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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  
 

Εισαγωγή 

Η σήψη ορίζεται ως μία απειλητική για τη ζωή δυσλειτουργία των οργάνων που προκαλείται 
από μία απορυθμισμένη απάντηση του ξενιστή σε μία λοίμωξη. Σύμφωνα με τα πρόσφατα 
δεδομένα η επίπτωση της σήψης στον παγκόσμιο χάρτη ανέρχεται σε 48,9 εκατομμύρια 
περιπτώσεις σήψης και 11 εκατομμύρια θανάτους, ισοδυναμώντας στο 20% των συνολικών 
θανάτων παγκοσμίως. Στην παθοφυσιολογία της η σήψη χαρακτηρίζεται αρχικά από μία 
υπερφλεγμονώδη αντίδραση του ξενιστή στη λοίμωξη που ακολουθείται από μία 
ανοσοκατασταλτική φάση. Ο θάνατος στη σήψη είναι είτε πρώιμος, κατά το στάδιο της 
υπερφλεγμονώδους κατάστασης, είτε όψιμος, στο στάδιο της εμμένουσας 
υπερφλεγμονώδους κατάστασης ή της ανοσοκατασταλτικής φάσης. Κατά την εγκατάσταση 
της σήψης ξεκινά ένας καταρράκτης κυτταρικών μονοπατιών πρωτεϊνικών μορίων που 
καθορίζουν την επιβίωση του κυττάρου. Σε αυτά τα κυτταρικά φαινόμενα στρέφεται το 
ενδιαφέρον της παρούσας έρευνας. Συγκεκριμένα, στη σήψη ενεργοποιείται η απόπτωση 
του κυττάρου που αποτελεί έναν προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο. Η διαδικασία της 
απόπτωσης επάγεται από τις κασπάσες που αποτελούν μία οικογένεια πρωτεολυτικών 
ενζύμων. Οι κασπάσες χωρίζονται σε δύο κατηγορίες στις εκκινήτριες και στις εκτελεστικές 
κασπάσες. Οι εκκινήτριες κασπάσες ενεργοποιούνται μέσω του εξωγενούς και του 
ενδογενούς μονοπατιού της απόπτωσης οδηγώντας τελικά στην ενεργοποίηση των 
εκτελεστικών κασπασών και στην έναρξη της απόπτωσης του κυττάρου. Στον αντίποδα, οι 
αναστολείς της απόπτωσης αποτελούν μία οικογένεια πρωτεϊνών με αντιαποπτωτική δράση. 
Η survivin, μέλος της οικογένειας αυτής φαίνεται να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο κατά την 
απόπτωση του κυττάρου στη σήψη αναστέλλοντας σημεία-κλειδιά στα αποπτωτικά 
μονοπάτια και οδηγώντας στην επιβίωση του κυττάρου. Τα αποπτωτικά και αντιαποπτωτικά 
φαινόμενα φαίνεται να συμβαίνουν παράλληλα στη σήψη με την επικράτηση τους να ορίζει 
την εξέλιξη του κυττάρου. Έτσι η μελέτη αποπτωτικών (κασπάσες) και αντιαποπτωτικών 
μορίων  (survivin)  θα μπορούσε να αναδείξει πρωτεΐνες «κλειδιά», οι οποίες μεσολαβούν 
στα μονοπάτια διέγερσης ή αναστολής των καταρρακτών της σήψης, με απώτερο στόχο την 
καλύτερη προσέγγιση της παθοφυσιολογίας της και των παραγόντων κινδύνου που την 
χαρακτηρίζουν. Αυτή είναι πιθανά και η μόνη οδός μιας πραγματικά υποσχόμενης 
μελλοντικής διαγνωστικής προσέγγισης της σήψης. 

Σκοπός 

Κύριος σκοπός της μελέτης είναι να ερευνήσει την υπόθεση της διέγερσης των κασπασών 1, 
3, 7, 8 και 9 στα μονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίματος και της survivin στα κύτταρα 
του ολικού αίματος ασθενών με σήψη, συγκριτικά με ασθενείς με μη λοιμώδεις 
φλεγμονώδεις καταστάσεις (τραύμα, μετεγχειρητική φλεγμονή) και με υγιείς μάρτυρες. Η 
μέτρηση της ενδοκυττάριας έκφρασης των αποπτωτικών κασπασών και της αντιαποπτωτικής 
πρωτεΐνης survivin  έγινε με τη μέθοδο της κυτταρομετρίας ροής. Δευτερεύοντες στόχοι της 
έρευνας είναι να συγκριθούν τα αποτελέσματα των μετρήσεων αυτών με κλινικούς και 
εργαστηριακούς δείκτες βαρύτητας νόσου και έκβασης καθώς και η διακριτική ικανότητά 
τους στην ανίχνευση της σήψης και την πρόγνωση της. Επιπλέον, να συγκριθούν τα 
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αποτελέσματα των μετρήσεων και αναλύσεων μεταξύ παιδιών και ενηλίκων που αποτελούν 
τις δύο ηλικιακές ομάδες της μελέτης. 

 

Μεθοδολογία 

Πρόκειται για μία προοπτική μονοκεντρική μελέτη μέτρησης αποπτωτικών και 
αντιαποπτωτικών πρωτεϊνών που σχετίζονται με τη σήψη σε ενήλικες και παιδιατρικούς 
ασθενείς μονάδων εντατικής θεραπείας και συσχέτισής τους με κλινικο-εργαστηριακούς 
δείκτες. Δείγμα της μελέτης αποτελούν ενήλικες και παιδιατρικοί ασθενείς με σήψη και μη 
λοιμώδη φλεγμονή/τραύμα της Μονάδας Εντατικής Θεραπείας (ΜΕΘ) και Μονάδας 
Εντατικής Θεραπείας Παίδων του ΠΑΓΝΗ, οι οποίοι συγκρίθηκαν με υγιείς μάρτυρες. Η 
επιλογή των ασθενών της μελέτης έγινε με βάση τα κριτήρια της σήψης και του 
συστηματικού φλεγμονώδους συνδρόμου (SIRS) και οι ασθενείς εξομοιώθηκαν ως προς την 
ηλικία και το φύλο. Αποκλείστηκαν ασθενείς με χρόνια νοσήματα, ανοσοανεπάρκειες, 
κακοήθειες και όσοι λαμβάνουν ανοσοκατασταλτική και ανοσοτροποποιητική αγωγή. Η 
συλλογή εργαστηριακών, κλινικών και ιατρικών δεδομένων έγινε από τους ιατρικούς 
φακέλους των ασθενών. Για το εργαστηριακό μέρος της μελέτης, η συλλογή των δειγμάτων 
ολικού αίματος έγινε κατά το πρώτο 24ωρο της τεκμηρίωσης της σήψης ή του SIRS και 
ελήφθησαν επιπλέον δείγματα κατά την τρίτη και έβδομη ημέρα νοσηλείας των ασθενών 
στις ΜΕΘ. Ο προσδιορισμός της έκφρασης των κασπασών και της survivin στα κύτταρα του 
αίματος των ασθενών έγινε με κυτταρομετρία ροής. Συγκεκριμένα η έκφραση των κασπασών 
ανιχνεύθηκε στα μονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίματος με την τεχνική της 
πρόσδεσης ειδικών αναστολέων των κασπασών σημασμένων με φθόριο (FLICA- 
fluorochrome labeled inhibitors of caspases), οι οποίοι προσδένονται με τις ενεργοποιημένες 
κασπάσες. Ενώ η ενδοκυττάρια έκφραση της survivin υπολογίστηκε στα κύτταρα του ολικού 
αίματος των ασθενών με την τεχνική του ειδικού συζευγμένου μονοκλωνικού αντισώματος 
(Mouse Anti-Human Survivin PE-conjugated Monoclonal Antibody) με συγγένεια για την 
συγκεκριμένη πρωτεΐνη. Τα αποτελέσματα της μελέτης συγκρίθηκαν μεταξύ των ομάδων 
ασθενών στις επιμέρους ηλικιακές κατηγορίες και με κλινικά δεδομένα βαρύτητας της νόσου 
και της έκβασης. Για την στατιστική ανάλυση των δεδομένων χρησιμοποιήθηκαν οι 
ενδεδειγμένες στατιστικές δοκιμασίες του στατιστικού πακέτου SPSS 26. 

 

Αποτελέσματα 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την μελέτη δείχνουν μια αυξημένη έκφραση της 
survivin στα λεμφοκύτταρα (S=0,65% (0,17-2,05), I=0,4% (0,25-1,05), H=0,2% (0,1-0,95), 
p=0,370), στα μονοκύτταρα(S=3,05% (1,42-7,3), I=1,1% (0,9-6), H=3% (1,12-6,6), p=0,567) και 
στα ουδετερόφιλα (S=8,2% (1,02-17,5), Ι=5,8%(2,1-26,9), Η=3,4% (1,5-6,3), p=0,672) σε 
σηπτικούς ενήλικες ασθενείς, καθώς και μία διαχρονική αύξηση της έκφρασής της κατά την 
πορεία της σήψης τόσο σε ενήλικες όσο και σε παιδιατρικούς ασθενείς με τα μονοκύτταρα 
να υπερτερούν στην έκφραση της survivin συγκριτικά με τα λεμφοκύτταρα. Παράλληλα 
παρατηρήθηκε αυξημένη έκφραση των κασπασών 1, 3, 7 και 8, δηλαδή των κύριων 
εκκινητών και εκτελεστών του αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου καθ’ όλη την πορεία της 
σήψης στα μονοκύτταρα ενήλικων ασθενών, ενώ στον παιδιατρικό πληθυσμό με σήψη η 
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έκφραση των κασπασών 3 και 7, δηλαδή των εκτελεστών της απόπτωσης παρουσιάζεται 
κυρίως στα λεμφοκύτταρα (p=0,215). Στην πορεία της η σήψη χαρακτηρίζεται από νέκρωση 
των αποπτωτικών κυττάρων με κύριο εκπρόσωπο τα αποπτωτικά λεμφοκύτταρα που 
εκφράζουν τις κασπάσες 1 (S=1,75%(0,97-5,15) vs I=0,7% (0,5-1,1), H=0,85% (0,62-1,4), 
p=0,018), 3, 7 (S=1,95% (1,37-3,32) vs I=1% (0,85-1,8), H=1,05% (0,62-1,32), p=0,015) και 8 
(S=1,65% (0,97-7,05) vs I=0,8% (0,55-1,05), H=0,6% (0,3-0,72), p=0,002) που φαίνεται να 
πεθαίνουν σε μεγαλύτερο βαθμό σε σηπτικούς ενήλικες ασθενείς και κατά συνέπεια 
αναδεικνύεται ιδιαίτερα αυξημένη η νέκρωσή τους στους ασθενείς που δεν επιβίωσαν 
συγκριτικά με εκείνους που επιβίωσαν (νέκρωση των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων που 
εκφράζουν την κασπάση 1 (1,9% (1,75-5,8) vs 0,9% (0,62-1,22), p=0,003), την κασπάση 3/7 
(2% (1,35-4,75) vs 1,25%(0,9-1,5), p=0,011) και την κασπάση 8 (1,9% (1,15-9,6) vs 0,65% (0,52-
1,07), p=0,006). Έτσι η νέκρωση των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων προβλέπει σημαντικά τη 
θνητότητα των ενήλικων ασθενών. Επιπλέον, η νέκρωση των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων 
που εκφράζουν την κασπάση 8 σχετίζεται με κλινικούς και εργαστηριακούς δείκτες της 
σήψης όπως η αυξημένη θερμοκρασία σώματος, ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων και η 
C- αντιδρώσα πρωτεΐνη στους σηπτικούς ενήλικες ασθενείς. 

 

Συμπεράσματα 

Η έκφραση της survivin είναι αυξημένη στους ασθενείς με σήψη, αρχικά και διαχρονικά, 
εκφράζοντας ένα σημαντικό αμυντικό μηχανισμό του κυττάρου προκειμένου να επιβιώσει. 
Επιπλέον η  παράλληλα αυξημένη έκφραση των κασπασών στα κύτταρα σηπτικών ασθενών, 
αλλά και η διαχρονική αύξηση της νέκρωσης των αποπτωτικών αυτών κυττάρων, δείχνει την 
επιθετική και αυτοκαταστροφική στάση του κυττάρου απέναντι στη σήψη με στόχο την 
επιβίωση του οργανισμού. Τόσο οι κασπάσες όσο και η survivin αποτελούν σπουδαία 
πρωτεϊνικά μόρια με καίριο ρόλο στη σήψη, η διαγνωστική και προγνωστική αξία των οποίων 
απαιτεί περαιτέρω έρευνα. 
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ABSTRACT  
 

Background 

Sepsis is defined as a life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host 
response to infection. According to recent data, the global burden of sepsis is estimated at 
around 48.9 million cases and 11 million sepsis-related deaths worldwide, which accounted 
for almost 20% of all global deaths. The pathophysiology of sepsis is characterized by an early 
hyperinflammatory reaction of the host to an infection, that is followed by an 
immunodeficient state. Sepsis related death occurs either primarily at the hyperinflammatory 
state, or late at the stage where the hyperinflammation is persistent or at the 
immunodeficient state. The predominance of sepsis leads to a cascade of cellular paths of 
protein molecules, that define the survival of the cell. The interest of the current study is 
turned to those cellular phenomena. Specifically, apoptosis is activated during sepsis, which 
is a programmed cell death. Apoptosis is induced by caspases, which are a family of proteolytic 
enzymes. Caspases are separated in two categories, the initiators and executioners of 
apoptosis. The initiator caspases are activated by the two distinct paths of apoptosis, the 
extrinsic and intrinsic pathway. The activation of the initiators of apoptosis leads to the 
activation of the executioner caspases and the apoptosis of the cell. On the contrary there are 
the inhibitors of apoptosis, which are a family of proteins with an antiapoptotic effect. Survivin 
is a member of that family, that plays an important role during the apoptosis of the cell at 
sepsis, inhibiting key points of the apoptotic pathways and leading to the survival of the cell. 
The apoptotic and antiapoptotic phenomena seem to happen alongside during sepsis and 
their prevalence defines the progress of the cell. The study of apoptotic (caspases) and 
antiapoptotic (survivin) molecules could highlight key elements that mediate in the 
stimulatory and inhibitory pathways of the cascades in sepsis.  

 

Objective 

The purpose of the study is to investigate the hypothesis of the stimulation of caspase 1, 3, 7, 
8 and 9 at the mononuclear cells of the peripheral blood (PBMCs) and survivin at the cells of 
the blood of patients with sepsis comparatively to patients with non-infectious inflammation 
(trauma, postoperative inflammation) and to healthy controls. The evaluation of the 
intracellular expression of the apoptotic caspases and antiapoptotic survivin was performed 
by the method of flow cytometry. Secondary goals of the study are to compare the results of 
the measurements with clinical and laboratory indicators of the severity of the illness and the 
outcome and to evaluate their ability to identify sepsis, as well their prognostic value. Also, a 
secondary goal of the study is to compare the results of the analysis between the two aging 
groups of the study (children and adults). 
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Methods 

This is a prospective single-centre study measuring apoptotic and anti-apoptotic proteins 
associated with sepsis in adult and pediatric patients of intensive care units and their 
correlation with clinical-laboratory indicators. The study sample consists of adult and pediatric 
patients with sepsis and non-infectious inflammation / trauma of the Intensive Care Unit (ICU) 
and Pediatric Intensive Care Unit of the University Hospital of Heraklion, compared with 
healthy controls. The patients of the study were selected based on the criteria of sepsis and 
systemic inflammatory syndrome (SIRS) and the patients were matched for age and sex. 
Patients with chronic diseases, immunodeficiencies, malignancies, and those receiving 
immunosuppressive and immunomodulatory therapy were excluded. Patient laboratory, 
clinical, and demographic data were collected from the medical files of the patients. For the 
laboratory part of the study, whole blood samples were collected during the first 24 hours of 
sepsis or SIRS documentation and additional samples were taken on the third and seventh day 
of ICU stay. The expression of caspases and survivin in patients’ blood cells was determined 
by flow cytometry. Specifically, the expression of caspases was detected in peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) using the technique of binding specific fluorescent labeled 
inhibitors of caspases (FLICA- fluorochrome labeled inhibitors of caspases), which bind to 
activated caspases. While the intracellular expression of survivin was calculated in the whole 
blood cells of patients with the technique of staining cells with a specific conjugated 
monoclonal antibody (Mouse Anti-Human Survivin PE-conjugated Monoclonal Antibody) with 
affinity for this protein. The results of the study were compared between the groups of the 
patients, separately considering the age groups, and with clinical data on disease severity and 
outcome. The appropriate statistical tests of the statistical package SPSS 26 were used for the 
statistical analysis of the data. 

 

Results 

The results of the study show an increased expression of survivin in lymphocytes (S=0,65% 
(0,17-2,05), I=0,4% (0,25-1,05), H=0,2% (0,1-0,95), p=0,370), monocytes (S=3,05% (1,42-7,3), 
I=1,1% (0,9-6), H=3% (1,12-6,6), p=0,567), and neutrophils (S=8,2% (1,02-17,5), Ι=5,8%(2,1-
26,9), Η=3,4% (1,5-6,3), p=0,672) in septic adult patients, as well as a long-term increase in its 
expression during sepsis in both adult and pediatric patients noting monocytes to be superior 
in survivin expression compared to lymphocytes. At the same time, there was an increased 
expression of caspases 1, 3, 7, and 8, namely the main initiators and executors of apoptotic 
cell death throughout the course of sepsis in monocytes of adult patients. While in the 
pediatric population with sepsis the expression of caspases 3 and 7, which are the executors 
of apoptosis occurs mainly in lymphocytes (p=0,215). The course of sepsis is characterized by 
necrosis of apoptotic cells with the main representative apoptotic lymphocytes that express 
caspases 1 (S=1,75%(0,97-5,15) vs I=0,7% (0,5-1,1), H=0,85% (0,62-1,4), p=0,018), 3, 7 
(S=1,95% (1,37-3,32) vs I=1% (0,85-1,8), H=1,05% (0,62-1,32), p=0,015), and 8 (S=1,65% (0,97-
7,05) vs I=0,8% (0,55-1,05), H=0,6% (0,3-0,72), p=0,002) which seem to die to a greater extent 
in septic adult patients, and consequently, their necrosis is particularly increased in patients 
who did not survive compared to those who survived (necrosis of apoptotic lymphocytes 
expressing caspase 1 (1,9% (1,75-5,8) vs 0,9% (0,62-1,22), p=0,003), caspase 3/7 (2% (1,35-
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4,75) vs 1,25%(0,9-1,5), p=0,011) and caspase 8 (1,9% (1,15-9,6) vs 0,65% (0,52-1,07), 
p=0,006). Thus, necrosis of apoptotic lymphocytes significantly predicts mortality in adult 
patients. In addition, necrosis of apoptotic lymphocytes expressing caspase 8 is associated 
with clinical and laboratory markers of sepsis such as elevated body temperature, white blood 
cell count (WBC), and C-reactive protein (CRP) in septic adult patients. 

 

Conclusions 

The expression of survivin is increased in patients with sepsis, initially and over time, 
expressing an important defense mechanism of the cell to survive. In addition, the parallel 
increased expression of intracellular caspases of septic patients, as well as the overtime 
increase in necrosis of the apoptotic cells, shows the aggressive and self-destructive attitude 
of the cell towards sepsis, so that the organism to survive. Both caspases and survivin are 
important protein molecules that play a key role in sepsis, the diagnostic and prognostic value 
of which requires further research. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

Σήψη 

Ορισμοί 

Η σήψη ορίζεται ως μία απειλητική για τη ζωή δυσλειτουργία των οργάνων που προκαλείται 
από μία απορυθμισμένη απάντηση του ξενιστή σε μία λοίμωξη(1). Ο ορισμός αυτός τονίζει 
την μη ομοιοστατική απάντηση του ξενιστή στη λοίμωξη, την πιθανή θνητότητα που 
πλησιάζει ένα υψηλό ποσοστό εξαρτώμενο από την οργανική δυσλειτουργία και την 
αναγκαιότητα της επείγουσας αναγνώρισης της κατάστασης αυτής. Ακόμη και μία μέτριου 
βαθμού δυσλειτουργία των οργάνων κατά την αρχική υποψία της σήψης, σχετίζεται με 
ενδονοσοκομειακή θνητότητα σε ποσοστό 10%. Στην Εικόνα Α φαίνεται ο διαγνωστικός 
αλγόριθμος που ακολουθείται για την έγκαιρη αναγνώρισή της σήψης. Παράλληλα για τον 
παιδιατρικό πληθυσμό η σήψη ορίζεται ως ένα σύνδρομο συστηματικής φλεγμονώδους 
απάντησης (SIRS) με την ταυτόχρονη παρουσία ή ως αποτέλεσμα μίας αποδεδειγμένης 
λοίμωξης. Ενώ η σοβαρή σήψη στα παιδιά ορίζεται ως σήψη με επιπλέον ένα απ’ τα 
παρακάτω: καρδιαγγειακή οργανική δυσλειτουργία ή οξύ σύνδρομο αναπνευστικής 
δυσχέρειας (ARDS) ή δύο ή παραπάνω άλλες οργανικές δυσλειτουργίες. Στην Εικόνα Β 
αναλύονται οι οργανικές δυσλειτουργίες για τον παιδιατρικό πληθυσμό(2)(3). Στη διάγνωση 
της σήψης συμβάλλουν τα μη ειδικά κλινικά κριτήρια του SIRS (systemic inflammatory 
response syndrome). Η διαφορά όμως του συστηματικού φλεγμονώδους συνδρόμου από τη 
σήψη είναι ότι αντικατοπτρίζει μία κατάλληλη απάντηση του ξενιστή απέναντι σε ένα 
παθογόνο, που είναι συχνά προσαρμοστική απάντηση, χωρίς να απορυθμίζει την λειτουργία 
των οργάνων του ξενιστή. Η σήψη σε αντίθεση με το SIRS περιλαμβάνει στην περίπλοκη 
παθοφυσιολογία της την οργανική δυσλειτουργία που είναι απειλητική για τη ζωή και σε 
συνάφια με τις ασυνήθεις βιοχημικές διεργασίες που συμβαίνουν σε κυτταρικό επίπεδο ανά 
συστήματα.(1)  
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Εικόνα Α. Διαγνωστικός αλγόριθμος σήψης. Singer et,al(1) 

 

 
Εικόνα Β.  Κριτήρια οργανικής δυσλειτουργίας  παιδιών. Mathias et,al(3) 
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Παθοφυσιολογία 

Η παθοφυσιολογία της σήψης έχει ερμηνευτεί ως μία αρχική υπερβολική, συστηματική,  
προφλεγμονώδης απάντηση στη λοίμωξη που ακολουθείται από μια ανοσοκατασταλτική 
φάση που χαρακτηρίζεται από ανεργία του ανοσοποιητικού, λεμφοπενία και δευτεροπαθείς 
λοιμώξεις. Οι ασθενείς που θα επιβιώσουν της αρχικής φάσης συχνά αναπτύσσουν 
νοσοκομειακές λοιμώξεις από μικροοργανισμούς που τυπικά δεν αποτελούν απειλή σε 
ανοσοϊκανούς ασθενείς. Έτσι εδραιώνεται η υπόθεση ότι η αρχική υπερφλογμονώδης φάση 
της σήψης, εξελίσσεται σε μία υποφλεγμονώδη κατάσταση με ουσιαστική καταστολή του 
ανοσιακού συστήματος. (4)  Στην Εικόνα Γ φαίνεται σχηματικά η παθοφυσιολογία της σήψης. 
Εστιάζοντας σε κυτταρικό επίπεδο, η σήψη αποτελεί μία φλεγμονώδη νόσο που 
μεσολαβείται από την ενεργοποίηση της φυσικής ανοσίας.  

 

 

Εικόνα  Γ.   Διαγραμματική απεικόνιση παθοφυσιολογίας σήψης. Hotchkiss et,al (5) 

 

Η ενεργοποίηση της φυσικής ανοσίας πραγματοποιείται όταν διάφοροι μεμβρανικοί 
κυτταρικοί υποδοχείς (Toll-like receptors, nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-
like receptors, retinoic acid-inducible gene (RIG)-like receptors, mannose-binding lectin and 
scavenger receptors) συνδέονται με μικροβιακά παράγωγα ή ενδογενή σήματα κινδύνου 
(pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) or damage-associated molecular patterns 
(DAMPs) ) δημιουργώντας έτσι ένα σύστημα ενδοκυττάριας σηματοδότησης που θα 
οδηγήσει στην ενεργοποίηση άλλων παραγόντων. Έτσι στη συνέχεια ενεργοποιείται η 
έκφραση διαφόρων γονιδίων που εμπλέκονται στην φλεγμονή, στην επίκτητη κυτταρική 
ανοσία και στον κυτταρικό μεταβολισμό που οδηγεί στην ενεργοποίηση των 
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προφλεγμονώδων μεσολαβητών (MAPKs, JAKs, STATs, NF-κΒ) και στην περαιτέρω έκφραση 
άλλων γονιδίων (early activation genes). Συγκεκριμένα η ενεργοποίηση του  ΝF-κΒ οδηγεί 
στην έκφραση των κυτταροκινών που σχετίζονται με την φλεγμονή (tumor necrosis factor 
(TNF), IL-1, IL-2, IL-18, IFNs- τύπου 1 ιντερφερόνες) και αυτό στη συνέχεια οδηγεί στην 
ενεργοποίηση ενός καταρράκτη άλλων φλεγμονώδων  κυτταροκινών (ΙL-6, IL-18, IFNγ) και 
χυμοκινών (CCL2, CCL3, CXCL10) και στην καταστολή της επίκτητης ανοσίας. Η ενεργοποίηση 
αυτών των μορίων γίνεται άμεσα με την αναγνώριση των PAMP  και DAMP από τα 
σηματοδοτικά μόρια παραπέμποντας στην ύπαρξη μίας αποθήκης ενεργών και ανενεργών 
κυτταροκινών εντός του κυττάρου.(5)(6) Στην Εικόνα Δ φαίνεται σχηματικά ο καταρράκτης 
της σηματοδότησης του κυττάρου στη σήψη. 

 

 

Εικόνα Δ. Καταρράκτης σηματοδοτικών μορίων στη σήψη.  Hotchkiss et,al (5) 

 

 

Κυτταροκίνες 

Η οικογένεια των κυτταροκινών της ιντερλευκίνης -1 (IL-1), αποτελεί ένα σημαντικό ρυθμιστή 
της φυσικής και επίκτητης ανοσίας και διαδραματίζει ένα σημαντικό ρόλο στην άμυνα του 
ξενιστή μπροστά σε μία λοίμωξη και στο φλεγμονώδες τραύμα. Η οικογένεια περιλαμβάνει 
την IL-1β, την IL-18, την IL-33, την IL-36 και την IL-37, από τις οποίες η IL-1β και η IL-18 
εμπλέκονται στη φλεγμονώδη απάντηση και έχουν αποδειχτεί ως οι πιο σημαντικές 
ιντερλευκίνες οι οποίες διεγείρουν το μονοπάτι ενός μηχανισμού κυτταρικής νέκρωσης, την 
πυρόπτωση. Η IL-1β παράγεται κυρίως από τα μακροφάγα κύτταρα, τα δενδριτικά κύτταρα, 
από τα μονοπύρηνα κύτταρα του αίματος, τα ουδετερόφιλα, τα Β λεμφοκύτταρα και τα 
κύτταρα φυσικούς φονείς (ΝΚ cells). (7) 
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Μηχανισμοί κυτταρικής νέκρωσης  

 

Απόπτωση 

Η απόπτωση είναι ένα είδος προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου που 
πραγματοποιείται μέσω των κασπασών. Οι κασπάσες οδηγούν στην απόπτωση του κυττάρου 
μέσω δύο διακριτών μονοπατιών. Το εξωγενές αποπτωτικό μονοπάτι που εκπροσωπείται 
από την κασπάση 8. Η ενεργοποιημένη κασπάση 8 πυροδοτεί την απόπτωση είτε άμεσα με 
την ενεργοποίηση των εκτελεστικών κασπασών (3,6,7), είτε ενεργοποιεί το ενδογενές 
αποπτωτικό μονοπάτι. Το ενδογενές ή μιτοχονδριακό αποπτωτικό μονοπάτι ενεργοποιείται 
επίσης από διάφορα κυτταρικά σήματα που οδηγούν στην απελευθέρωση του 
κυτοχρώματος c από τα μιτοχόνδρια και στην περαιτέρω ενεργοποίηση της  κασπάσης 9. Η 
ενεργοποιημένη κασπάση 9 ενισχύει και αυτή την ενεργοποίηση των εκτελεστικών 
κασπασών οδηγώντας στην απόπτωση του κυττάρου. (8) Στην Εικόνα Ε απεικονίζεται ο 
μηχανισμός της απόπτωσης. Εστιάζοντας στον πυρήνα του φαινομένου της σήψης, 
παρατηρείται ότι η απόπτωση των κυττάρων του ανοσιακού συστήματος που προκαλείται 
λόγω της σήψης συμβαίνει σε όλες τις ηλικιακές ομάδες (νεογνικό, παιδιατρικό και ενήλικο 
πληθυσμό). Η απόπτωση που προκαλείται απ’ τη σήψη συμβαίνει μέσω υποδοχέων θανάτου 
και μιτοχονδριακά μεσολαβούντων μονοπατιών, προβάλλοντας το γεγονός ότι πολλαπλά 
ερεθίσματα κυτταρικού θανάτου είναι ενεργοποιημένα κατά τη διάρκεια της σήψης, 
ενισχύοντας την έκφραση προφλεγμονόδων και αντιφλεγμονόδων παραγόντων στον αγώνα 
του κυττάρου ενάντια στην σήψη.(9) 

 

 

Εικόνα Ε. Μηχανισμός απόπτωσης.  Aziz et,al (8) 
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Πυρόπτωση 

Η πυρόπτωση είναι ένα είδος προγραμματισμένου λυτικού κυτταρικού θανάτου που 
σχετίζεται με αντιμικροβιακές αντιδράσεις κατά την φλεγμονή. Η πυρόπτωση εξαρτάται από 
την κασπάση 1 και 11. Τα κύτταρα που υπόκεινται στη διαδικασία της πυρόπτωσης, φαίνεται 
να δημιουργούν ένα μεγάλο αριθμό πόρων στην κυτταρική τους μεμβράνη που οδηγεί στην 
απώλεια συνοχής. Στο τέλος η κυτταρική μεμβράνη λύεται και οδηγεί στην απελευθέρωση 
κυτταρικού περιεχομένου και διάφορων φλεγμονωδών μορίων που ενισχύουν την 
φλεγμονή. Στην Εικόνα ΣΤ φαίνεται σχηματικά η διαδικασία της πυρόπτωσης.(8)(10) 

 

 

Εικόνα  ΣΤ. Μηχανισμός πυρόπτωσης. Aziz et,al (8) 

 

Νεκρόπτωση 

Η νεκρόπτωση είναι ένα είδος νέκρωσης που πυροδοτείται από υποδοχείς θανάτου. 
Χαρακτηρίζεται από οίδημα του κυττάρου που οδηγεί σε καταστροφή της κυτταρικής 
μεμβράνης. Η νεκρόπτωση  ενεργοποιείται από σηματοδοτικά μόρια σύνδεσης του 
ανοσοποιητικού (Fas, TNF, LPS) που οδηγούν στην ενεργοποίηση του RIPK3 (ενεργοποιείται 
μέσω της RIPK1-receptor interacting protein kinase 1), ο οποίος με την σειρά του 
ενεργοποιεί το MLK1 (Mixed lineage kinase domain-like protein) που οδηγεί στην απώλεια 
της συνοχής της κυτταρικής μεμβράνης και κατά συνέπεια στο θάνατο του κυττάρου(8)(11). 
Στην Εικόνα Ζ φαίνεται σχηματικά η διαδικασία της νεκρόπτωσης. 
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Eικόνα Ζ. Μηχανισμός νεκρόπτωσης. Aziz et,al (8) 

Φερρόπτωση 

Η φερόπτωση είναι ένα είδος κυτταρικού θανάτου εξαρτώμενο από τον σίδηρο και σχετίζεται 
με την απελευθέρωση ελεύθερων ριζών οξυγόνου (ROS). Η φερόπτωση προκαλεί αλλαγές 
στο κυτταρόπλασμα, συμπεριλαμβανομένων της μείωσης ή εξαφάνισης των μιτοχονδρίων, 
της καταστροφής της εξωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων και την συμπύκνωση της 
μιτοχονδριακής μεμβράνης. Αυτές οι κυτταρικές διαταραχές οδηγούν στην απώλεια της 
επιλεκτικής διαπερατότητας της κυτταρικής μεμβράνης λόγω της υπεροξείδωσης των 
λιπιδίων της μεμβράνης και κατά συνέπεια στην εγκατάσταση του οξειδωτικού στρες και του 
θανάτου του κυττάρου.(12)(13) Στην Εικόνα Η απεικονίζεται ο φερροπτωτικός κυτταρικός 
θάνατος. 

 

Εικόνα Η. Μηχανισμός φερρόπτωσης. Li et,al (12) 
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Κασπάσες 

 

Οι κασπάσες είναι μία οικογένεια πρωτεολυτικών ενζύμων (cysteine-aspartic proteases), 
γνωστές για το ρόλο της στον έλεγχο του κυτταρικού θανάτου και της φλεγμονής. Η 
λειτουργία των κασπασών στον κυτταρικό θάνατο έχει αναγνωριστεί παραπάνω από δύο 
δεκαετίες και πλέον αναγνωρίζονται συνολικά 18 κασπάσες σε θηλαστικούς οργανισμούς. 
Αναλόγως τη λειτουργία τους οι κασπάσες -2, -3, -7, -8, -9 και -10 είναι αποπτωτικές 
κασπάσες, ενώ οι κασπάσες -1, -4, -5, -11 και -12 εμπλέκονται στη διαδικασία της 
φλεγμονής.(14) Οι αποπτωτικές κασπάσες υποδιαιρούνται σε δύο κατηγορίες, τους 
εκκινητές και τους εκτελεστές, ανάλογα την απουσία ή παρουσία συγκεκριμένων 
πρωτεϊνικών δομών που αλληλεπιδρούν με αυτές. Για την ενεργοποίηση των εκκινητών 
κασπασών κατά την απόπτωση μεσολαβούν δύο κύρια μονοπάτια, το ενδογενές μονοπάτι ή 
αλλιώς μιτοχονδριακό μονοπάτι (ή Bcl-2-regulated) και το εξωγενές μονοπάτι (ή μονοπάτι 
υποδοχέα θανάτου). Το ενδογενές μονοπάτι ενεργοποιείται σε απάντηση στο κυτταρικό 
stress (π.χ κυτοτοξικά φάρμακα, καταστροφή του DNA). Αυτό το μονοπάτι περιλαμβάνει την 
ενεργοποίηση προαποπτωτικών εκτελεστών (ΒΑΧ, ΒΑΚ), οι οποίοι προκαλούν ρήγματα και 
αυξάνουν τη διαπερατότητα της εξωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων και την 
απελευθέρωση του κυτοχρώματος c. Στη συνέχεια το κυτόχρωμα c συνδέεται με έναν 
παράγοντα ενεργοποίησης των αποπτωτικών προτεασών (Apaf-1 apoptotic protease-
activating factor) δημιουργώντας ένα πολυμερές σύμπλοκο (apoptosome) για να 
ενεργοποιήσει την κασπάση 9. Το εξωγενές μονοπάτι, ενεργοποιείται κατά τη σύνδεση 
ειδικών σημάτων με υποδοχείς νέκρωσης στην επιφάνεια του κυττάρου (TNFR, Fas, TRAIL). 
Αυτή η σηματοδότηση ενεργοποιεί στη συνέχεια τη στρατολόγηση και ενεργοποίηση της 
κασπάσης -8 ή της -10. Η κασπάση -8 επιπλέον μέσω πρωτεϊνών που ενεργοποιεί ενισχύει 
την αποπτωτική απάντηση του μιτοχονδριακού μονοπατιού. Εφόσον ενεργοποιηθούν οι 
κασπάσες εκκινητές μέσω του εξωγενούς ή του ενδογενούς αποπτωτικού μονοπατιού, 
μεσολαβούν στην ενεργοποίηση των εκτελεστικών κασπασών -3, -6 και -7. Στην Εικόνα Θ  

 

Εικόνα Θ. Αποπτωτικά μονοπάτια κασπασών. Hotchkiss et,al(15) 
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φαίνονται σχηματικά τα μονοπάτια της απόπτωσης που εκτελούνται μέσω των κασπασών. Ο 
ρόλος των περισσότερων κασπασών γενικά δεν περιορίζεται μόνο στην απόπτωση, 
λειτουργούν και σε άλλες μορφές  κυτταρικού θανάτου όπως η νέκρωση, η αυτοφαγία, και η 
πυρόπτωση.(14) (16) 

 

Κασπάση -1 

Η κασπάση -1 διαδραματίζει κεντρικό ρόλο στην φυσική ανοσία, αντιδρώντας σε σήματα στο 
κυτταρόπλασμα του κυττάρου με την ενεργοποίηση της διεπίπεδης απάντησης. Η κασπάση 
-1 ενεργοποιείται από μία ποικιλία φλεγμονωδών σημάτων (inflammasomes), τα οποία είναι 
πολύ-πρωτεϊνικά σηματοδοτικά σύμπλοκα τα οποία συγκεντρώνονται σε απάντηση στην 
ανίχνευση οποιασδήποτε κυτταρικής διαταραχής (Damage-associated molecular patterns 
(DAMPs)) ή ενδοκυττάριων μικροβιακών στοιχείων (Pathogen-associated molecular patterns 
(PAMPs)). Στη συνέχεια η κασπάση -1 προκαλεί την ωρίμανση των δύο προφλεγμονοδών 
κυτταροκινών proIL-1β και proIL-18 και την ενεργοποίηση και έκκριση των δύο ώριμων πλέον  
κυτταροκινών, της ιντερλευκίνης-1β (IL-1β) και της ιντερλευκίνης-18 (IL-18) και παράλληλα 
σηματοδοτεί την πυρόπτωση του κυττάρου. (17) Η πυρόπτωση είναι ένας 
προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος που εξαρτάται απ’ την κασπάση -1 και την κασπάση 
-11 και θεωρείται μία απάντηση του ανοσιακού συστήματος στις οξείες μικροβιακές και 
ιογενείς λοιμώξεις, καθώς και μία διαδικασία έκθεσης των βακτηριακών τοξινών και 
εξουδετέρωσης των ενδοκυττάριων παθογόνων μέσω οιδήματος και λύσης του κυττάρου και 
απελευθέρωσης τον φλεγμονωδών μεσολαβητών. Η διαδικασία της πυρόπτωσης 
προστατεύει τα κύτταρα του ξενιστή ενάντια στα παθογόνα βακτήρια και της μικροβιακές 
λοιμώξεις.(10) (18)  

 

Κασπάση -3 

 

Η κασπάση -3 είναι η κύρια εκτελεστική κασπάση με στόχο τον αποτελεσματικό κυτταρικό 
θάνατο. Είναι υπεύθυνη μαζί με της υπόλοιπες εκτελεστικές κασπάσες ( κασπάση -7) για την 
έναρξη της αποπτωτικής διαδικασίας του κυττάρου, περιλαμβάνοντας την κατακερμάτιση 
του DNA, τη συρρίκνωση του κυττάρου και τη λύση της κυτταρικής μεμβράνης. Επιπλέον, οι 
κασπάσες αυτές συμβάλλουν στην αναδιαμόρφωση των μιτοχονδρίων, στην εκκαθάριση 
ποικιλίας πρωτεϊνών και στη ρύθμιση της παραγωγής δραστικών ριζών οξυγόνου (ROS).(19) 
Η απόπτωση του κυττάρου απαιτεί την ενεργοποίηση των δύο κύριων μονοπατιών της 
αποπτωτικής διαδικασίας, το εξωγενές μονοπάτι ή αλλιώς μονοπάτι του υποδοχέα θανάτου, 
το οποίο εκτελείται απ’ την κασπάση -8 και το ενδογενές μονοπάτι ή μιτοχονδριακό μονοπάτι 
μεσολαβούμενο από την κασπάση -9. Η κασπάση -8, καθώς και η κασπάση -9 ενεργοποιούν 
την κασπάση -3, μετατρέποντας έτσι την κύρια αυτή εκτελεστική κασπάση στο τελικό κοινό 
αποτέλεσμα των δύο αποπτωτικών μονοπατιών. (15) 
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Κασπάση -7 

 

Η κασπάση -7 αποτελεί τη δεύτερη εκτελεστική κασπάση, η οποία, ενώ δρα παράλληλα με 
την κασπάση -3, διαθέτει διακριτό ρόλο κατά την απόπτωση του κυττάρου. Η ενεργοποίηση 
της απαιτεί την ενεργοποίηση της κασπάσης -8 μέσω του εξωγενούς μονοπατιού και την 
ενεργοποίηση της κασπάσης -9 μέσω του ενδογενούς μονοπατιού. Η δράση της ώριμης 
κασπάσης -7 κατά την αποπτωτική διαδικασία, αφορά στον καθαρισμό μεγάλης ποικιλίας 
πρωτεϊνών, συμμετέχει στα μορφολογικά και βιοχημικά συμβάματα κατά την απόπτωση, την 
έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης, τον κατακερματισμό του DNA και τη συμπύκνωση του 
πυρήνα. Επιπλέον, η πρωτεολυτική ωρίμανση της κασπάσης -7 απαιτεί την παρουσία 
συμπλόκων της κασπασης 1 (inflammasomes). Αυτή η σχέση δηλώνει ότι η κασπάση -7 
αποτελεί υπόστρωμα της κασπάσης -1. (20) Έχει υποστηριχθεί από ερευνητές, ότι ο ρόλος 
της κασπάσης -7 κατά την απόπτωση του κυττάρου είναι κυρίως υποστηρικτικός, συγκριτικά 
με την κασπάση -3, η οποία αποτελεί τον κύριο εκτελεστή του μονοπατιού θανάτου των 
κυττάρων. (19) Η υποστηρικτική αυτή δράση της κασπάσης -7 αφορά στην ενίσχυση της 
παραγωγής δραστικών ριζών οξυγόνου (ROS), οι οποίες συμβάλλουν στον κυτταρικό θάνατο, 
και επιπλέον, στην απόσπαση των νεκρών κυττάρων από τον εξωκυττάριο χώρο, ενισχύοντας 
την κάθαρση των αποπτωτικών κυττάρων από τον οργανισμό. (19) 

 

Κασπάση -8 

 

Το εξωγενές μονοπάτι της απόπτωσης έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της κασπάσης 
-8, η οποία αποτελεί έναν από της εκκινητές της οικογένειας των κασπασών κατά τη 
διαδικασία της απόπτωσης του κυττάρου. Συγκεκριμένα το εξωγενές μονοπάτι ξεκινάει στην 
εξωτερική επιφάνεια του κυττάρου με την ενεργοποίηση υποδοχέων όπως ο CD95, ο οποίος 
ενεργοποιείται κατά τη σύνδεσή του με το κατάλληλο υπόστρωμα δημιουργώντας ένα 
σύμπλοκο. Το ενεργοποιημένο αυτό σύμπλοκο διαθέτει ένα κυτταροπλασματικό τμήμα, το 
οποίο συνδέεται δομικά με πρωτεΐνες γνωστές ως FADD (Fas associated death domain). Έτσι 
η πρωτεΐνη FADD ενεργοποιείται μέσω του συμπλόκου και συνδέεται στο ομόλογο τμήμα 
της προκασπάσης -8, ενεργοποιώντας έτσι την κασπάση -8, ενισχύοντας την ενεργοποίηση 
των εκτελεστικών κασπασών, της κασπάσης -3 και κατά συνέπεια της αποπτωτικής 
διαδικασίας. (21) Συμπερασματικά, το εξωγενές αποπτωτικό μονοπάτι ενεργοποιείται όταν 
μεμβρανικοί υποδοχείς του κυττάρου ενεργοποιούνται από κατάλληλα υποστρώματα, 
παράγοντας σήματα θανάτου τα οποία ενεργοποιούν την κασπάση -8, η οποία με τη σειρά 
της ενεργοποιεί την κασπάση -3, την κύρια εκτελεστική κασπάση κατά την απόπτωση του 
κυττάρου. (22) 
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Κασπάση -9 

 

 Η κασπάση -9 είναι το κύριο προϊόν της ενεργοποίησης του ενδογενούς ή μιτοχονδριακού 
μονοπατιού κατά τη διαδικασία της απόπτωσης. Το ενδογενές μονοπάτι ενεργοποιείται 
εντός του κυττάρου με την καταστροφή του DNA ή το οξειδωτικό stress στο επίπεδο των 
μιτοχονδρίων. Μέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών Bcl-2 (B-cell Lymphoma 2), οι οποίες 
αποτελούν ρυθμιστικές πρωτεΐνες κατά τη διαδικασία του κυτταρικού θανάτου 
αναστέλλοντας ή ενισχύοντας τη διαδικασία της απόπτωσης (23), ρυθμίζουν την 
διαπερατότητα της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων, προκαλώντας τη δημιουργία 
πόρων και επιτρέποντας την απελευθέρωση του κυτοχρώματος c (cytochrome c) στο 
κυτταρόπλασμα. Το κυτόχρωμα c συνδέεται με τον παράγοντα ενεργοποίησης 1 της 
αποπτωτικής πρωτεάσης  (APAF1)  και με ATP, προκαλώντας την ενεργοποίηση της 
προκασπάσης -9. Το ετεροδιμερές σύμπλοκο (apoptosome) το οποίο δημιουργείται, 
προκαλεί την ενεργοποίηση της εκτελεστικής κασπάσης -3 και τελικά την έναρξη της 
αποπτωτικής διαδικασίας και τον κυτταρικό θάνατο. (21) (24) Επιπλέον, η κασπάση -9 
ενισχύει την παραγωγή ελεύθερων ριζών οξυγόνου (ROS) στο επίπεδο των μιτοχονδρίων, 
ρυθμίζοντας τη δομή των πρωτεϊνών Bid, μέλη της οικογένειας των Bcl-2 πρωτεϊνών, με κύρια 
δράση τη σύνδεση με σήματα θανάτου ή επιβίωσης του κυττάρου. Η ενεργοποίηση αυτή του 
ενδογενούς αποπτωτικού μονοπατιού ενισχύει την απελευθέρωσης του κυτοχρώματος c, η 
οποία οδηγεί σε περαιτέρω ενεργοποίηση της κασπάσης -9. (25) Έτσι η κασπάση -9 προκαλεί 
την αναδιαμόρφωση των μιτοχονδρίων μέσω ενεργοποίησης των Bid πρωτεϊνών, 
εξασφαλίζοντας τον κυτταρικό θάνατο ακόμη και απουσία των εκτελεστικών κασπασών. (19) 

 

Αναστολείς της απόπτωσης 

Οι αναστολείς της απόπτωσης (IAPs) είναι μία οικογένεια πρωτεϊνών με ποικίλες βιολογικές 
λειτουργίες συμπεριλαμβανομένων της ρύθμισης της φυσικής κυτταρικής ανοσίας και της 
φλεγμονής, του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, της κυτταρικής μετανάστευσης και της 
απόπτωσης. Χαρακτηρίζονται από την κοινή παρουσία μιας δομικής περιοχής που 
ονομάζεται BIR (N terminal baculoviral IAP repeat) που συμμετέχει στην αλληλεπίδραση 
μεταξύ πρωτεϊνών. Έχουν αναγνωριστεί 8 μέλη της οικογένειας των αναστολέων της 
απόπτωσης σε θηλαστικούς οργανισμούς. Κύρια δράση των IAPs στους θηλαστικούς 
οργανισμούς είναι η ρύθμιση της απόπτωσης μέσω παρέμβασης στην δραστηριότητα των 
κασπασών, καθώς συνδέονται με αυτές και εμποδίζουν την αποπτωτική τους δράση, αλλά 
και η παρέμβαση σε άλλα μονοπάτια που μεταφέρουν σήματα κυτταρικού θανάτου(26)(27).  

 

Survivin   

Η survivin (BIRC5) είναι από τις γνωστότερες πρωτεΐνες οι οποίες ανήκουν στην οικογένεια 
των IAPs. Αποτελεί μία ουσιαστική πρωτεΐνη για τη ρύθμιση της μίτωσης των κυττάρων και 
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της αναστολής της απόπτωσης. Επιπλέον είναι ευρέως γνωστή για την έκφραση και τη δράση 
της στην καρκινογένεση, καθώς εκφράζεται σε μεγάλο αριθμό καρκινικών κυττάρων στα 
οποία η έκφραση της σχετίζεται με επιθετικές νόσους και φτωχή πρόγνωση. Η έκφραση της 
survivin σε φυσιολογικούς ιστούς είναι μικρή. (28) Όσον αφορά στην αντιαποπτωτική της 
δράση, η survivin καταστέλλει την απόπτωση η οποία προκαλείται μέσω της υπερέκφρασης 
των κασπασών στο ενδογενές και εξωγενές μονοπάτι της απόπτωσης, αποτελώντας έτσι έναν 
αναστολέα των κασπασών. Επιπλέον αλληλοεπιδρά άμεσα με την κασπάση -9, την κύρια 
κασπάση του ενδογενούς μονοπατιού της απόπτωσης, και με την κασπάση -3, την κύρια 
εκτελεστική κασπάση, αναστέλλοντας τον κυτταρικό θάνατο. (29) (30) Παρατηρείται επίσης, 
ότι η αύξηση της survivin ρυθμίζει μερικώς τη διαδικασία της φλεγμονής κατά το 
φλεγμονώδες μονοπάτι του πυρηνικού παράγοντα -κΒ (NF-κΒ), μειώνοντας την 
κυτταροτοξικότητα από την λιποπολυσακχαρίτη (LPS-induced cell injury) και την παραγωγή 
των προφλεγμονωδών κυτταροκινών IL-6 και TNF-a. (31) Ο ρόλος της survivin στη σήψη 
αποτελεί ένα ενεργό πεδίο μελέτης καθώς δεν έχει ακόμη αποσαφηνιστεί πλήρως. Από 
πρόσφατη μελέτη προκύπτει ότι η ενδοκυττάρια συγκέντρωση της survivin είναι αυξημένη 
σε σηπτικούς ασθενείς κατά το αρχικό στάδιο της σήψης(28). Σε άλλες φλεγμονώδεις 
καταστάσεις όπως στη ρευματοειδή αρθρίτιδα παρουσιάζει επίσης αυξημένα επίπεδα και 
σχετίζεται με χαμηλή πρόγνωση(32). Στην Εικόνα Ι φαίνεται αδρά η δράση της survivin στα 
αποπτωτικά κυτταρικά μονοπάτια. 

 

 

Εικόνα Ι. Αντιαποπτωτική δράση της survivin. Wheatley et,al (33) 
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Τεχνικές 

Κυτταρομετρία Ροής 

 

Η κυτταρομετρία ροής αρχικά αναπτύχθηκε το 1970 και έγινε γρήγορα ένα βασικό εργαλείο 
για τον επιστημονικό κλάδο της ιατρικής και της βιολογίας. Η τεχνική της ανάλυσης ενός 
κυττάρου κατά τη ροή αυτού μέσω ενός καναλιού που διατρέχεται από υγρό, περιγράφηκε 
για πρώτη φορά το 1950 από τον Wallace Coulter και χρησιμοποιήθηκε στην 
αυτοματοποιημένη μέτρηση των κυττάρων του αίματος. (34) Συγκεκριμένα, η κυτταρομετρία 
ροής είναι μία τεχνική που αναλύει μεμονωμένα κύτταρα, τα οποία διαπερνώνται από μία ή 
πολλαπλές ακτίνες laser κατά τη ροή τους μέσω ενός καναλιού και ενώ βρίσκονται σε ένα 
διάλυμα υγρού. Κάθε κύτταρο αναλύεται με βάση τα διαθλαστικά του χαρακτηριστικά στο 
ορατό φως και για μία ή περισσότερες παραμέτρους φθορισμού. Η διάθλαση του ορατού 
φωτός μετριέται σε δύο διαφορετικές κατευθύνσεις, στην ευθεία διάθλαση και στην πλάγια 
διάθλαση του φωτός. Η ευθεία διάθλαση (Forward Scatter or FSC) μπορεί να προσδιορίσει 
το σχετικό μέγεθος του κυττάρου, ενώ η πλάγια διάθλαση (Side Scatter or SSC) κατά 90ο  
δύναται να προσδιορίσει την σύσταση ή την κοκκίωση του κυττάρου. Η διάθλαση του ορατού 
φωτός είναι ανεξάρτητη του φθορισμού. Για την διαδικασία της μέτρησης του φθορισμού 
του κυττάρου, τα κύτταρα προετοιμάζονται ώστε να αποικιστούν ή να εκφράσουν 
φθορίζουσες πρωτεΐνες, και βάφονται με φθορίζουσες χρώσεις ή με φθορίζοντα συζευγμένα 
αντισώματα.(35) 

Στην Εικόνα Κ απεικονίζονται τα είδη διάθλασης των κυττάρων στον κυτταρομετρητή ροής. 

Η κυτταρομετρία ροής είναι ένα δυνατό εργαλείο με εφαρμογές σε πολλούς τομείς, όπως η 
ανοσολογία, η ιολογία, η μοριακή βιολογία, η βιολογία της καρκινογένεσης και η 
παρακολούθηση των λοιμωδών νόσων. Για παράδειγμα είναι πολύ αποτελεσματική για την 
μελέτη του ανοσιακού συστήματος και της ανταπόκρισής του απέναντι σε λοιμώδεις νόσους 
και στον καρκίνο. Επιτρέπει την ταυτόχρονη μέτρηση και ανάλυση ανάμεικτων πληθυσμών 
κυττάρων του αίματος, του μυελού των οστών, ακόμη και συμπαγών ιστών ή οποίοι μπορούν 
να διαχωριστούν στα κύτταρα τους, όπως οι λεμφαδένες, ο σπλήνας και οι συμπαγείς 
καρκινικοί όγκοι.  

Το μηχανικό υλικό που χρησιμοποιείται στα όργανα της κυτταρομετρίας ροής έχει εξελιχθεί 
τις τελευταίες δεκαετίες, καθώς και η παραγωγή παραμέτρων φθορισμού,  επιτρέποντας την 
εξέλιξη της έρευνας και της ανάλυσης των κυττάρων. 

Το τελικό στάδιο κάθε ανάλυσης σε κυτταρομετρία ροής είναι η ανάλυση των δεδομένων. 
Παραδοσιακά χρησιμοποιούνται ιστογράμματα με δύο παραμέτρους (dot plot). Παρόλα 
αυτά η απαιτητικότητα των ερευνητικών πειραμάτων και η αύξηση στον αριθμό των 
χρησιμοποιούμενων φθοριούχων παραμέτρων, έχουν οδηγήσει στην ανάπτυξη αλγορίθμων 
για την ανάλυση πολλαπλών δεδομένων. 
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Εικόνα Κ.  Διαθλαστικές ιδιότητες κυττάρου. Vembadi  et,al (35) 

 

Στην κατασκευή του ο κυταρομετρητής αποτελείται από τρία συστήματα, το σύστημα με τα 
υγρά, το σύστημα με τα οπτικά και το ηλεκτρονικό σύστημα. Το σύστημα των υγρών 
αποτελείται από ένα αποθηκευμένο υγρό (buffered saline solution) που είναι συμπιεσμένο 
για να μεταφέρει και να συγκεντρώνει το δείγμα στο σημείο ακτινοβόλησης όπου αναλύεται 
το δείγμα. Το σύστημα των οπτικών αποτελείται από οπτικά διέγερσης (lasers) και οπτικά 
συλλογής (photomultiplier tubes or PMTs and photodiodes), τα οποία παράγουν και 
συλλέγουν αντίστοιχα τις πληροφορίες απ’ τη διάθλαση του ορατού και του φθορίζοντος 
φωτός πάνω στα δείγματα που αναλύονται. (36) 

Στην Εικόνα Λ απεικονίζεται το σύστημα ανάλυσης του κυτταρομετρητή ροής. 

 

Εικόνα Λ.  Σημεία ανάλυσης κυτταρομετρητή ροής. Rahman et,al(37) 
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Ανάλυση της απόπτωσης 

 

Η απόπτωση ή αλλιώς ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος, είναι ένα φαινόμενο που 
αναλύεται συχνά στον τομέα της ανοσολογίας και σε άλλους τομείς της έρευνας. Είναι ένα 
απαραίτητο φαινόμενο για να διατηρείται η ομοιόσταση του ανοσιακού συστήματος μέσω 
της απομάκρυνσης κυττάρων, όπως τα ανοσοδιεγερμένα Τ- κύτταρα ή Β-κύτταρα και 
πολλαπλών άλλων κυττάρων του ανοσιακού συστήματος. Για τον προσδιορισμό της 
απόπτωσης μέσω της κυτταρομετρίας ροής, χρησιμοποιούνται πολλαπλοί στόχοι κατά τον 
καταρράκτη των γεγονότων που συμβαίνουν στην απόπτωση. Η μετατόπιση της πλασματικής 
μεμβράνης μαρκάρεται με την βαφή Annexin V και η ενεργοποίηση των κασπασών που 
εμπλέκονται στην απόπτωση ανιχνεύεται με ειδικά αντισώματα και φθοριοχρώματα. 

Η Annexin V είναι μία πρωτεΐνη σύνδεσης φωσφολιπιδίων και συνδέεται με την 
φωσφατιδυλοσερίνη, όταν αυτή μεταφέρεται στο εξωτερικό τμήμα της κυτταρικής 
μεμβράνης κατά την απόπτωση. Μία βαφή ειδική για να αποκλείει τη βιωσιμότητα (όπως το 
propidium iodide) πρέπει να χρησιμοποιείται όταν μαρκάρεται το κύτταρο με την Annexin V 
για να επιβεβαιωθεί ότι η σύνδεση έχει γίνει στην εξωτερική επιφάνεια της κυτταρικής 
μεμβράνης κατά την απόπτωση του κυττάρου. 

Στις περισσότερες περιπτώσεις απόπτωσης, ενεργοποιείται το μονοπάτι των κασπασών. 
Αυτό στοχοποιείται  με την χρήση ενδοκυττάριων φθοριούχων χρωμάτων και αντισωμάτων 
που είναι ειδικά για τις ενεργοποιημένες κασπάσες στο κάθε κύτταρο. (36) 

 

Απομόνωση των μονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού αίματος 

Το περιφερικό αίμα είναι η κύρια πηγή των λεμφοειδών κυττάρων για την έρευνα του 
ανθρώπινου ανοσιακού συστήματος. Απαραίτητη διαδικασία για την μελέτη των 
μονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού αίματος είναι ο διαχωρισμός τους μέσω της 
Φικόλης, ενός υδατικού διαλύματος υψηλής πυκνότητας, όπου κατά τη φυγοκέντρηση του 
περιφερικού αίματος δημιουργούνται βαθμίδες διαφορετικής πυκνότητας αναλόγως τον 
πληθυσμό των κυττάρων. Αυτή η μέθοδος είναι αρκετά απλή και γρήγορη στον διαχωρισμό 
των μονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού αίματος, εκμεταλλευόμενη τις διαφορές 
πυκνοτήτων μεταξύ των μονοπύρηνων κυττάρων και τον υπόλοιπων στοιχείων του αίματος. 
Τα μονοπύρηνα κύτταρα και τα αιμοπετάλια συλλέγονται πάνω απ’ το στρώμα φικόλης 
επειδή έχουν μικρότερη πυκνότητα σε αντίθεση με τα ερυθρά κύτταρα και τα κοκκιοκύτταρα, 
τα οποία έχουν μεγαλύτερη πυκνότητα από τη φικόλη και συγκεντρώνονται κάτω από το 
στρώμα αυτής. Στη συνέχεια τα αιμοπετάλια διαχωρίζονται απ’ τα μονοπύρηνα κύτταρα με 
επιπλέον πλύσιμο και φυγοκέντρηση και απομακρύνονται προκειμένου να μείνει αυτούσιος 
ο πληθυσμός των μονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού αίματος. (38) 
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Χρώση FAM-FLICA για τον προσδιορισμό των κασπασών 

Η τεχνική FLICA είναι μία αξιόπιστη μέθοδος για την εκτίμηση του κυτταρικού θανάτου, 
αναγνωρίζοντας την απόπτωση in vitro. Οι FLICA ανιχνευτές είναι μη κυτταροτοξικοί 
αναστολείς των κασπασών, σημασμένοι με φθοριόχρωμα, και συνδέονται με τις 
ενεργοποιημένες κασπάσες. Με την τεχνική αυτή δύναται να ποσοτικοποιηθεί ο κυτταρικός 
θάνατος, καθώς μετριέται η ενδοκυττάρια διαδικασία της απόπτωσης  και όχι οι 
φαινομενικές συνέπειες στο κύτταρο λόγω της απόπτωσης, όπως η αποκάλυψη της 
φωσφατιδυλοσερίνης. Έτσι ελαχιστοποιείται το ενδεχόμενο των ψευδώς θετικών 
αποτελεσμάτων όπως συμβαίνει με άλλες μεθόδους όπως τη χρήση της Annexin V που 
συνδέεται με την φωσφατιδυλοσερίνη. Η μέθοδος FLICA μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί 
και για τον προσδιορισμό της πυρόπτωσης, μίας μορφής κυτταρικού θανάτου που εμπλέκει 
την φλεγμονώδη διέγερση. Η χρήση του FLICA γίνεται με την προσθήκη του άμεσα στην 
καλλιέργεια των κυττάρων, στην συνέχεια την επώαση του στα κύτταρα και τέλος στον 
καθαρισμό της καλλιέργειας των κυττάρων. Η φθορίζουσα αλληλουχία FLICA είναι κυτταρικά 
διαπερατή και μπορεί εύκολα να διαχυθεί εντός και εκτός των κυττάρων. Αν υπάρχει μία 
ενεργοποιημένη κασπάση εντός του κυττάρου, τότε ο FLICA θα συνδεθεί με αυτήν και θα 
διατηρήσει το πράσινο φθοριούχο σήμα εντός του κυττάρου. Ο μη συνδεδεμένος FLICA θα 
απομακρυνθεί κατά το πλύσιμο των κυττάρων. Τα αποπτωτικά και πυροπτωτικά κύτταρα θα 
διατηρήσουν μία υψηλή συγκέντρωση του FLICA και θα φθορίζουν περισσότερο από τα υγιή 
κύτταρα. Δεν υπάρχει συγγένεια του FLICA με μη ενεργοποιημένες κασπάσες ή με τις 
προκασπάσες και έτσι δεν μπορεί να συνδεθεί με αυτές. Αν ένα κύτταρο βρίσκεται σε φάση 
κυτταρικού θανάτου μέσω της απόπτωσης ή της πυρόπτωσης, τότε θα χαρακτηρίζεται από 
αυξημένη δραστηριότητα των κασπασών σε σχέση με τα υγιή κύτταρα και θα φθορίζει 
έντονα με τον FLICA.  

Όπως έχει προαναφερθεί στη διαδικασία της απόπτωσης, μιας διαδικασίας 
προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου, βασικό ρόλο διαδραματίζουν οι κασπάσες, οι 
οποίες αποτελούν πρωτεολυτικά ένζυμα τα οποία ενεργοποιούνται μέσω προαποπτωτικών 
σημάτων και έχουν ως κύρια δράση τον καθαρισμό πρωτεϊνικών υποστρωμάτων, οδηγώντας 
στην αποσυναρμολόγηση του κυττάρου. Τον πρωτεολυτικό ρόλο τον έχουν η κασπάση -3, -
6, -7 ή αλλιώς οι εκτελεστικές κασπάσες, ενώ τον ρυθμιστικό ρόλο στον καταρράκτη της 
απόπτωσης έχουν οι κασπάσες -8, -9, -10 ή αλλιώς εκκινητές. Η κασπάση -1 σχετίζεται με την 
πυρόπτωση και την φλεγμονώδη δραστηριότητα και λειτουργεί ως το ένζυμο κλειδί στην 
ενεργοποίηση  ιντερλευκίνης  IL-1β, ενεργοποιώντας την πρόδρομη μορφή της (pro-IL-1β). 
(39)  

Οι ενεργοποιημένες κασπάσες λύουν τις πρωτεΐνες στόχους, αναγνωρίζοντας μία 
αλληλουχία 3 έως 4 αμινοξέων που πρέπει να περιλαμβάνουν ένα υπόλειμμα ασπαρτικού 
οξέος (aspartic acid). Αυτή η αλληλουχία είναι ο στόχος των κασπασών για την έναρξη της 
λυτικής αντίδρασης στο καρβοξυτελικό άκρο των πρωτεϊνών. Κάθε ανιχνευτής FLICA διαθέτει 
μία αλληλουχία 3 ή 4 αμινοξέων που στοχοποιείται από διαφορετικές κασπάσες. Αυτή η 
αλληλουχία στόχος (FAM-VAD-FMK), βρίσκεται ενσωματωμένη (sandwich) μεταξύ μίας 
πράσινης φθορίζουσας χρώσης (FAM) και μίας κετόνης φθορομεθυλίου (FMK). Η κασπάση 
δεν μπορεί να λύσει έναν ανιχνευτή FLICA, αντ’ αυτού συνδέεται μαζί του μέσω του 
φθορομεθυλίου στην αλληλουχία στόχο δημιουργώντας ένα σύμπλοκο. Ο ανιχνευτής πολυ-
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κασπασών FLICA, FAM-VAD-FMK, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως ένα ευρέος φάσματος 
αντιδραστήριο στην αναγνώριση της απόπτωσης, καθώς αναγνωρίζεται από διάφορους 
τύπους ενεργοποιημένων κασπασών. (40)(41) Στην Εικόνα Μ απεικονίζεται η σύνδεση της 
χρώσης FLICA στις ενεργείς κασπάσες.(42) 

 

Εικόνα Μ. Σχηματική απεικόνιση πρόσδεσης FLICA στις ενεργείς κασπάσες. Barreiro-Iglesias 
et,al (42) 

Στη συνέχεια, προκειμένου να γίνει διάκριση μεταξύ των κυττάρων που υπόκεινται σε 
διαδικασία απόπτωσης και σε εκείνα που βρίσκονται σε διαδικασία νέκρωσης, τα κύτταρα 
που είναι σημασμένα με το FAM-FLICA, μπορούν να χρωματιστούν με επιπλέον 
αντιδραστήρια όπως το Propidium Iodide (PI), ένα κόκκινο αντιδραστήριο που αναγνωρίζει 
τα νεκρά κύτταρα και τα διαχωρίζει απ’ τα ζωντανά κύτταρα, σηματοδοτώντας τον θάνατο 
λόγω νέκρωσης με κόκκινη χρώση.  

 

Χρήση συζευγμένου αντισώματος για τον προσδιορισμό της survivin 

Το συζευγμένο αντίσωμα είναι ένα μονοκλωνικό ή πολυκλωνικό αντίσωμα το οποίο έχει ένα 
προσδεμένο μόριο ικανό να δημιουργεί ένα ανιχνεύσιμο σήμα. Η ανίχνευση του μπορεί να 
γίνει ορατή μέσω της δημιουργίας χρωμάτων, φθορισμού ή άλλων σημάτων. Τα συζευγμένα 
αντισώματα έχουν χρησιμοποιηθεί σε ένα μεγάλο εύρος εφαρμογών, όπως η κυτταρομετρία 
ροής, η ανοσοιστοχημεία, η Western Blot και η ELISA. Υπάρχουν δύο μέθοδοι ανίχνευσης των 
αντισωμάτων, η άμεση και η έμμεση. Η άμεση ανίχνευση χρησιμοποιεί ένα αντίσωμα το 
οποίο είναι απευθείας συνδεδεμένο με ένα σήμα και μπορεί να συνδεθεί άμεσα και να 
ανιχνεύσει τα μόρια στόχους. Η έμμεση ανίχνευση χρησιμοποιεί ένα αντίσωμα το οποίο δεν 
είναι σημασμένο και προσδένεται με τα μόρια στόχους του κυττάρου. Στη συνέχεια 
προστίθεται ένα σημασμένο αντίσωμα το οποίο έχει άμεση συγγένεια με το μη σημασμένο 
αντίσωμα και ανιχνεύει με μεγαλύτερη ακρίβεια και ειδικότητα τα μόρια στόχους. Η 
σήμανση των αντισωμάτων με φθοριόχρωμα χρησιμοποιείται ευρέως στην ανάλυση των 
κυττάρων με κυτταρομετρία ροής.(43) Προκειμένου όμως να εισέλθουν τα συζευγμένα 
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αντισώματα εντός του κυττάρου και να προσδεθούν στα μόρια στόχους, πρέπει πρώτα να 
σταθεροποιηθούν τα κύτταρα και στη συνέχεια να γίνουν διαπερατά μέσω τρώσης της 
κυτταρικής τους μεμβράνης. Αυτή η διαδικασία (fixation/permeabilization treatment) 
επιτρέπει στο συζευγμένο αντίσωμα να περάσει διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης στο 
κυτταρόπλασμα και να προσδεθεί στα μόρια στόχους. (37)  

 

 

Εικόνα Ν. Σχηματική απεικόνιση πρόσδεσης συζευγμένου αντισώματος σημασμένου με 
φθορίζουσα ουσία άμεσα με ένα αντιγόνο. Zola H. et,al (43) 

 

Η μέτρηση της ενδοκυττάριας έκφρασης της survivin στα μονοπύρηνα κύτταρα του αίματος, 
γίνεται με τη διαδικασία της άμεσης ανίχνευσης. Προσθέτουμε αντισώματα σημασμένα με 
μία φθορίζουσα ουσία ειδικά για την πρωτεΐνη survivin όπου συνδέονται με την survivin η 
οποία συγκεντρώνεται ενδοκυττάρια, δημιουργώντας έτσι ένα σύμπλοκο αντίσωμα-survivin. 
Έτσι δημιουργούμε μία δυνητικά μετρήσιμη φθορίζουσα ποσότητα πρωτεΐνης κατάλληλη για 
ανάλυση με κυτταρομετρία ροής, δίνοντας τη δυνατότητα ποσοτικοποίησης της παραγωγή 
της survivin στα κύτταρα του αίματος. Τα αντισώματα ειδικά για την ανθρώπινη πρωτεΐνη 
survivin που χρησιμοποιούνται είναι συζευγμένα μονοκλωνικά αντίσωμα.(43)(44) Στην 
Εικόνα Ν φαίνεται σχηματικά η τεχνική πρόσδεσης των αντισωμάτων. 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 
 

Κύριος σκοπός της μελέτης είναι να ερευνήσει την υπόθεση της διέγερσης των κασπασών 1, 
3/7, 8  και 9 στα μονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίματος και της survivin στα κύτταρα 
του αίματος ενήλικων και παιδιατρικών  ασθενών με σήψη συγκριτικά με ασθενείς με μη 
λοιμώδεις φλεγμονώδεις καταστάσεις (τραύμα, μετεγχειρητική φλεγμονή) και με υγιείς 
μάρτυρες. Η μέτρηση της ενδοκυττάριας έκφρασης των αποπτωτικών κασπασών και της 
αντιαποπτωτικής πρωτεΐνης survivin θα γίνει με τη μέθοδο της κυτταρομετρίας ροής. 

 

Δευτερεύοντες στόχοι της έρευνας είναι : 

1) Να συγκριθούν τα αποτελέσματα των μετρήσεων αυτών με κλινικούς και 
εργαστηριακούς δείκτες βαρύτητας νόσου και έκβασης καθώς και η διακριτική ικανότητά 
τους στην ανίχνευση της σήψης και την πρόγνωση της (ROC analysis) 

2) Να συγκριθούν τα αποτελέσματα των μετρήσεων και αναλύσεων μεταξύ των δυο 
ηλικιακών ομάδων (παιδιών και ενηλίκων). 
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ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ  
 

Ασθενείς 

Στη μελέτη συμπεριλήφθηκαν ενήλικες και παιδιατρικοί ασθενείς με σήψη ή μη λοιμώδη 
φλεγμονή (SIRS) (μετεγχειρητικοί ασθενείς ή τραυματίες), οι οποίοι νοσηλεύθηκαν στη 
Μονάδα Εντατικής Θεραπείας (ΜΕΘ) και τη ΜΕΘ Παίδων του Πανεπιστημιακού Γενικού 
Νοσοκομείου Ηρακλείου (ΠΑΓΝΗ) στη διάρκεια ενός εξαμήνου (Ιούνιος-Νοέμβριος 2021). Ως 
ομάδα ελέγχου επιλέχθηκαν υγιείς ενήλικες και παιδιά (controls). 

Οι ασθενείς με σήψη συμπεριλήφθηκαν εφόσον πληρούσαν τα ανανεωμένα κριτήρια της 
σήψης για τους ενήλικες (The Third International Consensus Definitions) (1) και τα παιδιά. 
(2)(3)Οι ασθενείς με τραύμα ή μετεγχειρητικοί έπρεπε να πληρούν τα ανανεωμένα κριτήρια 
ανάπτυξης του συστηματικού φλεγμονώδους συνδρόμου (systematic inflammatory response 
syndrome, SIRS)(1). Οι ασθενείς και οι ομάδες ελέγχου εξομοιώθηκαν ως προς την ηλικία και 
το φύλο (age and sex matching). Από τη μελέτη αποκλείστηκαν ασθενείς με χρόνια νοσήματα, 
με ανοσοανεπάρκειες, κακοήθειες και όσοι λάμβαναν χρόνια ανοσοκατασταλτική ή 
ανοσοτροποποιητική αγωγή. 

Η συλλογή ιατρικών, κλινικών και εργαστηριακών δεδομένων έγινε από τους ιατρικούς  
φακέλους των ασθενών (χειρόγραφα επίσημα έγγραφα ή ηλεκτρονικό φάκελο ασθενή). 
Συγκεκριμένα έγινε καταγραφή κλινικών και εργαστηριακών δεδομένων σχετικά με το αν 
πληρούν οι ασθενείς τα κριτήρια της σήψης ή του SIRS, οι δείκτες βαρύτητας της νόσου (SOFA 
score, qSOFA, APACHE score, PRISM, PeLOD) και ευρέως χρησιμοποιούμενοι εργαστηριακοί 
δείχτες που επιβεβαιώνουν στοιχεία φλεγμονής και λοίμωξης.  

 

Εργαστηριακές μετρήσεις 

 

Για το εργαστηριακό μέρος της μελέτης, η συλλογή και επεξεργασία των δειγμάτων ολικού 
αίματος έγινε μέσα στις πρώτες 24 ώρες από την τεκμηρίωση της σήψης ή του SIRS στις ΜΕΘ. 
Ο προσδιορισμός της έκφρασης των κασπασών 1, 3/7, 8 και 9 στα μονοπύρηνα κύτταρα του 
περιφερικού αίματος (λεμφοκύτταρα, T cells, B cells, NK cells και μονοκύτταρα) έγινε με 
κυτταρομετρία ροής. Προκειμένου να αναγνωριστούν οι παραπάνω κασπάσες 
χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της πρόσδεσης ειδικών αναστολέων των κασπασών σημασμένων 
με φθόριο (FLICA – fluorochrome labeled inhibitors of caspases), oι οποίοι προσδένονται με 
τις ενεργοποιημένες κασπάσες. 

Η μέτρηση της ενδοκυττάριας έκφρασης της survivin πραγματοποιήθηκε επίσης με ειδικό 
συζευγμένο αντίσωμα για τη συγκεκριμένη πρωτεΐνη, μέσω κυτταρομετρίας ροής. Η 
πρόσδεση της survivin σε σημασμένα αντισώματα (Mouse Anti-Human Survivin PE-
conjugated Monoclonal Antibody) βοήθησε στον προσδιορισμό αυτής στα κύτταρα του 
αίματος.  
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Τα αποτελέσματα των μετρήσεων στην ομάδα σήψης συγκρίθηκαν με τα αντίστοιχα των 
ομάδων ελέγχου (1) μη λοιμώδους φλεγμονής και 2) υγιείς μάρτυρες) στις δύο ηλικιακές 
ομάδες και με κλινικά δεδομένα βαρύτητας της νόσου και έκβασης. 

 

Φόρμα καταγραφής δεδομένων μελέτης 

 

Για τις ανάγκες της ορθής εκπόνησης της μελέτης δημιουργήθηκε μία φόρμα καταγραφής 
των δεδομένων εκείνων που θα συμβάλλουν στην εξαγωγή σημαντικών συμπερασμάτων 
σχετικά με την έρευνα. Συγκεκριμένα για τον κάθε ασθενή συλλέχθηκαν συγκεκριμένα 
δεδομένα που αφορούν το προφίλ των ασθενών προ της εισαγωγής τους στις μονάδες 
εντατικής θεραπείας καθώς και κλινικά και εργαστηριακά δεδομένα σχετιζόμενα με τη 
νοσηλεία τους, που επιβεβαιώνουν την σήψη ή το SIRS κατά την εισαγωγή τους στις ΜΕΘ. 
Τέλος έγινε καταγραφή των δεδομένων που προέκυψαν απ’ την ανάλυση των δειγμάτων 
τους με κυτταρομετρία ροής. Ειδικότερα σημειώθηκαν τα στοιχεία της νοσηλείας (αύξων 
αριθμός της μελέτης, κωδικός aMedWeb του ασθενούς, κωδικός περιστατικού, κατηγορία 
του ασθενή (ενήλικας ή παιδί), κλινική νοσηλείας (ΜΕΘ ΠαΓΝΗ, ΜΕΘ Παίδων ΠαΓΝΗ), τα 
δημογραφικά στοιχεία των ασθενών (φύλο, δείκτης μάζας σώματος, συννοσηρότητες, χρόνια 
φαρμακευτική αγωγή, ηλικία, ημερομηνία εισαγωγής και η ημερομηνία εξόδου) καθώς και 
η πορεία νόσου (έκβαση (επιβίωση ή θάνατος), μηχανικός αερισμός και η διάρκεια του 
μηχανικού αερισμού). Στη συνέχεια υπολογίσθηκαν τα σκορ SIRS (Systemic Inflammatory 
Response Syndrome), το quick SOFA score (quick Sequential Organ Failure Assessment score), 
το SOFA score (Sequential Organ Failure Assessment score), το APACHE II score (Acute 
Physiology and Chronic Health Evaluation II score) και το PRISM score (Pediatric RISK of 
Mortality) και PELOD-2 score (Pediatric Logistic Organ Dysfunction Score) στους 
παιδιατρικούς ασθενείς.  

Οι εργαστηριακοί δείκτες των ασθενών που συλλέχθηκαν είναι η θερμοκρασία, το ποσοστό 
κορεσμού του οξυγόνου αίματος (SpO2), το κλάσμα του εισπνεόμενου οξυγόνου (FiO2), ο 
λόγος της μερικής πίεσης οξυγόνου στο αίμα προς το κλάσμα του εισπνεόμενου οξυγόνου 
(PaO2/FiO2), η αναπνευστική συχνότητα και η καρδιακή συχνότητα. Από τις εργαστηριακές 
εξετάσεις αίματος των ασθενών σημειώθηκαν παράμετροι όπως ο αιματοκρίτης (Hct %), η 
αιμοσφαιρίνη (Hgb g/dL), ο αριθμός των ερυθρών αιμοσφαιρίων (RBC 10^6/uL), ο μέσος 
όγκος ερυθρών (MCV fl), η μέση περιεκτικότητα αιμοσφαιρίνης (MCH pg), η μέση 
συγκέντρωση αιμοσφαιρίνης (MCHC g/dL), το εύρος κατανομής ερυθρών (RDW %), ο αριθμός 
των λευκών αιμοσφαιρίων (WBC 10^3/uL), το ποσοστό των ουδετερόφιλων (NE%), το 
ποσοστό των λεμφοκυττάρων (LY%), το ποσοστό των μονοκυττάρων (MO%), το ποσοστό των 
ηωσινόφιλων (EO%), το ποσοστό των βασεόφιλων (BA%) καθώς και ο αριθμός των 
αιμοπεταλίων (PLT 10^3/uL). Στον ορό του αίματος των ασθενών μετρήθηκαν δείκτες όπως 
η C αντιδρώσα πρωτεΐνη (CRP mg/dL), η προκαλσιτονίνη (PCT ng/mL), η ιντερλευκίνη 6 (IL-6 
ng/dL), η ιντερλευκίνη 10 (IL-10 ng/dL), η φεριτίνη (μg/dL), η γλυκόζη (mg/dL), η  ασπαρτική 
αμινοτρανσφεράση (SGOT u/L), η πυροσταφυλική τρανσαμινάση (SGPT u/L), η αλκαλική 
φωσφατάση (ALP u/L), η γ-γλουταμυλοτρανσφεράση (γ-GT u/L), η ολική χολερυθρίνη 
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(mg/dL), η κρεατινίνη (mg/dL), η ουρία (mg/dL), η γαλακτική αφυδρογονάση (LDH u/L), η 
κρεατινική κινάση (CPK u/L). Όσον αφορά τις παραμέτρους πηκτικότητας των ασθενών, 
καταγράφηκαν ο χρόνος προθρομβίνης (PT se), το inr, ο χρόνος μερικής θρομβοπλαστίνης 
(APTT sec), τα δ διμερή (D-dimers), και το ινοδογώνο (mg/dL). Επίσης σημειώθηκαν τα 
αποτελέσματα από τις καλλιέργειες των βιολογικών υγρών των ασθενών, εφόσον 
πραγματοποιήθηκαν (καλλιέργειες αίματος, ούρων, εγκεφαλονωτιαίου υγρού, κοπράνων, 
πλευριτικού υγρού, βγρογχοκυψελιδικού εκπλύματος (BAL), φαρυγγικού επιχρίσματος, 
πτυέλων και άλλων υγρών). Τέλος αξιολογήθηκαν τα στοιχεία της οξεοβασικής ισορροπίας 
των ασθενών που προέκυψαν από μετρήσεις του αρτηριακού αίματος, όπως το PH των 
ασθενών, η μερική πίεση οξυγόνου στο αίμα (PO2 mmHg), η μερική πίεση διοξειδίου (PCO2 
mmHg), τα διττανθρακικά (HCO3 mmol/L), το έλλειμα βάσης (mmol/L), και το γαλακτικό 
(mmol/L).  

Στη συνέχεια απ’ τις αναλύσεις των δειγμάτων αίματος με κυτταρομετρία ροής,  προέκυψαν 
ορισμένες παράμετροι από τις οποίες σημειώθηκαν ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων 
που απομονώθηκε από το ολικό αίμα των ασθενών και από αυτόν τον ολικό αριθμό λευκών 
αιμοσφαιρίων σημειώθηκε το ποσοστό των λεμφοκυττάρων, των ουδετερόφιλων και των 
μονοκυττάρων. Έπειτα από τον κάθε πληθυσμό κυττάρων του περιφερικού αίματος 
αξιολογήθηκε το ποσοστό της έκφρασης των κασπασών και της survivin που προέκυψε μέσω 
των αναλύσεων των ανωτέρω δειγμάτων με κυτταρομετρία ροής. Συγκεκριμένα 
σημειώθηκαν το ποσοστό έκφρασης της κασπάσης 1 και του προπιδίου του ιωδίου 
(Propidium Iodide – PI) στα λεμφοκύτταρα, στα ουδετερόφιλα και στα μονοκύτταρα, 
ακολούθως σημειώθηκε το ποσοστό της έκφρασης μόνο της κασπάσης 1 στους ανωτέρω 
πληθυσμούς και μόνο του προπιδίου του ιωδίου (PI), καθώς και το ποσοστό εκείνων των 
κυττάρων που δεν εκφράζει ούτε την κασπάση 1, ούτε το προπίδιο του ιωδίου (PI). Η ίδια 
διαδικασία ακολουθήθηκε και για τις υπόλοιπες κασπάσες που μετρήθηκαν με 
κυτταρομετρία ροής. Έτσι σημειώθηκαν τα αντίστοιχα ποσοστά έκφρασης ή μη έκφρασης για 
τις κασπάσες 3/7, για την κασπάση 8 και για την κασπάση 9. Τέλος απ’ το δείγμα του ολικού 
αίματος των ασθενών σημειώθηκε το ποσοστό έκφρασης της survivin στα λεμφοκύτταρα, 
στα ουδετερόφιλα και στα μονοκύτταρα. Οι ανωτέρω μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν είτε 
την πρώτη ημέρα νοσηλείας των ενηλίκων ασθενών στην ΜΕΘ και των παιδιατρικών 
ασθενών στην ΜΕΘ Παίδων, είτε την τρίτη, είτε την έβδομη ημέρα νοσηλείας τους, είτε και 
στις τρεις ημέρες ορόσημα της νοσηλείας τους. 

Όλοι οι παράμετροι που αναφέρθηκαν παραπάνω συνέθεσαν την φόρμα καταγραφής 
δεδομένων  συγκεκριμένα για τον κάθε ασθενή.  

 

 

Κλινικά κριτήρια SIRS – Οργανικής Δυσλειτουργίας – Σήψης 

 

Τα κλινικά δεδομένα των ασθενών που συγκεντρώθηκαν προκειμένου να συμπληρωθούν τα 
κλινικά κριτήρια του συστηματικού φλεγμονώδους συνδρόμου (SIRS, Systematic 
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Inflammatory Response Syndrome), της οργανικής δυσλειτουργίας και της σήψης (qSOFA 
score (Quick SOFA score) και SOFA score – Sequential (sepsis related) Organ Failure 
Assessment Score, APACHE II score – Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II score, 
PELOD-2 score - Pediatric Logistic Organ Dysfunction Score και PRISM score – Pediatric Risk of 
Mortality), συλλέχθηκαν κατά την ημέρα εισαγωγής (ημέρα πρώτη) των ενηλίκων ασθενών 
στην ΜΕΘ ΠαΓΝΗ και των παιδιατρικών ασθενών στην ΜΕΘ Παίδων ΠαΓΝΗ αντίστοιχα. Στον 
Πίνακα Α του παραρτήματος παρατίθενται αναλυτικά τα κλινικά κριτήρια του SIRS. Το 
συστηματικό φλεγμονώδες σύνδρομο (SIRS – Systemic Inflammatory Response Syndrome) 
κλινικά χαρακτηρίζεται απ‘ την ταυτόχρονη παρουσία ορισμένων παθολογικών κλινικών 
σημείων. (1)(45) 

 

Το quick SOFA score αποτελεί ένα κλινικό μοντέλο το οποίο εστιάζει σε απλά παρακλίνια 
κριτήρια προκείμενου να ταυτοποιηθούν γρήγορα ενήλικες ασθενείς με υποψία λοίμωξης 
και πιθανά δυσμενή πρόγνωση. Απαιτείται η συνύπαρξη τουλάχιστον δύο κριτηρίων του 
Πίνακα Β του παραρτήματος προκειμένου να ταξινομηθεί ένας ασθενής ως υψηλού κινδύνου 
(1). 

 

Η σοβαρότητα της οργανικής δυσλειτουργίας μπορεί να εκτιμηθεί με το SOFA score που 
αποτελεί ένα μοντέλο ποσοτικοποίησης βαρύτητας της νόσου σύμφωνα με κλινικά 
ευρήματα, εργαστηριακά δεδομένα ή θεραπευτικές παρεμβάσεις. Το υψηλό SOFA score 
σχετίζεται με αυξημένη θνητότητα. Μέσω του score βαθμολογούνται οι διαταραχές κατά 
συστήματα και υπολογίζονται οι κλινικές παρεμβάσεις. Οι παράμετροι που συνθέτουν το 
SOFA score ανατρέχουν ανά σύστημα και συγκεκριμένα για το αναπνευστικό σύστημα 
υπολογίζεται ο λόγος της μερικής πίεσης οξυγόνου προς το κλάσμα του εισπνεόμενου 
οξυγόνου (PaO2/FiO2), για τον πηκτικό μηχανισμό υπολογίζεται ο αριθμός των 
αιμοπεταλίων, για την ηπατική λειτουργία μετράτε η ολική χολερυθρίνη ενώ για το 
καρδιαγγειακό σύστημα υπολογίζεται η μέση αρτηριακή πίεση και η χρήση ή μη ινότροπων 
και αγγειοσυσπαστικών παραγόντων. Επιπλέον εκτιμάται το κεντρικό νευρικό σύστημα μέσω 
της κλίμακας Γλασκόβης (Glasgow Coma Scale) και η νεφρική λειτουργία από την τιμή της 
κρεατινίνης στον ορό του αίματος και την παραγωγή των ούρων (urine output) (1). Στον 
Πίνακα Γ του παραρτήματος παρουσιάζονται τα κριτήρια και οι βαθμολογίες του SOFA score 
αναλυτικά. Ένα score της τάξης του δύο ή και παραπάνω σχετίζεται με τη σήψη και αυξημένη 
πιθανότητα θανάτου. 

 

Το APACHE II score (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II score) αποτελεί ένα 
ακριβές σύστημα αξιολόγησης της βαρύτητας ενηλίκων ασθενών και σχετίζεται ισχυρά με 
την έκβαση σε βαρέως πάσχοντες ασθενείς. Οι παράμετροι που αξιολογούνται είναι η 
θερμοκρασία, η μέση αρτηριακή πίεση, η καρδιακή και η αναπνευστική συχνότητα. Η 
οξυγόνωση εκτιμάται είτε μετρώντας την μερική πίεση οξυγόνου στο αρτηριακό αίμα  
εφόσον το κλάσμα του εισπνεόμενου οξυγόνου είναι κάτω του 50% είτε μετρώντας την 
κυψελιδοτριχοειδική διαφορά οξυγόνου εφόσον το κλάσμα οξυγόνου είναι πάνω του 50%. 
Επιπλέον υπολογίζεται μέσω της οξεοβασικής ισορροπίας το αρτηριακό PH και τα 
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διττανθρακικά (HCO3), το νάτριο, το κάλιο καθώς και η κρεατινίνη που αποτελεί έναν αδρό 
δείκτη της νεφρικής λειτουργίας. Άλλοι παράμετροι του APACHE II score είναι ο αιματοκρίτης 
και ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων, ενώ το κεντρικό νευρικό σύστημα αξιολογείται 
μέσω του βαθμού της κλίμακας Γλασκόβης (Glasgow Coma Scale). Επιπλέον 
συνυπολογίζονται η ηλικία του ασθενούς και οι χρόνιες παθήσεις του ασθενούς προκειμένου 
να προκύψει η βαθμολογία του ασθενούς σύμφωνα με το APACHE II score και να εκτιμηθεί 
η βαρύτητα και η έκβαση της νόσου. (46) Στον Πίνακα Δ του παραρτήματος παρουσιάζονται 
οι βαθμολογίες και τα κριτήρια του APACHE II score αναλυτικά. 

 

Το PELOD – 2 score (Pediatric Logistic Organ Dysfunction – 2 score) είναι ένα χρήσιμο εργαλείο 
στις μονάδες εντατικής θεραπείας παίδων προκειμένου να αξιολογηθεί η βαρύτητα ενός 
παιδιατρικού ασθενή καθώς αποτελεί ένα δείκτη πρόγνωσης της θνητότητας. Για το 
συγκεκριμένο score αξιολογούνται πέντε οργανικά συστήματα (κεντρικό νευρικό σύστημα, 
καρδιαγγειακό, αναπνευστικό, νεφρική λειτουργία και το αιμοποιητικό) και δέκα 
παράμετροι (η κλίμακα Γλασκόβης (GCS), η αντίδραση των κορών των οφθαλμών, η 
γαλακτοζαιμία, η μέση αρτηριακή πίεση, ο λόγος της μερικής πίεσης οξυγόνου στο αρτηριακό 
αίμα προς το κλάσμα του εισπνεόμενου οξυγόνου (PaO2/FiO2), η μερική πίεση διοξειδίου 
του άνθρακα στο αρτηριακό αίμα, ο επεμβατικός μηχανικός αερισμός, η κρεατινίνη, ο 
αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων και των αιμοπεταλίων). (47) Στον Πίνακα Ε του 
παραρτήματος παρουσιάζεται αναλυτικά το PELOD-2 score. 

 

Το PRISM score αποτελεί επίσης έναν δείκτη βαρύτητας των παιδιατρικών ασθενών με 
εφαρμογή κυρίως στις μονάδες εντατικής θεραπείας παίδων. Αποτελεί ένα προγνωστικό 
εργαλείο τις πιθανότητας θανάτου των παιδιατρικών ασθενών. Το PRISM score αξιολογεί 
διάφορες παραμέτρους απ’ τα οργανικά συστήματα προκειμένου να προκύψει μία 
συλλογική εικόνα της κατάστασης του οργανισμού. Οι παράμετροι που συνθέτουν το score 
είναι η συστολική και η διαστολική αρτηριακή πίεση, η καρδιακή συχνότητα, η αναπνευστική 
συχνότητα, ο λόγος της μερικής πίεσης του οξυγόνου στο αρτηριακό αίμα προς το κλάσμα 
του εισπνεόμενου οξυγόνου (PaO2/FiO2), η μερική πίεση του διοξειδίου του άνθρακα 
(PaCO2), η κλίμακα Γλασκόβης (Glasgow Coma Scale – GCS), η αντίδραση των κορών τον 
οφθαλμών, ο λόγος του χρόνου προθρομβίνης προς τον χρόνο μερικής θρομβοπλαστίνης 
(PT/PTT), η ολική χολερυθρίνη, το κάλιο και το ασβέστιο ορού, η γλυκόζη αίματος και τα 
διττανθρακικά (HCO3). (47) Στον Πίνακα ΣΤ του παραρτήματος φαίνονται αναλυτικά τα 
κριτήρια του PRISM score. 

 

Κυτταρομετρία ροής  

 

Η ανάλυση των δειγμάτων αίματος των ενήλικων και παιδιατρικών ασθενών με 
κυτταρομετρία ροής και η αξιολόγηση της ενδοκυττάριας έκφρασης των αποπτωτικών 
κασπασών και της αντιαποπτωτικής survivin στο περιφερικό αίμα των ασθενών με σήψη ή 
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μη λοιμώδη φλεγμονή απαιτεί την ακριβή προετοιμασία των δειγμάτων αίματος των 
ασθενών σύμφωνα με τα πρωτόκολλα που συνοδεύουν τα αντισώματα που 
χρησιμοποιούνται ώστε να ανιχνευθούν οι πρωτεΐνες ενδιαφέροντος στα κύτταρα του 
αίματος των ασθενών με την βοήθεια της κυτταρομετρίας ροής. Αρχικά το δείγμα αίματος 
που συλλέγεται υπολογίζεται στα 8-10 ml, που σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό 
Υγείας θεωρείται μια απόλυτα ασφαλής ποσότητα αίματος, η οποία δεν ενέχει κινδύνους για 
έναν ενήλικα ή παιδιατρικό ασθενή. Από το δείγμα αίματος τα 6ml αποθηκεύονται σε δύο 
φιαλίδια που περιέχουν αντιπηκτική ουσία (φιαλίδιο που τυπικά χρησιμοποιείται για την 
γενική αίματος) ισόποσα μοιρασμένα (κάθε φιαλίδιο περιέχει 3 ml). Από τα δύο αυτά 
φιαλίδια το ένα χρησιμοποιείται στο πρωτόκολλο των κασπασών και το άλλο στο 
πρωτόκολλο της survivin. Τα υπόλοιπα 2ml αποθηκεύονται σε φιαλίδιο που δεν περιέχει 
αντιπηκτική ουσία (φιαλίδιο που τυπικά χρησιμοποιείται στον βιοχημικό έλεγχο του 
αίματος) και δίνει τη δυνατότητα μετά από φυγοκέντρηση του αίματος σε 3000 rpm για 9 
λεπτά να συλλεχθεί ο ορός του αίματος, ο οποίο φυλάσσεται στους <= -20ο C προκειμένου 
να χρησιμοποιηθεί για τη μέτρηση των εξωκυττάριων επιπέδων των κασπασών και survivin 
στον ορό αίματος. Στη συνέχεια πραγματοποιείται η προετοιμασία των δειγμάτων αίματος 
για τον κυτταρομετρητή ροής. Παρακάτω παρατίθενται αναλυτικά τα βήματα και η 
διαδικασία που περιλαμβάνονται στο πρωτόκολλο των κασπασών και στο πρωτόκολλο της 
survivin.   

 

Πρωτόκολλο κασπασών – FAM-FLICA 

 

Η προετοιμασία του δείγματος αίματος προκειμένου να μετρηθεί η ενδοκυττάρια έκφραση 
των κασπασών στα μονοπύρηνα κύτταρα του αίματος απαιτεί αρχικά την απομόνωση των 
μονοπύρηνων κυττάρων του δείγματος αίματος με την μέθοδο της φικόλης. Η διαδικασία 
που ακολουθείται είναι η παρακάτω (48) Στην Εικόνα Ξ φαίνεται σχηματικά το αποτέλεσμα 
που προκύπτει από την ανάλυση του αίματος με τη μέθοδο της φικόλης.(40)  

 

1) Σε ένα φιαλίδιο χωρητικότητας 15ml βάζουμε το δείγμα αίματος των 3ml (από το 
φιαλίδιο με την αντιπηκτική ουσία) που έχουμε συλλέξει και προσθέτουμε το PBS 
(Phosphate-buffered saline) σε αναλογία 1:1 δημιουργώντας ένα διάλυμα αίματος 
και PBS ποσότητας 6-8ml.  

2) Σε ένα δεύτερο φιαλίδιο χωρητικότητας 15ml προσθέτουμε 4ml φικόλης (Ficoll-
Hypaque). Με μία πιπέτα αναρρόφησης και έγχυσης επιστιβάζουμε το δείγμα 
αίματος και PBS στην φικόλη δημιουργώντας ένα συνολικό διάλυμα των 13ml 
(προσθέτοντας επιπλέον PBS προκειμένου να συμπληρωθούν τα 13ml). Χρειάζεται 
ιδιαίτερη προσοχή να μην αναμειχθεί το δείγμα αίματος και PBS με την φικόλη κατά 
την προετοιμασία του δείγματος, ώστε να προκύψει ένα διάλυμα με μία στιβάδα 
φικόλης όπου πάνω σε αυτή βρίσκεται το διάλυμα αίματος και PBS.  

3) Στη συνέχεια φυγοκεντρούμε το διάλυμα σε 1800 rpm για 20 λεπτά χωρίς φρένο στην 
φυγόκεντρο. 
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4) Μετά τη φυγοκέντρηση προκύπτει ένα διάλυμα με διακριτές στιβάδες. Τελευταία 
στο φιαλίδιο βρίσκονται τα ερυθρά αιμοσφαίρια και τα κοκκιοκύτταρα καθώς έχουν 
μεγαλύτερη πυκνότητα απ’ τη φικόλη και συγκεντρώνονται κάτω απ’ το στρώμα 
αυτής. Άνωθεν της στιβάδας των ερυθρών αιμοσφαιρίων και κοκκιοκυττάρων είναι 
η φικόλη. Στη συνέχεια πάνω απ’ τη φικόλη διακρίνεται ο δακτύλιος που σχηματίζουν 
τα μονοπύρηνα κύτταρα του αίματος (λεμφοκύτταρα, T cells, B cells, NK cells και 
μονοκύτταρα), ο οποίος επιπλέει στην ανώτερη στιβάδα του διαλύματος που 
περιέχει αιμοπετάλια και PBS. Τα μονοπύρηνα κύτταρα και τα αιμοπετάλια 
συλλέγονται πάνω απ’ το στρώμα φικόλης επειδή έχουν μικρότερη πυκνότητα απ’ τη 
φικόλη. Απ’ το διάλυμα αυτό με τις διακριτές στιβάδες αναρροφάμε προσεκτικά με 
κυκλικές κινήσεις και με μία πιπέτα τον δακτύλιο που σχηματίζουν τα μονοπύρηνα 
κύτταρα του περιφερικού αίματος και τα τοποθετούμε σέ ένα φιαλίδιο 
χωρητικότητας 60ml. Στο δεύτερο αυτό φιαλίδιο προσθέτουμε PBS ώστε να 
δημιουργήσουμε ένα διάλυμα των 30ml συνολικά.  

5) Στη συνέχεια φυγοκεντρούμε το νέο αυτό διάλυμα σε 1700 rpm για 7 λεπτά. Η 
διαδικασία αυτή γίνεται διότι κατά την αναρρόφηση του δακτυλίου των 
μονοπύρηνων κυττάρων συλλέγεται και ένα μέρος των αιμοπεταλίων. Επομένως 
απαιτείται μία δεύτερη φυγοκέντρηση ώστε να απομονώσουμε τα μονοπύρηνα 
κύτταρα και να συλλέξουμε ένα καθαρό δείγμα αυτών. 

6) Μετά την φυγοκέντρηση προκύπτει ένα διάλυμα διαυγές όπου διακρίνεται στο 
έδαφος του φιαλιδίου το στέρεα τοποθετημένο στρώμα  των μονοπύρηνων 
κυττάρων. Επομένως αφαιρώντας το υπερκείμενο διαυγές διάλυμα καταφέραμε να 
συλλέξουμε τα μονοπύρηνα κύτταρα, όπου προσθέτουμε 2ml PBS και στη συνέχεια 
με γρήγορη τριβή του φιαλιδίου πάνω σε μία τραχιά επιφάνεια καταφέρνουμε να 
ξεκολλήσουμε τα μονοπύρηνα κύτταρα απ’ το έδαφος του φιαλιδίου και να 
προκύψει ένα θολερό διάλυμα μονοπύρηνων κυττάρων και PBS έτοιμο για 
περαιτέρω προετοιμασία. 

7) Από το τελευταίο διάλυμα αναρροφάμε 500μl και τα τοποθετούμε σε ένα φιαλίδιο 
χωρητικότητας 1ml προκειμένου να μετρήσουμε  των αριθμό των μονοπύρηνων 
κυττάρων στον αναλυτή μέτρησης των κυττάρων. Από τον αναλυτή προκύπτει μία 
ακριβής μέτρηση του αριθμού των λευκών αιμοσφαιρίων και τα ποσοστά των 
λεμφοκυττάρων, των μονοκυττάρων, των ουδετερόφιλων, των ηωσινόφιλων και των 
βασεόφιλων. Τα ουδετερόφιλα, τα βασεόφιλα και τα ηωσινόφιλα που προκύπτουν 
στο δείγμα από την τεχνική της φικόλης είναι όσα δεν κατάφεραν να διαχωριστούν 
και να ξεπλυθούν κατά τη διαδικασία. Τα λεμφοκύτταρα και τα μονοκύτταρα 
αποτελούν τον καθαρό αριθμό των μονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού 
αίματος που απομονώνονται με την τεχνική της φικόλης. 
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Εικόνα Ξ. Σχηματική απεικόνιση επεξεργασίας  ολικού αίματος με τη μέθοδο της φικόλης.  
Bharadwaj et,al (48) 

 

Το διάλυμα των κυττάρων στη συνέχεια προετοιμάζεται σύμφωνα με το πρωτόκολλο των 
κασπασών ώστε να γίνει η τελική ανάλυση του στον κυτταρομετρητή ροής. Παρακάτω 
αναλύεται το πρωτόκολλο των κασπασών. 

 

 

FAM-FLICA Caspase Assay 

 

Τα πακέτα υλικών που θα χρειαστούμε για την διεκπεραίωση του πρωτοκόλλου των 
κασπασών (κασπάση 1, κασπάση 3/7, κασπάση 8, κασπάση 9) επιλέχθηκαν απ’ τα προϊόντα 
της εταιρείας Immunochemistry Technologies, Bloomington, USA. 

 

FAM-FLICA  kits:                                                           kit Catalog 

Caspase                      Inhibitor Reagent (part)                      Trial       

Caspase-1, 4, 5          FAM-YVAD-FMK (655)                          97          

Caspase 3/7               FAM-DEVD-FMK (653)                          93          

Caspase 8                   FAM-LETD-FMK (656)                           99         

Caspase 9                   FAM-LEHD-FMK (677)                          912 

 

Kit contents 

Trial size kits contain: 

• 1 vial of FAM-FLICA caspase inhibitor reagent  
• 1 bottle of 10X Apoptosis Wash Buffer (15ml) 
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• 1 bottle of Fixative (6ml)* 
• 1 vial of Propidium Iodide, 250μg/mL (1ml) 
• 1 vial of Hoechst 33342, 200μg/mL (1mL)* 

 

*υλικά που αποθηκεύονται στους 2-8ο C. 

 

 

Αποθήκευση υλικών 

Τα υλικά του πακέτου αποθηκεύονται στους 2-8ο C μέχρι να χρησιμοποιηθούν και έως την 
ημερομηνία λήξης τους. Μόλις γίνει η διάλυση του FLICA με DMSO χρησιμοποιείται αμέσως 
ή αποθηκεύεται στους <= -20ο C για 6 μήνες προστατευόμενο απ’ το φως και δεν αποψύχεται 
πάνω από δύο φορές στο διάστημα αυτό. 

 

Προτεινόμενα υλικά  

 

• DMSO, 50μL για την διάλυση κάθε φιαλιδίου FLICA 
• DiH2O, 135-540 mL ώστε να γίνει η διάλυση του 10Χ Apoptosis Wash Buffer 
• Phosphate buffered saline (PBS) pH 7,4, πάνω από 100mL, για τη διάλυση του FLICA 

και τη διαχείριση των κυττάρων 
• Κύτταρα που υπόκεινται σε ειδική προετοιμασία (απομόνωση μονοπύρηνων 

κυττάρων του αίματος) έως της σήμανσής τους με FLICA 
• 90% ETOH για τη δημιουργία δειγμάτων νεκρών/ζώντων κυττάρων για χρώση με το 

προπίδιο του ιωδίου (Propidium Iodide - PI) 
• Αναλυτή κυττάρων αίματος (Hemocytometer) 
• Φυγόκεντρο με πρόγραμμα 200 x g 
• Σωλήνες φυγοκέντρησης πολυπροπιλενίου (polypropylene tubes) χωρητικότητας 15 

mL 
 

Εξοπλισμός ανίχνευσης 

 
• Κυτταρομετρητής ροής 

 

Τα φίλτρα στον κυτταρομετρητή πρέπει να προσεγγίζουν τις ιδιότητες των υλικών που θα 
χρησιμοποιηθούν. Συγκεκριμένα το FAM – FLICA ανιχνεύεται στα 488 – 492 nm και η εκπομπή 
φθορισμού του κορυφώνεται στα 515 – 535 nm. Το προπίδιο του ιωδίου (Propidium Iodide 
– PI) ανιχνεύεται στα 488 – 492 nm με κορύφωση της εκπομπής φθορισμού σε >610 nm, ενώ 
εφόσον έχει προσδεθεί σε κυτταρικούς πυρήνες έχει μέγιστη εκπομπή στα 617 nm. 
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Προετοιμασία πειράματος  

 

Η χρώση των κυττάρων με FLICA μπορεί να πραγματοποιηθεί εντός 3-4 ωρών περίπου από 
την έναρξη του πειράματος. Οι συνθήκες του συγκεκριμένου πειράματος δεν απαιτούν 
επιπλέον καλλιέργεια των κυττάρων ώστε να περάσουν σε φάση απόπτωσης και να ξεκινήσει 
η διαδικασία ενεργοποίησης των κασπασών.  

Δεδομένου του προφίλ των ασθενών με σήψη και μη λοιμώδη φλεγμονή, τα κύτταρα του 
αίματος των ασθενών υπόκεινται στην διαδικασία της απόπτωσης λόγω της σήψης και της 
φλεγμονής και η ενεργοποίηση των κασπασών γίνεται in vivo (στα κύτταρα του αίματος και 
των ιστών του ασθενούς)(9). Επομένως τα δείγματα αίματος από τους ασθενείς που 
συλλέγονται εκφράζουν τις καταλυτικά ενεργείς μορφές των κασπασών οι οποίες δυνητικά 
ανιχνεύονται με FLICA. Ευθύς μόλις προετοιμαστούν τα κύτταρα των δειγμάτων των ασθενών 
σύμφωνα με το πρωτόκολλο του πειράματος που περιγράφηκε προηγούμενα, είναι έτοιμα 
να γίνει η χρώση τους με FLICA αμέσως μετά τη διάλυση του FLICA. Η συνιστώμενη ποσότητα 
του 30Χ FLICA είναι 10 μL σε 300μL κυττάρων από τον πληθυσμό των 3-5 x 105  κυττάρων/mL, 
αλλά οι ποσότητες μπορεί να ποικίλουν αναλόγως των συνθηκών του πειράματος και του 
οργάνου που χρησιμοποιείται για την ανάλυση. Πρέπει να προσαρμόζεται η ποσότητα του 
FLICA που χρησιμοποιείται αναλόγως της κυτταρικής σειράς που διερευνάται στο πείραμα 
και τις συνθήκες του πειράματος. Είναι σημαντικό η ποσότητα των κυττάρων που μελετώνται 
να μην ξεπερνά τα 106 κύτταρα/mL, καθώς η επιπλέον ποσότητα κυττάρων αρχίζει κατά τη 
φυσική πορεία  του κυττάρου να περνάει σε φάση απόπτωσης. Τέλος ένα αρχικό δοκιμαστικό 
πείραμα είναι απαραίτητο προκειμένου να διευκρινιστεί ο χρόνος εφαρμογής και η 
ποσότητα του FLICA προκειμένου να επιτευχθεί το πείραμα. 

 

Δείγματα μάρτυρες – Controls 

 

Δημιουργούμε πειραματικά δείγματα και πληθυσμούς κυττάρων μαρτύρων: 

1. Πειραματικοί πληθυσμοί: κύτταρα εκτεθειμένα στις συνθήκες του πειράματος που 
μελετώνται (κύτταρα αίματος σηπτικών ασθενών ή ασθενών με μη λοιμώδη 
φλεγμονή) 

2. Αρνητικοί πληθυσμοί μάρτυρες (negative control): φυσιολογικοί πληθυσμοί 
κυττάρων που έχουν αναπτυχθεί σε φυσιολογικές συνθήκες (κύτταρα αίματος υγιών 
μαρτύρων (control) που συμμετέχουν στην μελέτη) 

3. Θετικοί πληθυσμοί μάρτυρες (positive controls): κύτταρα που εκφράζουν κασπάσες 
χρησιμοποιώντας ένα γνωστό πρωτόκολλο ενεργοποίησης των κασπασών.  

 

Οι θετικοί πληθυσμοί μάρτυρες και οι αρνητικοί πληθυσμοί μάρτυρες πρέπει να προέρχονται 
από ένα κοινό δείγμα κυττάρων και να περιέχουν ίσες ποσότητες κυττάρων. Για την ανάλυση 
των δειγμάτων στον κυτταρομετρητή ροής, δημιουργούμε πληθυσμούς κυττάρων μάρτυρες 
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με το προπίδιο του ιωδίου (Propodium Iodide – PI) χρησιμοποιώντας ETOH ή φορμαλδεΰδη 
(formaldehyde) για να ισορροπήσουμε την επέκταση του σήματος του PI στο FL-1 κανάλι 
ανάλυσης του κυτταρομετρητή. 

 

Προετοιμασία του FLICA 

 

Το FLICA το προμηθευόμαστε ως μία λυοφιλοποιημένη σκόνη με μία ελαφρώς ορατή 
ιριδίζουσα λάμψη εντός του φιαλιδίου. Κατά τη διαχείρισή του είναι απαραίτητη η χρήση 
γαντιών και να είναι προστατευμένο από το φως καθώς είναι φωτοευαίσθητο υλικό. Η 
διάλυση που χρησιμοποιούμε στο πείραμα αναγράφεται στο πρωτόκολλο ως 30xFLICA και 
μόλις πραγματοποιηθεί πρέπει να χρησιμοποιηθεί άμεσα, γι’ αυτό και η διάλυση γίνεται λίγο 
πριν βάψουμε τα κύτταρα με τη συγκεκριμένη χρώση. 

 

1. Αρχικά κάνουμε ανασύσταση κάθε φιαλιδίου με FLICA προσθέτοντας 50μL DMSO 
(dimethylsulfoxide) για να σχηματίσουμε ένα διάλυμα με συγκέντρωση 150X 
‘διάλυμα (FLICA – DMSO)’. Το διάλυμα που έχουμε δημιουργήσει πρέπει να είναι 
άχρωμο ή ελαφρώς κίτρινο. Μόλις κάνουμε την ανασύσταση μπορεί να αποθηκευτεί 
στους <= -20ο C για 6 μήνες προστατευμένο από το φως και να μην αποψυχθεί 
παραπάνω από δυο φορές κατά τη διάρκεια του διαστήματος των 6 μηνών. Για τις 
ανάγκες του πειράματος και για λόγους πρακτικότητας διαιρούμε το διάλυμα και το 
αποθηκεύουμε σε ποσότητες των 2μL σε φιαλίδια του 1mL, δημιουργώντας ένα 
απόθεμα των 25 φιαλιδίων που το κάθε ένα περιέχει 2μL διαλύματος FLICA σε 
αραίωση 150X.  

2. Ακριβώς πριν την προσθήκη του FLICA στο δείγμα του ασθενή και του υγιή μάρτυρα 
διαλύουμε το FLICA προσθέτοντας PBS  σε αναλογία 1:5 προσθέτοντας δηλαδή 8μL 
PBS σε κάθε φιαλίδιο που περιέχει 2μL από το αρχικό διάλυμα 150Χ FLICA για να 
σχηματίσουμε ένα διάλυμα ποσότητας 10μL με αναλογία 30XFLICA και να 
χρησιμοποιήσουμε τη χρώση στα δυο δείγματα. Συγκεκριμένα στο κάθε δείγμα 
προσθέτουμε 5μL από το νέο αυτό διάλυμα 30XFLICA. Χρησιμοποιούμε το 30X FLICA 
εντός 30 λεπτών από τη διάλυσή του. 

 

Προετοιμασία του 1Χ Apoptosis Wash Buffer 

To Apoptosis Wash Buffer (AWB) της συγκεκριμένης εταιρείας (Immunochemistry 
Technologies, Bloomington, USA ), είναι ένα ισότονο διάλυμα που χρησιμοποιείται για το 
πλύσιμο των κυττάρων μετά την χρώση τους με FLICA. Περιέχει πρωτεΐνες θηλαστικών που 
σταθεροποιούν τα κύτταρα που έχουν βαφτεί με FLICA και αζίδιο του νατρίου (sodium 
azide) που αποτρέπει την ανάπτυξη βακτηρίων (1X Apoptosis Wash Buffer περιέχει 0,01% 
w/v sodium azide). Εναλλακτικά του AWB μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλα 
διαλύματα με ανάλογη δράση. 
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1. Το 10Χ AWB μπορεί να παγώσει και να κατακρημνιστεί κατά την ψύξη του. Για 
την απόψυξη του το ζεσταίνουμε ελαφρώς έως όλοι οι κρύσταλλοι να διαλυθούν. 
Δεν το βράζουμε. 

2. Διαλύουμε το 10Χ AWB σε αναλογία 1:10 σε απεσταγμένο νερό (diH2O). Για 
παράδειγμα προσθέτουμε 15mL 10X AWB σε 135mL diH2O δημιουργώντας ένα 
διάλυμα ποσότητας 150mL. To διάλυμα 1Χ AWB μπορεί να αποθηκευτεί στους 
2-8οC και να χρησιμοποιηθεί εντός μίας εβδομάδας ή να καταψυχθεί και να 
χρησιμοποιηθεί εντός 6 μηνών. Για τις ανάγκες του πειράματος καταψύχουμε το 
AWB σε αποθηκευτικούς σωλήνες των 15mL έως της χρήσης του. Κάθε φορά που 
κάνουμε μία μέτρηση (ένα δείγμα ασθενή και ένα δείγμα μάρτυρα), 
αποψύχουμε 1 αποθηκευτικό σωλήνα AWB (δηλαδή 15mL AWB). 

 

Προπίδιο του Ιωδίου (Propidium Iodide – PI) 

 

Το προπίδιο του ιωδίου (PI) χρησιμοποιείται για να διαχωρίσουμε τα νεκρά απ’ τα ζωντανά 
κύτταρα χρωματίζοντας τα νεκρωτικά, τα ήδη νεκρά και τα μεμβρανικά ‘παραβιασμένα΄ 
κύτταρα με κόκκινη χρώση. Το ΡΙ είναι ένας φθορίζων παράγοντας παρέμβασης  που 
στοιχειομετρικά συνδέεται ανά 4 ή 5 ζεύγη βάσεων DNA. Το ΡΙ δεν διαπερνά τις κυτταρικές 
μεμβράνες, πράγμα που του αποτρέπει να φτάσει το DNA των ζωντανών κυττάρων και κατά 
συνέπεια δεν μπορεί να σημάνει τα ζωντανά κύτταρα με κόκκινο χρώμα, επιτρέποντας την 
ταυτοποίηση των νεκρών κυττάρων μέσα σε ένα πληθυσμό.  

Μόλις συνδεθεί με το DNA η δυνητικά φθορίζουσα ένταση του ΡΙ ενισχύεται 20-30 φορές. Το 
προσδεμένο ΡΙ σε νουκλεϊκά οξέα του DNA έχει μία απορρόφηση/διέγερση στο μέγιστο 
535nm και με μέγιστη εκπομπή στα 617nm. Το PI έχει αποτελεσματική διέγερση στα 488-
492nm. Το φάσμα διέγερσης και εκπομπής του ΡΙ επιτρέπει την αποτελεσματική ανάλυση με 
την χρήση φθορίζοντος μικροσκοπίου ή κυτταρομετρητή ροής. Όταν για παράδειγμα 
διαβάζουμε τα αποτελέσματα της κυτταρομετρίας ροής με το FAM στο FL-1 κανάλι, το ΡΙ 
μπορεί να διαβαστεί στο FL-2 ή στο FL-3 (είναι ευκολότερο να ισορροπήσουμε την διαφυγή 
του ΡΙ χρησιμοποιώντας το FL-3 κανάλι). To ΡΙ το προμηθευόμαστε σε μία διαλυτή έτοιμη για 
χρήση φόρμουλα (1ml σε 250μg/mL).  

Προειδοποίηση: Το ΡΙ περιέχει μία μικρή συγκέντρωση Phenanthridinium, 3,8-di-amino-5-[3-
(diethylmethlammonio)propyl]-6-phenyl-,diiodide (CAS 25535-16-4) που είναι κάτω από το 
όριο αναφοράς. Το ΡΙ είναι ύποπτος μεταλλαξιογόνος παράγοντας σε υψηλές 
συγκεντρώσεις. Η παρατεταμένη επαφή με το δέρμα μπορεί να προκαλέσει ερυθρότητα και 
ερεθισμό. Εξ’ αιτίας της μικρής ποσότητας του προϊόντος ο υγειονομικός κίνδυνος είναι 
μικρός. 

Το ΡΙ μπορεί να χρησιμοποιηθεί με το FAM-FLICA για την ταυτοποίηση τεσσάρων πληθυσμών 
κυττάρων: τα ζωντανά, τα πρώιμα αποπτωτικά, τα όψιμα αποπτωτικά και τα νεκρωτικά 
κύτταρα. Αν αναλύουμε με κυτταρομετρία ροής κύτταρα σημασμένα με ΡΙ, πρέπει να 
σχηματίσουμε δείγματα μάρτυρες με ΡΙ χρησιμοποιώντας διαλύτες όπως η φορμαλδεϋδη ή 
η αιθανόλη (ΕΤΟΗ) για να σκοτώσουμε τα κύτταρα. Μια μέθοδος επαγωγής της απόπτωσης 
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δεν είναι τόσο αποτελεσματική σε σύγκριση με τη χρήση διαλυτών στη δημιουργία 
δειγμάτων μαρτύρων με ΡΙ (PI- positive cell controls), διότι στα δείγματα όπου έχει γίνει 
επαγωγή της απόπτωσης, μπορεί να μην έχουν αρκετά κύτταρα σε στάδιο όψιμης 
απόπτωσης τα οποία έχουν γίνει μεμβρανικά διαπερατά και μπορούν να βαφτούν με ΡΙ. Για 
να δημιουργήσουμε δείγματα μαρτύρων με ΡΙ ακολουθούμε τα παρακάτω βήματα. 

 

1. Ορίζουμε δύο σωλήνες φυγοκέντρησης ως α) PI-negative (ζωντανά κύτταρα), β) PI-
positive (νεκρά κύτταρα).  

2. Προσθέτουμε 1-5 x 106 υγιή κύτταρα σε κάθε σωλήνα 
3. Φυγοκεντρούμε σε 200g για 5-10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου ώστε να πάρουμε 

το ίζημα των κυττάρων και αφαιρούμε το υπερκείμενο. 
4. Για να σχηματίσουμε το δείγμα PI-negative control (ζωντανά κύτταρα) διαλύουμε το 

δείγμα των κυττάρων σε 300μL 1XAWB ή PBS+1% BSA, για να διατηρήσουμε την 
ακεραιότητα της κυτταρικής μεμβράνης. 

5. Για να σχηματίσουμε το δείγμα PI-positive control (νεκρά κύτταρα – μεμβρανικά 
διαπερατά προς χρώση): χρησιμοποιούμε αιθανόλη (ΕΤΟΗ) και συγκεκριμένα 
διαλύουμε τα κύτταρα σε 300μL 90%ETOH (σε 10% PBS ή 1X AWB). Ανακινούμε ήπια 
σε δίνη για 30 δευτερόλεπτα το διάλυμα και έπειτα πλένουμε τα κύτταρα (κατά την 
ανακίνηση των κυττάρων προσθέτουμε την αιθανόλη σε σταγόνες) (βήματα 6-8) 

6. Προσθέτουμε 1mL 1X AWB ή PBS +1% BSA. 
7. Φυγοκεντρούμε σε 200g για 5-10 λεπτά και αφαιρούμε το υπερκείμενο. 
8. Διαλύουμε εκ νέου σε 500μL 1X AWB ή PBS +1% BSA.  
9. Εφόσον έχουμε χρησιμοποιήσει αιθανόλη (ΕΤΟΗ) προσθέτουμε 500μL υγιή κύτταρα 

στο σωλήνα με τα νεκρά από την αιθανόλη κύτταρα και ανακατεύουμε. Αδρά 
προσθέτουμε τον ίδιο αριθμό κυττάρων που χρησιμοποιήσαμε στην αρχή για να 
φτιάξουμε το αρχικό δείγμα (βήμα 2). Αυτό θα δημιουργήσει ένα δείγμα με διακριτές 
οξυκόρυφες εικόνες στον κυτταρομετρήτη νεκρών και ζωντανών κυττάρων. 

10. Προσθέτουμε το ΡΙ σε 0,5% v/v. Για παράδειγμα προσθέτουμε 2,5 μL ΡΙ σε 500μL 
δείγματος. Επωάζουμε το δείγμα για 5 λεπτά προστατευμένο από το φως σε 
θερμοκρασία δωματίου.  

11. Διαβάζουμε άμεσα το δείγμα στον κυτταρομετρητή ροής και ισορροπούμε τη 
διαφυγή του κόκκινου σήματος του ΡΙ από το FL-2 ή FL-3 κανάλι στο FL-1 κανάλι. Ίσως 
είναι ευκολότερο να ισορροπήσουμε την διαφυγή του ΡΙ στο FL-1 κανάλι όταν το 
διαβάζουμε στο FL-3 κανάλι. 

 

Πρωτόκολλο χρώσης με FLICA του εναιωρήματος των κυττάρων  

 

Προετοιμάζουμε τα δείγματα των κυτταρικών πληθυσμών (experimental/control). Η ιδανική 
συγκέντρωση των κυττάρων πρέπει να είναι 3-5 x 105 κύτταρα/mL. Η συγκέντρωση των 
κυττάρων δεν πρέπει να ξεπερνάει τα 106 κύτταρα/mL, καθώς τα επιπλέον κύτταρα ξεκινούν 
φυσικά να μπαίνουν σε φάση απόπτωσης. Ξεκινάμε με μία ποσότητα κυττάρων 3-5 x 105 
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κύτταρα/mL (τυπική ποσότητα καλλιέργειας κυττάρων) σε κάθε δείγμα και στη συνέχεια 
συγκεντρώνουμε τα κύτταρα και τα διαλύουμε σε τελική ποσότητα 300μL στο κάθε δείγμα 
όταν είναι έτοιμα για τη χρώση με FLICA. 

 

1. Τυπικά, εφόσον αναλύουμε τα δείγματα με κυτταρομετρία ροής πρέπει να 
δημιουργήσουμε 4 πληθυσμούς κυττάρων για τις αρχικές ρυθμίσεις των δειγμάτων 
στον κυτταρομετρητή ροής. Αρχικά δημιουργούμε δείγματα μαρτύρων (instrument 
controls) με PI positive και PI negative κύτταρα και δείγματα με χρώση FLICA και 
χωρίς χρώση FLICA. Για τις συνθήκες του πειράματος δημιουργούμε 6 δείγματα 
κυτταρικών πληθυσμών. Συγκεκριμένα δημιουργούμε έναν πληθυσμό μαρτύρων ΡΙ 
θετικών κυττάρων (PI positive control) (σύμφωνα με τις οδηγίες του πρωτοκόλλου 
του προπιδίου του ιωδίου) (1), έναν πληθυσμό μαρτύρων FLICA αρνητικών 
κυττάρων δηλαδή χωρίς προσθήκη της χρώσης FLICA (unstained cells) (2), και στη 
συνέχεια πληθυσμούς κυττάρων που ο καθένας θα αναλυθεί σύμφωνα με την 
κασπάση ενδιαφέροντος. Δηλαδή έναν πληθυσμό κυττάρων που περιέχει χρώση 
FLICA με ειδική συγγένεια για την κασπάση 1 (3), έναν πληθυσμό που περιέχει 
χρώση FLICA που θα συνδεθεί με την κασπάση 3/7 (4), έναν τρίτο πληθυσμό με 
χρώση FLICA με συγγένεια με την κασπάση 8 (5) και έναν τελευταίο πληθυσμό με 
χρώση FLICA ειδική για την κασπάση 9 (6). Όλα τα δείγματα περιέχουν ίσο αριθμό 
κυττάρων και προ της ανάλυσης δημιουργούνται ίσες ποσότητες διαλύματος. 
Συνήθως δείγμα PI positive control φτιάχνουμε μόνο για τα δείγματα κυττάρων των 
ασθενών με σήψη ή μη λοιμώδη φλεγμονή. Για τους υγιής μάρτυρες (controls), δεν 
απαιτείται δείγμα κυττάρων PI positive control (και για λόγους οικονομίας υλικών). 

2. Μεταφέρουμε σε κάθε σωλήνα 290μL κυττάρων. Συγκεκριμένα βάζουμε σε κάθε 
σωλήνα την ποσότητα εκείνη από το συνολικό δείγμα των κυττάρων που αντιστοιχεί 
σε 5 x 105 κύτταρα/mL και συμπληρώνουμε τον σωλήνα με PBS μέχρι να φτάσουμε 
μία ποσότητα διαλύματος 290μL. Ειδικότερα, αφού έχουμε απομονώσει τα 
μονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίματος και τα έχουμε μετρήσει στον 
αναλυτή κυττάρων (hemocytometer), προκύπτει μία ποσότητα κυττάρων y x 103 
κύτταρα/mL. Από αυτή τη ποσότητα y εμείς υπολογίζουμε την ποσότητα σε mL που 
πρέπει να απομονώσουμε για να δημιουργήσουμε ένα δείγμα με ποσότητα 
κυττάρων 5 x 105 κύτταρα/mL. Για παράδειγμα έχουμε μία ποσότητα από τον 
αναλυτή ίση με 2 x 103 κύτταρα/mL, επομένως για να απομονώσουμε μία ποσότητα 
κυττάρων 5 x 105 κύτταρα/mL πρέπει να πάρουμε μία ποσότητα ίση με 250μL ή 
0,25mL από το διάλυμα των μονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού αίματος που 
μετρήσαμε. Στη συνέχεια για να φτάσουμε μία τελική ποσότητα δείγματος ίση με 
290μL προσθέτουμε στο δείγμα των 250μL, 40μL PBS. Επομένως καθένας από τους 
6 σωλήνες που θα χρησιμοποιήσουμε περιέχει μία αρχική ποσότητα διαλύματος 
290μL (5 x 105 κύτταρα/mL + PBS). 

3. Στη συνέχεια προσθέτουμε 5μL από το διάλυμα 30Χ FLICA αναλόγως την κασπάση 
που μελετάμε στο κάθε δείγμα από τις παραπάνω κασπάσες που αναφέραμε ότι 
θέλουμε να αναζητήσουμε στον πληθυσμό των κυττάρων (κασπάση 1, 3/7, 8, 9) και 
επιπλέον προσθέτουμε 5μL από το μονοκλωνικό αντίσωμα CD45-Krome Orange που 
προσδένεται με αντιγόνα επιφανείας των κυττάρων (πολυμορφοπύρηνα, 
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μονοκύτταρα, λεμφοκύτταρα) δημιουργώντας μία τελική ποσότητα διαλύματος 
300μL. Στο δείγμα ‘PI positive control’ δεν προσθέτουμε ούτε χρώση FLICA ούτε 
CD45-Krome Orange (το ετοιμάζουμε σύμφωνα με τις οδηγίες του πρωτοκόλλου του 
προπιδίου του ιωδίου που αναφέρεται παραπάνω), ενώ στο δείγμα των ‘unstained 
cells’ προσθέτουμε 5μL από το μονοκλωνικό αντίσωμα CD45- Krome Orange. Αν 
χρησιμοποιούνται διαφορετικές ποσότητες κυττάρων θα πρέπει τυπικά να 
διατηρείται μία αναλογία 1:30 του 30X FLICA προς τα κύτταρα. Αναμειγνύουμε το 
διάλυμα ανακινώντας ήπια τους σωλήνες των δειγμάτων. Η ποσότητα του FLICA που 
χρησιμοποιείται βελτιστοποιείται ανάλογα με την κυτταρική σειρά που μελετάται 
και τις συνθήκες του πειράματος. 

4. Επωάζουμε τα κύτταρα στους 37οC για 30 λεπτά προστατευμένα από το φως (η 
περίοδος επώασης ποικίλει από 30 λεπτά έως μερικές ώρες και πρέπει να 
προσαρμόζεται αναλόγως της κυτταρικής σειράς που μελετάται και τις συνθήκες 
του πειράματος). Καθώς τα κύτταρα ενδέχεται να καθιζάνουν στο έδαφος του 
σωλήνα, θα πρέπει κάθε 10-20 λεπτά να ανακινούνται ήπια οι σωλήνες των 
δειγμάτων για να εξασφαλίσουμε μία ομαλή κατανομή του FLICA. 

5. Στη συνέχεια προσθέτουμε σε κάθε σωλήνα 2mL 1X AWB και αναδεύουμε ήπια. 
6. Φυγοκεντρούμε σε 200g για 5-10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 
7. Προσεκτικά αφαιρούμε και απορρίπτουμε το υπερκείμενο διάλυμα. Ανακινούμε σε 

δίνη ήπια τα κύτταρα (pellets) για να διασπάσουμε τα συσσωματώματα κυττάρων 
που έχουν δημιουργηθεί. Διαλύουμε σε 1mL AWB και τα αναμειγνύουμε απαλά.  

8. Φυγοκεντρούμε σε 200g για 5-10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 
9. Προσεκτικά αφαιρούμε και απορρίπτουμε το υπερκείμενο διάλυμα. Εφόσον 

αναλύουμε τα δείγματα με κυτταρομετρία ροής, δύο πλυσίματα είναι αρκετά. 
10. Έπειτα προσθέτουμε 500μL PBS στο δείγμα των ‘unstained cells’ και στα δείγματα 

κυττάρων με χρώση FLICA ειδική για κάθε κασπάση που μελετάμε (δείγματα 
κασπασών). 

11. Αναδεύουμε απαλά τα κύτταρα (pellets) για να διασπάσουμε τα συσσωματώματα 
κυττάρων που έχουν δημιουργηθεί. 

12. Προσθέτουμε το ΡΙ σε συγκέντρωση 0,5% v/v λίγο πριν αναλύσουμε τα δείγματα 
στον κυτταρομετρητή ροής. Προσθέτουμε δηλαδή 2,5μL ΡΙ σε δείγμα συνολικής 
ποσότητας 500μL. Συγκεκριμένα προσθέτουμε 2,5μL PI στο δείγμα των κυττάρων 
που περιέχουν χρώση FLICA ειδική για την κάθε κασπάση που αναζητάμε (δείγματα 
κασπασών). Όλα τα δείγματα στα οποία προσθέτουμε το ΡΙ έχουν ποσότητα ίση με 
500μL (βλέπε βήμα 10). Έπειτα επωάζουμε τα κύτταρα για 5 λεπτά προστατευμένα 
από το φως σε θερμοκρασία δωματίου.  

13. Διαβάζουμε αμέσως τα δείγματα στον κυτταρομετρητή ροής. 
 

Στην Εικόνα Ο χρησιμοποιείται ένα παράδειγμα από κύτταρα HL-60 (human promyelocytic 
leukemia), στα οποία εφαρμόστηκε θεραπευτική αγωγή που ενεργοποιεί τον καταρράκτη 
των κασπασών και στη συνέχεια τα κύτταρα βάφτηκαν με χρώση FLICA FAM-VAD-FMK και PI. 
(40) 
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Εικόνα Ο. Τέσσερις  πληθυσμοί HL-60(human promyelocytic leukemia) κυττάρων.  Κύτταρα 
υπό θεραπευτική αγωγή που ενεργοποιεί τις κασπάσες βάφτηκαν με τη χρώση FLICA FAM-
VAD-FMK και με την κόκκινη χρώση Propidium Iodide (PI) που διαχωρίζει νεκρά από 
ζωντανά κύτταρα.  Τα κύτταρα αναλύθηκαν σε  κυτταρομετρητή ροής που αναγνωρίζει τη 
κόκκινη χρώση στον άξονα των ‘χ’ (νέκρωση) και την πράσινη χρώση στον άξονα των ‘y’ 
(απόπτωση). Αναγνωρίζονται τέσσερις πληθυσμοί κυττάρων (Α)ζωντανά κύτταρα χωρίς 
χρώση, (Β)νεκρά κύτταρα   που φθορίζουν κόκκινα, (C) κύτταρα σε όψιμη απόπτωση που 
βάφτηκαν με το FLICA και το PI και φθορίζουν πράσινα (ενεργείς κασπάσες) και κόκκινο (η 
κυτταρική μεμβράνη έχει διαπεραστή) και (D)κύτταρα σε πρώιμη απόπτωση που φθορίζουν 
πράσινα με τη χρώση FLICA. Darzynkiewicz et,al (40) 

 

 

Ανάλυση με κυτταρομετρία ροής  

 

1. Αρχικά φτιάχνουμε ένα πάνελ ανάλυσης στον κυτταρομετρητή όπου μας δίνει τη 
δυνατότητα να τοποθετήσουμε και τα 6 δείγματα για κατά σειρά μέτρηση. 
Συγκεκριμένα τοποθετούμε στον κυτταρομετρητή στη θέση 1 το δείγμα των 
κυττάρων χωρίς χρώση (unstained cells), στη θέση 2 το δείγμα κυττάρων PI positive 
control (εφόσον πρόκειται για ασθενή με σήψη ή μη λοιμώδη φλεγμονή, εάν 
πρόκειται για υγιή μάρτυρα βάζουμε ένα σωλήνα με diH2O στη θέση 2), στη θέση 3 
το δείγμα για την κασπάση 1, στη θέση 4 το δείγμα για τη κασπάση 3/7, στη θέση 5 
το δείγμα για τη κασπάση 8 και στη θέση 6 το δείγμα για τη κασπάση 9.  

2. Αρχικά μετράμε το δείγμα των κυττάρων χωρίς χρώση (unstained cells), 
προκειμένου να καθορίσουμε τα όρια θετικότητας των δεικτών.  
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3. Για να μετρήσουμε την έκφραση του FAM (carboxyfluorescein) (single-color 
analysis), χρησιμοποιούμε ένα 488nm blue argon laser. Μετράμε την έκφραση του 
FAM (carboxyfluorescein) στο πρώτο κανάλι (FL-1 channel). 

4. Προκειμένου να ελέγξουμε το ποσοστό έκφρασης του FAM (carboxyfluorescein) επί 
του αριθμού των κυττάρων, δημιουργούμε ένα ιστόγραμμα όπου στον άξονα των ‘y’ 
τοποθετούμε το ποσοστό έκφρασης FAM και στον άξονα των ‘χ’ των αριθμό των 
κυττάρων. Στην Εικόνα Π αναλύεται το ιστόγραμμα που δημιουργούμε για την 
ανάλυση των δειγμάτων. Τα κύτταρα που βρίσκονται αριστερά από το όριο 
θετικότητας που ορίσαμε στην αρχή της ανάλυσης, θεωρούμε ότι δεν εκφράζουν 
κασπάσες, ενώ τα κύτταρα που εκφράζουν κασπάσες, δηλαδή έχουν βαφτεί με τον 
δείκτη FAM θα εμφανιστούν δεξιά ως ένα φωτεινό συσσωμάτωμα σημείων (dots). 

5. Για την ανάλυση της έκφρασης του FLICA στα υπό μελέτη κύτταρα θα πρέπει 
παράλληλα να ελεγχθεί η παρουσία νεκρών κυττάρων στο δείγμα. Προκειμένου να 
το πετύχουμε αυτό επωάζουμε  κύτταρα (νεκρά και ζωντανά) του υπό μελέτη 
δείγματος στον δείκτη Propidium Iodide (PI), όπως ακριβώς αναφέρεται στο 
αντίστοιχο πρωτόκολλο και με αυτό το τρόπο ελέγχουμε τη σωστή έκφραση του PI. 
Με τη χρήση του FLICA ελέγχουμε την έκφραση των κασπασών στα κύτταρα του 
δείγματος και πάντα στα δείγματα αυτά έχει προστεθεί και ο δείκτης PI για τον 
καθορισμό των νεκρών κυττάρων. Επομένως για αναλύσεις δύο δεικτών (bicolor 
analyses), όπως για την ανάλυση των δειγμάτων που περιέχουν τους δείκτες FLICA 
και PI, προετοιμάζουμε δύο ζεύγη δειγμάτων μαρτύρων (instrument controls) για τη 
ρύθμιση του πεδίου όπου θα αναλύουμε τα δείγματα: νεκρά και ζωντανά κύτταρα 
που έχουν βαφτεί μόνο με ΡΙ και τα υπό μελέτη κύτταρα (κύτταρα ασθενών με σήψη 
ή μη λοιμώδη φλεγμονή ή κύτταρα υγιών μαρτύρων) που έχουν βαφτεί με FLICA και 
PI.  

6. Ρυθμίζουμε τον κυτταρομετρητή προκειμένου να αποφύγουμε την 
αλληλοεπικάλυψη φάσματος, κάνοντας αντιστάθμιση φθορισμού (compensation). 

7. Η τελική ανάλυση του δείγματος για την έκφραση των δεικτών FAM και PI γίνεται 
ως εξής. Μετράμε το FAM (carboxyfluorescein) στο κανάλι FL-1 και το φθορίζον με 
κόκκινο χρώμα ΡΙ στο κανάλι FL-2 ή στο κανάλι FL-3. Στη συνέχεια δημιουργούμε ένα 
ιστόγραμμα δύο παραμέτρων όπου στον άξονα των ‘y’ εμφανίζεται ο δείκτης PI ενώ 
στον άξονα των ‘χ΄ εμφανίζεται ο δείκτης FLICΑ. Έτσι θα δημιουργήσουμε 4 
πληθυσμούς κυττάρων. 

a. Κύτταρα σε φάση πρώιμης απόπτωσης που εκφράζουν μόνο τον δείκτη  
FAM-FLICA και καθόλου τον δείκτη PI (PI (-), FLICA (+)) . 

b. Κύτταρα σε όψιμη απόπτωση που εκφράζουν τους δείκτες FAM- FLICA και 
PI (PI(+), FLICA(+)) (εκφράζουν ενεργείς κασπάσες και η μεμβράνη των 
κυττάρων είναι διαπερατή). 

c. Νεκρωτικά κύτταρα που εκφράζουν μόνο τον δείκτη PI (PI(+), FLICA(-)). 
d. Ζωντανά κύτταρα χωρίς να εκφράζουν κάποιον δείκτη (PI(-), FLICA(-)) που 

όμως έχουν έναν ελάχιστο φθορισμό (φυσιολογικός αυτοφθορισμός των 
μονοπύρηνων και πολυμορφοπύρηνων κυττάρων). 

8. Σε κάθε δείγμα αναλύθηκαν 50.000 κύτταρα στην κυτταρομετρία ροής ώστε να 
εξάγουμε ομοιόμορφα συμπεράσματα. 
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Στην Εικόνα Π φαίνονται τα ιστογράμματα ανάλυσης των κυττάρων του πειράματος ως προς 
την έκφραση των κασπασών. 

 

 

 

 

(1) (2) 

 

Εικόνα Π. Ιστογράμματα έκφρασης του FAM-FLICA (ειδικό για την κασπάση 1) και του PI στα 
υπό μελέτη μονοκύτταρα (1) και λεμφοκύτταρα (2) σηπτικού ασθενή της μελέτης μας.  
Ενδεικτικά στο τεταρτημόριο Η4 φαίνεται το ποσοστό των κυττάρων που εκφράζουν μόνο 
FAM-FLICA (πρώιμα αποπτωτικά), στο τεταρτημόριο Η3 φαίνεται το ποσοστό των κυττάρων 
που δεν εκφράζουν κανένα δείκτη, στο τεταρτημόριο Η2 φαίνεται το ποσοστό των 
κυττάρων που εκφράζουν και τους δύο δείκτες FAM-FLICA και PI (όψιμα αποπτωτικά 
κύτταρα) και στο τεταρτημόριο Η1 φαίνεται το ποσοστό των κυττάρων που εκφράζουν μόνο 
τον δείκτη PI (νεκρά κύτταρα).  

 

 

Πρωτόκολλο survivin 

 

Ανίχνευση της survivin στα λεμφοκύτταρα του περιφερικού ανθρώπινου αίματος με 
κυτταρομετρία ροής 

 

Τα λεμφοκύτταρα του περιφερικού αίματος ασθενών βάφονται με ένα συζευγμένο 
μονοκλωνικό αντίσωμα (Mouse Anti-Human Survivin PE-conjugated Monoclonal Antibody) ή 
με ένα αντίσωμα παρόμοιας ισομορφής (isotype control antibody). Για να πραγματοποιηθεί 
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η ενδοκυττάρια χρώση των κυττάρων πρέπει πρώτα τα κύτταρα να σταθεροποιηθούν με τη 
χρήση ενός διαλύματος (Flow Cytometry Fixation Buffer) και να γίνουν διαπερατά με τη 
χρήση άλλου διαλύματος (Flow Cytometry Permeabilization/Wash Buffer I). 

 

 

Ενδοκυττάρια Κυτταρομετρία Ροής 

 

Η κυτταρομετρία ροής μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ανάλυση ποικίλων ενδοκυττάριων 
μορίων συμπεριλαμβανομένων φωσφοριλιωμένων πρωτεϊνών (phosphorylated signaling 
proteins) και κυτοκινών. Για να βάψουμε ενδοκυττάρια μόρια, πρέπει πρώτα τα κύτταρα να 
σταθεροποιηθούν σε ένα διάλυμα και να γίνουν διαπερατά προτού προσθέσουμε το 
κατάλληλο αντίσωμα ανίχνευσης. Αυτή η διαδικασία σταθεροποίησης/διαπερατότητας 
επιτρέπει στο αντίσωμα να περάσει διαμέσου της κυτταροπλασματικής μεμβράνης στο 
εσωτερικό του κυττάρου, διατηρώντας όμως τα μορφολογικά χαρακτηριστικά του κυττάρου 
που θα χρησιμοποιηθούν στη συνέχεια για την ταυτοποίησή του. Τα κοινά διαλύματα που 
χρησιμοποιούνται για καθαρισμό των κυττάρων είναι τα παρακάτω: saponin, Triton X-100, 
Tween 20. 

 

Το παρακάτω πρωτόκολλο κυτταρομετρίας ροής έχει αναπτυχθεί και βελτιστοποιηθεί από 
την R and D Systems Flow Cytometry Laboratory, Minneapolis, USA. Αυτό το πρωτόκολλο 
είναι σχεδιασμένο για ενδοκυττάρια χρώση πρωτεϊνών. Συνιστάται οι συνθήκες του 
πειράματος, όπως η συγκέντρωση του αντισώματος, οι χρόνοι επώασης, και η θερμοκρασία 
να προσαρμοστούν αναλόγως τις απαιτήσεις του κάθε πειράματος για την κυτταρομετρία 
ροής. 

 
Απαιτούμενα Αντιδραστήρια 

 
a. PBS (1X): 0.137 M NaCl, 0.05 M NaH2PO4, pH 7.4 or Hank’s Balanced Salt 

Solution (HBSS; 1X) 
b. Flow Cytometry Fixation Buffer or an equivalent solution containing 1-4% 

paraformaldehyde 
c. Flow Cytometry Permeabilization Buffer/Wash I or an equivalent solution 

containing a permeabilization agent such as saponin or Triton X-100 
d. Flow Cytometry Fixation/Permeabilization Buffer I  
e. Fc Receptor Blocking Reagents (These include fc receptor blocking antibodies 

or IgG solutions) 
f. Fluorochrome-conjugated antibodies suitable for use in flow cytometry 
g. Isotype Control Antibodies 
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Απαιτούμενα Υλικά 

 

a. FACS Tubes (5ml round-bottom polystyrene tubes) 
b. Pipette Tips and Pipettes 
c. Centrifuge 
d. Vortex 
 

Διαδικασία 

 

Όταν πραγματοποιείται η χρώση επιφανειακών και ενδοκυττάριων αντιγόνων 
στο ίδιο δείγμα, συνιστάται να γίνεται πρώτα η χρώση των επιφανειακών 
αντιγόνων καθώς η διαδικασία της σταθεροποίησης/ διαπερατότητας δυνητικά 
μειώνουν την διαθεσιμότητα των επιφανειακών αντιγόνων. 

1. Αρχικά μετράμε τον αριθμό των κυττάρων του ολικού αίματος στον αναλυτή 
κυττάρων (Hemocytometer) από το δείγμα αίματος των 3ml αμέσως μετά την 
αιμοληψία από τον ασθενή 

2. Υπολογίζουμε την ποσότητα αίματος που πρέπει να απομονώσουμε από το 
ολικό δείγμα ώστε να έχουμε ένα αριθμό κυττάρων ίσο με 1 x 106 κύτταρα/ml. 
Ειδικότερα, αφού έχουμε μετρήσει τα κύτταρα του περιφερικού αίματος στον 
αναλυτή κυττάρων (hemocytometer), προκύπτει μία ποσότητα κυττάρων y x 
103 κύτταρα/mL. Από αυτή την ποσότητα y εμείς υπολογίζουμε την ποσότητα 
σε mL που πρέπει να απομονώσουμε για να δημιουργήσουμε ένα δείγμα με 
ποσότητα κυττάρων 1 x 106 κύτταρα/mL. Για παράδειγμα έχουμε μία 
ποσότητα από τον αναλυτή ίση με 2 x 103 κύτταρα/mL, επομένως για να 
απομονώσουμε μία ποσότητα κυττάρων 1 x 106 κύτταρα/mL πρέπει να 
πάρουμε μία ποσότητα ίση με 500μL ή 0,5mL από το διάλυμα των 
μονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού αίματος που μετρήσαμε. 

3. Στη συνέχεια μεταφέρουμε αυτή τη ποσότητα σε ένα σωλήνα και 
προσθέτουμε ειδικά μονοκλωνικά αντισώματα προς τα αντιγόνα επιφανείας 
των κυττάρων που θέλουμε να ταυτοποιήσουμε στην συνέχεια 
(πολυμορφοπύρηνα, λεμφοκύτταρα, μονοκύτταρα). Συγκεκριμένα, 
προσθέτουμε 5μL CD45 Krome Orange, 5μL CD14-PC5, 5μL CD3-Pacific Blue, 
5μL CD19-PC7 και 10μL CD15-FITC και αναμειγνύουμε το δείγμα σε δίνη για 
να κατανεμηθούν ομοιόμορφα στο δείγμα. 

4. Έπειτα επωάζουμε το δείγμα σε θερμοκρασία δωματίου για 15 λεπτά 
προστατευμένο από το φως. 

5. Στη συνέχεια πλένουμε το δείγμα 2 φορές προσθέτοντας 2mL PBS (ή HBSS) σε 
κάθε πλύσιμο φυγοκεντρώντας το σε 1250rpm για 5 λεπτά και στη συνέχεια 
απομακρύνουμε το υπερκείμενο διάλυμα απ’ το δείγμα κυττάρων (pellet). 

6. Προσθέτουμε 0,5mL κρύου Flow Cytometry Fixation Buffer και το 
αναμειγνύουμε σε δίνη (vortex). Επωάζουμε το δείγμα για 10 λεπτά σε 
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θερμοκρασία δωματίου. Αναμειγνύουμε το δείγμα κατά διαστήματα ώστε να 
διατηρήσουμε το εναιώρημα κυττάρων. 

7. Έπειτα φυγοκεντρούμε το διάλυμα σε 1250rpm για 5 λεπτά και 
απομακρύνουμε το υπερκείμενο. Ακολουθούν δυο επιπλέον πλυσίματα με 
PBS (ή HBSS) προσθέτοντας 2mL PBS σε κάθε πλύσιμο και φυγοκεντρούμε εκ 
νέου σε 1250rpm για 5 λεπτά στο κάθε πλύσιμο.  

*Σημείωση: Πριν την διενέργεια των πλύσεων και κατά την προσθήκη του 
PBS είναι αποτελεσματικό να κάνουμε γρήγορες κινήσεις αναρρόφησης και 
έγχυσης του δείγματος στον σωλήνα με την πιπέτα (up and down) ώστε να 
σπάσει η κυτταρική μεμβράνη και να μπορέσει στη συνέχεια να γίνει 
καλύτερα η διείσδυση του μονοκλωνικού συζευγμένου αντισώματος ειδικό 
για τη survivin και να έχουμε καλύτερη χρώση του δείγματος. 

8. Κατόπιν προσθέτουμε 200μL Flow Cytometry Permeabilization            
Buffer/Wash Buffer I.  
*Σημείωση: Αναλόγως των αντισωμάτων και του δείγματος κυττάρων που 
χρησιμοποιούνται τα βήματα σταθεροποίησης και διαπερατότητας του 
δείγματος είναι καλό να γίνονται σταδιακά χρησιμοποιώντας το Flow 
Cytometry Permeabilization/Fixation Buffer I.   

9. Στη συνέχεια προσθέτουμε 10μL (1μg IgG/106  κύτταρα) από το αντιδραστήριο 
FcR (Fc receptor blocking reagent – Fc receptor blocking antibodies / IgG 
solution) στο δείγμα μας και επωάζουμε το δείγμα για 15 λεπτά σε 
θερμοκρασία δωματίου προστατευμένο από το φως. Ουσιαστικά μέσω του 
διαλύματος των IgG που λειτουργεί ως παράγοντας πρόσδεσης στους 
υποδοχείς Fc των κυττάρων μπλοκάρουμε τους συγκεκριμένους υποδοχείς. 

*Σημείωση: Δεν ξεπλένουμε το επιπλέον διάλυμα IgG κατά την αντίδραση 
αυτή μετά την επώαση του δείγματος. 

10. Προσθέτουμε έπειτα 5μL  (5μL/106  κύτταρα) από το συζευγμένο αντίσωμα 
και αναμειγνύουμε το διάλυμα. Στη συνέχεια το επωάζουμε για 30 λεπτά σε 
θερμοκρασία δωματίου προστατευμένο από το φως. 

11. Μετά την επώαση πλένουμε το δείγμα δύο ακόμη φορές. Συγκεκριμένα κατά 
το πρώτο πλύσιμο προσθέτουμε 100μL Flow Cytometry Permeabilization 
Buffer/Wash Buffer I και φυγοκεντρούμε σε 1250rpm για 5 λεπτά και έπειτα 
αφαιρούμε το υπερκείμενο διάλυμα. Κατά το δεύτερο πλύσιμο προσθέτουμε 
2mL PBS και φυγοκεντρούμε σε 1250rpm για 5 λεπτά και αφαιρούμε το 
υπερκείμενο. 

12. Τέλος προσθέτουμε 400μL PBS (ή HBSS) στο δείγμα των κυττάρων. 
13. Αναλύουμε το δείγμα με κυτταρομετρία ροής. 

*Σημείωση: συστήνεται να δημιουργείται ένα δείγμα μάρτυρας (negative 
control). Το δείγμα μάρτυρας δουλεύεται κατά το ανώτερο πρωτόκολλο 
χρησιμοποιώντας ένα ισότυπο αντίσωμα (Isotype control antibody). 

 

Στην Εικόνα Ρ φαίνεται το ιστόγραμμα ανάλυσης των κυττάρων και η έκφραση της survivin. 

 



[68] 
 

 

(1) (2) (3) 

   

Εικόνα Ρ. Ιστόγραμμα έκφρασης survivin στα κύτταρα σηπτικού ασθενή όπως μετρήθηκε 
στο πείραμά μας. Ενδεικτικά στο ιστόγραμμα (1) στο τεταρτημόριο Β2 φαίνεται το ποσοστό 
των ουδετερόφιλων που εκφράζουν την survivin, στο ιστόγραμμα (2) στο τεταρτημόριο Ι2 
φαίνεται το ποσοστό των μονοκυττάρων που εκφράζουν την survivin και στο ιστόγραμμα 3 
στο τεταρτημόριο Ε2 φαίνεται το ποσοστό των λεμφοκυττάρων που εκφράζουν την survivin. 

 

 

Πρόγραμμα ανάλυσης με κυτταρομετρία ροής 

 

Η ανάλυση των δειγμάτων με κυτταρομετρία ροής έγινε με το πρόγραμμα Navios EX Flow 
Cytometry της εταιρείας Beckman Coulter.  

Στην Εικόνα Σ του παραρτήματος απεικονίζεται ο κυτταρομετρητής ροής που 
χρησιμοποιήθηκε. 

 

 

Στατιστική ανάλυση 

Η στατιστική επεξεργασία των δεδομένων έγινε με το στατιστικό πακέτο SPSS 26. Οι 
ποσοτικές μεταβλητές με κανονική κατανομή περιγράφηκαν με τη μέση τιμή (mean 
±Standard Error) και οι μη κανονικής κατανομής με τη διάμεση τιμή (median, IQR). Οι 
απόλυτες (n) και σχετικές (%) συχνότητες χρησιμοποιήθηκαν για την περιγραφή των 
ποιοτικών μεταβλητών. Για τη σύγκριση ποσοτικών μεταβλητών χρησιμοποιήθηκαν οι 
δοκιμασίας ANOVA (παραμετρικές, Mann-Whitney και Kruskal-Wallis (μη παραμετρικές), 
ενώ για ποιοτικές μεταβλητές (categorical) η δοκιμασία x2 (chi square) διορθωμένη κατά 
Fisher. Η Pearson correlation χρησιμοποιήθηκε για την ανάδειξη συσχετίσεων μεταξύ δύο 
μεταβλητών. Το επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας σε όλες τις περιπτώσεις ορίστηκε σε 
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τιμή κριτηρίου p μικρότερη του 0,05 (p value <0,05). Για την αξιολόγηση δεικτών με 
προγνωστική αξία χρησιμοποιήθηκε η ανάλυση AUROC για τις μεταβλητές μεταξύ των 
ομάδων.  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

Δημογραφικά χαρακτηριστικά ασθενών και εργαστηριακοί δείκτες 

 

Στη μελέτη αυτή συμπεριλήφθηκαν συνολικά 29 ενήλικοι ασθενείς (n=29) εκ των οποίων 12 
ασθενείς ανήκουν στην κατηγορία της σήψης (S), οι 7 απ’ αυτούς ήταν άνδρες (58,3%) και οι 
5 γυναίκες (41,7%). Στη κατηγορία της μη λοιμώδους φλεγμονής / τραύμα (I) ανήκουν 7 
ασθενείς εκ των οποίων οι 7 ήταν άνδρες (100%), ενώ δεν υπάρχουν γυναίκες σε αυτή τη 
κατηγορία και τέλος οι υγιείς μάρτυρες (H) ήταν 10 από τους οποίους οι 2 ήταν άνδρες (20%) 
και οι 8 γυναίκες (80%). Στον Πίνακα 1 φαίνονται τα δημογραφικά χαρακτηριστικά των 
ασθενών, το APACHE II score, καθώς και σημαντικοί εργαστηριακοί δείκτες των ασθενών 
(WBC, Lactate, Glucose, Fibrinogen, CRP). 

 

Πίνακας 1. Δημογραφικά, κλινικά και εργαστηριακά χαρακτηριστικά  ενηλίκων ασθενών. 

Characteristic 
Control (H)  
(n = 10) 

Trauma/Noninfectiou
s critical illness (I) 
 (n =7) 

Sepsis (S)  
(n = 12) 

p # 

Age (years), mean ± SD 36,4 ± 10,5 38,4 ± 15,1 57 ± 18,2 0,013 
Sex (Male/Female), (%) 2/8(20/80) 7/0 (100/0) 7/5 (58,3/41,7) 0,006 
BMI, mean ± SD  25,62±3,65 28,71 ± 4,63 0,073 
ICU LOS (days), mean ± SD  11,17 ± 7,25 28,82 ± 15,1 0,030 
Non-Survivors ICU, n (%)  1 (14,3) 6 (50)  0,048 
APACHE II score, median (IQR)  11 (8,75-28,5) 25 (18-29) 0,174 
WBC x 103 (cells/μL), median (IQR) 5,6 (4,9 -6,8) 19,5 (11,3-27,8) 15,2 (5,07-23,5) 0,010 
Lactate (mg/dl), median (IQR)  2 (1,67-3,39) 2,9 (1,67-3,61) 0,571 
Glucose (mg/dl), median (IQR)  197 (172-238) 145 (117-168)  0,061 
Fibrinogen (mg/dl), median (IQR)  168,7 (132,6-220,1) 386 (314,2-522)  0,005 
CRP (mg/dl) median (IQR)  0,45 (0,07-16,2) 20,4 (5,33-32,4)  0,037 
 

# Differences among groups (ANOVA, Kruskal-Wallis, x2 test, as appropriate): 
SD=standard deviation, IQR = Interquartile Range, ICU = Intensive Care Unit, LOS= 
Length of Stay, WBC = White Blood Cells, CRP = C-Reactive Protein. 

Επιπλέον στη μελέτη αυτή συμπεριλήφθηκαν 16 παιδιατρικοί ασθενείς (n=16), εκ των 
οποίων 6 ασθενείς ανήκουν στην κατηγορία της σήψης (S), οι 5 (83,3%) απ’ αυτούς ήταν 
αγόρια και 1 (16,7%) κορίτσι. Στη κατηγορία της μη λοιμώδους φλεγμονής/τραύμα (Ι) 
ανήκουν συνολικά 6 (100%)  άρρενες ασθενείς, καθώς δεν υπήρχαν κορίτσια σε αυτή τη 
κατηγορία. Τέλος οι υγιείς μάρτυρες (Η) ήταν συνολικά 4 από τους οποίους 2 (50%) ήταν 
αγόρια και 2 (50%) κορίτσια. Στον Πίνακα 2 καταγράφονται τα δημογραφικά χαρακτηριστικά 
των παιδιατρικών ασθενών, το PRISM score, το PELOD-2 score καθώς και σημαντικοί 
εργαστηριακοί δείκτες των ασθενών (WBC, Lactate, Glucose, Fibrinogen, CRP). 
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Πίνακας 2. Δημογραφικά, κλινικά και εργαστηριακά χαρακτηριστικά  παιδιατρικών ασθενών. 

Characteristic 
Control (H)  

(n = 4) 

Trauma/Noninfectiou
s  

critical illness (I) 
 (n =6) 

Sepsis (S)  
(n = 6) 

p # 

Age (years), mean ± SD 12,25± 5,43 4,71± 5,5 3,8 ± 5,14 0,127 

Sex (Male/Female), (%) 2/2 (50/50) 6/0 (100/0) 5/1 (83,3/16,7) 0,156 

BMI, mean ± SD  16,15±1,86 15,83 ± 4,65 0,593 
ICU LOS (days), mean ± SD  7,50 ± 4,27 27 ± 21,86 0,052 
Non-Survivors ICU, n (%)  1 (16,7) 0 (0)  0,435 

PELOD-2 score, median (IQR)  5,5 (0-18,5) 16,5 (2,25-32) 0,373 
PRISM score, median (IQR)  5,5(0-12,5) 11(6,5-25) 0,197 

WBC x 103 (cells/μL), median 
(IQR) 

7,35 (6,65 -7,9) 10,65 (7,22-18,85) 13,2 (8,9-25,62) 0,040 

Lactate (mg/dl), median (IQR)  1,37 (0,66-3,8) 0,84 (0,65-2,42) 0,748 
Glucose (mg/dl), median (IQR)   105,5 (85-124,5)  0,801 

Fibrinogen (mg/dl), median (IQR)  211 (207,5-482,5) 253 (180-393)  0,602 
CRP (mg/dl) median (IQR)  1,3 (0,43-3,84) 6,52 (0,63-12,71)  0,337 

 

# Differences among groups (ANOVA, Kruskal-Wallis, x2 test, as appropriate): 
SD=standard deviation, IQR = Interquartile Range, ICU = Intensive Care Unit, LOS= 
Length of Stay, WBC = White Blood Cells, CRP = C-Reactive Protein. 

 

Διαφορές μεταξύ ομάδων ασθενών 

Survivin 

Παρατηρήθηκε σταθερή αυξητική τάση της survivin στα λεμφοκύτταρα (S=0,65% (0,17-2,05), 
I=0,4% (0,25-1,05), H=0,2% (0,1-0,95), p=0,370), ουδετερόφιλα (S=8,2% (1,02-17,5), Ι=5,8% 
(2,1-26,9), Η=3,4% (1,5-6,3), p=0,672), και μονοκύτταρα (S=3,05% (1,42-7,3), I=1,1% (0,9-6), 
H=3% (1,12-6,6), p=0,567) των ενήλικων ασθενών με σήψη συγκριτικά με τους ασθενείς με 
μη λοιμώδη φλεγμονή/τραύμα και τους υγιείς μάρτυρες κατά την πρώτη ημέρα ανάλυσης 
των δειγμάτων των ασθενών (Εικόνα 1). Οι μετρήσεις της αντιαποπτωτικής survivin 
παρουσιάζονται μαζί με τα αντίστοιχα των αποπτωτικών κασπασών στον Πίνακα 3.    
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Εικόνα 1. Τάση αύξησης της survivin στα λεμφοκύτταρα, στα μονοκύτταρα και στα 
ουδετερόφιλα στη σήψη ενήλικων ασθενών.  

 

Επιπλέον παρατηρήθηκε διαχρονική τάση αύξησης της survivin στα λεμφοκύτταρα και στα 
μονοκύτταρα των ασθενών με σήψη κατά την πρώτη, τρίτη και έβδομη ημέρα ανάλυσης των 
δειγμάτων των ασθενών. Ενδεικτικά παρατηρείται περισσότερη έκφραση της survivin στα 
μονοκύτταρα απ’ ότι στα λεμφοκύτταρα των σηπτικών ασθενών και τις τρείς ημέρες 
ανάλυσης των δειγμάτων τους (Εικόνα 2). 
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Εικόνα 2. Διαχρονική τάση αύξησης της survivin στα μονοκύτταρα και στα λεμφοκύτταρα στη 
σήψη σε ενήλικες ασθενείς.  

 

Πίνακας 3. Δείκτες μελέτης με βάση τη διάγνωση ενηλίκων ασθενών (1η ημέρα αναλύσεων 
δειγμάτων). 

Flow cytometry variable 
Control (Η) 
(n = 14) 

Trauma/Noninfectious 
critical illness (Ι) 
(n =13) 

Sepsis (S) 
 (n = 18) 

p # 

LYM Caspase -1 (%), median (IQR) 0,8 (0,3-2,57)  2,2 (1,65-15,5)  1,8 (1,25-12,75)  0,066 
MO Caspase -1 (%), median (IQR) 81,9 (55-85,5)  93,4 (87,7-95,7) 88,9 (54,9-92,9)  0,019 
LYM Caspase -1 PI (%), median (IQR) 0,85(0,62-1,4) 0,7 (0,5-1,1)  1,75 (0,97-5,15)  0,018 
MO Caspase -1 PI (%), median (IQR) 6,95(3,77-13,2)  5,3 (3,55-11,3)  3,8 (2,35-6,47)  0,684 
LYM Caspase -3/7 (%), median (IQR) 0,4(0,25-2,1)  0,9 (0,45-2,65) 1 (0,37-5,77)  0,411 
MO Caspase -3/7 (%), median (IQR) 56,8(14,8-80,8) 77,6 (35,3-80,4) 74,3 (17,9-91,3)  0,437 
LYM Caspase -3/7 PI(%), median (IQR) 1,05(0,62-1,32)  1 (0,85-1,8) 1,95 (1,37-3,32)  0,015 
MO Caspase -3/7 PI (%), median (IQR) 6,2 (4,9-11,72) 7,2 (5,65-16,8)  6,15 (2,05-8,45) 0,090 
LYM Caspase -8 (%), median (IQR) 0,25(0,1-0,42)  0,5 (0,40-0,65) 0,9(0,27-8,45)  0,075 
MO Caspase -8 (%), median (IQR) 43,8 (26,65-52,27)  50,1 (47,2-73,2) 73,3 (40,2-83,95)  0,019 
LYM Caspase -8 PI (%), median (IQR) 0,6(0,3-0,72)  0,8 (0,55-1,05) 1,65 (0,97-7,05)  0,002 
MO Caspase -8 PI (%), median (IQR) 5,65 (3,07-8,42)  3,7 (3,35-5,9) 2,9 (1,7-5,75) 0,114 
LYM Survivin (%), median (IQR) 0,2 (0,10-0,95) 0,4 (0,25-1,05) 0,65 (0,17-2,05) 0,370 
NEU Survivin (%), median (IQR) 3,4(1,5-6,3) 5,8 (2,1-26,9) 8,2 (1,02-17,5) 0,672 
MO Survivin (%), median (IQR) 3 (1,12-6,6) 1,1 (0,9-6)  3,05 (1,42-7,3) 0,567 
 

# Differences among groups (ANOVA, Kruskal-Wallis, x2 test, as appropriate), IQR = 
Interquartile Range, LYM = Lymphocytes, NEU= Neutrophils, MO = Monocytes, PI = Propidium 
Iodide (indicates cellular necrosis) 
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Παρόμοια εικόνα παρατηρείται και στους παιδιατρικούς ασθενείς με σήψη όπου φαίνεται 
μία διαχρονική τάση αύξησης της έκφρασης της survivin στα λεμφοκύτταρα και στα 
μονοκύτταρα των παιδιατρικών ασθενών κατά τη πρώτη και τρίτη ημέρα ανάλυσης των 
δειγμάτων των παιδιατρικών ασθενών. Επιπλέον παρατηρείται περισσότερη έκφραση της 
survivin στα μονοκύτταρα συγκριτικά με τα λεμφοκύτταρα των σηπτικών παιδιατρικών 
ασθενών (Εικόνα 3).  

 

 

 

 

Εικόνα 3. Διαχρονική τάση αύξησης της survivin στα λεμφοκύτταρα και στα μονοκύτταρα 
παιδιών με σήψη.  

 

 

Απόπτωση κυττάρων – Έκφραση κασπασών 

Μονοκύτταρα 

Παρατηρήθηκε στατιστικά μη σημαντική διαχρονική τάση αύξησης των αποπτωτικών 
μονοκυττάρων που εκφράζουν τις κασπάσες 1, 3/7 και 8 κατά την πρώτη, τρίτη και έβδομη 
ημέρα ανάλυσης των δειγμάτων των ασθενών με σήψη (Εικόνα 4). 
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Εικόνα 4. Διαχρονική τάση αύξησης των αποπτωτικών μονοκυττάρων που εκφράζουν τις 
κασπάσες 1, 3/7 και 8 στη σήψη κατά την πρώτη, τρίτη και έβδομη ημέρα αναλύσεων των 
ενηλίκων ασθενών. 

 

Λεμφοκύτταρα 

 

Στους παιδιατρικούς ασθενείς παρατηρείται μία στατιστικά μη σημαντική αύξηση της 
έκφρασης των εκτελεστικών κασπασών 3 και 7 στα αποπτωτικά λεμφοκύτταρα παιδιών με 
σήψη κατά την πρώτη ημέρα ανάλυσης των δειγμάτων τους, p=0,215) (Εικόνα 5).  

 



[77] 
 

Εικόνα 5. Αυξητική τάση των εκτελεστικών κασπασών 3/7 την 1η ημέρα στα λεμφοκύτταρα 
παιδιών με σήψη συγκριτικά με την έκφρασή τους σε παιδιατρικούς ασθενείς με SIRS και 
υγιή παιδιά. 

 

Νέκρωση αποπτωτικών κυττάρων – Έκφραση κασπασών 

Λεμφοκύτταρα 

Παρατηρήθηκε σημαντική συσχέτιση της νέκρωσης των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων που 
εκφράζουν την κασπάση 8 με εργαστηριακούς δείκτες και κλινικούς δείκτες ενδεικτικούς της 
σήψης όπως ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων (WBC) και η C-αντιδρώσα πρωτεΐνη (CRP) 
καθώς και η θερμοκρασία (Εικόνα 6). Οι μετρήσεις των εργαστηριακών και κλινικών δεικτών 
καταγράφηκαν κατά την πρώτη ημέρα εισαγωγής των ασθενών στη ΜΕΘ και οι αναλύσεις 
των δειγμάτων αίματος των ασθενών έγιναν επίσης την πρώτη ημέρα. 
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Εικόνα 6. Συσχετίσεις πρώτης ημέρας της νέκρωσης των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων που 
εκφράζουν την κασπάση 8 (PI) με την θερμοκρασία, τον αριθμό λευκών αιμοσφαιρίων και τη 
CRP σε ενήλικες ασθενείς. 

 

 

Επιπλέον προέκυψε ότι μεταξύ των ομάδων των ασθενών η νέκρωση των αποπτωτικών 
λεμφοκυττάρων που εκφράζουν τις κασπάσες 1, 3/7 και 8 ήταν μεγαλύτερη στους ασθενείς 
με σήψη συγκριτικά με τις ομάδες των ασθενών με μη λοιμώδη φλεγμονή/τραύμα και των 
υγιών μαρτύρων κατά την πρώτη ημέρα ανάλυσης των δειγμάτων αίματος των ασθενών 
(Εικόνα 7).  
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Εικόνα 7. Αύξηση της νέκρωσης των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων που εκφράζουν την 
κασπάση 1, 3/7 και 8 στη σήψη ενηλίκων ασθενών. * Sepsis vs. SIRS or Controls, Kruskal Wallis 
p < 0.001. 

 

Στατιστική σημαντικότητα προέκυψε στην νέκρωση των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων που 
εκφράζουν κασπάση 1 (S=1,75%(0,97-5,15) vs I=0,7% (0,5-1,1), H=0,85% (0,62-1,4), p=0,018), 
των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων που εκφράζουν κασπάση 3/7 (S=1,95% (1,37-3,32) vs I=1% 
(0,85-1,8), H=1,05% (0,62-1,32), p=0,015), καθώς και κασπάση 8 (S=1,65% (0,97-7,05) vs 
I=0,8% (0,55-1,05), H=0,6% (0,3-0,72), p=002) (Εικόνα 7). 

 

 

Διαφορές στην έκβαση των ασθενών 

Νέκρωση αποπτωτικών κυττάρων – Έκφραση κασπασών 

Λεμφοκύτταρα 

 

Στους ασθενείς που δεν επιβίωσαν συγκριτικά με εκείνους που επιβίωσαν κατά την πρώτη 
ημέρα ανάλυσης των δειγμάτων των ασθενών παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση 
της νέκρωσης των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων που εκφράζουν την κασπάση 1 (1,9% (1,75-
5,8) vs 0,9% (0,62-1,22), p=0,003), την κασπάση 3/7 (2% (1,35-4,75) vs 1,25%(0,9-1,5), 
p=0,011) και την κασπάση 8 (1,9% (1,15-9,6) vs 0,65% (0,52-1,07), p=0,006) (Εικόνα 8). 
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Συγκριτικές μετρήσεις κασπασών και survivin μεταξύ επιβιωσάντων και μη παρουσιάζονται 
στον Πίνακα 4.    

 

Πίνακας 4. Δείκτες μελέτης με βάση την έκβαση ενηλίκων ασθενών (1η ημέρα αναλύσεων 
των δειγμάτων) 

 

Flow cytometry variable 
Survivors  
(n =37) 

Non-Survivors  
 (n = 8) 

p # 

LYM Caspase -1 (%), median (IQR) 1,4 (0,5-6,02)  1,9 (1,75-5,8)  0,636 
MO Caspase -1 (%), median (IQR) 86 (73,5-93,1) 88 (4,2-91,7)  0,566 
LYM Caspase -1 PI (%), median (IQR) 0,9 (0,62-1,22)  1,9 (1,75-5,8)  0,003 
MO Caspase -1 PI (%), median (IQR) 5,6 (2,87-9,75)   6,1(2,1-7,6)  0,940 
LYM Caspase -3/7 (%), median (IQR) 0,55 (0,3-2,5) 1 (0,65-3,65)  0,566 
MO Caspase -3/7 (%), median (IQR) 73,2 (32,5-80,9) 76,8 (7,7-91)  0,862 
LYM Caspase -3/7 PI (%), median (IQR) 1,25 (0,9-1,5) 2 (1,35-4,75)  0,011 
MO Caspase -3/7 PI (%), median (IQR) 6,75(4,52-11,17)  8,1 (2,9-10,65) 0,746 
LYM Caspase -8 (%), median (IQR) 0,4(0,12-0,57)  0,9(0,6-1,75)  0,110 
MO Caspase -8 (%), median (IQR) 49,5 (43,7-64,5) 73,5 (7,75-87,1)  0,409 
LYM Caspase -8 PI (%), median (IQR) 0,65 (0,52-1,07) 1,9 (1,15-9,6)  0,006 
MO Caspase -8 PI (%), median (IQR) 3,6(2,7-7,25) 5,5 (1,6-7,15) 1 
LYM Survivin (%), median (IQR) 0,4 (0,12-1,25) 0,4 (0,1-2,35) 0,869 
NEU Survivin (%), median (IQR) 4,2 (1,5-10,9) 4,8 (0,85-16,3) 0,818 
MO Survivin (%), median (IQR) 1,8 (0,95-6,4)  4,1 (1,9-9,15) 0,192 
 

# Differences among groups (Mann-Whitney, x2 test, as appropriate), IQR = Interquartile 
Range, LYM = Lymphocytes, NEU= Neutrophils, MO = Monocytes, PI = Propidium Iodide 
(indicates cellular necrosis) 
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Εικόνα 8. Αύξηση της νέκρωσης των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων που εκφράζουν την 
κασπάση 1, 3/7 και 8 στους ενήλικες ασθενείς που δεν επιβίωσαν.* Non-survivors vs. 
Survivors, Mann-Whitney, p < 0.001.  

 

 

Πρόβλεψη θνητότητας  

 

Κατά τις αναλύσεις ROC προκύπτει ότι η νέκρωση των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων που 
εκφράζουν την κασπάση 1, 3/7 και 8 κατά την πρώτη ημέρα ανάλυσης των δειγμάτων των 
ασθενών προβλέπει σημαντικά τη θνητότητα (Εικόνα 9). 
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Εικόνα 9. ROC curve πρόβλεψης της θνητότητας ενηλίκων ασθενών. Μεταξύ των κασπασών, 
survivin και άλλων παραμέτρων που ελέγχθηκαν σημαντική AUROC είχαν οι λεμφοκυτταρικές 
PI κασπάσες.  
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Η υπερβολική αρχική συστηματική φλεγμονώδης απάντηση του ανοσιακού συστήματος σε 
μία λοίμωξη που ακολουθείται από μία ανοσοκατασταλτική φάση η οποία χαρακτηρίζεται 
από ανεργία του ανοσοποιητικού και λεμφοπενία χαρακτηρίζει τη σήψη.(5) Ένας απ’ τους 
μηχανισμούς που οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο λόγω της σήψης είναι η διαδικασία της 
απόπτωσης των κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος.(49)  

 

Στην παρούσα μελέτη επιβεβαιώθηκε ο σημαντικός ρόλος που διαδραματίζουν οι κασπάσες 
στη σήψη, ελέγχοντας τον κυτταρικό θάνατο και τη φλεγμονή, καθώς και η παράλληλη 
αντιαποπτωτική και προστατευτική δράση της survivin στον αγώνα επιβίωσης του κυττάρου. 
Συγκεκριμένα αναδείχθηκε αυξημένη έκφραση της survivin στα λεμφοκύτταρα, στα 
μονοκύτταρα και στα ουδετερόφιλα σε σηπτικούς ενήλικες ασθενείς, καθώς και η 
διαχρονικότητα στην αύξηση της έκφρασής της κατά την πορεία της σήψης τόσο σε ενήλικες 
όσο και σε παιδιατρικούς ασθενείς με τα μονοκύτταρα να υπερτερούν στην έκφραση της 
survivin συγκριτικά με τα λεμφοκύτταρα.  

 

Εστιάζοντας στην οικογένεια των κασπασών αναδείξαμε την αυξημένη έκφραση των 
κασπασών 1, 3, 7 και 8, δηλαδή των κύριων εκκινητών και εκτελεστών στη διαδικασία του 
κυτταρικού θανάτου καθ’ όλη τη πορεία της σήψης στον πληθυσμό των μονοκυττάρων σε 
ενήλικες ασθενείς. Παράλληλα στον παιδιατρικό πληθυσμό η έκφραση των κασπασών 3 και 
7, δηλαδή των εκτελεστών της αποπτωτικής διαδικασίας παρουσιάζεται κυρίως στον 
πληθυσμό των λεμφοκυττάρων. Στη πορεία της η σήψη χαρακτηρίζεται από νέκρωση των 
αποπτωτικών κυττάρων με κύριο εκπρόσωπο τα αποπτωτικά λεμφοκύτταρα που εκφράζουν 
τις κασπάσες 1, 3, 7 και 8 που φαίνεται να πεθαίνουν σε μεγαλύτερο βαθμό σε σηπτικούς 
ενήλικες ασθενείς και κατά συνέπεια αναδεικνύεται ιδιαίτερα αυξημένη η νέκρωσή τους 
στους ασθενείς που δεν επιβίωσαν συγκριτικά με εκείνους που επιβίωσαν.  

 

Σημαντικό συμπέρασμα που προκύπτει από τη μελέτη είναι ότι η νέκρωση των αποπτωτικών 
λεμφοκυττάρων που εκφράζουν τις κινητήριες και εκτελεστικές κασπάσες προβλέπουν 
σημαντικά τη θνητότητα των ενήλικων ασθενών. Επιπλέον, η συσχέτιση της αποπτωτικής 
διαδικασίας που εκτελείται από την κασπάση 8 στα λεμφοκύτταρα και η νέκρωση των 
αποπτωτικών αυτών κυττάρων με κλινικούς και εργαστηριακούς δείκτες της σήψης όπως η 
αυξημένη θερμοκρασία σώματος, ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων και η C- αντιδρώσα 
πρωτεΐνη παρατηρήθηκε ιδιαίτερα σημαντική και ενδιαφέρουσα στους σηπτικούς ενήλικες 
ασθενείς που συμπεριλήφθηκαν στη μελέτη.  

 

Μοναδικό χαρακτηριστικό αυτής της μελέτης είναι ότι συμπεριέλαβε ενήλικες και 
παιδιατρικούς ασθενείς ώστε να συγκριθεί η συμπεριφορά των δύο αυτών διαφορετικών 
ομάδων στη σήψη. Επιπλέον η ανάλυση της έκφρασης της survivin με κυτταρομετρία ροής 
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είναι σπάνια μέθοδος ανάλυσης της συγκεκριμένης πρωτεΐνης και δεν αναφέρεται συχνά στη 
βιβλιογραφία δίνοντας όμως ιδιαίτερα ενδιαφέροντα συμπεράσματα για την δράση της 
survivin. Τέλος η φιλοσοφία της συγκεκριμένης μελέτης να συνοψίσει και να συνδυάσει την  
έρευνα πάνω στην παράλληλη αποπτωτική και αντιαποπτωτική δράση των παραπάνω 
πρωτεϊνών κατά τον κυτταρικό θάνατο που προκαλεί η σήψη δίνει τη δυνατότητα της 
ολιστικής παρατήρησης του αγώνα επιβίωσης του κυττάρου. 

 

Survivin: Εστιάζοντας στη survivin και στα αποτελέσματα που προέκυψαν από την μελέτη, 
γνωρίζουμε ήδη ότι είναι μία πρωτεΐνη που ανήκει στην οικογένεια των πρωτεϊνών 
αναστολέων της απόπτωσης (IAP) με διακριτό ρόλο στην καρκινογέννεση, όπου 
παρατηρείται αυξημένη έκφρασή της σε ένα μεγάλο αριθμό κακοηθειών και σχετίζεται με 
επιθετικές νόσους και κακή πρόγνωση. (29)(50) Ο ρόλος της survivin στη φλεγμονή και κατ’ 
επέκταση στην απόπτωση του κυττάρου λόγω της φλεγμονής μελετάται αρκετά τα τελευταία 
χρόνια. Αποτελέσματα προηγούμενων μελετών δείχνουν διακριτή παρουσία της survivin 
κατά τη φλεγμονώδη κατάσταση, χωρίς όμως να προσδιορίζεται ο ακριβής της ρόλος. Έρευνα 
σε εγκεφάλους ποντικών, των οποίων τα αστροκύτταρα είχαν μολυνθεί από ένα είδος 
πικόρνα ιου, έδειξε αύξηση της έκφρασης της survivin στα αστροκύτταρα που είχαν μολυνθεί 
και αναστολή της απόπτωσης τους κατά την πρόσδεση της survivin στην κασπάση -3, 
αναστέλλοντας έτσι την αποπτωτική της δραστηριότητα.(51) Παράλληλα, μελέτη πάνω στην 
αποπτωτική και αντιαποπτωτική δραστηριότητα του κυττάρου σε σηπτικούς ασθενείς έδειξε 
ότι η αύξηση της έκφρασης των αποπτωτικών κασπασών ακολουθείται από μία 
αντιαποπτωτική υπερέκφραση, η οποία αποδεικνύεται απ’ τα αυξημένα επίπεδα της survivin 
σε σηπτικούς ασθενείς. (28) Σε αντιδιαστολή με τα παραπάνω, άλλη μελέτη έδειξε μειωμένη 
έκφραση της survivin σε σηπτικούς ασθενής σχετιζόμενη με κακή έκβαση των ασθενών.(31) 

 

Στη παρούσα μελέτη, αποδείξαμε μία τάση αύξησης της survivin στα λεμφοκύτταρα, στα 
μονοκύτταρα και στα ουδετερόφιλα ενήλικων ασθενών με σήψη κατά την αρχική περίοδο 
της σήψης. Επιπλέον η διαχρονικότητα στην έκφραση της survivin στα μονοκύτταρα και στα 
λεμφοκύτταρα σηπτικών ασθενών, συγκρίνοντας την αρχική περίοδο της σήψης και την 
όψιμη περίοδο μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι οι αντιαποπτωτικοί μηχανισμοί του 
κυττάρου εκφράζονται καθ’ όλη τη πορεία της σήψης. Εκδηλώνοντας μια ιδιαίτερη 
προστατευτική δράση, τόσο σε ενήλικες όσο και σε παιδιατρικούς ασθενείς, τα μονοκύτταρα 
των ασθενών παρουσιάζουν περισσότερο αυξημένα επίπεδα στην έκφραση της survivin 
συγκριτικά με τα λεμφοκύτταρα. 

 

Κασπάσες: Γνωρίζουμε ότι οι κασπάσες είναι πρωτεολυτικά ένζυμα (cysteine-aspartic 
proteases) με ουσιαστικό ρόλο στην ρύθμιση του κυτταρικού θανάτου και της 
φλεγμονής.(14) Η κασπάση 1 είναι η κύριος ρυθμιστής του πυροπτωτικού κυτταρικού 
θανάτου, ενεργοποιώντας τις φλεγμονώδεις κυτταροκίνες IL-1β και IL-18 και οδηγώντας στον 
κυτταρικό θάνατο. Ανατρέχοντας τη βιβλιογραφία βλέπουμε από μελέτες όπου 
απομονώθηκαν τα μονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίματος σηπτικών ασθενών, 
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παρουσίαζαν αυξημένη έκφραση της κασπάσης 1 και αυξημένη πυροπτωτική 
δραστηριότητα. (52)(18)  

 

Οι κασπάσες 3 και 7 είναι οι κύριες εκτελεστικές κασπάσες του μονοπατιού του αποπτωτικού 
κυτταρικού θανάτου με κύριο εκπρόσωπο την κασπάση 3. Η ενεργοποίησή τους γίνεται μέσω 
του ενδογενούς μονοπατιού της απόπτωσης που ρυθμίζεται μέσω της ενεργοποίησης της 
κασπάσης 9, καθώς και μέσω του εξωγενούς μονοπατιού της απόπτωσης που ρυθμίζεται 
μέσω της κασπάσης 8.(15) Από μελέτες σηπτικών ασθενών φαίνεται ότι η κασπάση 3 
παρουσιάζει αυξημένη συγκέντρωση στον ορό σηπτικών ασθενών που δεν επιβίωσαν 
συγκριτικά με σηπτικούς ασθενείς που επιβίωσαν.(53) Παράλληλα, η κασπάση 8 που δρα ως 
κύριος μεσολαβητής της απόπτωσης μέσω του εξωγενούς αποπτωτικού μονοπατιού, (54) 
παρουσιάζεται σύμφωνα με μία πρόσφατη μελέτη επίσης αυξημένη σε σηπτικούς ασθενείς 
που δεν επιβίωσαν συγκριτικά με εκείνους που επιβίωσαν και σχετίστηκε με αυξημένη 
θνητότητα των σηπτικών ασθενών.(22) Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν μία 
διαχρονική τάση αύξησης της έκφρασης των κασπασών 1, 3, 7 και 8 στα μονοκύτταρα  
ενηλίκων ασθενών με σήψη, οι οποίες μελετήθηκαν κατά το αρχικό και όψιμο στάδιο της 
σήψης, επιβεβαιώνοντας τον καίριο ρόλο των κασπασών στη σήψη και στη διαδικασία του 
κυτταρικού θανάτου. Παράλληλα, από την μελέτη των παιδιατρικών ασθενών αποδείχτηκε 
η αυξημένη έκφραση των εκτελεστικών κασπασών 3 και 7 στα λεμφοκύτταρα των παιδιών 
με σήψη κατά το πρώτο 24ωρο από τη διάγνωση της σήψης, επιβεβαιώνοντας έτσι το 
σημαντικό τους ρόλο στην έναρξη της διαδικασίας της απόπτωσης. 

 

PBMCs (μονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίματος): Εστιάζοντας συγκεκριμένα στους 
πληθυσμούς των κυττάρων, μία μελέτη σε σηπτικούς ασθενείς απέδειξε ότι εντός 24 ωρών 
από τη διάγνωση της σήψης, η ενεργοποίηση της συστηματικής φλεγμονώδους απάντησης 
του οργανισμού σχετίστηκε με υπερέκφραση των κασπασών 3, 8 και 9 στα λεμφοκύτταρα 
των ασθενών και οδήγησε σε αυξημένο θάνατο των λεμφοκυττάρων και των υπόλοιπων 
μονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού αίματος. (55) Επίσης, πολλές μελέτες έχουν 
εστιάσει στο ρόλο της απόπτωσης των λεμφοκυττάρων πάνω στην ανοσοϊκανή απάντηση του 
οργανισμού στη σήψη και έχουν αποδείξει σε πειραματικά ζωικά μοντέλα ότι η αποφυγή της 
απόπτωσης των λεμφοκυττάρων αυξάνει την επιβίωση. (56)(57) Ο πληθυσμός των 
μονοκυττάρων επίσης παρουσιάζει λειτουργική ανικανότητα σε σηπτικούς ασθενείς, 
επηρεάζοντας την παραγωγή προφλεγμονωδών κυτταροκινών από τα μονοκύτταρα. 
Σύμφωνα με μία πρόσφατη μελέτη όπου εξέτασαν τη δράση του PD-1 (programmed death – 
1) και PD-L1 (main ligand of PD-1), ενός ανασταλτικού υποδοχέα της αντιγονικής 
ενεργοποίησης των Τ-κυττάρων, βρήκαν δραματική αύξηση του PD-L1 στα μονοκύτταρα 
σηπτικών ασθενών. Η αύξηση αυτή επηρέασε τη λειτουργία των μονοκυττάρων στην 
παραγωγή κυτταροκινών οδηγώντας σε ανοσοκαταστολή των σηπτικών ασθενών.(58)  

 

Στη παρούσα μελέτη δείξαμε ότι σε σηπτικούς ενήλικες ασθενείς αυξάνεται η νέκρωση των 
αποπτωτικών λεμφοκυττάρων που εκφράζουν τις κασπάσες 1, 3, 7 και 8. Η νέκρωση των 
λεμφοκυττάρων που εκφράζουν την κασπάση 8 σχετίζεται με δείκτες ενδεικτικούς της 
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σήψης, όπως ο αριθμός των λευκών αιμοσφαιρίων, η C – αντιδρώσα πρωτεΐνη και η 
θερμοκρασία σώματος. Επιπλέον, η αυξημένη νέκρωση των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων 
που εκφράζουν τις κασπάσες 1, 3, 7 και 8 κατά το πρώτο 24ωρο μέτρησης της έκφρασής τους 
στις ομάδες των ασθενών της μελέτης ήταν ιδιαίτερα εμφανής στους ασθενείς οι οποίοι δεν 
επιβίωσαν συγκριτικά με εκείνους που επιβίωσαν. Έτσι μας δίνεται η δυνατότητα να 
εξάγουμε το σημαντικό συμπέρασμα ότι η νέκρωση των αποπτωτικών λεμφοκυττάρων κατά 
το πρώτο 24ωρο μέτρησης τους σε ασθενείς με σήψη προβλέπει με σημαντική πιθανότητα 
τον υψηλό κίνδυνο θνητότητας των ασθενών. 
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ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΙ ΜΕΛΕΤΗΣ  

 

Ορισμένοι περιορισμοί της μελέτης πρέπει να αναφερθούν.  

Αρχικά η παρούσα μελέτη είναι μία μονοκεντρική μελέτη και το δείγμα ασθενών και υγιών 
μαρτύρων της μελέτης τόσο των ενηλίκων αλλά ιδίως των παιδιατρικών ασθενών ήταν μικρό. 
Επιπλέον οι ενήλικες ασθενείς αντιπροσωπεύουν τoν πραγματικό πληθυσμό ασθενών της 
Μονάδας Εντατικής Θεραπείας, όπου οι ασθενείς με σήψη ανήκουν στις μεγαλύτερες 
ηλικιακές ομάδες, ενώ οι ασθενείς με μη λοιμώδη φλεγμονή / τραύμα ανήκουν της νεότερες 
ηλικιακές ομάδες.  

Πολλοί ενήλικες ασθενείς της ΜΕΘ λόγω συννοσηροτήτων και ιδίως κακοηθειών, συναντούν 
τα κριτήρια αποκλεισμού από τη μελέτη και δεν συμπεριλήφθηκαν στο μελετώμενο δείγμα 
ασθενών.  

Τέλος, λόγω του σύντομου χρόνου ανάλυσης της κασπάσης 9 και του μικρού δείγματος 
ασθενών στον οποίο αναλύθηκε, δεν μπορούν να εξαχθούν λογικά συμπεράσματα για την 
συγκεκριμένη κασπάση.  

Οι ανωτέρω περιορισμοί απαιτούν τη διενέργεια στοχευμένων πειραμάτων των υπό μελέτη 
αποπτωτικών και αντιαποπτωτικών πρωτεϊνών σε μεγαλύτερο αριθμό ασθενών και σε βάθος 
χρόνου παρακολούθησης, διευρύνοντας το δρόμο αποκωδικοποίησης των μονοπατιών που 
μεσολαβούν στη σήψη. 

 

  



[88] 
 

  



[89] 
 

ΜΕΛΛΟΝ, ΠΡΟΟΠΤΙΚΗ ΕΞΕΛΙΞΗΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ  

 

Η παρούσα μελέτη δίνει τη δυνατότητα της συνεχούς έρευνας, καθώς εστιάζει στο πεδίο της 
σήψης, που αποτελεί ένα διαχρονικό πεδίο μελέτης. Οι μηχανισμοί και τα μονοπάτια που 
ενεργοποιούνται κατά την εγκατάσταση της σήψης είναι ποικίλα και περίπλοκα και οι 
πρωτεΐνες που συμμετέχουν στα μονοπάτια αυτά έχουν η κάθε μία ιδιαίτερο ενδιαφέρον και 
μοναδικό πεδίο δράσης.  

Σε πειραματικό επίπεδο, μπορούμε να μελετήσουμε εις βάθος τις αλληλεπιδράσεις των ήδη 
μελετώμενων κασπασών, αλλά και τις υπόλοιπες σημαντικές κασπάσες της οικογένειας των 
αποπτωτικών πρωτεϊνών, όπως και τον αντιαποπτωτικό ρόλο της survivin με πρόσθετες 
τεχνικές, εκτός της κυτταρομετρίας ροής, όπως για παράδειγμα με την τεχνική της ΕLISA 
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay).  

Μπορούμε επιπλέον να μετατρέψουμε τη μελέτη σε πολυκεντρική, αυξάνοντας τον αριθμό 
τον ασθενών και συμπεριλαμβάνοντας και ειδικές κατηγορίες ασθενών (διαφορετικούς 
φαινότυπους), ώστε να μπορούμε να  εξάγουμε πιο σαφή συμπεράσματα και να 
διευρύνουμε το πεδίο σύγκρισης με άλλες πειραματικές μελέτες και ζωικά μοντέλα που 
μελετούν τους μηχανισμούς που εμπλέκονται στη σήψη. 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Η έκφραση της survivin είναι αυξημένη στους ασθενείς με σήψη, αρχικά και διαχρονικά, 
εκφράζοντας ένα σημαντικό αμυντικό μηχανισμό του κυττάρου προκειμένου να επιβιώσει. 
Επιπλέον η  παράλληλα αυξημένη έκφραση των κασπασών στα κύτταρα σηπτικών ασθενών, 
αλλά και η διαχρονική αύξηση της νέκρωσης των αποπτωτικών αυτών κυττάρων, δείχνει την 
επιθετική και αυτοκαταστροφική ίσως στάση του κυττάρου απέναντι στη σήψη με στόχο την 
επιβίωση του οργανισμού.  

Τόσο οι κασπάσες όσο και η survivin αποτελούν σπουδαία πρωτεϊνικά μόρια με καίριο ρόλο 
στη σήψη, η διαγνωστική και προγνωστική αξία των οποίων μένει να ερευνηθεί. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ  
 

Πίνακας Α. Συστηματικό Φλεγμονώδες Σύνδρομο - SIRS (Systemic Inflammatory Response 
Syndrome) 

SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome) 
Two or more of: 
 Temperature >38o C or <36o C  
 Heart rate >90/min 
 Respiratory rate >20/min or PaCO2 <32mmHg (4.3 

kPa) 
 White blood cell count >12000/mm3 or <4000/mm3 or 

>10% immature bands 
 

 

 

 

 

Πίνακας Β. qSOFA score (QUICK SOFA score – Quick Sequential Organ Failure Assessment 
Score) 

 
 

 

qSOFA (Quick Sequential Organ Failure Assessment Score) 
Two or more of: 
 Respiratory rate >22/min 
 Altered Mentation 
 Systolic blood pressure ≤ 100mmHg 
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Πίνακας Γ. SOFA score (Sequential Organ Failure Assessment score) 

      
 Score     
System 0 1 2 3 4 
Respiration 
PaO2/FiO2, 
mmHg (kPa) 

≥400 (53.3) <400 (53.3) <300 (40) <200 (26.7) with 
respiratory 
support 

<100 (13.3) with 
respiratory 
support 

Coagulation 
Platelets, x103 / 
μL 

≥150 <150 <100 <50 <20 

Liver 
Bilirubin, 
mg/dL 
(μmol/L) 

<1.2 (20) 1.2-1.9 (20-32) 2.0-5.9 (33-
101) 

6.0-11.9 (102-
204) 

>12.0 (204) 

Cardiovascular MAP≥70mmHg MAP<70mmHg Dopamine <5 
or 
dobutamine 
any dose* 

Dopamine 5.1-15 
or epinephrine 
≤0.1 or 
norepinephrine 
≤0.1* 

Dopamine >15 or 
epinephrine >0.1 
or 
norepinephrine 
>0.1* 

Central 
Nervous 
System 
Glasgow Coma 
Scale score* 

15 13-14 10-12 6-9 <6 

Renal 
Creatinine, 
mg/dL 
(μmol/L) 

<1.2 (110) 1.2-1.9 (110-
170) 

2.0-3.4 (171-
299) 

3.5-4.9 (300-440) >5.0 (440) 

Urine output, 
mL/d 

   <500 <200 

Abbreviations: FiO2, fraction of inspired oxygen; MAP, mean arterial pressure; PaO2, partial pressure of 
oxygen 

*Catecholamin doses are given as μg/kg/min for at least 1 hour 

*Glasgow Coma Scale scores range from 3-15; higher score indicates better neurological function 
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Πίνακας Δ. APACHE II score – Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II score 

          
Physiologic 
Variable 

Points 
+4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 +4 

Temperature (o 

C) 
≥41 39-

40.9 
 38.5-

38.9 
36-38.4 34-35.9 32-33.9 30-

31.9 
≤29.9 

Mean Arterial 
Pressure 
(mmHg) 

≥160 130-
159 

110-
129 

 70-109  50-69  ≤49 

Heart rate 
(/min) 

≥180 140-
179 

110-
139 

 70-109  55-69 40-54 ≤39 

Respiratory 
rate (/min) 

≥50 35-49  25-34 12-24 10-11 6-9  ≤5 

Oxygenation 
(mmHg) 
a.A-aDO2 if 
FiO2 ≥5 
b.PaO2 if FiO2 
<0.5 

 
 
500 

 
 
350-
499 

 
 
200-
349 

  
 
<200 
 
>70 

 
 
 
 
61-70 

  
 
 
 
55-60 

 
 
 
 
<55 

Acid-base 
balance 
a.Arterial pH 
b.Serum HCO3 
(mEq/l) if no 
arterial blood 
gas 

 
 
≥7.7 
≥52 

 
 
7.6-
7.69 
41-
51.9 

  
 
7.5-
7.59 
32-40.9 

 
 
7.33-
7.49 
22-31.9 

  
 
7.25-
7.32 
18-21.9 

 
 
7.15-
7.24 
15-
17,9 

 
 
<7.15 
<15 

Sodium (mEq/l) ≥180 160-
179 

155-
159 

150-
154 

130-
149 

 120-129 111-
119 

≤110 

Potassium 
(mEq/l) 

≥7 6-6.9  5.5-5.9 3.5-5.4 3-3.4 2.5-2.9  <2.5 

Creatinine 
(mg/dl) 

≥3.5 2-3.4 1.5-1.9  0.6-1.4  <0.6   

Hematocrit (%) ≥60  50-59.9 46-49.9 30-45.9  20-29.9  <20.5 
White blood 
count 
(x1000/mm3 ) 

≥40  20-39.9 15-19.9 3-14.9  1-2.9  <1 

Glagsow Coma 
Scale (GCS) 

Score = 15 minus actual GCS 

A.Total Acute Physiology Score (sum of 12 above points) 
B. Age points (years) ≤44=0; 45 to 54 =2; 55 to 64=3; 65 to 74=5; ≥75=6 
C.Chronic Health Points* 
Total APACHE II Score (add together the points from A+B+C) 
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Πίνακας Ε. PELOD – 2 score – Pediatric Logistic Organ Dysfunction - 2 score  

        
Organ dysfunction 
variables  

Points by severity level 
0 1 2 3 4 5 6 

Neurologic 
Glasgow coma 
score 

≥11 5-10   3-4   

Pupillary reaction Both 
reactive 

    Both 
fixed 

 

Cardiovascular 
Lactatemia 
(mmol/L) 

<5.0 5.0-10.9   ≥11.0   

Mean arterial pressure (mmHg) 
(months) 
0-<1 ≥46  31-45 17-30   ≤16 
1-11 ≥55  39-54 25-28   ≤24 
12-23 ≥60  44-59 31-43   ≤30 
24-59 ≥62  46-61 32-44   ≤31 
60-143 ≥65  49-64 36-48   ≤35 
≥144 ≥67  52-66 38-51   ≤37 
Renal 
Creatinine (μmol/L) 
(months) 
0-<1 ≥69  ≥70     
1-11 ≥22  ≥23     
12-23 ≥34  ≥35     
24-59 ≥50  ≥51     
60-143 ≥58  ≥59     
≥144 ≥92  ≥93     
Respiratory 
PaO2 
(mmHg/FiO2) 

≥61  ≤60     

PaCO2 (mmHg) ≥58 59-94  ≥95    
Invasive 
ventilation 

No   Yes    

Hematologic 
WBC Count (x109 

/L) 
>2   ≤2    

Platelet (x109 /L) ≥142 77-141 ≤76     
 

Relationship between number of organ dysfunction, PELOD-2 score, and mortality rate 
Number of organ dysfunctions PELOD-2 Score Mean (SD) Mortality rate (%) 
0 0 (0.0) 0.4 
1 2.3 (0.8) 0.3 
2 4.9 (1.3) 1.2 
3 7.5 (2.0) 7.1 
4 11.5 (4.4) 30.5 
5 16.8 (5.2) 59.0 

SD=Standard deviation 
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Πίνακας ΣΤ. PRISM score – Pediatric Risk of Mortality 

    
Variables Age restrictions and Range Score 
Systolic blood pressure in 
mmHg 

Infants 
130-160 
55-65 
>160 
40-54 
<40 

Children 
50-200 
65-75 
>200 
50-64 
<50 

 
2 
 
6 
 
7 

Diastolic blood pressure in 
mmHg 

All ages 
>110 

 6 

Heart rate in beats per minute Infants 
>160 
<90 

Children 
>150 
<80 

 
4 
4 

Respiratory rate in beats per 
minute 

Infants 
61-90 
>90 
apnea 

Children 
51-70 
>70 
apnea 

 
1 
5 
5 

PaO2/FiO2 All ages 200-300 
<200 

2 
3 

PaCO2 in torr (mmHg) All ages 51-65 
>65 

1 
5 

Glasgow coma scale All ages <8 6 
Pupillary reactions All ages Unequal or dilated  

Fixed and dilated 
4 
10 

PT/PTT All ages 1.5 times control 2 
Total bilirubin mg/dL >1 month >3.5 6 
Potassium in mEq/L All ages 3.0-3.5 

6.5-7.5 
<3.0 
>7.5 

1 
1 
5 
5 

Calcium in mg/dL All ages 7.0-8.0 
12.0-15.0 
<7.0 
>15.0 

2 
2 
6 
6 

Glucose in mg/dL All ages 40-60 
250-400 
<40 
>400 

4 
4 
8 
8 

Bicarbonate in mEq/L All ages <16 
>32 

3 
3 

Total PRISM score: 

*cannot be assessed in patients with intracardiac shunts or chronic respiratory insufficiency 

*may be assessed with capillary blood gases 

*assessed only if there is known or suspected CNS dysfunction, cannot be assessed in patients during iatrogenic 
sedation, paralysis, anesthesia, etc. Scores<8 correspond to coma or deep stupor. 

*use measured values 
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