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"Ορκίζομαι στον Απόλλωνα τον Ιατρό και στον Ασκληπιό και στην Υγεία και στην πανάκεια και σ΄ όλους 

τους Θεούς επικαλούμενος την μαρτυρία τους, να τηρήσω πιστά κατά τη δύναμη και την κρίση μου αυτό 

τον όρκο και το συμβόλαιό μου αυτό. Να θεωρώ αυτόν που μου δίδαξε αυτή την τέχνη ίσο με τους γονείς 

μου και να μοιραστώ μαζί του τα υπάρχοντά μου και τα χρήματά μου αν έχει ανάγκη φροντίδας. 

Να θεωρώ τους απογόνους του ίσους με τα αδέλφια μου και να τους διδάξω την τέχνη αυτή αν θέλουν να τη 

μάθουν, χωρίς αμοιβή και συμβόλαιο και να μεταδώσω με παραγγελίες, οδηγίες και συμβουλές όλη την 

υπόλοιπη γνώση μου και στα παιδιά μου και στα παιδιά εκείνου που με δίδαξε και στους άλλους μαθητές 

που έχουν κάνει γραπτή συμφωνία μαζί μου και σ΄ αυτούς που έχουν ορκισθεί στον ιατρικό νόμο και σε 

κανέναν άλλο και να θεραπεύω τους πάσχοντες κατά τη δύναμή μου και την κρίση μου χωρίς ποτέ, 

εκουσίως, να τους βλάψω ή να τους αδικήσω. Και να μη δώσω ποτέ σε κανένα, έστω κι αν μου το ζητήσει, 

θανατηφόρο φάρμακο, ούτε να δώσω ποτέ τέτοια συμβουλή. Ομοίως να μη δώσω ποτέ σε γυναίκα φάρμακο 

για να αποβάλει. Να διατηρήσω δε τη ζωή μου και την τέχνη μου καθαρή και αγνή. Και να μη χειρουργήσω 

πάσχοντες από λίθους αλλά να αφήσω την πράξη αυτή για τους ειδικούς. Και σε όποια σπίτια κι αν μπω, να 

μπω για την ωφέλεια των πασχόντων αποφεύγοντας κάθε εκούσια αδικία και βλάβη και κάθε γενετήσια 

πράξη και με γυναίκες και με άνδρες, ελεύθερους και δούλους. Και ότι δω ή ακούσω κατά την άσκηση του 

επαγγέλματός μου, ή και εκτός, για τη ζωή των ανθρώπων, που δεν πρέπει ποτέ να κοινοποιηθεί, να 

σιωπήσω και να το τηρήσω μυστικό. Αν τον όρκο μου αυτό τηρήσω πιστά και δεν τον αθετήσω, είθε να 

απολαύσω για πάντα την εκτίμηση όλων των ανθρώπων για τη ζωή μου και για την τέχνη μου, αν όμως 

παραβώ και αθετήσω τον όρκο μου να υποστώ τα αντίθετα από αυτά". 
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Πρόλογος 

 

 Θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαιτέρως τα μέλη της τριμελούς συμβουλευτικής επιτροπής, με τα οποία η 

συνεργασία ήταν ένα από τα σημαντικότερα οφέλη της παρούσας Διατριβής. Η ευγένεια, η εργατικότητα 

και η απλότητα τόσο καταξιωμένων επιστημόνων ήταν κάτι που δεν μπορούσα να φανταστώ στα αρχικά 

μου βήματα στον χώρο της έρευνας. Τις περισσότερες φορές προσπαθούσαν περισσότερο από τους νέους 

ερευνητές, έθεταν συνεχώς νέους στόχους και είχαν μια ακόρεστη τάση για μάθηση, γεγονός που αποτελεί 

αναμφισβήτητα μάθημα ζωής για εμάς τους νεότερους. 

Ειδικότερα, θα ήθελα να ευχαριστήσω: 

Τον Καθηγητή κ. Γεώργιο Μπριασούλη, ο οποίος ήταν επιβλέπων της Διατριβής και χωρίς την βοήθεια 

και την στήριξη του οποίου θα ήταν αδύνατη η ολοκλήρωση της συγκεκριμένης προσπάθειας. Ανέλαβε το 

επίπονο έργο συντονισμού διαφορετικών ερευνητικών ομάδων από ποικίλα ερευνητικά κέντρα και με 

εμπιστεύτηκε από τα αρχικά στάδια.  

Τον Καθηγητή κ. Σεραφείμ Νανά, που αποτελεί υπόδειγμα ήθους και μου παρείχε απλόχερα πολύτιμες 

συμβουλές, στήριξη και εμπιστοσύνη στο δύσκολο έργο ολοκλήρωσης της συγκεκριμένης διατριβής. 

Αφιέρωσε αναρίθμητες ώρες βοηθώντας την προσπάθεια μου και παρέχοντας καθοδήγηση και υποστήριξη 

καθ όλη τη διάρκεια της μελέτης.  

Την Καθηγήτρια κ. Ευαγγελία Χαρμανδάρη, που βοήθησε στον σχεδιασμό της μελέτης του ανθρώπινου 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών έχοντας διεθνή καταξίωση και εμπειρία στο  συγκεκριμένο ερευνητικό 

πεδίο. 

Την Αναπληρώτρια Καθηγήτρια κ. Χριστίνα Ρούτση, για την ουσιαστική συνεργασία και την αμέριστη 

συμπαράσταση της. 

Την Επίκουρο Καθηγήτρια κ. Ελένη Μάγειρα, που βοήθησε σημαντικά στην επιλογή των ασθενών που 

εντάχθησαν στην μελέτη και παρείχε σημαντική βοήθεια στην προετοιμασία των δημοσιεύσεων σχετικά με 

την διατριβή.  

Την κ. Αμαλία Σερτεδάκη για την πολύτιμη βοήθεια στην μελέτη της γονιδιακής έκφρασης του 

ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και την στήριξη που μου παρείχε καθόλη την διάρκεια της 

διατριβής. Χωρίς την συνδρομή της θα ήταν αδύνατη η ολοκλήρωση του συγκεκριμένου εγχειρήματος. 

Την κ. Αικατερίνη Ψαρά, πρόεδρο της Ελληνικής Εταιρείας Κυτταρολογίας για τις πολύτιμες συμβουλές 

και την βοήθεια στη κατανόηση των αρχών της Κυτταρομετρίας. Με φιλοξένησε στο εργαστήριο 

Ανοσολογίας-Ιστοσυμβατότητας του Νοσοκομείου «ο Ευαγγελισμός» και στάθηκε πάντα στο πλευρό μου 

σε οποιαδήποτε δυσκολία ή προβληματισμό είχα.  
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Μάθηση» του Εθνικού Στρατηγικού Πλαισίου Αναφοράς (ΕΣΠΑ) – Ερευνητικό Χρηματοδοτούμενο Έργο: 

ΘΑΛΗΣ. Επένδυση στην κοινωνία της γνώσης μέσω του Ευρωπαϊκού Κοινωνικού Ταμείου. 
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 8.2013-7.2014   Έμμισθος επιστημονικός συνεργάτης Πανεπιστημίου Κρήτης 

Συμμετοχή σε πολυκεντρική κλινικο-εργαστηριακή μελέτη στα πλαίσια του 

προγράμματος ΘΑΛΗΣ 

8.2012 -8.2013   Ειδικευμένος Χειρουργός 

   Α΄ Χειρουργική Κλινική και Μονάδα Μεταμοσχεύσεων Οργάνων,  

    ΓΝΑ «Ο Ευαγγελισμός»  

         Διευθυντής: Σ. Δρακόπουλος 

1.2007 -8.2012   Ειδικευόμενος Ιατρός  

   Α΄ Χειρουργική Κλινική και Μονάδα Μεταμοσχεύσεων Οργάνων, ΓΝΑ «Ο 

Ευαγγελισμός»,  

 3.2004 – 8.2005   ΓΝ Σητείας – Κ.Υ Σητείας, Υπηρεσία Υπαίθρου. 

 

Διακρίσεις εργασιών 

 

Έπαινος στο 6ο Πανελλήνιο Συνέδριο Χειρουργικής της Παχυσαρκίας,  για την εργασία:  

Νοσογόνος παχυσαρκία στην εφηβεία-συντηρητική ή χειρουργική αντιμετώπιση. 

Μαρίνης Αθ, Παπαδημητρίου Γ, Βάρδας Κ, Κομεσίδου Βασιλική, Παπακωνσταντίνου Αλέξανδρος 

mailto:costas_vardas@yahoo.gr


 

    
  

16 

Αθήνα 12-13 Ιουνίου 2009 

 

 

Διακρίσεις εργασιών σχετικές με τη διδακτορική διατριβή 

 

Πρώτο βραβείο εφαρμοσμένης έρευνας στο 40ο Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο για την εργασία  με θέμα: 

 Πρωτεΐνες θερμικού σοκ και διέγερση του άξονα κατά την πρώιμη σήψη. 

Κ.Βάρδας, Κ.Αποστόλου, Κ Ψαρρά, Ε.Μπότουλα, Σ.Τσαγκαράκης, Ε.Μάγειρα, Χ. Ρούτση, Ε.Μπριασούλη, Δ.Γούκο, Σ.Νανάς, 

Γ.Μπριασούλης,  

Αθήνα  14-17 Μαΐου 2014. 

 

Δημοσιεύσεις σε ξενόγλωσσα περιοδικά σχετικές με τη διδακτορική διατριβή 

 

1. Increased glucocorticoid receptor expression in sepsis is related to heat shock proteins, cytokines, and cortisol and is 

associated with increased mortality. 

Vardas K, Ilia S, Sertedaki A, Charmandari E, Briassouli E, Goukos D, Apostolou K, Psarra K, Botoula E, Tsagarakis S, Magira 

E, Routsi C, Stratakis CA, Nanas S, Briassoulis G. 

Intensive Care Med Exp. 2017 Dec;5(1):10. doi: 10.1186/s40635-017-0123-8 IF, under consideration 

2.Early Response Roles for Prolactin, Cortisol and Circulating and Cellular levels of Heat Shock Proteins 72 and 90a in 

Severe Sepsis and SIRS. 

Vardas K, Apostolou K, Briassouli E, Goukos D, Psarra K, Botoula E, Tsagarakis S, Magira E, Routsi C, Nanas S, Briassoulis G. 

BioMed Research International, Volume 2014, Article ID 803561. IF 2.13 

3. Glutamine may repress the weak LPS and enhance the strong heat shock induction of monocyte and lymphocyte 

HSP72-proteins but may not modulate the HSP72-mRNA in patients with sepsis or trauma,  

 Briassouli Ε, Marianna Tzanoudaki, Christina Routsi, Serafim Nanas, Konstantinos Vardas, Kleovoulos Apostolou, Maria 

Kanariou, George Daikos, George Briassoulis, and Dimitrios Goukos 

BioMed Research International 2015; 2015: 806042. IF 2.13 

 

Δημοσιεύσεις περιλήψεων σε ξενόγλωσσα περιοδικά σχετικές με τη διδακτορική διατριβή 

 

1. Heat shock protein 72 and 90 intracellular monocyte expression in patients with sepsis or sirs. preliminary data. 

 K.T, Apostolou, K Psara, E.Briasoulli, K.Vardas, T.Tavladaki, E.Mageira, C.Routsi, S.Nanas, G.Briassoulis.  

Intensive Care Medicine. Supplement 2, Volume 39, S240, October 2013. 

2. Prolactin, cortisol and heat shock proteins in early sepsis: preliminary data.  

K Vardas, K. Apostolou, K.Psarra, E.Botoula, S Tsagarakis, E Magira, C Routsi, E. Briassouli, D. Gukos, S. Nanas, 

G.Briassoulis.  

Critical Care 2014,18(sup1): P234,  doi:10.1186/cc13424. 

3. Glutamine pretreatment may have a role in attenuating LPS or Heat Shock- induced lymphocyte HSP90a in severe 

sepsis.  

E. Briassouli , M. Tzanoudaki, G.L. Daikos, K. Vardas, M. Kanariou, C. Routsi, S. Nanas, G. Briassoulis. 

 Pediatric Critical Care Medicine, May 2014, Vol15, issue4, sup, p136 
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4. Glutamine modulation of induced heat shock protein 72 differs in septic and healthy human blood mononuclear cells. 

 E.  Briassouli , M. Tzanoudaki, G.L. Daikos, M. Kanariou, K. Vardas,  C. Routsi, S. Nanas, G. Briassoulis.  

Pediatric Critical Care Medicine, May 2014, Vol15, issue4, sup, p136 

5. Modulatory effects of heat shock with or without glutamine compared to LPS on peripheral blood mononuclear cells 

heat-shock-protein 90α expression in severe sepsis and trauma 

E Briassouli, M Tzanoudaki, G Daikos, K Vardas, M Kanariou, C Routsi, S Nanas, G Briassoulis 

Intensive Care Medicine Experimental 2014, 2(Suppl 1):P14 (26 September 2014) 

6. Induction and repression effects of heat shock (HS) and LPS and modulatory effects of glutamine on blood mononuclear 

cells -hsprotein-72 from icu patients with severe sepsis, trauma and healthy controls 

E Briassouli, M Tzanoudaki, G Daikos, K Vardas, M Kanariou, C Routsi, S Nanas, G Briassoulis 

Intensive Care Medicine Experimental 2014, 2(Suppl 1):P17 (26 September 2014) 

7. Heat shock proteins and glucocorticoid receptor expression in early sepsis. 

Konstantinos Vardas, Katherina Psarra, Kleovoulos Apostolou, Eirini Grigoriou, Eleni Magira, Christina Routsi, Efthimia 

Botoula, Stylianos Tsagarakis, Efrossini Briassouli, Dimitrios Gukos, Alexandra Tsirogianni, Serafeim Nanas, George Briassoulis 

Cytometry Part B: Clinical Cytometry Volume 86, Issue 6, page 370, November 2014 

8. Glutamine Contrasting Effects on LPS or Heat Shock-Induced Monocyte or Lymphocyte-HSP90α in Patients with 

Severe Sepsis or Trauma 

E. Briassouli, M. Tzanoudaki, G. Daikos, K. Vardas, M. Kanariou, C. Routsi, M. Nanas, S. Briassoulis 

Clinical Nutrition, Volume 33, Supplement 1, September 2014, Pages S263 

9. Glutamine May Alter the Weak LPS but not the Strong Heat Shock Intracellular HSP72 Induction in Critically Ill 

Patients 

E. Briassouli, M. Tzanoudaki, G. Daikos, K. Vardas, M. Kanariou, C. Routsi, S. Nanas, G. Briassoulis 

Clinical Nutrition, Volume 33, Supplement 1, September 2014, Pages S261 

10. Early heat shock protein 72 and 90α intracellular and extracellular responses in patients with severe sepsis or systemic 

inflammatory response syndrome 

K Apostolou, K Vardas, E Briassouli, K Psara, D Goukos, E Mageira, S Nanas, C Routsi, G Briassoulis 

Critical Care 2015, 19 (Suppl 1):P41 (16 March 2015) 

 

Ανακοινώσεις - περιλήψεις σε Ελληνικά συνέδρια σχετικές με τη διδακτορική διατριβή 

 

1. Πρωτεΐνες θερμικού σοκ και διέγερση του άξονα κατά την πρώιμη σήψη.  

Κ.Βάρδας, Κ.Αποστόλου, Κ Ψαρρά, Ε.Μπότουλα, Σ.Τσαγκαράκης, Ε.Μάγειρα, Χ. Ρούτση, Ε.Μπριασούλη, Δ.Γούκο, Σ.Νανάς, 

Γ.Μπριασούλης,  

40ο Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο,  

14-17 Μαΐου2014, Αθήνα 

2. Η επίδραση της γλουταμίνης στην διέγερση της HSP90a με LPS ή θερμικό σοκ σε μονοπύρηνα κύτταρα περιφερικού 

αίματος ασθενών με σοβαρή σήψη. 

 Ε. Μπριασούλη, Μ. Τζανουδάκη, Γ.Δαίκος, Κ.Βάρδας, Μ.Κανάριου, Χ.Ρούτση, Σ.Νανάς, Γ.Μπριασούλης.  

40ο Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο, 

14-17 Μαΐου2014, Αθήνα 

3.Η πρωτεΐνη θερμικής καταπληξίας (HSP72) μονοπύρηνων κυττάρων περιφερικού αίματος σηπτικών ασθενών 

διεγείρεται με θερμικό σοκ αλλά καταστέλλεται με γλουταμίνη. 
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 Ε. Μπριασούλη, Μ. Τζανουδάκη, Γ.Δαίκος, Κ.Βάρδας, Μ.Κανάριου, Χ.Ρούτση, Σ.Νανάς, Γ.Μπριασούλης. 

 40ο Πανελλήνιο Ιατρικό Συνέδριο,  

14-17 Μαΐου2014, Αθήνα 

4. Ενδοκυττάρια και εξωκυττάρια έκφραση των πρωτεϊνών θερμικού σοκ ( heat shock proteins) σε ασθενείς με sirs και 

σοβαρή σήψη. Προκαταρκτικά δεδομένα. 

Κ. Αποστόλου, Κ. Βάρδας, Ε. Μπριασούλη, Κ. Ψαρρά, Δ. Γούκος, Ε. Μάγειρα, Χ. Ρούτση, Σ. Νανάς, Γ.Μπριασούλης.  

15
 0
 Πανελλήνιο Συνέδριο Εντατικής θεραπείας 

14-16 Νοεμβρίου 2014, Ίδρυμα Ευγενίδου, Αθήνα 

 

Διεθνείς δημοσιεύσεις 

 

1. Small bowel obstruction caused by inflammatory cytomegalovirus tumor in a renal transplant recipient: report of a rare 

case and review of the literature.  

Papadimitriou G, Koukoulaki M, Vardas K, Florou E, Argyrakos T, Lakiotis G, Apostolou T, Drakopoulos S.  

Transpl Infect Dis. 2012 Oct;14(5):E111-5. 

2. Mixed large cell neuroendocrine carcinoma with squamous cell carcinoma of the rectum: report of a rare case and 

review of the literature.  

 Vardas K, Papadimitriou G, Chatziara M, Papakonstantinou A, Drakopoulos S.  

International journal of Surgery Case Reports 4(2013)1076-1079. 

3. Fournier’s gangrene due to perioperative iatrogenic colon perforation in a renal transplant recipient: report of a rare 

case and review of the literature. 

 Papadimitriou G, Koukoulaki M, Vardas K, Grigorakis A, Vougas V, Drakopoulos S. Saudi Journal of Kidney Diseases and 

Transplantation (Accepted manuscript in Saudi Journal of Kidney Disease and Transplantation). 

4. Presacral Ganglioneuroma: Diagnostic Considerations and Therapeutic strategy. 

Vardas k, Manganas D, Papadimitriou G, Vougas V, Bakalis A, Chantziara M, Exarhos D, Drakopoulos S. 

 Case Reports in Oncology 2013;6:561-568. 

5. Ιntestinal Neuronal Dysplasia type B in adults:  a controversial entity. 

Vasillis Vougas, Konstantinos Vardas, Christos Christou, Georgios Papadimitriou, Evangelia Florou , Christina Magkou , 

Dimitrios Karamanolis, Dimitrios Manganas, Spiros Drakopoulos. 

 Case Reports in Gastroenterology 2014; 8:7-12. 

6. Laparoscopic adjustable gastric band: 4-years experience and learning curve.  

G.Papadimitriou, K.Vardas, K.Alfaras, P.Alfaras  

JSLS. 2015 Jan-Mar;19(1). pii: e2013.00363. doi: 10.4293/JSLS.2013.00363. 

7. Splenic inflammatory pseudotumor like-follicular dendritic cells splenic tumor. 

Vardas K, Manganas D, Papadimitriou G, Kalatzis V, Kyriakopoulos G Chantziara M, Exarhos D, Drakopoulos S. 

 Case Reports in Oncology 2014 Jun 27;(2):410-6 

8. Emergency surgery for obstructing colorectal malignancy: prognostic and risk factors. 

Papadimitriou G, Manganas D, Phedias Georgiades C, Vougas V, Vardas K, Drakopoulos S. 

J BUON. 2015 Mar-Apr;20(2):406-12.  

9. Esophageal perforation during laparoscopic adjustable gastric band: conversion to open sleeve gastrectomy and 

endoscopic stent placement. 

Papadimitriou G, Vardas K, Kyriakopoulos G, Alfaras K, Alfaras P. 
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G Chir. 2015 Jan-Feb;36(2):70-3. 

10. Parastomal evisceration as an extremely rare complication of a common procedure. 

 Lolis ED, Savvidou P, Vardas K, Loutseti D, Koutsoumpas V. 

Ann R Coll Surg Engl. 2015 Aug 14:e1-e2. 

 

Δημοσιεύσεις περιλήψεων σε διεθνή περιοδικά 

 

1. Laparoscopic sleeve gastrectomy for morbid obesity: our early experience with a three -port approach. 

V Drakopoulos, A Bakalis, D Lapatsanis, C Nikolaides, D.Konstantinou, K Vardas, N Roukounakis, D Manganas, V Vougas, S 

Drakopoulos 

Obesity Surgery Vol 25, no 8, p1342-1342 

2. How could female infertility be reduced after open IPAA.  

T. Emmanouli, C. Christou, A. Chatziioannou, E. Falidas, C. Vardas, N. Kontoravdis, S. Baratsis 

 Journal of Crohn's & colitis, February 2015(S252), 1876-4479. 

 

Ελληνικές δημοσιεύσεις 

 

1. Η επίδραση της χειρουργικής αντιμετώπισης της νοσογόνου παχυσαρκίας στα επίπεδα των θυρεοειδικών ορμονών. 

Α.Μαρίνης, Κ.Βάρδας, Γ.Παπαδημητρίου, Β.Κομεσίδου, Α.Παπακωνσταντίνου 

 Χειρουργικά Χρονικά, 15:34-38,2010 

2.Νοσογόνος παχυσαρκία στην εφηβεία. 

Α.Μαρίνης, Γ.Παπαδημητρίου,  Κ.Βάρδας, , Β.Κομεσίδου, Α.Παπακωνσταντίνου. 

 Χειρουργικά Χρονικά,15:29-33,2010  

3. Η επίδραση της βαριατρικής  χειρουργικής στον άξονα υπόφυσης- γονάδων. 

Α.Μαρίνης, Γ.Παπαδημητρίου,  Κ.Βάρδας, Β.Κομεσίδου, Α.Παπακωνσταντίνου 

Χειρουργικά Χρονικά, 15:39-43,2010 

4. Η επίδραση της βαριατρικής χειρουργικής στα επίπεδα των ορμονών του πρόσθιου λοβού της υπόφυσηs. 

Α.Μαρίνης, Γ.Παπαδημητρίου,  Κ.Βάρδας, , Β.Κομεσίδου, Α.Παπακωνσταντίνου.  

Χειρουργικά Χρονικά, 15:25-28,2010 
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Μεταπτυχιακά Εκπαιδευτικά Προγράμματα-Διπλώματα 

 

Διεθνή μετεκπαιδευτικά σεμινάρια 

 

Ημερομηνίες  2009 

Διοργάνωση   ATLS Meditteraneo Hospital Course- Aμερικανικό Κολλέγιο Χειρουργών 

Τίτλος          Advanced Τrauma Life Support (ATLS) 

Ημερομηνίες 2011 

 Διοργάνωση IRCARD University of Strasburg 

 Τίτλος        Certificate in training in minimal access surgery 

Ημερομηνίες 2009             

Διοργάνωση Greek national faculty, Ρόδος  

Τίτλος                    Academy for infection management (A.I.M.) 

Ημερομηνίες 25-27 Φεβ 2016            

Διοργάνωση  Eλληνική Εταιρεία Χειρουργικής Τραύματος και Επείγουσας Χειρουργικής- 

Ιnternational Association for Trauma Surgery and Intensive Care 

Τίτλος                    Definitive Surgical Trauma Care Course (DSTC) 

 Completion of 20 hour practical course 

 

 

Ανακοινώσεις σε Ελληνικά συνέδρια 

Συμμετείχα σε πενήντα συνολικά  ελεύθερες και αναρτημενες ανακοινώσεις σε Ελληνικά συνέδρια. 

 

Εκπαιδευτικό έργο 

 Διδασκαλία του μαθήματος <<Ανατομία και Ιστολογία του Ανθρώπου>> (εργαστήριο) στο ΑΤΕΙ Κρήτης, 

Τμήμα Διατροφής και Διαιτολογίας ,κατά το χειμερινό εξάμηνο του έτους 2015-2016. 

Το μάθημα περιελάμβανε 4 ώρες υποχρεωτικού εργαστηρίου εβδομαδιαίως για τους φοιτητές του Α΄ εξαμήνου 

 Α΄ βοηθός για έξι μήνες κατά την διάρκεια της ειδικότητας όπου είχα την ευθύνη κατάρτισης προγράμματος  

εκπαίδευσης των νεότερων ειδικευομένων. 

Συμμετοχή σε οργανωτικές επιτροπές 

 Μέλος Οργανωτικής Επιτροπής στην 1
η
 εκπαιδευτική διημερίδα ειλεοπρωκτικής αναστόμωσης με λήκυθο. 

20-21 Απριλιου 2007, Νοσοκομείο Ευαγγελισμός ,Πρόεδρος Σ. Μπαράτσης. 

 Μέλος Τοπικής Οργανωτικής Επιτροπής του 17
ου

 Πανελλήνιου Συνεδρίου Μεταμοσχεύσεων, 

1-3 Νοεμβρίου 2013,Αθήνα 
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Πίνακας κυριότερων συντομογραφιών 

 

APACHE II      Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II 

ACCP   American College of Chest Physicians 

AP1                  Activator protein-1 

CRH    Corticotropin Releasing Hormone 

CIRCI    Critical Illness Related Corticoid Insufficience 

CLRs    C-type lectin receptors 

CD    Cluster of Differentiation 

DAMP   Danger-associated molecular pattern molecules 

eHSP   extracellular heat shock protein 

FITC                 Fluoroisothyocyanate 

CRH    Corticotropin Releasing Hormone 

GR    Glucocorticoid receptor 

GRα   Glucocorticoid receptor α-isoform 

GRE    Glucocorticoid response element 

GRP1    Glucocorticoid receptor interacting protein 1 

nGRE     Negative glucocorticoid response elements 

HMGB-1          High mobility group box 1 protein 

HSP   Heat shock protein 

IFN-γ   Interferon gamma  

IkB               Inhibitor of kappa B 

IL   Interleukin 

LOS   Length of stay 

LPS   Lipopolysaccharide 

MAPK              Mitogen-activated protein kinase 

mHSP    monocyte-HSP 

MFI    Mean Fluorescence Intensity 

MyD88  Myeloid differentiation primary response protein 88 

nHSP   neutrophil-HSP 

NK                    Natural killer cell 

NK-kB              Nuclear Factor-kB 

NLR                  NOD-like receptor 
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PAMPs              Pathogen-associated molecular pattern molecules 

PE                     Phycoerythrin 

PTEFb   Positive transcription elongation factor b 

PBMC   Peripheral blood mononuclear cells 

RLRs   Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptors 

PRRs   Pattern-recognition receptors 

qSOFA  Quick Sequential  Organ Failure Assessment 

ROS   reactive oxygen species 

SAPS     Simplified Acute Physiology Score  

SCCM   Society of Critical Care Medicine 

SIRS   Systematic Inflammatory Response Syndrome 

SOFA              Sequential  Organ Failure Assessment 

STATs   Signal transducers and activators of transcription 

TLR                 Toll-like receptor 

TRIF   TIR domain-containing adaptor protein–inducing interferon-b 

TNF-α   Tumor Necrosis Factor-alpha 

RIG    Retinoic acid-inducible gene  

MCP-1   Monocyte chemotactic protein-1 
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1.Ορισμός σήψης και ιστορική αναδρομή 

 

Η λέξη «σήψη» προέρχεται από την αρχαία ελληνική λέξη  «σήψις» που αναφέρεται στην 

αποσύνθεση ζωικής, φυτικής ή οργανικής ύλης με την παρουσία βακτηρίων. Βλέπουμε, για πρώτη 

φορά τον όρο σήψη, στα ποιήματα του Ομήρου [1]. Ο Αριστοτέλης, ο Πλούταρχος και ο Γαληνός  

μετέπειτα, χρησιμοποίησαν τη λέξη σήψη με παρόμοια έννοια, ενώ ο Ιπποκράτης τον 4
0
 αιώνα π.Χ, 

θεωρούσε τη σήψη ως την επικίνδυνη και δύσοσμη  βιολογική φθορά, που θα μπορούσε να συμβεί 

στο σώμα [2]
.
 Παρατηρούμε επομένως, ότι ο όρος «σήψη» χρησιμοποιείται πάνω από 2700 χρόνια 

και o ακριβής ορισμός, η αιτιολογία και η ενδεικνυόμενη θεραπευτική προσέγγιση αποτελούν 

αντικείμενο εκτεταμένης έρευνας ακόμα και σήμερα.  

Στη σύγχρονη Ιατρική, ο Bone πρότεινε συγκεκριμένα κριτήρια επιλογής για τους ασθενείς 

με σύνδρομο σήψης, σε μια κλινική μελέτη για την χρήση της μεθυλ–πρεδνιζολόνης [3]. Τα 

κριτήρια αυτά, αποτέλεσαν τη βάση για ένα συλλογικό και αντικειμενικότερο ορισμό της σήψης το 

1992, από την ένωση των Αμερικανού Κολλεγίου των Ιατρών Θώρακος (American College of Chest 

Physicians, ACCP) και των μελών της  Society of Critical Care Medicine (SCCM) [4]. Σύμφωνα με 

τον ορισμό που δόθηκε από την παραπάνω ομάδα εργασίας (Πίνακας 1), σήψη ορίζεται ως η 

παρουσία λοίμωξης σε συνδυασμό με την 

παρουσία συστηματικής φλεγμονώδους 

απάντησης στον οργανισμό (Systematic 

Inflammatory Response Syndrome-

SIRS), η οποία για λόγους απλότητας 

καθορίζονταν από τέσσερις μόνο 

μεταβλητές: θερμοκρασία, αναπνευστικό 

και καρδιακό ρυθμό και αριθμό λευκών 

αιμοσφαιρίων. Επιπρόσθετα, η σοβαρή 

σήψη ορίζονταν ως σήψη με παρουσία 

ανεπάρκειας οργάνου και το σηπτικό σοκ 

ως σήψη με παρουσία υπότασης, μη 

ανταποκρινόμενης στην χορήγηση 

υγρών.  

 

 

 

                Διαγνωστικά κριτήρια  SIRS , σήψης,    

σοβαρής σήψης (1992) 

 

 

SIRS               Δύο ή παραπάνω από τα ακόλουθα: 

    

                        Πυρετός (>38
0
C) ή υποθερμία (<36

0
C) 

                        Ταχυκαρδία (σφύξεις>90/λεπτό) 

                        Ταχύπνοια (αναπνευστικόςρυθμός>20/λεπτό                              

                        ή PaCO2 <32 mm Hg)                                             

                        Λευκοκυττάρωση  (>12.000 wbc’s/mm
3
) ή λευκοπενία                            

                        (<4.000wbc’s/mm
3
) ή αύξηση  

                        των άωρων μορφών (10%)   

 

Σήψη              SIRS και  αποδεδειγμένη ή υποπτευόμενη           

                        λοίμωξη  

                                  

 

 

Σοβαρή Σήψη   -Σήψη με οργανική δυσλειτουργία 

 

 

   Πίνακας 1. 
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Αρκετά χρόνια, οι παραπάνω ορισμοί αποτέλεσαν την βάση κατηγοριοποίησης ασθενών σε πολλές 

κλινικές και εργαστηριακές μελέτες. Παρουσίαζαν όμως ορισμένες ελλείψεις, που αποτέλεσαν 

αντικείμενο κριτικής και δημιούργησαν την ανάγκη ακριβέστερου ορισμού των παραπάνω εννοιών, 

που έγινε το 2001. Τα κριτήρια αυτά όμως ήταν αρκετά εκτεταμένα, δύσκολα εφαρμόζονταν στην 

καθημερινή πρακτική και στην ουσία χρησιμοποιούσαμε ακόμα τους ορισμούς του 1991. 

Η πρόοδος στην κατανόηση των παθοφυσιολογικών μηχανισμών που οδηγούν στη  σήψη και 

η κλινική διαπίστωση ότι όλοι οι σηπτικοί ασθενείς δεν εμφανίζουν SIRS, οδήγησε στην  ανάγκη να 

διατυπωθούν σύγχρονοι ορισμοί, που αντικατοπτρίζουν τις παραπάνω αλλαγές [5]. Σύμφωνα με 

τους τελευταίους ορισμούς του έτους 2016 (Πίνακας 2), ο όρος σοβαρή σήψη δεν χρησιμοποιείται 

πλέον, το SIRS έχει  απομακρυνθεί ως κριτήριο για την διάγνωση της σήψης και εισάγεται ένα νέο 

διαγνωστικό εργαλείο το qSOFA (Quick Sequential  Organ Failure Assessment score) (Πίνακας 3) 

για να αναγνωρίσει ασθενείς με σήψη που είναι υψηλού κινδύνου [6]. Η σηπτική καταπληξία, η πιο 

σοβαρή μορφή σήψης, θεωρείται ως μια μορφή οξείας κυκλοφορικής ανεπάρκειας επακόλουθος της 

σήψης (Εικ. 1) 
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Πίνακας 2. Επικαιροποιημένοι ορισμοί σήψης και σηπτικού σοκ  2016-TheThird International Consensus 

Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3)[5] 

 

 

Η σήψη, ορίζεται ως  απειλητική για τη ζωή οργανική δυσλειτουργία, που 

προκαλείται από απορρυθμισμένη απάντηση του ξενιστή στην λοίμωξη  

 Οργανική δυσλειτουργία ορίζεται ως οξεία αλλαγή  στο ολικό SOFA σκορ 

≥ 2 ως επακόλουθο της λοίμωξης. 

Το αρχικό SOFA σκορ θεωρείται μηδέν σε ασθενείς που δεν έχουν προδιαθεσικούς 

παράγοντες. 

SOFA σκορ ≥ 2 αντικατοπτρίζει ένα ποσοστό θνητότητας περίπου 10% σε 

νοσηλευόμενους ασθενείς με υποπτευόμενη λοίμωξη.  

 H σήψη, είναι απειλητική για την ζωή κατάσταση, που αναπτύσσεται όταν 

η αντίδραση του οργανισμού στην λοίμωξη τραυματίζει τους ίδιους τους 

ιστούς και όργανα. 

Ασθενείς με υποπτευόμενη λοίμωξη, που είναι πιθανό να έχουν παρατεταμένη 

νοσηλεία στην Μονάδα Εντατικής Θεραπείας ή ακόμα και να πεθάνουν, μπορούν να 

εκτιμηθούν με την χρήση του q SOFA.  

 Η σηπτική καταπληξία, αποτελεί υποσύνολο της σήψης, στην οποία οι 

κυκλοφορικές και κυτταρικές/μεταβολικές ανωμαλίες είναι τέτοιες που 

αυξάνουν σημαντικά τη θνητότητα.  

 Ασθενείς με σηπτική καταπληξία, μπορούν να αναγνωριστούν σε κλινικό 

επίπεδο από την παρουσία σήψης σε συνδυασμό με παρουσία εμμένουσας 

υπότασης που χρήζει χορήγησης αγγειοσυσπαστικών για να διατηρηθεί 

Μέση Αρτηριακή Πίεση ≥ 65 mmHg και έχοντας επίπεδα γαλακτικού 

οξέος ≥ 2 mmol/L (18 mg/dL), παρά την κατάλληλη αναζωογόνηση με 

υγρά. 

Με αυτά τα κριτήρια, η νοσοκομειακή θνητότητα υπερβαίνει το 40%. 
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Πίνακας 3. 

 

 

 

 

Εικόνα 1. Κλινικά σημεία που συνδέονται με τα διάφορα στάδια της λοίμωξης  

 

 

 

 

 

 

             Το προγνωστικό σκορ Quick Sequential  Organ Failure Assessment score 

                                                    (qSOFA)[5]
 
[6] 

Υπόταση : Συστολική Αρτηριακή Πίεση < 100 mmHg 

Διαταραγμένο επίπεδο συνείδησης 

Ταχύπνοια:  αναπνευστικός ρυθμός >22 αναπνοές το λεπτό 

Η ύπαρξη> 2 από τα παραπάνω κριτήρια σχετίζεται με φτωχότερη πρόγνωση 
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2. Επιδημιολογικά δεδομένα 

 

H σήψη αποτελεί κλινικό σύνδρομο και είναι η συχνότερη αιτία θανάτου νοσηλευομένων ασθενών 

τον 21
0
 αιώνα. Ευθύνεται για περισσότερους από 200.000 θανάτους ετησίως στις Η.Π.Α και η 

συχνότητα της σοβαρής σήψης υπολογίζεται σε 300 περιπτώσεις ανά 100000 πληθυσμού [7]. 

Μελέτες σε Ευρωπαϊκές χώρες αναφέρουν λίγο χαμηλότερα ποσοστά συχνότητας σοβαρής σήψης 

σε σχέση με τις Η.Π.Α, με τη συχνότητα να κυμαίνεται από 38 εως 110 περιπτώσεις ανά 100000 

πληθυσμού [8],[9],[10], [11].  

Η θνητότητα, κατά την διάρκεια της νοσηλείας ασθενών με σοβαρή σήψη, ανέρχεται σε  

25%  με  το ποσοστό αυτό να φτάνει το 50% σε περιπτώσεις σηπτικού σοκ [12]. 

  Tα gram αρνητικά βακτήρια αποτελούν την πιο συχνή αιτία στις ημέρες μας, ακολουθούν τα 

gram θετικά, ενώ παράλληλα διαπιστώνεται μια αύξηση της μυκητιασικής αιτιολογίας σήψης σε 

σχέση με το παρελθόν [13]. Η πνευμονία αναγνωρίζεται ως συχνότερη αιτία σήψης, ακολουθούμενη 

από ενδοκοιλιακές λοιμώξεις και λοιμώξεις του ουροποιητικού, στις περισσότερες δημοσιευμένες 

μελέτες [14],[15],[11]. Η εστία της λοίμωξης φαίνεται να σχετίζεται με την πρόγνωση. Ο 

staphylococcus aureus και ο streptococcus pneumoniae είναι τα πιο συχνά gram θετικά βακτήρια που 

απομονώνονται από καλλιέργειες, ενώ η Escherichia coli και η  Klebsiella τα πιο συχνά gram 

αρνητικά [7],[13]. Στο 1/3 των περιπτώσεων δεν απομονώνεται συγκεκριμένο παθογόνο σε 

καλλιέργειες αίματος [16]. Δεν έχει βρεθεί διαφορά στη διάρκεια νοσηλείας και στην πρόγνωση 

σηπτικών ασθενών με θετικές καλλιέργειες αίματος σε σχέση με ασθενείς στους οποίους δεν 

απομονώθηκε συγκεκριμένο παθογόνο [17]. 

Αυξημένη συχνότητα εμφάνισης σήψης παρατηρείται στα βρέφη, μειώνεται στην διάρκεια 

της παιδικής ηλικίας και εμφανίζεται εκ νέου σε ηλικίες άνω των 60 ετών [8]. Το ανδρικό φύλο έχει 

συσχετιστεί με αυξημενα ποσοστά εμφάνισης σήψης [13],[11],[18] 

Παρά την αύξηση της συχνότητας εμφάνισης σοβαρής σήψης, η θνητότητα ανά περίπτωση 

(case fatality rate) παρουσιάζει μείωση με την πάροδο των ετών, απόρροια της εκτεταμένης έρευνας 

στην παθοφυσιολογία και τη θεραπευτική προσέγγιση της σήψης [19]. Οι επιζώντες όμως, 

εμφανίζουν αυξημένο κίνδυνο θανάτου την επόμενη πενταετία σε συνδυασμό με μείωση της 

γνωστικής λειτουργίας και την παρουσία κινητικών διαταραχών [20] [21].  
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3.Παθοφυσιολογία φλεγμονώδους αντίδρασης-σήψης 

 

Υπάρχει έντονο ερευνητικό ενδιαφέρον στην προσπάθεια κατανόησης των πολύπλοκων και 

δυναμικών παθοφυσιολογικών μηχανισμών που σχετίζονται με το κλινικό σύνδρομο της σήψης. Η 

σήψη φαίνεται να αναπτύσσεται όταν η αρχική αντίδραση στην λοίμωξη  ενισχύεται και μετά 

απορρυθμίζεται, οδηγώντας σε ανισορροπία φλεγμονωδών και αντιφλεγμονωδών μεσολαβητών [22]
 

[Εικόνα2]. Το εγγενές ανοσοποιητικό σύστημα, που σε αντίθεση με το επίκτητο έχει τη δυνατότητα 

να αντιδρά άμεσα σε παθογόνα, θεωρείται ότι διαδραματίζει κύριο ρόλο στην παθογένεσή της.  

To αρχικό στάδιο της αντίδρασης σε παθογόνο περιλαμβάνει την μετακίνηση, διαμέσου του 

ενδοθηλίου στο σημείο της φλεγμονής, κυττάρων του εγγενούς ανοσοποιητικού συστήματος (κυρίως 

ουδετερόφιλων και μονοκύτταρων). Τα κύτταρα αυτά, αναγνωρίζουν συγκεκριμένα μοριακά 

πρότυπα, που αποκαλούνται PAMPS (Pathogen Associated Molecular Patterns). Εκκρίνουν 

φλεγμονώδεις κυτταροκίνες, χυμοκίνες και ROS (reactive oxygen species), μέσω ενεργοποίησης των 

ΤLRs και του μονοπατιού ΝFkB, τα οποία είναι σημαντικά για την αντιμετώπιση του μικροβιακού 

παράγοντα [23]. Προκαλούν όμως παράλληλα κυτταρική καταστροφή, με αποτέλεσμα την αύξηση 

της διαπερατότητας των αγγείων και την επακόλουθη οργανική βλάβη [24]. Σημαντικός είναι ο 

ρόλος πρωτεϊνών οξείας φάσης και του συμπληρώματος. Σε αυτό το στάδιο, έχουμε την μετάδοση 

κατάλληλων σημάτων σε κύτταρα του επίκτητου ανοσοποιητικού συστήματος, με σκοπό την 

εξάλειψη των παθογόνων. Ενεργοποιημένα ουδετερόφιλα, επιταχύνουν την ωρίμανση, μετακίνηση 

και ενεργοποίηση δενδριτικών κυττάρων, τα οποία παρουσιάζουν αντιγόνα στα Τ-λεμφοκύτταρα και 

τα οποία με την σειρά τους παράγουν INF-γ [25] [26]. Αν δεν αντιμετωπιστεί στο σωστό χρόνο το 

παθογόνο, η σήψη μεταπίπτει στο αντιφλεγμονώδες ή ανοσοκατασταλτικό στάδιο. 

Αποτελούσε επί χρόνια εδραιωμένη αντίληψη ότι η σήψη ήταν το αποτέλεσμα υπερβολικής 

αντίδρασης του οργανισμού στην είσοδο κάποιου παθογόνου μικροοργανισμού, με υπερπαραγωγή 

και συστηματική απελευθέρωση φλεγμονωδών μεσολαβητών όπως ο TNFα και η ιντερλευκίνη 1 

[21]. Η υπόθεση ότι η υπερβολική αντίδραση με την ανεξέλεγκτη παραγωγή μεσολαβητών είναι η 

κύρια αιτία για την δυσμενή έκβαση των σηπτικών ασθενών, έχει αναθεωρηθεί στις ημέρες μας. Η 

αντίδραση του ξενιστή στην σήψη, περιλαμβάνει πολλές, ταυτόχρονες και μεταγενέστερες 

διαδικασίες που δεν σχετίζονται μόνο με ανεξέλεγκτη φλεγμονή άλλα και με ανοσοκαταστολή 

[22].Η πρώιμη φάση, χαρακτηρίζεται από ενεργοποίηση των λευκοκυττάρων και υπερέκκριση 

κυτταροκινών, ενώ η όψιμη από ανοσοκαταστολή, αυξημένο κίνδυνο δευτεροπαθών λοιμώξεων και 

αυξημένη θνητότητα [22], [23][Εικόνα3]. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει μια δεύτερη θεωρία, 

αυτή της συνύπαρξης και επικάλυψης της φλεγμονώδους και ανοσοκατασταλτικής φάσης [24].  
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Εικόνα 2. H αντίδραση του ξενιστή στην είσοδο παθογόνου περιλαμβάνει τόσο φλεγμονώδεις όσο και αντι-φλεγμονώδεις 

δράσεις.   

Στην έναρξη της φλεγμονώδους αντίδρασης συμμετέχουν οι ΤLRs και τα DAMPs. Ξεκινούν ένα καταρράκτη πολύπλοκών 

κυτταρικών διαδικασιών που περιλαμβάνει: φαγοκύττωση μικροβίων, απελευθέρωση μεσολαβητών, ενεργοποίηση του 

συμπληρώματος και του καταρράκτη της πήξης και απελευθέρωση κυτταροκινών. 

Η αντι-φλεγμονώδης δράση περιλαμβάνει την αλληλεπίδραση με τον άξονα Υποθάλαμος-Υπόφυση-Επινεφρίδια, την 

αυξημένη απόπτωση λεμφοκυττάρων και την αυξημένη έκφραση ανοσοκατασταλτικών κυτταροκινών. 

Η ανισορροπία στις δύο αυτές αντιδράσεις μπορεί να οδηγήσει σε ανεξέλεγκτη φλεγμονή και κυτταρική καταστροφή 

(φλεγμονώδης αντίδραση) ή  ανοσοκαταστολή (επικράτηση αντι-φλεγμονώδους αντίδρασης). 

TLR: Toll-like receptor, DAMP: Danger-associated molecular pattern molecules, CLRs: C-type lectin receptors, NLRs: 

NOD-like receptors, RLRs: Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptors 

Τροποποιημένο από Angus[27].  
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Εικόνα 3. Αλληλουχία ενεργοποίησης εγγενούς και επίκτητου ανοσοποιητικού συστήματος. 

Μια θεωρία υποστηρίζει (επάνω σχήμα) ότι η ενεργοποίηση φλεγμονωδών και αντιφλεγμονωδών μεσολαβητών 

συμβαίνουν πρώιμα μετά την εμφάνισης σήψης. Κύτταρα του εγγενούς ανοσοποιητικού συστήματος, όπως μονοκύτταρα και 

ουδετερόφιλα, απελευθερώνουν μεγάλες ποσότητες φλεγμονωδών μεσολαβητών (3 πρώτες ημέρες). Πρώιμοι θάνατοι στη 

σήψη (κόκκινη γραμμή - 3η ημέρα οφείλονται σε υπέρμετρα φλεγμονώδη αντίδραση. Όψιμοι θάνατοι παρατηρούνται λόγω 

ανοσοκαταστολής. 

Μια δεύτερη θεωρία υποστηρίζει ότι παρατηρείται πρώιμη ενεργοποίηση του εγγενούς ανοσοποιητικού συστήματος και 

καταστολή της επίκτητης ανοσίας.  

Τροποποιημένο από Ηothkiss [28] 
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3.1 Eπίδραση της σήψης στο ανοσοποιητικό σύστημα. 

 

Η σήψη επηρεάζει όλα σχεδόν τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος. Παρακάτω, 

περιγράφονται οι κυριότερες επιδράσεις ανά κυτταρικό τύπο. 

3.1.1 Ουδετερόφιλα 

Tα ουδετερόφιλα, είναι κύτταρα με πολυ-λοβωτό πυρήνα, τα οποία συντίθενται στον μυελό των 

οστών και απελευθερώνονται σε ώριμη μορφή στο περιφερικό αίμα. Η παρουσία των 

ουδετεροφίλων στο σημείο της φλεγμονής, είναι απαραίτητη στην αντιμετώπιση παθογόνων και την 

αποφυγή συστηματικής διασποράς της φλεγμονής [29]. Mειωμένη μετανάστευση των 

ουδετεροφίλων στα σημεία της φλεγμονής παρατηρείται σε πειραματικά μοντέλα σήψης [30] [31]. 

Έχει επίσης παρατηρηθεί, αυξημένη αναλογία ανώριμων σε σχέση με λειτουργικά ουδετερόφιλα 

[32] και μείωση της λειτουργικής τους ικανότητας που σχετίζεται με τα επίπεδα ROS και ΝΟ [33].  

Κατά τη διάρκεια σήψης, η συστηματική φλεγμονώδης απάντηση του οργανισμού οδηγεί στην 

ενεργοποίηση των κυκλοφορούντων ουδετερόφιλων, τα οποία συγκεντρώνονται στον αυλό των 

τριχοειδών, τον αποφράσσουν και προκαλούν ισχαιμία. Επιπρόσθετα,  τα ουδετερόφιλα μπορούν να 

μεταναστεύσουν σε ζωτικά όργανα, εκκρίνοντας φλεγμονώδεις κυτταροκίνες και λυτικούς 

παράγοντες, οδηγώντας σε οργανική βλάβη [34]. 

3.1.2 Mονοκύτταρα. 

Τα μονοκύτταρα, αποτελούν το 5% περίπου των λευκοκυττάρων του ανθρωπίνου αίματος [35]. 

Έχουν διακριτά χαρακτηριστικά, τόσο σε σχέση με τα πολυμορφοπύρηνα και τα κύτταρα ΝΚ, που 

επίσης αποτελούν μέρος του εγγενούς ανοσοποιητικού συστήματος, όσο και σε σχέση με τα Β και 

Τ-λεμφοκύτταρα που απαρτίζουν το επίκτητο ανοσοποιητικό σύστημα [35]. Τα μονοκύτταρα 

βρίσκονται στην κυκλοφορία για αρκετές ημέρες, προτού μεταφερθούν στους ιστούς και ωριμάσουν 

σε ώριμα μακροφάγα και δενδριτικά κύτταρα, διαδραματίζοντας σημαντικό ρόλο στην εγγενή και 

επίκτητη ανοσία [36]. Απαρτίζουν μαζί με τα λεμφοκύτταρα τα περιφερικά μονοπύρηνα αίματος και 

παρουσιάζουν σε σηπτικούς ασθενείς ελαττωμένη έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με την 

φλεγμονή και αυξημένη έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με την απόπτωση [37]. Mελέτες 

σηπτικών μονοκυττάρων σε αρχική φάση σήψης, σε σχέση με μονοκύτταρα σηπτικών ασθενών που 

βρίσκονται σε φάση ανάρρωσης, ανέδειξαν ότι παρατηρείται αύξηση της έκφρασης γονιδίων που 

κωδικοποιούν κυτταροκίνες, χυμοκίνες και μεταγραφικούς παράγοντες, ενώ μείωση των γονιδίων 

που σχετίζονται με μεταβολικές διαδικασίες [38].  
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Εικόνα 4.  Τα ανθρώπινα μονοκύτταρα υφίστανται αλλαγή στη λειτουργία και τον φαινότυπο  και μεταπίπτουν από  

φλεγμονώδη σε ανοσοκατασταλτική κατάσταση στη σήψη. Ο παράγοντας HIF1A διαδραματίζει σημαντικό ρόλο  

HIF1A :hypoxia-inducible factor-1α 

IRAKM: Interleukin Receptor Associated Kinase (IRAK)-M 

Τροπoποιημένο από Shalova[38] 

 

Καλλιέργειες από τα υπερκείμενα των μονοκυττάρων, επιβεβαίωσαν την αύξηση των 

ιντερλευκινών IL-1α, IL-6 και IL-10, ενώ αντιθέτως παρατηρήθηκε μείωση στην παραγωγή 

κυτταροκινών σε σηπτικά μονοκύτταρα που διεγέρθηκαν με LPS [38]. Σημαντικό στοιχείο είναι ότι 

υφίστανται αλλαγή στην λειτουργία και τον φαινότυπο, συμμετέχοντας τόσο στην φλεγμονώδη, όσο 

και την ανοσοκατασταλτική φάση της σήψης [Εικόνα4]. 

3.1.3 Λεμφοκύτταρα 

Mελέτες ασθενών με σηπτική καταπληξία, αναδεικνύουν ότι παρατηρείται αύξηση της απόπτωσης 

των CD4+ και CD8+ T-λεμφοκυττάρων και των CD19+ Β κυττάρων [39]. Εμμένουσα λεμφοπενία 

συσχετίζεται με τη θνητότητα [40] όπως και με την παρουσία υποθερμίας, τις πρώτες 24 ώρες από 

τη διάγνωση της σήψης [41]. Παρατηρείται επίσης, αύξηση των CD4+CD25+ ρυθμιστικών T 

κυττάρων (reg T cells) και η αύξηση αυτή συσχετίζεται με την προκαλούμενη ανοσοπαράλυση [42]. 

Τα ρυθμιστικά T κύτταρα αναστέλλουν τις δράσεις των CD4+ T ,CD8+ T , NK κυττάρων όπως και 

των δενδριτικών και Β κυττάρων. Πρόσφατη μελέτη, συσχετίζει την παρουσία αυξημένων επιπέδων 

CD39+ T ρυθμιστικών κυττάρων με μειωμένη πρόγνωση σε σηπτικούς ασθενείς [43]. 
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3.1.4 NΚ κύτταρα (Natural Killer Cells) 

Ο ρόλος των NK κυττάρων αποτελεί αντικείμενο έρευνας τα τελευταία χρόνια και η ενεργοποίηση 

τους έχει συσχετιστεί με τη θνητότητα ασθενών με σήψη [44]. Tα NK κύτταρα συμμετέχουν στην 

κυτταρική ανοσία, μέσω της άμεσης αναγνώρισης παθογόνων από Τοll-Like Receptors και της 

δυνατότητας αλληλεπίδρασης με άλλα κύτταρα του εγγενούς ανοσοποιητικού συστήματος [45]. 

 

3.2 Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPS)  

 

Η φλεγμονώδης απάντηση του ανοσοποιητικού συστήματος στην αιτία που προκαλεί κυτταρική 

βλάβη (μικροοργανισμοί, τοξίνες, αντιγόνα) ή στις συνέπειές της (κατεστραμμένοι ιστοί, νεκρωμένα 

κύτταρα) συνιστά μια πολύπλοκη προστατευτική διαδικασία, που χαρακτηρίζεται από την 

συμμετοχή του εγγενούς και του επίκτητου ανοσοποιητικού συστήματος. 

 Η ενεργοποίηση του εγγενούς ανοσοποιητικού συστήματος, που περιλαμβάνει 

λευκοκύτταρα (όπως μονοκύτταρα-μακροφάγα, πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα, ηωσινόφιλα και 

βασεόφιλα), αιμοπετάλια, δενδριτικά κύτταρα, μαστοκύτταρα, επιθηλιακά, ενδοθηλιακά κύτταρα 

και ινοβλάστες, αποτελεί το πρώτο βήμα στην έναρξη της φλεγμονώδους απάντησης [46]. Αποτελεί 

δηλαδή τον κύριο παράγοντα που συνεισφέρει στην οξεία φλεγμονώδη αντίδραση του οργανισμού, 

που επάγεται τόσο από την είσοδο κάποιου παθογόνου μικροοργανισμού, όσο και από 

κατεστραμμένους ιστούς.  

Το εγγενές και το επικτητό ανοσοποιητικό σύστημα διαφέρουν στον τύπο των υποδοχέων 

που χρησιμοποιούν για να αναγνωρίσουν τα παθογόνα. Η επίκτητη ανοσία επάγεται κυρίως από 

δύο τύπος αντιγονικών υποδοχέων, τους υποδοχείς των Τ και Β λεμφοκυττάρων. Ο μηχανισμός με 

τον οποίο κύτταρα του εγγενούς ανοσοποιητικού συστήματος αναγνωρίζουν και αντιδρούν σε 

μικροβιακά ερεθίσματα περιλαμβάνει γενετικά κωδικοποιημένους ειδικούς υποδοχείς, τους PRRs 

 (pattern recognition receptors), που ανιχνεύουν την παρουσία μικροβίων μέσω καλά 

διατηρημένων δομών μεταξύ των μικροβιακών ειδών και ονομάζονται PAMPs (pathogen 

associated molecular patterns) [1]. 

  Βασικό χαρακτηριστικό της αναγνώρισης παθογόνων μέσω PRRs είναι το γεγονός ότι τα 

κύτταρα του εγγενούς ανοσοποιητικού συστήματος δεν διακρίνουν μεταξύ παθογόνων και μη 

μικροοργανισμών καθώς τα σημεία πρόσδεσης στους υποδοχείς δεν είναι ειδικά. Επιπλέον, οι 

υποδοχείς αυτοί έχουν μειωμένη ειδικότητα και  μπορούν να προσδεθούν με ένα αρκετά ευρύ πεδίο 

παθογόνων που έχουν ένα συγκεκριμένο πρότυπο [47]. Οι PRRs χωρίζονται σε δυο κύριες ομάδες. 

Η πρώτη, περιλαμβάνει διαμεμβρανικές πρωτεΐνες όπως οι υποδοχείς Τoll-like receptors (TLRs) και 
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οι υποδοχείς C-type lectin receptors (CLRs) [48]. H δεύτερη ομάδα, περιλαμβάνει 

κυτταροπλασματικές πρωτείνες όπως οι NOD-like receptors (NLRs), Retinoic acid-inducible gene 

(RIG)-I-like receptors (RLRs), pyrin and HIN domain-containing (PYHIN) family receptors [48] 

[49]. Oι περισσότεροι PRRs δρουν μέσω καλά διατηρημένων μονοπατιών σηματοδότες όπως το 

μονοπάτι  NF-B και AP-1[49]. 

Bακτήρια, μύκητες και ιοί μπορούν να ενεργοποιήσουν το εγγενές ανοσοποιητικό σύστημα 

μέσω των PAMPs. Βακτηριακές PAMPs, περιλαμβάνουν συστατικά του κυτταρικού τοιχώματος 

όπως λιποπολυσακχαρίτες [50], γλυκοπρωτεΐνες [51] και λιποπρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος. 

Στους μύκητες, η β- γλυκάνη έχει βρεθεί ότι αυξάνει την παραγωγή κυτταροκινών από τα 

μακροφάγα [52]. Σε λοίμωξη από ιούς, ιικό DNA ή RNA ενεργοποιεί το εγγενές ανοσοποιητικό 

σύστημα με παρόμοιο τρόπο μέσω ειδικών υποδοχέων με επακόλουθο την παραγωγή ιντερφερόνης 

α[53]. .

 

Εικόνα 5. Η αλληλεπίδραση των PAMPs με τους  PRRs  των κυττάρων του εγγενούς ανοσοποιητικού συστήματος, 

οδηγεί στην ενεργοποίηση μιας πολύπλοκης διαδικασίας, που περιλαμβάνει αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

ανοσοποιητικού και ενδοκρινικού συστήματος, με τη συμμετοχή του εγκεφάλου. Το αποτέλεσμα αυτής της 

αντίδρασης μπορεί να οδηγήσει είτε  σε αντιμετώπιση του μικροβιακού παράγοντα, είτε σε συστηματική 

φλεγμονώδη απάντηση του οργανισμού και οργανική βλάβη.PAMPs : pathogen associated molecular 

patterns, PRRs: pattern recognition receptors 
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3.3 Τοll-Like Receptors (TLRs) 

 

Οι TLRs, είναι οι περισσότερο μελετημένοι υποδοχείς από  το σύνολο των PAMPs και έχουν βρεθεί 

10 διαφορετικά είδη στον άνθρωπο. Εκφράζονται σε διαφορετικές περιοχές του κυττάρου και σε μια 

ποικιλία κυττάρων του εγγενούς ανοσοποιητικού συστήματος. Ειδικότερα, οι TLR1 TLR2, TLR4, 

TLR5, TLR6 εκφράζονται κυρίως στην κυτταρική επιφάνεια, ενώ οι TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 

εδράζονται  σε ενδοκυττάρια κενοτόπια, στα  ριβοσώματα, λυσοσωμάτια και ενδολυσωσωμάτια και 

κυρίως αναγνωρίζουν το νουκλεϊκό οξύ [49].  

 Χαρακτηριστικό της δομής όλων των TLRs, είναι η παρουσία μιας κοινής ενδοκυττάριας 

περιοχής μετάδοσης σήματος, η TIR (Toll/IL-1 receptor) περιοχή, που είναι απαραίτητη για την 

μετάδοση σήματος στον πυρήνα και η παρουσία μιας εξωκυττάριας περιοχής πλούσιας σε λευκίνη, 

που βοηθά την ένωση με τον κατάλληλο προσδέτη [54]. Η ικανότητα διμερισμού των TLRs σε 

διάφορους συνδυασμούς αυξάνει την δυνατότητα πρόσδεσης  με ποικίλες δομές [55]. 

Oι TLRs είναι ιδιαίτερα σημαντικοί στην αναγνώριση ενδογενών και εξωγενών σημάτων 

κινδύνου βοηθώντας στην επίτευξη ομοιόστασης [Εικ.6]. Η σύνδεση με τους κατάλληλους 

προσδέτες, οδηγεί στην ταχεία ενεργοποίηση μονοπατιών σηματοδότησης, όπως αυτά που επάγονται 

από  τα  MAPK, NF-κβ και IFN, με αποτέλεσμα την έκκριση φλεγμονωδών κυτταροκινών, 

πρωτεϊνών οξείας φάσης και αντιμικροβιακών πεπτιδίων [56]. Δυσλειτουργία των υποδοχέων έχει 

συσχετιστεί με ανεξέλεγκτη παραγωγή κυτταροκινών και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην 

παθοφυσιολογία της σήψης. Πειραματικές εργασίες σε ποντίκια [57] έχουν δείξει ότι η καταστολή 

των μονοπατιών TLR μέσω της χορήγησης εξωγενών αναστολέων ή αντισωμάτων έναντι των TLRs 

οδηγεί σε μείωση της παραγωγής κυτταροκινών και σχετίζεται άμεσα με την επιβίωση των 

κυττάρων στόχων [58].  

Ανθρώπινες μελέτες, έχουν συνδέσει την ύπαρξη πολυμορφισμών στην δομή των TLRs με 

αυξημένη ευαισθησία στις λοιμώξεις [37]. Τα τελευταία χρόνια υπάρχει έντονο ερευνητικό 

ενδιαφέρον στο πεδίο της σήψης με χορήγηση αγωνιστών και ανταγωνιστών των TLRs [38] [39]. 
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Εικόνα 6.     

To εγγενές ανοσοποιητικό σύστημα βασίζεται στην αναγνώριση, καλά διατηρημένων εξελικτικά, μικροβιακών 

 δομών (PAMPs) από τους TLRs.  

H πρόσδεση του παθογόνου στον κατάλληλο υποδοχέα TLR ενεργοποιεί το μονοπάτι σηματοδότησης MyD88, που οδηγεί 

στην ενεργοποίηση του NF-κΒ, μεσω φωσφορυλίωσης από κατάλληλες κινάσες. Ακολουθεί η μετακίνηση του στον πυρήνα 

και η δέσμευση σε συγκεκριμένες περιοχές γονιδίων στόχων, με αποτέλεσμα την έναρξη της μεταγραφής. 

Ο μεταγραφικός παράγοντας NF-κΒ συμμετέχει στην τροποποίηση της έκφρασης πρωτεϊνών οξείας φάσης, κυτταροκινών 

(TNF-a,G-CSF, GM-CSF,IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-12,IFN-β) χυμοκινών, ενζύμων και παραγόντων πήξης. 

Oι TLR-4
 
βρίσκονται στην κυτταρική μεμβράνη και αντιδρούν στην LPS των gram- βακτηρίων. Οι  TLR-7 αντιδρούν σε ss 

RNA και οι  TLR-3 σε dsRNA και εδράζονται σε ενδοσώματα. 

MyD88: myeloid differentiation primary response protein 88,  

TRIF: TIR domain-containing adaptor protein–inducing interferon-b 
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3.4 Damage-Associated-Molecular Patterns (DAMPs) 

 

Στις αρχές της προηγούμενης δεκαετίας, ο Μantziger πρότεινε τη “θεωρία κινδύνου”, σύμφωνα με 

την οποία ενδοκυττάρια μόρια που απελευθερώνονται από κατεστραμμένους ιστούς, έχουν την 

δυνατότητα να ενεργοποιούν το εγγενές ανοσοποιητικό σύστημα [59]. Tα μόρια αυτά, μπορούν να 

ενεργοποιήσουν μονοπάτια σηματοδότησης παρόμοια με αυτά που παρατηρούνται στην 

ενεργοποίηση των PAMPs. Ενεργοποιούν έτσι παρόμοια ανοσολογικά απάντηση χωρίς την 

παρουσία λοίμωξης. Σύμφωνα με την παραπάνω θεωρία, βασικός ρόλος του  εγγενούς 

ανοσοποιητικού συστήματος είναι να αντιδρά στον κίνδυνο που προσπαθεί να διαταράξει την 

ομοιόσταση του οργανισμού και η απάντηση είναι παρόμοια, είτε πρόκειται για εξωγενείς 

μικροβιακούς παράγοντες είτε για ενδογενή σήματα κινδύνου. 

Τα ενδογενή  αυτά σήματα κινδύνου ονομάζονται DAMPs (Damage Associated Molecular 

Patterns) και περιλαμβάνουν μεταξύ άλλων heat shock proteins, HMGB-1, οξειδωμένες 

λιποπρωτεϊνες και ΑΤP. Πρόκειται για ενδοκυττάριες πρωτεϊνες, που απελευθερώνονται στο 

εξωκυττάριο χώρο, δεσμεύονται και ενεργοποιούν κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος που 

εκφράζουν PRRs [60]. Τα τελευταία χρόνια έχει βρεθεί ότι μιτοχονδριακό DNA, που 

απελευθερώνεται  μετά από κυτταρική βλάβη, οδηγεί επίσης σε ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού 

συστήματος και σε μια αντίδραση του οργανισμού που μιμείται τον μηχανισμό της σήψης [61]. Η 

χρήση κοινών μονοπατιών από τους DAMPs και τους PAMPs μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα η 

σήψη και το SIRS να ενεργοποιούν υποδοχείς που οδηγούν σε κοινό ανοσολογικό αποτέλεσμα [62] 

και κοινή έκβαση [63]. 

 

3.5 Κυτταροκίνες 

 

Βασικό ρόλο στην αλληλουχία των γεγονότων που συμβαίνουν στη συστηματική απάντηση του 

οργανισμού στο τραύμα και τη σήψη διαδραματίζουν οι κυτταροκίνες. Διακρίνουμε δύο είδη 

κυτταροκινών. Τις φλεγμονώδεις κυτταροκίνες, που διεγείρουν την συστηματική απάντηση του 

οργανισμού σε φλεγμονή, και τις αντιφλεγμονώδεις, που αναστέλλουν  την φλεγμονή και βοηθούν 

στην επίτευξη της ομοιόστασης [64]. 

  Οι κυτταροκίνες παράγονται από λευκοκύτταρα, επιθηλιακά και ενδοθηλιακά κύτταρα [64]. 

Οι φλεγμονώδεις κυτταροκίνες διεγείρουν τα μακροφάγα και τα μεσεγχυματικά κύτταρα, 

(επιθηλιακά, ενδοθηλιακά κύτταρα και ινοβλάστες) και έτσι αυξάνoυν την παραγωγή πρωτεϊνών 

οξείας φάσης και άλλων κυτταροκινών και προσελκύουν φλεγμονώδη κύτταρα [65]. Οι κύριες 
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φλεγμονώδεις κυτταροκίνες περιλαμβάνουν τις IL-1, IL-6, TNF-α, ΙFN-γ. Οι αντιφλεγμονώδεις 

κυτταροκίνες, περιλαμβάνουν ένα ετερογενές σύνολο ρυθμιστικών μορίων του ανοσοποιητικού 

συστήματος, μεταξύ των οποίων και την IL-10, που στοχεύουν στο να περιορίσουν την υπερβολικά 

φλεγμονώδη αντίδραση  του οργανισμού [65]. 

H IL-6, εμφανίζει φλεγμονώδεις και αντιφλεγμονώδεις δράσεις, εκκρίνεται από μια ποικιλία 

κυττάρων και η πρώιμη αύξηση των επιπέδων της σε πολυτραυματίες έχει συσχετιστεί με οργανική 

ανεπάρκεια [66], με την βαρύτητα της νόσου και τη θνητότητα [67]. Τα αρχικά επίπεδα της IL-6 

μετά από μείζονες τραυματισμούς έχουν χρησιμοποιηθεί ως προγνωστικό εργαλείο για την 

ανάπτυξη σήψης [68]. Aυξημένα επίπεδα της έχουν βρεθεί σε σήψη [69]. Άλλες μελέτες ανέδειξαν 

ότι τα επίπεδα της είναι αυξημένα σε ασθενείς με σηπτική καταπληξία και σε ασθενείς που 

κατέληξαν από σοβαρή σήψη [70] [71], διατυπώνοντας την υπόθεση ότι αποτελούν την κύρια 

κυτταροκίνη που σχετίζεται με την παθοφυσιολογία της σήψης.  

H IFN-γ, αυξάνει την έκφραση του HLA-DR στα μονοκύτταρα και συμβάλλει στην 

ενεργοποίηση μονοκυττάρων και μακροφάγων κατά τη διάρκεια της σήψης [72]. Eνεργοποιημένα 

CD4+ και CD8+ αποτελούν την κύρια πηγή IFN-γ [73]. Χορήγηση IFN-γ σε σοβαρά τραυματίες 

σχετίστηκε με μείωση των θανάτων από δευτεροπαθείς λοιμώξεις [74].  

Η IL-10 είναι αντιφλεγμονώδης κυτταροκίνη [75]. Τα  επίπεδα της σχετίζονται με την 

βαρύτητα της φλεγμονής και την ανάπτυξη πολυοργανικής ανεπάρκειας σε ασθενείς με σηπτικό σοκ 

[76]. Ιn vitro μελέτες σε ανθρώπινα πολυμορφοπύρηνα έδειξαν ότι η ενεργοποίησή της ήλεγξε την  

έκλυση της IFN-γ και του TNF-α μετά από διέγερση με LPS [75]. 

Η IL-17 δρά ως φλεγμονώδης κυτταροκίνη. Έχει συσχετιστεί με ιστική καταστροφή κατά 

την διαδικασία απάντησης του ανοσοποιητικού συστήματος στην είσοδο παθογόνων [77]. Η IL-17 

διεγείρει την παραγωγή άλλων κυτταροκινών συμπεριλαμβανομένων των IL-6, IL-1β, TNFα, MCP-

1 (Monocyte chemotactic protein-1) και προσταγλαδινών από διάφορα κύτταρα όπως ινοβλάστες, 

επιθηλιακά κύτταρα, δενδριτικά κύτταρα, κερατινοκύτταρα και μακροφάγα [78]. Έχει διατυπωθεί η 

άποψη ότι διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην άμυνα του ξενιστή σε πολυμικροβιακή λοίμωξη [79]. 

Ταυτόχρονα, επηρεάζει τη λειτουργία του επίκτητου ανοσοποιητικού συστήματος μέσω των  Th1 

κυττάρων [80]. 

 

 

 



 
 

Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήμιο Κρήτης                                                                             Κωνσταντίνος Γ. Βάρδας, Διδακτορική Διατριβή 

 

41 

4. Συστηματική απάντηση του οργανισμού στο τραύμα 

 

Το σοβαρό τραύμα σχετίζεται με την πρόκληση συστηματικής φλεγμονώδους απάντησης του 

οργανισμού. Η φλεγμονώδης αυτή απάντηση  προκύπτει από την απελευθέρωση των DAMPs που 

σχετίζονται με κυτταρική βλάβη και περιλαμβάνουν μεταξύ άλλων τις High-mobility group Box-1 

(HMGB1), που αποτελούν ένα από τα πλέον μελετημένα μόρια, πρωτεΐνες θερμικού σοκ, την 

πρωτείνη S100 και το μιτοχονδριακό DNA.  

Η πρωτεΐνη HMGB1 απελευθερώνεται από μακροφάγα που διεγείρονται από LPS, TNFα και 

IL1β [81] σε ασθενείς με σήψη [82]. Επίσης, η HMGB1 απελευθερώνεται από νεκρωμένα κύτταρα, 

αλλά ο ρόλος της ως αλαρμίνης δεν έχει διευκρινισθεί πλήρως [83]. Τα DAMPs ενεργοποιούν 

απευθείας κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, όπως τα μονοκύτταρα, μέσω ειδικών 

υποδοχέων [84] καθώς επίσης και το συμπλήρωμα [85]. Η κοινή φλεγμονώδης απάντηση που 

παρατηρείται σε περίπτωση διέγερσης των TLRs είτε από LPS είτε από HMGB1 υποδηλώνει ότι 

υπάρχει ένα κοινό τελικό μονοπάτι σηματοδότησης μεταξύ φλεγμονώδους και μη φλεγμονώδους 

αιτιολογίας κυτταρικού stress [86].  

Οι πρωτεΐνες S100, συνιστούν μια ομάδα δεσμευτικών του ασβεστίου πρωτεϊνών που έχουν 

προταθεί ως πιθανές αλαρμίνες, κυρίως αυτές που εκφράζονται στα φαγοκύτταρα, μέσω της 

αλληλεπίδρασης τους με τους TLR-4 [87].  

Το μιτοχονδριακό DNA εμφανίζει αντιφλεγμονώδη δράση μέσω της αλληλεπίδρασης με 

τους TLR-4 σε πολλούς κυτταρικούς τύπους. Έχει βρεθεί στον εξωκυττάριο χώρο μετά από ιστική 

καταστροφή σε ασθενείς με πολλαπλά τραύματα [61]. Η ενεργοποίηση που προκαλείται από τα 

παραπάνω μόρια προκαλεί απελευθέρωση φλεγμονωδών και αντιφλεγμονωδών κυτταροκινών και 

μπορεί να οδηγήσει τελικά σε βλάβη του ενδοθηλίου, κυτταρική βλάβη και αυξημένη ευαισθησία σε 

λοιμώξεις. 

 



 
 

Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήμιο Κρήτης                                                                             Κωνσταντίνος Γ. Βάρδας, Διδακτορική Διατριβή 

 

42 

 

Εικόνα 7.        

Ιστική καταστροφή ή παθογόνοι παράγοντες, δρουν ως σήματα κινδύνου, που οδηγούν στην ανάπτυξη  

οξείας φλεγμονώδους αντίδρασης. 

Αύτη η διαδικασία, περιλαμβάνει μια πολύπλοκη αλληλουχία γεγονότων όπου συμμετέχουν ενδοθηλιακά κύτταρα,  

λευκοκύτταρα και ινοβλάστες, γίνεται ενεργοποίηση του συμπληρώματος και απελευθέρωση πρωτεασών από τα  

φαγοκύτταρα. Όλοι αυτοί οι παράγοντες συμβάλλουν στην αποκατάσταση της ομοιόστασης μετά από ιστική  

καταστροφή. Ανεξέλεγκτη ή παρατεταμένη φλεγμονή μπορεί να οδηγήσει σε ανοσοπαράλυση και ανάπτυξη σήψης. 
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5.Άξονας υποθάλαμος-υπόφυση-επινεφρίδια 

 

O άξονας Yποθάλαμος-Yπόφυση-Eπινεφρίδια (YYE) είναι το κύριο σύστημα που ενεργοποιείται σε 

καταστάσεις stress [88]. Το stress ορίζεται ως μια κατάσταση κατά την οποία απειλείται η  

ομοιόσταση του οργανισμού και ο οργανισμός αντιρροπώντας, προσπαθεί να ανταπεξέλθει 

χρησιμοποιώντας πολύπλοκους προσαρμοστικούς μηχανισμούς [88].  

H εκλυτική ορμόνη της φλοιοεπινεφριδιοτρόπου ορμόνης [Corticotropin Releasing Hormone 

(CRH)] είναι ένα πεπτίδιο που αποτελείται από 41 αμινοξέα και διαδραματίζει βασικό ρόλο στην 

ρύθμιση της απάντησης στο stress [46]. Διάφορα στρεσογόνα ερεθίσματα διεγείρουν  

νευροενδοκρινικά κύτταρα του υπεροπτικού και παρακοιλιακού πυρήνα του υποθαλάμου, γεγονός 

που έχει ως αποτέλεσμα την έκκριση της εκλυτικής ορμόνης της φλοιοεπινεφριδιοτρόπου ορμόνης 

στο πυλαίο σύστημα της υπόφυσης [89]. Η CRH διεγείρει την απελευθέρωση στην κυκλοφορία της 

φλοιοεπινεφριδιοτρόπου ορμόνης (ACTH) η οποία με την σειρά της οδηγεί στην σύνθεση 

κορτιζόλης από την στηλιδωτή στιβάδα του φλοιού των επινεφριδίων. Η κορτιζόλη και τα συνθετικά 

γλυκοκορτικοειδή αναστέλλουν μέσω μιας αρνητικής παλίνδρομης ρύθμισης την έκκριση CRH και 

ACTH.  

Η κορτιζόλη αποτελεί  το κύριο ενδογενές γλυκοκορτικοειδές στον άνθρωπο, είναι το τελικό 

προϊόν της ενεργοποίησης του άξονα ΥΥΕ και η έκκριση της ακολουθεί κιρκαδικό ρυθμό [90]. 

Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες η κορτιζόλη ενώνεται με υψηλή χημική συγγένεια σε ποσοστό 

80-90 % με την CBG, με χαμηλότερη συγγένεια με την αλβουμίνη, ενώ ένα ποσοστό 5-10% είναι 

ελεύθερο και ανενεργό [91]. Eίναι αξιοσημείωτο ότι 15-20% των γονιδίων που εκφράζονται σε 

ανθρώπινα λευκοκύτταρα ρυθμίζονται θετικά ή αρνητικά από τα γλυκοκορτικοειδή [92]. Σε 

κυτταρικό επίπεδο οι δράσεις των κορτικοειδών διαμεσολαβούνται από τον υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών. 

Κατά τη διάρκεια της φλεγμονώδους απάντησης, ενεργοποιημένα λεμφοκύτταρα και 

μακροφάγα ενεργοποιούν τον άξονα ΥΥΕ με τελικό αποτέλεσμα την έκκριση γλυκοκορτικοειδών 

από τον φλοιό των επινεφριδίων. Τα παραγόμενα γλυκοκορτικοειδή ενεργοποιούν στη συνέχεια 

ποικιλία κυττάρων, με τελικό αποτέλεσμα την καταστολή της φλεγμονής. 

5.1 Αλληλεπίδραση του άξονα με το ανοσοποιητικό σύστημα 

 

H στενή αλληλεπίδραση και ο μηχανισμός παλίνδρομης ρύθμισης που υπάρχει μεταξύ άξονα 

Υποθαλάμου-Υπόφυσης-Επινεφριδίων και ανοσολογικού συστήματος έχει διαπιστωθεί αρκετά 

χρόνια πριν [93]. Κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος ενεργοποιούν τον άξονα μέσω της 
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έκκρισης κυτταροκινών, όπως είναι οι ΙL-1, IL-6, TNF-α και ιντερφερόνες [94]. Τα 

γλυκοκορτικοειδή παράλληλα, μπορούν να επηρεάσουν την λειτουργία και κινητικότητα κυττάρων 

του ανοσοποιητικού συστήματος, όπως μονοκύτταρα, μακροφάγα, ουδετερόφιλα και Τ-κύτταρα 

[95]. Επίσης, καταστέλλουν την υπερβολική παραγωγή και απελευθέρωση κυτταροκινών που θα 

ήταν καταστροφική για τον οργανισμό [96]. Ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών βρίσκεται σε όλα 

σχεδόν τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος και η ενεργοποίηση του, με την πρόσδεση 

φυσικών ή συνθετικών γλυκοκορτικοειδών, έχει σαν αποτέλεσμα την καταστολή παραγωγής 

φλεγμονωδών μεσολαβητών [96]. Η καταστολή αυτή πραγματοποιείται μέσω αλληλεπίδρασης με 

τον ΝF-κB και την πρωτεΐνη AP-1. 

Σε αντίθεση με την κλασική άποψη, που υποστήριζε ότι τα γλυκοκορτικοειδή εμφανίζουν 

ανοσοκατασταλτική δράση, σήμερα πλέον θεωρείται ότι λειτουργούν κυρίως ως τροποποιητές του 

ανοσοποιητικού συστήματος [97]. Αρκετές μελέτες αναδεικνύουν ότι τα γλυκοκορτικοειδή επάγουν 

την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με το εγγενές ανοσοποιητικό σύστημα, 

συμπεριλαμβανομένων των TLR-2 και TLR-4 [98] [99]. Eπιπρόσθετα, ρυθμίζουν την απάντηση του 

επίκτητου ανοσοποιητικού συστήματος, μέσω της δυνατότητας να καταστέλλουν την μετακίνηση 

των Th1(T helper cell type 1) και να ενισχύουν την μετακίνηση των Th2 (T helper cell type 2) στα 

σημεία της φλεγμονής [100]. 

Η ενεργοποίηση του άξονα Υποθάλαμος-Υπόφυση-Επινεφρίδια μέσω κυτταροκινών, μετά 

την είσοδο παθογόνου και την επακόλουθη παραγωγή γλυκοκορτικοειδών από τα επινεφρίδια, 

εθεωρείτο ότι αποτελούσε τον κύριο μηχανισμό ομοιόστασης [101]. Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι 

κύτταρα του φλοιού των επινεφριδίων διαθέτουν δικούς τους υποδοχείς ΤLRs και επίσης εκκρίνουν 

κυτταροκίνες, όπως TNF-α και IL-6, μετά από διέγερση με LPS [102]. 

 

5.2 Προλακτίνη 

 

Η προλακτίνη είναι πολυπεπτίδιο που παράγεται από την υπόφυση και από ποικίλες εκτός υπόφυσης 

θέσεις (φθαρτός υμένας, μυομήτριο, μαστός, λεμφοκύτταρα, προστάτης) και ενεργοποιεί μονοπάτια 

σηματοδότησης που πυροδοτούνται από την πρόσδεσή της στον υποδοχέα της προλακτίνης. 

Αποτέλεσμα της παραπάνω ενεργοποίησης, είναι η έκφραση γονιδίων που επηρεάζουν τον 

μεταβολισμό, το ανοσοποιητικό σύστημα και άλλες φυσιολογικές λειτουργίες. 

Kατά τη διάρκεια της ανοσολογικής απάντησης, η προλακτίνη διεγείρει τα Τ και Β 

λεμφοκύτταρα, μακροφάγα, CD34 αιμοποιητικά κύτταρα όπως επίσης και τα δενδριτικά κύτταρα 

[103],[104],[105]. Όλες οι παραπάνω δράσεις, μπορεί να πραγματοποιηθούν μέσω προλακτίνης που 
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συντίθεται στην υπόφυση ή από κύτταρα εκτός υπόφυσης. Μελέτες με την χρήση RT-PCR 

ανέδειξαν ότι κύτταρα που εκφράζουν mRNA προλακτίνης βρίσκονται σε όλους τους ιστούς του 

ανθρώπινου ανοσοποιητικού συστήματος όπως θύμος, σπλήνας και λεμφαδένες [106]. Ένα μόριο με 

παρόμοια δομή με την προλακτίνη εκκρίνεται από περιφερικά μονοπύρηνα αίματος και υποδοχείς 

προλακτίνης μπορεί να βρεθoύν σε πολλούς κυτταρικούς τύπους, όπως μονοκύτταρα και 

λεμφοκύτταρα [107]. Η παρουσία, υποδοχέων προλακτίνης σε ποικίλα κύτταρα του ανοσοποιητικού 

συστήματος, υποδηλώνει ότι η προλακτίνη μπορεί να δράσει μέσω της παρρακρινούς ή της 

αυτοκρινούς οδού [107] [108]. 

Η έκκριση προλακτίνης από ενεργοποιημένα μονοκύτταρα, τις πρώτες ώρες μετά την 

ενεργοποίηση, υποδηλώνει την σημασία της προλακτίνης στην πρώιμη φλεγμονώδη αντίδραση και 

την αλληλουχία των ανοσολογικών απαντήσεων [109] [110]. Άλλη μελέτη, αναφέρει ότι ανθρώπινα 

μακροφάγα εκκρίνουν προλακτίνη ως απάντηση στην φλεγμονή και σε υψηλές συγκεντρώσεις 

γλυκόζης [111]. Ο ακριβής μοριακός μηχανισμός με τον οποίο η προλακτίνη τροποποιεί το 

ανοσολογικό σύστημα στην οξεία φάση δεν είναι πλήρως γνωστός. Έχει παρατηρηθεί αύξηση της 

παραγωγής NO σε περιτοναϊκά μακροφάγα, μέσω πρωτεινικών τυροσινικών κινασών, MAPK και 

ενεργοποίησης καναλιών ασβεστίου [112]. 

Ο ρόλος της προλακτίνης στην τροποποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος έχει μελετηθεί 

σε ζωικά μοντέλα σήψης. Η χορήγηση προλακτίνης σε σηπτικά ποντίκια συσχετίστηκε με μεταβολές 

του ανοσοποιητικού συστήματος και μειωμένη επιβίωση [113]. Πειραματικές μελέτες εξάλλου, 

αναφέρουν πιθανή συσχέτιση μεταξύ της προλακτίνης και πρωτεϊνών θερμικού σοκ. Εντούτοις, ο 

ρόλος της προλακτίνης ως ορμόνης οξείας φάσης σε ασθενείς με κρίσιμη νόσο παραμένει μέχρι 

σήμερα αδιευκρίνηστος. 
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5.3 Δυσλειτουργία του άξονα σε σήψη 

 

H αντίδραση του άξονα Υποθάλαμος-Υπόφυση-Επινεφρίδια στην σήψη είναι αρκετά περίπλοκη και 

η ταχεία παραγωγή στεροειδών ορμονών κρίσιμη για την επίτευξη ομοιόστασης. Πολυκεντρική 

μελέτη σε μεγάλο αριθμό ασθενών με σήψη και σηπτικό σοκ, ανέδειξε ότι ασθενείς που τελικά 

κατέληξαν είχαν υψηλότερα επίπεδα κορτιζόλης στον ορό αλλά ελαττωμένη απάντηση στην 

διέγερση με ACTH σε σχέση με αυτούς που επιβίωσαν [114]. 

 Έχει παρατηρηθεί διαχωρισμός των επιπέδων ACTH σε σχέση με τα επίπεδα κορτιζόλης, 

κατά την χρόνια φάση σοβαρής νόσου, ενώ υψηλά επίπεδα τόσο κορτιζόλης όσο και ACTH 

παρατηρούνται κατά την οξεία φάση [115]. Ο διαχωρισμός των επιπέδων ACTH και 

γλυκοκορτικοειδών, αποδίδεται στο γεγονός ότι η διέγερση των επινεφριδίων μπορεί να γίνει από 

εναλλακτικές οδούς, συμπεριλαμβανομένης της αλληλεπίδρασης με το ανοσολογικό σύστημα μέσω 

της έκκρισης κυτταροκινών, της απελευθέρωσης  μεσολαβητών μέσω της παρακρινής οδού από 

ενδοθηλιακά και λιπώδη κύτταρα και μέσω της έκκρισης νευροπεπτιδίων [116]. Ο ελλατωμένος 

καταβολισμός της κορτιζόλης, μέσω μειωμένης έκφρασης και δραστικότητας ειδικών ενζύμων που 

συμμετέχουν στο μεταβολισμό της κορτιζόλης, έχει προταθεί πρόσφατα ως άλλη μια αιτία για 

μειωμένα επίπεδα  CRH και ACTH [117].  

Ο Marik, εισήγαγε τον όρο ανεπάρκεια κορτικοειδών οφειλόμενη σε σοβαρή νόσο [Critical 

Illness Related Corticoid Insufficience (CIRCI)] για να περιγράψει μια κατάσταση που 

χαρακτηρίζεται από ανεπάρκεια γλυκοκορτικοειδών σε κυτταρικό επίπεδο, ενώ τα επίπεδα της 

κορτιζόλης στο πλάσμα μπορεί να είναι φυσιολογικά, ελλατωμένα ή αυξημένα [118]. Η ανεπάρκεια 

αυτή προκύπτει, είτε από αντίσταση στη δράση της κορτιζόλης σε κυτταρικό επίπεδο, είτε από 

σχετική επινεφριδική ανεπάρκεια. 
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6.Υποδοχέας γλυκοκορτικοειδών 

6.1 Δομή υποδοχέα γλυκοκορτικοειδών 

 

Ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών (GR) εκφράζεται σε κάθε ιστό του σώματος, σε όλα τα 

σπονδυλωτά που έχουν μελετηθεί, παρουσιάζοντας αξιοσημείωτη σταθερότητα στη δομή και την 

λειτουργία, γεγονός που αναδεικνύει τη σημασία του στην διατήρηση της ομοιόστασης του 

οργανισμού [119] [120]. Ο GR ανήκει στη μεγάλη οικογένεια των πυρηνικών υποδοχεών που 

περιλαμβάνει μεταξύ άλλων τους υποδοχείς για τις θυρεοειδικές ορμόνες, το ρετινοϊκό οξύ, τη 

βιταμίνη D3 και τις στεροϊδικές ορμόνες [121]. 

 H πρωτεΐνη του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών έχει αρθρωτή δομή και 

αποτελείται από τρείς λειτουργικές περιοχές [122] [Eικόνα 8]: 

A. την αμινοτελική περιοχή (NTD) 

B. την περιοχή σύνδεσης με το DNA[DNA binding domain (DBD)] 

Γ. την περιοχή σύνδεσης με τον προσδέτη [ligand-binding domain (LBD)] 

Η περιοχή που βρίσκεται ανάμεσα στις περιοχές DBD και LBD είναι γνωστή ως περιοχή του αρμού 

[hinge region(H)].  

Η αμινοτελική περιοχή, που περιλαμβάνει τα αμινοξέα 1 εως 420, είναι η λιγότερο 

διατηρημένη εξελικτικά περιοχή ανάμεσα στους πυρηνικούς υποδοχείς. Περιλαμβάνει την περιοχή 

ενεργοποίησης 1 [Activation Function 1(AF-1)], η οποία ενεργοποιεί γονίδια στόχους με ένα 

σταθερό τρόπο ανεξάρτητα από την ένωση με συγκεκριμένο  προσδέτη, και αποτελεί την κυριότερη 

περιοχή μετα- μεταγραφικών τροποποιήσεων [123]. 

H κεντρική περιοχή σύνδεσης με το DNA είναι η πιο διατηρημένη περιοχή μεταξύ των 

πυρηνικών υποδοχέων και περιλαμβάνει δυο δακτυλίους ψευδαργύρου, μέσω των οποίων 

προσδένεται σε συγκεκριμένες αλληλουχίες στόχους DNA. Αυτές οι DBD αλληλουχίες ονομάζονται 

αλληλουχίες που αποκρίνονται στα γλυκοκορτικοειδή [Glucocorticoid Response Elements (GRE)].  

H περιοχή δέσμευσης του προσδέτη αποτελεί την περιοχή όπου προσδένονται τα 

γλυκοκορτικοειδή και περιέχει μια δεύτερη περιοχή ενεργοποίησης, την περιοχή ενεργοποίησης 2  

(AF-2).  Η LBD συμβάλλει στην αλληλεπίδραση με πρωτεΐνες θερμικού σοκ, συνενεργοποιητές και 

άλλους μεταγραφικούς παράγοντες. Αξιοσημείωτο είναι ότι στην LBD εδράζονται αλληλουχίες που 

είναι σημαντικές για τον διμερισμό του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών, καθώς και για την 

μετακίνησή του από το κυτταρόπλασμα στον πυρήνα. 
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Εικόνα 8. Aρθρωτή δομή της πρωτεΐνης του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών. Διακρίνεται η 

αμινοτελική περιοχή, η κεντρική περιοχή σύνδεσης με το DNA, η περιοχή του αρμού και η περιοχή 

δέσμευσης με τον προσδέτη. 

Οι οριζόντιες γραμμές πάνω από την πρωτεϊνη απεικονίζουν περιοχές που σχετίζονται με συγκεκριμένες 

δράσεις. Η δέσμευση των συνενεργοποιητών γίνεται στις NTD και LBD. Αλληλουχίες σημαντικές για τον 

διμερισμό βρίσκονται τόσο στην LBD όσο και στην DBD. 

NTD: αμινοτελική περιοχή 

DBD: περιοχή σύνδεσης με το DNA 

LBD: περιοχή δέσμευσης του προσδέτη 

Cofactor binding: δέσμευση συνενεργοποιητών 

Hsp: Πρωτεΐνες θερμικού σοκ 

NRS: Nuclear retention signal 

NLS: Νuclear localization signal 

AF: Περιοχή ενεργοποίησης  

Tροποποιημένο από Vandevyver[124] 

 

 



 
 

Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήμιο Κρήτης                                                                             Κωνσταντίνος Γ. Βάρδας, Διδακτορική Διατριβή 

 

49 

6.2 Γονίδιο υποδοχέα γλυκοκορτικοειδών 

 

Ο ανθρώπινος υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών hGR κωδικοποιείται από ένα γονίδιο (NR3C1) 

που εδράζεται στο χρωμόσωμα 5(5q31Y32) και αποτελείται από 10 εξώνια [2]. H υπεύθυνη για την 

κωδικοποίηση του υποδοχέα περιοχή αποτελείται από τα εξώνια 2-9, ενώ το δέκατο εξώνιο αποτελεί 

την 5΄-αμετάφραστη περιοχή. Τα εξώνια 2-8 μεταφράζονται σταθερά και αποτελούν πάντοτε 

συστατικό του mRNA του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών, κάτι το οποίο δεν ισχύει για το εξώνιο 

9. Υπάρχουν δύο διαφορετικές ισομορφές του εξωνίου 9, τα εξώνια 9α και 9β που μπορούν να 

παράγουν διαφορετικό ώριμο mRNA [Εικόνα 9].  

6.3 Ισομορφές πρωτεΐνης υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

 

Το μάτισμα του εξωνίου 9α δημιουργεί αγγελιοφόρο mRNA για τον υποδοχέα γλυκοκορτικοειδών 

τύπου α (GRα mRNA) που δημιουργεί μια πρωτεΐνη με μια μοναδική αλληλουχία 50 αμινοξέων στο 

καρβοξυτελικό άκρο του [3]. Η πρωτεΐνη αυτή, ο υποδοχέας γλυκοκορτικοειδών τύπου α (GRα), 

δεσμεύει την κορτιζόλη, DNA και άλλους μεταγραφικούς παράγοντες, τροποποιώντας έτσι την 

μεταγραφική ικανότητα των γονιδίων στόχων.  

Η ωρίμανση του εξωνίου 9β δημιουργεί mRNA για τον υποδοχέα τύπου β, το οποίο 

μεταφράζεται σε πρωτεΐνη με 15 ευδιάκριτα αμινοξέα στο καρβοξυτελικό άκρο του. Η πρωτεϊνη 

αυτή, ο GRβ, δεν δεσμεύεται με άλλους προσδέτες και αδυνατεί να ενεργοποιήσει την μεταγραφή. 

Επομένως, ο GRα αλληλεπιδρά με την κορτιζόλη και είναι ενεργός, ενώ ο GRβ δεν είναι δραστικός 

καθώς αδυνατεί  να προσδεθεί με τα  κορτικοειδή και να ενεργοποιήσει την μεταγραφή. 

Το εναλλακτικό μάτισμα του γονιδίου δημιουργεί τρείς επιπλέον ισομορφές της πρωτεΐνης: 

τις GRγ, GRΑ και GRP. Η ισομορφή GRγ εμφανίζει το 50% της δραστικότητας του GRα και η 

έκφραση της σε οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία στα παιδιά έχει συσχετιστεί με αντίσταση στα 

γλυκοκορτικοειδή [125]. Oι ισομορφές GRΑ και GRP δεν δεσμεύουν τα γλυκοκορτικοειδή, αφού 

έχουν απωλέσει μεγάλο τμήμα της περιοχής δέσμευσης (LBD). H ισομορφή GRP εκφράζεται σε 

φυσιολογικούς ιστούς και αυξημένη έκφραση έχει παρατηρηθεί σε αιματολογικές κακοήθειες, όπου 

παρατηρείται αυξημένη αντίσταση στα κορτικοειδή [126]. 
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Εικόνα 9.  Το γονίδιο του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών βρίσκεται στο χρωμόσωμα 5q-31. Το 

μάτισμα του εξωνίου 9α δημιουργεί αγγελιοφόρο mRNA για τον υποδοχέα γλυκοκορτικοειδών τύπου α 

(GRα mRNA), που δημιουργεί μια πρωτεΐνη με μια μοναδική αλληλουχία 50 αμινοξέων στο 

καρβοξυτελικό άκρο του [3]. Η πρωτεΐνη αυτή, ο υποδοχέας γλυκοκορτικοειδών τύπου α (GRα), 

δεσμεύει την κορτιζόλη, DNA και άλλους μεταγραφικούς παράγοντες, τροποποιώντας έτσι την 

μεταγραφική ικανότητα των γονιδίων στόχων. Η έναρξη της μεταγραφής σε διαφορετικά σημεία του 

GRmRNA δημιουργεί ισομορφές του υποδοχέα με σταδιακά μικρότερη NTDs. NDT: N-terminal 

transactivation domain, DBD: DNA binding domain, LBD: ligand binding domain. 

 

 

 

 

 

 



 
 

Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήμιο Κρήτης                                                                             Κωνσταντίνος Γ. Βάρδας, Διδακτορική Διατριβή 

 

51 

6.4 Γενωμικές δράσεις γλυκοκορτικοειδών 

 

Απουσία κορτικοειδών, ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών τύπου α (GRα) βρίσκεται κυρίως στο 

κυτταρόπλασμα των κυττάρων όπου αποτελεί μέρος ενός πρωτεϊνικού συμπλόκου που αποτελείται 

από μοριακές τσαπερόνες (HSP90, HSP 70, HSP 23, HSP 40) και ανοσοφυλλίνες (FKBP51 και 

FKBP52)[127] [Εικόνα 10]. Η πρωτεΐνη θερμικού σοκ 90 είναι η κύρια πρωτεΐνη του συμπλόκου 

και συνδέεται με την LBD του GRα ώστε το σύμπλοκο να αποκτήσει την κατάλληλη υψηλής 

χημικής συγγένειας στερεοδιαμόρφωση [122]. Σε απάντηση στα γλυκοκορτικοειδή το σύμπλοκο 

GRα υφίσταται αλλαγή στη διαμόρφωση, φωσφορυλιώνεται, αποσυνδέεται από το πρωτεϊνικό 

σύμπλοκο και μετατοπίζεται στον πυρήνα [128].  

 

Εικόνα 10.  Πρωτεϊνικό σύμπλοκο υποδοχέα γλυκοκορτικοειδών με μοριακές τσαπερόνες και ανοσοφυλλίνες. 

Μέσα στον πυρήνα, ο υποδοχέας προσδένεται ως ομοδιμερές με συγκεκριμένες αλληλουχίες 

του  εκκινητή των γονιδίων στόχων και ρυθμίζει την έκφραση τους θετικά ή αρνητικά [Εικόνα 11]. 

Ο  GRα ρυθμίζει την έκφραση των γονιδίων στόχων θετικά ή αρνητικά μέσω άμεσης πρόσδεσης με 

τις GRE περιοχές των γονιδίων στόχων, είτε έμμεσα βοηθώντας την πρόσδεση μεταγραφικών 

παραγόντων, είτε τέλος με ένα σύμπλοκο τρόπο που περιλαμβάνει τόσο άμεση πρόσδεση στις 
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συγκεκριμένες περιοχές των γονιδίων στόχων όσο και αλληλεπιδράσεις με μεταγραφικούς 

παράγοντες που βρίσκονται σε γειτονικές θέσεις [Εικόνα 11]  

 

 

Εικόνα 11.  Ο GRα ρυθμίζει την έκφραση των γονιδίων στόχων, μετά την είσοδο στον πυρήνα και δέσμευση σε 

συγκεκριμένες περιοχές των γονιδίων στόχων, με διαφορετικούς τρόπους α. άμεσα β. έμμεσα, βοηθώντας 

την πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων όπως ο STAT3 γ. με ένα σύμπλοκο τρόπο, που περιλαμβάνει 

τόσο άμεση πρόσδεση όσο και αλληλεπίδραση με μεταγραφικούς παράγοντες. 

GRE: glucocorticoid response elements, n GRE: negative glucocorticoid response elements,  

HSP: heat shock protein, GR: glucocorticoid receptor, HSP: heat shock protein., STAT :Signal 

transducers and activators of transcription 

 

 

  Οι περισσότερες από τις αντιφλεγμονώδεις δράσεις των γλυκοκορτικοειδών φαίνεται να 

οφείλονται σε ένα σημαντικό μηχανισμό αρνητικής ρύθμισης που περιλαμβάνει άμεση πρόσδεση 

και αλληλεπίδραση με μεταγραφικούς παράγοντες [129]. Ο μηχανισμός αυτός περιλαμβάνει την 

σύνδεση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών με μεταγραφικούς παράγοντες και ειδικότερα με 

τους nuclear factor (NF)-κB  και activator protein-1 (AP1) [130]. 

Ο NF-κB, που αποτελεί ένα ετεροδιμερές του p50 και p65, βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα ως 

σύμπλοκο με ανασταλτικές ΙκΒ πρωτεΐνες. Ενεργοποίηση του συμπλόκου ΙΒΒ οδηγεί σε 

φωσφορυλίωση της ανασταλτικής πρωτεΐνης (επιτρέποντας έτσι την εκφύλιση της) και δίνοντας την 

δυνατότητα στον NF-κB να μεταναστεύσει στον πυρήνα και να οδηγήσει στην έκφραση 

κυτταροκινών, όπως πχ της IL-6. Ο NF-κB  χρησιμοποιεί τον μεταγραφικό παράγοντα  IRF3 
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(Interferon Regulatory Factor 3) ως ένα απαραίτητο συν-διεγέρτη συγκεκριμένων γονιδίων στόχων 

και η σύνδεση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στην υπομονάδα p65 αναστέλλει την ένωση 

p65-IRF3 [Εικόνα 12α], μετατρέποντας την κατεσταλμένη RNA πολυμεράση σε ενεργό 

πολυμεράση που μπορεί να παράγει ώριμο mRNA [131]. Με παρόμοιο τρόπο, ο GR εμποδίζει την 

αλληλεπίδραση του συμπλόκου PTEFb (positive transcription elongation factor b) με την υπομονάδα  

p65, η οποία απαιτείται για την ενεργοποίηση γονιδίων στόχων του NF-kB [132]. 

Ένας άλλος τρόπος που χρησιμοποιεί ο ενργοποιημένος υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών 

για να καταστέλλει τις φλεγμονώδεις αντιδράσεις είναι μέσω του GRΙP1 (Glucocorticoid Receptor 

Interacting Protein-1) [Εικόνα 12β] [133]. Η ικανότητα του GRΙP1 να μετατρέπεται από 

ενεργοποιητής σε καταστολέα της μεταγραφής εξαρτάται από μια συγκεκριμένη περιοχή που 

καθίσταται ενεργός μετά την πρόσδεση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών με τους NF-κB  ή τον 

AP-1 [134]. 

 

Εικόνα 12 Α. Ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών αλληλεπιδρά με την υπομονάδα p65 toυ NF-κB και εμποδίζει 

την πρόσδεση του IRF3 ή του PTEFb με τον εκκινητή. 

  Β. Η αλληλεπίδραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών με τον GRIP1 καταστέλλει την  

   μεταγραφή συγκεκριμένων γονιδίων στόχων. 

PTEFb: positive transcription elongation factor b), GRΙP1: glucocorticoid receptor interacting protein 

1, NF-κB: nuclear factor kB, AP1: activator protein-1 

Τροποποιημένο από Glass [130] 
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6.5 Μη γενωμικές δράσεις του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

 

Παράλληλα με τις γενωμικές δράσεις του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών, στις οποίες έχουμε 

πρωτεϊνική σύνθεση (μέσω της μετατόπισης του GR στον πυρήνα) και οι οποίες δεν συμβαίνουν 

άμεσα, διακρίνουμε και μη γενωμικές δράσεις, οι οποίες συμβαίνουν εντός δευτερολέπτων ή λεπτών 

[135]. Σε αντίθεση με τις γενωμικές δράσεις, οι μη γενωμικές δράσεις δεν προϋποθέτουν πρωτεϊνική 

σύνθεση και πραγματοποιούνται ταχύτατα μετά την ενεργοποίηση του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών. Οι μη γενωμικές αυτές δράσεις, μεσολαβούνται από αλληλεπιδράσεις με τον 

GR που είναι δεσμευμένος στις κυτταρικές μεμβράνες [136] [137] ή  βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα 

[138]. Η αλληλεπίδραση με διάφορες κινάσες, όπως phosphoinositide 3-kinase, AKT, και  Μitogen-

Activated Protein Kinases (MAPKs) θεωρείται ότι διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην εκδήλωση 

των μη γενωμικών δράσεων [139].  

Η παρουσία σε φυσιολογικές συνθήκες του μεμβρανικού GR σε μονοκύτταρα και Β-κύτταρα 

που απομονώθηκαν από περιφερικό αίμα έχει διαπιστωθεί εδώ και αρκετά χρόνια [140]. Πρόσφατη 

μελέτη συσχετίζει τις μη γενωμικές δράσεις των γλυκοκορτικοειδών με αναστολή των βασεόφιλων 

του περιφερικού αίματος [141]. Χαρακτηριστικά επιπλέον παραδείγματα μη γενωμικής δράσης  

αποτελούν η άμεση καταστολή της έκκρισης ACTH από την πρόσθια υπόφυση [142]
 
[143] και η 

άμεση καταστολή του μονοπατιού σηματοδότησης που περιλαμβάνει τον υποδοχέα των Τ- 

κυττάρων [144]. Συμπερασματικά, οι  γενωμικές δράσεις του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

αυξάνουν την πολυπολοκότητα και διευρύνουν των εύρος των επιδράσεων των γλυκοκορτικοειδών. 
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Εικόνα 13.  Γενωμικές και μη γενωμικές δράσεις του υποδοχέα των γλτκοκορτικοειδών.  

Στις γενωμικές δράσεις η δέσμευση των DAMPs ή PAMPs σε υποδοχείς της κυτταρικής δράσης οδηγεί σε πρωτεϊνική 

σύνθεση με την βοήθεια μεταγραφικών παραγόντων. Αντίθετα οι μη γενωμικές δράσεις συμβαίνουν ταχύτατα και δεν 

προϋποθέτουν πρωτεϊνική σύνθεση. Παράδειγμα μη γενωμικής δράσης αποτελεί η άμεση καταστολή της έκκρισης ACTH 

από την πρόσθια υπόφυση.  

NF-κB: nuclear factor κB,  AP-1: activator protein-1, 
PAMPs: pathogen associated molecular patterns, CRH (Corticotropin Releasing Hormone),  

GRα: υποδοχέας γλυκοκορτικοειδών τύπου α 
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6.6 Tροποποιήσεις του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών μετά την μεταγραφή 

 

Ο ανθρώπινος υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών υπόκειται σε μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις, 

οι οποίες επηρεάζουν την μεταγραφική ικανότητα, την σταθερότητα και την αλληλεπίδραση με 

άλλες πρωτεΐνες, αυξάνοντας περαιτέρω την ετερογένεια στις δράσεις του. Οι τροποποιήσεις  αυτές 

αποτελούν αντικείμενο έρευνας τις τελευταίες δεκαετίες και περιλαμβάνουν τις α) φωσφορυλίωση 

β) ακετυλίωση γ) ουμπικουϊτινιλίωση δ) σουμοϋλίωση ε) νιτροζυλίωση και ζ) οξείδωση. 

Η φωσφορυλίωση αποτελεί την καλύτερα μελετημένη μετα-μεταγραφική τροποποίηση του 

ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών [145], [146][147]. Ο ανθρώπινος υποδοχέας των 

γλυκοκορτικοειδών έχει τουλάχιστον επτά  κατάλοιπα σερίνης (Ser -113, Ser-134, Ser-141, Ser-203,  

Ser-211, Ser-226, Ser-404) που φωσφωρυλιώνονται κάτω από κατάλληλες συνθήκες από διάφορες 

κινάσες και οι οποίες τροποποιούν την λειτουργία του GR και αυξάνουν περαιτέρω την ετερογένεια 

στις δράσεις του. Στις δράσεις αυτές εμπλέκονται οι Mitogen-Activated Protein Kinases (ΜAPKs), 

cyclin-dependent kinases, casein kinase II και Glycogen Synthase Kinase 3b(GSK3β) [145]. Ο 

υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών για παράδειγμα είναι ανενεργός και βρίσκεται στο 

κυτταρόπλασμα όταν φωσφορυλιώνεται στη σερίνη 203 ενώ γίνεται ενεργός όταν φωσφορυλιώνεται 

στην σερίνη 211 [145]. Άλλη μελέτη έχει αναδείξει ότι τα επίπεδα φωσφορυλίωσης στην σερίνη 211 

σε σχέση με την σερίνη 226 επηρεάζουν την μεταγραφική ικανότητα του υποδοχέα [148]. Η 

φωσφορυλίωση της σερίνης 404 μεταβάλλει τη μεταγραφική ικανότητα του υποδοχέα, επηρεάζει  

την έξοδο στο κυτταρόπλασμα και την δραστικότητα του πυρηνικού παράγοντα κβ (NF-κΒ). 

 Η ακετυλίωση  του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών περιγράφηκε για πρώτη 

φορά στις λυσίνες 494 και 495 της περιοχής του αρμού (hinge region) και σήμερα είναι γνωστό ότι 

επηρεάζει τις βιολογικές δράσεις των ιστών στόχων [149]. Πρόσφατες μελέτες έχουν αναδείξει ότι η 

ακετυλίωση μέσω του μεταγραφικού παράγοντα Clock (Circadian locomotor output cycle kaput) 

μπορεί να επηρεάσει τη μεταγραφική δραστικότητα μέσω διαφορετικών μηχανισμών [150],[151]. 

 Η ουμπικουϊτίνη είναι μια πρωτεΐνη με μοριακό βάρος 76 η οποία όταν δεσμεύεται σε 

συγκεκριμένες σερίνες καθιστά το σύμπλοκο περισσότερο ευαίσθητο σε εκφύλιση από 

πρωτεοσώματα και επηρεάζει τα επίπεδα του ενδοκυττάριου υποδοχέα και ακολούθως την 

μεταγραφή [152],[153]. 

 Σουμοϋλίωση είναι η προσθήκη ενός μορίου με μοριακό βάρος 11KD που ονομάζεται Small 

Ubquitine Modifier 1(SUMO-1) και προσδένεται στις λυσίνες της πρωτεΐνης στόχου [154]. Ο hGR 

περιλαμβάνει τρείς θέσεις σουμοϋλίωσης: τις λυσίνες 277, 293 και 703 [155]. Η σουμοϋλίωση του 
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hGRα επάγει την εκφύλιση, αποσταθεροποεί τον υποδοχέα και αναστέλλει την μεταγραφική του 

δραστικότητα [156]. 

 

Εικόνα 14. Απεικονίζονται οι κυριότερες μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις του ανθρώπινου υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών, οι οποίες  αυξάνουν περαιτέρω την ετερογένεια στις δράσεις του. 

 

7.Πρωτεΐνες θερμικού σοκ 

 

Η παραγωγή πρωτεϊνών ως απάντηση στο θερμικό σοκ παρατηρήθηκε για πρώτη φορά το 1962  σε 

κύτταρα της Droshophila, όπου η τυχαία αύξηση της θερμοκρασίας σε πειραματικές συνθήκες 

οδήγησε στην παραγωγή ειδικών πρωτεϊνών που έχουν θερμο-ανθεκτικές ιδιότητες και αργότερα 

ονομάστηκαν πρωτεΐνες θερμικού σοκ [157]. Μετέπειτα μελέτες ανέδειξαν την παρουσία των 

παραπάνω πρωτεϊνών σε όλα τα ευκαρωτικά και προκαρυωτικά κύτταρα, διατηρώντας μάλιστα μια 

αξιοσημείωτη ομοιότητα στην αλληλουχία αμινοξέων μεταξύ των ειδών [158]. Oι πρωτεΐνες 

θερμικού σοκ αυξάνονται σε κύτταρα που υπόκεινται σε στρεσογόνο ερέθισμα όπως υποξία, 

οξειδωτικό στρες, φλεγμονή και πυρετό [159]. Η αύξηση αυτή αποτελεί προστατευτικό μηχανισμό 

για το κύτταρο, καθώς οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ δρουν ως μοριακοί συνοδοί (τσαπερόνες), 

βοηθώντας δηλαδή την σωστή αναδίπλωση των νέο-συντιθέμενων πρωτεϊνών, την εκφύλιση 

εκείνων με ελαττωματική διαμόρφωση και την αποφυγή πρωτεϊνικών συναθροίσεων [160]. H κύρια 

αυτή λειτουργία της σταθεροποίησης των νέων πρωτεινών πραγματοποιείται στο κυτταρόπλασμα. 
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Παρά τη σημαντική αυτή δράση τους εντούτοις, έχει δειχθεί σήμερα ότι οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ 

δεν είναι αποκλειστικά ενδοκυττάριες πρωτεΐνες. 

 

7.1Εξωκυττάριες πρωτεΐνες θερμικού σοκ 

 

Η ανέρευση  των πρωτεϊνών θερμικού σοκ σε εξωκυττάρια θέση μετά από νέκρωση ιστών [161] και 

η δυνατότητα ενεργοποίησης κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος [162] που παρατηρήθηκε 

στις αρχές της προηγούμενης δεκαετίας, έστρεψαν το ενδιαφέρον των ερευνητών στις εξωκυττάριες 

πρωτεΐνες θερμικού σοκ. H δυνατότητα τροποποίησης του ανοσοποιητικού συστήματος αποδίδεται 

τόσο στην δράση τους ως αγωνιστών των TLRs [163] όσο και στην επαγωγή ανοχής στην 

ενδοτοξίνη [69]. Προκαλούν δηλαδή είτε ανοσοδιέγερση, είτε ανοσοκαταστολή. Σήμερα, καθώς 

εκτός από την προστασία του κυττάρου δρουν και σαν κυτταροκίνες, περιγράφονται πλέον με τον 

όρο τσαπεροκίνες [162]. 

7.2 Πρωτεΐνη θερμικού σοκ με μοριακό βάρος 70 KDa (HSP70) 

 

Μια από τις κύριες πρωτεΐνες θερμικού σοκ είναι η HSP70 που ονομάστηκε έτσι λόγω του μοριακού 

της βάρος που είναι περίπου 70 KD. Η μοριακή τσαπεροκίνη HSP70 εμφανίζει  αντιφλεγμονώδεις 

δράσεις [165] και εμποδίζει παράλληλα την απόπτωση, τον προγραμματισμένο δηλαδή κυτταρικό 

θάνατο [166] [167]. Η HSP70 ενεργοποιεί υποδοχείς κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος και 

οδηγεί στην ενεργοποίηση του μονοπατιού NF-κΒ και την παραγωγή κυτταροκινών [162]. 

Aυξημένα επίπεδα HSP72 έχουν βρεθεί σε ασθενείς με  φλεγμονώδη μυοπάθεια, τραυματισμό 

πνεύμονα [168], οξύ στεφανιαίο σύνδρομο και στηθάγχη [169], τραύμα [170], φλεγμονή και σήψη 

[171]. Η χρήση αγωνιστών των TLRs επίσης, οδηγεί σε αύξηση της ενδοκυττάριας έκφρασης της 

HSP72 και της απελευθέρωσης στον ενδοκυττάριο χώρο [172]. 

7.3 Πρωτεΐνη θερμικού σοκ με μοριακό βάρος 90 KDa (HSP90) 

 

H HSP 90 είναι από τις πιο άφθονες κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες και αποτελεί το 1-2% του 

συνόλου των πρωτεϊνών των ευκαρυωτικών κυττάρων [173]. Ορισμένες HSP 90 μεταναστεύουν 

στον πυρήνα μετά από στρες ή άλλα ερεθίσματα και η μεταφορά αυτή γίνεται μετά από 

αλληλεπίδραση  με συγκεκριμένες  πρωτεΐνες [174]. Η HSP 90 χρησιμοποιεί την ενέργεια από την 

πρόσδεση και υδρόλυση του ATP για αναδίπλωση πρωτεϊνών που συμμετέχουν στο εγγενές και 

επίκτητο ανοσοποιητικό σύστημα, την ωρίμανση των πυρηνικών υποδοχέων και τη μεταφορά 
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σήματος [Εικόνα 15]. Οι λειτουργίες αυτές επιτελούνται μέσω αλληλεπίδρασης με περισσότερες από 

20 co-chaperones που βοηθούν την αναγνώριση από κατάλληλες πρωτεΐνες και τροποποιούν τις 

βιοχημικές τους ιδιότητες [175]. 

 

Εικόνα 15.   Η HSP 90 ελέγχει διαφορετικές κυτταρικές διαδικασίες μέσω αλληλεπίδρασης με ειδικές πρωτεΐνες 

Η HSP 90 συνδέεται με co-chaperons, όπως την p23, την ΗΟP (HSP 90-Organizing Protein), το 

σύμπλοκο HSP 70- HSP 40 και άλλες (πράσινο χρώμα). 

HSF1- heat shock factor 1,TERT- telomerase reverse transcriptase, eNOS- endothelial nitric oxide 

synthase 

GR- glucocorticoid receptor, LRR-Leu‑rich repeat, TOM70- translocase of outer membrane 70 kDa, 

FKBP- FK506‑binding protein, 

Τροποποιημένο από Τaipale et al [175] 
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IΙ. EΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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1.Υπόθεση 

 

Η παρούσα μελέτη εξετάζει την υπόθεση ότι : 

Α. Ασθενείς με σήψη ή SIRS παρουσιάζουν στην οξεία φάση του stress μεταβαλλόμενη γονιδιακή 

και πρωτεϊνική έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών ανάλογα με τη βαρύτητα της  νόσου, 

τη διέγερση των κυτταροκινών και τον κυτταρικό υποπληθυσμό.  

β. Οι εξωκυττάριες και ενδοκυττάριες πρωτεΐνες θερμικού σοκ δρουν ως σήμα κινδύνου σε 

καταστάσεις στρες ενηλίκων και σχετίζονται με την έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

και την παράλληλη διέγερση του άξονα και της προλακτίνης.  
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2.Σκοπός της μελέτης 

 

Η αποτελεσματικότητα της θεραπείας με κορτικοειδή και ο κατάλληλος χρόνος χορήγησης αυτών σε 

ασθενείς με σήψη αποτελεί αντικείμενο εκτεταμένης ερευνητικής μελέτης εδώ και αρκετές 

δεκαετίες. Οι πολύπλοκοι παθοφυσιολογικοί μηχανισμοί όμως που σχετίζονται με την αντίσταση 

στην κορτιζόλη  παραμένουν ακόμα αδιευκρίνιστοι και το ενδιαφέρον έχει επικεντρωθεί σε μοριακό 

επίπεδο στον υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών. 

Στόχος μας ήταν: 

α. να μελετήσουμε την γονιδιακή έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (mRNA GRα) σε 

ολικό αίμα, σε ασθενείς με σήψη και να τη συγκρίνουμε με την αντίστοιχη έκφραση σε ασθενείς με 

άσηπτη φλεγμονή μετά από τραύμα και σε υγιείς ενήλικες. 

β. να μελετήσουμε την πρωτεϊνική έκφραση (MFI) του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών σε 

μονοκύτταρα στις υπό μελέτη ομάδες και να εξετάσουμε εάν υπάρχει συσχέτιση γονιδιακής και 

πρωτεϊνικής έκφρασης καθώς και συσχέτισή τους με τα επίπεδα ορμονών του άξονα, προλακτίνης, 

HSP72 και 90a και ιντερλευκινών. 

γ. να συγκρίνουμε τα επίπεδα γονιδιακής και πρωτεϊνικής έκφρασης των GR υποδοχέων σε 

συνδυασμό με εκείνα των ACTH, κορτιζόλης, προλακτίνης, ιντερλευκινών και των ενδοκυττάριων 

και εξωκυττάριων HSP σε ενήλικες με πρώιμο σηπτικό σοκ, πρώιμο SIRS μη φλεγμονώδους 

αιτιολογίας και υγιείς εθελοντές. Να εξετάσουμε πιθανές διαφορές μεταξύ ασθενών σε σχέση με τη 

θνητότητα. 
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3.Υλικό και Μεθοδολογία 

3.1 Ασθενείς 

Η μελέτη που πραγματοποιήσαμε ήταν προοπτική μελέτη σε νοσηλευόμενους ασθενείς της 

Μονάδας Εντατικής Θεραπείας του Νοσοκομείου Ευαγγελισμός και περιλάμβανε ασθενείς με σήψη 

(48 ασθενείς) και ασθενείς που είχαν μη-λοιμώδες σύνδρομο συστηματικής φλεγμονώδους 

απάντησης (SIRS) μετά από τραύμα (40 ασθενείς). Οι ασθενείς που συμπεριλήφθησαν στην μελέτη 

ήταν διαδοχικές εισαγωγές οι οποίοι πληρούσαν τα κριτήρια ένταξης από το σύνολο των 

νοσηλευομένων της ΜΕΘ (Εικ.16)  

Εικόνα 16. Διάγραμμα ροής της μελέτης μας 

 

SIRS, Systematic Inflammatory Response Syndrome; APACHE, Acute Physiology and Chronic Evaluation; SOFA, 

Sequential Organ Failure Assessment; SAPS III, Simplified Acute Physiology Score; CRP, C-Reacting Protein; PCT, 

Procalcitonin; WBC, White Blood Cells; GRα, glucocorticoid receptor α-isoform; eHSP, extracellular heat shock protein; 

nHSP, neutrophil-HSP; mHSP, monocyte-HSP; MFI, Mean Fluorescence Intensity; IL, interleukin; IFN-γ, interferon 

gamma  
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Η διάγνωση της σηπτικής καταπληξίας και του SIRS έγινε ύστερα από λεπτομερή κλινικό-

εργαστηριακό έλεγχο με βάση τα κριτήρια που αναφέρονται στη διεθνή βιβλιογραφία.   

Σηπτικοί ασθενείς ορίσθηκαν οι ασθενείς που είχαν κλινικά σημεία παρουσίας λοίμωξης και δύο ή 

περισσότερα από τα ακόλουθα: 

 Ταχύπνοια (αναπνοές >20/min) ή PaCO2<32 mmHg ή επί μηχανικής αναπνοής VE/κατά 

λεπτό αναπνοή>10L/min) 

 Καρδιακή συχνότητα >90/min 

 Θερμοκρασία πυρήνος ή ορθού >38
ο
C  ή κάτω από <35,6

ο
C   

 PaO2/FIO2 <280 (απουσία πνευμονικής ή καρδιακής νόσου ως αιτία υποξαιμίας) 

 Λευκοκυττάρωση (>12.000wbc’s/mm
3
) ή λευκοπενία (<4.000wbc’s/mm

3
) ή αύξηση των 

άωρων μορφών (10%) 

 

Βαριά σήψη ορίστηκε η σήψη που συνοδεύεται από δυσλειτουργία οργάνων, υπόταση ή 

εκδηλώσεις συστηματικής  υποάρδευσης όπως: 

 Αύξηση του γαλακτικού οξέος 

 Ολιγουρία (διούρηση <0,5 Ml/kg ΒΣ για τουλάχιστον 1 ώρα 

 Οξεία ελάττωση του επιπέδου συνείδησης 

 

Σηπτική καταπληξία ορίσθηκε ο συνδυασμός της βαριάς σήψης με υπόταση που δεν ανατάσσεται 

με χορήγηση φόρτισης υγρών 500ml (υπόταση = συστολική αρτηριακή πίεση < 90mm Hg ή πτώση 

>40 mm Hg από τη βασική) 

SIRS ορίσθηκε η συστηματική φλεγμονώδης απάντηση του ανθρώπινου οργανισμού σε μια ποικιλία 

σοβαρών κλινικών βλαβών (π.χ. οξεία παγκεατίτιδα, πολλαπλούν τραύμα, εισρόφηση, έγκαυμα, 

κλπ). Η συστηματική αυτή φλεγμονώδης απάντηση εκδηλώνεται με δύο τουλάχιστον από τα 

ακόλουθα: 

1. Θερμοκρασία >38
ο
C ή < 36

ο
C 

2. Σφύξεις >90/min 

3. Αναπνοές >20/min, ή PaCO2<32μμΗΓ 

4. Λευκοκυττάρωση (>12.000wbc’s/mm3) ή λευκοπενία (<4.000wbc’s/mm3) ή αύξηση των 

άωρων μορφών (10%) 
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3.2 Σχεδιασμός μελέτης   

H μελέτη μας εγκρίθηκε από το Επιστημονικό Συμβούλιο του Νοσοκομείου Ευαγγελισμός (Αριθμός 

Πρωτοκόλλου 41, ΑΘΗΝΑ 9/2/12) και πραγματοποιήθηκε κατά το χρονικό διάστημα Οκτωβρίου 

2012 και Νοεμβρίου 2015. Οι συγγενείς των ασθενών που συμπεριλήφθησαν στην μελέτη, είχαν 

πρώτα δώσει έγγραφη συγκατάθεση για συμμετοχή των οικείων τους στην μελέτη. 

Η διάγνωση της σοβαρής σήψης, σηπτικής καταπληξίας και SIRS έγινε ύστερα από λεπτομερή 

κλινικο-εργαστηριακό έλεγχο με βάση τα κριτήρια που αναφέρονται στη διεθνή βιβλιογραφία. 

3.3 Μετρήσεις - Αναλύσεις  

Οι εργαστηριακές μετρήσεις, αναλύσεις και στατιστική επεξεργασία των δεδομένων έγιναν με τη 

συνεργασία των Πανεπιστημίων Κρήτης, ΕΚΠΑ και των συνεργαζόμενων στα πλαίσια του 

ερευνητικού έργου εργαστηρίων: 

 -Ανοσολογίας-Ιστοσυμβατότητας του Νοσοκομείου «ο Ευαγγελισμός» 

 -Ενδοκρινολογίας Μεταβολισμού και Διαβήτη του Νοσοκομείου Παίδων «η Αγία Σοφία» 

-Α’ Προπαιδευτικής Παθολογικής Κλινικής στο Λαϊκό Νοσοκομείο 

-Ενδοκρινολογίας και Διαβήτη του Νοσοκομείου «ο Ευαγγελισμός» 

3.4  Κριτήρια ένταξης στην μελέτη 

Α. Ασθενείς με σοβαρή σήψη – σηπτική καταπληξία  

Κριτήρια εισαγωγής:  

 Ασθενείς που νοσηλεύονται σε ΜΕΘ για >24 ώρες 

 Διάγνωση: βαριά σήψη, σηπτική καταπληξία 

 Διάγνωση τις πρώτες 48 ώρες ανεξάρτητα αν ο ασθενής εισήχθη από το σπίτι 

(λοίμωξη κοινότητας) ή από άλλο τμήμα του νοσοκομείου (επιδεινούμενη λοίμωξη 

κοινότητας, νοσοκομειακή λοίμωξη) 

 Συγκατάθεση συγγενών 

Κριτήρια αποκλεισμού 

 Νοσηλεία στη ΜΕΘ < 24 ώρες (πχ μετά από χειρουργική επέμβαση) 

 Ανάπτυξη σήψης σε ήδη νοσηλευόμενο ασθενή στη ΜΕΘ >48 ώρες 

 Πρόσφατη ή τρέχουσα θεραπεία με κορτικοστεροειδή  

 Ασθενείς με καρκίνο 

 Ουδετεροπενία ορισθείσα ως <500 ουδετερόφιλα κκχ 
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 HIV λοίμωξη 

Β. Δείγματα από ασθενείς με SIRS μετά από τραύμα που δεν εμφανίζουν λοίμωξη  

Για συγκριτική εκτίμηση και αξιολόγηση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκαν ως ομάδα ελέγχου 

υγιείς ενήλικες που δεν λάμβαναν ανοσοκατασταλτικά, δεν είχαν αυτοάνοσα νοσήματα ή κακοήθεια 

και δεν έφεραν άλλα νοσήματα που να μπορούσαν να επηρεάσουν την ανοσολογική κατάσταση του 

οργανισμού. 
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3.5. Κυτταρομετρία ροής 

 

Για τον προσδιορισμό των ενδοκυττάριων πρωτεϊνών θερμικού σοκ με μοριακό βάρος 90 και 70 kd 

στα μονοπύρηνα και πολυμορφοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίματος χρησιμοποιήσαμε την 

μέθοδο της κυτταρομετρίας ροής. Η κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιήθηκε και για τον υπολογισμό 

της πρωτεϊνικής έκφρασης των υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών στα περιφερικά μονοπύρηνα του 

αίματος. 

Αποτελεί μέθοδο ανάλυσης των φυσικοχημικών χαρακτηριστικών κυττάρων και σωματιδίων 

με βάση τον φθορισμό και την σκέδαση του φωτός και με βασική προϋπόθεση το υπό μελέτη υλικό 

να είναι σε μορφή εναιωρήματος. Ο όρος κυτταρομετρία ροής δηλαδή αναφέρεται στην μέτρηση 

κυττάρων και την πραγματοποίηση ευαίσθητων πολυπαραμετρικών μετρήσεων σε δείγμα που ρέει. 

Ο κυτταρομετρητής ροής αποτελείται από  3 βασικά μέρη α) το υδροδυναμικό σύστημα ροής 

β) το οπτικό σύστημα γ) το ηλεκτρονικό σύστημα ανάλυσης δεδομένων. 

 

 

 

Εικόνα 17 .  Απεικονίζεται η μέθοδος λειτουργίας του κυτταρομετρητής ροής [176]. 

 

 

Το υδροδυναμικό σύστημα, που αποτελεί το πρώτο μέρος του κυτταρομετρητή, απαρτίζεται 

από την κεντρική κυψελίδα (flow cell), που δρα ως κανάλι μέσω του οποίου διέρχεται το 

εξεταζόμενο εναιώρημα. Περιβάλλεται από αδρανές ρυθμιστικό διάλυμα (sheath fluid) και επιτρέπει 

τη ροή των κυττάρων σε μονήρη διάταξη μέσω της υδροδυναμικής εστίασης. Τα κύτταρα διέρχονται 
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σε σειρά από το ρύγχος της κεντρικής κυψελίδας, σημείο στο οποίo διέρχεται κάθετα η ακτίνα laser 

του κυτταρομετρητή ροής. 

To οπτικό σύστημα αποτελεί το δεύτερο μέρος του κυτταρομετρητή ροής και βασίζεται στη 

χρήση ακτίνων laser. Καθώς η ακτίνα laser προσπίπτει στα κύτταρα, που διατάσσονται σε σειρά από 

το ρύγχος της κεντρικής κυψελίδας, προκαλείται σκέδαση του φωτός, αναλόγως με το κυτταρικό 

μέγεθος (πρόσθιος σκεδασμός) και αναλόγως με την κοκκίωση τους (πλάγιος σκεδασμός). 

Παράλληλα, η χρήση ειδικών κυτταρικών αντισωμάτων τα οποία είναι σημασμένα με φθορίζουσες 

χρωστικές βοηθά στην ακριβέστερη ανάλυση των κυτταρικών ιδιοτήτων με βάση την έκφραση 

αντιγόνων στη μεμβράνη και το κυτταρόπλασμα. Με την διέλευση της ακτίνας laser από τους 

κυτταρικούς πληθυσμούς δημιουργείται διέγερση των φθορίζουσων χρωστικών και εκπομπή 

σήματος σε συγκεκριμένο μήκος κύματος για κάθε φθορίζουσα χρωστική. 

Τα φωτεινά αυτά σήματα συλλέγονται από ένα εξελιγμένο σύστημα φωτοανιχνευτών και 

φωτοπολλαπλασιαστών και διοχετεύονται στο ηλεκτρονικό μέρος του κυτταρομετρητή, το τρίτο 

δηλαδή τμήμα του. Εδώ έχουμε την ανάλυση δεδομένων από τον ηλεκτρονικό υπολογιστή του 

κυτταρομετρητή. 

 Πλεονεκτήματα της κυτταρομετρίας ροής είναι η: 

• Μέτρηση υψηλού αριθµού κυττάρων σε σύντοµο χρονικό διάστηµα και ανίχνευση σπάνιων 

δεδοµένων (1: 100000)  

• Ταυτόχρονη ανίχνευση δύο µορφοµετρικών και τεσσάρων (ή περισσοτέρων) παραµέτρων 

φθορισµού ανά κύτταρο (> 6 παράμετροι ανά κύτταρο)  

• Η ανάλυση µέσω ηλεκτρονικού υπολογιστή επιτρέπει τυποποίηση των κυτταρικών 

πληθυσµών. Έχουμε δηλαδή  περισσότερα αποτελέσµατα από μικρή ποσότητα  δείγµατος.  

• Ακριβέστερη ταυτοποίηση πληθυσµών µέσω αποκλεισµού ανεπιθύµητων κυτταρικών 

πληθυσµών  

• Ταυτοποίηση κυττάρων µε πολύπλοκο ανοσοφαινότυπο. 
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3.5.1 Αντισώματα 

 

Τα μονοκλωνικά αντισώματα που χρησιμοποιήσαμε στη μελέτη μας ήταν ποντικού έναντι ανθρώπου 

και απεικονίζονται στον πίνακα 4. Οι φθορίζουσες ουσίες που χρησιμοποιήσαμε για τη σήμανση των 

μονοκλωνικών αντισωμάτων ήταν ισοθειοκυανική φθορεσκεϊνη (FITC) και/ή φυκοερυθρίνη (PE). H 

χρήση διαφορετικών φθοριζουσών ουσιών επιτρέπει την ταυτόχρονη ανίχνευση δύο ή περισσότερων 

μονοκλωνικών αντισωμάτων με κυτταρομετρία ροής. 

 

Πίνακας 4. Μονοκλωνικά αντισώματα που χρησιμοποιήσαμε στην μελέτη μας για τον ενδοκυττάριο υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών και τις ενδοκυττάριες πρωτεΐνες θερμικού σοκ.  

Mονοκλωνικό 

Αντίσωμα/σήμανση 

Κλώνος Εταιρεία 

CD33 PE/Cy5 clone WM33 BioLegend, San Diego,  USA 

CD45 PE/Cy7 clone HI30 BioLegend, San Diego,  USA 

HSP72-FITC clone C92F3A-5 Enzo Life Sciences USA 

HSP90α-PE X16857 Enzo Life Sciences USA 

GR-FITC 5E4 Thermofiscer Scientific, USA 
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3.5.2 Πρωτόκολλο μέτρησης ενδοκυττάριων πρωτεϊνών θερμικού σοκ με μοριακό βάρος 90 και 

70 kd με κυτταρομετρία ροής 

 

 Προσθέσαμε σε 100 μl ολικού αίματος, που μεταφέρονταν απευθείας στο εργαστήριο μετά από την 

συλλογή σε σωληνάριο Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 5 μl επιφανειακού αντισώματατος 

CD33 PE/Cy5 (Cluster of Differentiation 33/μέλος της ομάδας διαφοροποίησης 33) και 5 μl 

επιφανειακού αντισώματατος CD45 PE/Cy7 για τον διαχωρισμό του κυτταρικού πληθυσμού των 

μονοκυττάρων και των ουδετερόφιλων. Ακολούθησε:  

 Προσθήκη 0,5 ml Fixation Buffer (100 μl 4% παραφορμαλδεϋδη σε PBS) για 

μονιμοποίηση των κυττάρων 

 Επώαση 20 λεπτών του διαλύματος στο σκοτάδι.  

 Φυγοκέντρηση στα 350g για πέντε λεπτά και απόρριψη  υπερκείμενου 

 Ανασύσταση των μονιμοποιημένων κυττάρων σε Permeabilization Wash Buffer 0.1% 

σαπονίνη, 10% FCS και 0.1% NaN3 σε PBS).για αύξηση της διαπερατότητας της 

κυτταρικής μεμβράνης. Αραιώσαμε το Permeabilization Wash Buffer από 10χ σε 1χ 

με απεσταγμένο νερό. 

 Επαναλάβαμε το παραπάνω βήμα για άλλες δυο φορές.  

Αραιώση του αντισώματος  HSP90a σε αναλογία 10:1, χρησιμοποιούμε δηλαδή 18 μl PBS με 2 μl 

αντισώματος, σύμφωνα με τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας.  

 Προσθήκη 5 μl αντισώματος HSP72- mAb FITC και 5 μl αραιωμένου  αντισώματος 

HSP90α-PE.  

 Επώαση ξανά 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου.  

 Προσθήκη 2 μl Permeabilization Wash Buffer, φυγοκέντρηση στα 350χg για πέντε 

λεπτά και απόρριψη υπερκείμενου. 

 Λύση των  ερυθρών αιμοσφαιρίων με 2ml αραιωμένου διαλύματος χλωριούχου 

αμμωνίου.  

 Επωάση διαλύματος για 10 λεπτά στο σκοτάδι. 

 Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 350g για πέντε λεπτά και απόρριψη του 

υπερκείμενου.  

 Έκπλυση δύο φορές με 1ml PBS και ακολούθησε  φυγοκέντρηση 

 Επαναιώρηση/λύση των κυττάρων σε 500 μl PBS και μέτρηση στον κυτταρομετρητή. 

(FC 500, BECKMAN COULTER). 
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Για την ανάλυση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήσαμε το λογισμικό CXP version 2 της 

BECKMAN COULTER. Αρχικά, οριοθετήσαμε τα ζωντανά λευκοκύτταρα με βάση την έκφραση 

του CD45 και την πλάγια σκέδαση [Εικόνα 18]. Ακολούθησε διαχωρισμός των πληθυσμών των 

μονοκυττάρων και ουδετερόφιλων με βάση τη σήμανση με το αντίστοιχο μονοκλωνικό αντίσωμα 

[Εικόνα 19]. Kαταγράφηκε η μέση ένταση φθορισμού (Mean Fluorescence Intensity-MFI) της 

HSP72 [Εικόνα 20] και HSP90α [Εικόνα 21] στα μονοπύρηνα και ουδετερόφιλα κύτταρα 

περιφερικού αίματος. Για να διασφαλιστεί η συγκρισιμότητα των τιμών της MFI, υπήρχε μέριμνα 

για διατήρηση σταθερών των ρυθμίσεων του κυτταρομετρητή ροής. Προς τον σκοπό αυτό 

διενεργούσαμε τακτικό ποιοτικό έλεγχο του οργάνου με σφαιρίδια συγκεκριμένης έντασης 

φθορισμού. 

 

 

 

Εικόνα 18.  Οριοθέτηση των ζωντανών λευκοκυττάρων με βάση την έκφραση του CD45 και την πλάγια σκέδαση.  

 

 



 
 

Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήμιο Κρήτης                                                                             Κωνσταντίνος Γ. Βάρδας, Διδακτορική Διατριβή 

 

74 

 

Εικόνα 19.  Στικτόγραμμα διαχωρισμού των πληθυσμών των μονοκυττάρων και ουδετερόφιλων. 

  

 

 

Εικόνα 20. Ιστόγραμμα προσδιορισμού της μέσης έντασης φθορισμού (MFI) της HSP72 στα μονοπύρηνα και 

ουδετερόφιλα κύτταρα περιφερικού αίματος. 
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Εικόνα 21. Ιστόγραμμα προσδιορισμού της μέσης έντασης φθορισμού (MFI) της HSP90a στα μονοπύρηνα και 

ουδετερόφιλα κύτταρα περιφερικού αίματος. 
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3.5.3 Πρωτόκολλο μέτρησης ενδοκυττάριας πρωτεΐνης του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών  με 

κυτταρομετρία ροής 

 

Προσθέσαμε σε 100 μl ολικού αίματος, που μεταφέρονταν απευθείας στο εργαστήριο μετά από την 

συλλογή σε σωληνάριο Ethylenediaminetetraacetic acid ( EDTA), 5 μl επιφανειακού αντισώματατος 

CD33 PE/Cy5 (Cluster of Differentiation 33/μέλος της ομάδας διαφοροποίησης 33) και 5 μl 

επιφανειακού αντισώματατος CD45 PE/Cy7 για τον διαχωρισμό του κυτταρικού πληθυσμού των 

μονοκυττάρων και των ουδετερόφιλων. Ακολούθησε:  

 Προσθήκη 0,5 ml Fixation Buffer (100 μl 4% παραφορμαλδεϋδη σε PBS) για 

μονιμοποίηση των κυττάρων 

 Επώαση 20 λεπτών του διαλύματος στο σκοτάδι  

 Φυγοκέντρηση στα 350 g για πέντε λεπτά και απόρριψη  υπερκείμενου 

 Ανασύσταση των μονιμοποιημένων κυττάρων σε Permeabilization Wash Buffer 

(0.1% σαπονίνη, 10% FCS και 0.1% NaN3 σε PBS) για αύξηση της διαπερατότητας 

της κυτταρικής μεμβράνης. Αραιώσαμε το Permeabilization Wash Buffer από 10Χ σε 

1Χ με απεσταγμένο νερό. 

  Επαναλάβαμε το παραπάνω βήμα για άλλες δύο φορές.  

Αραίωση του αντισώματος  HSP90a σε αναλογία 10:1, χρησιμοποιούμε δηλαδή 18 μl PBS με 2 μl 

αντισώματος, σύμφωνα με τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας.  

 Προσθέσαμε 10 μl αντισώματος  GR- mAb FITC  και 5 μl αραιωμένου  αντισώματος 

HSP90a-PE  

 Επωάσαμε ξανά 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματιου.  

 Προσθήκη 2 μl Permeabilization Wash Buffer, φυγοκέντρηση στα 350χg (όπως και 

παραπάνω) για πέντε λεπτά και απόρριψη υπερκείμενου. 

 Λύση των ερυθρών αιμοσφαιρίων με 2ml αραιωμένου διαλύματος χλωριούχου 

αμμωνίου.  

 Επωάση διαλύματος για 10 λεπτά στο σκοτάδι 

 Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 350g για πέντε λεπτά και απόρριψη του 

υπερκείμενου 

 Έκπλυση δύο φορές με 1ml PBS και ακολούθησε  φυγοκέντρηση 

 Επαναδιαλύσαμε τα κύτταρα σε 500 μl PBS και μετρήσαμε στον κυτταρομετρητή 

(FC 500, BECKMAN COULTER) 
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Για την ανάλυση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήσαμε το λογισμικό CXP version 2 της 

BECKMAN COULTER.  Αρχικά οριοθετήσαμε τα ζωντανά λευκοκύτταρα με βάση την έκφραση 

του CD45 και την πλάγια σκέδαση [Εικόνα 22]. Στη συνέχεια, χρησιμοποιώντας την παραπάνω 

περιοχή οριοθέτησης, ακολούθησε διαχωρισμός του πληθυσμού των ουδετερόφιλων και των 

μονοκυττάρων με βάση την έκφραση του CD33 [Εικόνα 23]. Δημιουργήσαμε ιστόγραμμα της 

έκφρασης του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών [Εικόνα 24] και της HSP90α [Εικόνα 

25] και καταγράφηκε η μέση ένταση φθορισμού [Mean Fluorescence Intensity (MFI)] των 

αντίστοιχων φθοριζουσών ουσιών. Για να διασφαλιστεί η συγκρισιμότητα των τιμών της MFI, 

υπήρχε μέριμνα για διατήρηση σταθερών των ρυθμίσεων του κυτταρομετρητή ροής και 

διενεργούσαμε τακτικό ποιοτικό έλεγχο του οργάνου με σφαιρίδια συγκεκριμένης έντασης 

φθορισμού.  

 

 

Εικόνα 22. Στικτόγραμμα που προσδιορίζει τα ζωντανά λευκοκύτταρα με βάση την έκφραση του CD45 και της 

πλάγιας σκέδασης. Αφήνουμε έξω από την οριοθετημένη περιοχή τα νεκρωμένα κύτταρα. 
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Εικόνα 23.  Διαχωρισμός τον πληθυσμό των μονοκυττάρων που είναι θετικός στο CD33 (μπλέ χρώμα οριοθετημένη 

περιοχή) από τον πληθυσμό που είναι αρνητικός. Με παρόμοιο τρόπο διαχωρίσαμε τον πληθυσμό των  πολυμορφοπυρήνων  

που είναι θετικός στο CD33 (πράσινο χρώμα οριοθετημένη περιοχή) από τον πληθυσμό που είναι αρνητικός ή έχει 

ασθενέστερη έκφραση. 

 

 

Εικόνα 24. Ιστόγραμμα έκφρασης του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στα μονοκύτταρα. 
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Εικόνα 25. Ιστόγραμμα έκφρασης της HSP90α στα μονοκύτταρα. 

 

3.6.Ορμονικός προσδιορισμός με την μέθοδο της χημειοφωταύγειας 

 

Χημειοφωταύγεια είναι η μέθοδος που βασίζεται στην παραγωγή ακτινοβολίας από μια εξώθερμη 

χημική αντίδραση. Η οξειδοαναγωγική αυτή αντίδραση παρέχει την ενέργεια σε ένα ενδιάμεσο 

προϊόν το οποίο για να επιστρέψει σε σταθερή ενεργειακή κατάσταση αποδιεγείρεται και εκπέμπει 

χαρακτηριστική φωτεινή ακτινοβολία. Η αντίδραση αυτή περιγράφεται από την ακόλουθη εξίσωση 

Α + Β                     Γ*                      Γ + ακτινοβολία 

όπου Α και Β οι αντιδρώσες ουσίες και Γ* το ενδιάμεσο προϊόν το οποίο για να επιστρέψει σε 

σταθερή ενεργειακή κατάσταση αποδιεγείρεται και εκπέμπει φωτεινή ακτινοβολία η οποία μπορεί 

να ανιχνευτεί. Η συσκευή που ανιχνεύει την παραπάνω ακτινοβολία λέγεται φωτόμετρο 

χημειοφωταυγομετρίας ή λουμινόμετρο. 

Πλεονεκτήματα της χρήσης χημειοφωταύγειας στις χημειοαναλύσεις είναι: 

α . ευαισθησία, β. Γραμμικότητα, γ. Ταχύτητα μέτρησης, δ. Απλές συσκευές μέτρησης, ε. 

Αντιδραστήρια μη τοξικά με μεγάλο χρόνο ημίσειας ζωής σε σχέση με τα ισότοπα. 
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3.6.1 Μέτρηση κορτιζόλης, προλακτίνης και ACTH 

 

Η συλλογή αίματος από τους ασθενείς και τους υγιείς που συμπεριλήφθηκαν στην μελέτη έγινε 

μεταξύ 8.00 και 9.00 πμ τις πρώτες 48 ώρες από την εισαγωγή στη ΜΕΘ. Τα σωληνάρια 

διατηρήθηκαν συνεχώς πωματισμένα και σε όρθια θέση. Τα δείγματα καταψύχθησαν στους -80
0
C 

και ο προσδιορισμός έγινε στο τέλος της μελέτης για όλα τα δείγματα μαζί. 

  Τα επίπεδα κορτιζόλης στον ορό υπολογίστηκαν με ανταγωνιστική μέθοδο ένζυμο-

ανοσοχημειοφωταύγειας με την χρήση του αναλυτή ADVIA Centaur Immunoassay Analyzer 

(Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, USA). Ο προσδιορισμός κορτιζόλης με τη μέθοδο 

αυτή είναι ένας ανταγωνιστικός προσδιορισμός που χρησιμοποιεί τεχνολογία άμεσης 

χημειοφωταύγειας. Η κορτιζόλη στο δείγμα που χρησιμοποιήσαμε ανταγωνίζεται τη σημασμένη με 

εστέρα ακριδίνης στο αντιδραστήριο για δέσμευση στο πολυκλωνικό αντίσωμα αντι-κορτιζόλης  

κουνελιού στη στερέα φάση. Το πολυκλωνικό αντίσωμα αντι-κορτιζόλης κουνελιού δεσμεύεται στο 

μονοκλωνικό αντίσωμα αντι-κουνελιού ποντικού, το οποίο είναι ομοιοπολικά συζευγμένο με 

παραμαγνητικά σωματίδια σε στερεή φάση. Yπάρχει αντίστροφη συσχέτιση μεταξύ της ποσότητας 

κορτιζόλης του μελετούμενου δείγματος και της ποσότητας των σχετικών μονάδων φωτός που 

ανιχνεύεται από το σύστημα. Η μέθοδος που χρησιμοποιήσαμε μετρά συγκεντρώσεις κορτιζόλης 

στον ορό μέχρι 75 μg/dL και η αναλυτική ευαισθησία της μεθόδου είναι 0,20 μg/dL. 

Τα επίπεδα προλακτίνης  στον ορό υπολογίστηκαν με ανοσοχημειοφωταύγεια δύο θέσεων 

(two-site sandwich immunoassay) με την χρήση επίσης του αναλυτή ADVIA Centaur Immunoassay 

Analyzer. Η συσκευασία πρωτογενών αντιδραστηρίων που χρησιμοποιήσαμε περιείχε 

αντιδραστήριο Lite αποτελούμενο από πολυκλωνικό αντίσωμα αντι-προλακτίνης αίγας σημασμένο 

με εστέρα ακριδίνης σε ρυθμιστικό διάλυμα με αζίδιο του αζώτου και συντηρητικά. Η στερεά φάση 

αποτελούνταν από μονοκλωνικό αντίσωμα αντι-προλακτίνης ποντικού ομοιοπολικά συζευγμένο με 

παραμαγνητικά σωματίδια σε ρυθμιστικό διάλυμα με σταθεροποιητές πρωτεϊνης αζίδιο του νατρίου 

και συντηρητικά. Για την προλακτίνη, η αναλυτική ευαισθησία της μεθόδου ήταν 0.3μg/L και το 

εύρος τιμών 0.3 μg/L -200 μg/L. 

Ο προσδιορισμός της ACTH πλάσματος πραγματοποιήθηκε με στερεάς φάσης 

ανταγωνιστική μέθοδο ένζυμο-ανοσοχημειοφωταύγειας (Solid-phase competitive chemilluminescent 

enzyme immunoassay) με την χρήση του αναλυτή Immulite 2000 Immunoassay Analyzer (Siemens 

Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, USA) σύμφωνα με τις οδηγίες της κατασκευάστριας 

εταιρείας. 
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3.7 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

 

Η μέθοδος της ELISA που περιγράφηκε πρώτη φορά από τους Εngvann and Perlmann είναι μια 

ταχεία και ευαίσθητη μέθοδος για την ανίχνευση και την ποσοτικοποίηση ενός αντιγόνου 

χρησιμοποιώντας ένα συνδεδεμένο με ένζυμο αντίσωμα [177]. Η σύνδεση αντιγόνου αντισώματος  

αποτελεί την βασική αρχή λειτουργίας της ELISA και η συγκέντρωση του αντισώματος καθορίζει 

την ευαισθησία και την ειδικότητα της μεθόδου. Η χορήγηση του αντισώματος μπορεί να γίνει με 

διαφορετικούς τρόπους δημιουργώντας παραλλαγές της μεθόδου. 

 Συγκεκεριμένα, ένα αντίσωμα μπορεί να ενωθεί σε ένα ακινητοποιημένο σε τριβλίο 

αντιγόνο άμεσα, τεχνική που ονομάζεται άμεση ELISA [Εικόνα 26]. 

Σε άλλες περιπτώσεις μπορεί να χρησιμοποιηθεί ένα δεύτερο αντίσωμα προκειμένου να 

ενισχυθεί το σήμα που δημιουργείται από την αρχική ένωση αντιγόνου - αντισώματος, τεχνική που 

περιγράφεται ως έμμεση ELISA. 

Η τρίτη τεχνική, που ονομάζεται σάντουιτς ELISA, βασίζεται στην ανίχνευση του 

συμπλέγματος αντιγόνου αντισώματος από ένα δεύτερο συζευγμένο με ένζυμο αντίσωμα που 

αναγνωρίζει ένα διαφορετικό αντιγονικό επίτοπο του αντιγόνου.  

Μια τέταρτη μορφή, επίσης γνωστή ως ανταγωνιστική ELISA, χρησιμοποιεί ένα μίγμα 

αντισώματος - αντιγόνου και ελεύθερα αντισώματα σε υγρή φάση και αλληλεπιδρά με 

ακινητοποιημένα  σε τριβλία αντιγόνα. 

Όλες οι παραλλαγές της μεθόδου χαρακτηρίζονται από:  

α. την πρόσδεση και ακινητοποίηση αντιγόνου ή αντισώματος  σε  στερεά επιφάνεια 

(ανοσοπροσρόφηση) 

 β. την χρήση αντισώματος που είναι συνδεδεμένο με ένζυμο   

γ. την ποσοτικοποίηση της αλληλεπίδρασης αντιγόνου-αντισώματος με τη χρήση χρωμογόνων 

υποστρωμάτων  

δ. ο υπολογισμός γίνεται με την χρήση καμπύλης αναφοράς χρησιμοποιώντας πρότυπα διαλύματα 

(standards) γνωστής συγκέντρωσης σε κάθε ορμόνη 
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Εικόνα 26.  Σχηματική απεικόνιση των σταδίων των διαφόρων μορφών ELISA α. έμμεση β. sandwich ELISA γ. 

ανταγωνιστική ELISA  

                        (τροποποιημένο από Goldsby, T.J. Kindt, B.A. Osborne, J. Kuby, Immunology) 
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3.7.1 Κυτταροκίνες 

Τα επίπεδα κυτταροκινών IL-6, IL-10 και IL-17 υπολογίστηκαν με την μέθοδο της ELISA από τα 

υπερκείμενα που είχαν τοποθετηθεί στους -80°C σύμφωνα με τις οδηγίες της κατασκευάστριας 

εταιρείας (Invitrogen Carlsbad, CA, USA). 

 3.7.2. Πρωτεϊνική έκφραση HSP90 και HSP72α 

Η πρωτεϊνική έκφραση των HSP90 και HSP72α στον ορό/πλάσμα υπολογίστηκε με ανοοσοενζυμική 

μέθοδο ELISA με διαθέσιμα εμπορικά kits και σύμφωνα με τις οδηγίες της κατασκευάστριας 

εταιρείας (Enzo Life Sciences-Lausen, Switzerland). Η αραίωση των δειγμάτων ήταν 1:25 για την 

HSP90α και 1:1 για την HSP72. Σε κάθε μικροκυψελίδα της ELISA προστέθηκε ορός του κάθε 

ασθενούς και το γνωστών συγκεντρώσεων δείγμα της HSP. Αφού προηγήθηκε έκπλυση για 

απομάκρυνση των μη συνδεδεμένων ουσιών προστέθηκε το ειδικό πολυκλωνικό αντίσωμα για την 

HSP90α ή HSP72 τα οποία ήταν συνδεδεμένα με διάλυμα ραφανιδικής υπεροξειδάσης. Η 

φωτομέτρηση του δείγματος έγινε στα 450 nm. Οι ευαισθησίες των ανιχνεύσεων ήταν 90 pg/mL για 

την Hsp72 και 50 pg/mL για την Hsp90α. Οι επωάσεις πραγματοποιήθηκαν σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

3.8  Mελέτη επιπέδων έκφρασης του γονιδίου του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

 

Ο υπολογισμός της γονιδιακής έκφρασης του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών έγινε 

με την μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (real time-PCR). Η  

real time-PCR πραγματοποιήθηκε με την χρήση του Light Cycler 480 Probes Master kit, 

χρησιμοποιώντας εκκινητές και ανιχνευτές ειδικά σχεδιασμένους για τα γονίδια NR3C1 (GRα) και 

RPLP0 (που χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς) σε σύστημα Light Cycler 480 (Roche). 

Ειδικότερα, η διαδικασία που ακολουθήθηκε περιλάμβανε τα εξής στάδια: 

 Aπομόνωση RNA  από περιφερικό αίμα με χρήση TRI Reagent 

 Σύνθεση cDNA από RNA με την μέθοδο της αντίστροφης μεταγραφής 

 Υπολογισμός των επιπέδων έκφρασης του hGRα με την μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυμεράσης πραγματικού χρόνου. 
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3.8.1  Aπομόνωση RNA από περιφερικό αίμα 

 

H επιτυχής απομόνωση καθαρού και ακέραιου RNA προϋποθέτει την επιτυχή διάσπαση των 

κυττάρων, την απενεργοποίηση της δράσης των ενδογενών ριβονουκλεασών (RNase), και τον 

καθαρισμό του RNA από DNA και πρωτεΐνες. Το RNA είναι ιδιαίτερα ευαίσθητο σε αποδόμηση και 

πρέπει να λαμβάνονται ισχυρές προφυλάξεις κατά την απομόνωση του. Αυτές περιλαμβάνουν την 

χρήση αποστειρωμένων γαντιών, αποστειρωμένων αναλώσιμων και την πραγματοποίηση του 

πειράματος σε χώρο που είναι απαλλαγμένος από RNAσες. Στην παρούσα μελέτη η απομόνωση 

RNA από ολικό περιφερικό αίμα πραγματοποιήθηκε με TRI Reagent (Ambion, Austin, USA) 

σύμφωνα με το πρωτόκολλο της κατασκευάστριας εταιρίας. 

3.8.1.1 Απομόνωση RNA με TRI Reagent (Ambion, Austin, USA) 

 

Πρόκειται για μια από τις αποτελεσματικότερες τεχνικές για την απομόνωση ολικού RNΑ και η 

διαδικασία είναι εξίσου αποτελεσματική για την απομόνωση RNA μορίων, όλων των τύπων και 

μήκους από 0,1 έως 15kb. Θεωρητικά το RNA που προκύπτει είναι άθικτο, με καθόλου ή ελάχιστη 

επιμόλυνση από DNA ή πρωτεΐνες. 

  Το TRIzol, είναι ένα ομοιογενές διάλυμα φαινόλης και ισοθειακυανικής γουανιδίνης το 

οποίο ταυτόχρονα ομογενοποιεί τα βιολογικά υλικά και αποδομεί τις πρωτεΐνες [Εικόνα 27]. Η 

προσθήκη χλωροφόρμιου προκαλεί  διαχωρισμό φάσεων, όπου οι πρωτεΐνες περιέχονται στην 

οργανική φάση, το DNA στην ενδιάμεση και το RNA παραμένει στην υδατική φάση. Επομένως, το 

RNA, το DNA και οι πρωτεΐνες μπορούν να απομονωθούν ταυτόχρονα από ένα μόνο δείγμα και έτσι 

προκύπτει και η ονομασία TRIzol. Η απομόνωση με TRIzol είναι επίσης αποτελεσματική για την 

απομόνωση μικρών RNAs, όπως τα miRNAs και τα piRNAs.    

 

Εικόνα 27.  Διαχωρισμός φάσεων με την προσθήκη χλωροφορμίου. 
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  3.8.1.2. Πρωτόκολλο απομόνωσης RNA με TRI Reagent  

Η διαδικασία της απομόνωσης περιλαμβάνει τα στάδια α. της λύσης λευκοκυττάρων β. του 

διαχωρισμού φάσεων γ. της κατακρήμνισης RNA δ. της έκπλυσης RNA και ε. της επαναδιάλυσης 

RNA.  

- Η λύση λευκοκυττάρων έγινε με προσθήκη 800μl ΤRIzol σε 200μl ολικό αίμα.  

- Ο διαχωρισμός φάσεων έγινε με προσθήκη 0,2ml χλωροφόρμιου, ακολούθησε έντονη ανάμιξη για 

15sec, διατήρηση δείγματος στον πάγο για 10min και φυγοκέντρηση στα 14000rpm στους 4 ºC για 

15min. 

- Η κατακρήμνιση RNA έγινε με μεταφορά της υδατικής φάσης σε καθαρό σωληνάριο, προσθήκη 

500μl παγωμένης ισοπροπανόλης, έντονη ανάμιξη του δείγματος, παραμονή του μείγματος στον 

πάγο για 15min, φυγοκέντρηση στα 14000rpm στους 4ºC για 15min και απομάκρυνση 

υπερκείμενου. 

- Για την έκπλυση προσθέσαμε 0,5 ml παγωμένης αιθανόλης, έγινε φυγοκέντρηση στα 7500rpm 

στους 4ºC για 8min, απομάκρυνση της αιθανόλης και ξανά φυγοκέντρηση στα 14000rpm στους  4ºC 

για 30sec. Ακολούθησε απομάκρυνση του υπερκείμενου και διατήρηση του ιζήματος σε 

θερμοκρασία δωματίου έως ότου εξατμιστεί τελείως η αιθανόλη. 

- Η επαναδιάλυση RNA έγινε με προσθήκη 20μl DEPC H2O. 

3.8.2 Υπολογισμός της καθαρότητας και καθαρισμός του RNA από DNA  

 

Τα νουκλεϊκά οξέα έχουν την ιδιότητα να απορροφούν το υπεριώδες φως. Η ποσότητα του RNA που 

περιέχεται σε ένα υδατικό διάλυμα μπορεί να υπολογιστεί με μέτρηση της οπτικής καθαρότητας 

(Οptical Density, OD) σε μήκος κύματος  260 nm  OD260 με δεδομένο ότι τα νουκλεϊκά οξέα έχουν 

το μέγιστο ρυθμό απορρόφησης σε αυτό το μήκος κύματος της υπεριώδους ακτινοβολίας. Oι 

πρωτεΐνες απορροφούν το υπεριώδες φως με μέγιστο ρυθμό απορρόφησης στα 280 nm. Ο λόγος της 

απορρόφησης στα 260 nm προς την απορρόφηση στα 280 nm μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως δείκτης 

της καθαρότητας του RNA που απομονώνουμε. Καθαρά παρασκευάσματα RNA έχουν λόγο OD260/ 

OD280=2, ενώ λόγος 1,7-2 θεωρείται ικανοποιητικής σταθερότητας. Τιμές λόγου μικρότερες από 

αυτό δείχνουν ότι υπάρχει πρόσμιξη από πρωτεΐνες ή φαινολικές ενώσεις. 

Στην παρούσα μελέτη για τον καθαρισμό από προσμίξεις DNA χρησιμοποιήθηκε kit RQ1 

RNase-free DNase της Promega σύμφωνα με το πρωτόκολλο της κατασκευάστριας εταιρίας. Η RQ1 

Rnase-free DNase είναι μία δεοξυριβονουκλεάση η οποία επάγει την πέψη τόσο μονόκλωνων όσο 
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και δίκλωνων αλυσίδων DNA σε ολιγοδεοξυριβονουκλεοτίδια κάθε ένα από τα οποία φέρει 

ελεύθερο το 3΄ υδροξυλικό του άκρο. 

3.8.2.1.Πρωτόκολλο καθαρισμού RNA από DNA με RQ1 RNase-free DNase kit (Promega) 

   

• RNA (C:2μg/μl)                                                                                1-8μl 

RQ1 RNase-free DNase 10x Reaction Buffer                                     1μl 

RQ1 RNase-free DNase (1u/μl RNA)                                                 1μl 

H2O καθαρό από νουκλεάσες (έως τελικό όγκο 10μl)                     7-0μl 

• Επώαση στους 37ºC για 30min 

• Προσθήκη 1μl RQ1 Stop Solution ώστε να διακοπεί η αντίδραση  

• Επώαση στους 65ºC για 10min ώστε να απενεργοποιηθεί το ένζυμο 

3.8.3. Παρασκευή cDNA από το RNA με την μέθοδο της αντίστροφης μεταγραφής 

 

Αντίστροφη μεταγραφή ονομάζεται η σύνθεση μιας συμπληρωματικής αλυσίδας (complementary) 

DNA, cDNA χρησιμοποιώντας ως μήτρα το RNA. H αντίδραση αυτή καταλύεται από το ένζυμο 

αντίστροφη μεταγραφάση. Η σύνθεση του συμπληρωματικού RNA στη μελέτη μας έγινε με την 

χρήση του Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics GmbH, Manheim, 

Germany)  ακολουθώντας τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας. 

3.8.3.1 Πρωτόκολλο παρασκευής cDNA από το RNA με αντίδραση αντίστροφης μεταγραφάσης 

 

 Προστέθηκαν 60μM τυχαίοι εκκινητές (Random Hexamer Primer), 20U αναστολέα της 

RNασης ( Protector RNA inhibitor),  1 x ρυθμιστικού διαλύματος (Τranscriptor High Fidelity 

Reverse Transcriptase Reaction Buffer), 1μΜ από κάθε ολιγονουκλεοτίδιο, 10U του ενζύμου 

της αντίστροφης μεταγραφάσης και 100 ng ολικού RNA σε τελικό όγκο 20μl.  

 Ετοιμάστηκε μείγμα για το σύνολο των αντιδράσεων κάθε πειράματος.  

 Επώαση στους 29 
ο
C προκειμένου να γίνει ο υβριδισμός των εκκινητών. 

 Επώαση  στους 48 
ο
C για 60 λεπτά με στόχο την δημιουργία του συμπληρωματικού DNA.  

 Απενεργοποίηση της αντίστροφης μεταγραφάσης σε θερμοκρασία 48 
0
C για 60 min. 

 Για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης χρησιμοποιούμε 1 - 5 μl από το προϊόν της αντίδρασης 

σε 50 μl τελικού όγκου. 
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3.8.4  Βασικά συστατικά αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης 

 

Τα βασικά συστατικά που χρησιμοποιούμε για την διενέργεια της PCR είναι 

Α. DNA πολυμεράση. Η DNA πολυμεράση είναι ένα ένζυμο που μπορεί να συνθέσει cDNA 

χρησιμοποιώντας ως εκμαγείο ένα μονόκλωνο μόριο. H Taq πολυμεράση έχει απομονωθεί από το 

θερμόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus, παραμένει δραστική σε υψηλές θερμοκρασίες και συνθέτει 

νέα αλυσίδα με κατεύθυνση 5’-3’. 

Β. Ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές. Οι εκκινητές (primers) είναι συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια 18-

30 βάσεων, οι οποίοι έχουν συμπληρωματική δομή με το DNA στόχο και οριοθετούν το τμήμα που 

πρόκειται να πολλαπλασιαστεί. 

Γ. Νουκλεοτίδια. Τα χρησιμοποιούμενα νουκλεοτίδια στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράση 

πραγματικού χρόνου είναι τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTs). 

Δ. Ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης. Το ρυθμιστικό διάλυμα της αντίδρασης συντελεί στην 

διατήρηση ιδανικών συνθηκών pH και αλάτων για βελτιστοποίηση της αντίδρασης. Τα ιόντα Μg++ 

που περιέχονται αποτελούν βασικό συμπαράγοντα της DNA πολυμεράσης. 

3.8.5 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου 

 

Η τεχνική της  real time- PCR βασίζεται στην ενίσχυση μιας αλληλουχίας DNA, με την μέθοδο της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης, ανιχνεύοντας παράλληλα το παραγόμενο προϊόν σε 

πραγματικό χρόνο, σε όλη τη διάρκεια της αντίδρασης. Η ανίχνευση αυτή σε πραγματικό χρόνο 

επιτυγχάνεται με την χρήση φθοριζόντων χρωστικών που είναι ετεροκυκλικοί ή αρωματικοί 

υδρογονάνθρακες και ενσωματώνονται στην αλληλουχία που ενισχύεται. 

Η αντίδραση πολλαπλασιασμού πραγματικού χρόνου του παραγόμενου cDNA 

πραγματοποιείται σε τρία στάδια όπως και στην κλασσική PCR. Tα στάδια αυτά είναι:  

Α. Αποδιάταξη: οι δυο αλυσίδες DNA αποδιατάσσονται στους 90-95 
ο
C 



 
 

Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήμιο Κρήτης                                                                             Κωνσταντίνος Γ. Βάρδας, Διδακτορική Διατριβή 

 

88 

 

Εικόνα 28. Στάδια αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πρσγματικού χρόνου 

 

Β. Υβριδισμός εκκινητών. Σε θερμοκρασίες 55-60 
ο
C για 30 sec-1 min οι εκκινητές υβριδίζονται 

στις συμπληρωματικές τους αλληλουχίες. 

Γ. Επιμήκυνση: H Τaq πολυμεράση επιμηκύνει την αλυσίδα του DNA χρησιμοποιώντας 

τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια. 

Άνοδος της θερμοκρασίας σε 90-95 
ο
C αποδιατάσσει το δίκλωνο μόριο DNA και ένας νέος κύκλος 

αποδιάταξης - σύνθεσης ξεκινά. Θεωρητικά σε κάθε κύκλο διπλασιάζεται το DNA. 

3.8.6 Φθορίζουσες χρωστικές. 

 

Οι φθορίζουσες χρωστικές που χρησιμοποιούνται στην PCR διακρίνονται σε ειδικές και μη ειδικές. 

Στις μη ειδικές χρωστικές περιλαμβάνονται οι SYBR Green I και EvaGreen. Από τις πιο 

συχνά χρησιμοποιούμενες είναι η SYBR Green I που αποτελεί φθορίζουσα χρωστική που 

ενσωματώνεται σε δίκλωνο μόριο DNA (dsDNA). Βασικό πλεονέκτημα της χρησιμοποίησης SYBR 

Green I αποτελεί η δυνατότητα δέσμευσης με οποιοδήποτε ζευγάρι εκκινητών, καθιστώντας τη 

μέθοδο αυτή οικονομική. Κύριο μειονέκτημα αποτελεί η σύνδεση της χρωστικής σε όλα τα δίκλωνα 

μόρια DNA που παράγονται κατά την φάση ενίσχυσης, οδηγώντας συχνά σε λανθασμένα 

αποτελέσματα.  

Οι ειδικές χρωστικές είναι προσδεδεμένες σε μικρά μόρια DNA και υβριδίζονται στο γονίδιο 

στόχο ανάμεσα στους δύο εκκινητές. Χωρίζονται σε 3 κατηγορίες ανάλογα με τον τύπο του 

φθοριοφόρου μορίου που χρησιμοποιούν α. ανιχνευτές εκκίνησης (Scorpions, Amplifluor®) β. 

ανιχνευτές υδρόλυσης (TaqMan, Snake assay) και υβριδισμού (Hybprobe , Molecular Beacons) γ. 

ανάλογα  νουκλεϊκών οξέων (Plexor™ primer, Tiny-Molecular Beacon). 
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Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε η τεχνολογία των Τaqman probes [Εικόνα 29]. Οι 

ανιχνευτές υδρόλυσης Τaqman ανακαλύφθηκαν το 1991 και είναι ολιγονουκλεοτίδια τα οποία στο 

5΄ άκρο τους έχουν ένα φθοριοφόρο μόριο και στο 3΄άκρο τους έχουν ένα μόριο που εμποδίζει την 

εκπομπή φθορισμού. Σε διάλυμα, ο φθορισμός από το φθοριοφόριο μόριο καταστέλλεται, λόγω του 

καταστολέα φθορισμού που υπάρχει στο  3΄άκρο. Κατά τη φάση  της επιμήκυνσης, ο προσδεδεμένος 

ανιχνευτής υδρόλυσης εκφυλίζεται λόγω της 5′–3′ εξωνουκλεοτιδικής δράσης της Τaq 

πολυμεράσης, αποχωρίζεται από τον καταστολέα φθορισμού και εκπέμπει φθορισμό. Η μέτρηση του 

φθορισμού πραγματοποιείται σε κάθε κύκλο και η αύξηση του φθορισμού αντιστοιχεί στην αύξηση 

των παραγόμενων μορίων DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 29.  

 

Διαδοχικά στάδια εκπομπής φθορισμού με την χρήση των Τaqman probes. 

Κατά τη φάση  της επιμήκυνσης, ο προσδεδεμένος ανιχνευτής υδρόλυσης εκφυλίζεται λόγω της 5′–3′ εξωνουκλεοτιδικής 

δράσης της Τaq πολυμεράσης, αποχωρίζεται από τον καταστολέα φθορισμού και εκπέμπει φθορισμό. 
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3.9 Συνθήκες εκτέλεσης Real-Time RCR. 

 

Στην παρούσα μελέτη  χρησιμοποιήθηκε το LightCycler® 480 Probes Master Kit (Roche) και ο  

θερμικός  κυκλοποιητής LightCycler® 480. 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για το NR3C1 και για το γονίδιο αναφοράς RPLP0 

απεικονίζονται στον πίνακα 5.  

 

 

Πίνακας 5. Αλληλουχία εκκινητών και συνθήκες πραγματοποίησης της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου. 

Γονίδιο Εκκινητής             Αλληλουχία Υβριδοπο

ίηση 

Επιμήκυν

ση 

Αριθμός 

κύκλων 

 

hNR3C1a 

 

S 

 

5’TATgCATgAAgTggTTgAAAATCTCC3’ 

 

60ºC: 10 

λεπτά 

 

72ºC: 10 

λεπτά 

 

45 

hNR3C1a A 5’-ggTATCTgATTggTgATgATTTCAgC3’ 60ºC: 10 

λεπτά 

72ºC: 10 

λεπτά 

45 

hNR3C1 FAM FCATCTCggggAATTCAATACTCATggTC

TT-BBQ 

60ºC: 10 

λεπτά 

72ºC: 10 

λεπτά 

45 

RPLP0 S 5’-CTCTGGAGAAACTGCTGCCTCATA-

3’ 

60ºC: 10 

λεπτά 

72ºC: 10 

λεπτά 

45 

RPLP0 A 5’-GACTTCACATGGGGCAATGG-3’ 60ºC: 10 

λεπτά 

72ºC: 10 

λεπτά 

45 

RPLP0 FAM AGGACCTCACTGAGATCAGGGACATG

T-BBQ 

60ºC: 10 

λεπτά 

72ºC: 10 

λεπτά 

45 
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3.10 Mέθοδοι ποσοτικοποίησης αποτελεσμάτων 

 

Η ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων μπορεί να γίνει με απόλυτη ή σχετική μέθοδο 

Απόλυτη ποσοτικοποίηση 

Στην απόλυτη ποσοτικοποίηση χρησιμοποιείται μια πρότυπη καμπύλη, η οποία δημιουργείται 

υποβάλλοντας σε αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης δείγματα που έχουν γνωστό αριθμό 

αντιγράφων του γονιδίου που πρόκειται να ποσοτικοποιηθεί. 

 Σχετική ποσοτικοποίηση 

Η σχετική ποσοτικοποίηση βασίζεται στον προσδιορισμό της έκφρασης ενός γονιδίου στόχου σε 

σχέση με ένα γονίδιο αναφοράς. Η σχετική ποσοτικοποίηση δεν απαιτεί την παρουσία πρότυπης 

καμπύλης και  ως γονίδιο αναφοράς μπορεί να χρησιμοποιηθεί οποιοδήποτε  με γνωστή αλληλουχία. 

Για να καθορίσουμε την αναλογία του γονιδίου στόχου σε σχέση με το γονίδιο αναφοράς έχουν 

χρησιμοποιηθεί διάφορα μαθηματικά μοντέλα. Το πλέον χρησιμοποιούμενο είναι το 

 

R = 2−
[∆Cp δείγματος−∆Cp γονιδίου αναφοράς]

 

R = 2−
[∆∆Cp]

 

 

 Στην παρούσα μελέτη η ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο πρότυπων 

καμπυλών (Standard Curve method). 
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4.Στατιστική επεξεργασία 

 

 Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως διάμεσες τιμές (εύρος τιμών) για συνεχείς μεταβλητές και ως 

συχνότητες για κατηγορικές μεταβλητές. Τα αποτελέσματα της στατιστικής ανάλυσης έγιναν με τη 

χρήση του SPSS software (version 22.0, SPSS, Chicago, Ill). Η σύγκριση μεταξύ των ομάδων έγινε 

με τη μη παραμετρική ανάλυση για ανεξάρτητες μεταβλητές με τη χρήση του Kruskal-Wallis test. Η 

σύγκριση όλων των δυνατών διαφορών ανάμεσα στις ομάδες έγινε με εκ των υστέρων συγκρίσεις 

(post hoc) Dunn’s pairwise test με διορθώσεις Βonferroni για το Kruskal-Wallis test και το χ
2
 (H

2
) 

προσαρμόστηκε για να υπολογίσει το μέγεθος αποτελέσματος (effect size W
2
= H

2
/n-1). Το μέγεθος 

αποτελέσματος για το χ
2
 υπολογίστηκε χρησιμοποιώντας τον δείκτη συνάφειας Cramer’s V. Mεταξύ 

των ομάδων, οι συγκρίσεις έγιναν με το χ
2
 για κατηγορικές μεταβλητές και με τον συντελεστή 

συσχέτισης Spearman για συσχέτιση μεταξύ δύο συνεχών μεταβλητών. Για να εκτιμήσουμε την 

προγνωστική αξία, υπολογίσαμε  την επιφάνεια κάτω από την καμπύλη χαρακτηριστικού 

λειτουργικού δέκτη (ΑUROC) για μεταβλητές που διέφεραν σημαντικά μεταξύ της ομάδας των 

σηπτικών ασθενών και της ομάδας των πολυτραυματιών ή μεταξύ επιζώντων και μη επιζώντων στην 

υποομάδα των σηπτικών ασθενών. Για την προγνωστική αξία της σήψης ή της θνητότητας 

χρησιμοποιήσαμε βιομόρια τα οποία συσχετίζονταν σημαντικά μεταξύ τους στις συσχετίσεις κατά 

ζεύγη. Θεωρήσαμε ότι η επιφάνεια κάτω από την καμπύλη χαρακτηριστικού λειτουργικού δέκτη 

(ΑUROC) >0.8 ως κλινικά σημαντική, ενώ οι ιδανικές τιμές διαχωρισμού υπολογίστηκαν 

συνδυάζοντας την μεγαλύτερη ευαισθησία και ειδικότητα (μέθοδος Υouden Index). Yπολογίσαμε 

επίσης τη θετική και αρνητική προγνωστική αξία. Διαφορές κατά ζεύγη για συνεχείς μεταβλητές στα 

ίδια άτομα αναλύθηκαν χρησιμοποιώντας το Wilcoxon signed-rank test. Το όριο στατιστικής 

σημαντικότητας ανάμεσα στις ομάδες ορίστηκε για p < 0.05. 
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IΙΙ.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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5.1 Δημογραφικά στοιχεία και διαφορές μεταξύ των ομάδων μελέτης 

 

Δεν υπήρχαν στατιστικά σημαντικές διαφορές στον αριθμό ατόμων και το φύλο μεταξύ των 

ασθενών με σήψη και υγιών εθελοντών. Αντιθέτως, υπήρχε στατιστικά σημαντική διαφορά στην 

ηλικία μεταξύ των παραπάνω ομάδων (Πίνακας 6). Οι ηλικίες των πολυτραυματιών με SIRS δεν 

διέφεραν ως προς τις άλλες δύο ομάδες, υπήρχε όμως στατιστικά σημαντική διαφορά ως προς το 

φύλο σε σχέση με τους εθελοντές. 

  Πέντε ασθενείς από τους πολυτραυματίες κατέληξαν κατά τη διάρκεια της νοσηλείας στη 

ΜΕΘ, ενώ από τους ασθενείς με σήψη κατέληξαν είκοσι ένας συνολικά. Όπως αναμενόταν, οι 

σηπτικοί ασθενείς νοσηλεύτηκαν πολύ μεγαλύτερο χρονικό διάστημα σε σχέση με τους 

πολυτραυματίες. 

Κανένας από τους ασθενείς δεν είχε λάβει κορτικοειδή τον τελευταίο μήνα πριν την 

εισαγωγή (κριτήρια αποκλεισμού). Δεκαπέντε σηπτικοί ασθενείς είχαν υποβληθεί σε μονήρη δόση 

εφόδου υδροκορτιζόνης πριν την αιμοληψία, εξαιτίας ανθεκτικής στις κατεχολαμίνες σηπτικής 

καταπληξίας (31%). Δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στην πρωτεϊνική και γονιδιακή έκφραση του 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στην υποομάδα των ασθενών που είχε λάβει στεροειδή σε σχέση 

με την ομάδα που δεν είχε. Οι συγκεντρώσεις  προλακτίνης ήταν υψηλότερες, ενώ της ACTH 

χαμηλότερες στις γυναίκες σε σχέση με τους άνδρες (p< 0.001). Oι ιντερλευκίνες, κορτιζόλη, HSPs, 

πρωτεΐνη hGR, και hGRα mRNA δεν διέφεραν μεταξύ ανδρών –γυναικών. 

Τα βασικά δημογραφικά στοιχεία της μελέτης μας παρουσιάζονται στον πίνακα 5. Τα 

αποτελέσματα των κυριότερων μετρήσεων απεικονίζονται στους Πίνακες 6, 7 και  8. 
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Πίνακας 6. Βασικά δημογραφικά στοιχεία μελέτης και προγνωστικά σκορ βαρύτητας ασθενών 

 Υγιείς 

Εθελοντές  

 SIRS  Σήψη  

 

Statistic 

value x
2
 

or H
2
 

Effect 

size (w
2
 

or V)*** 

P value 

*** 

Αριθμός ατόμων 35 40 48    

Ηλικία (Έτη)* 35 (28-50)
 α
 41 (32-53)

 γ
 58 (44-69)

 α, γ
 34 0.29 <0.001 

Φύλο (Άρρεν/θήλυ) 19/16 31/9 28/20 5,2 0.21 =0.07 

Θνητότητα ΜΕΘ 

(μη επιζώντες 

/επιζώντες (%)) 

0/35 5/35 (12.5%) 21/27 (43.8%) 10.2 0.34 =0.001 

Θνητότητα 

Νοσοκομείου 

 (μη επιζώντες 

/επιζώντες (%)) 

0/35 6/34 (15.8%) 29/19 (60.4%) 17.5 0.45 <0.001 

Ημέρες Νοσηλείας 

[days] 

NA 15.5 (7-28.5)
 
 18.5 (9.2-36.8)

 
 2 0.03 =0.16 

APACHE II
 
 NA 15 (10-18)

 γ
 21 (16-27)

 γ
 15 0.19 <0.001 

SOFA
 
 NA 9 (7-11)

 γ
 11 (9-13)

 γ
 11 0.14 =0.001 

SAPS III
 
 NA 41 (43-58)

 γ
 41 (61-78)

 γ
 32 0.44 <0.001 

 

* Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως διάμεσες τιμές (εύρος τιμών)  

** Για βαθμούς ελευθερίας df=2 σύμφωνα με την μεθοδο Cohen, το μέγεθος αποτελέσματος (the effect size) θεωρείται 

μικρόl 0.07 μέσο 0.21 and μεγάλο 0.35 

*** Σημαντικότητα με την χρήση της στατιστικής μεθόδου Independent Samples Kruskal-Wallis Test; τιμή  p <0.05 

θεωρήθηκε στατιστικά σημαντική 
a-γ

 Dunn-Bonferroni πολλαπλές συγκρίσεις (όλες ανά ζεύγη): 
a 
p<0.05 μεταξύ υγιών εθελοντών και σηπτικών, 

β
p<0.05 

μεταξύ υγιών εθελοντών και ασθενών με SIRS, 
γ 
p<0.05 μεταξύ σηπτικών και ασθενών με SIRS. 
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Πίνακας 7.  Αποτελέσματα ορμονικών μετρήσεων, ενδοκυττάριου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και  γονιδιακής 

έκφρασης υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών. 

 Υγιείς 

Εθελοντές  

 SIRS  Σήψη  
 

Statistic 

value x
2
 

or H
2
 

Effect 

size (w
2
 

or V)*** 

P value 

*** 

GRα mRNA (NR3C1) 0.50 (0.12-0.9)
α
 0.64 (0.32-0.77) 0.74 (0.52-1.23)

 α
 8.3 0.08 =0.016 

GR (MFI) 

 

0.95 (0.76-1.9)
α
 1.1 (0.43-2.5)

 γ
 3.3 (1.6-4.6)

 α, γ
 9.6 0.28 =0.008 

Προλακτίνη (ng/ml) 7.5 (5-10)
 α β

 18.3 (11-25)
 β
 15.4 (9-32)

 α
 20.4 0.17 <0.001 

Κορτιζόλη (μg/dl) 12.3 (9-15)
 α

 16.2 (11-23)
 γ
 32.8 (21-67)

 α, γ
 38.6 0.33 <0.001 

ACTH (pg/ml) 17.5 (13-33)
 β
 10 (6-19)

 β, γ
 18.6 (10-38)

 γ
 10.4 0.09 =0.005 

CRP (mg/dl) NA 7.1 (1.05-15)
 γ
 21 (8.8-27)

 γ
 10.5 0.15 =0.001 

PCT (ng/ml) NA 0.9 (0.5-1.8)
 γ
 5.2 (1-34)

 γ
 7 0.23 =0.008 

Γαλακτικό NA 2.4 (1.4-4.2) 2.8 (1.3-5) 0.23 0.00 =0.63 

Glucose (mg/dl) NA 154 (128-189)
 

γ
 

219 (145-299)
 γ
 8.6 0.12 =0.003 

Αλβουμίνη (g/dl) NA 3 (2.3-3.4)
 γ
 2.5 (2.1-2.9)

 γ
 6.3 0.09 =0.012 

WBC (K/μl) NA 11.4 (7.3-15.5) 10.9 (2.6-19.9) 0.12 0.00 =0.91 

 

* Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως διάμεσες τιμές (εύρος τιμών)  

** Για βαθμούς ελευθερίας df=2 σύμφωνα με την μεθοδο Cohen, το μέγεθος αποτελέσματος (the effect size) θεωρείται 

μικρόl 0.07 μέσο 0.21 and μεγάλο 0.35 

*** Σημαντικότητα με την χρήση της στατιστικής μεθόδου Independent Samples Kruskal-Wallis Test; Τιμή  p <0.05 

θεωρήθηκε στατιστικά σημαντική 
a-γ

 Dunn-Bonferroni πολλαπλές συγκρίσεις (όλες ανά ζεύγη): 
a 
p<0.05 μεταξύ υγιών εθελοντών και σηπτικών, 

β 
p<0.05 

μεταξύ υγιών εθελοντών και ασθενών με SIRS, 
γ 
p<0.05 μεταξύ σηπτικών και ασθενών με SIRS. 
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Πίνακας 8.  Μετρήσεις εξωκυττάριων και ενδοκυττάριων HSP90a και HSP72 σε μονοκύττταρα και ουδετερόφιλα και 

ιντερλευκίνες ορού.  

 Υγιείς 

Εθελοντές  

 SIRS  Σήψη  

 

Statistic 

value x
2
 

or H
2
 

Effect 

size (w
2
 

or V)*** 

P value 

*** 

eHSP90α (ng/ml) 10.5 (1.2-23)
 

α, β, γ
 

32 (22-57)
 β, γ

 71 (31-124)
 α, γ

 39.5 0.33 <0.001 

eHSP72 (ng/ml) 0.26 (0.14-

0.41)
 α
 

0.29 (0.19-0.49)
 

γ
 

0.95 (0.41-2.5)
 α, 

γ
 

32 0.29 <0.001 

mHSP90α (MFI) 24 (12-82) 36 (10.5-64) 33 (7.6-56) 0.07 0.00 =0.96 

mHSP72 (MFI) 19.6 (13-32) 22.8 (11-52) 18 (11.7-30.7) 0.84 0.01 =0.65 

nHSP90α (MFI) 11 (5.4-25)
 
 17 (4.8-25) 18.3 (6.8-38)

 
 3.5 0.03 =0.17 

nHSP72 (MFI) 77 (44-110)
 α
 75 (28-154)

 γ
 40 (25-65)

 α, γ
 13.7 0,12 =0.001 

IL-6 (pg/ml) 1.4 (0.98-

2.5)
 α, β

 

77 (21-213)
 β
 203 (60-539)

 α
 72 0.60 <0.001 

IL-10 (ng/ml) 0.01 (0.1-

9.5)
 α
 

4.9 (0.1-11)
 γ
 48 (0.1-58)

 α, γ
 15.6 0.13 <0.001 

IL-17 (ng/ml) 0.2 (0.2-33) 0.2 (0.2-6.4) 0.2 (0.2-7.8) 0.05 0.00 =0.98 

IFN-γ (pg/ml) 6.2 (0.44-

9.8) 

4.7 (0.13-7.8)
 γ
 9.7 (4-17)

 γ
 12 0.10 =0.03 

 

* Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως διάμεσες τιμές (εύρος τιμών)  

** Για βαθμούς ελευθερίας df=2 σύμφωνα με την μεθοδο Cohen, το μέγεθος αποτελέσματος (the effect size) θεωρείται 

μικρόl 0.07 μέσο 0.21 and μεγάλο 0.35 

*** Σημαντικότητα με την χρήση της στατιστικής μεθόδου Independent Samples Kruskal-Wallis Test; τιμή  p <0.05 

θεωρήθηκε στατιστικά σημαντική 
a-γ

 Dunn-Bonferroni πολλαπλές συγκρίσεις (όλες ανά ζεύγη): 
a 
p<0.05 μεταξύ υγιών εθελοντών και σηπτικών, 

β 
p<0.05 

μεταξύ υγιών εθελοντών και ασθενών με SIRS, 
γ 
p<0.05 μεταξύ σηπτικών και ασθενών με SIRS. 

 
SIRS, Systematic Inflammatory Response Syndrome; APACHE, Acute Physiology and Chronic Evaluation; SOFA, Sequential Organ 

Failure Assessment; SAPS III, Simplified Acute Physiology Score; CRP, C-Reacting Protein; PCT, Procalcitonin; WBC, White Blood 

Cells; GRα, glucocorticoid receptor α-isoform; eHSP, extracellular heat shock protein; nHSP, neutrophil-HSP; mHSP, monocyte-

HSP; MFI, Mean Fluorescence Intensity; IL, interleukin; IFN-γ, interferon gamma  
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5.2  Σχετική έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών σε ολικό αίμα και ενδοκυττάρια 

έκφραση της πρωτεΐνης του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

 

Παρατηρήθηκε αύξηση της σχετικής έκφρασης του mRNA του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών (hGR mRNA) σε ασθενείς με  σήψη σε σχέση με την ομάδα ελέγχου  

[Εικόνα 30]. Η σχετική έκφραση hGR mRNA δεν διέφερε μεταξύ ανδρών - γυναικών. 

Διαπιστώθηκε επίσης, σημαντική αύξηση στην πρωτεϊνική έκφραση της ισομορφής α του 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στα μονοκύτταρα, μεταξύ ασθενών με σήψη και εθελοντών 

(p<0.002) και ασθενών με σήψη και πολυτραυματιών (p<0.05) [Εικόνα 31]. Στην ομάδα ελέγχου, η 

πρωτεϊνική έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών ήταν σαφώς μικρότερη σε σχέση με 

τους ασθενείς της μελέτη μας.  

Οι επιζώντες, κατά τη διάρκεια της νοσηλείας στη ΜΕΘ είχαν μειωμένα επίπεδα 

ενδοκυττάριου υποδοχέα σε σχέση με τους μη επιζώντες [Εικόνα 32].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 30.  Απεικονίζεται η πρωτεϊνική έκφραση της ισομορφής α του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών στα μονοκύτταρα και το mRNA του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (hGR mRNA)σε 

ολικό αίμα ασθενών με σήψη, πολυτραυματιών και υγιών εθελοντών. 
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Η ενδοκυττάρια έκφραση της ισομορφής α του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στα μονοκύτταρα σε υγιείς εθελοντές 

ενήλικες (μπλέ χρώμα), πολυτραυματίες με SIRS (μωβ χρώμα) και ασθενείς με σοβαρή σήψη (πράσινο χρώμα)  

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως p< 0.05 (Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό σφάλμα 

 

 

 

 

Εικόνα 31. 
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Παρουσιάζεται  η Μέση Ένταση Φθορισμού (MFI) του ενδοκυττάριου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στα μονοκύτταρα 

ασθενών που επιβίωσαν (κόκκινο χρώμα) και αυτών που κατέληξαν (πράσινο χρώμα) κατά τη διάρκεια της νοσηλείας τους 

στη ΜΕΘ. Οι ασθενείς που επιβίωσαν είχαν σημαντικά χαμηλότερα επίπεδα ενδοκυττάριου υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών. 

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05 (Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό   σφάλμα. 

 

 

 

Εικόνα 32. 
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5.3  Εξωκυττάριες πρωτεΐνες θερμικού σοκ 

 

Παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση των εξωκυττάριων πρωτεΐνών θερμικού σοκ HSP90α τόσο στους 

ασθενείς με άσηπτη φλεγμονή, όσο και στους ασθενείς με σοβαρή σήψη, σε σχέση με την ομάδα 

ελέγχου [Εικόνα 33]. 

Διαφορά σημειώθηκε και μεταξύ των δυο υποομάδων ασθενών με τα επίπεδα της HSP90α 

στο πλάσμα να αυξάνονται, ανάλογα με τη βαρύτητα της νόσου. 

Τα επίπεδα της HSP72 στον ορό ασθενών με σήψη ήταν σημαντικά αυξημένα σε σχέση με 

τις άλλες δυο ομάδες μελέτης [Εικόνα 34]. Αντιθέτως, δεν παρατηρήσαμε διαφορά στα επίπεδα της 

HSP72 μεταξύ υγιών εθελοντών και πολυτραυματιών. 

 

  

 

Διάγραμμα πλαισίου απολήξεων της συγκέντρωσης HSP90α στο πλάσμα υγιών εθελοντών, ασθενών με SIRS και σήψη  
Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05( Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

Κάθε πλαίσιο απεικονίζει το 1ο τεταρτημόριο (25ο εκατοστημόριο), την διάμεσο (έντονη μαύρη γραμμή) και το 3ο τεταρτημόριο (75ο 

εκατοστημόριο). Οι απολήξεις (Τ-bar) απεικονίζουν τα όρια των ακραίων τιμών (ελάχιστες και μέγιστες τιμές των υπολογιζόμενων 

τιμών). Οι τιμές εκτός των ορίων των απολήξεων θεωρούνται ακραίες και υποδεικνύονται στο γράφημα με κύκλους ή αστερίσκους 

 

 

  Εικόνα 33. 
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Διάγραμμα πλαισίου απολήξεων της συγκέντρωσης HSP72 στον ορό υγιών εθελοντών, ασθενών με SIRS και σήψη.  

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05 (Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

Κάθε πλαίσιο απεικονίζει το 1ο τεταρτημόριο (25ο εκατοστημόριο), την διάμεσο (έντονη μαύρη γραμμή) και το 3ο τεταρτημόριο (75ο 

εκατοστημόριο). Οι απολήξεις (Τ-bar) απεικονίζουν τα όρια των ακραίων τιμών (ελάχιστες και μέγιστες τιμές των υπολογιζόμενων 

τιμών). Οι τιμές εκτός των ορίων των απολήξεων θεωρούνται ακραίες και υποδεικνύονται στο γράφημα με κύκλους ή αστερίσκους. 

 

 

 

 

Εικόνα 34 
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5.4  Κορτιζόλη προλακτίνη και ΑCTH 

 

Τα επίπεδα κορτιζόλης ορού ήταν αυξημένα σε ασθενείς με σήψη σε σχέση με τις άλλες δύο 

ομάδες μελέτης [Εικόνα 35]. 

Η προλακτίνη, αυξήθηκε σημαντικά σε ασθενείς με SIRS και σήψη σε σχέση με την ομάδα 

ελέγχου [Εικόνα 36]. 

Τα επίπεδα ACTH στον ορό πολυτραυματιών ήταν σημαντικά μειωμένα σε σχέση με τα 

αντίστοιχα επίπεδα υγιών εθελοντών και σηπτικών ασθενών [Εικόνα 37]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Διάγραμμα πλαισίου απολήξεων της συγκέντρωσης κορτιζόλης ορού (mg/dL) σε υγιείς ενήλικες, πολυτραυματίες  

και ασθενείς με σοβαρή σήψη 
Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05( Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

Κάθε πλαίσιο απεικονίζει το 1ο τεταρτημόριο (25ο εκατοστημόριο), την διάμεσο (έντονη μαύρη γραμμή) και το 3ο τεταρτημόριο (75ο 

εκατοστημόριο). Οι απολήξεις (Τ-bar) απεικονίζουν τα όρια των ακραίων τιμών (ελάχιστες και μέγιστες τιμές των υπολογιζόμενων 

τιμών). Οι τιμές εκτός των ορίων των απολήξεων θεωρούνται ακραίες και υποδεικνύονται στο γράφημα με κύκλους ή αστερίσκους. 

 

 Εικόνα 35 
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Διάγραμμα πλαισίου απολήξεων της συγκέντρωσης  προλακτίνης ορού(mg/Dl) σε υγιείς ενήλικες, πολυτραυματίες 

και ασθενείς με σοβαρή σήψη 
Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05 (Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 36 
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Εικόνα 37.  

Διάγραμμα πλαισίου απολήξεων της συγκέντρωσης ACTH ορού με την χρήση στερεάς φάσης  ανταγωνιστικής  μεθόδου 

ένζυμο-ανοσοχημειοφωταύγειας.  

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05 (Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

. 
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5.5  Ενδοκυττάριες πρωτεΐνες θερμικού σοκ 

 

Παρατηρήθηκε σημαντική μείωση της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης της HSP72 στα ουδετερόφιλα 

(nHSP70)  των ασθενών με σήψη σε σχέση με υγιείς εθελοντές (p< 0.000) και πολυτραυματίες  

(p< 0.019)[Εικόνα 38]. 

Οι ασθενείς με SIRS παρουσίαζαν αυξητική τάση των επιπέδων τους σε σχέση με τους 

πολυτραυματίες. 

Αντιθέτως, τα ενδοκυττάρια επίπεδα HSP90 στα ουδετερόφιλα (nHSP70) των ασθενών με 

σηπτική καταπληξία παρουσίασαν αύξηση σε σχέση με τους υγιείς εθελοντές (p< 0.05) [Εικόνα 39]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 38. 

Μέση ένταση φθορισμού ενδοκυττάριας HSP70 σε μονοκύτταρα (mHSP70) και ουδετερόφιλα(nHSP70) κύτταρα 

περιφερικού αίματος.  

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05( Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό σφάλμα. 
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Μέση ένταση φθορισμού ενδοκυττάριας HSP90α σε μονοκύτταρα (mHSP90α) και ουδετερόφιλα (nHSP90α) 

κύτταρα περιφερικού αίματος.  

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05( Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό σφάλμα 

  

 

 

Εικόνα 39. 



 
 

Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήμιο Κρήτης                                                                             Κωνσταντίνος Γ. Βάρδας, Διδακτορική Διατριβή 

 

109 

5.6  Ιντερλευκίνες ορού 

 

Οι συγκεντρώσεις της IL-6 και IL-10 στον ορό των σηπτικών ασθενών ήταν σημαντικά συξημένες 

σε σχέση με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις στον ορό υγιών εθελοντών και πολυτραυματιών 

[Εικόνα 40-41]. 

Η συγκέντρωση της IL-6 παρουσίασε σημαντική αύξηση στους πολυτραυματίες σε σχέση με 

την ομάδα των υγιών εθελοντών. 

Στατιστικά σημαντική διαφορά παρατηρήθηκε στα επίπεδα IFN-γ μεταξύ των ομάδων σήψης 

και SIRS [Εικόνα 42]. 

 

 

 

 

Θηκόγραμμα της συγκέντρωσης IL-6 (pg/ml) ορού στις ομάδες μελέτης μας. 
Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05( Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 
Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό σφάλμα 

 

 

 

Εικόνα 40. 
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Διάγραμμα πλαισίου απολήξεων της συγκέντρωσης IL-10 (pg/ml) ορού στις ομάδες μελέτης μας. 

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05( Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό σφάλμα 

 

 

 

Εικόνα 41. 
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Διάγραμμα πλαισίου απολήξεων της συγκέντρωσης IF-γ (pg/ml) ορού στις ομάδες μελέτης μας 

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05( Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό σφάλμα 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 42. 
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5.7 Ανάλυση συσχετίσεων 

 

Η πρωτεΐνη του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στα μονοκύτταρα και η γονιδιακή έκφραση του 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών σε ολικό αίμα συσχετίσθηκαν σημαντικά μεταξύ τους (rs=0,64, 

p<0,0001), ακόμα και όταν η πρωτεΐνη του υποδοχέα σταθμίσθηκε με βάση το ποσοστό των 

μονοκυττάρων στα λευκά αιμοσφαίρια (rs=0.59, p<0.01) [Εικόνα 43]. Η πρωτεΐνη hGR 

συχετίσθηκε θετικά με την εξωκυττάρια HSP72 (rs=0.41 , p<0.02) και την εξωκυττάρια HSP90α 

(r=0,04, p=0,01) [Εικόνα 44-45]. Θετική συσχέτιση παρουσίασε επίσης με την κορτιζόλη (rs=0.38, 

p<0.03), τη μέση ένταση φθορισμού της ΗSP90α στα μονοκύτταρα (rs=0.6 , p<0.001), την ΙL-6 

(rs=0.5, p<0.003) και την ΙL-10 (rs=0.40, p<0.025) [Εικόνα 45-50]. Αρνητική συσχέτιση 

παρατηρήθηκε μεταξύ πρωτεΐνης του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και PO2 (rs=-0,72, p<0,02), 

PO2/FiO2 (rs=-0.76, p<0.005) και αλβουμίνης (rs=-0,38, p<0,002) και θετική με το προγνωστικό 

σκορ βαρύτητας SOFA (rs=-0.56, p <0,03). 

  Η γονιδιακή έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών συσχετίστηκε με την eHSP72 

(rs=0,34, p<0,02), ACTH (rs=0,36, p< 0,005), IFN-γ (rs= 0,42, p= 0,001), CRP (rs= 0,25, p< 0,05) 

και τα λευκά αιμοσφαίρια (rs= 0,38, p=<0,002) [Εικόνα 51-52]. 

Δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ γονιδιακής έκφρασης του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών και προλακτίνης, θερμοκρασίας, γαλακτικού, γλυκόζης ή προγνωστικών σκορ 

βαρύτητας APACHE II, SAPS III ή SOFA. 
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Διάγραμμα σημείων (scaterplots)  της γονιδιακής έκφρασης  του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών σε σχέση 

με τη μέση ένταση φθορισμού του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών . 

hGRα: human glucocorticoid receptor α-isoform 
MFI: Mean Fluorescence Intensity 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 43. 
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Διάγραμμα σημείων της μέσης έντασης φθορισμού (MFI) της πρωτεΐνης του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

σε σχέση  με τη συγκέντρωση της εξωκυττάριας HSP72. 

hGRα: human glucocorticoid receptor α-isoform, MFI: Mean Fluorescence Intensity 

 eHSP 72:extracellular heat shock protein HSP72 

 

 

 

 

 

   

Εικόνα 44. 
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Εικόνα 45. 

Διάγραμμα σημείων της πρωτεΐνης του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (μέση ένταση φθορισμού) σε σχέση 

με τη συγκέντρωση  ορού της εξωκυττάριας HSP90α. 
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Διάγραμμα πολλαπλών σημείων των συσχετίσεων  της πρωτεΐνης του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (μέση 

ένταση φθορισμού)  με τη συγκέντρωση της εξωκυττάριας HSP90α και HSP72, τη συγκέντρωση της ενδοκυττάριας HSP90α 

και HSP72 στα μονοκύτταρα και ουδετερόφιλα και τη συγκέντρωση της κορτιζόλης. 

hGRα: human glucocorticoid receptor α-isoform 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 46 
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Διάγραμμα σημείων της πρωτεΐνης του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (μέση ένταση φθορισμού) σε σχέση 

με τη συγκέντρωση  κορτιζόλης ορού. 

hGR: human glucocorticoid receptor α-isoform 
MFI: Mean Fluorescence Intensity 

 

 

Εικόνα 47. 
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Εικόνα 48. 

 

Διαγραμμα σημείων (scaterplots)  της μέσης έντασης φθορισμού του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών σε 

σχέση με την μέση έντασης φθορισμού της HSP90α 
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Εικόνα 49. 

Διάγραμμα σημείων της πρωτεΐνης του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (μέση ένταση φθορισμού) σε σχέση 

με τη συγκέντρωση ορού της IL-6. 
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Εικόνα 50. 

Διαγραμμα σημείων (scaterplots) της μέσης έντασης φθορισμού του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών σε 

σχέση με τη συγκέντρωση ορού της IL-10.  
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Εικόνα 51. 

Διάγραμμα σημείων (scaterplots)  της γονιδιακής έκφρασης του  ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών σε σχέση 

με την συγκέντρωση ιντερφερόνης ορού. 

GRα: glucocorticoid receptor α-isoform 

IFN-γ: interferon gamma  
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Εικόνα 52. 

Διάγραμμα σημείων (scaterplots)  της συγκέντρωσης  εξωκυττάριας  HSP90α σε σχέση με την ιντερλευκίνη 6. 

eHSP: extracellular heat shock protein 

IL: interleukin 
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5.8 Θνητότητα 

 

Στην ομάδα των σηπτικών ασθενών, τα προγνωστικά σκορ βαρύτητας APACHE II (p<0,001), SAPS 

III (p<0,02) ή SOFA (p<0,02) ήταν στατιστικά σημαντικά χαμηλότερα σε ασθενείς που επιβίωσαν 

σε σχέση με τους μη επιζήσαντες [Εικόνα 53]. Στην ομάδα των πολυτραυματιών, τα επίπεδα 

εξωκυττάριας HSP90α (p<0,02) ήταν υψηλότερα στους  μη επιζήσαντες. 

Συγκρίνοντας τις δύο ομάδες ασθενών που νοσηλεύονταν στη ΜΕΘ, τα επίπεδα APACHE 

II(p<0,03), SAPS III (p<0,001) ή SOFA (p<0,03), κορτιζόλης (p=0,001), εξωκυττάριας 

HSP72(p<0,001), εξωκυττάριας HSP90α (p<0,02), IL-6 (p=0,005) και IL-10 (p<0,01) ήταν 

υψηλότερα σε ασθενείς που επιβίωσαν με σήψη σε σχέση με ασθενείς που επιβίωσαν με SIRS. 

Από τους ασθενείς που κατέληξαν,  τα επίπεδα SAPS III (p<0,01), κορτιζόλης (p<0,02), 

ΑCTH (p<0,04), εξωκυττάριας HSP72 (p<0,05)  και ΙFN-γ (p<0,02) ήταν υψηλότερα σε σηπτικούς 

ασθενείς σε σχέση με πολυτραυματίες [Εικόνα 54-58]. 

 

Εικόνα 53.  

Συγκρίσεις μεταξύ ασθενών με σήψη και SIRS σε επιζώντες και μη επιζώντες σε σχέση με την βαρύτητα της νόσου. 
Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05 (Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

*Στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ επιζήσαντων και μη επιζήσαντων σε κάθε διαγνωστική ομάδα 

# Στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ SIRS και σήψης σε κάθε υπο-ομάδα 

Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό σφάλμα 
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Εικόνα 54. 

Συγκρίσεις  ασθενών με SIRS και σήψη, σε ασθενείς που επιβίωσαν και σε αυτούς που κατέληξαν κατά την παραμονή  

τους στην ΜΕΘ, σε σχέση με την μέση συγκέντρωση των ορμονών κορτιζόλης, προλακτίνης και ACTH. 

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05 (Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

*Στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ ασθενών που επιβίωσαν και ασθενών που κατέληξαν σε κάθε διαγνωστική ομάδα 

# Στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ SIRS και σήψης σε κάθε υπο-ομάδα 

Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό σφάλμα 
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Εικόνα 55. 

Απεικόνιση της γονιδιακής και πρωτεινικής έκφρασης του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών σε ασθενείς που 

επιβίωσαν και σε αυτούς που κατέληξαν. 
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Εικόνα 56. 

Συγκρίσεις  ασθενών με SIRS και σήψη  σε σχέση με τις εξωκυττάριες HSP90α και HSP72. 

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05 (Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

*Στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ ασθενών που επιβίωσαν και ασθενών που κατέληξαν σε κάθε διαγνωστική ομάδα 

# Στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ SIRS και σήψης σε κάθε υπο-ομάδα 

Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό σφάλμα 
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Εικόνα 57. 

. 

Συγκρίσεις  ασθενών της μελέτης  σε σχέση με τη μέση συγκέντρωση των ενδοκυττάριων HSP90α και HSP72 σε 

μονοκύτταρα και ουδετερόφιλα κύτταρα περιφερικού αίματος.  

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05 (Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

*Στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ ασθενών που επιβίωσαν και ασθενών που κατέληξαν σε κάθε διαγνωστική ομάδα 

# Στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ SIRS και σήψης σε κάθε υπο-ομάδα 

Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό σφάλμα 
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Εικόνα 58. 

Συγκρίσεις  ασθενών της μελέτης  σε σχέση με  την μέση συγκέντρωση των  ιντερλευκίνων ορού. 

Το όριο στατιστικής σημαντικότητας P τέθηκε ως P< 0.05 (Στατιστική μέθοδος: Mann-Whitney U test) 

*Στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ ασθενών που επιβίωσαν και ασθενών που κατέληξαν σε κάθε διαγνωστική ομάδα 

# Στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ SIRS και σήψης σε κάθε υπο-ομάδα 

Oι τιμές παρουσιάζονται ως μέση τιμή ± (1) χ τυπικό σφάλμα 
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5.9 Προγνωστική αξία hGR 

 

Δημιουργήσαμε καμπύλες χαρακτηριστικού λειτουργικού δέκτη (καμπύλες ROC) για τον ανθρώπινο 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών, τις πρωτεΐνες στρες που εκφράζουν το εγγενές ανοσοποιητικό 

σύστημα και την κορτιζόλη με τις καλύτερες τιμές p, για να διαχωρίσουμε τους σηπτικούς από το 

σύνολο των ασθενών της ΜΕΘ που εισήλθαν στη μελέτη (σήψη και SIRS) ή να προβλέψουμε τη 

θνητότητα στην ομάδα των σηπτικών ασθενών [Εικόνα 59-60]. Η εξωκυττάριος HSP72, η 

κορτιζόλη και η πρωτεϊνική έκφραση του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στα 

μονοκύτταρα διαχώριζε με μεγαλύτερη επιτυχία τους σηπτικούς ασθενείς από τους ασθενείς με 

SIRS όπως καταδεικνύεται από τις τιμές AUROC >0.85, με τα διαχωριστικά όρια και τη θετική και 

αρνητική προγνωστική αξία να φαίνονται στον Πίνακα 9. Στην ομάδα των σηπτικών ασθενών, η 

πρωτεϊνική έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και η εξωκυττάριος HSP72 ήταν ισχυροί 

προγνωστικοί δείκτες της θνητότητας με τιμές AUROC >0.95, με τα διαχωριστικά όρια και την 

θετική και αρνητική προγνωστική αξία να απεικονίζονται στον Πίνακα 10. 

 

Πίνακας 9.  Ανάλυση καμπύλης χαρακτηριστικού λειτουργικού δέκτη (καμπύλες ROC, για να προσδιοριστεί το ιδανικό 

διαχωριστικό όριο και η θετική και αρνητική προγνωστική αξία του hGR, της κορτιζόλης και των HSPs για την πρόβλεψη 

της σήψης μεταξύ ασθενών ΜΕΘ με μη λοιμώδες - SIRS ή σήψη (λοίμωξη με SIRS). 

 PARAMETERS        

Bιοδείκτες AUROC (95% CI) P value Ειδικότητα Ευαισθησία J Cut off PPV NPV 

         

eHSP72 0.94 (0.84-1.0) 0.001 0.88 0.79 0.66 0.40 73% 68% 

Cortisol 0.90 (0.77-1.0) 0.002 1.00 0.79 0.79 15.7 66% 70% 

hGR MFI 0.85 (0.69-1.0) 0.008 0.88 0.79 0.66 2.66 73% 49% 

eHSP90α 0.80 (0.62-0.99) 0.02 0.75 0.79 0.54 66.0 72% 56% 

hGRα 

mRNA 

0.75 (0.52-0.98) 0.05 0.75 0.86 0.61 0.38 66% 67% 

 
 

AUROC, area under the receiver operating characteristic curve  

CI, confidence interval; AUROC (95% CI): διάστημα εμπιστοσύνης 

PPV,  positive predictive value: θετική προγνωστική αξία 

NPV, negative predictive value: αρνητική προγνωστική αξία 

eHSP, extracellular heat shock protein: εξωκυττάριες πρωτεϊνες θερμικού σοκ 

 hGR, human glucocorticoid receptor: ανθρώπινος υποδοχές γλυκοκορτικοειδών. 

MFI, mean fluorescent intensity: μέση ένταση φθορισμού. 
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Πίνακας 10. Ανάλυση καμπύλης χαρακτηριστικού λειτουργικού δέκτη (καμπύλες ROC) για να προσδιοριστεί το ιδανικό 

διαχωριστικό όριο και η θετική και αρνητική προγνωστική αξία του hGR, της κορτιζόλης και των HSPs για την πρόβλεψη 

της θνητότητας στην ομάδα των σηπτικών ασθενών. 

 PARAMETERS        

Bιοδείκτες AUROC (95% CI) P value Ειδικότητα Ευαισθησία J Cut off PPV NPV 

         

eHSP72 0.94 (0.84-1.0) 0.001 0.88 0.79 0.66 0.40 73% 68% 

Cortisol 0.90 (0.77-1.0) 0.002 1.00 0.79 0.79 15.7 66% 70% 

hGR MFI 0.85 (0.69-1.0) 0.008 0.88 0.79 0.66 2.66 73% 49% 

eHSP90α 0.80 (0.62-0.99) 0.02 0.75 0.79 0.54 66.0 72% 56% 

hGRα 

mRNA 

0.75 (0.52-0.98) 0.05 0.75 0.86 0.61 0.38 66% 67% 

 

 

 

AUROC, area under the receiver operating characteristic curve  

CI, confidence interval; AUROC (95% CI): διάστημα εμπιστοσύνης 

PPV,  positive predictive value: θετική προγνωστική αξία 

NPV, negative predictive value: αρνητική προγνωστική αξία 

eHSP, extracellular heat shock protein: εξωκυττάριες πρωτεϊνες θερμικού σοκ 

hGR, human glucocorticoid receptor: ανθρώπινος υποδοχές γλυκοκορτικοειδών. 

MFI, mean fluorescent intensity: μέση ένταση φθορισμού. 
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Επιφάνεια κάτω από την καμπύλη χαρακτηριστικού λειτουργικού δέκτη (ΑUROC) για να διαχωρίσει τους ασθενείς με σήψη 

από το σύνολο των ασθενών της ΜΕΘ που εισήλθαν στη μελέτη. H εξωκυττάριος HSP72, η κορτιζόλη και η πρωτεϊνική 

έκφραση του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών στα μονοκύτταρα διαχώριζε με μεγαλύτερη επιτυχία τους 

σηπτικούς ασθενείς από τους ασθενείς με SIRS όπως φαίνεται από τις τιμές AUROC >0.85, 

 AUROC, area under the receiver operating characteristic curve, 

hGR, human glucocorticoid receptor; : ανθρώπινος υποδοχές γλυκοκορτικοειδών  

MFI, mean fluorescent intensity : μέση ένταση φθορισμού. 

HSP, heat shock protein 
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Επιφάνεια κάτω από την καμπύλη χαρακτηριστικού λειτουργικού δέκτη (ΑUROC) για να καθορίσει τους προγνωστικούς 

δείκτες θνητότητας. Στην ομάδα των σηπτικών ασθενών, η πρωτεϊνική έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και 

η εξωκυττάριος HSP72 ήταν ισχυροί προγνωστικού δείκτες της θνητότητας με τιμές AUROC >0.95. 

AUROC, area under the receiver operating characteristic curve, 

hGR, human glucocorticoid receptor;  

MFI, mean fluorescent intensity  

HSP, heat shock protein 
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IV. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
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6.1 Πρωτεϊνική και γονιδιακή έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών 

 

Τα αποτελέσματα της παρούσας ερευνητικής εργασίας έδειξαν ότι η πρώιμη έκφραση της πρωτεϊνης 

hGR και η γονιδιακή έκφραση της ισομορφής τύπου α του ανθρώπινου υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών αυξάνονται στατιστικά σημαντικά σε ασθενείς με σήψη, σε σχέση με υγιείς 

εθελοντές και/ή πολυτραυματίες με SIRS. Επίσης, βρέθηκε ότι η σχετική έκφραση του hGR mRNA 

και οι μεταβολές στα επίπεδα της πρωτεϊνης hGR συσχετίζονται με παράλληλες μεταβολές στα 

επίπεδα της κορτιζόλης και των ενδοκυττάριων ή εξωκυττάριων HSP70 ή HSP90α. Φαίνεται 

πιθανόν, ότι η πρωτεΐνη hGR επάγεται στα μονοκύτταρα σε συνδυασμό με τις HSPs με στόχο να 

περιορίσει την υπερβολική φλεγμονώδη απάντηση στα πρώιμα στάδια σήψης. Τέλος, για πρώτη 

φορά δείχθηκε ότι στην οξεία φάση στρες, η πρωτεϊνη hGR έχει την δυνατότητα να προβλέψει τη 

σήψη και την έκβαση και ότι συσχετίζεται με επαγόμενα από το στρες βιομόρια. 

 Το εύρημα της αύξησης της πρωτεϊνικής έκφρασης hGR στα μονοκύτταρα, θα μπορούσε να 

αναπαριστά προσαρμοστικό μηχανισμό, που στόχο έχει να περιορίσει την υπερβολική φλεγμονή 

στην πρώιμη σήψη. Τα αποτελέσματα της μελέτης μας, έρχονται σε συμφωνία με πειραματικές 

μελέτες σε σηπτικά ποντίκια, όπου παρατηρείται αύξηση της πρωτεϊνικής έκφρασης του GR και της 

δεσμευτικής ικανότητας σε κυκλοφορούντα μονοκύτταρα, λεμφοκύτταρα και σπληνοκύτταρα [178]. 

Προηγούμενες μελέτες ανέφεραν χαμηλά επίπεδα hGRα mRNA σε T-λεμφοκύτταρα ενηλίκων [179] 

ή ουδετερόφιλα παιδιών [180] και μειωμένη δέσμευση της 3H-δεξαμεθαζόνης [181]. Αξιοσημείωτη 

είναι, η μελέτη που περιλαμβάνει μικρό αριθμό παιδιών με σήψη ή τραύμα, όπου βρέθηκαν 

αυξημένα επίπεδα ολικής και κυτταροπλασματικής πρωτεΐνης hGR, αλλά όχι της πυρηνικής 

πρωτεΐνης σε σχέση με την ομάδα ελέγχου [182]. Προηγηθείσα έρευνα είχε γίνει μόνο στο επίπεδο 

του mRNA, το οποίο στη μελέτη μας φάνηκε να δημιουργεί ασθενέστερη απάντηση σε σχέση με την 

πρωτεΐνη. Mειωμένα επίπεδα πρωτεϊνης hGR είχαν βρεθεί στο ήπαρ, πνεύμονες και σπλήνα, αλλά 

αυξημένα  επίπεδα hGRα mRNA και αυξημένη δεσμευτική ικανότητα σε μύες από σηπτικά ποντίκια 

[183]. Η διαφορά στην επιλογή κυτταρικών υποπληθυσμών και η διαφορετική μεθοδολογία που 

ακολουθήθηκε στις παραπάνω πειραματικές εργασίες ευθύνονται για τα ποικίλα και πολλές φορές 

αντικρουόμενα αποτελέσματα στις παραπάνω δημοσιευμένες μελέτες.  

Παρά την υπόθεση, που είχε διατυπωθεί ότι οι αντιφλεγμονώδεις δράσεις των 

γλυκοκορτικοειδών είναι περισσότερο αποτελεσματικές σε γυναίκες παρά σε άνδρες [184], δεν 

βρήκαμε διαφορές ανά φύλο στην έκφραση των GRα mRNA, πρωτείνης hGR ή στα επίπεδα 

κορτιζόλης, ιντερλευκινών ή HSPs. Συμφωνώντας με τα ευρήματα της παρούσας έρευνας, 

προηγούμενες μελέτες δεν παρατήρησαν συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων GRα mRNA και 
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βαρύτητας νόσου κατά την εισαγωγή στη ΜΕΘ [180]. Δημιουργώντας καμπύλες χαρακτηριστικού 

λειτουργικού δέκτη (καμπύλες ROC)  για τις πρωτεϊνες στρες και τις τσαπεροκίνες, αναδείξαμε για 

πρώτη φορά ότι η πρωτεϊνική έκφραση hGR στα μονοκύτταρα, οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ (HSPs), 

που εκφράζουν το εγγενές ανοσοποιητικό σύστημα, και η κορτιζόλη μπορούσαν να διαχωρίσουν 

τους ασθενείς με σήψη από ένα υποσύνολο ασθενών ΜΕΘ με αποδεκτή θετική και αρνητική 

προγνωστική αξία. Λαμβάνοντας υπ΄ όψιν τον περιορισμό από τον σχετικά μικρό αριθμό των 

ασθενών με σήψη, η πρωτεΐνη hGR και η εξωκυττάριος HSP72 είχαν τη δυνατότητα να προβλέψουν 

τη θνητότητα στους σηπτικούς ασθενείς. Είναι πιθανόν οι τσαπεροκίνες που εκφράζουν το εγγενές 

ανοσοποιητικό σύστημα και οι στοχευμένοι ορμονο-εξαρτώμενοι υποδοχείς (hGR) να αναπαριστούν 

ιδιαίτερα ευαίσθητα βιομόρια στην πρόβλεψη μελλοντικών γεγονότων σε σχέση με τα καθοριζόμενα 

την ίδια στιγμή προγνωστικά σκορ βαρύτητας και σοκ.  

Το mRNA του GRα παράγεται με πολύ μικρότερη ταχύτητα σε σχέση με την αντίστοιχη 

πρωτεΐνη του GR που μεταφράζεται την ίδια στιγμή [185]. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι 

απαιτούνται πολλά χρονοβόρα στάδια έως την παραγωγή του αγγελιοφόρου mRNA, όπως την 

έναρξη της μεταγραφής, την αφαίρεση του εξωνίου και μετα-μεταγραφικές διαδικασίες που δεν 

παρατηρούνται στη μετάφραση της πρωτεΐνης. Τα ευρήματα μας αναδεικνύουν μια καλή αναλογία 

του GR σε πρωτεϊνικό επίπεδο και επίπεδο έκφρασης mRNA, γεγονός που συμφωνεί με 

προηγούμενες μελέτες σε ανθρώπινα κύτταρα και ιστούς, όπου αναφέρεται αναλογία μεταξύ GRα 

πρωτεΐνης και GRα mRNA στους περισσότερους ιστούς [119]. Επιπρόσθετα, αυξημένα επίπεδα 

GRα mRNA συσχετίζονται με την αύξηση των θέσεων δέσμευσης της ορμόνης σε σηπτικά κουνέλια 

[186] και ανθρώπινα λεμφοκύτταρα [187], οδηγώντας σε αυξημένη ικανότητα δέσμευσης και 

ευαισθησίας στα κορτικοειδή [188]. Η διέγερση των Τ - λεμφοκυττάρων οδήγησε σε αύξηση του 

GRα, πιθανότατα καθιστώντας τα λεμφοκύτταρα περισσότερο ευαίσθητα στην κορτιζόλη, αν και η 

αύξηση αυτή καταστέλλονταν από την υδροκορτιζόνη [179]. Αυτή η δυναμική επίδραση στην 

έκφραση και τη λειτουργία του GRα, που αναφέρεται στις παραπάνω μελέτες, πιθανώς εξηγεί το 

γεγονός ότι τα κορτικοειδή είναι αποτελεσματικά μόνο όταν χορηγούνται πρώιμα στην σήψη [189]. 

Αποτελώντας ειδικό για κάθε ιστό ομοιοστατικό μηχανισμό, η δεσμευτική ικανότητα των 

ουδετερόφιλων για δέσμευση του GR βρέθηκε μειωμένη σε πειραματικά μοντέλα σήψης [178] και η 

έκφραση του GRα mRNA μειωμένη σε ουδετερόφιλα σηπτικών παιδιών [180], οδηγώντας σε 

αυξημένη αντίσταση στα κορτικοειδή των ουδετερόφιλων. Η αντίσταση αυτή σταδιακά επανέρχεται 

με την αποκατάσταη της υγείας των σηπτικών παιδιών. Eφαρμόζοντας την μέτρηση του hGR mRNA 

σε ολικό αίμα, είχαμε την δυνατότητα να παρέχουμε μια περισσότερο αντιπροσωπευτική εικόνα της  

γονιδιακής έκφρασης του ανθρώπινου υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών χωρίς να παραλείψουμε 



 
 

Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήμιο Κρήτης                                                                             Κωνσταντίνος Γ. Βάρδας, Διδακτορική Διατριβή 

 

137 

την έκφραση σε υπο-πληθυσμούς που θα μπορούσαν να είχαν αποκλειστεί από την πειραματική 

διαδικασία [190]. 

Για πρώτη φορά, διαπιστώσαμε ότι τα επίπεδα της πρωτεΐνης GR και/ή του GRα mRNA  

συσχετίζονται με τα επίπεδα των τσαπεροκινών, που εκφράζουν το εγγενές ανοσοποιητικό σύστημα, 

τις ενδοκυττάριες και εξωκυττάριες HSP72 και HSP90α, εκτός από τον άξονα υποθάλαμος -

υπόφυση - επινεφρίδια και τις IL-6, IL-10 και IFN-γ. Επεκτείνοντας τα αποτελέσματα προηγούμενης 

μελέτης, που ανέδειξε ανάστροφη συσχέτιση της πρωτεΐνης GR με την νοραδρεναλίνη και το 

γαλακτικό [189], παρατηρήσαμε ότι η πρωτεΐνη GR συσχετίζονταν επίσης με την CRP, τα λευκά 

αιμοσφαίρια, τον λόγο PO2/FiO2 και το προγνωστικό σκορ SOFA. Παρά το γεγονός ότι, έχει 

αναφερθεί αρνητική συσχέτιση μεταξύ υπερθερμίας και του αριθμού των υποδοχέων [191], δεν 

διαπιστώσαμε σημαντική συσχέτιση μεταξύ hGRα και θερμοκρασίας, γαλακτικού, γλυκόζης, LDH, 

IL-17 ή προκαλσιτονίνης [180]. Σε πρόσφατη δημοσίευσή μας, αναφέραμε ότι οι εξωκυττάριες 

HSP90α και HSP72 αυξάνονται, ενώ οι ενδοκυττάριες καταστέλλονται [192]. Tα στοιχεία αυτά στην 

πρώιμη σήψη πιθανώς υποδηλώνουν ένα βασικό ρόλο των HSP90α και HSP72 στην ενεργοποίηση 

του hGRα από την κατάσταση ηρεμίας σε κατάσταση αυξημένης συγγένειας για σύνδεση με τον 

προσδέτη [193]. Οι συσχετίσεις hGRα-κορτιζόλης ή hGRα-ACTH και η ρύθμιση της HSP90α με 

κιρκαδικό ρυθμό ενισχύουν περαιτέρω την παραπάνω υπόθεση [194]. 

6.2 Εξωκυττάριες και ενδοκυττάριες πρωτεΐνες θερμικού σοκ 

 

Στην παρούσα μελέτη, διαπιστώσαμε επίσης ότι τα επίπεδα των εξωκυττάριων πρωτεϊνών θερμικού 

σοκ HSP90α είναι στατιστικά σημαντικά υψηλότερα σε ασθενείς με σοβαρή σήψη, σε σχέση με 

εθελοντές υγιείς ενήλικες και με την ομάδα των πολυτραυματιών με SIRS. Η σημαντική αυτή 

αύξηση των επιπέδων της HSP90α σε ενήλικες σηπτικούς ασθενείς, δημοσιεύθηκε για πρώτη φορά 

στη διεθνή βιβλιογραφία από τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας.  

Αντίστοιχη μελέτη έχει γίνει μόνο σε σηπτικά παιδιά και αναφέρει ότι τα επίπεδα ορού της 

εξωκυττάριας HSP90α είναι ιδιαίτερα αυξημένα σε παιδιά με σοβαρή σήψη και σε μικρότερο βαθμό 

σε παιδιά με σήψη και  SIRS [195].  Επιπρόσθετα, η εξωκυττάρια HSP90α συσχετίστηκε με τις IL-6, 

IL-8, IL-10, τις πρωτεΐνες οξείας φάσης και τη διάρκεια παραμονής στην ΜΕΘ [195]. Η 

εξωκυττάριος HSP90α διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην παρουσίαση αντιγόνων στα δενδριτικά 

κύτταρα μέσω του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας τύπου 1 [196] και διεγείρει τα 

μονοκύτταρα [197]. H χρήση αναστολέων της HSP90α οδήγησε σε αντιφλεγμονώδεις δράσεις μέσω 

του παράγοντα heat shock factor (HSF)-1 και της αύξησης της HSP70 [198]. Πρόσφατα δείχθηκε ότι 

η χορήγηση του αναστολέα της HSP90 17-Dimethylaminoethylamino - 17-demethoxygeldanamycin 
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(17-DMAG) σε αρουραίους, βελτίωσε την επιβίωση και μείωσε  την φλεγμονώδη απάντηση και το 

οξειδωτικό στρες κατά τη διάρκεια της σήψης [199]. 

Η μέτρηση της εξωκυττάριας  HSP72 στον ορό ανέδειξε αυξημένα επίπεδα στους σηπτικούς 

ασθενείς σε σχέση με την ομάδα ελέγχου. Μόνο δύο μελέτες έχουν δημοσιευτεί που αναφέρονται 

στην εξωκυττάρια HSP70 σε σηπτικούς ασθενείς [164], [159]. Τα επίπεδα εξωκυττάριας HSP72 σε 

παιδιά με σηπτική καταπληξία, ήταν σημαντικά μεγαλύτερα σε σχέση με την HSP72 παιδιών που 

υποβάλλονταν σε εκλεκτικές χειρουργικές επεμβάσεις, και η αύξηση αυτή συσχετίζονταν με τη 

θνητότητα [164]. Η δεύτερη εργασία, αναφέρεται σε ανάλυση  οξειδωτικών παραμέτρων σε σηπτικά 

παιδιά και διατυπώνει την άποψη ότι τα επίπεδα της εξωκυττάριας HSP72 τροποποιούνται ανάλογα 

με το οξειδωτικό στρες [159].  

Πέρα από τις ανθρώπινες μελέτες, αρκετές  μελέτες σε ζωικά μοντέλα επικεντρώνονται στη 

μεταβολή των επιπέδων της εξωκυττάριας HSP72 κατά τη διάρκεια της σήψης. Σε ανασκόπηση που 

πραγματοποιήθηκε από την ομάδα μας, εστιάσαμε σε δημοσιευμένες εργασίες που αναφέρονται 

στον προστατευτικό ρόλο της HSP72 σε ανθρώπινες μελέτες, συγκρίνοντάς τις με μελέτες σε 

πειραματικές συνθήκες σήψης [200]. Παρατηρήσαμε ότι το 50% των ανθρώπινων μελετών ανέφερε 

προστατευτική επίδραση της εξωκυττάριας  HSP72 σε σχέση με το 95.8% των μελετών σε ζώα.   

Πρόσφατη εργασία, ανέδειξε ότι τα κυκλοφορούντα επίπεδα HSP72 αυξάνονταν σε σηπτικά 

ποντίκια ανάλογα με την χρονική εξέλιξη της σήψης και η αύξηση αυτή συσχετίζεται θετικά με την 

θνητότητα [201].  

Ο παθοφυσιολογικός μηχανισμός που σχετίζεται με την απελευθέρωση της HSP72 στον 

εξωκυττάριο χώρο δεν είναι πλήρως κατανοητός. Έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι, οι εξωκυττάριες 

ΗSPs μπορεί να απελευθερωθούν από κατεστραμμένους ιστούς και νεκρωμένα κύτταρα μετά από 

τραύμα, επάγοντας παράλληλα ανοσοκαταστολή [202]. Η αύξηση αυτή, σε συνδυασμό με την 

συσχέτιση που διαπιστώσαμε μεταξύ HSP72 και βαρύτητας νόσου, ενισχύουν περαιτέρω την 

υπόθεση ότι οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ δρουν σαν σήματα κινδύνου που στόχο έχουν να 

τροποποιήσουν την απάντηση του  ανοσοποιητικού συστήματος στο στρες [203]. H ισχυρή θετική 

συσχέτιση μεταξύ εξω-κυττάριων HSP72 και HSP90α πιθανότατα οφείλεται σε κοινό 

παθοφυσιολογικό μηχανισμό ρύθμισης της έκφρασης τους. 

Η μελέτη των ενδοκυττάριων πρωτεϊνών θερμικού σοκ σε μονοκύτταρα και ουδετερόφιλα,  

έδειξε ότι υπάρχει διαφορετική έκφραση στην πρώιμη φάση, ανάλογα με τον κυτταρικό υπό-

πληθυσμό και την ομάδα μελέτης. Έτσι, στα μονοκύτταρα η  HSP90 και η HSP72 δεν παρουσίασαν 

σημαντικές διαφορές μεταξύ των ομάδων. Στα ουδετερόφιλα, η HSP72 εμφανίστηκε σημαντικά 

μειωμένη σε σχέση με την ομάδα ελέγχου και την ομάδα SIRS. 
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6.3 Άξονας υποθαλαμος-Υπόφυση-Επινεφρίδια. 

 

Η σωστή λειτουργία του άξονα Υποθάλαμος-Υπόφυση-Επινεφρίδια (ΥΥΕ) και η ύπαρξη 

φυσιολογικής απάντησης στα γλυκοκορτικοειδή, είναι βασικής σημασίας στην άμυνα του ξενιστή 

έναντι μικροβιακών παραγόντων. Η σημασία της πρωτεΐνης GRα στην επίτευξη της ομοιόστασης, 

φαίνεται καθαρά από μελέτες σε σηπτικά ποντίκια, τα οποία στερούνταν ενδοθηλιακής πρωτεΐνης 

GRα και τα οποία εμφάνιζαν αυξημένη θνητότητα, αιμοδυναμική αστάθεια, μειωμένη παραγωγή 

φλεγμονωδών κυτταροκινών [120] και αδυναμία να ρυθμίσουν την παραγωγή IL-1β [178]. Τα 

αυξημένα επίπεδα hGR, κορτιζόλης, εξωκυττάριων και ενδοκυττάριων HSPs και κυτταροκινών στην 

σήψη, πιθανώς αναπαριστούν την ένταση ενεργοποίησης του άξονα ΥΥΕ και της απάντησης του 

εγγενούς ανοσοποιητικού συστήματος. Η υπόθεση ότι η αύξηση αυτή, ίσως οφείλεται σε κυτταρικό 

θάνατο, δεν υποστηρίζεται από τα ευρήματα της παρούσας έρευνας, καθώς όχι μόνο δεν 

διαπιστώθηκε συσχέτιση με τα επίπεδα LDH, αλλά ταυτόχρονα καταγράφηκαν μειωμένα επίπεδα 

ενδοκυττάριων HSP90α και HSP72 στην ομάδα των σηπτικών και των μη επιβιωζώντων. 

 Τα γλυκοκορτικοειδή μπορούν να επάγουν την απόπτωση, με απευθείας ρύθμιση των 

αντίστοιχων γονιδίων ή γονιδίων σχετιζόμενων με την επιβίωση, ή ακόμη διεγείροντας κυτταρικά 

βιομόρια τα οποία ενεργοποιούν τον καταρράκτη της απόπτωσης [204]. Τα αποτελέσματα της 

μελέτης μας υποδηλώνουν ότι οι υψηλού κινδύνου ασθενείς προετοιμάζουν την απάντηση στον 

«κίνδυνο»  αυξάνοντας τις εξωκυττάριες HSP90α και HSP72 και την κορτιζόλη, σε μια κατάσταση 

«έτοιμη για πρόσδεση σε αυξημένα επίπεδα hGR». Τα υψηλότερα επίπεδα εξωκυττάριας HSP72 και 

τα μειωμένα επίπεδα HSP72 στα ουδετερόφιλα σε ασθενείς που λάμβαναν υδροκορτιζόνη, πιθανώς 

οφείλονται στον μεγαλύτερο βαθμό στρες και φλεγμονής σε αυτή την ομάδα των ασθενών. Η θετική 

συσχέτιση της hGR με φλεγμονώδεις βιοδείκτες άλλωστε, σε συνδυασμό με την παράλληλη αύξηση 

της προλακτίνης και ACTH, ενισχύει την υπόθεση ότι ο οργανισμός αμύνεται καταστέλλοντας την 

παραγωγή βιοενέργειας. Η αύξηση της κορτιζόλης και της πρωτεΐνης hGR που διαπιστώσαμε στους 

σηπτικούς ασθενείς της μελέτης μας υποδηλώνει πιθανώς ότι η κορτιζόλη δεν είναι περιοριστικός 

παράγοντας πρώιμα στη σήψη. Έτσι, η εξωγενής χορήγηση κορτιζόλης πρώιμα στην σήψη θα 

μπορούσε να καταστείλει την ήδη αυξημένη έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών μέσω 

ενός μηχανισμού αρνητικής παλίνδρομης ρύθμισης. Τελικό αποτέλεσμα, θα ήταν η αύξηση της 

αντοχής στα γλυκοκορτικοειδή.   

Παρά το γεγονός ότι, έχει βρεθεί αυξημένη έκφραση hGR σε Τ-λεμφοκύτταρα κατά τη 

διάρκεια σηπτικής καταπληξίας, ανεξάρτητα από την χορήγηση γλυκοκορτικοειδών, η δεσμευτική 

ικανότητα του υποδοχέα βρέθηκε ελαττωμένη σε ουδετερόφιλα ασθενών που λάμβαναν 
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γλυκοκορτικοειδή [189]. Στην παρούσα μελέτη, δεν παρατηρήσαμε καμία διαφορά στην έκφραση 

της hGR στα μονοκύτταρα ή στο ολικό αίμα σε ασθενείς που λάμβαναν υδροκορτιζόνη σε δόση 

στρες και σε αυτούς που δεν λάμβαναν. Η ελαττωμένη ικανότητα δέσμευσης της hGR στα 

ουδετερόφιλα θα μπορούσε παρ΄ όλα αυτά να επιβραδύνει την απάντηση στα κορτικοειδή. 

Αναλογικά, η χρήση γλυκοκορτικοειδών στη σηπτική καταπληξία θα μπορούσε να εξαρτάται από το 

στάδιο της σήψης, την αντιδραστικότητα του άξονα Υποθάλαμος-Υπόφυση-Επινεφρίδια και την 

ειδικότητα του hGR στον προσδέτη [101]. Μη στεροειδικοί εκλεκτικοί τροποποιητές του hGR (Νon 

steroidal selective hGR modulators /Sin EGRAMs), οι οποίοι μπορούν να τροποποιούν 

συγκεκριμένους μηχανισμούς του hGR και να τροποποιούν το προφίλ της γονιδιακής έκφρασης του 

hGRα, ανακτούν συνεχώς έδαφος σήμερα στην έρευνα διερεύνησης των δυνατοτήτων θεραπευτικής 

παρέμβασης μέσων των υποδοχέων [205]. 

Η αύξηση της προλακτίνης σε σηπτικούς ασθενείς σε σχέση με τις άλλες δυο ομάδες μελέτης 

είναι ένα ακόμα αξιοσημείωτο εύρημα. Ο ρόλος της προλακτίνης ως ανοσοτροποποιητική ορμόνη, 

δεν έχει διευκρινιστεί πλήρως. Πρόσφατη μελέτη, συσχετίζει την έκφραση αυξημένων επιπέδων 

προλακτίνης στα μονοκύτταρα ογκολογικών ασθενών με καλύτερη επιβίωση [206]. Έχει επίσης 

δειχθεί, ότι τα κύτταρα της πρόσθιας υπόφυσης αντιδρούν σε στοιχεία του τοιχώματος των μυκήτων 

αυξάνοντας την παραγωγή προλακτίνης [207]. Aξιοσημείωτο εύρημα της μελέτης μας είναι η 

σημαντική αύξηση της προλακτίνης στην ομάδα των πολυτραυματιών. Έχει επίσης προηγούμενα 

αναφερθεί, αύξηση της προλακτίνης σε πολυτραυματίες τις πρωτες ώρες από την εισαγωγή στην 

ΜΕΘ, με την αύξηση να φθάνει στο μεγαλύτερο επίπεδο την τρίτη ημέρα [208]. Τα ευρήματα της 

μελέτης μας και η αύξηση της προλακτίνης, αναδεικνύουν ότι ο ρόλος της είναι εξίσου σημαντικός 

με την κορτιζόλη στην επίτευξη ομοιόστασης. H παρατηρούμενη αύξηση της προλακτίνης τις 

πρώτες ώρες, πιθανώς συνεισφέρει στην πρώιμη ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος. 

Παρά το γεγονός ότι, η φαρμακευτική αναστολή της προλακτίνης θα μπορούσε να προσφέρει μια 

καινοτόμο φαρμακευτική παρέμβαση, ο ακριβής ρόλος της προλακτίνης και η συσχέτισή της με την 

πρωτεΐνη hGR στη σήψη δεν έχουν διευκρινιστεί πλήρως. 
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6.4 Περιορισμοί της μελέτης 

 

Το αντίσωμα και η μεθοδολογία που χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη μας έδινε τη δυνατότητα 

προσδιορισμού των ολικών επιπέδων της πρωτεΐνης του hGR χωρίς να υπάρχει η δυνατότητα 

διαχωρισμού των ισομορφών της πρωτεΐνης. Για το λόγο αυτό, δεν είναι δυνατόν να υπολογίσουμε 

εάν ένα ποσοστό από τα υψηλότερα επίπεδα πρωτεΐνης hGR που μετρήσαμε αναπαριστούν επίπεδα 

της ισομορφής β. Καθώς όμως δεν ανιχνεύθηκε hGRβ σε επίπεδο mRNA, ενώ η πρωτεΐνη hGR 

σχετιζόταν σημαντικά με το hGRα mRNA, είναι πρόδηλο ότι η πρωτεΐνη hGR που μετρήθηκε στη 

μελέτη μας αναπαριστά κυρίως την ισομορφή α, που άλλωστε εκφράζεται σε εξαιρετικά υψηλότερες 

συγκεντρώσεις [180]. 

Περιορισμό της μελέτης, αποτελεί επίσης το γεγονός ότι δεν υπήρχε διαχρονική καταγραφή 

αποτελεσμάτων σε βάθος χρόνου και τα απότελέσματα προέρχονται από ασθενείς ενός μόνο 

Νοσοκομείου. Ασθενείς συσχετίσεις του hGR με ορισμένους φλεγμονώδεις και ορμονικούς δείκτες 

και με προγνωστικά σκορ βαρύτητας, αν και στατιστικά σημαντικές, θα πρέπει να αξιολογηθούν με 

επιφύλαξη λόγω του μικρού αριθμού ασθενών. 

Η διαφορά ηλικίας μεταξύ σηπτικών ασθενών και υγιών εθελοντών αποτελεί έναν ακόμα 

περιορισμό της μελέτης μας. Εντούτοις, η ένταξη σηπτικών ασθενών με τα αυστηρά κριτήρια 

επιλογής που χρησιμοποιήσαμε αποδείχθηκε αρκετά δύσκολη. Επιπρόσθετα, πρόκειται για μια 

προοπτική μελέτη με διαδοχικές εισαγωγές της ΜΕΘ όπου η μέση ηλικία των πολυτραυματιών ήταν 

αρκετά μικρότερη σε σχέση με την ηλικία των σηπτικών, όπως άλλωστε αναμενόταν. 
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7. Συμπέρασμα 

 

Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα της μελέτης μας έδειξαν ότι η πρώιμη έκφραση της πρωτεΐνης 

hGR και το mRNA hGRα αυξάνονται στατιστικά σημαντικά σε ασθενείς με πρώιμη σήψη, σε σχέση 

με υγιείς εθελοντές και πολυτραυματίες με SIRS. Αντίστοιχα, στατιστικά σημαντική αύξηση 

παρατηρείται στις εξωκυττάριες HSP90α και HSP72 σε πρώιμη σήψη, δρώντας σα σήματα κινδύνου 

στον οργανισμό. Στα πρώτα στάδια της κρίσιμης νόσου, η έκφραση του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών μπορεί να προβλέψει την έκβαση και την παρουσία σήψης. Πιθανότατα, ο hGR 

σε συνδυασμό με τις πρωτεΐνες θερμικού σοκ αυξάνονται στα μονοκύτταρα και συντελούν ώστε η 

δέσμευση της κορτιζόλης να εξισορροπήσει την υπέρμετρα φλεγμονώδη αντίδραση που 

παρατηρείται στην οξεία φάση της πρώιμης σήψης. Η εξωγενής χορήγης κορτιζόλης σε αυτό το 

στάδιο, θα μπορούσε να οδηγήσει σε μειωμένη έκφραση του ανθρώπινου υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών, μέσω μηχανισμού παλίνδρομης ρύθμισης, αυξάνοντας έτσι την αντίσταση στα 

κορτικοειδή. Eκτεταμένη έρευνα στο μέλλον, θα μπορούσε να οδηγήσει σε μια περισσότερο 

εξατομικευμένη προσέγγιση της χρήσης των κορτικοειδών σε σήψη και σηπτικό σοκ, λαμβάνοντας 

υπ΄ όψιν, τόσο την έκφραση της ισομορφής α του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών και τη 

δεσμευτική της ικανότητα, όσο και την ισορροπία της απάντησης του ανοσοποιητικού - 

ορμονολογικού συστήματος. 
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8. Περίληψη 

 

Εισαγωγή: Ο υποδοχέας γλυκοκορτικοειδών (GR) εκφράζεται υποχρεωτικά σε όλους τους 

κυτταρικούς πληθυσμούς. Η έλλειψή του από τους ιστούς μπορεί να οδηγήσει σε χαρακτηριστικά 

παθολογικούς φαινότυπους. Πρόσφατα ερευνητικά δεδομένα παρέχουν ενδείξεις ότι η έκφραση του 

GR ελαττώνεται προοδευτικά σε πειραματικά μοντέλα σήψης, καθώς και ότι αυτή η διαδικασία 

οδηγεί σε μειωμένη ικανότητα της δεξαμεθαζόνης να μετακινείται προς τον πυρήνα του κυττάρου.  

Σκοπός: Nα εξετάσουμε εάν το αγγελιοφόρο RNA (mRNA) της ισομορφής α του ανθρώπινου 

υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (hGRα) και η πρωτεϊνη hGR είναι ανεπαρκή σε ασθενείς με 

πρώιμη σήψη (Σ) σε σχέση με ασθενείς με μη-λοιμώδες σύνδρομο συστηματικής φλεγμονώδους 

απάντησης (SIRS) και υγιείς εθελοντές (Ε). Να εκτιμήσουμε εάν οι μεταβολές στη γονιδιακή και 

πρωτεϊνική έκφραση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών σχετίζονται με μεταβολές στα επίπεδα 

της κορτιζόλης και εάν συσχετίζονται με τις α) ενδοκυττάριες και εξωκυττάριες πρωτεϊνες θερμικού 

σοκ (HSP) 90α και 72 β) την προλακτίνη, ΑCTH και τις ιντερλευκίνες γ) την έκβαση. 

Μέθοδοι: Η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε Πανεπιστημιακή Μονάδα Εντατικής Θεραπείας και 

συμμετείχαν 48 διαδοχικοί ασθενείς με πρώιμης έναρξης (<48 ώρες) σήψη (Σ) και 40 διαδοχικοί 

πολυτραυματίες με πρώιμης έναρξης (<48 ώρες) SIRS. H ομάδα ελέγχου περιελάμβανε 35 υγιείς 

εθελοντές (Ε). Έγινε απομόνωση RNA από ολικό αίμα με TRI Reagent, παρασκευή 

συμπληρωματικού DNA από RNA με τη μέθοδο της αντίστροφης μεταγραφής, και κατόπιν χρήση 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου. Οι ενδοκυττάριες πρωτεΐνες hGR και 

HSPs στα μονοκύτταρα και ουδετερόφιλα υπολογίστηκαν με κυτταρομετρία ροής 4 χρωμάτων. Οι 

εξωκυττάριες HSPs και οι ιντερλευκίνες ορού υπολογίστηκαν με Elisa. 

Aποτελέσματα: Η πρωτεΐνη του hGR βρέθηκε αυξημένη στην ομάδα Σ σε σχέση με τις ομάδες Ε 

και SIRS (p<0,05), ενώ το hGRα mRNA βρέθηκε αυξημένο στην ομάδα Σ σε σχέση με την ομάδα Ε 

(p<0,05). Σε σηπτικούς, η πρωτεΐνη hGR και η εξωκυττάριος HSP72 ήταν υψηλότερα σε μη 

επιζώντες σε σχέση με τους επιζώντες (p<0.05). Η μέση ένταση φθορισμού της πρωτεΐνης hGR και 

η σχετική έκφραση του mRNA hGRα συσχετίζονταν σημαντικά μεταξύ τους (rs=0.64, p<0.001). 

Στα μονοκύτταρα, η έκφραση της  πρωτεΐνης  hGR συσχετίζονταν θετικά με τις ενδοκυττάριες και 

εξωκυττάριες HSPs, την κορτιζόλη και τις ιντερλευκίνες (p<0.05). Οι HSPs, η κορτιζόλη και η 

πρωτεΐνη hGR είχαν τη δυνατότητα διαχωρισμού των σηπτικών από την ομάδα SIRS με μεγάλη 

πιθανότητα πρόβλεψης (AUROC >0.85, p<0.05). Σε σηπτικούς ασθενείς, η πρωτεΐνη hGR στα 

μονοκύτταρα και η εξωκυττάριος HSP72 ήταν ισχυροί προγνωστικοί δείκτες της θνητότητας 

(AUROC >0.95 p<0.04). 
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Συμπέρασμα: Η πρώιμου σταδίου σήψη συνοδεύεται από αυξημένη γονιδιακή και πρωτεϊνική 

έκφραση του hGR και αυξημένες συγκεντρώσεις κορτιζόλης, υποδηλώνοντας πιθανόν την μη 

ανάγκη χορήγησης εξωγενών κορτικοειδών. Σε αυτό το στάδιο, η έκφραση του υποδοχέα των 

γλυκοκορτικοειδών μπορεί να προβλέψει την παρουσία σήψης και την έκβαση και σχετίζεται με  

επαγόμενα από το στρες βιομόρια και οργανική δυσλειτουργία. 
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ΑBSTRACT. 

 

Purpose: To examine if the human glucocorticoid receptor (hGR) isoform-α mRNA and hGR 

protein expressions are deficient in the acute phase of sepsis (S) compared to systemic inflammatory 

response syndrome (SIRS) and healthy subjects (H). To evaluate if the hGRα and hGR alterations 

are associated with cortisol changes, and if they are related to: 1) extracellular and intracellular heat 

shock proteins (HSP) 72 and 90α; 2) ACTH, prolactin, and interleukins (ILs); 3) the outcome. 

Methods: Patients consecutively admitted to a University Hospital Intensive Care Unit (ICU) with S 

(n=48) or SIRS (n=40) were enrolled in the study. Thirty-five H were also included. Total mRNA 

was isolated from peripheral blood samples and cDNA was prepared. RT-PCR was performed. 

Intracellular hGR and HSPs expression in monocytes and/or neutrophils was evaluated using 4-

colour flow cytometry. Serum prolactin, ACTH and cortisol concentrations were also measured. 

ELISA was used to evaluate serum ILs and extracellular (e) HSPs (eHSP72, eHSP90α).  

Results: hGR protein was higher in S compared to H
 
and SIRS; hGRα mRNA was higher in S 

compared to H (p<0.05). In sepsis, hGR protein and eHSP72 were higher among non-survivors 

compared to survivors (p<0.05). The hGR MFI and hGRα mRNA fold change were significantly 

related to each other (rs=0.64, p<0.001). Monocyte hGR protein expression was positively correlated 

to extracellular and intracellular HSPs, cortisol, and ILs and negatively to organ dysfunction 

(p<0.05). HSPs, hGR, and cortisol were able to discriminate sepsis from SIRS (AUROC >0.85, 

p<0.05). In sepsis, monocyte-hGR protein and eHSP72 were strong predictors of mortality (AUROC 

>0.95 p<0.04). 

Conclusions: Acute-phase sepsis is associated with increased hGR expression and cortisol 

concentrations, possibly implying no need for exogenous steroids. At this stage, hGR is able to 

predict sepsis and outcome, and is related to stress-activated bio-molecules and organ dysfunction. 
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