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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Στθν εξωςωματικι γονιμοποίθςθ θ επιλογι των καταλλθλότερων εμβρφων είναι 

απαραίτθτθ για τθν επιτυχι εμφφτευςθ και τθν επικείμενθ εγκυμοςφνθ. Πολλά ηευγάρια 

αναγκάηονται ςε πολλαπλζσ δοκιμζσ λόγω τθσ υποκειμενικισ μικροςκοπικισ επιλογισ των 

εμβρφων αφοφ ζνα γενετικά υγειζσ ζμβρυο δεν είναι αναγκαία  ικανό για εμφφτευςθ. Ωσ εκ 

τοφτου, θ ανάπτυξθ μιασ τεχνικισ απεικόνιςθσ που κα εξετάηει τθν λειτουργικότθτα και κα 

αξιολογεί τθν υγεία των εμβρφων απαιτείται  προκειμζνου να βελτιωκεί θ επιλογι 

εμβρφων πριν από τθν εμφφτευςθ. 

Θ μικροςκοπία γζνεςθσ τρίτθσ αρμονικισ (THG) είναι μια νζα μθ επεμβατικι τεχνικι 

απεικόνιςθσ θ οποία απαιτεί ελάχιςτθ προετοιμαςία των δειγμάτων και καμία χρϊςθ και 

κα μποροφςε να χρθςιμοποιθκεί επιτυχϊσ για τθν επιλογι εμβρφων και τθν 

παρακολοφκθςθ τουσ κατά τθ διάρκεια τθσ διαδικαςίασ γονιμοποίθςθσ in vitro. Θ χριςθ 

τθσ μικροςκοπίασ THG ζχει προςφζρει πολφτιμεσ και ςυμπλθρωματικζσ πλθροφορίεσ ωσ 

προσ τθν ενεργειακι κατάςταςθ των ωαρίων και των εμβρφων πριν από τθν εμφφτευςθ, 

τθν χρονικι εξζλιξθ των διαφόρων ςταδίων ανάπτυξθσ κακϊσ και τθν εν δυνάμει 

ιςοδυναμία των βλαςτομεριδίων του εμβρφου. Επιπλζον, θ ποςοτικοποίθςθ του ςιματοσ 

THG κα μποροφςε να επιτρζψει τθν παράδοςθ μιασ αντικειμενικισ αρικμθτικισ τιμισ ςε 

κάκε ωοκφτταρο ι  ζμβρυο θ οποία να αντικατοπτρίηει τθν περιεκτικότθτα του ςε λιπιδικά 

κυςτίδια  και, κατά ςυνζπεια κα ςυςχετίηεται με τθν ενεργειακι τουσ κατάςταςθ 

Θ εν λόγω μεκοδολογία κα μποροφςε να προςφζρει ςτα κζντρα εξωςωματικισ 

γονιμοποίθςθσ ζνα νζο διαγνωςτικό εργαλείο  με ςκοπό τθν αφξθςθ των ποςοςτϊν 

επιτυχϊν κυιςεων. 

Στθν παροφςα μελζτθ ςυνεχίςαμε τθν διερεφνθςθ του ρόλου του ενεργειακοφ προφίλ 

των προεμφυτευτικϊν εμβρφων,  με τθν μελζτθ  τθσ επίδραςθσ τθσ L-καρνιτίνθσ ςτα 

ζμβρυα ποντικϊν.  Θ L-καρνιτίνθ είναι ζνα μικρό μόριο απαραίτθτο για τθ μεταφορά 

λιπαρϊν οξζων από το κυτταρόπλαςμα ςτα μιτοχόνδρια με ςκοπό τον καταβολιςμό τουσ 

και τθν παραγωγι ενζργειασ για το κφτταρο 

Θ L-καρνιτινθ χορθγικθκε ενζςιμα ςε BALB/c  κυλθκα ποντίκια 4ων εωσ 12 εβδομάδων. 

Θεραπεία με L-καρνιτίνθ για 4 και 5 μζρεσ φαινεται να μθν ζχει κάποια ςθμαντικι 

επίδραςθ όμωσ  ςτισ 7 μζρεσ παρατθροφμε, μεταξφ άλλων, αλλαγζσ ςτο ςιμα τθσ τρίτθσ 

αρμονικισ. Ενϊ δεν υπάρχει διαφορά ςτον όγκο των λιπιδικϊν κυςτιδίων , εμφανίηονται 

ςυςςωματωματα των δομϊν αυτϊν  ενϊ παράλλθλα παρά τθν φπαρξθ γονιμοποιθμζνων 
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εμβρφων μζχρι και το ςτάδιο τθσ βλαςτοκφςτθσ ςτθν 3θ μζρα, οι εγκυμοςφνεσ δεν 

ολοκλθρϊκθκαν. 

Αυτά τα ευριματα υποδεικνφουν τθ ςθμαςία των λιπιδικϊν κυςτιδίων  ςτο 

αναπτυςςόμενο προεμφυτευτικό ζμβρυο  και αναδεικνφουν τθν χρθςιμότθτα τθσ THG 

μικροςκοπίασ  ωσ ζνα νζο, χριςιμο διαγνωςτικό εργαλείο για τθν αξιολόγθςθ τθσ ποιότθτασ 

των προεμφυτευτικϊν εμβρφων και τθν βελτίωςθ των αποτελεςμάτων τθσ 

υποβοθκοφμενθσ αναπαραγωγισ 
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Κεφάλαιο 1: Μη γραμμική οπτική 
Μθ γραμμικι οπτικι είναι θ μελζτθ φαινομζνων που ςυμβαίνουν  λόγω τθσ 

τροποποίθςθσ  των οπτικϊν ιδιοτιτων ενόσ υλικοφ ςυςτιματοσ από τθν παρουςία του 

φωτόσ. Συνικωσ, μόνο εκπεμπόμενο φωσ από λζιηερ είναι αρκετά ζντονο ϊςτε να 

τροποποιιςει τισ οπτικζσ ιδιότθτεσ του υλικοφ ςυςτιματοσ. Τα φαινόμενα αυτά 

ονομάηονται μθ γραμμικά διότι θ απόκριςθ του υλικοφ εξαρτάται μθ γραμμικά από το 

εφαρμοηόμενο Θ/Μ πεδίο. 

Τα μθ γραμμικά φαινόμενα που κα εξετάςουμε ςτθ ςυνζχεια είναι ο πολυφωτονικά 

διεγειρόμενοσ φκοριςμόσ , θ γζνεςθ δεφτερθσ αρμονικισ και κυρίωσ θ γζνεςθ τρίτθσ 

αρμονικισ που αφορά και τθν  πειραματικι διαδικαςία τθσ παροφςασ εργαςίασ. 

 

 
 
 

1.1  Πολυφωτονικά διεγειρόμενοσ φθοριςμόσ 
 

Κατά τον πολυφωτονικά διεγειρόμενο φκοριςμό ζχουμε ταυτόχρονθ απορρόφθςθ Ν 

φωτονίων για τθ διζγερςθ ενόσ μορίου του υλικοφ από μια χαμθλι ενεργειακι ςτάκμθ ςε 

μία υψθλότερθ και ςτθ ςυνζχεια αποδιζγερςι του με ταυτόχρονθ εκπομπι ακτινοβολίασ . 

Είναι ζνα μθ ςφμφωνο φαινόμενο και εξαρτάται από τθν Ν-οςτι δφναμθ τθσ ζνταςθσ τθσ 

προςπίπτουςασ ακτινοβολίασ. 

Θ πιο απλι περίπτωςθ του φαινομζνου είναι ο 

διφωτονικά διεγειρόμενοσ φκοριςμόσ. Όπωσ βλζπουμε και 

ςτο διπλανό ςχιμα κατά το φαινόμενο αυτό ζνα φωτόνιο με 

ενζργεια περίπου ίςθ με τθ μιςι ενεργειακι διαφορά μεταξφ 

κεμελιϊδουσ και διεγειρόμενθσ ςτάκμθσ αλλθλεπιδρά με  το 

θλεκτρόνιο με αποτζλεςμα αυτό να μεταβεί ςε μια εικονικι 

ενεργειακι ςτάκμθ (virtual state) για ζνα πολφ μικρό χρονικό 

διάςτθμα. Αν μζςα ςε αυτό το διάςτθμα απορροφθκεί κι ζνα 

δεφτερο φωτόνιο ίδιασ ενζργειασ τότε κα επιτευχκεί θ 

μετάβαςθ του θλεκτρονίου ςτθ  διεγερμζνθ  ενεργειακι 

κατάςταςθ. 

Θ μθ γραμμικότθτα του φαινομζνου ζγκειται ςτο ότι θ ζνταςθ του διφωτονικοφ 

φκοριςμοφ  εξαρτάται μθ γραμμικά από το τετράγωνο τθσ ζνταςθσ τθσ διεγείρουςασ 

ακτινοβολίασ. 

χήμα 1: Διφωτονικά 
διεγειρόμενοσ 
φθοριςμόσ 
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Ο χρόνοσ που παραμζνει το θλεκτρόνιο ςτθν εικονικι ενεργειακι ςτάκμθ μπορεί να 

προςδιοριςτεί από τθν αρχι απροςδιοριςτίασ ενζργειασ χρόνου  tE . Θζτουμε το 

ΔΕ ίςο με 1eV, που είναι θ τυπικι τιμι τθσ διαφοράσ μεταξφ ενζργειασ ςυντονιςμοφ τθσ 

ενεργειακισ ςτάκμθσ μετάβαςθσ και τθσ ενζργειασ του απορροφοφμενου φωτονίου. Μετά 

τθν αντικατάςταςθ προκφπτει ότι ο χρόνοσ ηωισ μιασ εικονικισ ςτάκμθσ είναι περίπου μιςό 

fs.  

 
(Σχζςθ  1) 

                                                                                                                                               
 
 
 
 

 

1.2  Παραγωγή Αρμονικϊν υχνοτήτων 
 

Το φϊσ είναι Θ/Μ κφμα και όταν διαδίδεται διαμζςου ενόσ υλικοφ το θλεκτρομαγνθτικό 

του πεδίο  αςκεί ςθμαντικζσ δυνάμεισ ςτα θλεκτρόνια των εξωτερικϊν ςτοιβάδων του 

υλικοφ , με αποτζλεςμα τον περιοδικό διαχωριςμό των φορτίων  κατά μία πεπεραςμζνθ 

μζςθ απόςταςθ. Με αυτόν τον τρόπο  επάγεται διπολικι ροπι. Θ  ςυνολικι διπολικι ροπι 

ανά μονάδα όγκου ονομάηεται θλεκτρικι πόλωςθ.  

Για ΘΜ πεδία χαμθλισ ζνταςθσ θ θλεκτρικι πόλωςθ είναι ανάλογθ του πεδίου και τθσ 

θλεκτρικισ επιδεκτικότθτασ 1θσ τάξθσ του μζςου θ οποία μασ δείχνει πόςο εφκολα μπορεί 

να πολωκεί το μζςο και δίνεται από τθν παρακάτω ςχζςθ 

                                                                                 (Σχζςθ  2) 
 

Για μεγάλεσ όμωσ εντάςεισ δεν μπορεί να ςυνεχιςτεί θ γραμμικι απόκριςθ του μζςου 

και εμφανίηονται και μθ γραμμικοί όροι όπωσ βλζπουμε ςτθ ςχζςθ 3 

 

                         (Σχζςθ 3) 
 

Υποκζτουμε πωσ ςτο υλικό προςπίπτει  κφμα τθσ μορφισ E(t)=E0sinωt. Αντικακιςτϊντασ  

ςτθν Σχζςθ 3  και με χριςθ των κατάλλθλων τριγωνομετρικϊν ταυτοτιτων ζχουμε τθν 

Σχζςθ 4 
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(Σχζςθ 4)         
 

)()( )1(

0 tEtP 

...)()()()( 3)3(

0

2)2(

0

)1(

0  tEtEtEtP 



 
8 

Στθν Σχζςθ 4 που προζκυψε, ο πρϊτοσ όροσ όπωσ είδαμε και ςτθ Σχζςθ 2, είναι θ 

φυςικι απόκριςθ του μζςου λόγω του εφαρμοηόμενου πεδίου Ε(t).  Στο δεφτερο κομμάτι 

εμφανίηεται ζνασ όροσ διπλάςιασ τθσ κεμελιϊδουσ ςυχνότθτασ, ο cos2ωt. Θ 

επανεκπεμπόμενθ ακτινοβολία λόγω τθσ μεταβαλλόμενθσ θλεκτρικισ πόλωςθσ του μζςου 

κα ζχει επίςθσ ςυχνότθτα 2ω.Το φαινόμενο αυτό ονομάηεται γζνεςθ δεφτερθσ αρμονικισ. 

Αντίςτοιχα, ςτο τρίτο κομμάτι εμφανίηεται ο όροσ sin3ωt, ο οποίοσ ζχει τριπλάςια 

ςυχνότθτα τθσ κεμελιϊδουσ, ςυνεπϊσ πρόκειται για γζνεςθ τρίτθσ αρμονικισ. 

 

 

 
 
 

1.3  Φωτονική αναπαράςταςη και προχποθζςεισ γζνεςησ δεφτερησ 
αρμονικήσ ςυχνότητασ 

 
 

      Στθν περίπτωςθ τθσ δεφτερθσ αρμονικισ δφο 

πανομοιότυπα φωτόνια ςυχνότθτασ ω ςυνδυάηονται με 

τζτοιο τρόπο εντόσ του μζςου ζτςι ϊςτε να προκφψει 

ζνα φωτόνιο διπλάςιασ ςυχνότθτασ (Σχιμα 2). 

 Επιπροςκζτωσ, θ ζνταςθ τθσ ακτινοβολίασ δεφτερθσ  

αρμονικισ είναι ανάλογθ του τετραγϊνου τθσ ζνταςθσ 

τθσ προςπίπτουςασ ςτο μζςο ακτινοβολίασ.             

Όπωσ είναι φανερό και από το ςχιμα τα νζα 

προκφπτοντα φωτόνια δεν παράγονται μζςω 

διαδικαςιϊν απορρόφθςθσ και ακόλουκθσ εκπομπισ 

φωτονίων, αφοφ οι διακεκομμζνεσ γραμμζσ αναπαριςτοφν εικονικζσ ενεργειακζσ ςτάκμεσ 

το οποίο ςθμαίνει ότι δεν λαμβάνει χϊρα εναπόκεςθ ενζργειασ ςτο μζςο. 

      Οι αρμονικζσ είναι ςφμφωνα φαινόμενα ςκζδαςθσ πράγμα που ςθμαίνει ότι για να 

λάβει χϊρα το φαινόμενο, προχπόκεςθ είναι θ είναι θ ενιςχυτικι άκροιςθ των επιμζρουσ 

ταλαντοφμενων δίπολων. 

Για τθν δεφτερθ αρμονικι οι απαραίτθτεσ ςυνκικεσ είναι τα μόρια του μζςου να είναι 

μθ κεντροςυμμετρικά και θ φπαρξθ κατάλλθλθσ χωρικισ οργάνωςθσ ϊςτε να υπάρχει 

ςφμφωνθ άκροιςθ τθσ ακτινοβολίασ του κακενόσ ξεχωριςτά. 

Ειδικότερα, τα περιςςότερα ιςοτροπικά υλικά είναι κεντροςςυμετρικά , πράγμα που 

ςθμαίνει ότι ζχουν αντίςτροφθ ςυμμετρία και δεν παράγουν ςιμα δεφτερθσ αρμονικισ.  

χήμα 2: Γζνεςη Δεφτερησ 
Αρμονικήσ 
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Ωσ εκ τοφτου, προκειμζνου να δθμιουργθκεί το φαινόμενο, χρειαηόμαςτε ζνα μζςο  μθ 

ιςοτροπικό και τθν φπαρξθ κάποιου «ςπαςίματοσ» ςτθ ςυμμετρία του. Αυτό είναι δυνατό 

ςε πολλά κρυςταλλικά υλικά και ςε οριςμζνεσ βιολογικζσ δομζσ πρωτεΐνθσ, όπωσ 

κολλαγόνο ι των ςκελετικϊν μυϊν. Θ απόδοςθ τθσ μετατροπισ εξαρτάται από το μικοσ 

κφματοσ διζγερςθσ, το είδοσ τθσ δομισ που μελετικθκαν (κολλαγόνο, ςκελετικό μυ, κ.λπ.), 

τθ ςχετικι πόλωςθ του φωτόσ ςε ςχζςθ με το δείγμα. 

 

 

 

 

1.4  Γζνεςη τρίτησ αρμονικήσ 
 

Θ φωτονικι αναπαράςταςθ ςτθν περίπτωςθ τθσ 

τρίτθσ αρμονικισ φαίνεται ςτο ςχιμα (3). Όπωσ 

βλζπουμε τρία πανομοιότυπα φωτόνια ςυχνότθτασ ω 

κα δϊςουν τελικά ζνα φωτόνιο τριπλάςιασ  

ςυχνότθτασ 

Θ ζνταςθ τθσ ακτινοβολίασ τρίτθσ  αρμονικισ είναι 

ανάλογθ του κφβου τθσ ζνταςθσ τθσ προςπίπτουςασ  

ςτο μζςο ακτινοβολίασ. Επίςθσ ιςχφει όπωσ και για                                                        

τθν δεφτερθ αρμονικι ότι τα προκφπτοντα φωτόνια 

δεν παράγονται μζςω διαδικαςιϊν απορρόφθςθσ και ακόλουκθσ εκπομπισ φωτονίων, 

επομζνωσ δεν λαμβάνει χϊρα εναπόκεςθ ενζργειασ ςτο μζςο. Συνεπϊσ, μιλάμε για 

φαινόμενο ςκζδαςθσ. Αυτι θ εικονικι-μετάβαςθ και θ μθ εναπόκεςθ ενζργειασ παρζχει 

μια "μθ επεμβατικι" φφςθ επικυμθτι για εφαρμογζσ μικροςκοπίασ, ειδικά για βιολογικά 

δείγματα. 

Ασ εξετάςουμε αναλυτικότερα όμωσ τθν γζνεςθ τρίτθσ αρμονικισ μια και είναι το 

φαινόμενο με το οποίο αςχολθκικαμε ςτθν πειραματικι διαδικαςία. Γνωρίηουμε ότι θ 

τρίτθ αρμονικι εξαρτάται από το πραγματικό μζροσ τθσ μθ γραμμικισ θλεκτρικισ 

επιδεκτικότθτασ τρίτθσ τάξθσ χ(3) . Σε αντίκεςθ με τθ δεφτερθ αρμονικι Θ παραγωγι τθσ 

επιτρζπεται ςε όλα τα υλικά κεντροςυμμετρικά και μθ. Όταν θ διεγείρουςα ακτινοβολία 

είναι γκαουςιανι δζςμθ, το ςιμα τθσ τρίτθσ αρμονικισ μθδενίηεται εντόσ ομογενϊν υλικϊν 

ενϊ ενιςχφεται δραματικά ςτθν περίπτωςθ ανομοιογενϊν ςτο δείκτθ διάκλαςθσ ι ςτθ μθ 

γραμμικι επιδεκτικότθτα τρίτθσ τάξθσ.   

 χήμα 3: Γζνεςη τρίτησ αρμονικήσ 
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Ζτςι,  θ THG μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθν 3-D απεικόνιςθ διαφόρων οργάνων. Αυτι 

θ μθ επεμβατικι, μθ καταςτρεπτικι μζκοδοσ  μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθν απεικόνιςθ 

υποκυτταρικϊν  μορφολογικϊν χαρακτθριςτικϊν και μοριακϊν διαδικαςιϊν ςτα βιολογικά 

δείγματα. Θ επανεκπεμπόμενθ ακτινοβολία λόγω τθσ μεταβαλλόμενθσ θλεκτρικισ πόλωςθσ 

του μζςου ζχει και αυτι ςυχνότθτα 3ω, γεγονόσ που οδθγεί ςτθ γζνεςθ τρίτθσ αρμονικισ. Θ 

προκφπτουςα θλεκτρικι πόλωςθ ζχει τθν πιο κάτω μορφι 

 

                       (Σχζςθ 6) 

 

όπου χ(3) θ μθ γραμμικι επιδεκτικότθτα τρίτθσ τάξθσ. Διαπιςτϊνουμε τθν παρουςία μιασ 

ςτακερισ ποςότθτασ θ οποία εξαρτάται από τον κφβο του πλάτουσ του θλεκτρικοφ πεδίου 

και άρα τθν ζνταςθ τθσ ακτινοβολίασ. Επίςθσ , παρουςιάηεται ο όροσ sin3ωt που αντιςτοιχεί 

ςε μια μεταβολι τθσ θλεκτρικισ πόλωςθσ ςε ςυχνότθτα τριπλάςια τθσ κεμελιϊδουσ 

ςυχνότθτασ του προςπίπτοντοσ θλεκτρομαγνθτικοφ κφματοσ. 

       Κατά τθ διαδικαςία αυτι, το οπτικό πεδίο ςτο κεμελιϊδεσ μικοσ κφματοσ (Eω) προκαλεί 

μια μακροςκοπικι πόλωςθ (P3ω) του τφπου 

 (Σχζςθ 7) 

θ οποία με τθ ςειρά τθσ δθμιουργεί ζνα πεδίο με ςυχνότθτα ίςθ με αυτι τθσ τρίτθσ 

αρμονικισ ςυχνότθτασ (Ε3ω). Θ πόλωςθ αυτι εξαρτάται από τον κφβο τθσ θλεκτρικισ 

πόλωςθσ ωσ εξισ: 

 

(Σχζςθ 8) 

 

Στθν πράξθ, θ μονοχρωματικι ακτινοβολία που χρθςιμοποιείται για τθν παραγωγι 

αρµονικϊν ςυνικωσ δεν αποτελεί ζνα επίπεδο κφμα αλλά µια γκαουςιανι δζςμθ  θ οποία 

ςτθν περίπτωςθ εφαρμογϊν όπωσ θ µθ γραμμικι μικροςκοπία χρειάηεται να εςτιαςτεί 

ιςχυρά πάνω ςτο µθ γραμμικό µζςο. Θ επίλυςθ τθσ µθ γραμμικισ κυματικισ εξίςωςθσ  για 

το θλεκτρικό πεδίο μιασ τζτοιασ δζςμθσ οδθγεί ςτθν εξίςωςθ 

 

(Σχζςθ 9) 
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για το peak amplitude AN(z), δθλαδι το πλάτοσ του θλεκτρικοφ πεδίου τθσ Ν-οςτισ 

αρµονικισ ςτο κζντρο του beam waist w0. To JN(∆k,z0,z) αναπαριςτά ζνα ολοκλιρωµα του 

οποίου το αποτζλεςµα δίνεται από τθ ςχζςθ 

 

Σχζςθ 10) 

 

 

Θ εμφανιηόμενθ παράμετροσ b αποτελεί το confocal parameter και ιςοφται µε δφο 
φορζσ το μικοσ Rayleigh zR τθσ κεμελιϊδουσ γκαουςιανισ δζςµθσ. Παρακάτω, 
αναπαρίςταται θ εξάρτθςθ τθσ τιμισ του ολοκλθρϊματοσ JN(∆k,z0,z) από το wavevector 
mismatch ∆k, το οποίο ιςοφται με τθ διαφορά του τριπλάςιου κυματανφςματοσ τθσ 
κεμελιϊδουσ ακτινοβολίασ από το κυματάνυςμα τθσ τρίτθσ αρμονικισ (Δκ+3κω-κ3ω) για τθ 
τρίτθ αρμονικι. 
 

 

 

 

 

 

 

 

χήμα 4: Γράφθμα του 𝐽𝑁(ΔΚ, z0, z) με το wavevector mismatch  για THG . 

 

Παρατθροφµε πωσ το ςιµα τρίτθσ αρµονικισ ζχει µζγιςτο για κάποια κετικι τιµι του ∆k, 

ενϊ µθδενίηεται ακριβϊσ όταν πλθρείται θ ςυνκικθ perfect phase matching(Δκ=0). Με 

άλλα λόγια, για να προκφψει τρίτθ αρµονικι µζςω εςτιαςµζνθσ γκαουςιανισ δζςµθσ κα 

πρζπει να υπάρχει κετικό wavevector mismatch, το οποίο µεταφράηεται ςε refractive index 

mismatch τζτοιο ϊςτε n(ω)>n(3ω). Όµωσ αυτό δε ςυμβαίνει ςτθν περίπτωςθ τθσ ςυνικουσ 

κανονικισ διαςποράσ.  

Ποιο είναι το ςυμπζραςμα λοιπόν; Θ τρίτθ αρµονικι για εςτιαςµζνεσ γκαουςιανζσ 

δζςµεσ δεν δφναται να παραχκεί εντόσ οµογενϊν υλικϊν αφοφ θ καταςτρεπτικι ςυµβολι 

µεταξφ των ςυνειςφορϊν από τθν αρχι και το τζλοσ του εςτιακοφ όγκου μθδενίηει το τελικό 
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ςιμα. Ενιςχυτικι ςυμβολι και άρα παραγωγι τρίτθσ αρμονικισ κα ςυμβεί μόνο εφόςον το 

δείγμα παρουςιάηει εντόσ του εςτιακοφ όγκου κάποια ανομοιογζνεια όςον αφορά είτε τουσ 

δείκτεσ διάκλαςθσ είτε τισ μθ γραμμικζσ επιδεκτικότθτεσ τρίτθσ τάξθσ. Θ ιδιότθτα αυτι 

κακιςτά τθν τρίτθ αρμονικι εξαιρετικά χριςιμθ ςε εφαρμογζσ απεικόνιςθσ αφοφ κατά τον 

τρόπο αυτό μποροφν να εξαχκοφν ςθμαντικζσ δομικζσ πλθροφορίεσ για το υπό 

παρατιρθςθ αντικείμενο. 

 

 

 

 

1.5  Πλεονεκτήματα μη γραμμικήσ μικροςκοπίασ 
 

      Τισ τελευταίεσ δεκαετίεσ ζχουν αναπτυχκεί διάφορεσ μζκοδοι οπτικισ απεικόνιςθσ 

για τθ μελζτθ βιολογικϊν δειγμάτων ςε μια ευρεία κλίμακα μεγεκϊν, από ιοφσ και 

βακτιρια ζωσ οργανιςμοφσ μακροςκοπικϊν διαςτάςεων. Όςον αφορά τθν απεικόνιςθ 

μικροςκοπικϊν βιολογικϊν δειγμάτων, υπάρχουν πλζον ποικίλοι τρόποι απόκτθςθσ 

contrast μζςω τθσ εκμετάλλευςθσ φυςικϊν φαινομζνων όπωσ θ ςκζδαςθ, φκοριςμόσ κ.α. 

Μζςα ςε αυτι τθν πλθκϊρα μεκόδων και τεχνικϊν, θ χριςθ μθ γραμμικϊν διαδικαςιϊν 

όπωσ αυτζσ που προαναφζρκθκαν, προςφζρει ζναν ςυνδυαςμό ςθμαντικϊν 

πλεονεκτθμάτων ςε ςφγκριςθ με τα υπόλοιπα είδθ οπτικισ μικροςκοπίασ. 

 Επειδι ςτθ μθ γραμμικι μικροςκοπία χρθςιμοποιείται κατά κανόνα ακτινοβολία 

υπερφκρου μικουσ κφματοσ (~1 μm), είναι δυνατό να επιτευχκεί εισ βάκοσ διείςδυςθ ςτον 

ιςτό που ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ μπορεί να φτάςει ζωσ και τα 500 μm. Τοφτο ςυμβαίνει για 

δφο κυρίωσ λόγουσ: 1) για τζτοια μικθ κφματοσ, τα κφρια ςυςτατικά που αποτελοφν ζναν 

ιςτό όπωσ το νερό, θ μελανίνθ, θ αιμογλοβίνθ κτλ. παρουςιάηουν ταυτόχρονα όπωσ 

φαίνεται και ςτο Σχήμα 5 ζναν αρκετά χαμθλό  ςυντελεςτι απορρόφθςθσ. Με άλλα λόγια ο 

ιςτόσ κακίςταται ςχεδόν διαφανισ για ζνα «οπτικό παράκυρο» μθκϊν κφματοσ από 650 

ζωσ 1200 nm. 2) θ υπζρυκρθ Θ/Μ ακτινοβολία υφίςταται μειωμζνθ ελαςτικι ςκζδαςθ ςε 

ςχζςθ με τισ ορατζσ ςυχνότθτεσ. Για παράδειγμα κατά τθ ςκζδαςθ Rayleigh θ οποία 

εξαρτάται από το αντίςτροφο κλάςμα τθσ τζταρτθσ δφναμθσ του μικουσ κφματοσ τθσ 

ακτινοβολίασ, το υπζρυκρο φωσ ςκεδάηεται ςχεδόν δζκα φορζσ λιγότερο ςε ςφγκριςθ με το 

ορατό φωσ. 
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χήμα 5: Συντελεςτισ απορρόφθςθσ ςυναρτιςει μικουσ κφματοσ για τα κυριότερα 
ςυςτατικά του ιςτοφ 
 

 Θ μθ γραμμικότθτα των φαινομζνων και πιο ςυγκεκριμζνα θ εκκετικι εξάρτθςι τουσ 

από τθν προςπίπτουςα ακτινοβολία ζχει ωσ άμεςθ ςυνζπεια τθν περιοριςμζνθ χωρικι 

ζκταςι τουσ, αφοφ ζνα μθ γραμμικό φαινόμενο κα λάβει χϊρα ςε ςθμαντικό βακμό μόνο 

ςτθν περιοχι όπου θ ζνταςθ τθσ προςπίπτουςασ ακτινοβολίασ είναι αρκετά υψθλι (Σχήμα 

6). Το γεγονόσ αυτό μεταφράηεται ωσ αυξθμζνθ ανάλυςθ τθσ μεκόδου απεικόνιςθσ που 

φτάνει κατά προςζγγιςθ τα 500 nm. Να αναφζρουμε πωσ γενικότερα θ ανάλυςθ 

(resolution) ενόσ diffraction limited οπτικοφ ςυςτιματοσ δίνεται προςεγγιςτικά από το λόγο 

του μικουσ κφματοσ τθσ κεμελιϊδουσ ακτινοβολίασ προσ το διπλάςιο του αρικμθτικοφ 

ανοίγματοσ (Numerical Aperture,NA) του αντικειμενικοφ φακοφ (objective lens). 

 

 
χήμα 6: Σφγκριςθ μονοφωτονικισ (a) και διφωτονικισ (b) διζγερςθσ 
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 Θ δυνατότθτα διείςδυςθσ ςε μεγάλο βάκοσ εντόσ του ιςτοφ που αναφζρκθκε 

προθγουμζνωσ, αλλά και το μικρό μζγεκοσ του εςτιακοφ όγκου παρζχουν εγγενϊσ το 

δυναμικό τθσ λιψθσ τριςδιάςτατων εικόνων. Με τον τρόπο αυτό είμαςτε ςε κζςθ να 

ζχουμε μια πλιρθ και ολοκλθρωμζνθ αίςκθςθ για το πωσ διατάςςονται οι παρατθροφμενεσ 

δομζσ ςτον τριςδιάςτατο χϊρο. 

 Ζνα από τα ςυνικθ προβλιματα που δθμιουργοφνται κατά τθ διάρκεια τθσ οπτικισ 

απεικόνιςθσ μικροςκοπικϊν βιολογικϊν δειγμάτων αποτελεί το φαινόμενο τθσ 

φωτοτοξικότθτασ το οποίο προκαλεί το κάνατο των κυττάρων πολλζσ φορζσ εντόσ μερικϊν 

δευτερολζπτων από τθν ζναρξθ τθσ ακτινοβόλθςθσ. Αυτό που ςυμβαίνει είναι ότι μζροσ τθσ 

ενζργειασ απορροφάται όχι για ακτινοβολθτικζσ διαδικαςίεσ αλλά τα μόρια οξυγόνου με 

αποτζλεςμα το ςχθματιςμό ελεφκερων ριηϊν οξυγόνου (singlet oxygen species) που είναι 

τοξικζσ για τα ηωντανά κφτταρα. Στο μθ γραμμικό μικροςκόπιο το παραπάνω πρόβλθμα 

περιορίηεται δραματικά αφοφ ο εςτιακόσ όγκοσ ζχει πολφ μικρότερεσ διαςτάςεισ ςε ςχζςθ 

για παράδειγμα με ζνα ομοεςτιακό (confocal) μικροςκόπιο. Κατά ςυνζπεια κατά τθ 

διάρκεια τθσ τριςδιάςτατθσ ςάρωςθσ ςθμείου προσ ςθμείο ενόσ μικροςκοπικοφ βιολογικοφ 

δείγματοσ δεν υπάρχει ςχεδόν κακόλου αλλθλοεπικάλυψθ των εςτιακϊν όγκων με 

αποτζλεςμα τθ μικρότερθ δυνατι ζκκεςθ του ςτθν ακτινοβολία και άρα τθν 

ελαχιςτοποίθςθ τθσ πικανότθτασ ςχθματιςμοφ  τοξικϊν ριηϊν για το κφτταρο. 

 Στθν περίπτωςθ που το μικοσ κφματοσ τθσ προςπίπτουςασ ακτινοβολίασ βρίςκεται 

εκτόσ τθσ φαςματικισ ηϊνθσ απορρόφθςθσ του δείγματοσ, το μόνο φαινόμενο που κα 

υπεριςχφςει κατά τθν αλλθλεπίδραςθ τουσ κα είναι θ ςκζδαςθ κατά τθν οποία δεν 

αποκθκεφεται ενζργεια μζςα ςτο δείγμα. Εφόςον θ ςκζδαςθ αυτι  είναι ςφμφωνθ όπωσ 

για παράδειγμα ςτθ δεφτερθ και τρίτθ αρμονικι, είμαςτε ςε κζςθ να αποκτιςουμε contrast 

χωρίσ να προκαλζςουμε ανεπικφμθτα φαινόμενα όπωσ ο πολυφωτονικόσ ιονιςμόσ,  

κερμικι καταςτροφι κ.α. 

 Τζλοσ, μζςω τθσ διαδικαςίασ παραγωγισ αρμονικϊν ςυχνοτιτων είναι εφικτι θ 

απεικόνιςθ ενόσ βιολογικοφ δείγματοσ χωρίσ τθ χριςθ κυτταρικισ ςιμανςθσ (labelling) 

όπωσ για παράδειγμα θ GFP, YFP, DsRED κ.α. Το γεγονόσ αυτό όχι μόνο απλοποιεί 

ςθμαντικά τισ διαδικαςίεσ προετοιμαςίασ του δείγματοσ αλλά αποφεφγονται παράλλθλα 

και προβλιματα όπωσ θ φωτοχθμικι καταςτροφι τθσ φκορίηουςασ ουςίασ 

(photobleaching). 
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1.6 Χρήςεισ τρίτησ αρμονικήσ 
 

Τα παραπάνω πλεονεκτιματα που αναφζρονται δθλαδι θ μθ καταςτρεπτικι φφςθ, θ 

βακειά διείςδυςθ ςτον ιςτό, θ υψθλι ανάλυςθ, θ δυνατότθτα τριςδιάςτατθσ απεικόνιςθσ 

και θ μθ χριςθ ςιμανςθσ κακιςτοφν τθν γζνεςθ τρίτθσ αρμονικισ κατάλλθλθ τεχνικι για 

μελζτθ βιολογικϊν  δειγμάτων . Επίςθσ, θ ενίςχυςθ του ςιματοσ του φαινομζνου λόγω 

φπαρξθσ ανομοιογενειϊν εντόσ του δείγματοσ τθν κάνουν ζνα ιςχυρό , μθ καταςτρεπτικό 

εργαλείο που μπορεί να μασ δϊςει πλθροφορίεσ για τθν δομι, τθν ανατομία τθ 

μορφολογία για ποικίλα βιολογικά δείγματα ςε κυτταρικό και υποκυτταρικό επίπεδο 

εξαςφαλίηοντασ παράλλθλα τθν βιωςιμότθτα του δείγματοσ. 

Θ γζνεςθ τρίτθσ αρμονικισ ζχει χρθςιμοποιθκεί για ςθμαντικζσ μελζτεσ όπωσ 

απεικόνιςθ  μιτοχονδρίων, λιπιδίων, ερυκρϊν αιμοςφαιρίων, νευρϊνων, μυϊκϊν ινϊν , 

ροζσ πλάςματοσ, ζμβρυα, κακϊσ και ςε οργανιςμοφσ όπωσ  Zebrafish (Chen et al., 2006; 

Chu et al., 2003; Sun et al., 2004), Drosophila (Debarre et al., 2006; Supatto et al., 2005), 

Xenopus laevis Oron et al., 2004), C. elegans  (Tserevelakis et al., 2011; Aviles-Espinosa et al., 

2010) και ποντικοφ (Jesacher et al., 2009; Watanabe et al., 2010). 

Στο εργαςτιριο μθ γραμμικισ μικροςκοπίασ του ΙΘΔΛ θ μικροςκοπία τρίτθσ αρμονικισ 

χρθςιμοποιικθκε για τον χαρακτθριςμό των διαφορετικϊν ςταδίων εμβρυογζνεςθσ  κακϊσ 

επίςθσ και για τθν απεικόνιςθ και ποςοτικοποίθςθ των λιπιδικϊν  εναποκζςεων του 

οργανιςμοφ μοντζλου C. Elegans  (Tserevelakis et al., 2011) αλλά και προεμφυτευτικϊν 

εμβρφων ποντικϊν (Kyvelidou et al., 2011)  τα οποία κα αναλυκοφν εκτενϊσ ςτο Κεφάλαιο 

3. 
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Κεφάλαιο 2: Περιγραφή Πειραματικήσ Διάταξη 

 

  

(χήμα 7) : χηματική αναπαράςταςη τησ πειραματικήσ διάταξησ 
 

Σε αυτό το κεφάλαιο κα περιγράψουμε τθν πειραματικι διάταξθ που 

χρθςιμοποιικθκε ςτα πειράματα μασ (Σχιμα 7). Θ πθγι διζγερςθσ είναι ζνα διοδικό 

femtosecond λζιηερ με ενεργό υλικό ζναν ytterbium doped κρφςταλλο. Θ μζςθ ιςχφσ του 

λζιηερ είναι τθσ τάξεωσ του 1 W, ενϊ θ διάρκεια του παλμοφ είναι μικρότερθ των 200 fs με 

ρυκμό επανάλθψθσ τα 50 MHz. Τζλοσ, το μικοσ κφματοσ τθσ εκπεμπόμενθσ ακτινοβολίασ 

είναι ςτα 1028 nm. Θ δζςμθ οδθγείται ςε ζνα τροποποιθμζνο οπτικό μικροςκόπιο (Nikon 

Eclipse ME600D) χρθςιμοποιϊντασ μερικά κάτοπτρα όπου και ςυναντά ζνα ςετ galvo 

mirrors, οι οποίοι ζχουν τθ δυνατότθτα να μετακινοφν τθ δζςμθ ςε δφο διαςτάςεισ 

επιτυγχάνοντασ ζτςι τθ διςδιάςτατθ ςάρωςθ του δείγματοσ. Εν ςυνεχεία θ δζςμθ περνά 

μζςα από ζνα τθλεςκόπιο αποτελοφμενο από δφο ςυγκλίνοντεσ φακοφσ οφτωσ ϊςτε να 

αυξιςουμε κατάλλθλα τθ διάμετρό τθσ και να καλφψουμε πλιρωσ το back aperture του 

αντικειμενικοφ φακοφ (objective) με ςκοπό τθν επίτευξθ τθσ βζλτιςτθσ εςτίαςθσ τθσ 

ακτινοβολίασ πάνω ςτο υπό παρατιρθςθ δείγμα. Από τθ ςτιγμι που το μθ γραμμικό ςιμα 

κα παραχκεί, υπάρχουν δφο κανάλια ανίχνευςθσ του: ζνα κατά τθν διεφκυνςθ τθσ δζςμθσ 

(transmission mode) και ζνα αντίκετα από αυτι (reflection mode). Για τθ ςυλλογι του μθ 
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γραμμικοφ ςιματοσ ςτο transmission mode , το οποίο χρθςιμοποιοφμε για τθν ανίχνευςθ 

του ςιματοσ τθσ γζνεςθσ τρίτθσ αρμονικισ, ζχει τοποκετθκεί ζνασ φακόσ condenser ςε 

κατάλλθλθ απόςταςθ από το δείγμα ο οποίοσ κα οδθγιςει τθν ακτινοβολία ςε ζνα 

φωτοπολλαπλαςιαςτι (PMT) αφοφ πρϊτα περάςει διαμζςου ενόσ κατάλλθλου φίλτρου το 

οποίο κα επιτρζψει αποκλειςτικά και μόνο τθ διζλευςθ του επικυμθτοφ μθ γραμμικοφ 

ςιματοσ. Οι τιμζσ ςιματοσ του PMT καταγράφονται ςε ζνα υπολογιςτι από τον οποίο 

ελζγχονται όλεσ οι διαδικαςίεσ κατά τθ διάρκεια τθσ μζτρθςθσ ςυμπεριλαμβανομζνθσ και 

τθσ κίνθςθσ του δείγματοσ ςτισ τρεισ διαςτάςεισ. Αναφορικά με τθν ανίχνευςθ ςε reflection 

mode, το παραγόμενο μθ γραμμικό ςιμα κα περάςει διαμζςου του αντικειμενικοφ φακοφ, 

κα ανακλαςτεί ςε ζνα διχροϊκό κάτοπτρο και αφοφ περάςει από κατάλλθλο φίλτρο κα 

οδθγθκεί ςε ζνα δεφτερο φωτοπολλαπλαςιαςτι ζτςι ϊςτε να καταγραφτεί με παρόμοιο 

τρόπο ςτον υπολογιςτι. 

Πϊσ ακριβϊσ όμωσ επιτυγχάνεται θ τριςδιάςτατθσ ςάρωςθσ ενόσ αντικειμζνου. Αρχικά 

το δείγμα μετακινείται προσ τα πάνω ζωσ ότου θ πάνω επιφάνειά του να βρίςκεται ακριβϊσ 

ςτο εςτιακό επίπεδο του αντικειμενικοφ φακοφ. Τότε οι galvo mirrors του ςυςτιματοσ 

αρχίηουν να κινοφνται περιοδικά με αποτζλεςμα τθ μετακίνθςθ τθσ δζςμθσ ςτθ διεφκυνςθ 

x και y και τθ ςάρωςθ του ςυγκεκριμζνου επιπζδου. Το μθ γραμμικό ςιμα κατά τθ διάρκεια 

τθσ ςάρωςθσ μεταφράηεται ςε τιμζσ τάςθσ μζςω του φωτοπολλαπλαςιαςτι (PMT) οι 

οποίεσ όπωσ προαναφζρκθκε καταγράφονται ςτον υπολογιςτι. Στθ ςυνζχεια το δείγμα 

μετακινείται προσ τα πάνω κατά μια προεπιλεγμζνθ απόςταςθ, οπότε το εςτιακό επίπεδο 

ςάρωςθσ κα βρίςκεται πλζον εντόσ του δείγματοσ. Θ ςάρωςθ μζςω των galvo mirrors κα 

επαναλθφκεί και το ςιμα κα καταγραφεί και κα αποκθκευκεί ξεχωριςτά. Θ παραπάνω 

διαδικαςία κα ςυνεχιςτεί όςεσ φορζσ χρειαςτεί ζωσ ότου καλυφκεί το ςφνολο του όγκου 

του δείγματοσ. Οι καταγραφόμενεσ τιμζσ τάςθσ που είναι ανάλογεσ τθσ ζνταςθσ του μθ 

γραμμικοφ ςιματοσ αποκθκεφονται ςε μορφι ενόσ διςδιάςτατου πίνακα 300 επί 300 ι και 

παραπάνω, ανάλογα με τθν επικυμθτι ανάλυςθ τθσ εικόνασ .Μζςω ειδικά ςχεδιαςμζνου 

λογιςμικοφ οι τιμζσ αυτζσ μεταφράηονται ςε μία από τισ 256 αποχρϊςεισ του γκρι που 

κυμαίνονται από μαφρο χρϊμα για τισ αςκενζςτερεσ εντάςεισ ςιματοσ ζωσ άςπρο χρϊμα 

για τισ  πιο ιςχυρζσ. Το αποτζλεςμα τθσ μετάφραςθσ αυτισ είναι ζνα ςφνολο διςδιάςτατων 

8bit grayscale εικόνων ςε διάφορα βάκθ εντόσ του δείγματοσ.  

Θ χριςθ του femtosecond (fs) λζιηερ επιτρζπει  υψθλζσ εντάςεισ  για τθν 

αποτελεςματικι μθ-γραμμικι διζγερςθ, αλλά ςε αρκετά χαμθλζσ ενζργειεσ, ζτςι ϊςτε να 

είναι κατάλλθλεσ για βιολογικά δείγματα. Ζχουμε ζνα  femtosecond ςφςτθμα λζιηερ, που 

εκπζμπει  ςτα 1028 nm, ζτςι το παραγόμενο ςιμα τρίτθσ αρμονικισ είναι ςτα 343 nm 
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Επιπλζον, με τθν χρθςιμοποίθςθ αυτισ τθσ διζγερςθσ  μικουσ κφματοσ (1.028 nm), θ 

απορρόφθςθ του νεροφ, θ οποία οδθγεί ςε ανεπικφμθτα κερμικι κζρμανςθ των 

βιολογικϊν δειγμάτων, είναι περιοριςμζνθ. 

Θ μζςθ ιςχφσ λζιηερ ςτο δείγμα ιταν 20mW (0,4 nJ ανά παλμό) . Μία δφο διαςτάςεων 

(2D) εικόνα THG 500 _ 500 pixels καταγράφθκε ςε λιγότερο από ζνα (1) δευτερόλεπτο. 

Προκειμζνου να βελτιωκεί θ ςιματοσ προσ κόρυβο αναλογία μία 2D οπτικι τομι ζγινε από 

είκοςι  (20) κατά μζςο όρο ςαρϊςεισ. Άρα ο  χρόνοσ για τθ λιψθ μιασ εικόνασ, ιταν τριάντα 

(30) δευτερόλεπτα. Για να δθμιουργθκεί μία τριςδιάςτατθ (3D) εικόνα για τθν 

αναςυγκρότθςθ του δείγματοσ μασ, μια ςειρά από οπτικζσ τομζσ 2D που χωρίηονται ανά  2 

μm αποκτικθκαν. Θ όλθ διαδικαςία τθσ ςυλλογισ δεδομζνων που απαιτοφνται για τθν 

ανακαταςκευι του 3D THG εικόνεσ από ζμβρυα ποντικοφ, διιρκεςε 10-15 λεπτά. Το 

πρόγραμμα επεξεργαςίασ εικόνασ  Image J (Java-based πρόγραμμα, NIH)  χρθςιμοποιικθκε, 

για τθν επεξεργαςία των λαμβανόμενων δεδομζνων και για τθ δθμιουργία τθσ 

ανακαταςκευισ 3D εικόνων. Θ ποςοτικοποίθςθ του ςιματοσ THG κα μποροφςε να 

επιτρζψει τθν απόδοςθ μίασ αρικμθτικισ τιμισ ςε κάκε ζμβρυο που να αντικατοπτρίηει το 

λιπιδικό του περιεχόμενο. Οι εικόνεσ που δθμιουργοφνται  είναι 8-bit και είναι γκρι, ενϊ  με  

το πρόγραμμα Image J ζγινε και θ επιλογι τθσ περιοχισ του αντιπροςωπεφει τισ λιπιδικζσ 

εναποκζςεισ του εμβρφου, και ο υπολογιςμόσ τθσ μζςθσ τιμισ των pixel κακϊσ και των 

αποκλίςεων τουσ. Επαναλαμβάνοντασ αυτι τθ διαδικαςία για όλεσ τισ φζτεσ  που 

αποτελοφςαν κάκε ζμβρυο μποροφμε να υπολογίςουμε τον όγκο των λιπιδίων, το ςιμα 

τουσ και τθν διαςπορά τουσ.  
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Κεφάλαιο 3: Πειραματική Διαδικαςία 

 

3.1 Ειςαγωγή 

Ζνα από τα ςθμαντικότερα προβλιματα ςτθν εξωςωματικι γονιμοποίθςθ ( in vitro 

fertilization-IVF) βρίςκεται ςτθν υποκειμενικι μικροςκοπικι επιλογι των υγιϊν εμβρφων 

που κα μεταφερκοφν ςτθ μιτρα. Θ ςθμαντικι όμωσ  ζλλειψθ αντιςτοιχίασ μεταξφ 

μικροςκοπικισ εμφάνιςθσ και τθσ καταλλθλότθτασ του εμβρφου, οδθγεί ςε πολλζσ 

περιπτϊςεισ ςε ανεπιτυχι ζκβαςθ τθσ εξωςωματικισ γονιμοποίθςθσ, αναγκάηοντασ τα 

ηευγάρια ςε πολλαπλζσ δοκιμζσ, κακιςτϊντασ με αυτόν τον τρόπο τθν  εξωςωματικι 

γονιμοποίθςθ μια ψυχολογικά, κοινωνικά αλλά και  οικονομικά επϊδυνθ διαδικαςία.  

Πολλζσ μελζτεσ ζχουν προςπακιςει να ςυςχετίςουν τθν μορφολογία των εμβρφων με 

τθν ποιότθτα τουσ ςυνδυάηοντασ διάφορεσ μορφολογικζσ παραμζτρουσ, ςτατιςτικά 

μοντζλα πρόβλεψθσ  και  αλγορίκμουσ. Θ ζλλειψθ μιασ επιτυχθμζνθσ μεκόδου επιλογισ 

των εμβρφων οδθγεί ςυχνά ςε εμφφτευςθ πολλαπλϊν εμβρφων ςτθ μιτρα τθσ μθτζρασ 

γεγονόσ το οποίο από τθ μία αυξάνει τα ποςοςτά εγκυμοςφνθσ με τθν ενίςχυςθ  τθσ  

πικανότθτασ εμφφτευςθσ τουλάχιςτον ενόσ εκ των  εμβρφων αλλά παράλλθλα, πολφ ςυχνά 

οδθγεί ςε επικίνδυνεσ, για τον οργανιςμό τόςο μθτζρασ όςο και του εμβρφου, πολλαπλζσ 

κυιςεισ. Οι κίνδυνοι μιασ πολλαπλισ κφθςθσ είναι ςθμαντικοί,  πρόωροσ τοκετόσ, χαμθλό 

βάροσ γζννθςθσ, ςυγγενείσ δυςπλαςίεσ, εμβρυικόσ και βρεφικόσ  κάνατοσ, μακροπρόκεςμα 

νοςθματα και αναπθρία μεταξφ των επιηϊντων και ςοβαρά οικονομικά προβλιματα ( 

Hazekamp et al . , 2000 ? Ozturk et αϊ , 2001 ) .  Επιπλζον , οι διαδικαςίεσ που οδθγοφν ςτθν 

ενδομιτρια μείωςθ του αρικμοφ εμβρφων κεωροφνται υψθλοφ κινδφνου επεμβάςεισ , όχι 

μόνο για τθν τελικι ζκβαςθ τθσ εγκυμοςφνθσ , αλλά και τθν ίδια τθ μθτζρα . Ωσ εκ τοφτου , 

ο μόνοσ βζβαιοσ τρόποσ για να επιτευχκεί μονιρθσ κφθςθ είναι θ επιλογι των 

καταλλθλότερων εμβρφων, δθλαδι εκείνων  με το  υψθλότερο δυναμικό εμφφτευςθσ και θ 

εμφφτευςθ ενόσ και μόνο εμβρφου. Χρονικά θ επιλογι των εμβρφων μπορεί να γίνει  από 

το ςτάδιο του ηυγϊτθ ωσ και το ςτάδιο τθσ βλαςτοκφςτθσ . Θ in vitro καλλιζργεια των 

εμβρφων για εκτεταμζνεσ χρονικζσ περιόδουσ κα μποροφςε να επιτρζψει τθν επιλογι 

υγιζςτερων εμβρφων , ωςτόςο, όςο μεγαλφτερθ είναι θ διάρκεια τθσ  καλλιζργειασ , τόςο 

λιγότερα ζμβρυα επιβιϊνουν για τθ μεταφορά . Ωσ εκ τοφτου ,είναι αναγκαία θ ανάπτυξθ 

και θ χριςθ καινοτόμων τεχνικϊν ςτθν βιοτεχνολογία και βιοιατρικι οι οποίεσ μζςω τθσ 

απεικόνιςθσ κα βελτιϊςουν τθν διαδικαςία επιλογισ εμβρφων ςε ζνα προγενζςτερο ςτάδιο 

αυξάνοντασ τα ποςοςτά επιτυχϊν κυιςεων.  
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Θ μθ γραμμικι μικροςκοπία μπορεί να προςφζρει ςθμαντικά ιςτολογικά και 

μορφολογικά ςτοιχεία ςχετικά με τον αρικμό και τθν κατανομι των λιπιδικϊν κυςτιδίων 

(Lipid Bodies,LBs) ςτο ωοκφτταρο, ι το ζμβρυο χωρίσ τθν επεξεργαςία των δειγμάτων ι τθ 

χριςθ φκοριηουςϊν ουςιϊν ι άλλων δεικτϊν. Θ μθ-γραμμικι μορφι απεικόνιςθσ τθσ THG 

παρζχει τθ δυνατότθτα να λθφκοφν τομζσ του ωαρίου ι του εμβρφου και κατά τθν 

αναςυγκρότθςθ των τομϊν αυτϊν να ςχθματιςτεί θ ςυνολικι απεικόνιςθ του κυττάρου 

μζςω τθσ οποίασ μπορεί να γίνει  κακοριςμόσ των πυρινων, κακϊσ και των λιπιδικϊν 

εναποκζςεων. Σε THG εικόνεσ ςε μθ γονιμοποιθμζνα, ϊριμα ωοκφτταρα, βρίςκουμε  το 

κθλυκό προπυρινα ςτο κζντρο του ωοκυττάρου ενϊ το ςιμα THG διαχζεται ςτθν 

κυτταροπλαςματικι περιοχι και εμφανίηεται  πολωμζνο. Θ πολικότθτα αυτι μπορεί να 

ςχετίηεται με το ςθμείο διείςδυςθσ των ςπερματοηωαρίων. 

Τα λιπιδικά κυςτίδια (LBs), επίςθσ γνωςτά ωσ ςταγονίδια λιπιδίων (LDS-Lipid Droplets), 

είναι, μεταξφ άλλων, τα οργανίδια αποκικευςθσ λιπιδίων όλων των οργανιςμϊν (Murphy, 

2001). Για καιρό κεωροφνταν μόνο ωσ αδρανι ςωματίδια λίπουσ και είχαν αγνοθκεί ςε 

μεγάλο βακμό ςτο παρελκόν. Ωςτόςο, πρόςφατα, ζχουν αναγνωριςτεί ωσ δυναμικά 

οργανίδια με ιδιότθτεσ πολφ πιο περίπλοκεσ  από απλζσ αποκικεσ ενζργειασ. Τα λιπίδια όχι 

μόνο ζχουν λειτουργίεσ  που ςυνδζονται άμεςα με τθν ενδοκυτταρικι ομοιόςταςθ των 

λιπιδίων, αλλά κα μποροφςαν επίςθσ να ςυμμετζχουν ςε φαινομενικά μθ ςυςχετιηόμενεσ  

δραςτθριότθτεσ, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ ομοιόςταςθσ, τθν προςωρινι αποκικευςθ 

πρωτεϊνϊν, τθν αποδόμθςθ των πρωτεϊνϊν και οφτω κακεξισ (Fujimoto & Ohsaki, 2006 

Martin & Parton, 2006 Murphy , 2001 Welte, 2007). Ζχουν επίςθσ ςυςχετιςτεί με τθν 

ωρίμανςθ ωοκυττάρων και τθν πρϊιμθ ανάπτυξθ του εμβρφου, ενϊ, περιςςότερα 

αποτελζςματα ζρχονται ςτο φωσ που τα ςυνδζουν με τθν ενεργοποίθςθ των κυττάρων και 

τθν ανοςοαπόκριςθ (Bougneres et αϊ., 2009). 

 

Εικόνα 8: Στθν πρϊτθ εικόνα βλζπουμε μία κεντρικι τομι ενϊ ςτθν δεφτερθ βλεπουμε μια 

3D προβολι ολόκλθρου του εμβρφου . 
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Στθν εικόνα 8 μποροφμε να δοφμε τισ φωτεινζσ κουκίδεσ που είναι το ςιμα 

τρίτθσ αρμονικισ που προζρχεται από τα λιπιδικά κυςτίδια, ενϊ οι ςκοτεινζσ 

περιοχζσ είναι οι δφο προπυρινεσ που δεν δίνουν ςιμα λόγω οπτικισ ομοιογζνειασ. 

Όπωσ είδαμε τα λιπίδια ςχετίηονται με τον μεταβολιςμό του κυττάρου και 

επομζνωσ με τθν ενεργειακι του κατάςταςθ. Συνεπϊσ μασ δίνεται θ δυνατότθτα να 

αξιολογιςουμε όχι μόνο ποιοτικά αλλά και ποςοτικά τθν καταλλθλότθτα των 

προεμφυτευτικϊν εμβρφων, ζτςι ϊςτε να γίνει θ πλζον ςωςτι επιλογι εκείνου που 

κα μεταφερκεί ςτθ μιτρα και κα οδθγιςει ςε μια επιτυχθμζνθ κφθςθ. 

Προθγοφμενεσ μελζτεσ χρθςιμοποιϊντασ τθν απεικόνθςθ τθσ τρίτθσ αρμονικισ 

(THG) ζχουν ςυςχετίςει τθν υγεία του προεμφυτευτικοφ εμβρφου με τθν 

περιεκτικότθτα τουσ ςε λιπιδικά κυςτίδια  αλλά και τθν κατανομι τουσ ςτο 

εςωτερικό του εμβρφου 

 

 

 

3.2  κοπόσ τησ μελζτησ 

Όπωσ εξθγιςαμε και ςτθν ειςαγωγι, θ μεκοδολογία τθσ τρίτθσ αρμονικισ παρζχει νζεσ 

μθ επεμβατικζσ τεχνικζσ για τθν παρακολοφκθςθ τθσ ενδοκυτταρικισ δομισ και 

λειτουργίασ , που ςχετίηεται με το ενεργειακό προφίλ του αναπτυςςόμενου εμβρφου και 

που κα μποροφςε να χρθςιμοποιθκεί με επιτυχία ςτθν επιλογι του καταλλθλότερου 

εμβρφου κατά τθν εξωςωματικι γονιμοποίθςθ. 

Σε πειράματα που ζγιναν ςτο εργαςτιριο μθ γραμμικισ μικροςκοπίασ του ΙΘΔΛ κατζςτθ 

δυνατι θ απεικόνιςθ προεμφυτευτικϊν εμβρφων. Ειδικότερα, θ απεικόνιςθ τρίτθσ 

αρμονικισ μζςω του εντοπιςμοφ λιπιδικϊν κυςτιδίων ζχει τθ δυνατότθτα να προςφζρει 

αξιόπιςτεσ πλθροφορίεσ  ςχετικζσ με το ενεργειακό προφίλ  προεμφυτευτικϊν εμβρφων , τθ 

χρονικι εξζλιξθ διαφορετικϊν εμβρυονικϊν ςταδίων , τθν πολικότθτα του εμβρφου πριν 

τθν επόμενθ μιτωτικι διαίρεςθ κακϊσ και τθν ιςοδυναμία των βλαςτομεριδίων. Θ 

ποςοτικοποίθςθ του ςιματοσ τρίτθσ αρμονικισ κατζδειξε υψθλότερο ςιμα ςτα ζμβρυα 

που βριςκόντουςαν ςτο ςτάδιο των δφο κυττάρων, ενϊ υπολογίςτθκε διαφορά ςιματοσ 

12-18% ανάμεςα ςε βλαςτομερίδια του ίδιου εμβρφου ςτο ςτάδιο των 8 κυττάρων 

(Kyvelidou et al., 2011). 

Συνεχίηουμε τθν διερεφνιςθ του ρόλου του ενεργειακοφ προφίλ των προεμφυτευτικϊν 

εμβρφων με τθν μελζτθ  τθσ επίδραςθσ τθσ L-καρνιτίνθσ ςτα ζμβρυα.  Θ L-καρνιτίνθ είναι 
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ζνα μικρό μόριο απαραίτθτο για τθ μεταφορά λιπαρϊν από το κυτταρόπλαςμα ςτα 

μιτοχόνδρια με ςκοπό τον καταβολιςμό τουσ και τθν παραγωγι ενζργειασ για το κφτταρο. 

Κακθμερινι χοριγθςθ για επτά θμζρεσ 2,5 mg L-καρνιτίνθσ ςε νεαρά κθλυκά ποντίκια 

BALB/c αυξάνει το ποςοςτό των κυττάρων του ανοςοποιθτικοφ ςτθν περιτοναϊκι κοιλότθτα 

και τθν μιτρα, επθρεάηει τα επίπεδα πολλϊν κυτοκινϊν ςτον ορό και το περιτοναϊκό υγρό, 

ενϊ παράλλθλα προκαλεί ςτειρότθτα (Dionisopoulou et al., 2005). Παρά τo επιτυχθμζνo 

ηευγάρωμα με υγιι αρςενικά ποντίκια, τα κθλυκά ςτα οποία είχε χορθγθκεί L-καρνιτίνθ για 

επτά θμζρεσ δεν προχϊρθςαν ςε εγκυμοςφνθ. Σκοπόσ τθσ παροφςασ μελζτθσ ιταν να 

διαλευκανκεί ο ρόλοσ τθσ L-καρνιτίνθσ ςτθν επίτευξθ υγιοφσ εγκυμοςφνθσ και να εξεταςτεί 

θ ποιότθτα των ωαρίων και εμβρφων παρουςία τθσ. 

 

 

 

3.3  Πειραματική διαδικαςία και αποτελζςματα 

Για το ςκοπό αυτό χρθςιμοποιικθκαν BALB/c ποντίκια 4ων εϊσ 12 εβδομάδων ςτα οποία 

χορθγικθκαν κακθμερινά 2,5 mg L-καρνιτίνθσ για 4, 5 και 7 θμζρεσ πριν από το ηευγάρωμα 

παράλλθλα με χοριγθςθ ορμονϊν για τθν πρόκλθςθ υπερωορρθξίασ. Παράλλθλα θ L-

καρνιτίνθ εκτόσ από in vivo χρθςιμοποιικθκε και in vitro (400 μM) ςε καλλιζργειεσ εμβρφων 

ςτο ςτάδιο του ηυγϊτθ. Στα in vivo πειράματα ελζγχκθκε ο αρικμόσ και θ μορφολογία των 

εμβρφων κακϊσ και θ παρουςία λιπιδικϊν κυςτιδίων (lipid bodies, LBs) ςτο εςωτερικό τουσ 

με τεχνικζσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ και με τθν χριςθ τθσ μικροςκοπίασ γζνεςθσ τρίτθσ 

αρμονικισ (Third Harmonic Generation, THG). Επίςθσ, ςυλλζχκθκαν δείγματα ωοκθκϊν για 

τον ζλεγχο τθσ μορφολογίασ τουσ, ςπλενοκυττάρων για τον ζλεγχο των επιπζδων κυτοκινϊν 

και αντιγόνων του κυρίου ςυμπλόκου ιςτοςυμβατότθτασ με τεχνικζσ ανοςοφκοριςμοφ, 

κακϊσ και οροφ για τον ζλεγχο των επιπζδων ορμονϊν με τεχνικζσ ενηυμωςφνδετθ 

ανοςοπροςροφθτικι δοκιμι ( ELISA -enzyme-linked immunosorbent assay). 

Στα in vivo πειράματα θ χοριγθςθ L-καρνιτίνθσ για 4 και 5 θμζρεσ πριν το ηευγάρωμα 

δεν φαίνεται να επθρεάηει τον αρικμό και τθν ποιότθτα των εμβρφων (Εικ.9 και 10). Τα 

κθλυκά ςτα οποία χορθγικθκε θ L-καρνιτίνθ είχαν φυςιολογικζσ εγκυμοςφνεσ, ενϊ τα 

κθλυκά τα οποία γεννικθκαν δεν εμφάνιςαν με τθ ςειρά τουσ προβλιματα ςτθν ποιότθτα 

των εμβρφων τουσ. 
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Αντίκετα, ςτισ 7 μζρεσ χοριγθςθσ L-καρνιτίνθσ παρατθρικθκε μεγαλφτεροσ αρικμόσ 

εμβρφων μθ φυςιολογικισ μορφολογίασ ςε ςχζςθ με τα control. Τα ζμβρυα αναπτφχκθκαν 

in vivo μζχρι και το ςτάδιο τθσ βλαςτοκφςτθσ, αλλά ςτθν ςυνζχεια, κατά τθν 12θ μζρα 

εγκυμοςφνθσ δεν ιταν δυνατό να ανιχνευκοφν ζμβρυα με ψθλάφθςθ τθσ μθτζρασ, ενϊ δεν 

υπιρξαν και γεννιςεισ. Όςον αφορά ςτα λιπιδικά κυςτίδια παρατθρικθκε αφξθςθ του 

μζςου εμβαδοφ τουσ (Πίνακασ 1 και 2, Διάγραμμα 1 και 2). 

Εικ. 9. Ζμβρυα 2-κυττάρων τα οποία ςυλλζχκθκαν μετά από χοριγθςθ 4
ων

 ι 5 
θμερϊν L-καρνιτίνθσ, μετά από χρϊςθ με Nile Red (χρωςτικι ειδικι για τθν 
ανίχνευςθ λιπιδικϊν κυςτιδίων) και παρατιρθςθ ςε ςυνεςτιακό μικροςκόπιο 
φκοριςμοφ 

A 

B 

Εικ. 10. Μθ διαφοροποίθςθ όγκου λιπιδίων μζςω THG. Α:Φυςιολογικό ζμβρυο Β: Ζμβρυο ζπειτα 
από χοριγθςθ L-καρνιτίνθσ για 5 μζρεσ πριν το ηευγάρωμα . Στθν πρϊτθ ςτιλθ βλζπουμε εικόνα 
white light, ςτθ δεφτερθ μία κεντρικι τομι ενϊ ςτθν τρίτθ ςτιλθ ζχουμε τριςδιάςτατθ απεικόνιςθ 
ολόκλθρου του εμβρφου 
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Τα πειράματα ζγιναν ςε τρεισ διαφορετικζσ θμερομθνίεσ και ο αρικμόσ των δειγμάτων 

είναι Ν=10. Στον Πίνακα 1 φαίνονται αναλυτικά οι μετριςεισ για το ςυνολικό εμβαδόν, ενϊ 

ςτον Πίνακα 2 ζχει υπολογιςκεί το μζςο εμβαδό των λιπιδικϊν κυςτιδίων για τα ίδια 

ακριβϊσ  ζμβρυα. Κάκε πίνακασ ακολουκείται από το αντίςτοιχο διάγραμμα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L-Cn Control

Σειρά1 50728,5 50479,60

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

To
ta

l A
re

a

Πίνακασ  1. Μζτρθςθ του ςυνολικοφ εμβαδοφ 
των λιπιδικϊν κυςτιδίων ςε ηυγϊτεσ μετά από 
χοριγθςθ ι μθ L-καρνιτίνθσ για 7 θμζρεσ 
μζςω καταγραφισ ςιματοσ THG.  

Διάγραμμα 1. Σφγκριςθ ςυνολικοφ 
εμβαδοφ μετά από χοριγθςθ ι μθ L-
καρνιτίνθσ 

Πίνακασ  2. Μζτρθςθ του μζςου εβαδοφ των 
λιπιδικϊν κυςτιδίων ςε ηυγϊτεσ μετά από 
χοριγθςθ ι μθ L-καρνιτίνθσ για 7 θμζρεσ 
μζςω καταγραφισ ςιματοσ THG.  

Διάγραμμα 2. Σφγκριςθ μζςου εμβαδοφ 
μετά από χοριγθςθ ι μθ L-καρνιτίνθσ 
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Εικ. 11.  

Παρατιρθςθ εμβρφων 

ςτο ςτάδιο του ηυγϊτθ 

μετά από in vivo 

χοριγθςθ L-καρνιτίνθσ 

για 7 θμζρεσ με τθν 

τεχνικι τθσ THG 

μικροςκοπίασ. Πρϊτθ 

ςτιλθ: white light  

Δεφτερθ και Τρίτθ 

:κεντρικζσ τομζσ του 

εμβρφου 

Εικ. 12.  

Παρατιρθςθ control 

εμβρφων ςτο ςτάδιο του 

ηυγϊτθ με τθν τεχνικι τθσ 

THG μικροςκοπίασ Πρϊτθ 

ςτιλθ: white light  

Δεφτερθ και Τρίτθ 

:κεντρικζσ τομζσ του 

εμβρφου 
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Στθν εικόνα 13 ζχουμε τθν τριςδιάςτατθ απεικόνιςθ ενόσ φυςιολογικοφ κυττάρου 

(Control) και ενόσ μετά από χοριγθςθ L-καρνιτίνθσ (L-Cn) για επτά θμζρεσ πριν τθν 

γονιμοποίθςθ. Είναι εμφανισ θ διαφορά ςτο μζςο εμβαδόν των λιπιδικϊν κυςτιδίων,  όπωσ 

είδαμε ςτο διάγραμμα 2 , με τθν καρνιτίνθ να εμφανίηει μεγαλφτερεσ δομζσ. 

 

Εικόνα 13: Διαφορά ςτθν κατανομι των λιπιδίων μεταξφ φυςιολογικϊν (control) και                        

εμβρφων ποντικϊν μετά από χοριγθςθ L-καρνιτίνθσ για επτά θμζρεσ 

Στα in vitro πειράματα ελζγχκθκε θ αναπτυξιακι ικανότθτα των εμβρφων παρουςία ι 

απουςία τθσ L-καρνιτίνθσ κακϊσ και θ παρουςία λιπιδικϊν κυςτιδίων ςτο εςωτερικό τουσ 

με τεχνικζσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ και με τθν χριςθ τθσ μικροςκοπίασ γζνεςθσ τρίτθσ 

αρμονικισ. 

Στισ καλλιζργειεσ των εμβρφων θ παρουςία τθσ L-καρνιτίνθσ προκάλεςε 22% μείωςθ τθσ 

ανάπτυξθσ των εμβρφων από το ςτάδιο του ηυγϊτθ ςτο ςτάδιο των 2 κυττάρων (διάγραμμα 

2) ενϊ παράλλθλα παρατθρικθκε μείωςθ του ςυνολικοφ εμβαδοφ των λιπιδικϊν κυςτιδίων 

ςε ςχζςθ με τα control όπωσ φαίνεται ςτο διάγραμμα 3, μετά από ποςοτικοποίθςθ του 

ςιματοσ που καταγράφθκε με τθν χριςθ τθσ THG μικροςκοπίασ, αλλά και ςτισ εικόνεσ 13 

και 14. 

 

L-Cn Control

Σειρά1 50,55% 72,55%
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Διαγρ. 3. Ανάπτυξθ 
εμβρφων από το ςτάδιο 
του ηυγϊτθ ζωσ το 
ςτάδιο των 2-κυττάρων 
παρουςία ι απουςία L-
καρνιτίνθσ 
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Εικ. 14: Ζμβρυά 2-κυττάρων τα οποία αναπτφχκθκαν παρουςία (Α) ι απουςία (Β) L-
καρνιτίνθσ μετά από χρϊςθ με Nile Red (χρωςτικι ειδικι για τθν ανίχνευςθ λιπιδικϊν 
κυςτιδίων) και παρατιρθςθ ςε ςυνεςτιακό μικροςκόπιο φκοριςμοφ 

Εικ. 15: Ζμβρυά 2-κυττάρων τα οποία αναπτφχκθκαν παρουςία (Α) ι 
απουςία (Β) L-καρνιτίνθσ μετά από παρατιρθςθ τουσ με THG 
μικροςκοπία. Κεντρικζσ τομζσ του εμβρφου όπου φαίνονται οι πυρινεσ 
και ςτα δφο βλαςτομερίδια. 

Διαγρ. 4. Σφγκριςθ του ςυνολικοφ εμβαδοφ των 
λιπιδικϊν κυςτιδίων ςε ζμβρυα 2-κυττάρων τα οποία 
αναπτφχκθκαν παρουςία ι απουςία L-καρνιτίνθσ μζςω 
καταγραφισ ςιματοσ THG 

Διαγρ. 3. Μζτρθςθ του ςυνολικοφ εμβαδοφ των 
λιπιδικϊν κυςτιδίων ςε ζμβρυα 2-κυττάρων τα οποία 
αναπτφχκθκαν παρουςία ι απουςία L-καρνιτίνθσ μζςω 
καταγραφισ ςιματοσ THG 
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Παρατθροφμε λοιπόν, πωσ θ παρουςία τθσ L-καρνιτίνθσ ςτο καλλιεργθτικό υγρό των 

εμβρφων μειϊνει τθν ανάπτυξθ τουσ από το ςτάδιο του ηυγϊτθ ςτο ςτάδιο των 2-κυττάρων 

ενϊ ταυτόχρονα προκαλεί μείωςθ του αρικμοφ των λιπιδικϊν κυςτιδίων ςτο εςωτερικό των 

εμβρφων. In vivo, χοριγθςθ τθσ L-καρνιτίνθσ για 4 ι 5 θμζρεσ δεν φαίνεται να επθρεάηει 

τθν γονιμότθτα των ηϊων, οφτε και τθν ποιότθτα των εμβρφων που παράγονται από αυτά. 

Αντίκετα, μετά από 7 θμζρεσ χοριγθςθσ θ μορφολογία των εμβρφων επθρεάηεται τόςο ωσ 

προσ τθν φυςιολογικι τουσ ανάπτυξθ, κακϊσ παρατθρικθκε μεγαλφτεροσ αρικμόσ μθ-

φυςιολογικϊν εμβρφων, όςο και ωσ προσ το μζγεκοσ των λιπιδικϊν κυςτιδίων ςτο 

εςωτερικό τουσ. Ηυγϊτεσ από κθλυκά ςτα οποία είχε χορθγθκεί L-καρνιτίνθ φαίνεται να 

ςχθματίηουν είτε μεγαλφτερεσ από τα control δομζσ λιπιδικϊν κυςτιδίων, είτε 

ςυςςωματϊματα αυτϊν ςτθν εικόνα 13 μποροφμε να διακρίνουμε τθ διαφορά αυτι. 

Παρόλα αυτά, τα κθλυκά ιταν ικανά να αναπτφξουν ζμβρυα μζχρι και το ςτάδιο τθσ 

βλαςτοκφςτθσ. Το γεγονόσ αυτό ςε ςυνδυαςμό με τθν απουςία μετζπειτα εγκυμοςφνθσ κα 

μποροφςε να υποδεικνφει πωσ θ L-καρνιτίνθ προκαλεί τόςο αλλαγζσ ςτα λιπιδικά κυςτίδια 

των εμβρφων όςο και ςτθν φυςιολογία τθσ μθτζρασ κακιςτϊντασ αδφνατθ τθν εμφφτευςθ 

βλαςτοκυςτϊν ςτο ενδομιτριο.  

Οι εικόνεσ και τα πειραματικά αποτελζςματα παρουςιάςτθκαν ςτο 11th Congress of the 

European Society for Immunology of Reproduction (ESRI), Budapest, Hungary με τίτλο 

“L-carnitine alters lipid body content in pre-implantation embryos leading to 

infertility” C. Kyvelidou, G. Tserevelakis, G. Filippidis, M. Tsagkaraki, A. Tsouko, C. 

Fotakis, I. Athanassakis  
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3.4 Φυςιολογικά και μη ανεπτυγμζνα ζμβρυα  

 

Στα πειράματα μασ ςυναντιςαμε αρκετζσ φορζσ μθ ανεπτυγμζνα ζμβρυα που όπωσ 

βλζπουμε και ςτθν εικόνα 15 διαφζρουν ςτθν κατανομι του ςιματοσ κακϊσ τα μθ 

ανεπτυγμζνα ζχουν ςθμαντικά  μικρότερο αρικμό λιπιδίων από τα φυςιολογικά. Επομζνωσ, 

με τθν μικροςκοπία τρίτθσ αρμονικισ είμαςτε ςε κζςθ να διαχωρίςουμε φυςιολογικά από 

μθ ανεπτυγμζνα ζμβρυα, δυνατότθτα που μπορεί να είναι  εξαιρετικά ςθμαντικι ςτθν 

επιλογι, ςε μια εξωςωματικι γονιμοποίθςθ, των υγειϊν κυττάρων ςε πρϊιμο ςτάδιο.  

 

 

 

  

Εικ. 16: 3D εικόνεσ από φυςιολογικό (Α) και μθ ανεπτυγμζνο ζμβρυο (Β) 

A 

Β 
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3.5 Μελλοντικοί τόχοι 

Είναι ςθμαντικό να διερευνθκοφν περαιτζρω οι επιδράςεισ τθσ καρνιτίνθσ τόςο ςτα 

λιπιδικά κυςτίδια των εμβρφων όςο και ςτο αναπαραγωγικό ςφςτθμα των κθλυκϊν 

ποντικϊν ςτθν περίπτωςθ που χορθγείται ενζςιμα. Θ αποτυχία τθσ ολοκλιρωςθσ τθσ 

κφθςθσ μετά από παρατεταμζνθ χοριγθςθ καρνιτίνθσ ανοίγει νζεσ προοπτικζσ για τθν 

χριςθ τθσ ουςίασ αυτισ. Θ χοριγθςθ υψθλϊν ςυγκεντρϊςεων καρνιτίνθσ κα πρζπει ίςωσ 

να αποφεφγεται ςε περιπτϊςεισ γυναικϊν που προςπακοφν να τεκνοποιιςουν, ενϊ ίςωσ οι 

ιδιότθτεσ αυτζσ να μποροφν να βρουν χρθςιμότθτα ςτισ μεκόδουσ αντιςφλλθψθσ ι/και 

επείγουςασ αντιςφλλθψθσ. Επίςθσ, πρζπει να ςυνεχιςτοφν τα πειράματα που αφοροφν τισ 

καλλιζργειεσ ϊςτε να επιβεβαιϊςουμε το αποτζλεςμα που βρικαμε με ζνα μεγαλφτερο 

ςτατιςτικό δείγμα. 

Τελικόσ ςκοπόσ είναι πάντα θ διερεφνθςθ του ρόλου των λιπιδικϊν κυςτιδίων ςτθν 

εμβρυικι ανάπτυξθ και θ επιλογι του καταλλθλότερου εμβρφου για εμφφτευςθ ςτθ μιτρα 

που κα μασ εξαςφαλίςει ςθμαντικά μεγαλφτερα ποςοςτά επιτυχίασ ςε μια εξωςωματικι 

γονιμοποίθςθ. Βαςιηόμενοι ςτα αποτελζςματα που ζχουμε μζχρι ςτιγμισ ςτο μοντζλο των 

εμβρφων του ποντικοφ μποροφμε να εφαρμόςουμε τθν μεκοδολογία αυτι και ςε 

ανκρϊπινα ζμβρυα (Εικ.17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17: a,b,c Ανκρϊπινα μθ γονιμοποιθμζνα ωάρια, d ανκρϊπινο ζμβρυο μθ φυςιολογικισ 

ανάπτυξθσ , 3D εικόνεσ μζςω μικροςκοπίασ  ΤΘG  
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