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Οξειδωτικό stress
Τεχνικές μελέτης και επίδραση  
στη γοναδική λειτουργία

Το άρθρο αυτό αφορά σε ανασκόπηση των μηχανισμών δημιουργίας του 

οξειδωτικού stress και των τρόπων επίδρασής του στον ανθρώπινο οργα-

νισμό. Αναφέρονται οι ουσίες που συνιστούν το οξειδωτικό stress, το πώς 

επιδρούν στα κυριότερα βιομόρια και ποιοι είναι οι τρόποι με τους οποίους 

προκαλείται και συντηρείται το οξειδωτικό stress. Περιγράφεται διεξοδικά 

πώς επιτυγχάνεται η οξειδωτική καταστροφή στους ιστούς και πώς διορ-

θώνεται ή περιορίζεται. Αξιολογούνται οι αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί και τα 

πλεονεκτήματα αυτών. Επίσης, παρατίθενται οι διάφοροι τρόποι ανίχνευσης 

και μέτρησης του οξειδωτικού stress, καθώς και οι περιορισμοί των εν λόγω 

μεθόδων. Αναφέρονται ειδικότερα οι βλαπτικές επιδράσεις του οξειδωτικού 

stress στη γοναδική λειτουργία ανδρών και γυναικών. Επίσης, το άρθρο 

καταγράφει τους τρόπους της μέτρησης του οξειδωτικού stress ταυτόχρονα 

με την αξιολόγηση των κυριοτέρων μοριακών δεικτών, ιδίως στην ανδρική 

γοναδική λειτουργία. Τέλος, αναφέρονται οι κυριότεροι τρόποι μελέτης των 

ανδρικών γοναδικών μοριακών δεικτών και οι μεταβολές που υφίστανται 

από το οξειδωτικό stress. 
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1. ΓΕΝΙΚΗ ΑΝΤΙΛΗΨΗ ΠΕΡΙ ΤΗΣ ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑΣ  

ΤΟΥ ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΟΥ STRESS

Η έννοια των ανταλλαγών είναι κεντρικής σημασίας 

στην κατανόηση της εξέλιξης της ζωής. Οι μηχανισμοί 

όμως που τις χαρακτηρίζουν δεν έχουν μελετηθεί αρκετά.

Όλοι οι οργανισμοί χρειάζεται να κάψουν τις βιολο-

γικές διαδικασίες, απ’ όπου εξαρτώνται. Τα αερόβια είδη 

ανέπτυξαν την ικανότητα της χρήσης οξυγόνου για την 

αποτελεσματική έκλυση ενέργειας. Ωστόσο, χρειάζεται να 

παρεμποδίσουν την οξείδωση των συστημάτων του σώμα-

τός τους με αντιδραστικές ουσίες οι οποίες παράγονται σε 

αυτή τη διαδικασία, γεγονός που συμβαίνει στη διάρκεια 

του οξειδωτικού stress.

Η ανάγκη για αποτελεσματικότητα ενέργειας πρέπει 

να εξισορροπηθεί ενάντια στη δυνατότητα τοξικότητας 

από τα προϊόντα καύσης. Οι οργανισμοί εξελίχθηκαν, 

αναπτύσσοντας μηχανισμούς που παρεμποδίζουν την 

τοξικότητα χρησιμοποιώντας αντιοξειδωτικούς αμυντικούς 

μηχανισμούς. Παρ’ όλα αυτά, οξειδωτική καταστροφή 

επισυμβαίνει και συσσωρεύεται με την ηλικία. Αυτή η συσ-

σώρευση αποτελεί τη βάση της υπόθεσης των ελευθέρων 

ριζών της γήρανσης.1−4

2. ΤΙ ΟΡΙΖΕΤΑΙ ΩΣ ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΟ STRESS

Η απειλή της μη ελεγχόμενης οξείδωσης των βιομορί-

ων προέρχεται κατά μεγάλο μέρος από αυτό που διεθνώς 

καλείται reactive oxygen species (ROS). Παρ’ ότι τα ROS 

από εξωγενείς πηγές, όπως υπεριώδη ακτινοβολία, όζον ή 

περιβαλλοντική μόλυνση, μπορεί να επιτεθούν σε βιομό-

ρια, στις περισσότερες περιπτώσεις η μεγαλύτερη απειλή 

φαίνεται να προέρχεται από ενδογενή παραγωγή ROS.5

Ο όρος ROS χρησιμοποιείται για να καλύψει τα οξει-

δωτικά συμβάντα τόσο από ελεύθερες, όσο και από μη 

ελεύθερες ρίζες. Τα ROS των ελευθέρων ριζών είναι άτομα 

ή στοιχεία που περιέχουν ένα ή περισσότερα μη συζευγμέ-

να ηλεκτρόνια στις εξωτερικές τους τροχιές. Ανάμεσα στα 

πλέον ισχυρά και σημαντικά περιλαμβάνεται το υπεροξείδιο 

και το οξείδιο του υδροξυλίου και του νιτρικού.4 Αυτά τα 

ελεύθερα οξειδωτικά προϊόντα, όντας αντιδραστικά και 

ασταθή, επικρατούν μόνο για μικρο- ή νανο-δευτερόλεπτα 

πριν από την πρόκληση αλυσιδωτών αντιδράσεων, στις 

οποίες η αντιδραστικότητα περνά σε περισσότερο κατα-

στρεπτικά στοιχεία. Οι κύριες, μη ελεύθερες οξειδωτικές 

ουσίες είναι το υπεροξείδιο του υδρογόνου, το υποχλωρικό 

οξύ και το ελεύθερο οξυγόνο. Οι ουσίες αυτές μπορούν να 
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διατηρηθούν περισσότερο, όπως λεπτά στην περίπτωση 

του υπεροξειδίου του υδρογόνου, προκαλώντας οξειδωτική 

καταστροφή σε βιομόρια.6

Υπάρχουν επίσης τα reactive nitrogen species (RNS), 

που προκαλούν ανάλογες νιτρικές επιδράσεις.6 Παρ’ ότι 

δεν έχουν μελετηθεί πολύ, τα RNS δεν φαίνεται ότι είναι 

τόσο σημαντικά όσο τα ROS σε σχέση με την πρόκληση 

καταστροφής. Είναι σημαντικό να αντιληφθεί κάποιος ότι 

δεν έχει όλη η παραγωγή ROS αρνητικές συνέπειες.

Περίπου το 10% των ROS που παράγεται στα ζωικά 

κύτταρα ευρίσκεται σε περιορισμένο περιβάλλον συνήθως 

από ειδικά ένζυμα, όπως οξειδάσες του NADPH και συνθε-

τάσες του ΝΟ, και διοχετεύεται έτσι ώστε να χρησιμεύσει 

σε σημαντικές λειτουργίες, όπως κυτταρικές σημάνσεις 

και κυτταρικές μετατροπές, ρύθμιση της χαλάρωσης των 

λείων μυϊκών ινών, ρύθμιση της αιματικής ροής και των 

ανοσολογικών αμυντικών μηχανισμών.7 Στην περίπτωση 

των αμυντικών ανοσολογικών μηχανισμών, η εγκύστωση 

των παθογόνων από μακροφάγα ακολουθείται από έντο-

νη παραγωγή ROS στη μεμβράνη η οποία περιβάλλει το 

κυστίδιο, γεγονός που οδηγεί σε διέγερση παραγωγής 

πρωτεασών και με αυτόν τον τρόπο σε καταστροφή του 

εισβολέα.7,8 Το υπόλοιπο 90% των ROS προέρχεται ως εν-

διάμεσο προϊόν φυσιολογικών μεταβολικών διαδικασιών.5

Στα κύτταρα των μεγαλύτερων οργανισμών η ενέργεια 

παράγεται υπό τη μορφή ATP, το οποίο προέρχεται από τα 

μιτοχόνδρια μέσω της αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων 

(electron transport chain, ETC). Ποσοστό >80% του συ-

νολικού οξυγόνου που χρησιμοποιείται από τα κύτταρα 

καταναλώνεται από το ETC.

Μελέτες in vitro δείχνουν ότι 1−2% των μορίων του 

οξυγόνου που χρησιμοποιείται μετατρέπονται σε ανιόντα 

υπεροξειδίου. Και παρ’ ότι in vivo φαίνεται ότι το ποσοστό 

πρέπει να είναι μικρότερο, περίπου 0,2%,5 εν τούτοις τα 

ανιόντα αυτά συνιστούν ένα πολύ σημαντικό ποσοστό.

Το οξειδωτικό stress προκύπτει όταν τόσο τα ενζυμικά 

όσο και τα μη ενζυμικά αντιοξειδωτικά δεν μπορούν να 

ουδετεροποιήσουν τελείως τα παραγόμενα ROS, με αποτέ-

λεσμα τα ROS να παραμένουν για αρκετό χρονικό διάστημα 

και να προκαλούν περαιτέρω αντιδράσεις. Έτσι, όταν ένα 

οξειδωτικό γεγονός επισυμβαίνει, βιομόρια οξειδώνονται 

από ROS, ενώ η έκταση της καταστροφής εξαρτάται από 

την επιρρέπεια αυτών των βιομορίων να ενωθούν με ROS. 

Υψηλά επίπεδα ROS δεν καταλήγουν απαραίτητα σε οξει-

δωτικό stress όταν αυτό μπορεί να εξισορροπηθεί μέσω 

αύξησης των αμυντικών μηχανισμών. Ούτε και προκύπτει 

ότι άτομα που βρίσκονται σε κάλυψη με αντιοξειδωτικά 

είναι αναγκαστικά σε καλύτερη κατάσταση από εκείνα 

με χαμηλότερα επίπεδα αντιοξειδωτικών, καθώς αυτό θα 

εξαρτηθεί από τα επίπεδα των ROS και την κατάσταση 

της ανοσολογικής άμυνας. Στην πράξη, το οξειδωτικό 

stress εκτιμάται, μετρώντας είτε την καταστροφή είτε την 

παρουσία αυξημένων επιπέδων ROS.

3. ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗ ΚΑΤΑΣΤΡΟΦΗ

Μόρια-κλειδιά στη Βιολογία, όπως το DNA, οι πρω-

τεΐνες, τα λιπίδια, επηρεάζονται αρνητικά από ROS. Επί 

πλέον, η αντίδραση των ROS με αυτά τα μόρια δημιουργεί 

περαιτέρω παραγωγή ROS, η οποία οδηγεί σε καταιγισμό 

καταστροφής, αν αφεθεί χωρίς έλεγχο.

Εκτιμάται ότι τα ROS είναι υπεύθυνα για περίπου 10.000 

μετατροπές βάσεων DNA ανά κύτταρο ανά ημέρα.9 Η δε 

οξείδωση ή η μεθυλίωση των βάσεων θεωρείται ότι έχει 

τις σημαντικότερες φαινοτυπικές επιπτώσεις.10 Το μιτο-

χονδριακό DNA φαίνεται ότι είναι ιδιαίτερα επιρρεπές, αφ’ 

ενός λόγω της εγγύτητάς του στην παραγωγή ROS και αφ’ 

ετέρου επειδή η επισκευή του είναι περιορισμένη.4,5,10 Τα 

τελομερή, δηλαδή οι κεφαλές (άκρα) των χρωματοσωμάτων, 

που άλλωστε είναι και τα πλέον σημαντικά για τη σταθε-

ρότητα του γονιδιακού υλικού, είναι ιδιαίτερα επιρρεπή 

στην επίθεση των ROS, ενώ η επιταχυνόμενη σμίκρυνση 

των τελομερών που προέρχεται από το οξειδωτικό stress 

μπορεί να επισπεύσει τη γήρανση.11

Η οξείδωση των πρωτεϊνών προκαλεί αντιστρεπτές 

δισουλφιδικές γέφυρες, αλλάζει τη στροφή τους στο χώρο 

και, τελικά, επηρεάζει τη λειτουργία τους. Το μέγεθος της 

καταστροφής των πρωτεϊνών θα εξαρτηθεί από τη θέση 

της πρωτεΐνης σε σχέση με τον τόπο παραγωγής ROS, 

αλλά και από τη σύστασή τους και τη δομή τους.7 Μερικά 

αμινοξέα, όπως η τρυπτοφάνη, η τυροσίνη, η ιστιδίνη και η 

κυστεΐνη, είναι πολύ πιο επιρρεπή από άλλα. Γενικά, όμως, 

τα ROS μπορεί να αλλάξουν τόσο τη δευτεροταγή όσο και 

την τριτοταγή δομή των πρωτεϊνών.6,7

Η καταστροφή των λιπιδίων είναι επίσης σημαντική, 

επειδή μπορεί να έχει συνέπειες στη λειτουργία και στη 

δομή της κυτταρικής μεμβράνης. Τα πολυακόρεστα λιπαρά 

οξέα (PUFA) είναι πολύ λιγότερο ανθεκτικά στην οξείδωση 

σε σχέση με τα μονοακόρεστα ή τα κεκορεσμένα λιπαρά 

οξέα, ώστε η ποικιλία σε PUFA στις μεμβράνες δυνατόν να 

επηρεάσει και την αναλογία της οξειδωτικής καταστροφής.12 

Παράλληλα, η οξείδωση των λιπών μπορεί να έχει και άλλες 

συνέπειες, καθώς η υπεροξειδάση των λιπών εμπλέκεται 

σε πολλές ενδιάμεσες μεταβολικές αντιδράσεις και αυτό 

έμμεσα ενδεχομένως να βλάψει τόσο το DNA όσο και τις 

πρωτεΐνες.13
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4. ΤΟ ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ

Οι αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί μπορούν να κατηγορι-

οποιηθούν ως εξής:

Η πρώτη γραμμή άμυνας είναι η ελάττωση της ανεξέ-

λεγκτης παραγωγής ROS από το κύτταρο. Η σύσταση 

των μιτοχονδριακών μεμβρανών και η κατάστασή τους, 

που ποικίλλει από είδος σε είδος και από ιστό σε ιστό, 

ανάλογα με την ηλικία, μπορούν να επιδράσουν στην 

παραγωγή ROS.12 Η αυξημένη αποσύζευξη της κατα-

νάλωσης οξυγόνου και της παραγωγής ATP, που έχει 

ως αποτέλεσμα την παραγωγή θερμότητας, ελαττώνει 

τη μιτοχονδριακή παραγωγή ROS.

Τρεις κύριες ομάδες αντιοξειδωτικών ενζύμων βρίσκο-

νται στο κύτταρο και αντιστρατεύονται τις δράσεις του 

ανιόντος του υπεροξειδίου και τα καταστρεπτικά του 

αποτελέσματα. Η δεσμουτάση του υπεροξειδίου δρα 

στο ανιόν του υπεροξειδίου για να παράγει υπεροξεί-

διο του υδρογόνου και μονοοξυγόνο. Και τα δύο αυτά 

προϊόντα είναι από μόνα τους δυνητικά καταστροφικά 

ROS. Εν τούτοις, πρωτεΐνες δεσμευτικές των μετάλλων 

παρεμποδίζουν τη μεταφορά μετάλλου, κυρίως σιδή-

ρου και χαλκού, με το να διευκολύνουν την παραγωγή 

αντιδραστικής ρίζας υδροξυλίου από το υπεροξείδιο 

του υδρογόνου, ενώ δύο ακόμη ένζυμα, η καταλάση 

και η οξειδάση της γλουταθειόνης, μετατρέπουν το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου σε ύδωρ. Το μονοοξυγόνο 

αντιμετωπίζεται επίσης από τη βιταμίνη Ε. Πρόσφατα, 

ανακαλύφθηκαν τα ένζυμα της υπεροξυρεδοξίνης, που 

διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην αντιμετώπιση 

των ROS.5

Το επόμενο επίπεδο άμυνας περιλαμβάνει τις αντιο-

ξειδωτικές ουσίες, οι οποίες, διασπώντας αλυσίδες, 

ουδετεροποιούν τα ROS. Αυτές είναι ένα μείγμα από 

ενδογενώς παραγόμενες αντιοξειδωτικές ουσίες και 

ουσίες που προσλαμβάνονται από τη δίαιτα. Οι ενδο-

γενείς ουσίες περιλαμβάνουν τα εντός του κυττάρου 

συστήματα της θειορεδοξίνης, τις ουμπικινόνες και τη 

γλουταθειόνη. Η γλουταθειόνη είναι πιθανόν το πλέον 

δραστικό αντιοξειδωτικό στα βιολογικά συστήματα6 και 

ιδιαίτερα ικανό να ουδετεροποιεί τις καταστρεπτικές 

ελεύθερες ρίζες υδροξυλίων, όπου δεν υπάρχει ενζυμική 

ουδετεροποίηση. Άλλες ενδογενώς παραγόμενες αντι-

οξειδωτικές ουσίες περιλαμβάνουν την υδατοδιαλυτή 

βιταμίνη C και το ουρικό οξύ (παρ’ ότι η παραγωγή του 

ουρικού μπορεί να προκαλέσει περαιτέρω ελεύθερες 

ρίζες).7 Πολλά άλλα αντιοξειδωτικά προσλαμβάνονται 

από τη δίαιτα, όπως η βιταμίνη Ε και τα καροτενοειδή. 

Ειδικά η βιταμίνη Ε αποτελεί το κύριο αντιοξειδωτικό 

στις μεμβράνες, απομακρύνει το ελεύθερο οξυγόνο και 

διασπά την αλυσιδωτή αντίδραση της υπεροξειδάσης 

των λιπών.

Άλλη γραμμή άμυνας ενάντια στην καταστροφή από 

ROS είναι η δομική, επειδή οι πιο σημαντικές δομές 

του οργανισμού είναι και οι πλέον ανθεκτικές στην 

επίθεση των ROS.12

Παρά τις αντιοξειδωτικές άμυνες του οργανισμού, εν 

τούτοις επισυμβαίνει κάποια οξειδωτική καταστροφή. Η 

τελική γραμμή άμυνας ενάντια στα καταστροφικά απο-

τελέσματα των οξειδωτικών είναι η απομάκρυνση ή η 

επιδιόρθωση των κατεστραμμένων μορίων. Η επιδιόρθωση 

του DNA είναι πολύ σημαντική στην κυτταρική λειτουργία 

και υπάρχουν διάφορα περίπλοκα μονοπάτια αναγνώρισης 

και επιδιόρθωσης της οξειδωτικής καταστροφής του.13

5. ΜΕΤΡΗΣΗ ΤΟΥ ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΟΥ STRESS

Τα τέσσερα στοιχεία του οξειδωτικού stress (παραγω-

γή ελευθέρων ριζών, αντιοξειδωτικές άμυνες, οξειδωτική 

καταστροφή και μηχανισμοί επιδιόρθωσης) είναι δυνατόν 

να καταμετρηθούν, αλλά όχι με την ίδια ευκολία. Η ποικιλία 

μεθόδων που υφίσταται για τη μέτρηση κάθε στοιχείου 

του οξειδωτικού stress είναι μεγάλη και υπάρχουν πολλές 

πηγές στη βιβλιογραφία που τις αναφέρουν.14−17

Καλύτερες είναι οι μέθοδοι που χρησιμοποιούν πλάσμα 

ή βιολογικά υγρά.

Ελεύθερες ρίζες: Η μόνη τεχνική που επιτρέπει απ’ ευθείας 

παρατήρηση των ελευθέρων ριζών είναι η electron spin 

resonance (ESR).18 Η ESR χρησιμοποιείται σε συνδυασμό 

με τεχνική του spin trapping, όπου ένα μόριο-παγίδα 

αφήνεται να αντιδράσει με μια ρίζα ώστε να παραχθεί 

ένα σταθερότερο και μετρήσιμο προϊόν. Οι μέθοδοι 

αυτές μπορεί να επηρεαστούν από “artifacts”, αν και η 

χρήση τους έχει περιοριστεί στην οικολογία.

Αντιοξειδωτικές άμυνες: Η μέτρηση ενζυμικών και μη 

ενζυμικών ουσιών μπορεί να γίνει σε ιστούς και υγρά.19 

Υπάρχει μεγάλο εύρος μεθόδων για την εκτίμηση της 

ολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας (total antioxidant 

capacity, TAC) στο πλάσμα και στα βιολογικά υγρά.17,20 

Οι συσχετίσεις όμως μεταξύ των in vivo και των in vitro 

αποτελεσμάτων δεν είναι γνωστές.17

Οξειδωτική καταστροφή: Τα λιπίδια αποτελούν μείζονα 

στόχο του οξειδωτικού stress και η υπεροξειδάση των 

λιπών προσδίδει γένεση σε καταστροφικά προϊόντα, από 

τα οποία οι σημαντικότεροι δείκτες είναι η F2-isoprostanes 

και η malondialdehyde (MDA), που και τα δύο είναι 
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προϊόντα αποσύνθεσης των PUFA.18 Έχουν αναπτυχθεί 

πολλές φασματομετρικές και χρωματογραφικές μέθοδοι 

για τη μέτρηση των MDA και isoprostanes.15

Οι πρωτεΐνες οξειδώνονται είτε με απ’ ευθείας επίθεση 

ROS είτε με έμμεση δράση από την υπεροξειδάση των 

λιπών.18 Ως αποτέλεσμα, ρίζες καρβονυλίου εισέρχονται 

στις πρωτεΐνες με άμεση οξείδωση των αμινοξέων ή με 

έμμεση προσκόλληση μέρους καρβονυλίου. Με αυτόν 

τον τρόπο μεταβάλλεται η δομή στο χώρο των πρωτε-

ϊνών και η λειτουργικότητά τους. Μερικές μέθοδοι που 

χρησιμοποιούνται για ανίχνευση καρβονυλομάδων στις 

πρωτεΐνες είναι η φασματοφωτομετρία, η ELISA και η 

ηλεκτροφόρηση με Western blot.18

Η οξειδωτική καταστροφή στο DNA προέρχεται από 

τροποποιήσεις σακχάρων και βάσεων, καταστροφή 

δεοξυριβόζης, ρωγμές και διασυνδέσεις πρωτεϊνών.18 Οι 

συχνότεροι δείκτες για την καταστροφή του DNA που 

υφίστανται μέσω τροποποιήσεων των βάσεων είναι οι 

συγκεντρώσεις των νουκλεοτιδίων (8-hydroxy-2-deox-

yguanosine, 8-OhdG) και 8-hydroxyguanine (8-OH-G). 

Τα προϊόντα αυτά είναι τα οξειδωμένα παράγωγα της 

γουανίνης, του νουκλεοτιδίου που είναι και το πλέον 

επιρρεπές στην οξείδωση. Και οι δύο δείκτες έχουν 

σημαντική εξειδίκευση.18 Η high performance liquid 

chromatography (HPLC) με ηλεκτροχημική ανίχνευση 

(electrochemical detection, ECD) (HPLC-ECD) είναι η 

κυριότερη μέθοδος ανίχνευσης επιπέδων 8-OhdG και 

8-OH-G.

Μέτρηση ενός μόνο προϊόντος οξείδωσης στο DNA 

δεν είναι παραδεκτά αντικειμενική στην εκτίμηση 

οξείδωσης του DNA, ενώ μια καλύτερη προσέγγι-

ση συνιστά η μέτρηση πολλαπλών τροποποιημένων 

βάσεων κατά την ίδια χρονική στιγμή με τη μέθοδο 

της αέριας χρωματογραφίας-φασματομετρίας (gas 

chromatography-mass spectrometry). Άλλες μέθοδοι 

για την εκτίμηση της οξείδωσης του DNA αποτελούν 

η HPLC με mass spectrometry, η antibody-based im-

munoassays, η ARP assay σε συνδυασμό με ELISA-like 

assay και η Comet assay (single gel electrophoresis).14,16 

Οι συγκεκριμένες μετρήσεις δεν διευκρινίζουν πού 

γίνεται η βλάβη· δηλαδή, αν η οξείδωση επισυμβαίνει 

σε ενεργά γονίδια, σε τελομερή ή σε “junk” DNA. Για να 

το γνωρίζουμε αυτό θα πρέπει να είναι γνωστός και ο 

τόπος οξείδωσης του DNA.18

Μηχανισμοί επανόρθωσης: Αρκετές μέθοδοι υπάρχουν 

για την εκτίμηση της επανορθωτικής ικανότητας ή της 

επανορθωτικής δραστηριότητας των ενζύμων (φασμα-

τοφωτομετρία, Comet assay).

6. ΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗ ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΣΤΗ ΓΟΝΑΔΙΚΗ 

ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ

Οι πρόσφατες μελέτες έχουν να επιδείξουν σημαντική 

συμμετοχή των οξειδωτικών παραγόντων τόσο στη γυναι-

κεία όσο και στην ανδρική αναπαραγωγική λειτουργία, 

σε συνδυασμό ή μη με περιβαλλοντικούς βλαπτικούς 

παράγοντες. Το οξειδωτικό stress μπορεί να οδηγήσει σε 

καταστροφή του DNA και να πυροδοτήσει απόπτωση. 

Πράγματι, πολλά υποξικά θυλάκια δείχνουν στη συνέχεια 

αύξηση της ανευπλοϊδίας στα έμβρυα.21

Επομένως, το οξειδωτικό stress στην ωρίμανση των 

ωοθυλακίων φαίνεται ότι είναι επικίνδυνα αρνητικό, παρ’ 

ότι μερικές μελέτες βρήκαν θετική συσχέτιση μεταξύ των 

επιπέδων ROS του ωοθυλακικού υγρού και των παραμέτρων 

ωρίμανσης in vitro.22

Είναι πιθανό ότι απαιτείται μια ιδανική ισορροπία μεταξύ 

του οξυγόνου στο ωοκύτταρο και των αντιοξειδωτικών 

για την καλύτερη τοποθέτηση των χρωματοσωμάτων. 

Επίσης, τα κοκκιώδη κύτταρα περιέχουν eNo συνθετάση 

και συνθέτουν ΝΟ.23 Έτσι, υψηλά επίπεδα ΝΟ φαίνεται ότι 

σχετίζονται με ωοθυλάκια χαμηλού δυναμικού γονιμο-

ποίησης.24 Αλλά και στο ανδρικό σπέρμα, πολλές μελέτες 

συνδέουν ενδογενείς και περιβαλλοντικούς παράγοντες 

οξείδωσης με παθολογικές μεταβολές ποικίλων τύπων.

Η καταστροφή του DNA του σπέρματος μπορεί να 

έχει αρνητικές επιδράσεις στο αναπαραγωγικό αποτέλε-

σμα. Οι υπογόνιμοι άνδρες έχουν σημαντικά περισσότερα 

σπερματοζωάρια με κατεστραμμένο DNA σε σύγκριση 

με τους γόνιμους δότες. Τόσο ενδο-ορχικά όσο και μετα-

ορχικά γεγονότα έχουν ενοχοποιηθεί, ενώ έχουν προταθεί 

διάφοροι μηχανισμοί για την εξήγηση της παρουσίας 

κατεστραμμένου DNA στα ανθρώπινα σπερματοζωάρια. 

Από αυτούς, τρεις τουλάχιστον έχουν μελετηθεί αρκετά, 

το ανώμαλο “packaging” της χρωματίνης, το οξειδωτικό 

stress και η απόπτωση.

Είναι γνωστό ότι η ωριμότητα της χρωματίνης και η 

ακεραιότητα του DNA είναι απαραίτητα για την τελείωση της 

γονιμοποίησης και τη μετέπειτα ανάπτυξη του εμβρύου.25 

Παρ’ ότι σημαντικό επίπεδο καταστροφής σπερματικού 

πυρηνικού DNA ανιχνεύεται σε άνδρες με φυσιολογικές 

σπερματικές παραμέτρους, αυτή είναι πολύ μεγαλύτερη σε 

νέους υπογόνιμους άνδρες και αρκετά εμφανής σε ηλικι-

ωμένους άνδρες που είναι μόλις γόνιμοι.26 Η καταστροφή 

του DNA μπορεί να οφείλεται σε ανώμαλο packing του 

DNA, οξειδωτικό stress ή μικρή ακεραιότητα του DNA.27

Ο δείκτης τμηματοποίησης (fragmentation index) (DFI) 

του σπέρματος, που χρησιμοποιείται στην υποβοηθού-
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μενη αναπαραγωγή (assisted reproductive technologies, 

ART), έδειξε ότι υπάρχουν οριακές τιμές καταστροφής του 

DNA, πέραν των οποίων τόσο η ανάπτυξη του εμβρύου 

όσο και η εγκυμοσύνη επηρεάζονται αρνητικά σε μεγάλο 

βαθμό.28−35 Στη θεραπεία της ανδρικής υπογονιμότητας 

καθοδηγούμαστε ανάλογα με το επίπεδο ωρίμανσης της 

σπερματικής χρωματίνης και της σταθερότητας του DNA 

που παρατηρείται στην εκσπερμάτωση.36

Καθώς η γονιμότητα δεν βασίζεται στον απόλυτο 

αριθμό των σπερματοζωαρίων, αλλά και στη λειτουργική 

τους ικανότητα, τα τελευταία 10 έτη έχουν εφαρμοστεί 

επιπρόσθετες μέθοδοι που ελέγχουν τη σταθερότητα και 

την ακεραιότητα του σπερματικού DNA προκειμένου να 

διερευνήσουν τη γονιμότητα και να αυξήσουν την αξία 

της ανάλυσης του σπέρματος, για τη γονιμοποίηση τόσο 

in vivo όσο και in vitro. Η κατάτμηση του DNA μπορεί να 

προέρχεται από υπερβολικό “packaging” στη διάρκεια της 

σπερματογένεσης,39,40 ελαττωματική απόπτωση πριν από 

την εκσπερμάτωση37,38 ή ελαττωματική παραγωγή ROS 

στην εκσπερμάτωση.41−43 Στην πραγματικότητα, υπάρχει 

ένας σημαντικός αριθμός ανδρών (5−15%) με πλήρη 

έλλειψη πρωταμίνης.44 Αυξημένα επίπεδα της 8-υδροξυ-2 

δεοξυγουανοσίνης, ενός σημαντή της καταστροφής του 

DNA, έχουν επίσης ανιχνευτεί στο σπέρμα των υπογόνιμων 

ανδρών.45 Ακόμα, έχει αναφερθεί θετική συσχέτιση μεταξύ 

κατακερματισμού του DNA και ύπαρξης ROS46 και οι συγ-

γραφείς συνδύασαν υψηλά επίπεδα ROS και καταστροφής 

του DNA.46 Σε πρόσφατη ανακοίνωση, οι συγγραφείς 

ανέφεραν υψηλά επίπεδα ROS και καταστροφή του DNA 

των ανθρώπινων σπερματοζωαρίων, κυρίως ως συνέπεια 

των κατακρατούμενων σταγονιδίων του ενδοπλασματικού 

δικτύου του μέσου τμήματος των σπερματοζωαρίων. 

Επιπρόσθετα, η κατακερματoποίηση του DNA των σπερ-

ματοζωαρίων μπορεί να ακολουθήσει το “cleavage” των 

σπερματοζωαρίων, μια δραστηριότητα που επηρεάζεται 

από το οξειδωτικό stress.27

Πριν από 35 έτη, οι Kerr et al47 ανέφεραν ότι η από-

πτωση είναι ένας φυσιολογικός μηχανισμός ελεγχόμενης 

κυτταρικής καταστροφής, αντίθετη ακριβώς από τη μίτωση, 

αλλά αναγκαία για τη διατήρηση της ομοιοσυστασίας του 

οργανισμού στην ενηλικίωση. Φαίνεται ότι στην απόπτωση 

οφείλεται η απώλεια τουλάχιστον του 75% του δυνητικού 

αριθμού των σπερματοζωαρίων.48−50

Έτσι, ο επιλεκτικός θάνατος πρέπει να διαδραματίζει 

ένα σημαντικό ρόλο στη σπερματογένεση. Τόσο η χρώση 

του DNA (Hoechst) όσο και η μέτρηση TUNEL ή η κυτταρο-

μετρική V-δέσμευση αννεξίνης έχουν χρησιμοποιηθεί για 

την ανίχνευση της απόπτωσης στα σπερματογόνια, στα 

σπερματοκύτταρα και στις σπερματίδες των όρχεων, τόσο 

στους άνδρες με φυσιολογική σπερματογένεση όσο και σε 

εκείνους με μη αποφρακτική αζωοσπερμία.51−53

Η πρωτογενής πηγή ROS στο σπερματικό υγρό είναι αυτά 

καθ’ αυτά τα σπερματοζωάρια, καθώς και τα πολυμορφο-

πύρηνα λευκοκύτταρα. Χαμηλά επίπεδα ROS χρειάζονται 

τόσο για την ενεργοποίηση όσο και για την ακροσωμιακή 

αντίδραση. Σε αντίθεση, ελλειμματικά σπερματοζωάρια 

και αυξημένος αριθμός από διηθούμενα λευκοκύτταρα, 

κυρίως από φλεγμονή στους όρχεις, στην επιδιδυμίδα 

και στον προστάτη, οδηγούν σε υψηλά επίπεδα ROS που 

υπερβαίνουν την προστατευτική ικανότητα του σπερματικού 

υγρού. Έτσι, το οξειδωτικό stress αυξάνει την πιθανότητα 

της καταστροφής του DNA, που οδηγεί σε πτωχή ποιότη-

τα σπέρματος, απώλεια της ικανότητας για ακροσωμιακή 

αντίδραση, δυσκολία στην ένωση σπερματοζωαρίου και 

ωαρίου, καθώς και σε ελαττωμένη γονιμότητα τόσο in vitro 

όσο και in vivo.27,54−56

Η οξείδωση των ακόρεστων λιπαρών οξέων στις μεμ-

βράνες των σπερματοζωαρίων και η κατάτμηση του DNA 

ενοχοποιούνται για το μηχανισμό με τον οποίο τα ROS 

προκαλούν καταστροφή του DNA και διαταράσσουν τη 

σπερματική λειτουργία.56,57 Τα δε μιτοχόνδρια, καθώς είναι 

η βασική πηγή παραγωγής ROS και οξειδωτικού stress, 

εμπλέκονται στην ενεργοποίηση των προαποπτωτικών 

μορίων, της κατάτμησης του DNA και της απόπτωσης. Μο-

λονότι η οξειδωτική καταστροφή του μιτοχονδριακού DNA 

ελαττώνει την παραγωγή του ATP και κατά συνέπεια την 

αναπαραγωγική ικανότητα, η καταστροφή του πυρηνικού 

DNA είναι επιβλαβής στη μορφολογία και στη λειτουργία 

των σπερματοζωαρίων.58 Προθεραπεία με αντιοξειδωτικούς 

παράγοντες μπορεί να μειώσει την καταστροφή του DNA 

του σπέρματος.

Οι λοιμώξεις του γεννητικού συστήματος μπορεί να 

προκαλέσουν και καταστροφή του DNA, ενώ έχουν συ-

σχετιστεί με υψηλά επίπεδα ROS.59 Επίσης, η προχωρημένη 

πατρική ηλικία έχει συσχετιστεί με ποικιλία ανωμαλιών, 

όπως ελάττωση της ποιότητας του σπέρματος και δομι-

κές χρωμοσωμικές ανωμαλίες, οι οποίες μειώνουν την 

αναπαραγωγική ικανότητα και αυξάνουν τη συχνότητα 

των αυτόματων αποβολών.56 Παράλληλα με την ηλικία 

φαίνεται ότι αυξάνει το ποσοστό καταστροφής του DNA 

των σπερματοζωαρίων,60−62 που προέρχεται από τις τρεις 

δυνητικές πηγές βλάβης (οξειδωτικό stress, Fas απόπτωση 

και ανώμαλο packaging χρωματίνης).63

Καθίσταται εμφανές ότι ο κατακερματισμός του DNA είναι 

συχνότερος σε ζευγάρια με ιστορικό συνεχών αποβολών και 

ότι ο συνδυασμός ανωμαλιών των διαφόρων σπερματικών 

παραμέτρων, αλλά και της αυξημένης καταστροφής του 

DNA, οδηγεί σε αρνητικό αποτέλεσμα της αναπαραγωγικής 

ικανότητας.64−67 Ένας ουδός >10% στην καταστροφή του 

DNA έχει σημαντική αρνητική επίπτωση στην αναλογία 
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γονιμοποίησης.68 Γενικά δε, DNA fragmentation index (DFI) 

>15% μπορεί να πολλαπλασιάσει τον κίνδυνο αποβολής 

κατά 4 φορές (37,5% έναντι 8,8%).69

Πολλές μετρήσεις, τόσο άμεσες όσο και έμμεσες, χρη-

σιμοποιούνται για να ανιχνεύσουν τις ρωγμές του DNA. Οι 

άμεσες περιλαμβάνουν τη μέτρηση TUNEL,39,70,71 τη μέτρηση 

με μονοκυτταρική ηλεκτροφόρηση (μέτρηση Comet)72−74 

και τη μέτρηση με την τεχνική ISNT (in situ nick translation) 

με ή χωρίς αποσυμπύκνωση του σπέρματος.75 Οι έμμεσες 

μέθοδοι περιλαμβάνουν την τεχνική του πορτοκαλί της 

ακριδίνης (the acridine orange technique, AOT), που 

χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά από τον Teyada,76 και 

τη μέτρηση της δομής της χρωματίνης του σπέρματος 

(sperm chromatin structure assay, SCSA).77

Οι εξετάσεις πυρηνικής ωρίμανσης του σπέρματος με-

τρούν την ποιότητα packaging της χρωματίνης και το ποσό 

της πρωταμίνης απ’ ευθείας μέσω εξαγωγής πρωταμίνης 

και ηλεκτροφόρησης (polyacrylamide gel electrophoresis, 

PAGE) ή και έμμεσα. Έχει χρησιμοποιηθεί το κυανό της 

τολουϊδίνης (165), καθώς και μετρήσεις που χρησιμοποι-

ούν κυανό ανιλίνης.78 Επίσης, έχει χρησιμοποιηθεί ένας 

αναστολέας της πολυμεράσης (CMA3) ως έμμεση μέθοδος 

για την αξιολόγηση της φυσιολογικής πρωταμίνωσης.79

Οι μελέτες της καταστροφής του DNA θα πρέπει να 

συνδυάζονται με μελέτες του σπερμοδιαγράμματος. Με 

αυτόν τον τρόπο συνδυάζεται η εργαστηριακή εικόνα με 

τα κλινικά ευρήματα, έτσι ώστε η ανδρολογική παθολογία 

διαφαίνεται σφαιρικότερα.

Παρά τα σαφή προοδευτικά βήματα στη μοριακή κα-

τεύθυνση με την καλύτερη αντίληψη της συμμετοχής του 

πυρήνα, πολλές παράμετροι παραμένουν αδιευκρίνιστες 

και σίγουρα θα βοηθηθούν στο μέλλον με την καλύτερη 

γνώση των γονιδίων του σπερματικού DNA.

Η καλύτερη γνώση θα οδηγήσει αφ’ ενός στη βέλτιστη 

αντίληψη των φαινομένων που λαμβάνουν χώρα στην 

ακροσωμιακή αντίδραση και αφ’ ετέρου στην παραγωγή 

παραγόντων και τεχνικών βελτίωσης του σπέρματος. 

Τέλος, η δύσκολη περιοχή έρευνας και υπολογισμού του 

οξειδωτικού stress, ενώ έχει δώσει ήδη πολλές απαντήσεις, 

διατηρεί ακόμα πολλές πτυχές αδιευκρίνιστες και χρήζουσες 

περαιτέρω μελέτης.
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