Για τον συγκεκριμένο πολυμορφισμό η μελέτη των Tabrizi και

συνεργατών (2020) ανέφερε πως μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως πιθανός διαγνωστικός δείκτης

για τη διάγνωση του συνδρόμου πολυκυστικών ωοθηκών (PCOS). Επίσης, μια πρόσφατη

εργασία ανέφερε ότι ο πολυμορφισμος rs895819 miR-27a σχετίζεται με κίνδυνο ιδιοπαθούς

υποτροπιάζουσας απώλειας εγκυμοσύνης (RPL-καθ' έξιν αποβολή) (Rah et al., 2017).

Συγκεκριμένα, τα αποτελέσματα της έρευνας υποδηλώνουν ότι οι ασθενείς με μειωμένο

κίνδυνο για καθ' έξιν αποβολές σχετίζονταν με τους γονότυπους του miR-27a (AG και

AG+GG). Επιπλέον, τα αποτελέσματα της έρευνας έδειξαν πως οι γονότυποι miR-27a AG

και AG+GG φέρουν σημαντική συμβολή στην πρόβλεψη των επιπέδων φυλλικού οξέος σε

ασθενείς με καθ’ έξιν αποβολές. Η μελέτη αφορούσε γυναίκες από την Κορέα, με 387 να

αποτελούν την ομάδα μελέτης και 255 την ομάδα ελέγχου.

Για το ρόλο του miR-27a γονιδίου, ανεξάρτητα από την ύπαρξη ή μη του

πολυμορφισμού rs895819, έχει αποδειχθεί πως είναι σημαντικός στην παθολογία της



ενδομητρίωσης και η παρατήρησή του μέσα από μελέτη πρότεινε ότι θα μπορούσε να

αντιπροσωπεύσει μη επεμβατικό δείκτη για τη χρόνια ενδομητρίτιδα (Di Pietro et al., 2018).

Πρόκειται δηλαδή για miRNA που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για για θεραπευτικούς σκοπούς

στις διαδικασίες εξωσωματικής γονιμοποίησης IVF για την αξιολόγηση της ποιότητας του

ενδομητρίου. Η μελέτη έγινε σε σύνολο 30 γυναικών, εκ των οποίων οι 15 είχαν

ενδομητρίωση και οι υπόλοιπες όχι.

Τόσο το σύνδρομο πολυκυστικών ωοθηκών, όσο οι καθ’ έξιν αποβολές, όσο και η

ενδομητρίωση που προαναφέρθηκαν, αποτελούν αιτίες υπογονιμότητας για τις οποίες όπως

φάνηκε το γονίδιο mir27a και ο πολυμορφισμός rs895819 (mir-27a A>G) διαδραματίζουν

σημαντικό ρόλο. Η παρούσα εργασία, που συμφωνα με την εως τωρα βιβλιογραφία είναι η

πρώτη που εξετάζει τον παρόν πολυμορφισμό σε γυναίκες του ελληνικού πληθυσμού,

επιβεβαιώνει τη συσχέτιση του πολυμορφισμού με την υπογονιμότητα. Ειδικότερα, τα

αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι από το σύνολο των 26 γυναικών που ήταν ομόζυγες για τον

πολυμορφισμό, με γονότυπο CC (GG), οι 8 επίτευξαν εγκυμοσύνη (30,8%), ενώ οι υπόλοιπες

16 όχι (61,5%) (για 2 εκ των γυναικών δεν υπάρχουν δεδομένα σχετικά με την εγκυμοσύνη).

Από τις γυναίκες με ομοζυγωτία ως προς τις φυσιολογικές αλληλουχίες του γονιδίου mir-27a,

με γονότυπο TC (AG), 48 (92,3%) επίτευξαν εγκυμοσύνη, ενώ 4 (7,7%) όχι. Τέλος, από το

σύνολο των 102 γυναικών που παρουσίασαν ετεροζυγωτία ως προς τον πολυμορφισμό, με

γονότυπο TT (AA), οι 62 (60,8%) επίτευξαν εγκυμοσύνη, ενώ οι 40 (39,2%) όχι. Φαίνεται

ότι γυναίκες που έχουν γονότυπο CC (GG) έχουν 2 φορές περισσότερες πιθανότητες

αποτυχίας κύησης σε σχέση με τις υπόλοιπες. Αντίθετα, οι γυναίκες με γονότυπο TC (AG) ή

TT (ΑΑ) έχουν αυξημένες πιθανότητες επίτευξης εγκυμοσύνης. Πρέπει να αναφερθεί πως τα

αποτελέσματα κρίθηκαν στατιστικά σημαντικά μετά από ανάλυση x2, γιατί παρουσίασαν τιμή

p-value <0.005. Άρα δείχθηκε πως η ομοζυγωτία [CC (GG)] ως προς τον πολυμορφισμό

rs895819 (mir-27a A>G) μειώνει τις πιθανότητες εγκυμοσύνης, εντείνοντας την

υπογονιμότητα. Μελετώντας μόνο την ομάδα ελέγχου 19 στο σύνολο είχαν γονότυπο

CC(GG) και το 84,2% δεν επίτευξε εγκυμσύνη, 48 στο σύνολο είχαν γονότυπο TC (AG) και

το 83,3% δεν επίτευξε εγκυμοσύνη και 4 στο σύνολο είχαν γονότυπο ΤΤ (ΑΑ) και καμία

τους δεν επίτευξε εγκυμοσύνη (για 2 εκ των γυναικών δεν υπάρχουν δεδομένα σχετικά με την

εγκυμοσύνη).

Αναφορικά με τα κλινικά χαρακτηριστικά του υπό μελέτη πληθυσμού γυναικών που

ακολούθησαν προγράμματα εξωσωματικής γονιμοποίησης (IVF), από τις στατιστικές

αναλύσεις δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά ως προς την την ηλικία, το

χρονικό διάστημα υπογονιμότητας, το ύψος, την τιμή της ορμόνης LH, την τιμή της ορμόνης



AMH. Πολλές είναι οι μελέτες που υποστηρίζουν πως η ηλικία της γυναίκας όταν είναι άνω

των 40 ετών αποτελεί δυσμενή παράγοντα που επηρεάζει την πορεία του πρωτοκόλλου της

εξωσωματικής γονιμοποίησης. Ωστόσο, στην παρούσα εργασία η πλειοψηφία των γυναικών

ήταν μικρότερες από τα 40 και μόλις το 31,5% των γυναικών ήταν άνω των 40 ετών,

επομένως ο παράγοντας ηλικία δε φαίνεται πως διαδραματίζει σημαντικό ρόλο (Lledo et al.,

2013). Επιπλέον, μελέτες αποδεικνύουν ότι η τιμή της AMH έχει υψηλή προγνωστική αξία

στην αξιολόγηση του αποθέματος των ωοθηκών, γεγονός που μπορεί να οδηγήσει σε

καλύτερη αποτελεσματικότητα των διαδικασιών εξωσωματικής γονιμοποίησης (IVF)

(Bedenk et al., 2020), όμως μόνο 11% των γυναικών της ομάδας IVF της παρούσας εργασίας

είχαν χαμηλές τιμές, μεταξύ 0.00 – 0.30 ng/ml, για την ορμόνη που χαρακτηρίζουν πολύ

χαμηλή τη γονιμότητά τους. Επίσης, η υψηλή συγκέντρωση LH και FSH συνδέονται με

μειωμένες πιθανότητες σύλληψης (Bala et al., 2021), όμως στην παρούσα μελέτη μόνο μία

γυναίκα της υπό μελέτη ομάδας (1,3%) είχε αυξημένες τιμές για τις ορμόνες αυτές. Επιπλέον,

αναφορικά με τον αριθμό των ώριμων των ώριμων ωαρίων, των ωαρίων καλής ποιότητας και

των γονιμοποιημένων ωαρίων δεν παρατηρήθηκαν στον αριθμό τους μεταξύ γυναικών με

διαφορετικό γονότυπο

Μελέτη αναφορικά με το βάρος και τον δείκτη μάζας σώματος BMI και τη συσχέτισή

τους με την υπογονιμότητα δείχνει ότι για κάθε μονάδα αύξηση του BMI αυξάνει την

πιθανότητα υπογονιμότητα κατά 1,69 φορές (Moridi et al., 2019). Η στατιστικά σημαντική

διαφορά στις τιμές του βάρους και του δείκτη BMI σε γυναίκες ομάδας IVF με έναν από

τους τρεις γονοτύπους που μελετήθηκαν, επιβεβαιώνεται, όμως δεν έχει διερευνηθεί στην

παρούσα μελέτη η επίδρασή των δεικτών αυτών στην υπογονιμότητα, που ενδεχομένως να

επηρεάζεται ως ένα, καθώς μόνο περίπου το 50% των γυναικών είχαν φυσιολογικές τιμές

BMI. Η διαφορά ωστόσο, τόσο του βάρους σώματος των γυναικών αυτών, ανάλογα με τον

γονότυπο που φέρουν, όσο και του δείκτη BMI, αν και είναι στατιστικά σημαντική, δεν είναι

μεγάλη για να μπορέσει να χρησιμοποιηθεί είτε το βάρος, είτε το BMI ώς δείκτες πρόγνωσης

του πολυμορφισμού rs895819 (mir-27a A>G).

Ευρήματα ερευνών αναφέρουν πως υψηλή συγκέντρωση της ορμόνης PRL

(υπερπρολακτιναιμία), που ορίζεται ως βασικό επίπεδο PRL ορού ≥15 ng/mL, παρατηρείται

σε υπογόνιμες γυναίκες (Sharma et al., 2012; Triggianese et al., 2014). Στην παρούσα, μελέτη

η διαφορές που παρατηρήθηκαν στις τιμές τις PRL μεταξύ των γυναικών που παρουσίαζαν

είτε ομοζυγωτία ως προς τον πολυμορφισμό rs895819 (mir-27a A>G), είτε ομοζυγωτία ως

προς τις φυσιολογικές πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες του γονιδίου mir-27a, είτε ετεροζυγωτία,

ήταν στατιστικά σημαντικές. Συγκεκριμένα, οι τιμές της ορμόνης PRL στις γυναίκες που



φέραν ετεροζυγωτία ως προς τον πολυμορφισμό, με γονότυπο TC (AG) είχαν μέση τιμή

PRL 28,465ng/ml, ομόζυγες ως προς τις φυσιολογικές πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες, με

γονότυπο TT (AA) είχαν μέση τιμή PRL 11,978ng/ml και γυναίκες που είναι ομόζυγες ως

προς τον πολυμορφισμό, με γονότυπο CC (GG) είχαν μέση τιμή PRL 8,016ng/ml. Απο τις

γυναίκες την Ομάδας IVF με PRL>15ng/ml, δηλαδή αυτών που παρουσίαζαν ετεροζυγωτία,

ποσοστό 83,3% αυτών δεν επίτευξε εγκυμοσύνη. Σε πρώτη ανάγνωση επιβεβαιώνει τις

προηγούμενες μελέτες που θέλουν τις γυναίκες με υπερπρολακτιναιμία να είναι υπογόνιμες,

όμως στην προκειμένη περίπτωση υψηλά ποσοστά υπογονιμότητας εμφάνισαν και οι

γυναίκες με χαμηλότερες τιμές PRL, αλλά διαφορετικούς γονοτύπους. Επομένως, η τιμή της

ορμόνης PRL, εφόσον παρουσιάζει μεγάλες και στατιστικά σημαντικές διαφορές ανάλογα με

τους γονότυπους που μελετώνται, μπορεί δυνητικά να χρησιμοποιηθεί ως δείκτης πρόβλεψης

της ομοζυγωτίας ως προς τον πολυμορφισμό, της ομοζυγωτίας ως προς τις φυσιολογικές

πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες ή την ετεροζυγωτία.



5.  Συμπεράσματα

Τα αποτελέσματα της παρούσας ερευνητικής μελέτης φαίνεται πως επιβεβαιώνουν

την εμπλοκή του πολυμορφισμού rs895819 (mir-27a A>G) στη γυναικεία υπογονιμότητα και

έρχονται να ενισχύσουν τη λιγοστή βιβλιογραφία που αφορά τη συσχέτιση του

συγκεκριμένου πολυμορφισμού με ζητήματα υπογονιμότητας. Η παρούσα μελέτη του

πολυμορφισμού rs895819 (mir-27a A>G) είναι η πρώτη που γίνεται στον ελληνικό πληθυσμό

και δεδομένου του μικρού σχετικά δείγματος γυναικών (n=180), των οποίων ο γονότυπος

μελετήθηκε ως προς τον πολυμορφισμό, κρίνεται σημαντικό να εμπλουτιστούν οι ήδη

υπάρχουσες καταγραφές γονοτύπων με νέες, περισσοτέρων δειγμάτων, για να επιτευχθεί η

περαιτέρω συσχέτιση του πολυμορφισμού, τόσο με την έκβαση της εγκυμοσύνης, όσο και

άλλους παράγοντες που την επηρεάζουν. Επιπλέον, η συσχέτιση του πολυμορφισμού με τη

συγκέντρωση της ορμόνης PRL φαίνεται στατιστικά σημαντική, οπότε μπορεί να είναι πεδίο

περαιτέρω μελέτης, καθώς πρώτη φορά φαίνεται να γίνεται η συσχέτισή της με τον

πολυμορφισμό rs895819 (mir-27a A>G) και να παρουσιάζεται η δυνητική χρήση της ως

δείκτη πρόβλεψης ύπαρξης ή μη του πολυμορφισμού.

Η πραγματοποίηση γενετικής μελέτης πριν και μετά από την αποτυχία επίτευξης

εγκυμοσύνης σε γυναίκες που ακολουθούν προγράμματα εξωσωματικής γονιμοποίησης, τόσο

για τον παρόν πολυμορφισμό, όσο και για άλλους που αφορούν microRNAs, μπορούν να

βελτιώσουν τη γνώση σχετικά με τη συσχέτισή τους με τη γυναικεία υπογονιμότητα, τη

μεταξύ τους αλληλεπίδραση και την ικανότητά τους να χρησιμοποιηθούν μεμονωμένα ή

συνδυαστικά ως προγνωστικοί δείκτες.
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Παράρτημα 1

Καταγραφή δεδομένων ιστορικού γυναικών που αποτέλεσαν την ομάδα IVF.

Δείγμα Ηλικία

Διάρκεια

Υπογονιμότητας

(χρόνια)

Βάρος

(kg)

Ύψος

(m)

ΒΜΙ

(Kg/m2)

FSH

(mIU/mL)

LH

(mIU/mL)

PRL

(ng/ml)

ΑΜΗ

(ng/ml) COC

Ποιοτικά

COC

Γονιμοποιημένα

ωάρια Εγκυμοσύνη

Π1 28 1 51 1,6 20 6,6 7,2 3,9 8,6 4 3 3 0

Π4 33 2 70 1,72 24 84,6 42,4 8,4 4,2 - - - -

Π5 42 3 45 1,48 21 8,8 5,1 - 43,5 - - - -

Π6 42 6 72 1,65 26 6,25 4,94 9,4 21,41 5 3 5 0

Π7 31 10 50 1,55 21 5,9 5,7 5,68 2,7 3 2 2 0

Π8 43 2 68 1,6 27 12 5,4 17,8 2,7 1 1 1 0

Π9 25 5 65 1,65 24 9,2 4 - 6,6 3 2 2 0

Π10 42 1 75 1,65 28 8,02 3,83 13,4 5,1 2 1 1 0

Π11 33 1 49 1,53 21 8,5 8,8 7 22,6 5 4 4 1

Π12 39 5 54 1,58 22 8,62 6,26 - 1,4 4 2 3 1

Π13 30 9 57 1,55 24 6,81 4,71 8,9 4 3 2 2 0

Π14 37 4 59 1,68 21 5,8 3,6 - 3,4 4 2 3 0

Π15 45 0 49 1,53 21 24,1 9,1 20,2 20 2 1 1 0

Π22 35 5 53 1,65 19 11,42 6,8 11,7 4,4 4 2 3 1

Π24 38 11 80 1,68 28 5,28 3,98 16,7 1,8 5 3 3 0

Π25 39 2 63 1,73 21 12,3 7,4 11,01 6,9 3 2 2 0

Π26 39 8 85 1,6 33 13,3 1,71 8,73 1,3 2 0 2 0

Π27 40 3 54 1,62 21 11,4 11 17,17 6,3 5 3 4 0

Π29 36 3 75 1,62 29 3,3 2,7 15,58 20,7 9 6 8 0

Π30 37 3 55 1,51 24 8,4 1,6 - 9,7 7 5 4 0

Π31 35 2 60 1,72 20 7,1 5,1 11,7 8,23 12 8 8 1

Π32 40 2 71 1,63 27 3,6 5,2 23,1 19,6 9 7 5 0

Π33 31 2 61 1,65 22 4,8 3,2 12,3 13 6 3 4 0

Π34 35 5 76 1,68 27 7,3 4,2 12,3 16,7 7 4 6 0

Π35 45 3 73 1,6 29 14,8 11,2 7,1 3,1 7 4 6 0



Π36 38 7 78 1,67 28 5,4 4,6 - 20,8 4 2 3 0

Π37 31 3 60 1,76 19 13,7 7,7 6,91 8,9 6 5 5 1

Π38 47 7 60 1,6 23 19,4 9,4 10,5 11,2 4 3 3 0

Π39 39 - 58 1,6 23 7,1 5,7 15,5 18 7 5 4 1

Π40 33 1 60 1,75 20 6,1 6,4 26 7,12 12 8 10 1

Π41 43 3 52 1,6 20 - - - 1,2 3 2 2 0

Π42 29 4 75 1,71 26 7,3 3,2 7,5 21,2 13 11 10 1

Π43 33 4 70 1,57 28 6,2 9 13,7 17,8 9 6 5 0

Π44 36 3 60 1,55 25 8,6 8 17 8,4 5 3 2 0

Π45 32 6 60 1,6 23 4,11 5,57 15,68 22,2 9 6 5 0

Π47 29 1 45 1,62 17 8,4 5,8 10,2 37,3 9 6 5 0

Π49 35 4 58 1,75 19 5,1 2,8 12,2 17,6 10 8 10 0

Π50 33 4 55 1,72 19 6,1 2,1 16,1 6,5 8 6 5 0

Π54 44 1 74 1,6 29 4,1 2,8 11,1 4 6 5 4 1

Π55 36 7 55 1,6 21 6,02 3,37 8,84 4 5 3 4 0

Π56 37 10 53 1,6 21 11,9 14,8 - 3,1 5 5 5 0

Π57 27 7 56 1,8 17 6,35 3,13 4,94 4,9 4 2 3 0

Π58 30 7 53 1,69 19 10 4,5 - 3 9 8 6 1

Π60 45 4 61 1,7 21 9,4 3,2 22,6 3,9 4 4 3 0

Π61 38 4 63 1,6 25 13 - - 7,2 5 4 4 0

Π62 30 5 54 1,63 20 5,46 4,65 5,96 25,8 11 7 6 0

Π63 35 3 72 1,65 26 4,3 5,5 28,3 19 9 6 7 1

Π64 37 8 55 1,56 23 4,8 4,1 9 24,7 9 6 8 0

Π65 27 5 50 1,61 19 3,6 8,4 29 21 6 4 4 0

Π66 42 10 63 1,65 23 6 4,1 30 3 4 2 3 0

Π67 37 10 53 1,7 18 7,89 9,38 10,32 10,5 10 7 9 0

Π68 46 0 50 1,56 21 3,9 3,5 0,16 15 6 4 4 0

Π69 32 2 50 1,61 19 6,3 6,6 17 6,63 8 6 6 0

Π71 33 3 50 1,69 18 8,18 3,99 14,7 2,75 8 5 7 0

Π72 30 3 65 1,65 24 6,7 6,3 18,7 20,1 17 15 14 0



Π73 37 4 55 1,63 21 6,8 4,4 3,1 6,1 8 5 6 0

Π74 45 1 65 1,65 24 14,6 5,4 8,2 20 3 3 3 0

Π76 35 5 52 1,65 19 7,32 4,99 78,99 16,7 6 5 4 0

Π78 35 11 119 1,6 46 7,1 2,3 5,4 4,6 1 1 1 0

Π79 44 2 55 1,65 20 7,4 2,2 - 1,2 1 1 0 0

Π81 33 2 85 1,7 29 9,05 6,39 3,65 18,5 4 3 3 0

Π84 44 1 65 1,7 22 6,22 6,5 16,9 13,7 4 3 3 0

Π89 40 8 60 1,7 21 13,58 4,73 10,06 24 2 2 2 0

Π99 43 3 80 1,8 25 9,3 2,8 5,5 2,7 6 5 4 0

Π100 39 1 78 1,78 25 5,1 2,7 21 6 5 3 3 0

Π102 30 9 70 1,62 27 6,2 3,9 7,7 1 5 4 4 0

Π103 41 7 64 1,67 23 4,89 5,17 6,7 1,7 5 3 2 0

Π104 36 4 84 1,74 28 10,8 3,5 15,9 2,1 8 4 6 0

Π105 41 7 77 1,6 30 5,2 4,2 13,5 18,6 8 6 6 0

Π106 28 4 66 1,53 28 6,1 3,7 12,6 28 7 5 4 0

Π107 37 3 70 1,63 26 6,8 4,2 9,6 4 2 2 1 0

Π108 40 7 97 1,67 35 4,08 1,91 26,27 18,6 8 6 6 0

Π109 41 3 80 1,64 30 10,3 3,3 8,1 5,1 3 2 2 0

● - → ελλιπή δεδομένα,

● 0 (εγκυμοσύνη) → αποτυχία επίτευξης εγκυμοσύνης

● 1 (εγκυμοσύνη) → επίτευξη εγκυμοσύνης



Παράρτημα 2

Δεδομένα για για το γονότυπο κάθε δείγματος ύστερα από την ανίχνευση του

πολυμορφισμού rs895819 (mir-27a A>G).

Δείγμα

(Ομάδα IVF) Πολυμορφισμός

Δείγμα

(Ομάδα Ελέγχου) Πολυμορφισμός

Π1 2 1 3

Π4 1 2 3

Π5 1 3 3

Π6 1 4 2

Π7 2 5 2

Π8 2 6 3

Π9 2 7 3

Π10 2 8 3

Π11 2 9 2

Π12 2 10 3

Π13 1 11 2

Π14 1 12 3

Π15 1 13 3

Π22 2 14 3

Π24 1 15 3

Π25 2 16 3

Π26 2 17 2

Π27 3 18 2

Π29 1 19 2

Π30 1 192 3

Π31 1 193 3



Π32 2 194 3

Π33 2 195 3

Π34 3 196 3

Π35 2 197 2

Π36 1 198 2

Π37 2 199 3

Π38 1 201 3

Π39 1 202 3

Π40 2 203 3

Π41 1 204 2

Π42 2 205 1

Π43 2 206 2

Π44 2 207 2

Π45 2 208 2

Π47 2 209 2

Π49 2 211 2

Π50 2 215 2

Π54 2 216 3

Π55 2 217 2

Π56 2 218 3

Π57 2 219 3

Π58 1 220 2

Π60 2 221 2

Π61 2 222 2

Π62 2 224 2

Π63 2 225 2

Π64 1 226 3



Π65 2 228 2

Π66 2 229 2

Π67 2 230 2

Π68 1 231 2

Π69 2 232 3

Π71 2 233 1

Π72 2 234 1

Π73 2 235 3

Π74 2 236 2

Π76 3 237 2

Π78 3 238 2

Π79 2 239 2

Π81 2 240 2

Π84 1 241 2

Π89 2 242 2

Π99 2 243 1

Π100 2 244 2

Π102 1 245 2

Π103 2 246 1

Π104 2 247 2

Π105 2 258 2

Π106 2 259 2

Π107 1 260 3

Π108 2 273 3

Π109 1 278 2

279 2

283 3



287 3

292 2

293 2

294 2

297 2

299 3

300 3

317 3

318 3

319 3

320 3

321 2

322 3

323 2

324 3

325 3

326 3

327 3

328 2

329 2

330 3

331 2

332 3

333 3

334 3

Κ57 2

Κ58 3



Κ60 3

Ν3 2

Ν4 2

Ν5 2

Ν7 2

● 1→ CC (GG)

● 2 → TT (AA)

● 3 → TC (AG)


