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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Οι πρωτεΐνες θερμικής καταπληξίας (Heat Shock Proteins - HSPs), 

συμπεριλαμβανομένης της πρωτεΐνης των 70-kDa (HSP70), είναι μια οικογένεια 

πρωτεϊνών υψηλής συντήρησης, γνωστές και ως «πρωτεΐνες απόκρισης στο στρες», 

που εμπλέκονται στους βασικούς μηχανισμούς κυτταρικής προστασίας και 

διαδραματίζουν βασικό ρόλο στην ρύθμιση της ανοσολογικής απόκρισης. Η έκφραση 

των HSPs επάγεται σημαντικά από πληθώρα παραγόντων και καταβολικά ερεθίσματα, 

όπως οξειδωτικό, θερμικό και μεταβολικό στρες, καθώς και, λοίμωξη, φλεγμονή και 

έντονη άσκηση.  

Η γλουταμίνη (GLN) έχει δειχθεί ότι διαδραματίζει προστατευτικό ρόλο έναντι 

φλεγμονωδών τραυματισμών και ασθενειών σε πειραματικά και κλινικά μοντέλα. 

Αρκετές μελέτες έχουν προτείνει μια αμφίδρομη σχέση μεταξύ της μεσολαβούμενης 

από GLN προστασίας και της ενισχυμένης έκφρασης της HSP70, αλλά ο ακριβής 

μηχανισμός δεν είναι ακόμη πλήρως κατανοητός. 

Ο στόχος της παρούσας μελέτης ήταν να διερευνήσει τον μηχανισμό μέσω του 

οποίου η HSP εμπλέκεται στη συστηματική φλεγμονή και την  πιθανή αλληλεπίδραση 

και συμμετοχή της στο μηχανισμό δράσης της GLN. Για το σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήθηκαν μύες με ειδική διαγραφή των γονιδίων Hsp70.1 και Hsp70.3 για τις 

in vivo μελέτες και πρωτογενείς καλλιέργειες μακροφάγων που συλλέχθηκαν από 

Hsp70 + / + και Hsp70 - / - μύες για τις in vitro μελέτες. Τα μακροφάγα παίζουν 

ουσιαστικό ρόλο στη φλεγμονή και την άμυνα του ξενιστή, ρυθμίζοντας την 

ανοσοαπόκριση και διατηρώντας την ομοιόσταση των ιστών. Έτσι, διερευνήσαμε το 

ρόλο της HSP70 στη συστηματική φλεγμονή που προκαλείται από LPS τόσο in vivo 

όσο και in vitro. 

Η μελέτη μας παρέχει σαφείς ενδείξεις ότι η ανεπάρκεια HSP70 σχετίζεται με 

χαμηλότερα επίπεδα κυτοκινών στο πλάσμα και στους πνεύμονες. Αντίθετα, η 

διαγραφή του γονιδίου της HSP70 οδηγεί σε αυξημένη φλεγμονώδη απόκριση από 

περιτοναϊκά μακροφάγα Hsp70-/- μυών, τα οποία παρήγαν σημαντικά αυξημένα 

επίπεδα TNFα, IL-6 και IL-8 σε σύγκριση με τα μακροφάγα που προέρχονται από 

Hsp70+/+, μύες μετά από διέγερση με LPS. Χορήγηση γλουταμίνης δεν είχε 

στατιστικά σημαντική επίδραση στην έκφραση των κυτοκινών που μελετήθηκαν και 

στους δύο γονότυπους. Είναι ενδιαφέρον ότι οι μύες Hsp70-/- εκκρίνουν σημαντικά 

αυξημένα επίπεδα κορτικοστερόνης σε σύγκριση με τους αντίστοιχους αγρίου τύπου, 

στις τέσσερις ώρες μετά τη συστηματική φλεγμονή επαγόμενη από LPS.  



25 
 

Συμπερασματικά, η παρούσα διδακτορική διατριβή έδειξε πως η απαλοιφή της 

HSP70 σχετίζεται in vivo με μειωμένη φλεγμονώδη απόκριση, ενώ in vitro, η έλλειψη 

της HSP70 σχετίζεται με προφλεγμονώδη φαινότυπο. Τα δεδομένα μας, υποδηλώνουν 

ότι η μειωμένη  φλεγμονώδης απόκριση, που παρατηρείται απουσία της HSP70 in vivo, 

πιθανότατα να εξαρτάται από την αντι-φλεγμονώδη δράση των 

γλυκοκορτικοστεροειδών. Επιπλέον, η HSP70 μπορεί να μην παίζει σημαντικό ρόλο 

στην εξασθένιση της φλεγμονώδους απόκρισης μετά τη χορήγηση της γλουταμίνης 

στην LPS-επαγόμενη φλεγμονή, υποδηλώνοντας εναλλακτικά μονοπάτια τα οποία 

παρακάμπτουν την εγγενή ανοσολογική απόκριση. Εναλλακτικά, απουσία της HSP70, 

η έκφραση της HSP90 πιθανά να είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη φλεγμονώδους 

απόκρισης.  
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SUMMARY 
Heat Shock proteins (HSPs), especially the 70-kDa heat shock protein (HSP70), 

are a family of highly conserved proteins, also known as “stress response proteins”, 

involved in the basic mechanisms of cellular protection and play key role in the 

regulation of the immune response. HSP expression is highly induced by different types 

of agents and catabolic stimuli, such as oxidative, thermal and metabolic stresses as 

well as, infection, inflammation and intense exercise.Glutamine (GLN) has been shown 

to play a protective role against inflammatory injury and illness in experimental and 

clinical settings. Several studies have suggested a bidirectional relationship between 

GLN-mediated protection and enhanced HSP70, but the exact mechanism is not fully 

understood yet.  

The aim of the present study was to explore the mechanism through which 

HSP70 is involved in systemic inflammation and the role of GLN as part of this 

mechanism. For this purpose, we utilized mice with specific deletion of the Hsp70.1 

and Hsp70.3 genes for the in vivo studies and primary macrophages were collected from 

Hsp70+/+ and Hsp70-/-for the in vitro studies. Macrophages play an essential role in 

inflammation and host defense, regulating the immune response and maintaining tissue 

homeostasis. Thus, we investigate the role of HSP70 in LPS-induced systemic 

inflammation both in vivo and in vitro. 

Our study provides clear evidence that HSP70 deficiency is associated with 

lower cytokine levels in plasma and lung tissue. On the contrary, HSP70 gene deletion 

leads to an increased inflammatory response by peritoneal murine macrophages from 

Hsp70-/- mice, which produced significantly increased levels of TNF-α, IL-6 and IL-8 

compared with Hsp70 +/+ mice-derived macrophages, after LPS stimulation.  

In conclusion, this phD thesis showed that the absence of HSP70 is associated 

in vivo with a reduced inflammatory response, while in vitro, the lack of HSP70 is 

associated with a pro-inflammatory phenotype. Our data suggest that the reduced 

inflammatory response observed in the absence of HSP70 in vivo is likely dependent 

on the anti-inflammatory action of glucocorticosteroids. Furthermore, HSP70 may not 

play a significant role in attenuating the inflammatory response after GLN 

administration in LPS-induced inflammation, suggesting alternatives pathways that 

bypass the innate immune response. Alternatively, in the absence of HSP70, HSP90 

expression may be necessary for the development of an inflammatory response. Thus, 
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measuring HSP90 levels in macrophages may be a potential marker for the 

inflammatory response.   
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1. Εισαγωγή 

1.1 Πρωτεΐνες θερμικής καταπληξίας (Heat Shock Proteins – HSPs)  

Οι πρώτες αναφορές σχετικά με την επαγωγή της έκφρασης γονιδίων μετά από 

θερμικό στρες χρονολογούνται από το 1962, όταν ο Ιταλός γενετιστής Feruccio Ritossa 

παρατήρησε διόγκωση στους σιελογόνους αδένες της Drosophila  (1-2). Δέκα χρόνια 

αργότερα από την ανακάλυψη του Ritossa, το 1973, η ομάδα των Tissières, Mitchell 

και Tracy ανακάλυψαν ότι η θερμοπληξία προκαλεί την επαγωγή μικρού αριθμού 

πρωτεϊνών και αναστέλλει την παραγωγή αρκετών άλλων (2).  Οι πρωτεΐνες αυτές 

ονομάστηκαν πρωτεΐνες θερμικής καταπληξίας (Hsps), επειδή επάγονταν μετά από 

έκθεση κυττάρων σε αυξημένη θερμοκρασία (3). 

Οι πρωτεΐνες θερμικής καταπληξίας είναι οι περισσότερο συντηρημένες πρωτεΐνες 

που βρίσκονται σε όλους τους ζωντανούς οργανισμούς προκαρυωτικούς και 

ευκαρυωτικούς. Είναι απαραίτητες για την κυτταρική ανάπτυξη και βιωσιμότητα. Ο 

πρωταρχικός ρόλος τους είναι να επάγουν την ωρίμανση και την αναδίπλωση των 

νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών. Η έκφραση αυτών των εξαιρετικά συντηρημένων 

πρωτεϊνών υπόκειται σε θετική ρύθμιση όταν εκτίθενται σε υψηλές θερμοκρασίες. Η 

σύνθεση των πρωτεϊνών θερμικού στρες επάγεται στα κύτταρα εκτός από την αύξηση 

της θερμοκρασίας και από άλλους περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως τα βαρέα 

μέταλλα, οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου και η ανοξία, καθώς επίσης και σε παθολογικές 

καταστάσεις, όπως σε περιπτώσεις μολύνσεων, τραυματισμού των ιστών και πυρετού. 

Τέλος, οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ δεν εκφράζονται  μόνο μετά από κάποιο παράγοντα 

αστάθειας, αλλά έχουν ρόλο και σε αρκετές φυσιολογικές λειτουργίες των κυττάρων, 

όπως ο κυτταρικόςκύκλος και η κυτταρική διαφοροποίηση (4). Παίζουν ρόλο ως 

μοριακοί συνοδοί (chaperones) οι οποίοι αναγνωρίζουν και συνοδεύουν ξεδιπλωμένα 

πολυπεπτίδια κατά τη διάρκεια της κυτταρικής μεταφοράς τους και δημιουργούν δίοδο 

των πρωτεϊνών διαμέσου των μεμβρανών ή την ενσωμάτωση τους στα κυτταρικά 

οργανίδια. Οι «σαπερονίνες» (chaperonins), βρίσκονται στα βακτήρια, όπως και στα 

μιτοχόνδρια και τους χλωροπλάστες. Είναι πρωτεΐνες που συμμετέχουν στον 

σχηματισμό μεγαλομοριακών συμπλόκων με κοίλους δακτυλίους, στο εσωτερικό των 

οποίων λαμβάνει χώρα η αναδίπλωση πολυάριθμων νεοσυντιθέμενων πεπτιδίων, και 

διαμεσολαβούν άμεσα την πρωτεϊνική ανταπόκριση (6-7), (9).  Η αυξημένη γνώση για 

τις πρωτεΐνες stress οδήγησε στο διαχωρισμό της υπεροικογένειας των HSP σε 
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οικογένειες (6). Το καθοριστικό κριτήριο για το διαχωρισμό είναι τα μοριακά βάρη των 

πρωτεϊνών (7).  Οι αρχικές οικογένειες: hsp90, hsp70, hsp60 και τα μικρά hsps έχουν 

επεκταθεί βήμα βήμα σε hsp110, hsp100, hsp90, hsp70, hsp60, hsp40, hsp10 και οι 

μικρές hsp οικογένειες (9-10). Επιπλέον, οι συγκεκριμένες θέσεις και οι φυσιολογικοί 

τους ρόλοι αλλάζουν μέσα στο κύτταρο ανάλογα με το μέγεθός τους (9), (Πίνακας 

1,10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Μελέτες έχουν δείξει πως οι HSPs είναι αποτελεσματικοί επαγωγείς της έμφυτης 

και της επίκτητης ανοσίας. Ενεργοποιούν δενδριτικά κύτταρα (DCs) και φυσικά 

κύτταρα φονιάδες (NK κύτταρα) μέσω των υποδοχέων TLRs, καθώς επίσης κατέχουν 

σημαντικό ρόλο στην επεξεργασία και στην παρουσίαση του MHC-αντιγόνου. Έτσι, 

οι HSPs μπορούν να θεωρηθούν ως θεραπευτικοί παράγοντες ή θεραπευτικοί στόχοι 

για μια ποικιλία μολυσματικών ασθενειών και καρκίνων (10). Αρκετές μελέτες 

υπέδειξαν τον ρόλο των HSPs των ξενιστών στην αμυντική απόκριση έναντι της 

εισβολής ενός παθογόνου (11). Επαγωγή συγκεκριμένων HSPs συμβαίνει κατά την 

έκθεση σε οξειδωτικά μέσα και ιογενείς λοιμώξεις (12). Επιπλέον, οι πρωτείνες 

θερμικής καταπληξίας είναι σημαντικοί διαμεσολαβητές της κυτταρικής ομοιόστασης 

Πίνακας 1.       Διαφορετικοί τύποι οικογενειών HSP μαζί με την τοποθεσία τους  
                           και τις λειτουργίες τους   

 
 
Τύπος                    Τοποθεσία                                                       Ρόλος 
HSP10                    Μιτοχόνδρια                                                   Αναδίπλωση πρωτεϊνών 
HSPb12                  Μεμβράνη πλάσματος                                 Προστασία λιποσωμικής μεμβράνης και, 
                                                                                                          Εμβρυικήκαρδιακήανάπτυξη 
HSP40                     Κυτοσόλιο                                                      Συνοδευτικό ενδιάμεσο νήμα 
HSP47                     Ενδοπλασματικό δίκτυο                              Πρωτοκολλαγόνο 
HSP60                     Μιτοχόνδρια                                                  Συγκέντρωση πρωτεΐνης με σχηματισμό  
                                                                                                          ετεροολιγομερούς πρωτεΐνικού   
                                                                                                          συμπλέγματος 
HSP70                     Κυτταρόπλασμα                                            Αναδίπλωση πρωτεΐνης 
 
HSP75                  Μιτοχόνδρια                                               Προστασία από αποπτωτικό θάνατο 
GRP78                  Ενδοπλασματικό δίκτυο                            Ενίσχυση της κυτταρικής αντίστασης 
                                                                                                 στην απόπτωση 
HSP90                   Κυτταρόπλασμα                                        Αναδίπλωση μυοσίνης και σχηματισμός  
                                                                                                 σαρκομερίων 
HSP100                 Κυτταρόπλασμα                                        Αναδίπλωση των αδρανών 
HSP110                 Κυτοσόλιο και πυρήνας                            Επαγωγή ανοσοαπόκρισης 
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διατηρώντας τη σταθερότητα και λειτουργικότητα των πρωτεινών και ενεργοποιώντας 

ισχυρές ανοσολογικές αποκρίσεις. Διάφοροι παράγοντες όπως η διατροφή, τα 

μικροβιακά ερεθίσματα και η ανοσία του ξενιστή, θα μπορούσαν να επηρεάσουν τη 

δραστηριότητα των HSPs. Παρατηρήθηκε ότι η υπερέκφραση και η αρνητική ρύθμιση 

των HSPs, συσχετίστηκαν με διάφορους φαινότυπους ασθενειών (13).  

Οι HSPs βρίσκονται σε ενδοκυττάριους και εξωκυττάριους χώρους, καθώς και 

στην κυκλοφορία. Οι ενδοκυττάριες HSPs περιλαμβάνουν τις HSP27, HSP70 και 

HSP90, και έχουν άμεσους ρόλους στη πρόληψη σχηματισμού πρωτεινικών 

συμπλεγμάτων  (aggergation), επαγωγή μονοπατιών κυτταρικού θανάτου, κυτταρική 

διάσωση και διατήρηση των αλληλεπιδράσεων των υποδοχέων (14). Αυτές οι HSPs 

μπορεί να υπερεκφραστούν στους περισσότερους καρκίνους προάγοντας την ανάπτυξη 

και επιβίωση των καρκινικών κυττάρων. Η αρνητική ρύθμιση της έκφρασής τους έχει 

ως αποτέλεσμα τη σημαντική μείωση των καρκινικών κυττάρων (17-19). 

Οι εξωκυττάριες HSPs όπως οι HSP70, HSP90 και gp96 είναι πεπτιδικοί φορείς, 

επαγωγοί των κυτοκινών, και διεγέρτες των κυττάρων του ανοσοποιητικού κατά τη 

διάρκεια του στρες (14). Αυτές οι HSPs μπορεί είτε να είναι συνδεδεμένες στην 

μεμβράνη του πλάσματος είτε να απελευθερώνονται στην κυκλοφορία. Γενικά, 

υπάρχουν δύο πηγές εξωκυττάριων HSPs, αυτές που προέρχονται από παθογόνο 

οργανισμό και αυτές που προέρχονται από τον άνθρωπο.  Οι HSPs που προέρχονται 

από παθογόνο οργανισμό βρίσκονται στον εξωκυττάριο χώρο ως αποτέλεσμα της 

λοίμωξης, ενώ αυτές που προέρχονται από άνθρωπο, έχουν απελευθερωθεί στον 

εξωκυττάριο χώρο σε περιπτώσεις ενδοκυτταρικών τραυμάτων όπως η απόπτωση ή η 

νέκρωση (16).  Οι εξωκυττάριες HSPs μπορεί να προσκολληθούν στην πλασματική 

μεμβράνη. Επιπλέον, επάγουν την ωρίμανση των δενδριτικών κυττάρων και 

παρουσιάζουν πεπτιδικά μόρια στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (APCs), 

συνδέοντας έτσι το συγγενές με το επίκτητο ανοσοποιητικό σύστημα. Οι 

κυκλοφορούντες HSPs, απελευθερώνονται στην κυκλοφορία από κύτταρα της γλοίας, 

Β κύτταρα, PBMCs, ή έπειτα από νέκρωση (17-18), (25-26). Αυτές οι Hsps μπορούν 

να βρεθούν στον ορό και στο πλάσμα. Οι κυτοκίνες, η ιντερφερόνη-γ (IFN-𝛾) και η IL-

10 μπορούν να προκαλέσουν την απελευθέρωση της HSP70 από τα εξωσώματα (18). 

Έτσι, η HSP70 μπορεί να χρησιμεύσει ως μοριακός δείκτης σε ασθένειες όπως το οξύ 

έμφραγμα του μυοκαρδίου όπου οι HSPs εκφράζονται αδικαιολόγητα στην 

κυκλοφορία (19). Επίσης, οι συγκεντρώσεις της HSP70 στο πλάσμα αυξάνονται με την 
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εξέλιξη της καρδιακής ανεπάρκειας, υποδεικνύοντας ξανά το ρόλο της ως δυνητικού 

βιοδείκτη διαλογής για την έγκαιρη διάγνωση της νόσου (20).  

 

 

1.2 Λειτουργίες  πρωτεϊνών θερμικής καταπληξίας    (HSPs) 
 

Ο υψηλός βαθμός διατήρησης των HSPs σε όλα τα είδη σε συνδυασμό με την επιβίωση 

των κυττάρων σε διάφορες συνθήκες αποδεικνύει τη σημαντικότητά τους για διάφορες 

φυσιολογικές κυτταρικές λειτουργίες καθώς και για την επιβίωση των κυττάρων μετά από 

στρεσογόνα ερεθίσματα όπως, θερμοκρασία, υποξία, ανοξία, ισχαιμία, υπεριώδης 

ακτινοβολία, νικοτίνη, τοξίνες, ιικοί παράγοντες, (21). Κατά συνέπεια αυτού, οι HSPs 

αναφέρονται σαν πρωτεΐνες του στρες και η αύξηση της έκφρασης τους περιγράφεται 

μερικές φορές ως μέρος της απόκρισης σε αυτό, (22). Πιο αναλυτικά, οι HSPs και κυρίως 

οι Hsp60, Hsp70 και Hsp90 κατέχουν έναν «κυτταροπροστατευτικό ρόλο» κάτω από 

συνθήκες θερμικού στρες, ενώ παράλληλα προσδιορίζουν και τα ανώτερα όρια αντοχής 

των οργανισμών, (23). Έχει αποδειχθεί μια στενή σχέση μεταξύ της έκφρασης των HSPs 

και της θερμοανθεκτικότητας, (24). Το φαινόμενο της επίκτητης θερμοανθεκτικότητας 

είναι παροδικής φύσεως και εξαρτάται από τη σοβαρότητα του αρχικού στρες. Σε γενικές 

γραμμές, όσο μεγαλύτερη είναι η αρχική έκθεση, τόσο μεγαλύτερη είναι και η διάρκεια 

της θερμοανθεκτικότητας, (21). 

Οι στρεσογόνοι παράγοντες που αναφέραμε παραπάνω δύναται να καταστρέφουν 

πρωτεΐνες προκαλώντας εν μέρει ξεδίπλωμα και συσσώρευσή τους. Οι HSP70 με την 

προσωρινή δέσμευσή τους σε υδροφοβικά κατάλοιπα, που εκτίθενται από το στρεσογόνο 

παράγοντα, επιτρέπουν στις πρωτεΐνες αυτές να αναδιπλωθούν. Εκτός όμως από τη 

βελτίωση της συνολικής πρωτεϊνικής ακεραιότητας, χαρακτηριστικό γνώρισμα των 

HSP70 είναι και η άμεση αναστολή της απόπτωσης μέσω ενός μηχανισμού που 

περιλαμβάνει μεταξύ άλλων και τις κασπάσες. 
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Εικόνα 1:  Σχηματική αναπαράσταση του σηματοδοτικού μονοπατιού της απόπτωσης. 

Κάτω από μη στρεσσογόνες συνθήκες ορισμένες HSPs, αλληλεπιδρούν με διάφορες 

πρωτεΐνες του κυττάρου και συμμετέχουν σε διεργασίες όπως αναδίπλωση, 

σταθεροποίηση, μεταφορά  και πρόληψη της ανεπιθύμητης συσσώρευσης τους. Το 

γεγονός ότι πολλές HSPs εκφράζονται σε χαμηλά έως μέτρια επίπεδα σε όλους τους 

οργανισμούς δηλώνει τη σημασία της συμβολής τους στη διατήρηση  των πρωτεϊνών 

του κυττάρου, (25). Αν και οι περισσότερες μελέτες για τις HSPs επικεντρώνονταν 

στην ικανότητά τους να συσσωρεύονται στο εσωτερικό του κυττάρου σε απόκριση στο 

στρες, νεότερες μελέτες αποδεικνύουν ότι οι HSPs χρησιμεύουν ως ρυθμιστικά 

σήματα για ανοσολογικές και φλεγμονώδεις αποκρίσεις. Αυξήσεις των ενδοκυττάριων 

επιπέδων των HSPs έχει δειχθεί ότι βελτιώνουν την αντοχή των κυττάρων σε 

φλεγμονώδεις κυτοκίνες όπως ιντερλευκίνη-1 και TNFα. Αντίθετα, όταν οι HSPs είναι 

παρούσες στην επιφάνεια των κυττάρων ή απελευθερώνονται σε τοπικό εξωκυττάριο 

περιβάλλον επάγουν ανοσολογική απόκριση κατά τη διάρκεια ιογενών λοιμώξεων, 

(21).  Γενικότερα, έχει αποδειχθεί  ότι οι HSP70 έχουν την ικανότητα να διευκολύνουν 

την παρουσία του αντιγόνου σε δενδριτικά κύτταρα και μακροφάγα. Επίσης  με την 

παρουσία τους  στην επιφάνεια καρκινικών κυττάρων λειτουργούν σαν αναγνωριστικά 

μόρια για μια κατηγορία κυττάρων που ονομάζονται «φυσικοί φονιάδες» (natural killer 

cells). Όλες οι παραπάνω μελέτες αναδεικνύουν τη σημαντικότητα των HSPs στην 

αντιγονική παρουσίαση, την ενεργοποίηση των Τ-λεμφοκυττάρων και την παραγωγή 

κυτοκινών συμβάλλοντας στις ενδοκυττάριες και εξωκυττάριες αποκρίσεις στο 
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φυσιολογικό στρες. Τέλος, μελέτες αποδεικνύουν τη σημαντικότητα των HSPs και 

ιδιαίτερα των HSP20 στην ομαλή ανάπτυξη του φαινοτύπου των μυών κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης, στην πρόληψη συσσώρευσης αιμοπεταλίων καθώς και στην 

καρδιομυική λειτουργία, (14).  

 

1.3 Οι πρωτεΐνες θερμικής καταπληξίας και το ανοσοποιητικό σύστημα 

Το ανοσοποιητικό σύστημα είναι ένα περίπλοκο δίκτυο κυττάρων και πρωτεινών, 

και η αμφίδρομη επικοινωνία μεταξύ των διαφορετικών στοιχείων του είναι 

απαραίτητη για τη βέλτιστη ομοιόσταση.  Οι HSPs εμπλέκονται τόσο στη εγγενή όσο 

και στην επίκτητη ανοσία. Στην εγγενή ανοσία, οι  HSPs ενεργοποιούν τα δενδριτικά 

κύτταρα και τα μακροφάγα, και καθώς αυτά είναι APCs, διεγείρουν διαδοχικά 

προσαρμοστικά κύτταρα του ανοσοποιητικού (25), (32). Οι HSPs είναι σημαντικές 

στην λειτουργία των ΝΚ κυττάρων, καθώς είναι γνωστό ότι αυξάνουν την 

κυτταροτοξική τους λειτουργία και τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό (34). Ειδικότερα, 

η συνδεδεμένη με τη μεμβράνη HSP70 σε διάφορα καρκινικά κύτταρα, αναγνωρίζεται 

από το σύμπλεγμα διαφοροποίησης (CD94) στο κύτταρο ΝΚ, ξεκινώντας 

αποτελεσματική κυτταρόλυση στο καρκινικό κύτταρο (26),(35). Οι HSPs, μπορεί να 

επάγουν είτε την έκκριση αντι-φλεγμονωδών είτε προφλεγμονωδών κυτοκινών, 

παρακολουθώντας με αυτό τον τρόπο την ανοσολογική απόκριση (37-38). Οι HSPs 

μπορεί να χρησιμεύσουν ως ανοσογόνα τα οποία απελευθερώνονται σε απόκριση 

φλεγμονώδών επεισοδίων και συνδέονται με συγκεκριμένους επιφανειακούς υποδοχείς  

για να προκαλέσουν προσαρμοστικές ανοσολογικές αντιδράσεις (24-27), (39). Η 

αντιγονική δέσμευση των HSPs λαμβάνει χώρα μέσω αλληλεπιδράσεων ανάμεσα σε 

υδρόφοβα υπολείμματα, όπως η V436 στη DnaK και δεσμευμένων πεπτιδίων, 

επομένως οι μεταλλάξεις σε αυτά τα υπολείμματα μπορεί να αποκρύψουν την 

προσαρμοστική ανοσία ως αποτέλεσμα της απώλειας των δεσμευτικών ικανοτήτων του 

πεπτιδίου (28).  Ομοίως, οι HSPs αυξάνουν την αποτελεσματικότητα της 

διασταυρούμενης παρουσίασης ανάμεσα στα αντιγόνα και τα APCs στο εξωκυττάριο 

περιβάλλον, επιτελώντας την παρουσίαση των πεπτιδίων στο σύμπλεγμα μείζονος 

ιστοσυμβατότητας Ι (MHC I) ή MHC II σε Τ κύτταρα. Το CD91, ένας HSP υποδοχέας, 

είναι απαραίτητος για αυτή τη διαδικασία και αυξάνει τις μεσολαβουμενες από Τ 

κύτταρα αποκρίσεις που σχετίζονται με τα Τh1, Th2 και Tregs.  Έτσι, κατά την 

παρουσία όγκων, ταυτόχρονες «σχέσεις» ανάμεσα στις εξωκυττάριες HSPs και τα 
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APCs μετά την εσωτερίκευση των καρκινικών πεπτιδίων μέσω του CD91 μονοπατιού, 

δημιουργούν αντι- και προφλεγμονώδη ανοσολογική απόκριση μεσολαβούμενη από Τ 

κύτταρα (29).  Επιπροσθέτως, οι εξωκυττάριες Hsps πιθανά να έχουν ισχυρή δυναμική 

σχετιζόμενη με τις κυτοκίνες η οποία είναι απαραίτητη για ανοσολογική απόκριση. 

Δρουν μέσω της συσχέτισης με υποδοχείς αναγνώρισης προτύπων (pattern recognition 

receptors- PRR), συμπεριλαμβανομένων των TLRs (toll like receptors) και των CD14. 

Ο CD14 είναι υποδοχέας μίας λιποπολυσακχαριδικής μεμβρανικής πρωτείνης, που δε 

διαθέτει διαμεμβρανική ή ενδοκυττάρια περιοχή (30). Ο CD14 είναι απαραίτητος 

διεγέρτης για τις HSP60 και HSP70. Μετά από διέγερση, αυτές οι εξωκυττάριες HSPs 

ενδοκυτταρώνονται προκαλώντας εισροή ασβεστίου και φωσφορυλίωση (28).  Το 

γονίδιο πρωτογενούς απόκρισης MYD 88 συνδέεται με την κυτταροπλασματική 

περιοχή του TLR, ενώ η κινάση του υποδοχέα της IL-1 (IL)-1 receptor-associated 

kinase - IRAK) ανασυντάσσεται, φωσφορυλιώνεται, και απελευθερώνεται. Η IRAK 

αλληλεπιδρά με τον παράγοντα 6 του υποδοχέα του TNF-α  (tumor necrosis factor 

TNF-receptor-associated factor 6 - TRAF6). Αυτό ακολουθείται διαδοχικά από την 

ενεργοποίηση του μετασχηματικού αυξητικού παράγοντα β- ενεργοποιημένης 

πρωτεινικής κινάσης 1 (transforming growth factor-𝛽-activated protein kinase 1-

TAK1), (32). Ο ΤΑΚ1 διεγείρει την κινάση ΙκΒ (ΙΚΚ) και αυτό φωσφορυλιώνει την 

ΙκΒ προτρέποντας την κίνηση του πυρηνικού παράγοντα κ ελαφριάς αλυσίδας 

ενισχυτή των ενεργοποιημένων κυττάρων (NF-κΒ) στον πυρήνα όπου συνδέεται με τα 

γονίδια-στόχους. Ο NF𝜅B ρυθμίζει τη μεταγραφή των γονιδίων κυτοκινών όπως των 

TNF-𝛼, IL-1𝛽, IL-6, και IL-12,(48). Η δημιουργία του NF-𝜅B προκαλεί αλληλουχίες 

γεγονότων που αλλάζουν την έκφραση των κυτοκινών, των χημειοκινών, των μορίων 

κυτταρικής προσκόλλησης, αυξητικών παραγόντων, των αντι-αποπτωτικών 

πρωτεινών, και των υποδοχέων ανοσοποιητικού (33).  Η HSP μπορεί να καταστείλλει 

τον NF𝜅B, μειώνοντας διαδοχικά τον TNF-𝛼, (50). Αυτό συμβαίνει μέσω της οδού 

πρωτεινικών κινασών που ενεργοποιούνται από μιτογόνο (MAPK) που προέρχεται από 

τη φωσφορυλίωση του c-Jun, η οποία διεγείρει διαδοχικά την πρωτείνη ενεργοποιητή 

(AP)-1 και ρυθμίζει θετικά την προφλεγμονώδη κυτοκίνη IL-18. Ομοίως, η 

υπερβολική έκκριση της IL-18 ρυθμίζεται από την HSR που καταστέλλει την IL-18, 

παρεμποδίζοντας τη σηματοδότηση JNK/MAPK (34).  Η πολύπλευρη φύση των HSPs 

ενσωματώνει τη ρύθμιση των ενεργών ριζών οξυγόνου (reactive oxygen species - ROS) 

και ορισμένων χημειοκινών από διεγερμένα μονοκύτταρα, μακροφάγα, και δενδριτικά 
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κύτταρα. Ομοίως, η αυξημένη παρουσίαση αντιγόνου HSP στα APCs σχετίζεται με 

αύξηση των μορίων CD86, CD40 και MHC (35). Η HSP60 αναστέλλει τη χημειοταξία 

και σε συνδυασμό με τους TLRs ρυθμίζει θετικά τις αντιφλεγμονώδεις αντιδράσεις, 

ενώ μεταβάλλει τη δραστηριότητα των Β- κυττάρων (36). Η συμμετοχή των HSPs στο 

μηχανισμό των DAMPS (danger activated molecular pattern), είναι αμφιλεγόμενη. Τα 

DAMPs είναι ενδοκυττάρια ενδογενή μόρια που εκκρίνονται μετά τη νέκρωση με την 

ικανότητα να επάγουν μη ειδικές προσαρμοστικές ανοσολογικές αποκρίσεις έπειτα από 

την ενεργοποίηση των δενδριτικών κυττάρων. Επίσης, μπορούν να αντιδράσουν με 

τους PRRs με αποτέλεσμα την παρουσία φλεγμονωδών κυτοκινών (37).  Στους μύες 

τα μακροφάγα που διεγείρονται με LPS απελευθερώνουν τον HMGB1 (high mobility 

group box 1), καθοδηγώντας σε μία φλεγμονώδη απόκριση που προκαλεί 

αποτελεσματικά πρόπτωση (38). Παρουσία της HSP, ο HMGB δεν μετατοπίζεται στον 

πυρήνα αποτρέποντας την επαγωγή της αποπτωτικής οδού. Με αυτόν τον τρόπο ο 

κυτταρικός θάνατος αποβάλλεται, (56).  Παρομοιώς, ο HSF-1 συνδέεται με τις 

περιοχές του  προαγωγέα των γονιδίων των κυτοκινών, όπως ο TNF-𝛼 και η  IL-1𝛽 σε 

μύες, αναστέλλοντας την έκφραση του TNF-𝛼 στα μακροφάγα  (39).  

Ο TNF-𝛼 εμπλέκεται στο TRAIL μονοπάτι του υποδοχέα θανάτου και πιθανά 

εμποδίζει την παραγωγή τους αποτρέποντας το μη ειδικό κυτταρικό θάνατο που μπορεί 

να είναι επιβλαβής για την ανοσολογική απόκριση ή να προκαλέσει μια υπερδραστική 

ανοσολογική απόκριση η οποία να ενεργοποιήσει την αυτοανοσία. Σε αυτοάνοσα 

νοσήματα, οι HSPs μπορεί να είναι σημαντικές στη ρύθμιση της κυριαρχίας των 

κυτοκινών που σχετίζονται με Τ-κύτταρα, από αρχικά μια προφλεγμονώδη σε μια αντι-

φλεγμονώδη κατάσταση  (38), (58-60). Η υψηλή συχνότητα εμφάνισης της HSP70 

μειώνει τα επίπεδα πρωτεΐνης και mRNA του TNF-𝛼 που προκαλούνται από 

ενδοτοξίνες σε περιτοναϊκά μακροφάγα  (40), επαγόμενα από θερμότητα, 

υποδηλώνοντας την επίδραση των HSPs στη μεταγραφή αυτών των γονιδίων. Ωστόσο, 

η υπερέκφραση της HSP70 από μακροφάγα του περιφερικού αίματος επηρεάζει τις 

επαγόμενες από LPS κυτοκίνες, όπως TNF-𝛼, IL-1𝛽, IL-10, και  IL-12  (62).  Επιπλέον, 

η HSP70 μεταβάλλει την παραγωγή προφλεγμονωδών κυτοκινών αυξάνοντας την 

ανοχή και την επιβίωση στις ενδοτοξίνες  (41). Είναι η ίδια η φύση της ανοσολογικής 

απόκρισης που χαρακτηρίζεται από πλαστικότητα και η οποία απεικονίζεται στην 

περίπτωση των HSPs.  
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Εικόνα 2. Οι ανοσοτροποποιητικές δράσεις της HSP70:  (a) συμπλέγματα HSP70/ 
πρωτεΐνης-υπόστρωμα προκαλούν σηματοδότηση μέσω δέσμευσης HLA-DR σε 
ρυθμιστικά κύτταρα.  Η HSP70 του ενδοπλασματικού δικτύο προσδένεται με τον 
υποδοχέα LAG3, αυξάνοντας τις IL-2, IL-4, και IL-10. Αυτό επάγει την αδρανοποίηση 
των αντιγόνο-παρουσιαστικών κυττάρων (μείωση της επαγώγιμης  συνθάσης του 
νιτρικού οξειδίου- iNOS, που ρυθμίζεται με την ενεργοποίηση της αναγωγής – 
RANTES  που εκφράζεται από φυσιολογικά κύτταρα Τ και εκκρίνεται).  Αυτές οι 
αλλαγές μπορεί επίσης να προκληθούν απευθείας από την πρόσδεση της HSP70 με 
τους DAMPR υποδοχείς (damage-associated molecular pattern receptors). Περαιτέρω 
έκθεση στην HSP70 μπορεί να επάγει την HINT1 (histidin etriad nucleotide-binding 
protein), που οδηγεί σε αυξημένη έκφραση των CD94 και NKG2D στα NK-κύτταρα.  
(b) Τα σύμπλοκα HSP70/Ro52 και HSP70/Ro53 επάγουν τη διήθηση των μακροφάγων 
και των κυτταροτοξικών Τ-κυττάρων. Μπορεί να συνυπάρχει παράλληλη παραγωγή 
αυτοαντισωμάτων  έναντι της HSP70. Συλλογικά αυτές οι αλλαγές προάγουν την 
αυτοανοσία. Η εικόνα έχει ληφθεί από την αναφορά (42).  
 
 
1.4 Το HSP70/HSP90 σύστημα 

HSP70 

Οι πρωτείνες θερμικής καταπληξίας που ανήκουν στις 70 kDa (HSP70s) είναι οι πιο 

άφθονες και καλά χαρακτηρισμένες HSPs σε βακτηριακά και ευκαρυωτικά 

συστήματα. Η παρουσία διαφόρων τύπων HSP70s έχει αναφερθεί σε όλους τους 

ζωντανούς οργανισμούς, και είναι τυπικά διανεμημένες 1-2 ανά κυτταρικό διαμέρισμα. 

Η HSP70 είναι μία μονομερής πρωτεΐνη η οποία περιέχει 2 διατηρημένα λειτουργικά 

τμήματα. Την N-τελική περιοχή με δράση ΑΤPase (Nucleotide Binding Domain-NBD) 

(4). Η περιοχή αυτή συνδέεται με την ATP που υδρολύεται σε ADP. Έχει δυο λοβούς 

χωρισμένους με μια βαθιά σχισμή μεταξύ τους, στο κάτω μέρος της οποίας 

δεσμεύονται νουκλεοτίδια (ATP και ADP). Επίσης αποτελείται από την περιοχή 

πρόσδεσης υποστρωμάτων (Substrate Binding Domain -SBD). Η διάταξη της SBD 
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είναι ριζικά διαφορετική σε κλειστή και ανοικτή διάπλαση εξαρτώμενη από την ενεργό 

δράση της (43). Η C-τελική περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων (peptide binding domain-

PBD) δρα ως «κάλυμμα» για την περιοχή δέσμευσης υποστρώματος. To C-τερματικό 

τμήμα της HSP70 διεγείρει την παραγωγή TNF-α, IL-12, και xυμοκινών, επάγει την 

πόλωση των Τ-βοηθητικών κυττάρων τύπου 1, και διεγείρει την ωρίμανση των 

δενδριτικών κυττάρων. Η Ν- και C- τελική περιοχή σχετίζονται με την έκθεση σε 

αντιγόνο, μια σημαντική διεργασία με την οποία η HSP70 συμμετέχει στην 

ανοσολογική απόκριση, εμφανίζοντας παράλληλη δράση μοριακού συνοδού και 

κυτοκίνης (44). Η περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίων βρίσκεται πλησίον της περιοχής με 

δράση ΑΤΡ-άσης και ρυθμίζει τις αλληλεπιδράσεις της HSP72 με κακώς 

αναδιπλωμένα, μη αναδιπλωμένα ή μερικώς αναδιαταγμένα πολυπεπτιδικά 

υποστρώματα. Η εξειδίκευση της HSP70 οφείλεται σε μεγάλο βαθμό στις πρωτεΐνες-

συνεργάτες, τις J-proteins, και μαζί δημιουργούν ένα σύμπλεγμα το επονομαζόμενο 

«molecular chaperone machine»  (45). Στους περισσοτερους οργανισμούς, τα μέλη της 

οικογένειας των J-πρωτεϊνών βρίσκονται σε αφθονία και συχνά ξεπερνούν σε αριθμό 

τα μέλη των HSP70s. Μία πρωτεΐνη J για να μπορέσει να αλληλεπιδράσει με τις υψηλά 

διατηρημένες HSP70s περιέχει μία περιοχή περίπου 70 αμινοξέων γνωστή ως J (J 

domain), η οποία βρίσκεται συνήθως στο αμινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης και η οποία 

έχει αποδειχθεί ότι διεγείρει τη δραστικότητα ΑΤΡάσης των πρωτεϊνών HSP70 (42-

43). Έτσι, κάθε HSP70 είναι ικανή να αλληλεπιδράσει με πολλαπλούς J-πρωτεϊνικούς 

συνοδούς ώστε να αποδώσει διαφορετικές λειτουργίες, διαμορφώνοντας με αυτόν τον 

τρόπο ένα πολύπλοκο δίκτυο τσαπερονών.  

 

Εικόνα 3.  Η δομή της HSP70 (HSPIR, HEAT SHOCK PROTEIN Information Resource). 
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HSP90  

Η HSP90 είναι μία από τις πλέον άφθονες πρωτεΐνες σε ευκαρυωτικά κύτταρα. Η 

HSP90 είναι μία μοριακή τσαπερόνη υπεύθυνη για τη διατήρηση της σταθερότητας και 

της δραστηριοποίησης μιας μεγάλης και ανόμοιας σειράς πρωτεϊνών, οι οποίες 

ονομάζονται «πρωτεΐνες-πελάτες» (47). Λόγω της ποσότητας και της ποικιλομορφίας 

των υποστρωμάτων της η HSP90 έχει μετονομαστεί σε «προστάτη του πρωτεόματος». 

Το Picardlab διατηρεί μία ενημερωμένη λίστα των υποστρωμάτων της Hsp90 

(https://www.picard.ch/downloads /Hsp90interactors.pdf), η οποία περιλαμβάνει 

κινάσες και μεταγραφικούς παράγοντες (48), καθώς επίσης και υποδοχείς στεροειδών 

ορμονών, (steroid hormone receptors -SHRs). Η δυνατότητα της HSP90 να συνοδεύει 

τις περίπου 300 «πρωτεΐνες-υποστρώματα» είναι αυστηρά εξαρτώμενη από την 

ικανότητα υδρόλυσης του ATP (49), (80). Η Hsp90 λειτουργεί ως διμερές, στο οποίο 

κάθε εκκινητής μπορεί να υποδιαιρεθεί σε τρεις διακριτές περιοχές (50), (82). Η αμινο-

τελική περιοχή (amino-terminal domain -NTD) με δράση ATP-άσης (51). Μία μεσαία 

περιοχή πρόσδεσης (middle domain -MD), η οποία ενώνεται με το NTD με μία 

πολωμένη και εύκαμπτη περιοχή (charged linker)  (52) και το καρβοξυτελικό άκρο 

(carboxy-terminal domain -CTD), μια περιοχή διαμερισμού (64-66), καθώς και για την 

πρόσδεση συνοδών μορίων (co-chaperones).   

 

Εικόνα 4. Η δομή της Hsp90 (HSPIR, HEAT SHOCK PROTEIN Information Resource). 

 

H HSP90 πραγματοποιεί ρυθμιζόμενους κύκλους πρόσδεσης και απελευθέρωσης ATP, 

μέχρι την τελική απελευθέρωση της πρωτεΐνης στην φυσική διαμόρφωση. Τα 

βοηθητικά συνοδά μόρια (co-chaperones) ρυθμίζουν διάφορες πτυχές της λειτουργίας 

της HSP90 ως τσαπερόνη, συμπεριλαμβάνοντας και το ρυθμό υδρόλυσης του ATP και 
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της πρόσδεσης και αναδίπλωσης της πρωτεΐνης-υποστρωμα στον κύκλο της HSP90 

(chaperone machinery) (67-69). 

 

 

Εικόνα 5 .Ο κύκλος της HSP90 (1): Ανοιχτή (ανενεργή) HSP90 – διμερίζεται στο C-
άκρο χωρίς το Ν-άκρο να συμμετέχει. Το σύμπλεγμα HSP70-JDP δεσμεύει τις 
πρωτεΐνες-υποστρώματα και τις παραδίδει στο συνοδό μόριο της HSP90 (HSP90 
chaperone) μέσω των βοηθητικών συνοδών μορίων (co-chaperones). (2): Η Hop 
(HSP70/HSP90 organizing protein) προσδένεται ταυτόχρονα στο C- άκρο της HSP70 
και HSP90 χρησιμοποιώντας τις TPR περιοχές και συμπεριφέρεται σαν γέφυρα για τη 
μεταφορά της πρωτείνης-υπόστρωμα από την HSP70 στην HSP90.(3): Η πρωτεΐνη-
υπόστρωμα συνεργάζεται με τη μεσαία περιοχή της HSP90. Άλλα βοηθητικά συνοδά 
μόρια συμπεριλαμβανομένης της πεπτιδυλο-προπυλο cis-trans ισομεράσης (PPIase) 
συνεργάζονται με την HSP90, σε αυτό το στάδιο για να διαμορφώσουν το ασύμμετρο 
σύμπλεγμα.(4): HSP70 και Hop απελευθερώνονται από το σύμπλεγμα και 
αντικαθιστούνται από το p23 και έτσι οδηγείται στην κλειστή διαμόρφωση. Η 
πρόσδεση αυτή του p23 σταθεροποιεί την HSP90 στη δομή που απαιτείται για τη 
σωστή αναδίπλωση της πρωτεΐνης-υπόστρωμα. Το Ν-άκρο διμερίζεται, και ATP 
υδρολύεται και η πρωτεΐνη-υπόστρωμα ελευθερώνεται. Η υδρόλυση του ATP από την 
HSP90 ενεργοποιείται από την πρόσδεση του Aha1 βοηθητικού συνοδού μορίου  (55). 
 

Οι υποδοχείς στεροειδών ορμονών (Steroid Hormone Receptors-SHRs) είναι 

μία τάξη καλώς περιγραφόμενων «πρωτεϊνών-υποστρωμάτων» της HSP90 των οποίων 

η σταθερότητα και η δραστηριότητα είναι σε μεγάλο βαθμό εξαρτημένες από το 

μηχανισμό των συνοδών μορίων (chaperone machinery). Η εργασία των Prattand Toft 
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έχει συνεισφέρει σημαντικά στην κατανόηση της «συνοδικότητας» (SHR chaperoning) 

από τα συνοδά μόρια (molecular chaperones) (71-78), (94). Το τρέχων μοντέλο της 

ωρίμανσης των υποδοχέων των γλυκοκορτικοειδών (GR) περιγράφει μία διαδικασία 

στην οποία η HSP70 πρώτα προσδένεται στον υποδοχέα GR, ξεδιπλώνει μία περιοχή 

του GR ligand-binding domain (LBD) και ακολούθως περνάει στην HSP90 για την 

τελική ωρίμανση από ένα προσαρμογέα συνοδό βοηθητικό μόριο, την HSP70-HSP90 

organizing protein (Hop) 57), (104-106). Ωστόσο, ο μηχανισμός με τον οποίο η HSP90 

εκκινεί  τις πρωτεΐνες-υποστρώματα δεν έχει ακόμα επιλυθεί.  

 

Το HSP70/HSP90 σύμπλεγμα 

Η τσαπερόνη HSP70 παίζει κρίσιμο ρόλο στα ευκαρυωτικά κύτταρα, και μπορεί να 

έχει απευθείας δράση στην «πρωτεΐνη-υπόστρωμα» οδηγώντας την στη σωστή 

διαμόρφωση. Επιπροσθέτως, η HSP70 μπορεί να λάβει από ή να μεταφέρει την 

«πρωτεΐνη-υπόστρωμα» σε άλλες τσαπερόνες όπως η HSP90 (59), (109).  

Και στις δύο περιπτώσεις, η HSP70 υποβοηθάται από μια πληθώρα βοηθητικών 

συνοδών μορίων (cochaperones), (108). Όταν η HSP70 δρα απευθείας, λαμβάνει την 

HSP40 (J-protein) ως «πρωτεΐνη-υπόστρωμα» αλλάζοντας τη διαμόρφωσή της από 

ανοιχτή σε κλειστή,γεγονός το οποίο συμβαδίζει με την υδρόλυση ενός μορίου ATP. 

Παρόλα αυτά, το σύμπλεγμα HSP70/J-πρωτεΐνη/«πρωτεΐνη-υπόστρωμα» μπορεί να 

παραδώσει την «πρωτεΐνη- υπόστρωμα» στην HSP90 στη φάση πρόσδεσης του ATP, 

επιτρέποντας στην HSP90 να δράσει στην «πρωτεΐνη-υπόστρωμα» με σκοπό να 

επιτύχει τη σωστή διαμόρφωση, (60). 

Και στις δύο πρωτεΐνες, HSP90 και HSP70, η πρόσδεση και η υδρόλυση του ATP 

καθοδηγεί τον λειτουργικό κύκλο, και η μεταφορά της πρωτεΐνης-υπόστρωμα ανάμεσά 

τους μεσολαβείται από βοηθητικά συνοδά μόρια (cochaperones), όπως η πρωτεΐνη 

HOP (HSP70/ HSP90 organizing protein) ή η SGT (small glutamine –rich TPR-

containing protein) (58-60). Οι λειτουργίες των HSP70 και HSP90 συνδυάζονται με 

ένα συγχρονισμένο τρόπο, ώστε να βελτιώσουν τη μετουσίωση της πρωτεϊνικής 

σταθερότητας (61). Σε αντίθεση με τη λειτουργική δραστηριότητα αυτών των 

πρωτεϊνών, της αναδίπλωσης, όταν η HSP90 εμποδίζεται από φαρμακολογικές ουσίες 

όπως οι GA, 17-AAG, πολύ γρήγορα υποβαθμίζει τις «πρωτεΐνες-υποστρώματα» μέσω 

του μονοπατιού ουβικιτίνης-πρωτεασώματος (62). Επιπλέον, η HSP70 και η βοηθός 

συνοδός μόριο HSP40 βοηθούν στην αποδόμηση διάφορων πρωτεϊνών (61). 
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Εικόνα 6.  Το λειτουργικό δίκτυο της HSP οικογένειας το οποίο απαιτείται για τη 
διατήρηση της καλής ποιότητας των κυτταρικών πρωτεϊνών, (HSPIR, HEAT SHOCK 
PROTEIN Information Resource, H εικόνα ελήφθη από 
https://www.researchgate.net/figure/A-functional-HSP-HSP100-HSP90-HSP70-
HSP60-HSP40-and-small-HSP-family-molecular_fig1_323901917). 
 
 
 
1.5 Συστηματική φλεγμονή – σήψη – φλεγμονώδεις παράγοντες και 

ανοσοποιητικό σύστημα 
 

1.5.1 Εισαγωγή 

Η λέξη «σήψη» προέρχεται από τη λέξη “σήψις,” η οποία στην Ελληνική γλώσσα 

σημαίνει «αποσύνθεση». Η παρουσία παθογόνων μικροοργανισμών σε φυσιολογικά 

στείρους μικροβίων ιστούς, υγρά ή κοιλότητες του σώματος μπορεί να οδηγήσει σε 

μόλυνση. Κάθε μολυσματική διαδικασία έχει σαν στόχο την ανοσολογική απόκριση 

του ξενιστή, η οποία μπορεί να διαφέρει στον καθένα (63).  

 

1.5.2 Επιδημιολογία 

Η σήψη αποτελεί την κύρια αιτία της σοβαρής νόσου και νοσοκομειακής θνητότητας. 

Παγκοσμίως νοσούν 26 εκατομμύρια άνθρωποι ετησίως με το 1/3 από αυτούς να 

πεθαίνει. Αποτελεί την κύρια αιτία θανάτου της νεογνικής/παιδικής ηλικίας, ενώ 

παρουσιάζει αύξηση της επίπτωσης κατά 8-13%. Η παγκόσμια επίπτωση των 
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νοσηλευομένων ασθενών με σήψη και των νοσηλευομένων ασθενών με σοβαρή σήψη 

είναι 437 και 270 περιπτώσεις ανά 100000 άτομα-έτη με 17% και 26% θνησιμότητα, 

αντίστοιχα (64).  

 

1.5.3 Ορισμοί  

Η σήψη αποτελούσε και συνεχίζει ακόμα και σήμερα να αποτελεί μια απειλητική, 

δυνητικά θανατηφόρα κατάσταση με υψηλή επίπτωση και αυξημένη θνητότητα. Η 

ετερογένεια στην κλινική εκδήλωση της σήψης και η έλλειψη συγκεκριμένων 

χαρακτηριστικών κλινικών προτύπων ώθησαν τους μελετητές στην καθιέρωση και 

θέσπιση διεθνώς αποδεκτών ορισμών με σκοπό την έγκαιρη αναγνώριση και εφαρμογή 

θεραπευτικών παρεμβάσεων. Οι ορισμοί αυτοί περιλαμβάνουν: 

i. λοίμωξη «Μικροβιακό φαινόμενο που χαρακτηρίζεται από φλεγμονώδη 

αντίδραση στους μικροοργανισμούς ή την προσβολή φυσιολογικά στείρου 

ιστού από αυτούς τους μικροοργανισμούς», 

ii. συστηματική φλεγμονώδης αντίδραση (ΣΣΦΑ), που αποτελεί τη συνδυασμένη 

απάντηση των μηχανισμών άμυνας του ανθρώπινου οργανισμού σε διάφορους 

παράγοντες, που δρουν τοπικά ή συστηματικά, λοιμώδους ή μη αιτιολογίας 

(π.χ. τραύμα, θερμική κάκωση, άσηπτη φλεγμονή), 

iii. σήψη η οποία ορίζεται ως η «Συστηματική αντίδραση του οργανισμού – SIRS 

μαζί με τεκμηριωμένη ή υποπτευθείσα λοίμωξη».  

iv. σοβαρή σήψη είναι η σήψη που συνοδεύεται από δυσλειτουργία ενός 

τουλάχιστον οργάνου, 

v. σηπτική καταπληξία είναι η σοβαρή σήψη που συνοδεύεται από συστολική 

αρτηριακή υπόταση.  

Η πρώιμη αναγνώρισή της και παρέμβαση είναι απαραίτητα για την επιβίωση 

των ασθενών. Το 2002, oι ESICM (European Society of Intensive Care Medicine) και 

SCCM (Society of Critical Care of Medicine) οργανώθηκαν με τη δημιουργία της 

Εκστρατείας Επιβίωσης από τη Σήψη (Surviving Sepsis Campaign – SCC), με σκοπό 

να μειωθεί η συνολική θνησιμότητα και θνητότητα από τη σήψη και τη σηπτική 

καταπληξία. Οι κατευθυντήριες οδηγίες της SCC αναθεωρούνται κάθε 4 χρόνια με την 

τελευταία αναθεώρηση να έχει ανανεωθεί το 2016. Οι νέες οδηγίες έχουν επικεντρωθεί 

στην πρώιμη αναγνώριση της λοίμωξης, ταχύτερη αντιμετώπιση και καλύτερη έκβαση 

της νόσου. Οι όροι SIRS και σοβαρή σήψη δεν χρησιμοποιούνται σήμερα για να 
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ορίσουν οποιοδήποτε στάδιο της σήψης σε ενήλικες. Οι ESICM (European Society of 

Intensive Care Medicine) και SCCM (Society of Critical Care of Medicine), 

αναγνωρίζοντας την ανάγκη αναθεώρησης των κριτηρίων, συνέλλεξαν δεδομένα από 

19 ΜΕΘ για ένα έτος. Με βάση αυτά δημιούργησαν τον νεότερο ορισμό της σήψης 

περιγράφοντάς τον ως ΣΗΨΗ-3, ενώ τους παλαιότερους ορισμούς του 1991 και 2001 

χαρακτήρισαν ως ΣΗΨΗ-1 και ΣΗΨΗ-2 αντίστοιχα. Η επικρατούσα κλίμακα 

βαρύτητας που χρησιμοποιείται πλέον για τη διάγνωση της σήψης είναι το SOFA σκορ 

(Sequential Organ Failure Assessment) (65). Έτσι στο συμπόσιο, «The Third 

International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock [Sepsis-3]» 

προτάθηκε η αλλαγή όρων, εννοιών και παραμέτρων που χρησιμοποιούνται στην 

αναγνώριση της σήψης. Υπό αυτή την ομοφωνία, η σήψη πλέον ορίζεται ως μία 

απειλητική για τη ζωή δυσλειτουργία οργάνων η οποία προκαλείται από μία 

απορυθμισμένη απάντηση του ξενιστή στη λοίμωξη (66). Οι κύριες αλλαγές που 

προτάθηκαν από αυτό το τρίτο συμπόσιο ομοφωνιών ήταν η υιοθέτηση της SOFA 

(Sequential Organ Failure Assessment), ώστε να διαγνωστεί η δυσλειτουργία των 

οργάνων βασισμένη σε πόντους σε μία τελική βαθμολογία τουλάχιστον δύο βαθμών 

ως αποτέλεσμα της μόλυνσης (65-66). Επιπροσθέτως, το“rapid SOFA score” (qSOFA) 

προτάθηκε ως εργαλείο διαλογής για να χρησιμοποιηθεί για γρήγορη αναγνώριση 

ανάμεσα στους ασθενείς με λοίμωξη, αυτούς με σήψη ή αυτούς που πιθανά θα 

αναπτύξουν σήψη (66). Λόγω της ελλείψεως προοπτικής επικύρωσης του qSOFA, 

αυτό το εργαλείο θα πρέπει να χρησιμοποιείται ως προγνωστικός παράγοντας 

θνησιμότητας και όχι ως διάγνωση ή άμεση πρόγνωση της σήψης (68). Μετά τους 

ορισμούς της Sepsis-3 από τη Society of Critical Care Medicine (SCCM) και την 

European Society of Intensive Care Medicine (ESICM), ο ορισμός του συνδρόμου 

SIRS απομακρύνθηκε από τη συσχέτιση λοίμωξης και φλεγμονής και εγκαταλείφτηκαν 

τα κριτήριά του (67-69).  
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Εικόνα 7. Η δυσλειτουργία οργάνων όπως συμπεριλαμβάνεται στο νέο ορισμό ΣΗΨΗ-
3, (70).  
 

1.5.4 Παθοφυσιολογία φλεγμονώδους αντίδρασης-σήψης   

Μία λοίμωξη ξεκινά από την τοπική εισβολή μικροοργανισμών σε ένα ζωντανό 

σώμα. Όταν το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή είναι υγιές, η ποσότητα και η 

λοιμογόνος δύναμη του μικροοργανισμού κάτω από το όριο ανοχής, τότε η μόλυνση 

περιορίζεται και θεραπεύεται αυθόρμητα. Ωστόσο, εάν οι μικροοργανισμοί 

ξεπεράσουν το ανοσολογικό σύστημα αυτοάμυνας, μπορούν να επεκταθούν τοπικά ή 

να εξαπλωθούν σε απομακρυσμένους ιστούς και όργανα, μέσω της κυκλοφορίας του 

αίματος. Ως απόκριση στη συστηματική εισβολή των μικροοργανισμών, το σώμα 

πυροδοτεί την παραγωγή φλεγμονωδών μεσολαβητών, καθώς και χαρακτηριστικών 

σημείων και συμπτωμάτων, όπως πυρετός ή υποθερμία, ταχυκαρδία, ταχύπνοια, 

λευκοκυττάρωση ή λευκοπενία, τα οποία αποτελούν βασικά στοιχεία των κριτηρίων 

του SIRS. Σε αυτό το στάδιο γινόταν η διάγνωση της σήψης με βάση τον προγενέστερο 

ορισμό της σήψης, ο οποίος συχνά προδιέθετε την ανεπάρκεια ζωτικών οργάνων, που 

σήμερα αναφέρεται ως σύνδρομο δυσλειτουργίας πολλαπλών οργάνων, (Μultiple 

Organ Dysfunction Syndrome - MODS).  

Στη λοίμωξη, ο οργανισμός αναγνωρίζει μόρια πρότυπα μικροοργανισμών, 

μέσω των υποδοχέων αναγνώρισης προτύπων (pattern recognition receptors-PRR), τα 

οποία σχετίζονται με το παθογόνο (pathogen-associated molecular patterns-PAMPs), 

όπως λιποπολυσακχαρίτη (LPS), πεπτιδογλυκάνη, λιποπεπτίδια (συστατικό πολλών 

παθογόνων οργανισμών), λιποτειχοϊκό οξύ (συστατικό του κυτταρικού τοιχώματος 

των θετικών κατά gram βακτηρίων), μαστιγίνη (παράγοντας κινητικότητας βακτηρίων) 

και το βακτηριακό DNA, (71-72). Έχει βρεθεί πως επάγουν καταστάσεις όμοιες in vivo 

και ενεργοποιούν ανοσολογικά κύτταρα in vitro, (72). Οι προσβεβλημένοι ιστοί 
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απελευθερώνουν επίσης μόρια με παρόμοιες ιδιότητες, όπως τα high-mobility group 

box 1 (HMGB-1) και ιστόνες οι οποίες αναφέρονται ως μοριακά μοτίβα, και ενδογενή 

μοριακά σήματα κινδύνου (damage danger-associated molecular patterns-DAMPs), 

(73). Υπό σηπτικές συνθήκες, τα PAMPs και DAMPs προσδένονται στους PPR, οι 

οποίοι βρίσκονται στα μονοκύτταρα/μακροφάγα, αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα και 

άλλα στρωματικά κύτταρα, τα οποία πυροδοτούν την ενεργοποίηση του ενδοκυττάριου 

καταρράκτη σηματοδότησης, (74). Τα ενεργοποιημένα κύτταρα απελευθερώνουν 

διάφορους χυμικούς μεσολαβητές, κυρίως κυτοκίνες, οι οποίες επιταχύνουν την τοπική 

και συστηματική φλεγμονή.  

 

1.5.5 Ανοσολογικό σύστημα και σήψη 

Ο πρωταρχικός ρόλος του ανοσολογικού συστήματος είναι να απομακρύνει 

από τον οργανισμό μας ξένα ή μη αυτό-κυτταρικά υλικά, όπως είναι τα βακτήρια, οι 

ιοί, οι μύκητες, τα παράσιτα και τα κατεστραμμένα κύτταρα. Το ανοσολογικό σύστημα 

έχει δύο σκέλη, το εγγενές και το επίκτητο (προσαρμοσμένο) , και το καθένα από αυτά 

έχει διαφορετικούς διακριτούς ρόλους, ώστε να διατηρηθεί η ακεραιότητα του 

οργανισμού, αλλά παρόλα αυτά εργάζονται σε συντονισμό για να απομακρύνουν τα 

επιβλαβή αντιγόνα.  

Το εγγενές ανοσοποιητικό σύστημα είναι μια υποτυπώδης πρώτη γραμμή 

άμυνας και είναι υπεύθυνο για την έναρξη της φλεγμονώδους απόκρισης. Το επίκτητο 

ανοσολογικό σύστημα είναι πιο εξελιγμένο και έχει σχεδιαστεί να «μαθαίνει» και να 

δημιουργεί «μνήμη» καθώς ο οργανισμός εκτίθεται σε αντιγόνα καθόλη τη διάρκεια 

της ζωής του. Και τα δύο σκέλη του ανοσοποιητικού συστήματος είναι υπεύθυνα για 

την επίβλεψη όλου του σώματος για την παρουσία αντιγόνων, ωστόσο, η ενεργοποίηση 

του κάθε σκέλους απαιτεί διαφορετικό μηχανισμό ενεργοποίησης.  

Τα πρωτογενή λεμφικά όργανα περιλαμβάνουν το μυελό των οστών και το 

θύμο αδένα, όπου δημιουργούνται ή/και διαφοροποιούνται τα λεμφοκύτταρα. 

Παραδείγματος χάριν, τα T κύτταρα διαφοροποιούνται στο θύμο αδένα και υπόκεινται 

σε θετική και αρνητική επιλογή, επιτρέποντας στα Τ κύτταρα να εισέλθουν στην 

κυκλοφορία του αίματος που εκεί θα ενεργοποιηθούν αναγνωρίζοντας κύτταρα με 

δείκτες του συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (major compatibility complex - MHC) 

και παρουσιάζοντας αντιγόνα. Τα δευτερεύοντα λεμφικά όργανα αποτελούνται από 

τους λεμφαδένες και το σπλήνα, οι οποίοι αποτελούν δεξαμενές των πρόδρομων 

κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος. Οι λεμφαδένες φιλτράρουν το λεμφικό 
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σύστημα και παρέχουν την αλληλεπίδραση ανάμεσα σε λευκοκύτταρα ενεργοποιημένα 

από αντιγόνα και Β και Τ κύτταρα. Τα πρόδρομα λευκοκύτταρα παρακολουθούν αίμα 

και ιστούς για την παρουσία ξένων αντιγόνων και/ή στρατολογούνται σε ένα σημείο 

φλεγμονής από ανοσολογικούς αγγελιοφόρους όπως οι κυτοκίνες για να 

ενεργοποιηθούν. Μόλις ενεργοποιηθούν, τα λευκοκύτταρα καθαρίζουν την πληγείσα 

περιοχή από ξένα αντιγόνα, μολυσμένα, κατεστραμμένα ή νεκρωμένα κύτταρα και 

βοηθούν στην επιδιόρθωση.   

 

1.5.6 Ο ρόλος των μακροφάγων στη φλεγμονή 

 

Τα μακροφάγα, ένα βασικό συστατικό του ενδογενούς ανοσοποιητικού συστήματος, 

βρίσκονται εντός των διάμεσων ιστών και των βλεννογονικών επαφανειών σε όλο το 

σώμα. Αυτά λειτουργούν για την παροχή  i) συνεχούς ανοσολογικής επαγρύπνισης, ii) 

ενορχήστρωσης της ανοσολογικής απάντησης και  iii) μίας γέφυρας μεταξύ του 

ενδογενούς και προσαρμοστικού σκέλους του ανοσοποιητικού συστήματος. Υπάρχουν 

και πολλά άλλα είδη μονοπύρηνων φαγοκυττάρων , όπως είναι τά ηπατικά μακροφάγα 

(κύτταρα Kupffer), τα μακροφάγα του μυελού των οστών, τα μικρογλοιακά κύτταρα 

(μακροφάγα του Κεντρικού Νευρικού Συστήματος), τα πνευμονικά μακροφάγα (τα 

οποία περιλαμβάνουν τα βρογχοκυψελιδικά μακροφάγα και τα μακροφάγα του 

διάμεσου πνευμονικού ιστού), τα μεσαγγειακά κύτταρα (μακροφάγα του συνδετικού 

ιστού ο οποίος υπάρχει ανάμεσα στα τριχοειδή του αγγειώδους σπειράματος των 

νεφρικών σωματίων του Malpighi), τα μακροφάγα των αρθρικών υμένων, τα 

μακροφάγα των οστών (οστεοκλάστες) και τέλος τα μακροφάγα των λεμφαδένων, του 

σπλήνα και του αμφιβληστροειδούς χιτώνα . Αν και υπάρχουν μακροφάγα σε πολλά 

ακόμα όργανα του σώματος, τα περισσότερα από αυτά αποτελούν στην 

πραγματικότητα μακροφάγα του συνδετικού ιστού (ιστιοκύτταρα), (75).  

Τα μακροφάγα παίζουν ουσιαστικό ρόλο σε όλες τις φάσεις της φλεγμονώδους 

αντίδρασης-σήψης, καθώς υπάρχουν παντού και ασκούν πολλαπλές δράσεις στη 

φλεγμονώδη διαδικασία. Μετά τη μόλυνση τα μακροφάγα ενεργοποιούνται μέσω του 

TLR (Toll-Like-Receptor) που αναγνωρίζει τα PAMPs του εισβάλλοντος παθογόνου, 

όπως το LPS των gram (-) βακτηρίων και το LTA (Lipotechoic acid) / PGN 

(peptidoglycan) των gram (+) βακτηρίων, (76).  Στο πρώιμο στάδιο της σήψης, τα 

μακροφάγα υφίστανται Μ1 διαφοροποίηση και προώθηση της άμυνας του ξενιστή με 

την εξάλειψη των εισβολέων-παθογόνων ή κατεστραμμένων ιστών και 
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απελευθερώνουν τεράστιες ποσότητες προφλεγμονωδών κυτοκινών, όπως ο TNF-α, 

IL-1, IL-6 και IL-8, (77). Ωστόσο, τα μακροφάγα μπορεί να ενεργοποιηθούν 

υπερβολικά κατά την πρώιμη φάση και να παράγουν υπερβολική ποσότητα 

προφλεγμονωδών κυτοκινών, (78), οι οποίες έχουν αναγνωριστεί ως μία από τις κύριες 

αιτίες για την υψηλή θνησιμότητα στα αρχικά στάδια της σήψης, (79). Στην περίπτωση 

που οι προφλεγμονώδεις αποκρίσεις που προκαλούνται από τα μακροφάγα δε 

ρυθμιστούν επαρκώς, τότε μπορεί να εμφανιστεί η καταιγίδα κυτοκινών, (80). Σε αυτή 

τη φάση η προφλεγμονώδης απόκριση γίνεται παθογόνος  και τελικά 

ανοσοκατασταλτικό στο τελικό στάδιο της σήψης, (81),(82), (83). Καθώς τα 

ενεργοποιημένα προφλεγμονώδη μακροφάγα υφίστανται απόπτωση και/ή πολώνονται 

προς τον Μ2 φαινότυπο, ο οποίος μειώνει την προφλεγμονώδη απόκριση, μπορεί να 

συμβάλλουν στην ανοσοκαταστολή. Λόγω της καταιγίδας κυτοκινών, ένας μεγάλος 

αριθμός παραγόντων που επάγουν την απόπτωση δημιουργούνται και 

απελευθερώνονται, συμπεριλαμβανομένων του HMGB1 (High Mobility Group Box 

1), (84), επάγοντας και προωθώντας την απόπτωση των μακροφάγων, (85).   

Προηγούμενες μελέτες, (86), (87), έχουν προσδιορίσει την παρουσία υπερβολικού 

επιπέδου αποπτωτικών μακροφάγων σε αυτοψίες ανθρώπων και ζωικά μοντέλα σήψης. 

Ωστόσο, τα Μ1 μακροφάγα που διέφυγαν την απόπτωση μετατρέπονται σε Μ2 

μακροφάγα προκαλώντας αρνητική ρύθμιση στις φλεγμονώδεις κυτοκίνες, αλλά 

θετική ρύθμιση των αντιφλεγμονωδών κυτοκινών, (88). Ορισμένες κυτοκίνες όπως 

TNF-α, IL-13, IL-4, IL-10, μπορούν να διεγείρουν την πόλωση των μακροφάγων προς 

τον Μ2 φαινότυπο, (82), (75),(83). Η ρύθμιση της ομοιόστασης των προ- και αντι- 

φλεγμονωδών αποκρίσεων και η λειτουργική σταθερότητα των μακροφάγων μπορεί να 

έχει μεγάλα οφέλη για την επαγόμενη από σήψη ανοσοκαταστολή.  

 

1.5.7 Οι κυτοκίνες και ο ρόλος τους 

Οι κυτoκίνες είναι μικρά μόρια (<80kDa), τα οποία παρά το μικρό χρόνο ημίσειας ζωής 

τους (λίγα λεπτά έως λίγες ώρες), παίζουν κεντρικό ρόλο στην σηπτική απόκριση. 

Κατά τη σήψη οι συγκεντρώσεις τους μπορεί να εκτοξευθούν από πικογραμμάρια 

/χιλιοστόλιτρα (pg/ml) στο πλάσμα σε νανογραμμάρια (ng/ml) και μικρογραμμάρια 

ανά χιλιοστόλιτρο (μg/ml). 

Τα ανοσοκύτταρα χρησιμοποιούν τις κυτοκίνες για να επικοινωνήσουν ως αυτοκρινείς, 

παρακρινείς ή ενδοκρινείς αγγελιοφόροι ανάμεσά τους, καθώς και με άλλα βιολογικά 

συστήματα με αποτέλεσμα συνεργιστικά, ανταγωνιστικά ή πολλαπλά αποτελέσματα. 
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Αναλόγως την κυτοκίνη, μπορεί να επηρεαστεί η επίκτητη ανοσολογική απόκριση. Για 

παράδειγμα, η παραγωγή της ιντερλευκίνης-2 (IL-2) και της ιντερφερόνης γ (IFNγ) 

υποστηρίζει την ενεργοποίηση των κυτταροτοξικών T-λεμφοκυττάρων τα οποία είναι 

απαραίτητα για την καταπολέμηση βακτηρίων και ιών. Ωστόσο, τα υψηλά επίπεδα των 

IL-4 aκαι IL-6 υποστηρίζουν την ενεργοποίηση και τον πολλαπλασιασμό των Β 

λεμφοκυττάρων ευνοώντας  την ανάπτυξη αντισωμάτων.   

Οι κυτοκίνες κατηγοριοποιούνται σε προ-φλεγμονώδεις και αντι-

φλεγμονώδεις, και ο χρόνος έκφρασής του ποικίλλει. Οι προφλεγμονώδεις κυτοκίνες 

παίζουν κύριο ρόλο στην επαγωγή της συστηματικής φλεγμονής και στην ανάπτυξη 

του MODS. Σε αντίθεση, οι αντι-φλεγμονώδεις κυτοκίνες συμμετέχουν στη ρύθμιση 

και την αποκλιμάκωση της οξείας φλεγμονής, συμβάλλοντας επίσης στην 

ανοσοκαταστολή και την υπερευαισθησία στη μόλυνση η οποία παρατηρείται σε 

μεταγενέστερες φάσεις της σήψης, (89). 

Οι πιο εκτενώς μελετημένες προ-φλεγμονώδεις κυτοκίνες στη σήψη είναι οι TNF-α και 

IL-1, ικανές και οι δύο να ενεργοποιήσουν κύτταρα-στόχους και να επάγουν την 

παραγωγή περισσοτέρων φλεγμονωδών μεσολαβητών. Άλλες κυτοκίνες οι οποίες 

έχουν εμπλακεί στην παθογένεση της σήψης περιλαμβάνουν την IL-6, η οποία έχει και 

προ-φλεγμονώδεις και αντι-φλεγμονώδεις ιδιότητες, καθώς και τις IL-12 και 

ιντερφερόνη γ (INF-γ), (71),(90).  

 

Σε ασθενείς με σοβαρή σήψη, υψηλά επίπεδα των IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, MCP-1 

(monocyte chemotactic protein-1) και GCSF  (granulocyte colony-stimulating factor) 

σχετίζονται με θνησιμότητα, (91). Σχετικά πρόσφατα οι κυτοκίνες της οικογένειας IL-

17 έχουν αναδειχθεί ως σημαντικοί μεσολαβητές της ανοσολογικής ρύθμισης, (92). 

Συνολικά, είναι πλέον καλά τεκμηριωμένο ότι η βακτηριακή μόλυνση οδηγεί 

στην ενεργοποίηση του δικτύου κυτοκινών, το οποίο περιλαμβάνει προφλεγμονώδεις 

και αντιφλεγμονώδεις κυτοκίνες, καθώς και διαλυτούς αναστολείς προφλεγμονωδών 

κυτοκινών, (93). Η ισορροπία ανάμεσα σε αυτά τα ρυθμιστικά μονοπάτια καθορίζει 

τελικά την καθαρή φλεγμονώδη δραστηριότητα του δικτύου κυτοκινών, (εικόνα 7).  
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Εικόνα 7. Η έκβαση οποιασδήποτε φλεγμονώδους απόκρισης υπαγορεύεται από την 

ισορροπία μεταξύ προφλεγμονωδών και αντιφλεγμονωδών παραγόντων. Κάθε ένα από 

αυτά τα αντίθετα μονοπάτια διαμεσολαβείται από διαφορετικές επιρροές κυτοκινών 

και ορμονών. Για παράδειγμα, η φλεγμονή ευνοείται από τις IL-1β, IL-6, καιTNF-α, 

ενώ αναστέλλεται από τις IL-10 καιTGF-β, (94).  

 

 
1.5.8 Ο ρόλος της HSP70 στη συστηματική φλεγμονή – Μύες με απαλοιφή της 

HSP70 

Οι HSPs παίζουν ρόλο στην ενεργοποίηση των κυττάρων του ανοσοποιητικού 

συστήματος, και ο προτεινόμενος μηχανισμός είναι πως έχουν τη δυνατότητα να 

σηματοδοτήσουν το ανοσοποιητικό κύτταρο όποτε οι ιστοί είναι κατεστραμμένοι λόγω 

μόλυνσης ή φλεγμονής (82-83),(138). Η HSP70 έχει αναγνωριστεί ως βασικός 

ρυθμιστής της ανοσολογικής απόκρισης, ικανή να παρέχει σήματα στα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού ακόμα και απουσία ανοσογόνων πεπτιδίων (95), (96), (139). Αυτή η 

ικανότητα να ενεργοποιεί την ανοσολογική απόκριση, συμβαίνει όταν η HSP70 

παρουσιάζεται στην επιφάνεια του κυττάρου (14), (95). Αυτό συμβαίνει όταν τα 

κύτταρα είναι μολυσμένα από ιό, βακτήρια ή στα κύτταρα ασθενών με αυτοάνοσο, ή 

σε καρκινικά κύτταρα, αλλά όχι στην επιφάνεια φυσιολογικών κυττάρων (97). Έχει 

παρατηρηθεί πως η HSP70 ενεργοποιεί τα μακροφάγα ή τα δενδριτικά κύτταρα, πέρα 

από την ενεργοποίηση της παραγωγής των κυτοκινών από τα μονοκύτταρα και την 

ενίσχυση του πολλαπλασιασμού και της κυτταροτοξικότητας των ΝΚ κυττάρων 



55 
 

(31),(98),(145). Υπάρχουν επίσης στοιχεία τα οποία υποδεικνύουν την παρουσία ενός 

συγκεκριμένου Hsp70 πρωτεϊνικού υποδοχέα στην επιφάνεια των μακροφάγων και 

των μονοκυττάρων (99). Επιπλέον, η απελευθέρωση των κυτοκινών και των χυμοκινών 

από Τ-κύτταρα και αντιγονοπαρουσιαστικό κύτταρα μπορεί να τροποποιηθεί από τις 

HSPs, όπως και η ωρίμανση και η μετανάστευση των δενδριτικών κυττάρων (100).  

Οι μύες Hsp70-/- χρησιμοποιούνται ευρέως ως πειραματικά μοντέλα με σκοπό να 

διευκρινιστεί η λειτουργία και η δράση της HSP70.  Πρόκειται για μύες με απαλοιφή 

των γονιδίων Ηsp70.1 και Ηsp70.3 τα οποία βρίσκονται στο χρωμόσωμα 7 και τα οποία 

ευθύνονται για τη μεταγραφή και σύνθεση της HSP70 πρωτεΐνης στο μυ (101), με 

αποτέλεσμα να μην εκφράζεται καθόλου η Hsp70 στους μύες αυτούς. Οι Hsp70-/- μύες 

δημιουργήθηκαν με ομόλογο ανασυνδυασμό του DNA από εμβρυικά βλαστοκύτταρα 

129Sv. Για την αποφυγή επιδράσεων από το γενετικό περιβάλλον, κάθε 

στέλεχος Hsp70-/-  μυός διασταυρώθηκε με ποντίκια από το στέλεχος C57BL/J6 για 9 

γενεές για να ληφθούν ομογενή ζώα. (Lowe & Moran, 1986). Οι προκύπτοντες 

απόγονοι διασταυρώθηκαν έτσι ώστε να ληφθούν οι Hsp70 ετερόζυγοι μύες. Μετά από 

οκτώ γενιές επαναδιασταύρωσης με ποντίκια C57BL/6J, δημιουργήθηκαν 

τα Hsp70 ομόζυγα ποντίκια, από διασταύρωση μεταξύ ετεροζυγώτων. Οι 

γονότυποι Hsp70: +/+, +/- , -/-δημιουργήθηκαν σύμφωνα με τις αναμενόμενες αναλογίες 

κατά Mendel 1:2:1. (SarahM. SenfApril 23, 2013). Από τις τρεις κυτταρικές σειρές 

ποντικών που μελετήθηκαν, οι δύο εξέφραζαν το mRNA 3,1- έως 3,5 kb κατά τη 

διάρκεια του θερμικού σοκ. Μία σειρά εξέφρασε επίσης ένα επιπλέον, μικρότερο 2,6 

kbmRNA, το οποίο μεταγράφηκε από ένα ξεχωριστό γονίδιο. Αυτά τα αποτελέσματα 

υποδεικνύουν ότι η κυτταρική σειρά κατέχει σημαντική επίδραση στην κυτταρική 

απόκριση υπό συνθήκες θερμικού σοκ και η απόκριση δεν είναι καθολική σε όλους 

τους τύπους κυττάρων. 

1.5.9 Η φλεγμονή στους Hsp70-/- μύες 

Μέχρι στιγμής έχουν πραγματοποιηθεί μελέτες που αφορούν τα ποντίκια Hsp70-/- και 

παρουσιάζουν σημαντικό ενδιαφέρον, τόσο για τον ίδιο τον γονότυπο όσο και για την 

έκφραση της πρωτεΐνης HSP70. Υπάρχουν δεδομένα που αποδεικνύουν ότι η 

ικανότητα παραγωγής και έκφρασης της  HSP70 μπορεί να εξασθενίσει σημαντικά την 

έκφραση προφλεγμονωδών κυτοκινών και συστηματικής φλεγμονής μετά από σηπτική 

προσβολή, ανεξάρτητα από άλλες πρωτεΐνες θερμικού στρες. Τα γονίδια που είναι 

υπεύθυνα για την επαγωγική έκφραση της HSP70 μπορούν να επηρεάσουν τη 
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θνησιμότητα και την εμφάνιση του ARDS. Τα ευρήματα της μελέτης καθορίζουν ένα 

δυνητικά ζωτικό μηχανισμό με τον οποίο οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ μπορούν να 

προστατεύσουν τον εκάστοτε οργανισμό από σηπτικό τραυματισμό. Επειδή η 

καταστολή του NF-κB συσχετίζεται με αντιφλεγμονώδη δράση, υπάρχει ένδειξη ότι η 

έκφραση της HSP70 θα μπορούσε να μεσολαβήσει στην εξασθένηση της 

απελευθέρωσης προφλεγμονώδους κυτοκίνης μέσω της καταστολής του ΝF-κΒ. Η 

ενεργοποίηση του ΝΡ-κΒ εξαρτάται από τη φωσφορυλίωση και την αποικοδόμηση του 

ΙκΒ, ενός ενδογενούς ανασταλτικού μορίου που δεσμεύεται με το ΝF-κΒ στο 

κυτταρόπλασμα. Αποδεικνύεται ότι η έκφραση της HSP70 μπορούσε να καταστείλει 

τη μεταγραφική ενεργοποίηση του ΝF-κΒ, και να αναστείλει σημαντικά την 

φωσφορυλίωση της ιντερλευκίνης, προκαλώντας αποικοδόμηση στον 

κυτταροπλασματικό ιστό του πνεύμονα, (102). Ωστόσο, όταν το γονίδιο για την HSP70 

διαγράφεται, αυτά τα αποτελέσματα αντιστρέφονται. Αυτά τα αποτελέσματα 

υποδηλώνουν ότι η προστασία από τραυματισμό που επιτυγχάνεται από την επαγώγιμη 

HSP70 δρα μέσω της οδού NF-kB. 

Τα ανθρώπινα μονοκύτταρα που έχουν υποστεί θερμικό σοκ μπορούν να 

απελευθερώνουν HSP70 όταν απομονώνονται σε καλλιέργεια. Όταν τα μονοκύτταρα 

επωάζονται με τα ρυθμισμένα με την HSP70 μέσα και εκτίθενται σε ενδοτοξίνη, 

αναστέλλεται η ενεργοποίηση και δεσμεύεται το  DNA του NF-κB. Όταν το αντι-

ΗSΡ70 προστίθεται στο μέσο, αυτό αναστρέφει την ανασταλτική επίδραση των 

ρυθμισμένων με HSP70 μέσων στην επαγόμενη από ενδοτοξίνη ενεργοποίηση του ΝF-

κΒ. Μετά το στρες, εμφανίζονται οξείες αυξήσεις της επαγομένης HSP70. Αυτή η 

πρωτεΐνη δεν αλλάζει σε απόκριση του στρες αλλά έχει αποδειχθεί ότι συμμετέχει σε 

διάφορα στάδια της ωρίμανσης της πρωτεΐνης. Τα ποντίκια που χρησιμοποιήθηκαν σε 

αυτή τη μελέτη έχουν ειδική εξάλειψη των γονιδίων για την επαγώγιμη μορφή της 

HSP70. Τα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι η έκφραση της επαγώγιμης HSP70 είναι 

ζωτικής σημασίας για την προστασία από την προφλεγμονώδη απόκριση και τον 

τραυματισμό του πνεύμονα. Φαίνεται ότι η έκφραση της επαγώγιμης HSP70 μπορεί να 

έχει θεραπευτική επίδραση για ασθένειες που προκαλούνται από την απελευθέρωση 

προφλεγμονωδών κυτοκινών, (102). Η επίδραση της HSP70 στη συστηματική 

φλεγμονή μπορεί να εφαρμοστεί όχι μόνο για τη θεραπεία της σήψης αλλά και για 

άλλες φλεγμονώδεις ασθένειες. 



57 
 

            Σε άλλη μελέτη, η παρουσία της απόπτωσης μετά από εγκεφαλική ισχαιμία 

παραμένει αμφιλεγόμενη. Έχει αναφερθεί ότι η ισχαιμική βλάβη προκαλεί κυτταρικό 

θάνατο μετά από παροδική ή μόνιμη απόφραξη του MCA, (103). Η HSP70 εκφράζεται 

εντατικά έπειτα από εγκεφαλική ισχαιμία και από θερμικό σοκ καθώς σχετίζεται με 

μετουσίωση πρωτεΐνης στην περιοχή που πραγματοποιήθηκε βλάβη. Μετά από 

εστιακή ισχαιμία, η HSP70 εκφράζεται κυρίως σε αιμοφόρα αγγεία και σε περιοχές 

εντός ενός εμφράγματος και εκφράζεται σε νευρώνες εκτός των περιοχών 

εμφράγματος. Η νευρωνική έκφραση της HSP70 μπορεί να ερμηνευθεί μοριακά, καθώς 

προσδιορίστηκε η μεμβράνη μετουσιώσεως των πρωτεϊνών. Τα αποτελέσματά έδειξαν 

προφανή έκφραση της HSP70 κυρίως στον φλοιό, αν και παρατηρήθηκε αξιοσημείωτη 

διαφορά στην ένταση έκφρασης μεταξύ των ποντικών Hsp70-/- και των φυσιολογικών 

(WT) ποντικιών. 

Όταν ληφθούν υπόψη οι ιδιότητες της HSP70, η HSP70 μπορεί να προστατεύει 

τους νευρώνες από ερεθίσματα μετουσιώσεως των πρωτεϊνών. Τα ποντίκια Hsp70-/-

ανέδειξαν 22,7% περισσότερο έμφραγμα από τα ποντίκια φυσιολογικού γονοτύπου 

(WT)  και τα αποτελέσματα αυτά είναι σύμφωνα με προηγούμενες μελέτες (103). Η 

αύξηση του όγκου του εμφράγματος που προκαλείται από τη διαγραφή 

γονιδίου hsp70 ήταν σημαντική. Αυτό συμβαίνει διότι μπορεί να σχετίζεται με τον 

μηχανισμό της πρωτεΐνης HSP70 που δεν λειτουργεί στην περιοχή του ισχαιμικού 

πυρήνα. 

Επιπλέον, παρόλο που οι λειτουργίες των γονιδίων hsp70.1 και hsp70.3 δεν 

έχουν τεκμηριωθεί, η διαγραφή του γονιδίουhsp70.1 οδηγεί σε αξιοσημείωτη μείωση 

της έκφρασης της πρωτεΐνης HSP70 μετά από εστιακή εγκεφαλική ισχαιμία, έναντι 

των ποντικιών φυσιολογικού γονοτύπου (WT). Αυτά τα αποτελέσματα υποδεικνύουν 

ότι το γονίδιο hsp70.1 μπορεί να είναι πιο σημαντικό (λειτουργικά) στην 

νευροπροστασία, ιδιαίτερα στην αναστολή της απόπτωσης, μετά από εγκεφαλική 

ισχαιμία, από ότι το γονίδιο hsp70.3. Επιπλέον, διαπιστώνεται ότι η έκφραση του 

mRNA του γονιδίου hsp70.3είναι επίσης χαμηλότερη σε knockout ποντίκια από ότι σε 

wildtype ποντίκια. Το αποτέλεσμα αυτό μπορεί να υποδηλώνει ότι τα 

γονίδια hsp70.1 και hsp70.3 συσχετίζονται λειτουργικά στην απόκριση σε ισχαιμικά 

ερεθίσματα. 
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            Σε άλλη πειραματική μελέτη που αφορά την αυτοάνοση εγκεφαλομυελίτιδα 

(ΕΑΕ) αποδεικνύεται ότι τα ποντίκια Hsp70.1-/- ήταν σημαντικά πιο ανθεκτικά στην 

ανάπτυξη ΕΑΕ σε σύγκριση με τα φυσιολογικά – αρσενικού φύλου – ποντίκια (WT), 

(104). Τα ποντίκια Hsp70.1-/-που ανέπτυξαν κλινικά συμπτώματα της ΕΑΕ 

παρουσίασαν την ίδια κλινική πορεία και τα ίδια ιστοπαθολογικά χαρακτηριστικά με 

τα ποντίκια φυσιολογικού γονότυπου. Συνεπώς, η HSP70.1 φαίνεται να είναι σχετική, 

αλλά όχι κρίσιμη, για την έκβαση της ΕΑΕ. Επιπλέον, η εξωκυτταρική HSP70 μπορεί 

να δράσει ως ανοσοενισχυτικό που προάγει προσαρμοστικές ανοσοαποκρίσεις έναντι 

ειδικών αντιγόνων. Τα σπληνοκύτταρα που δεν διαθέτουν το γονίδιο έκφρασης της 

πρωτεΐνης HSP70.1 ήταν ικανά να επάγουν αντιγόνο-ειδική πολλαπλασιαστική 

απόκριση και τα ποντίκια Hsp70.1-/- με ΕΑΕ παρουσίασαν υψηλότερη 

πολλαπλασιαστική απόκριση σε σύγκριση με τα φυσιολογικά ποντίκια. Παρόλα αυτά, 

η υψηλή πολλαπλασιαστική απόκριση που παρατηρήθηκε στα ποντίκια Hsp70.1-/- δεν 

συσχετίστηκε με αυξημένη παραγωγή κυτοκινών είτε στη φλεγμονώδη είτε στη χρόνια 

φάση της νόσου. Παρατηρήθηκε επίσης μείωση των επιπέδων της ιντερλευκίνης 2 στα 

σπληνοκύτταρα των Hsp70.1-/- σε σύγκριση με τα κύτταρα των ποντικιών του 

φυσιολογικού γονοτύπου. 

 

1.6 Ο ρόλος της γλουταμίνης στη συστηματική φλεγμονή  

In vivo και in vitro 

Η Γλουταμίνη (GLN) είναι το αμίδιο του γλουταμικού οξέος και αποτελεί το 

πιο συχνά απαντόμενο και σε αφθονία ελεύθερο αμινοξύ στον ανθρώπινο οργανισμό, 

σε μια συνολική ποσότητα περίπου 80 gr [ή 1 gr/kg ΒΣ/24h]. Οι σκελετικοί μυς 

θεωρείται ότι περιέχουν περισσότερο από το 95% της συνολικής GLN, ενώ στο πλάσμα 

αντιπροσωπεύει περίπου το 20% των ελεύθερων α−αμινοξέων. Από εκεί διακινείται 

στους ιστούς με έναν ρυθμό 80 gr ημερησίως, τιμές που αναφέρονται σε υγιείς 

μάρτυρες (105). Τα αποθέματα όμως αυτά μειώνονται ταχύτατα σε καταστάσεις 

καταβολικού stress [τραύμα, σήψη, έγκαυμα], και από αυτήν την άποψη η GLN 

θεωρείται ως κατά συνθήκη [conditionally] απαραίτητο αμινοξύ. Έχει βρεθεί πως η 

GLN σε οξείες καταστάσεις καθίσταται ένα εξαιρετικά αναντικατάστατο αμινοξύ  

(106). Η κύρια αποθήκη της GLN είναι ο σκελετικός μυς και όταν ο οργανισμός 

βρίσκεται σε ηρεμία φυλάσσεται σε αναλογία 32:1 σε σχέση με το πλάσμα (107). Σε 

στρεσσογόνες καταστάσεις ο σκελετικός μυς απελευθερώνει GLN, η οποία εκπέμπει 



59 
 

«σήμα κινδύνου» (stress signal) προς τον οργανισμό ώστε να ενεργοποιηθούν γονίδια 

σχετιζόμενα με την κυτταρική προστασία. Κατά τη διάρκεια ενός μεταβολικού stress 

η κατανάλωση της GLN στο ήπαρ, το νεφρό και το έντερο υπερβαίνει την παραγωγή 

της και έτσι τα επίπεδά της στο πλάσμα ταχύτατα μειώνονται (108). Συνεπώς, μεγάλα 

ποσά GLN απελευθερώνονται από τους μυς προς το πλάσμα με σκοπό να υπάρξει 

αφενός επαρκής ενέργεια για τα κύτταρα του λεπτού εντέρου, τα λευκοκύτταρα, τα 

μακροφάγα και άλλα ταχέως πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα και αφετέρου να 

παρέχονται τα απαραίτητα πρόδρομα στοιχεία για τη σύνθεση των νουκλεοτιδίων, για 

ρύθμιση της ανοσολογικής και αποπτωτικής δραστηριότητας που παρατηρείται κατά 

το τραύμα, αλλά και για την διατήρηση της οξεοβασικής ισορροπίας στο νεφρό (91-

92). Η αρχική αυτή “μαζική” ανταπόκριση του μυ για την κάλυψη των αναγκών του 

οργανισμού σε GLN οδηγεί μεσοπρόθεσμα σε διάσπαση πρωτεϊνών για την de novo 

σύνθεση GLN στον μυ. Σύντομα όμως, οι αυξημένες απαιτήσεις των περιφερικών 

ιστών δεν καλύπτονται παρά την αυξημένη σύνθεσή της στους μυες, με αποτέλεσμα τα 

χαμηλά επίπεδα GLN στους σκελετικούς μυες να αντικατοπτρίζουν και ένα 

γενικευμένο έλλειμα GLN στο σύνολο του οργανισμού (110). Η άποψη αυτή δεν είναι 

μια απλή θεωρία, αλλά είναι και κλινικά αποδεδειγμένη σε βαρέως πάσχοντες: σε 

σηπτικούς ασθενείς, που δεν επιβίωσαν, τα επίπεδα της ελεύθερης GLN στους 

σκελετικούς μυες βρέθηκαν μειωμένα κατά 90% (106), (111), ενώ η μείωση των 

επιπέδων της στο πλάσμα παρέμεινε χωρίς να μπορεί να διορθωθεί για περισσότερο 

από 21 μέρες (112), εύρημα που σχετίσθηκε και με την παρατηρηθείσα αυξημένη 

θνητότητα (113). 

Κατά τις πρώτες μέρες επικράτησης μιας οξείας κατάστασης ή χρόνιας νόσου ο 

ασθενής υποσιτίζεται. Το ίδιο συμβαίνει και για μια μεγάλη επέμβαση, όπου απαιτείται 

στέρηση τροφής προ– και μετεγχειρητικά. Στη φάση αυτή, ο μεταβολισμός των 

αμινοξέων χαρακτηρίζεται από χαμηλές συγκεντρώσεις GLN στους μυες και υψηλές 

συγκεντρώσεις αμινοξέων διακλαδούμενης αλύσου, που καταδεικνύουν αναστολή 

στηv ενδοκυττάρια σύνθεση της GLN στον μυ, κατάσταση, η οποία παραμένει επί 

μακρόν (97-98),(160),(162).  

H GLN ρυθμίζει την ανοσιακή λειτουργία και την παραγωγή κυτταροκινών 

μέσω πολλών μηχανισμών της φλεγμονώδους αντίδρασης, όπως των NF‒κΒ 

πρωτεϊνικών κινασών, της αναστολής της αύξησης της έκφρασης της INOS(115), της 

εξασθένησης των αλληλοεπιδράσεων μεταξύ πολυμορφοπύρηνων λεμφοκυττάρων και 

ενδοθηλίου και της μείωσης της διείσδυσης των ουδετερόφιλων στους ιστούς (100-
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101). Παρόλα αυτά, δύο είναι οι κύριοι μηχανισμοί που μπορούν να εξηγήσουν τη 

δράση της GLN: α) ενίσχυση της έκφρασης της MAPK φωσφατάσης [MAPK−1] που 

δρα ως ισχυρός αρνητικός ρυθμιστής της φλεγμονώδους διαδικασίας και β) η αναστολή 

της φωσφορυλίωσης και της αποδόμησης της ομάδας των αναστολέων kappa B 

[ΙkB−a], μιας ομάδας πρωτεϊνών που δεσμεύουν τον NF‒κΒ, αποτρέποντας τη 

μεταφορά του στον πυρήνα, όπου προκαλεί την έναρξη της μεταγραφής σημάτων για 

την έκφραση των φλεγμονωδών κυτταροκινών (115), (117), (166). Στη δράση αυτή 

συμβάλλει εν μέρει και η αύξηση της παραγωγής της γλουταθειόνης, που αυξάνει την 

αντιοξειδωτική ικανότητα (103-104), ανταγωνιζόμενη άμεσα τις δραστικές 

οξειδωτικές ρίζες, σε αντίθεση με τη HSP70 που προστατεύει το κύτταρο από το 

οξειδωτικό στρες μέσω της αποκατάστασης ή της απομάκρυνσης των αποδομημένων 

πρωτεϊνών.  

Σε κλινικό επίπεδο η GLN φαίνεται να μειώνει το οξειδωτικό stress και τη 

μιτοχονδριακή βλάβη που προκαλείται με χειρισμούς μάλαξης του εντέρου (119). Η 

χορήγηση GLN κατά τη σήψη επίσης φαίνεται ότι προάγει την ισορροπία της Th1/Th2 

απάντησης, μειώνοντας την ΙL−6 στους ιστούς πλην του ήπατος, ελαττώνει την 

ενδοκυττάρια IL−4 στα λεμφοκύτταρα, προάγει την έκφραση της IFN−α (116) και 

αποτελεί, όπως ήδη λέχθηκε, πηγή ενέργειας για τα λεμφοκύτταρα και τα μακροφάγα 

(112). Είναι επίσης απαραίτητη για την έκφραση δεικτών στην κυτταρική μεμβράνη 

των λεμφοκυττάρων, όπως οι CD25, CD45RO καιCD17 (120), καθώς και για την 

έκφραση του γονιδίου DR από το αντιγονικό σύστημα ανθρώπινων λευκοκυττάρων 

[HLA], που είναι υπεύθυνο για την αντιγόνο-παρουσίαση στα μονοκύτταρα, όπως 

διαπιστώθηκε σε ασθενείς με τραύμα ή εγχείρηση (121). Σε μία άλλη μελέτη φαίνεται 

η θετική συμμετοχή της GLN στην πρόληψη εκδήλωσης ARDS στον πνεύμονα λόγω 

σήψης (122), αφού η εξωγενής χορήγηση GLN, που φαίνεται ότι προλαμβάνει την 

προσέλκυση των ουδετερόφιλων και τη διήθησή τους  (116),(123), προστατεύει τον 

κυψελιδικό φραγμό (122) και βελτιώνει την, λόγω φλεγμονής, βλάβη των πνευμόνων. 

Τα πλεονεκτήματα όμως αυτά φαίνονται να σχετίζονται και με την δυνατότητα της 

GLN να επάγει την έκφραση των πρωτεϊνών οξείας φάσεως [HSP] (124), τόσο στον 

πνεύμονα όσο και στα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου, πέραν της γνωστής ικανότητάς 

της να μειώνει τη δράση του NF−κΒ (100-101), (111-112). Έτσι, η χορήγηση GLN σε 

χειρουργικούς ασθενείς ΜΕΘ, που λάμβαναν ολική παρεντερική διατροφή για 

περισσότερο από 5 ημέρες, αυξάνει τα επίπεδα της HSP70 κατά 3.7 φορές και μείωνει 

στατιστικά σημαντικά τη διάρκεια νοσηλείας έναντι του εικονικού φαρμάκου (126). 
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1.7 Νευροπεπτίδια εμπλεκόμενα σε στρες και συστηματική φλεγμονή 

O άξονας Yποθάλαμος-Yπόφυση-Eπινεφρίδια (Hypothalamus, Hypophysis, 

Adrenal gland – HPA axis) είναι το κύριο σύστημα που ενεργοποιείται σε καταστάσεις 

stress, (Εικόνα 8) (127). 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 (128). 

Η επίδραση ενός στρεσογόνου παράγοντα ενεργοποιεί νευρώνες του παρακοιλιακού 

πυρήνα (PVN) του υποθαλάμου που συνθέτουν και εκλύουν την εκλυτική ορμόνη της 

κορτικοτροπίνης (CRH) η οποία μέσω της πυλαίας κυκλοφορίας εισέρχεται στα 

κορτικοτρόφα κύτταρα της πρόσθιας υπόφυσης όπου διεγείρει την έκφραση του 

γονιδίου και την παραγωγή της προοπιομελανοκορτίνης (POMC) και συνεπώς την 

απελευθέρωση αδρενοκορτικοτροπίνης (ACTH) και άλλων πεπτιδικών προϊόντων 

προερχόμενων από την POMC όπως η β-ενδορφίνη και η μελανοτροπίνη (MSH). Οι 

δράσεις της CRH στην υπόφυση διαμεσολαβούνται από ειδικούς μεμβρανικούς 

υποδοχείς (CRF1) ευρισκόμενους στα φλοιοτρόπα κύτταρα του πρόσθιου λοβού της 

υπόφυσης (129). Μετά την απελευθέρωσή της στη συστηματική κυκλοφορία, η ACTH 

ενεργοποιεί τους μεμβρανικούς υποδοχείς τύπου 2 της μελανοκορτίνης (MC2) στον 

φλοιό των επινεφριδίων διεγείροντας την παραγωγή και έκκριση γλυκοκορτικοειδών 

(κορτικοστερόνης στα τρωκτικά και κορτιζόλης στα πρωτεύοντα). Τα 

γλυκοκορτικοειδή αποτελούν το τελικό προϊόν της ενεργοποίησης του HPA άξονα και 

συμμετέχουν στη διατήρηση της ομοιόστασης και στην απόκριση του οργανισμού στο 

στρες. Επίσης, αποτελούν τους κύριους ρυθμιστές της βασικής λειτουργίας του HPA 

άξονα και της λήξης της αντίδρασης ασκώντας αρνητική ανάδραση τόσο στο επίπεδο 

της υπόφυσης όσο και στο επίπεδο του υποθαλάμου (130).  
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Εικόνα 8. Σχηματική παράσταση του άξονα Υποθάλαμου-Υπόφυσης-Επινεφριδίων 
(ΥΥΕ). 

 
Η παλαιά ευρύτατη χρήση των κορτικοειδών ως ύστατη θεραπευτική πράξη διάσωσης 

του βαρέως πάσχοντος ασθενούς έληξε όταν διαπιστώθηκε ότι όχι μόνο δεν μπορούν 

να βελτιώσουν την επιβίωση αλλά αυξάνουν και την πιθανότητα πρόκλησης 

λοιμώξεων. Η τρέχουσα θεραπευτική επαναφέρει το ρόλο των κορτικοστεροειδών 

στην Εντατική Θεραπευτική καθώς έχει βρεθεί ότι σε καταστάσεις σήψης συνυπάρχει 

ανεπάρκεια του φλοιού των επινεφριδίων. Η σύσταση για χορήγηση χαμηλών δόσεων 

υδροκορτιζόνης φαίνεται να είναι βοηθητική και να μην προκαλεί καταστολή του 

άξονα ΥΥΕ (131). Mάλιστα, θεωρείται ότι η αλληλεπίδραση του νευροενδοκρινικού 

και του ανοσοποιητικού συστήματος σε καταστάσεις σήψης είναι καθοριστική για την 

επιβίωση του ασθενή και η χορήγηση της υδροκορτιζόνης βοηθά τον οργανισμό να 

ανταπεξέλθει στην κατάσταση κρίσιμου στρες που βιώνει. Η αλληλεπίδραση μεταξύ 

του άξονα ΥΥΕ, που αντιπροσωπεύει τον κύριο ρυθμιστή της αντίδρασης στο στρες 

και του ανοσοποιητικού συστήματος κατά τη φλεγμονώδη απάντηση,υποστηρίζεται 

από σειρά πειραματικών και κλινικών ερευνών. Η ενεργοποίηση του άξονα κατά τη 

διάρκεια της φλεγμονώδους απάντησης μεσολαβείται από τις κυτταροκίνες και 

εκδηλώνεται με υπερέκκριση της ACTH (Aδρενοκορτικοτρόπος ορμόνη), η οποία με 

τη σειρά της προκαλεί τη σύνθεση και απελευθέρωση κορτικοστεροειδών από το φλοιό 

των επινεφριδίων. Η αύξηση των κυκλοφορούντων κορτικοειδών στο πλάσμα 

προκαλεί συγκράτηση της περαιτέρω παραγωγής προ-φλεγμονωδών μεσολαβητών και 

παρεμποδίζει την μεγέθυνση της απάντησης στο στρες. O CRF και η ACTH 



63 
 

παράγονται και σε περιφερικούς ιστούς και δρουν ως προ-φλεγμονώδεις μεσολαβητές. 

Η IL-6 είναι μια προ-φλεγμονώδης κυτοκίνη και η επίδραση της στον άξονα έχει 

μελετηθεί πολύ καθώς αυτή είναι αυξημένη σε φυσικό, ψυχολογικό και φλεγμονώδες 

στρες. Η ανακάλυψη του υποδοχέα για την IL-6 στον παρακοιλιακό πυρήνα του 

εγκεφάλου σε συνθήκες φλεγμονής είναι συμβατή με τη θεωρία ότι o CRF 

διαμεσολαβεί την ενεργοποίηση του άξονα YYE από την IL-6, ενώ μία πρόσφατη 

εργασία υποστηρίζει ότι η ρύθμιση του άξονα από την IL-6 είναι ανεξάρτητη από τo 

CRF. Πειραματικές μελέτες επιβεβαίωσαν τη δράση της IL-6 και μάλιστα προκλήθηκε 

μεγέθυνση των επινεφριδίων σε παρατεταμένη χορήγηση IL-6 εξωγενώς. 

 

 

1.8 Ανοσολογικό σύστημα - HSP70 – κυτοκίνες - άξονας ΥΥΕ 

Στα θηλαστικά, η ρύθμιση της διφασικής, προ-φλεγμονώδους και αντιφλεγμονώδους 

ανοσολογικής απόκρισης, είναι κρίσιμης σημασίας και μπορεί να επηρεαστεί από την 

απόκριση των γλυκοκορτικοειδών και των πρωτεινών θερμικής καταπληξίας. 

Ακολουθώντας τη μόλυνση, μία ισχυρή προ-φλεγμονώδης απόκριση ξεκινάει από το 

ανοσοποιητικό σύστημα. Μία κατάλληλη απόκριση στο στρες θα μετριάσει την 

απελευθέρωση των προ-φλεγμονωδών κυτοκινών, την κυτταροτοξική κυτταρική 

δραστηριότητα, και την παραγωγή αντιδραστικών προϊόντων οξυγόνου και θα 

ενεργοποιήσει την απελευθέρωση αντι-φλεγμονωδών κυτοκινών και μορίων ώστε να 

δημιουργηθεί μία ισορροπημένη ανοσολογική απόκριση, προστατεύοντας τον ξενιστή 

από το παθογόνο (132). Αυτή η απόκριση των γλυκοκορτικοειδών είναι υψίστης 

σημασίας για την επιβίωση του ξενιστή, όπως αυτό αποδεικνύεται από το γεγονός ότι 

η μειωμένη δραστηριότητα του άξονα (επινεφριδεκτομή ή υποφυσεκτομή) ή 

αποκλεισμός του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (Glucocorticoid Receptor - GR), 

ενισχύει τη σοβαρότητα της λοίμωξης (133).  

Ο άξονας ΥΥΕ ενεργοποιείται κατά τη διάρκεια λοιμώξεων από παθογόνα, με 

αποτέλεσμα να παρατηρείται αύξηση στα επίπεδα των κυκλοφορούντων επιπέδων των 

κορτικοστεροειδών (κορτιζόλη ή κορτικοστερόνη). Η κορτιζόλη εισέρχεται στο 

κύτταρο και προσδένεται σε ενδοκυττάριους μεταγραφικούς παράγοντες, όπως ο 

υποδοχέας των γλυκοκορτικοστεροειδών (GR). Στη σύνδεση αυτή, οι πρωτεΐνες 

HSP70 και HSP90 είναι απαραίτητες ως συνοδοί (τσαπερόνες) (134). Το σύμπλεγμα 

του ορμονικού υποδοχέα που θα σχηματιστεί, θα μετατοπιστεί στον πυρήνα όπου είτε 
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θα ενεργοποιήσει είτε θα καταστείλει τη μεταγραφή γονιδίων. Επιπροσθέτως, ο GR 

υποδοχέας μπορεί να αλληλεπιδράσει με άλλους μεταγραφικούς παράγοντες όπως την 

πρωτείνη ενεργοποίησης (AP-1) και τον πυρηνικό παράγοντα κάππα β (NF-κB) που 

ρυθμίζει την έκφραση φλεγμονωδών κυτοκινών, ενζύμων και υποδοχέων για 

φλεγμονώδη μόρια (135).  
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1.9 Σκοπός της μελέτης 
 

Η συστηματική φλεγμονώδη απόκριση του ξενιστή, ανεξάρτητα από τον 

αιτιολογικό μηχανισμό έχει κοινή παθοφυσιολογία, οδηγώντας στην ενεργοποίηση του 

φλεγμονώδους καταρράκτη, με αποτέλεσμα την παραγωγή μιας πληθώρας κυτοκινών. 

Οι ίδιες οι φλεγμονώδεις κυτοκίνες διεγείρουν με τη σειρά τους το σύστημα του στρες, 

συμπεριλαμβανομένου του άξονα Υ-Υ-Ε με στόχο δράσεις ανάδρασης για την 

καταστολή της υπερφλεγμονής.  

Οι πρωτεΐνες θερμικής καταπληξίας (HSPs) μελετώνται πλέον ως δείκτες 

σοβαρότητας της σήψης-φλεγμονώδους αντίδρασης. Η HSP70 έχει αναγνωριστεί ως 

βασικός ρυθμιστής της ανοσολογικής απόκρισης, ικανή να παρέχει σήματα στα 

κύτταρα του ανοσοποιητικού ακόμα και απουσία ανοσογόνων πεπτιδίων. H GLN, έχει 

φανεί να ρυθμίζει την ανοσιακή λειτουργία και την παραγωγή κυτοκινών μέσω πολλών 

μηχανισμών της φλεγμονώδους αντίδρασης. Πιθανολογείται πως η έκφραση της Hsp70 

είναι εξαρτώμενη από τη GLN, γεγονός που χρήζει περαιτέρω διερεύνηση.   

Η επικοινωνία μεταξύ νευρικού, ενδοκρινικού και ανοσοποιητικού συστήματος 

είναι απαραίτητη για τον έλεγχο της ανοσολογικής/φλεγμονώδους απόκρισης και 

επιτυγχάνεται μέσω κοινών μορίων, όπως τα νευροπεπτίδια, οι κυτοκίνες και οι 

υποδοχείς τους. 

Βασιζόμενοι στα παραπάνω χρησιμοποιήσαμε μύες με γενετική έλλειψη της HSP70 

(HSP70-/-), τα οποία  χρησιμοποιούνται ευρέως ως πειραματικά μοντέλα με σκοπό να 

διευκρινιστεί η λειτουργία και η δράση της HSP70. Ο στόχος της παρούσας διατριβής 

ήταν να διερευνηθεί ο ρόλος της HSP70 στη συστηματική φλεγμονή και να 

αποσαφηνιστεί ο μηχανισμός δράσης της, καθώς και η επιρροή ή όχι της GLN στη 

δράση της. 

Ειδικότερα, μελετήσαμε: 

1.  το ρόλο της HSP70 στη συστηματική φλεγμονή, μετρώντας τα επίπεδα των 

κυτοκινών σε μοντέλα ζώων με γενετική έλλειψη των γονιδίων Hsp70.1 και 

Hsp70.3  και συγκρίνοντάς τα με τα αντίστοιχα του αγρίου τύπου 
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2. το ρόλο της HSP70 σε in vitro μοντέλα χρησιμοποιώντας διεγερμένα με LPS 

περιτοναϊκά μακροφάγα από μύες με γενετική έλλειψη των γονιδίων Hsp70.1 

και Hsp70.3  και συγκρίνοντάς τα με τα αντίστοιχα του αγρίου τύπου 

 

3. την πιθανή επίδραση της γλουταμίνης στην παραγωγή κυτοκινών στη 

συστηματική φλεγμονή που προκαλείται από LPS τόσο in vivo όσο και in vitro 

 

4. την πιθανή συμμετοχή της HSP90 στη συστηματική φλεγμονή, μέσω της 

αναστολής της 

 

5. τους πιθανούς ρόλους συγκεκριμένων σηματοδοτικών μορίων και της 

κορτικοστερόνης στους μηχανισμούς μέσω τους οποίους οι μύες Hsp70 -/-  

αποκρίνονται στη συστηματική φλεγμονή 

 
6. Την απόκριση των Hsp70 -/- μυών στο ψυχοσωματικό στρες   
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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2. Υλικά και Μέθοδοι 

2.1 Μελέτες in vivo 

2.1.1 Εργαστηριακά ζώα 

Οι μύες στεγάζονταν σε κλωβούς πολυπροπυλενίου σε κατάλληλα 

διαμορφωμένους χώρους στους οποίους επικρατούσαν ελεγχόμενες συνθήκες φωτός 

(κύκλος φωτός/σκότους 12:12 ώρες, με έναρξη των φώτων στις 7:30 π.μ.) και 

θερμοκρασίας (22±2°C) και διαθεσιμότητα φαγητού και νερού κατά βούληση (ad 

libitum). Οι απόγονοι των διασταυρώσεων απογαλακτίζονταν μετά την 21η 

ημέρα της ζωής τους. Κατά τον απογαλακτισμό γινόταν διαχωρισμός των 

αρσενικών από τους θηλυκούς μύες και λήψη μικρού τμήματος της ουράς τους 

για τον έλεγχο του γονότυπου. 

Στα πειραματικά πρωτόκολλα συστηματικής φλεγμονής-σήψης που 

περιγράφονται στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν ενήλικοι αρσενικοί μύες ηλικίας 8-12 

εβδομάδων. Όλα τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν μεταξύ 9-11 π.μ. και είχαν 

εγκριθεί από την Επιτροπή Ζωικών Πειραματικών Πρωτοκόλλων του Ιατρικού 

τμήματος του Πανεπιστημίου Κρήτης καθώς επίσης και από το Αρμόδιο τμήμα της 

Κτηνιατρικής Υπηρεσίας της Περιφέρειας Κρήτης. Κάθε μυς που συμμετείχε στα 

πειράματα απομονώνονταν σε ξεχωριστό κλωβό τουλάχιστον 24 ώρες πριν την 

πραγματοποίηση του πειράματος. Η διαδικασία αυτή είναι ιδιαίτερης σημασίας διότι 

με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται ο εγκλιματισμός του ζώου και η αποφυγή αύξησης 

των επιπέδων κορτικοστερόνης στο αίμα προερχόμενης από το στρες εξαιτίας της 

έκθεσης σε νέο περιβάλλον.  

 Για τη διεκπεραίωση των in vivo μελετών χρησιμοποιήθηκαν αγρίου τύπου 

(WT) ενήλικοι αρσενικοί μύες και μύες με γενετική έλλειψη της πρωτεΐνης Hsp70 

(Hsp70-/-), ηλικίας 8-12 εβδομάδων το γενετικό υπόβαθρο των οποίων ήταν 

C57BL6x1291Sv. Οι Hsp70-/- μύες αγοράστηκαν από το Davis Mutant Mouse 

Regional Resource Center του Πανεπιστημίου της Καλιφόρνια (Davis, CA) και στη 

συνέχεια διατηρούνταν και αναπαράγονταν στο εργαστήριό μας. Η φροντίδα των ζώων 

ακολούθησε τις κλασικές επιταγές ενός τυπικού εργαστηριακού χώρου 



72 
 

 

 

2.1.2 Ταυτοποίηση γονοτύπου μυός με τη μέθοδο αλυσιδωτής αντίδρασης               

πολυμεράσης 

Απομόνωση DNA από ουρά μυός 

Διάλυμα λύσης ουράς 

 10X Kapa Express Extract Buffer(Sigma, HΠΑ) – 5μl 

 1 U/μL Kapa Express Extract Enzyme (Sigma, ΗΠΑ) – 5μl 

 H20 - 44 μl 

 Μικρό τμήμα ουράς μυός 

 

Υλικά 

 Αιθανόλη,  

 Ψαλίδια,  

 Σωληνάρια τύπου Eppendorf 1.5 ml,  

 Θερμοάντοχα σωληνάρια των 200 μl,  

 Φυγόκεντρος 

 Θερμοκυκλωτής: Τhermal cycler, DNA engine (MJ Research, ΗΠΑ) 

 

Μέθοδος 

Για τον προσδιορισμό του γονότυπου των μυών, κατά τον απογαλακτισμό τους 

γίνονταν λήψη μικρού τμήματος ουράς σε σωληνάριο των 1,5 ml. Στη συνέχεια, 

προστίθεντο 50 μl διαλύματος λύσης (KapaBiosystems, Sigma, ΗΠΑ) και 

ακολουθούσε αποδιάταξη του ιστού με επώαση στους 75οC για 10 λεπτά και 

απενεργοποίηση του ενζύμου στους 95οC για 5 λεπτά στον θερμοκυκλωτή. Έπειτα το 

μίγμα φυγοκεντρούνταν για 2 λεπτά στις 12000 rpm στους 4οC και 5μl από το 
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υπερκείμενο συλλέγονταν σε θερμοάντοχο σωληνάριο των 200μl όπου προστίθεντο 

45μl H20. Το μίγμα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί αμέσως για γονοτύπηση ή 

φυλάσσονταν στους -20οC μέχρι τη χρήση του.  

 

Ταυτοποίηση γονότυπου με τη χρήση της μεθόδου Αλυσιδωτής αντίδρασης 

Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction-PCR) 

 

Διάλυμα γονοτύπησης 

 2X KAPA2G Fast Genotyping Mix (Sigma, ΗΠΑ) - 12,5 μl 

 10 mM Νοηματικού εκκινητή - 1,25 μl 

 10 Mm Αντι-νοηματικού εκκινητή - 1,25 μl 

 H20 - 9 μl 

 DNA - 1 μl 

 

Μέθοδος 

Μετά την απομόνωση του DNA από την ουρά των μυών ακολουθούσε 

προσδιορισμός του γονοτύπου με τη χρήση εκκινητών κατάλληλων για τους μύες με 

γενετική έλλειψη της Hsp70 και για τους μύες αγρίου τύπου. Σε θερμοάντοχα 

σωληνάρια των 200μl, παρασκευάζονταν δύο διαλύματα γονοτύπησης 

(KapaBiosystems), ένα που περιείχε εκκινητές για την ανίχνευση του γονιδίου Hsp70 

στους μύες Hsp70+/+ και ένα που περιείχε εκκινητές για την ανίχνευση του γονιδίου-

neo που είχε αντικαταστήσει το Hsp70 στους μύες Hsp70-/-. Στο κάθε διάλυμα 

προστίθεντο 1 μl από το DNA του κάθε μυός αντίστοιχα, και στη συνέχεια το DNA 

αρχικά αποδιατάσσονταν στους 95οC για 3 λεπτά και έπειτα στους 95οC για 15 

δευτερόλεπτα. Στη συνέχεια πραγματοποιούνταν υβριδοποίηση των εκκινητών με το 

DNA στους 60 οC για 15 δευτερόλεπτα για 35 κύκλους και επιμήκυνση του προϊόντος 

στους 72 οC για 15 δευτερόλεπτα. Η τελική επιμήκυνση του προϊόντος 

πραγματοποιούνταν στους 72 οC για 1 λεπτό. Η όλη διαδικασία λάμβανε χώρα σε 

θερμοκυκλωτή. Τα προιόντα της αντίδρασης εκτιμούνταν με ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωμα αγαρόζης 2%.  

 

Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης  

 

Διαλύματα 
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 Loading buffer: 10 nM Tris (pH8), 60mM EDTA, Γλυκερόλη 60% (v/v), 

Orange G 0.15% (w/v) 

 1X TAE:  10 nM Tris (pH8), 10mM EDTA, 5nM Οξικό Ασβέστιο, 10nM  

Χλωριούχο Νάτριο 

 

Υλικά  

 Αγαρόζη (Sigma, ΗΠΑ) 

 Βρωμιούχο αιθίδιο (Sigma, ΗΠΑ) 

 Δείκτης γνωστού μοριακού βάρους (Nippogenetics, Ευρώπη) 

 Συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης : E431 (Consort, Βέλγιο)  

 Συσκευή UV /Κάμερα: Gel Doc 1000 (Bio‐Rad Laboratories, ΗΠΑ)  

 Λογισμικό: Molecular Analyst, version 1.4.1 (Bio‐Rad Laboratories, ΗΠΑ)  

 

Μέθοδος 

Για το διαχωρισμό των προϊόντων που προήλθαν από την αντίδραση της PCR, 

12μl DNA, ή ένας δείκτης γνωστού μοριακού βάρους αναμίχθηκαν με 2μl ρυθμιστικό 

διάλυμα φόρτωσης (Loading Buffer) και τοποθετήθηκαν στις οπές γέλης αγαρόζης 2%. 

Η συσκευή ηλεκτροφόρησης ήταν συνδεδεμένη με τροφοδοτικό ρεύματος με 

αποτέλεσμα τον διαχωρισμό του DNA. Μετά την ηλεκτροφόρηση, το πήκτωμα 

εκτίθεντο σε υπεριώδη ακτινοβολία όπου το DNA γίνεται εμφανές λόγω της 

προσθήκης βρωμιούχου αιθιδίου. Για την παρασκευή της γέλης αγαρόζης, σε κωνική 

φιάλη αναμίχθηκαν 2gr αγαρόζης με 100ml ΤΑΕ 1Χ. Η κωνική φιάλη ανακινήθηκε 

απαλά και τοποθετήθηκε στο φούρνο μικροκυμάτων μέχρι την πλήρη διάλυση του 

μίγματος. Το διάλυμα αφηνόταν να κρυώσει ελαφρά και στη συνέχεια προστίθεντο 5μl 

βρωμιούχου αιθιδίου σε συγκέντρωση 500 ng/ml.Το μίγμα τοποθετούνταν σε ειδικό 

εκμαγείο και εφαρμόζονταν κατάλληλα χτένια συγκεκριμένου μεγέθουςώστε να 

σχηματιστούν οπές στις οποίες εγχύονταν στη συνέχεια τα προϊόντα της PCR. Μετά 

την παρασκευή της η γέλη αφήνονταν να πήξει για 30 λεπτά περίπου σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

 

2.1.3 Τιτλοποίηση LPS δόσης και επαγόμενη συστηματική φλεγμονή  

Πριν ξεκινήσουμε την πειραματική διαδικασία, χρειάστηκε να προσδιορίσουμε τη 

δόση του LPS που θα προκαλούσε συστηματική φλεγμονή, χωρίς να είναι θανατηφόρα 

για τα ζώα της μελέτης μας. Έτσι, μετρήσαμε το χρόνο σε ώρες επιβίωσης, μετά από 
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ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση LPS σε δόσεις από 0.14 mg έως 0.3 mg ανά ζώο. Κάθε 

ομάδα αποτελούταν από 3 ζώα.  

Η επαγωγή της συστηματικής φλεγμονής πραγματοποιούνταν μέσω 

ενδοπεριτοναϊκής ένεσης (intraperitoneal injection (i.p.)) της λιποπολυσακχαριδικής 

ενδοτοξίνης του κολοβακτηριδίου Escherichia coli (ορότυπος O111;B4; Sigma-

Aldrich, ChemieGmbH). Tην ημέρα του πειράματος, χωρίζονταν τα ζώα σε τέσσερις 

ομάδες με 5 μύες η κάθε μία. Οι μύες με απαλοιφή του γονιδίου της Hsp70 είτε με 

απαλοιφή του γονιδίου της Crh χωρίζονταν σε δύο ομάδες, όπου η μία λάμβανε 

γλουταμίνη και η άλλη φυσιολογικό ορό 1 ώρα πριν τη χορήγηση του LPS. Οι αγρίου 

τύπου μύες χωρίζονταν και αυτά σε δύο ομάδες όπου η μία λάμβανε γλουταμίνη και η 

άλλη φυσιολογικό ορό 1 ώρα πριν την χορήγηση του LPS. Όλοι οι μύες έλαβαν 

ενδοπεριτοναϊκά LPS σε συγκέντρωση 150 μg (έπειτα από μελέτη τιτλοποίησης 

δόσης), ενώ όπου χορηγήθηκε ενδοπεριτοναϊκά γλουταμίνη 1 ώρα πριν την χορήγηση 

του LPS ήταν σε δόση 0.75g/kg βάρους σώματος (136), δόση η οποία αντιστοιχεί σε 

επίπεδα πλάσματος της τάξης του 3-7 mM/L σε μοντέλο ενδοτοξιναιμίας (137).  Τα 

πειραματόζωα επέστρεψαν στα κλουβιά τους με ελέυθερη πρόσβαση σε τροφή και 

νερό. Τα ζώα θυσιάζονταν στις 4 και 18 ώρες μετά από την ένεση του LPS, συλλεγόταν 

αίμα και ιστοί και αποθηκευόντουσαν στους -80 °C για μελλοντική ανάλυση. 

 

2.1.4 Συλλογή αίματος-επεξεργασία 

 

Υλικά 

 τριχοειδείς σωλήνες αιματοληψίας (Vitrex, Modulohm) 

 αποστειρωμένα ψαλίδια 

 αποστειρωμένες λαβίδες 

 σωληνάριατων 1,5 mL (Greiner Bio-One) 

 πάγος 

 φυγόκεντρος (Hettich, MIKRO 22R) 

 

Μέθοδος 
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Η συλλογή του αίματος έγινε από την οπισθοφθαλμική οδό του ματιού λόγω 

της ευκολης και γρήγορης λήψης αρκετής ποσότητας αίματος, χωρίς την ανάγκη 

ύπαρξηςαποστειρωμένων συνθηκών. 

Το αίμα που λαμβάνετο παρέμενε στον πάγο έως τη φυγοκέντρησή του για 10 λεπτά, 

στους 4οC και στις 3.000 στροφές, με σκοπό τη συλλογή πλάσματος σε νέα σειρά 

σωληναρίων. Στη συνέχεια, αφού θυσιάστηκαν οι μύες με αυχενική εξάρθρωση, 

απομονώθηκαν οι ιστοί οι οποίοι φυλάσσονταν σε ξεχωριστά σωληνάρια, με 

αναγραφόμενα στοιχεία, στους -80οC μέχρι την επεξεργασία τους. Τέλος, λαμβάνετο 

μικρό μέρος της ουράς για απομόνωση DNA, σε περίπτωση ανάγκης ταυτοποίησης του 

γονοτύπου.  

 

2.1.5 Έκφραση κυτοκινών σε ορό αίματος και πνεύμονες μυών με τη μέθοδο 

Ανοσοπροσροφητικής ανάλυσης στερεάς φάσεως με σύνδεση ενζύμου 

(Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) 

 

Η μεθοδολογία που ακολουθήθηκε για τον προσδιορισμό των επιπέδων των 

κυτοκινών στον ορό του αίματος και τους πνεύμονες βασίστηκε στον ποσοτικό 

ανοσοενζυματικό προσδιορισμό τύπου ELISA. Οι κυτοκίνες TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-

10 και η χυμοκίνη KC (IL-8) μετρήθηκαν στον ορό του αίματος και στους 

ομογενοποιημένους ιστούς, μετά τις πειραματικές επιδράσεις, με κιτ ELISA 

(Quantikine®, R&D systems, UK). Η HSP70 μετρήθηκε με τη μέθοδο ELISA σύμφωνα 

με τις οδηγίες του κατασκευαστή (DuoSet IC) σε Crh-/- και αγρίου τύπου μύες. Η 

διαδικασία που ακολουθήθηκε και τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν  περιγράφονται 

παρακάτω: 

 

Μέθοδος 

 Πλάκες ΕLISA 96 οπών επικαλύφθηκαν με μονοκλωνικό αντίσωμα κατά του 

εξεταζόμενου παράγοντα (Capture Antibody). 
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 Την επόμενη  μέρα το αντίσωμα εκπλύθηκε και κάθε θέση 

επωάστηκε   για  1  ώρα  με  διάλυμα  που  περιείχε  περίσσεια  μη  ειδικής  πρωτεΐ

νης (Blocking buffer) για να παρεμποδισθεί οποιαδήποτε µη ειδική δέσμευση 

πρωτεϊνών με την πλάκα.  

 Το Blocking buffer απομακρύνθηκε με διαδοχικές πλύσεις και προστέθηκαν τα υπό 

μελέτη δείγματα καθώς και δείγματα γνωστών συγκεντρώσεων για τη δημιουργία 

πρότυπης καμπύλης ποσοτικοποίησης. Η  επώαση  των  δειγμάτων διήρκεσε 24 

ώρες στους 4oC και ακολούθησαν διαδοχικές πλύσεις. 

 Στη συνέχεια κάθε οπή επωάστηκε για 2 ώρες με πολυκλωνικό αντίσωμα ειδικό για 

τους μετρούμενους παράγοντες το οποίο είναι σημασμένο με βιοτίνη και μπορεί να 

συνδεθεί με το ακινητοποιημένο αντιγόνο, σχηματίζοντας σύμπλοκο μορφής 

«σάντουιτς» (Detection Antibody).  

 Το σύμπλοκο που σχηματίστηκε καθίστατο ορατό με προσθήκη χρωμογόνου 

υποστρώματος επάνω στο οποίο δρα το ενζυμικό τμήμα της στρεπταβιδίνης 

παράγοντας ένα προϊόν μπλε χρώματος. 

 Η αντίδραση τερματίστηκε με την προσθήκη θειικού οξέος (Stop solution) και η 

οπτική πυκνότητα (O.D.) μετρήθηκε σε  φωτόμετρο ELISA στα 450 nm. 

Η ποσοτική εκτίμηση κάθε δείγματος έγινε με τη χρήση πρότυπης καμπύλης 

(σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή), η οποία ελήφθησε από την ταυτόχρονη 

μέτρηση δειγμάτων γνωστών συγκεντρώσεων κυτοκινών. Τα δείγματα αραιώθηκαν 

κατάλληλα και όπου χρειαζόταν, ώστε οι τιμές μέτρησής τους να βρίσκονταν μέσα στα 

όρια της πρότυπης καμπύλης. 

 

2.16 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο ανοσοαποτύπωσης 

(Western blot)-Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης 

σε συνθήκες SDS-αποδιάταξης 

 

Υλικά και διαλύματα 

 Ακρυλαμίδιο (Scharlau, Ισπανία)   

 Bis‐ακρυλαμίδιο: N,N’‐μεθυλεν‐δις‐ακρυλαμίδιο (Euroclone, Ιταλία)    

 TEMED:  N,N,N´,N´‐tetramethylethylenediamine  (SERVA  Electrophoresis,   

 Γερμανία)   

 Κυανούν της βρωμοφαινόλης (Sigma Chemical Co, ΗΠΑ)   

 Πρωτεϊνικοί δείκτες γνωστού μοριακού βάρους (Biorad, ΗΠΑ)   
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 Σύστημα  ανάπτυξης  χημειοφωταύγειας  για  ανοσοαποτύπωση:  ECL  (Amersha

m ΗΠΑ)   

 Χαρτί Whatman 3ΜΜ (Whatman International Ltd., Αγγλία)   

 Ξηρό γάλα χωρίς λιπαρά (Regilait, Γαλλία)  

 Νιτροκυτταρίνη:  Porablot  NCP,  Nitrocellulose  membrane  (Macherey‐ 

Nagel, Γερμανία)    

 Φιλμ  εμφάνισης  υψηλής  ευαισθησίας:  Super  RX,  medical  X‐ray  film 

(FUJIFILM Corporation, Ιαπωνία)   

 Συσκευή ηλεκτροφόρησης (Bio‐Rad Labs, ΗΠΑ)    

  Συσκευή μεταφοράς πρωτεϊνών (Bio‐Rad Labs, ΗΠΑ)    

 Συσκευή εμφάνισης film: X‐OMAT 1000 Film Processor (Kodak, ΗΠΑ) 

 RIPA buffer (100ml): 0.1% SDS, 1% Igepal 199 CA-630, 1% sodiumdeoxycholate, 

10 mMTris-HCl, pH 7.5, 150 mMNaCl, 2 μg/mlaprotinin, 1μg/ml 200 leupeptin, 

100 μg/mlPMSF, 0.5 mMEDTA 

 Ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης δειγμάτων 2x (Sample loading buffer): Tris base 

0,125Μ, SDS 4 % (w/v), β-μερκαπτοαιθανόλη  4% (w/v) γλυκερόλη  

     10% (w/v), κυανούν της βρωμοφαινόλης 0,02% (w/v) (Sigma Chemical Co, ΗΠΑ) 

    Διάλυμα ακρυλαμίδης (30%):Ακρυλαμίδιο  29,2% (w/v) (Scharlau, Ισπανία), Bis-   

ακρυλαμίδιο  0,8% (w/v) (Euroclone, Ιταλία) 

 Πήκτωμα διαχωρισμού (Separatinggel) 10% (30ml):12mlΑκρυλαμίδη 30%, 7.5ml 

Tris-HCl 1.5Μ,  9.9 ml Απιονισμένο νερό, 300μl SDS  10%, 300μl APS  10%, 12μl 

TEMED (SERVA Electrophoresis, Γερμανία) 

 Διάλυμα επιστοίβαξης (Stacking gel) 5.1% (10ml): 850μl Ακρυλαμίδης 30%, 625μl 

Tris-HCl (1MpH 6.8), 3,4ml Απεσταγµένο νερό, 50μl SDS  10%, 50μl APS  10%, 

5μl TEMED  

 Διάλυμα ηλεκτροφόρησης 10Χ pH 8.3: Tris base 250 mM, Γλυκίνη 1,96Μ, SDS 

1% (w/v) 

 Διάλυμα μεταφοράς πρωτεϊνών (Transfer buffer): 0,5lt Διαλύματος 

ηλεκτροφόρησης, 1lt Mεθανόλη, 3,5lt Απιονισμένο νερό 

 TBS-T: ΝaCl 1,37 Tris base 200μΜ Tween20  1% (v/v)  

 BSA 5% pH 7.4: 5gr BSA σε 100ml PBS 
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Προετοιμασία δειγμάτων 

Οι ιστοί που συλλέχθηκαν μετά τη θανάτωση των μυών ψύχθηκαν στους -80οC 

και στη συνέχεια ομογενοποιήθηκαν σε PBS που περιείχε αναστολείς πρωτεασών και 

φωσφατασών (Roche, Ελβετία). Η συνολική συγκέντρωση πρωτεΐνης των δειγμάτων 

προσδιορίστηκε με τη μέθοδο Bradford. Τριάντα (30) μg από το κάθε δείγμα 

αναμείχθηκε με 2 x διάλυμα φόρτωσης (sample loading buffer), επωάστηκαν στους 

95οC για 5 λεπτά και έπειτα για 3 λεπτά σε πάγο, ώστε να καταστραφεί η τρισδιάστατη 

δομή των πρωτεϊνών.  

 

Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης (SDS-PAGE, SDS-Polyacrilamide 

gel electrophoresis) 

Τα δείγματα αφού προετοιμάστηκαν όπως περιεγράφηκε παραπάνω, 

τοποθετήθηκαν στις οπές του πηκτώματος επιστοίβαξης παρουσία διαλύματος 

ηλεκτροφόρησης. Σε ξεχωριστή οπή τοποθετήθηκε ένας μάρτυρας πρωτεϊνών γνωστού 

μοριακού βάρους (Benchmark Pre-Stained Protein Marker, Invitrogen). Η 

ηλεκτροφόρηση στο πήκτωμα επιστοίβαξης πραγματοποιήθηκε στα 75V έως ότου τα 

δείγματα φτάσουν στο πήκτωμα διαχωρισμού όπου διαχωρίστηκαν με βάση το 

μοριακό τους βάρος με ρύθμισης της τάσεως στα 120V. 

 

Μεταφορά πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης  

Με το πέρας της ηλεκτροφόρησης το πήκτωμα διαχωρισμού που περιείχε τις 

πρωτεΐνες μεταφέρθηκε σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης τοποθετημένη ανάμεσα σε 

χαρτιά Whatman (Macherey Nagel, Γερμανία) όπου παρουσία ρυθμιστικού διαλύματος 

μεταφοράς και εφαρμογή ρεύματος 310 mA για 1 ώρα στους 4οC, οι πρωτεΐνες 

αποτυπώθηκαν πάνω στη μεμβράνη. Οι μεμβράνες επωάστηκαν υπό ανάδευση με 5% 

BSA για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου ώστε να αποφευχθεί η μη ειδική δέσμευση 

του δεύτερου αντισώματος. Ακολούθησε έκπλυση της μεμβράνης με TBS-T και 

επώαση με το πρώτο αντίσωμα για 18-24 ώρες στους 4οC υπό ανάδευση. Στη συνέχεια 

το πρώτο αντίσωμα απομακρύνθηκε με εκπλύσεις της μεμβράνης με TBS-T και 

ακολούθησε επώαση με το δεύτερο αντίσωμα για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου υπό 

ανάδευση. Η οπτική αποτύπωση των πρωτεϊνών γίνονταν με την τεχνική της 

χημειοφωταύγειας (Lumi sensor Genescript, ΗΠΑ). Η ένταση της ζώνης κάθε 

δείγματος ήταν ανάλογη της ποσότητας της πρωτεΐνης-στόχου και ποσοτικοποιήθηκε 
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με τη χρήση του λογισμικού Image J. Στην παρούσα μελέτη τα αντισώματα που 

χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται παρακάτω: 

 Αντίσωμα HSP90a (mAb AC88, Prod. No. ADI-SPA-830, Cell Signaling 

Technology) 

 Mouse monoclonal anti-mouse beta-Actin 1:5000 (Cell Signaling Technology) 

 HRP anti-mouse 1:5000 (Santa Cruz) 

 

2.1.7 Μέτρηση της δραστηριότητας της NF-Kβ σε ιστό πνεύμονα  

 

Η δραστηριότητα του NF-κB σε ιστό από πνεύμονα εκτιμήθηκε με βάση τη 

μετάθεση του στον πυρήνα και την πρόσδεσή του με την υποομάδα p65 σύμφωνα με 

τις οδηγίες του κατασκευαστή του διαθέσιμου ELISA kit (FACE, NF-κBp65 Profiler 

Kit, Active Motif, CA, USA). 

 

2.1.8 Απομόνωση νουκλεϊκών οξέων  

 

Υλικά  

 Trizol (Invitrogen, ΗΠΑ) 

 Χλωροφόρμιο (Sigma Aldrich, Γερμανία) 

 Ισοπροπυλική αλκοόλη (SigmaAldrich, Γερμανία) 

 Αιθανόλη  

 Ομογενοποιητής ( Turrax-25 T-25, IKAWerkeGmbH&Co. KG, Γερμανία) 

 Φυγόκεντρος (Hettich, Γερμανία) 

 Σωληνάρια 1,5 ml 

 

Μέθοδος 

Για την απομόνωση νουκλεϊκών οξέων οι ιστοί ενδιαφέροντος συλλέχθηκαν, 

καταψύχθηκαν στους -80οC και στη συνέχεια ομογενοποιήθηκαν σε 500μl Trizol. 

Ακολούθως, φυγοκεντρήθηκαν για 20 λεπτά στις 12000 rpm στους 4οC και το 

υπερκείμενο συλλέχθηκε σε καινούργια σωληνάρια στα οποία 0,2 ml/ml Trizol 

χλωροφορμίο προστέθηκαν σε κάθε δείγμα και στη συνέχεια αυτά αφέθηκαν για 15 

λεπτά στον πάγο. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στις 12000 rpm στους 4οC 

ώστε να γίνει διαχωρισμός των φάσεων του δείγματος. Η υδατική φάση που περιείχε 

το RNA συλλέχθηκε προσεκτικά σε νέο σωληνάριο και προστέθηκε σε αυτό 0,5 
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ml/mlTrizol ισοπροπυλικής αλκοόλης. Τα δείγματα ανακινήθηκαν για 15 sec και 

μεταφέρθηκαν στους -80οC για 30 λεπτά. Στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν  για 10 λεπτά 

στις 12000 rpm στους 4οC, το υπερκείμενο απομακρύνθηκε και το ίζημα ξεπλύθηκε 2 

φορές με 1ml αιθανόλης 75% για 10 λεπτά στις 12000 rpm στους 4οC. Τέλος τα 

δείγματα αφέθηκαν να στεγνώσουν σε θερμοκρασία δωματίου και 

επαναδιαλυτοματοποίηθηκαν σε ενέσιμο νερό υπό θέρμανση στους 65οC για 10 λεπτά. 

Τα RNAs φυλάσσονταν στους -80οC μέχρι τη χρήση τους. Ο προσδιορισμός της 

ποσότητας και της ποιότητας του RNA γίνονταν χρησιμοποιώντας φωτόμετρο τύπου 

Nanodrop (Thermoscientific, ΗΠΑ) λαμβάνοντας υπόψη τις απορροφήσεις στα 260nm 

(Α260) όπου απορροφά το RNA και στα 280nm (Α280) όπου απορροφά το DNA. Ο λόγος 

280/260 (Α280/260) δίνει την καθαρότητα του RNA και πρέπει να είναι στο 1.5-2.0, ενώ 

η ποσότητα του RNA δίδεται από την τιμή Α260
*, (Τιμή απορρόφησης 1 nm ισούται με 

40 μg/ml RNA).  

 

2.1.9 Σύνθεση συμπληρωματικού DNA (cDNA)   από ολικό RNA με τη χρήση 

αντίστροφης μεταγραφάσης (ReverseTranscriptase) 

 

Για τη σύνθεση cDNA από ολικό RNA χρησιμοποιήθηκε το PrimeScript 1stStrand 

cDNA Synthesis Kit (TAKARA, Ιαπωνία). Το kit περιελάμβανε: 

 Αντίστροφη μεταγραφάση (200 U/μl) – 50μl 

 Ρυθμιστικό διάλυμα 5Χ – 200μl 

 Αναστολείς RNAσών (40 U/μl) – 25μl 

 Μίγμα ολιγονουκλεοτιδίων (10 mM το καθένα) – 50μl 

 Αλληλουχία νουκλεοτιδίων δεοξυθυμιδίνης (50 μΜ) -  50μl 

 Τυχαία εξαμερή (50 μΜ) – 100μl 

 Νερό χωρίς RNAάσες – 1ml 

 

Μέθοδος 

Η αντίδραση ξεκινούσε με την προσθήκη 900 ng ολικού RNA, 1μl τυχαίων 

εξαμερών και 0,5 μl μίγματος ολιγονουκλεοτιδίων. Για να ξεκινήσει η αποδιάταξη του 

RNA τα μίγματα επωάστηκαν για 5 λεπτά στους 65°C και στη συνέχεια ψύχθηκαν 

στους 4οC. Έπειτα, ένα δεύτερο μίγμα που περιείχε 2μl ρυθμιστικού διαλύματος, 0,5μl 

αντίστροφης μεταγραφάσης και 0,25 μl αναστολέων RNAσών προστέθηκε στα αρχικά 

μίγματα. Τα τελικά μίγματα επωάστηκαν για 60 λεπτά στους 50οC, ώστε να γίνει 
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υβριδισμός των εκκινιτών και να ενεργοποιηθεί η αντίστροφη μεταγραφάση. Η 

αντίδραση ολοκληρώθηκε με επώαση των δειγμάτων για 5 λεπτά στους 85οC όπου 

αποδιατάχθηκαν  τα υβρίδια και απενεργοποιήθηκε η αντίστροφη μεταγραφάση. Τα 

cDNAς είτε χρησιμοποιούνταν αμέσως στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

(PCR) είτε αποθηκεύονταν στους -20°C.  

 

2.1.10 Μέθοδος Αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (Polymerase Chain 

Reaction) Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης πραγματικού χρόνου 

(Real -Time Polymerase Chain Reaction) 

 

Διαλύματα 

 KAPA SYBR FAST qPCR master mix 2X (Sigma, ΗΠΑ) - 5μl 

 10 μΜ Νοηματικού εκκινητή - 0.2 μl 

 10 μΜ Νοηματικού εκκινητή - 0.2 μl 

 Rox Low 50X - 0.2 μl 

 cDNA - 1 μl 

 

Μέθοδος 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης είναι μια ευρέως χρησιμοποιούμενη τεχνική 

για τον πολλαπλασιασμό και την ανίχνευση DNA. Οι αρχές τις μεθόδου βασίζονται 

στην ικανότητα των δίκλωνων αλυσίδων των νουκλεϊκών οξέων να αποδιατάσσονται 

και να υβριδοποιούνται όταν επωάζονται σε διαφορετικές θερμοκρασίες. Το cDNA 

που προήλθε από το RNA μέσω της αντίστροφης μεταγραφής επωάστηκε παρουσία 

200mM από κάθε εκκινητή για το επιθυμητό γονίδιο, 200nM του μίγματος 

ολιγονουκλεοτιδίων (dNTPs, Invitrogen, χωρα προελευσης), 1 Unit πολυμεράσης 

(Platinum Taq Polymerase, Invitrogen), ένα ρυθμιστικό διάλυμα 10x που περιείχε 

MgCl2, (KapaBiosystems), 1μl από το cDNA και ddH2O μέχρι τελικό όγκο 20 μl. Για 

την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου χρησιμοποιήθηκε η 

μέθοδος SYBRGreen (Kapa Biosystems, Sigma Aldrich, Γερμανία), η οποία είναι μια 

φθορίζουσα χρωστική που συνδέεται με το DNA και το σύμπλοκο που δημιουργείται 

απορροφά μπλε φως και εκπέμπει πράσινο. Οι αντιδράσεις τοποθετήθηκαν στην ειδική 

θέση του θερμικού κυκλοποιητή και ακολούθησε επώαση των δειγμάτων σύμφωνα με 

το παρακάτω πρόγραμμα: 

 



83 
 

 95°C, για 10 min 

 95°C, για 45 sec 

 59°C, για 45 sec (για όλα τα ζεύγη των εκκινητών) 

  72°C, για 45 sec    

Τα βήματα 2 έως 4 επαναλήφθηκαν 45 φορές (45 κύκλοι). 

 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα ήταν:  

 iNOS:     forward: 5’-TCCTGGAGGAAGTGGGCCGAAG-3’; 

                                                      backward: 5’CCTCCACGGGCCCGGTACTC-3’ 

and  

 beta-actin:                     forward: 5’TCTCTTTGATGTCACGCACG-3;  

              backward: 5’- TCAGAAGGACTCCTATGTGG-3’ 

 

 

2.1.11 Ραδιοανοσολογικός προσδιορισμός (RadioimmunoAssay–RIA) 

κορτικοστερόνης στον ορό αίματος μυών 

 

Διαλύματα: 

 ImmuchemTmCorticosterone-125RIAkit (MPBiomedichals, ΗΠΑ) 

 Διαλύτης στεροειδών: ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού άλατος ζελατίνης που 

περιέχει γ-σφαιρίνες κουνελιού 

 Αντιορός  κορτικοστερόνης  που  έχει  παραχθεί  σε  κουνέλι 

 Έξι διαλύματα γνωστών συγκεντρώσεων κορτικοστερόνης (25, 50, 100,  250,  

 500 και 1000ng/ml) 

 Διάλυμα  κατακρήμνισης:Μείγμα  πολυαιθυλενογλυκόλης  και αντισώματος  

έναντι των γσφαιρίνών που έχουν παραχθεί σε κατσίκα 

 Παράγωγο κορτικοστερόνης σημασμένο με ραδιενεργό ιώδιο  (125Ι)  

 Δύο  δείγματα  ελέγχου,  ένα  υψηλής  και  ένα  χαμηλής  συγκέντρωσης 

κορτικοστερόνης 

  

Υλικά 

 Ηπαρινισμένα τριχοειδή σωληνάρια (Micro Haematocrit Tubes, Sodalimeglass, 

Na-Heparinized, 80μl/ml, Vitrx, ModulohmA/S, Δανία) 

 Μετρητής γ ακτινοβολίας (1275 Minigamma, LKBWallacIncTurku, Φινλανδία) 
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Μέθοδος 

Αίμα συλλέγονταν με τη χρήση ηπαρινισμένων 

τριχοειδών σωλήνων  από την οπισθοφθαλμική 

φλέβα των μυών ώστε να εκτιμηθούν τα επίπεδα 

της κορτικοστερόνης ορού με ραδιοανοσολογικό 

προσδιορισμό χρησιμοποιώντας το 

ImmuchemTm  Corticosterone125I  RIA  kit.  

Η αρχή της τεχνικής περιλαμβάνει μια 

περιορισμένη ποσότητα ειδικού αντισώματος που 

αντιδρά μετην κορτικοστερόνη που είναι 

συνδεδεμένη με το ραδιοϊσότοπο. Με την 

προσθήκη μεγαλύτερης ποσότητας μη σημασμένης κορτικοστερόνης μια αντίστοιχη 

μειούμενη ποσότητα ραδιοσημασμένης ορμόνης συνδέεται στο αντίσωμα. Μετά 

από διαχωρισμό της δεσμευμένης από την ελεύθερη ραδιοσημασμένη ορμόνη, η 

ποσότητα της ραδιενέργειας στο ένα ή και στα δύο κλάσματα υπολογίζεται και 

χρησιμοποιείται για τη δημιουργία πρότυπης καμπύλης σύμφωνα με την οποία 

υπολογίζονται τα άγνωστα δείγματα. Πιο συγκεκριμένα, ακολουθήθηκαν τα 

παρακάτω βήματα: 5μl ορού αραιώθηκαν σε 1ml διαλύτη στεροειδών. Στη συνέχεια 

αραιώθηκαν τα δείγματα γνωστής συγκέντρωσης για την κατασκευή της πρότυπης 

καμπύλης (25, 50, 100, 250,500 και 1000 ng/ml) σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Στη συνέχεια, σε όλα τα δείγματα προστέθηκε ποσότητα 

σημασμένης κορτικοστερόνης, ενώ ποσότητα αντιορού κορτικοστερόνης 

προστέθηκε σε όλα τα δείγματα πλην των τυφλών. Τα δείγματα αναδεύθηκαν και 

επωάστηκαν  για 2ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά το πέρας της επώασης, 

προστέθηκε αντιδραστήριο κατακρήμνισης σε όλα τα δείγματα. Μετά από 

ανάδευση του υλικού, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στις 1000xg για 15 λεπτά 

στους 4οC. Αφού απομακρύνθηκε  το υπερκείμενο, το ραδιενεργό ίζημα μετρήθηκε  

σε μετρητή γ–ακτινοβολίας. Η συγκέντρωση της κορτικοστερόνης κάθε δείγματος 

υπολογίστηκε με βάση τη καμπύλη βαθμονόμησης. Τα αποτελέσματα εκφράζονται 

σε μg/dl. Η ελάχιστη ανιχνεύσιμη συγκέντρωση με τη μέθοδο αυτή 0,77μg/dl. 

 

 

 

https://www.usf.edu/research-
innovation/comparative-
medicine/documents/training/mo
use-roi-rob.pdf 
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2.1.12 Κυτταρομετρία ροής (FACS analysis) 

Μύες από κάθε γονότυπο ενέθηκαν με LPS και/ή γλουταμίνη και ιστοί σπληνός 

και μυελού των οστών συλλέχθηκαν.  Σπλήνας και μυελός των οστών 

ομογενοποιήθηκαν με την παρακάτω διαδικασία: 

 Ομογενοποίηση ιστών με staining buffer (20% FBS ορός σε διάλυμα PBS), 

(FBS: Invitrogen, USA) 

 Λύση των ερυθρών αιμοσφαιρίων σε διάλυμα 0.165 M NH4Cl για 3 λεπτά 

 Πλύσιμο των κυττάρων δύο φορές με staining buffer 

 Βαφή κυττάρων με φθορίζουσα χρωστική Phycoerythrin (PE)-, 

Fluoresceinisothiocyanate (FITC)- ή allophycocyanin (APC)- συνδεδεμένα 

αντισώματα ενάντια στους αντίστοιχους μάρτυρες: CD11b και F480 

(BDBiosciences, Palo Alto, CA, USA)  

 Η ανάλυση έγινε με τη χρήση του FACS Calibur (BD Biosciences, Palo Alto, 

CA,USA) και οι μάρτυρες F4/80 και CD11 χρησιμοποιήθηκαν ως αποκλειστικοί 

επιφανειακοί μάρτυρες για την αναγνώριση των μακροφάγων.  

 

 

2.1.13 Πειράματα περιορισμού (Restraint) 

 

Η μέθοδος αυτή πραγματοποιήθηκε με σκοπό να εξεταστεί η απόκριση του 

υποθαλαμο-υποφυσο-επινεφριδιακού άξονα των πειραματοζώων σε ψυχοσωματικό 

stress. Αξίζει να σημειωθεί ότι σε κάθε πείραμα ένας επαρκής αριθμός πειραματοζώων 

τόσο αγρίου τύπου όσο και Hsp70-/- , δεν υποβάλλονταν σε restraint καθώς 

αποτελούσαν την ομάδα ελέγχου (control). Tην ημέρα της πειραματικής διαδικασίας, 

τα πειραματόζωα  τοποθετούνταν  σε σωληνάρια των 50 ml, στα οποία προηγουμένως 

είχε κοπεί λίγα εκατοστά το εμπρόσθιο μέρος.  Πραγματοποιήθηκαν δύο διαφορετικά 

ως προς το χρόνο πειράματα restraint,  ένα διάρκειας τριών ωρών  και ένα διάρκειας 

δεκαπέντε λεπτών. Για τα ζώα που συμμετείχαν στο πείραμα των τριών ωρών  

αναμένονται  διαφορές σε επίπεδο mRNA ενώ στα υπόλοιπα στα επίπεδα των 

γλυκοκορτικοειδών στο αίμα. Μετά το πέρας της διαδικασίας γινόταν αιμοληψία 

από τα πειραματόζωα και στη συνέχεια αυτά θυσιάζονταν με αποκεφαλισμό και 

λαμβάνονταν ιστοί (υποθάλαμος, υπόφυση, επινεφρίδια), τα οποία φυλάσσονταν στους 

-80 οC για περαιτέρω επεξεργασία. 
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2.2 Μελέτες in vitro 

2.2.1 Απομόνωση και καλλιέργεια πρωτογενών μακροφάγων από την 

περιτοναϊκή κοιλότητα μυών (4-8 wks old) (thioglycollate-elicitated 

macrophages) 

Για την απομόνωση πρωτογενών μακροφάγων από την περιτοναϊκή κοιλότητα 

μυός χρησιμοποιήθηκε το thioglycollate medium (LAB M Thioglycollate Medium, 

Breuer, England). Το μέσο αυτό παρασκευάζεται σε συγκέντρωση 4%, με διάλυση 4 g 

σκόνης thioglycollate σε 100 ml H2Ο. Ακολουθεί η αποστείρωσή του σε αυτόκαυστο 

και κατόπιν μοιράζεται σε ίσους όγκους των 5 ml σε στείρα πλαστικά σωληνάρια 

(falcon των 15 ml), τα οποία τυλίγονται με αλουμινόχαρτο, καθώς το συγκεκριμένο 

μέσο είναι φωτοευαίσθητο. Ακόλουθα, το thiοglycollate medium τοποθετείται και 

διατηρείται στους 4ο C, για 24 h το ελάχιστο, πριν από τη χρήση του.  

Από το μέσο αυτό, 1 ml χορηγήθηκε ενδοπεριτοναϊκά (5 ml σύριγγα-25 gauge 

βελόνα) στους μύες, (αγρίου τύπου, Hsp70 -/-και Crh -/- ), με αποτέλεσμα την 

εκδήλωση τοπικής φλεγμονής και την προσέλκυση μακροφάγων κυττάρων. Μετά από 

τέσσερεις (το ελάχιστο) ή πέντε (το αργότερο) μέρες, τα ζώα θυσιάστηκαν με 

εξάρθρωση του τραχήλου και ακολούθησε πλύσιμο της περιτοναϊκής κοιλότητας με 10 

ml θρεπτικού μέσου DMEM, 1 g/L glucose, που περιέχει 1% διάλυμα των αντιβιοτικών 

P/S. Το μέσο εγχύθηκε στην περιτοναϊκή κοιλότητα με σύριγγα των 10 ml, η οποία 

φέρει βελόνα των 21 gauge. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν στάγδην, μετά από την αφαίρεση 

της σύριγγας και μέσω της βελόνας, σε στείρο falcon των 50 ml.  

Τα κύτταρα, στη συνέχεια, φυγοκεντρήθηκαν (1600 rpm, 10 min, RT) και 

επαναδιαλύθηκαν σε θρεπτικό μέσο DMEM, 1 g/L glucose, εμπλουτισμένο με 10% 

FBS, 1% P/S και καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες θερμοκρασίας 37°C, ατμόσφαιρας 5% 

σε CO2 και 95% υγρασίας. Ακολούθησε η μέτρηση και η επίστρωση των κυττάρων σε 

πλάκες καλλιέργειας 96 οπών, σε συγκέντρωση 8x104 κύτταρα ανά οπή. Μετά από 12 

h απομακρύνθηκε το υπερκείμενο θρεπτικό μέσο και μαζί του τα κύτταρα που 

αιωρούνται. Ακολούθησε η προσθήκη νέου θρεπτικού μέσου και κατόπιν η 

πειραματική διαδικασία.  
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2.2.2 Έκφραση κυτοκινών σε πρωτογενή μακροφάγα μυών με τη μέθοδο 

Ανοσοπροσροφητικής ανάλυσης στερεάς φάσεως με σύνδεση ενζύμου 

(Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) 

Η μεθοδολογία που ακολουθήθηκε για τον προσδιορισμό των επιπέδων των 

κυτοκινών στα υπερκείμενα των κυτταροκαλλιεργειών βασίστηκε στον ποσοτικό 

ανοσοενζυματικό προσδιορισμό τύπου ELISA. Οι κυτοκίνες TNFα, IL6, IL1β, IL10 

και η χυμοκίνη KC (IL8) μετρήθηκαν στον ορό του αίματος και στους 

ομογενοποιημένους ιστούς, μετά τις πειραματικές επιδράσεις, με κιτ ELISA 

(Quantikine®, R&D systems, UK).Η διαδικασία που ακολουθήθηκε και τα υλικά που 

χρησιμοποιήθηκαν περιγράφονται λεπτομερώς στην παράγραφο 2.1.5. 

 

2.2.3 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο ανοσοαποτύπωσης 

(Westernblot) -Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης 

σε συνθήκες SDS-αποδιάταξης 

 

Συλλογή δειγμάτων  (96 well plate (8x105 cells/well)) 

 Αφαιρέθηκε το υπερκείμενο με κενό 

 Πλύθηκε η πλάκα 1 φορά με PBS 

 Λύθηκε με 50 μl 2x ρυθμιστικού διαλύματος μετουσίωσης  

 Συλλέχθηκαντα δείγματα σε eppendorf  

 Περαιτέρω λύση με sonication για 4 sec, σε πάγο.  

 Φυγοκεντρήθηκαν σε 12000 rpm, για 15 min, στους 4ο C.  

 Μεταφέρθηκαν τα υπερκείμενα σε νέα eppendorf  

 Φυλάχθηκαν στους -80 

 

Η διαδικασία που ακολουθήθηκε και τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν  περιγράφονται 

λεπτομερώς στην παράγραφο 2.1.6. 

 

2.2.4 Απομόνωση νουκλεικών οξέων 

Μετά το πέρας του πειράματος, το θρεπτικό απομακρύνθηκε και τα κύτταρα 

εκπλύθηκαν με παγωμένο PBS. Εν συνεχεία, τα τρυβλία τοποθετήθηκαν σε πάγο όπου 

προστέθηκαν 200μl Trizol ανά οπή και τα δείγματα συλλέχθηκαν και φυλάχτηκαν 

στους -80οC εφόσον δε συνεχίστηκε η απομόνωση του RNA την ίδια ημέρα. Η 
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διαδικασία που ακολουθήθηκε και τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν  περιγράφονται 

λεπτομερώς στην παράγραφο 2.1.8. 

 

2.2.5 Σύνθεση συμπληρωματικού DNA (cDNA) από ολικό RNA με τη χρήση 

αντίστροφης μεταγραφάσης (ReverseTranscriptase) 

Για τη σύνθεση cDNA από ολικό RNA χρησιμοποιήθηκε το PrimeScript 

1stStrandc DNA Synthesis Kit (TAKARA, Ιαπωνία).Η διαδικασία που ακολουθήθηκε 

και τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν  περιγράφονται λεπτομερώς στην παράγραφο 

2.1.9. 

 

2.2.6 Μέθοδος Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης (Polymerase Chain 

Reaction) και Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης πραγματικού χρόνου 

(Real -Time Polymerase Chain Reaction) 

Ολικό RNA απομονώθηκε από πρωτογενή μακροφάγα με διάλυμα Trizol 

(Invitrogen, USA) και cDNAs συντέθηκαν χρησιμοποιώντας το TAKARA PrimeScript 

1stStrand cDNA Synthesis Kit (TAKARA, Ιαπωνία). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε 

και τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν  περιγράφονται λεπτομερώς στην παράγραφο 

2.1.10. 

 

2.2.7 Μέθοδος εκτίμησης της βιωσιμότητας των κυττάρων (MTT) 

 

Διαλύματα 

Το ΜΤΤ διαλύεται σε PBS σε τελική συγκέντρωση 5 mg/ml και στη συνέχεια 

διηθείται. Το διάλυμα φυλάσσεται σε σκοτεινό μέρος σε θερμοκρασία 4 oC.  

 

Μέθοδος 

Η δοκιμή με MTT αποτελεί εναλλακτική μέθοδο προσδιορισμού του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού ή της βιωσιμότητας των κυττάρων καθώς 

χρησιμοποιείται ευρέος για τον έλεγχο της τοξικότητας ενός χημικού/φαρμακολογικού 

παράγοντα. Είναι μια ποσοτική χρωματομετρική μέθοδος που  στηρίζεται στην 

ικανότητα των ζωντανών κυττάρων να μεταβολίζουν το άλας του τετραζολίου (ΜΤΤ) 

σε κρυσταλλική ένωση. Ο μεταβολισμός γίνεται στα μιτοχόνδρια των ζωντανών 

κυττάρων με χρήση του ενζύμου σουκινική δεϋδρογενάση (succinate-dehydrogenase). 

Η συγκέντρωση των κρυστάλλων που παράγονται είναι ευθέως ανάλογη του αριθμού 
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των ζωντανών κυττάρων. Οι παραγόμενοι από την αντίδραση μπλε κρύσταλλοι είναι 

υδροφοβικής φύσεως και διαλύονται σε οργανικό διαλύτη (DMSO, διάλυμα όξινης 

αιθανόλης, διαλύματος SDS/υδροχλωρικού οξέος) δίνοντας διάλυμα κόκκινου 

χρώματος, η ένταση του οποίου μετράται με φωτόμετρο ELISA σε συγκεκριμένο 

μήκος κύματος. Η μέγιστη απορρόφηση εξαρτάται από το διαλύτη που 

χρησιμοποιήθηκε. Η μέθοδος είναι απλή, γρήγορη και με καλή επαναληψιμότητα, 

δεδομένου ότι η τυπική απόκλιση (SD) της απορρόφησης κυμαίνεται στο +5%. Πιο 

συγκεκριμένα, τα κύτταρα προστέθηκαν σε πλάκες 96 οπών επίπεδου πυθμένα, σε 

συγκέντρωση 8.000 κύτταρα/οπή. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν στις πλάκες για 24 

ώρες κι έπειτα έγινε αντικατάσταση του θρεπτικού με νέο, παρουσία ή απουσία ορού, 

το οποίο περιείχε τους υπό εξέταση παράγοντες. Στο τέλος των επιλεγμένων χρόνων 

επώασης των παραγόντων, που εξαρτώνται από τον κυτταρικό κύκλο και την επίδραση 

των παραγόντων, το υλικό καλλιέργειας απομακρύνθηκε και προστέθηκαν 100μl 

διαλύματος θρεπτικού/ΜΤΤ τελικής συγκέντρωσης 0,5 mg/ml.  Τα κύτταρα 

επωάστηκαν στους 37 oC και 5% CO2  για τις επόμενες 4 ώρες, διάστημα κατά το 

οποίο σχηματίζονταν μπλε κρύσταλλοι εντός των ζωντανών κυττάρων, των οποίων τα 

μιτοχόνδρια είναι ενεργά. Μετά το πέρας των 4 ωρών, το ΜΤΤ αφαιρέθηκε και σε κάθε 

οπή προστέθηκαν 100μl DMSO. Το υλικό αναδεύτηκε έντονα, για να διαλυθούν οι 

κρύσταλλοι, και η ένταση του χρώματος μετρήθηκε σε φωτόμετρο ELISA σε μήκος 

κύματος 595 nm.   

 

2.3 Στατιστική ανάλυση αποτελεσμάτων 

Για τη στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε η δοκιμασία 

απλής ανάλυσης της μεταβλητότητας (one-way ANOVA). Κάθε πείραμα έγινε 

τουλάχιστον τρεις φορές με σκοπό τον περιορισμό του τυπικού σφάλματος. Για τις 

αναλύσεις χρησιμοποιήθηκαν τα προγράμματα SPSS και GraphPrism 6. Τα error bars 

στα διαγράμματα αντιπροσωπεύουν το (±) SEM. 
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3. Αποτελέσματα  

3.1 Ρόλος της έλλειψης της HSP70 στη φλεφμονώδη αντίδραση in vivo και in 

vitro 

3.1.1 Αποτελέσματα in vivo μελετών φλεγμονής 

 
3.1.1.1 Τιτλοποίηση LPS δόσης  

Πριν την έναρξη της πειραματικής διαδικασίας, ήταν απαραίτητο να 

προσδιορίσουμε τη δόση του LPS που θα προκαλούσε συστηματική φλεγμονή, χωρίς 

να είναι θανατηφόρα για τα ζώα της μελέτης μας. Έτσι, μετρήσαμε την ποσοστιαία 

επιβίωση σε σχέση με τον χρόνο, μετά από ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση LPS σε δόσεις 

από 0.14 mg έως 0.3 mg ανά ζώο. Η κάθε ομάδα αποτελούταν από 3 ζώα. Με βπαάση 

τα δεδομένα μας, η δόση των 0.14 mg βρέθηκε να επιτρέπει την επιβίωση των ζώων 

στο σύνολό τους (Σχήμα 1).  

 

 

 
 
 
 
 
3.1.1.2 Επίδραση του LPS και της γλουταμίνης στην παραγωγή των κυτοκινών 

στον ορό του αίματος μυών με γενετική έλλειψη της πρωτεΐνης HSP70 και 

μυών αγρίου τύπου 

Με δεδομένο ότι η συστηματική φλεγμονή χαρακτηρίζεται από αύξηση στην 

παραγωγή κυτοκινών, μετρήσαμε στον ορό μυών Hsp70+/+ και Hsp70-/-, τις 

ιντερλευκίνες 1β και 6 (IL-1β και IL-6), TNFα και IL-10, στις 4 και στις 18 ώρες μετά 

τη χορήγηση του LPS. Τα αποτελέσματά μας δείχνουν πως οι Hsp70-/- μύες εκκρίνουν 

σημαντικά χαμηλότερα επίπεδα και των τριών προφλεγμονωδών κυτοκινών στις 4 

Σχήμα 1. Τιτλοποίηση 
δοσολογίας LPS. Χορηγήθηκε 
ενδοπεριτοναϊκά LPS σε 
διάφορες δόσεις από 0.14 mg 
έως 0.3 mg ανά ζώο. Στη 
συνέχεια, μετρήθηκε ο χρόνος 
(σε ώρες) επιβίωσης. Κάθε 
ομάδα αποτελούταν από 3 
ζώα. 
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ώρες μετά τη χορήγηση του LPS (Σχήμα 2Α, Β και Γ), συγκρινόμενα με τα επίπεδα 

των αντίστοιχων κυτοκινών προερχομένων από τους Hsp70+/+ μύες. Στις 18 ώρες 

μετά τη χορήγηση του LPS, μονάχα ο TNFα (Σχήμα 2 ΣΤ), ήταν σημαντικά 

ελαττωμένος στους Hsp70-/- μύες σε σχέση με τους Hsp70+/+ μύες, έπειτα από 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση 150 μg LPS.  

Μύες και από τους δύο γονότυπους υπεβλήθησαν σε χορήγηση γλουταμίνης ή 

φυσιολογικού ορού και μία ώρα αργότερα ενέθηκε LPS με σκοπό την επαγωγή 

συστηματικής φλεγμονής. Η χορήγηση γλουταμίνης δεν επηρέασε την επαγόμενη από 

LPS έκκριση των TNFα και IL-6 στις 4 ώρες (Σχήμα 2Β, Γ) ή στις 18 ώρες (Σχήμα 

2ΣΤ, Ζ) σε κανέναν από τους δύο γονότυπους. Η έκκριση της IL-1β παρουσίασε μία 

αυξητική τάση στους Hsp70-/- μύες τα οποία είχαν λάβει γλουταμίνη μία ώρα πριν τη 

χορήγηση του LPS, όταν αυτή μετρήθηκε στις 4 ώρες (Σχήμα 2Α) συγκρινόμενη με τα 

αντίστοιχα επίπεδα στους Hsp70-/- μύες της ομάδας που δεν είχε λάβει γλουταμίνη ως 

προ-θεραπεία. Επίσης, εξετάσαμε την επίδραση της έλλειψης της HSP70 στην έκκριση 

της αντιφλεγμονώδους κυτοκίνης IL-10. Τα αποτελέσματά μας έδειξαν πως οι Hsp70-

/-μύες έκκριναν χαμηλότερα επίπεδα IL-10 μετά από την επαγωγή συστηματικής 

φλεγμονής με 150 μg LPS, συγκρινόμενα με τους αντίστοιχους μύες αγρίου τύπου, στις 

4 ώρες (Σχήμα 2Δ). Η γλουταμίνη δεν επηρέασε την έκκριση καμίας από τις υπό μελέτη 

κυτοκίνες και σε κανένα χρονικό σημείο στις 4 (Σχήμα 2 Α-Δ) ή στις 18 ώρες (Σχήμα 

2Ε-Η) στους Hsp70+/+ μύες.  
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Σχήμα 2.  Επίπεδα έκφρασης των κυτοκινών IL-1β, TNFα, IL-6 και IL-10  στον ορό σε Hsp70+/+ 
και Hsp70-/- ποντίκια. Επίδραση του LPS και της γλουταμίνης στην έκκριση κυτοκινών στον ορό σε 
Hsp70+/+  και Hsp70-/-  ποντίκια. Η ανάλυση έγινε με την τεχνική της ELISA και προσδιορίστηκαν τα 
επίπεδα των: IL-1β, TNFα, IL-6 and IL-10 στις 4 ώρες  (A-Δ) και στις 18ώρες (E-H) μετά από τη 
χορήγηση του LPS αντίστοιχα. Όλα τα ποντίκια έλαβαν γλουταμίνη ενδοπεριτοναϊκά σε δόση 0.75 
mg/kg ή φυσιολογικό ορό και έπειτα από 1 ώρα έλαβαν LPS (150 μg). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται 
ως means ± SEM. *Αντιστοιχεί στην στατιστική διαφορά ανάμεσα σε διαφορετικούς γονότυπους οι 
οποίοι εκτέθηκαν στην ίδια θεραπεία. *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001.  # Αντιστοιχεί στην 
στατιστική διαφορά ανάμεσα στους ίδιους γονότυπους οι οποίοι εκτέθηκαν σε διαφορετική επίδραση. # 
P<0.05. Κάθε γραφική παράσταση απεικονίζει ένα αντιπροσωπευτικό πείραμα, από  τουλάχιστον τρία 
ανεξάρτητα πειράματα. 
 
3.1.3 Επίδραση του LPS και της γλουταμίνης στην έκφραση των κυτοκινών σε 

πνεύμονες μυών με γενετική έλλειψη της πρωτεΐνης HSP70 και σε μυών 

αγρίου τύπου  

 Στη συνέχεια μελετήσαμε την επίδραση που έχει η έλλειψη της HSP70 στην 

παραγωγή προφλεγμονωδών κυτοκινών στους πνεύμονες έπειτα από LPS-επαγόμενη 

συστηματική φλεγμονή στους Hsp70+/+ και Hsp70-/- μύες στις 4 και 18 ώρες. Οι 

Hsp70-/- μύες παρήγαγαν σημαντικά χαμηλότερες ποσότητες των IL-1β και TNFα στις 

4 ώρες μετά τη χορήγηση του LPS συγκρινόμενα με τα αντίστοιχα αγρίου τύπου 

(Σχήμα 3Α,Β), ενώ καμία διαφορά δε βρέθηκε στις 18 ώρες, (Σχήμα 3E,ΣΤ). 

Αναφορικά με την IL-6, τα επίπεδα της σε ιστούς από πνεύμονα που απομονώθηκαν 

από Hsp70-/- μύες ήταν παρόμοια στις 4 και στις 18 ώρες μετά τη χορήγηση του LPS 

με τα επίπεδα των μυών του αγρίου τύπου, (Σχήμα 3Γ,Ζ). Η χορήγηση του LPS, 

προκάλεσε σημαντικά μειωμένη παραγωγή IL-10 στους Hsp70-/- μύες σε σχέση με τα 

αντίστοιχα αγρίου τύπου στις 4 ώρες, (Σχήμα 3Δ), ενώ δε βρέθηκε διαφορά στις 18 

ώρες (Σχήμα 3Η). Όταν χορηγήθηκε γλουταμίνη μία ώρα πριν τη χορήγηση του LPS, 

το αποτέλεσμα ήταν να παραχθούν χαμηλότερα επίπεδα TNFα στους μύες αγρίου 

τύπου, στις 18 ώρες, (Σχήμα 3 ΣΤ), ενώ δεν είχε καμία επίδραση σε καμία από τις υπό 

μελέτη κυτοκίνες στους Hsp70-/- μύες, στις 4 και 18 ώρες μετά το LPS, (Σχήμα 3 Α-

Η).  
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Σχήμα 3. Επίπεδα έκφρασης των κυτοκινών IL-1β, TNF-α, IL-6 και IL-10 σε πνεύμονες μυών 
Hsp70+/+ και Hsp70-/- . Επίδραση του LPS και της γλουταμίνης στην έκκριση κυτοκινών σε ιστό 
πνεύμονα σε Hsp70+/+ και Hsp70-/- ποντίκια. Η ανάλυση έγινε με την τεχνική της ELISA και 
προσδιορίστηκαν τα επίπεδα των: IL-1β, TNFα, IL-6 και IL-10 στις 4 ώρες  (A-Δ) και στις 18 ώρες (E-
H) μετά από τη χορήγηση του LPS αντίστοιχα. Όλα τα ποντίκια έλαβαν γλουταμίνη ενδοπεριτοναϊκά σε 
δόση 0.75 mg/kg ή φυσιολογικό ορό και έπειτα από 1 ώρα έλαβαν LPS (150 μg). Τα αποτελέσματα 
παρουσιάζονται ως means ± SEM. *Αντιστοιχεί στην στατιστική διαφορά ανάμεσα σε διαφορετικούς 
γονότυπους οι οποίοι εκτίθενται στην ίδια θεραπεία. *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001. # Αντιστοιχεί 
στην στατιστική διαφορά ανάμεσα στους ίδιους γονότυπους οι οποίοι εκτίθενται σε διαφορετική 
θεραπεία. # P<0.05. Κάθε γραφική παράσταση απεικονίζει ένα αντιπροσωπευτικό πείραμα, από 
τουλάχιστον τρία ανεξάρτητα πειράματα. 
 

3.1.1.4 Επίδραση του LPS στα επίπεδα της κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος 

μυών με γενετική έλλειψη της HSP70 και μυών αγρίου τύπου 

Τα γλυκοκορτικοειδή, συγκεκριμένα η κορτικοστερόνη στους μύες, είναι ο 

κύριος αντιφλεγμονώδης παράγοντας. Τα επίπεδά τους αυξάνονται σημαντικά κατά τη 

φλεγμονή και τη σήψη με σκοπό να ασκήσουν αρνητική ρύθμιση στην παραγωγή των 

κυτοκινών. Στην προσπάθειά μας να μελετήσουμε ένα πιθανό μηχανισμό, ο οποίος θα 

μπορούσε να προσφέρει εξήγηση για τα χαμηλά επίπεδα κυτοκινών που μετρήσαμε 

στους Hsp70-/- μύες σε σύγκριση με τους αντίστοιχους αγρίου τύπου, εκτιμήσαμε τα 

επίπεδα κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος και στους δύο γονότυπους και στις δύο 

χρονικές στιγμές, 4 και 18 ώρες. Οι Hsp70-/- μύες παρουσίασαν υψηλότερα επίπεδα 

κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος συγκρινόμενα με τα αντίστοιχα αγρίου τύπου 

με την ίδια επίδραση, (Σχήμα 4Α) στις 4 ώρες, ενώ η χορήγηση της γλουταμίνης δεν 

επηρέασε τα επίπεδα της κορτικοστερόνης σε κανένα  από τους γονότυπους, (Σχήμα 

4Α). Καμία διαφορά ανάμεσα στους γονότυπους και στην επίδραση, δεν 

παρατηρήθηκε στις 18 ώρες, (Σχήμα 4Β). Τα βασικά επίπεδα των κορτικοστεροειδών 

δεν παρουσίασαν καμία διαφορά ανάμεσα στους γονότυπους (Σχήμα 4Γ).  
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Σχήμα 4. Επίπεδα κορτικοστεροειδών στον ορό του αίματος σε Hsp70+/+ και Hsp70-/- ποντίκια. 
Επίδραση του LPS στην έκκριση κορτικοστερόνης στον ορό του αίματος στα Hsp70+/+ και Hsp70-/- 
ποντίκια. Όλα τα ποντίκια έλαβαν ενδοπεριτοναϊκά γλουταμίνη (0.75 mg/kg) ή φυσιολογικό ορό και μία 
ώρα μετά τους χορηγήθηκε LPS (150 μg). Ο ορός συλλέχθηκε 4 ώρες μετά. Τα επίπεδα της 
κορτικοστερόνης στον ορό (A&B) μετρήθηκαν με το εμπορικά διαθέσιμο κιτ RIA στις 4 and 18 ώρες 
μετά τη χορήγηση LPS αντίστοιχα. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως means ± SEM. *Αντιστοιχεί 
στην στατιστική διαφορά ανάμεσα σε διαφορετικούς γονότυπους οι οποίοι εκτέθηκαν στην ίδια 
επίδραση. *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001. # Αντιστοιχεί στην στατιστική διαφορά ανάμεσα στους 
ίδιους γονότυπους οι οποίοι εκτέθηκαν σε διαφορετική επίδραση. # P<0.05. Κάθε γραφική παράσταση 
απεικονίζει ένα αντιπροσωπευτικό πείραμα, από τουλάχιστον τρία ανεξάρτητα πειράματα. 
 

3.1.2 Επίδραση της έλλειψης της HSP70 σε σηματοδοτικά μόρια 

 Για να διευκρινιστεί περαιτέρω ο μηχανισμός μέσω του οποίου η έλλειψη 

HSP70 είχε ως αποτέλεσμα την αλλαγή στην έκφραση των κυτοκινών, μελετήσαμε την 

έκφραση του NF-κΒ σε ιστό πνεύμονα. Η έκφραση του ενεργοποιημένου NF-κΒp65 

ήταν σε υψηλότερα επίπεδα στους Hsp70-/- μύες σε σχέση με τους αντίστοιχους αγρίου 

τύπου 4 ώρες μετά την επαγόμενη από LPS συστηματική φλεγμονή (Σχήμα 5Α). Η 

χορήγηση της γλουταμίνης είχε ως αποτέλεσμα την πρόκληση μίας μη στατιστικά 

σημαντικής μείωσης του NF-κβ p65 στους μύες αγρίου τύπου. Καμία διαφορά δεν 

παρατηρήθηκε στα επίπεδα της HSP90 ή στην έκφραση του iNOS mRNA στον 

πνεύμονα 4 ώρες μετά την επαγόμενη από LPS συστηματική φλεγμονή (Σχήμα 5Β και 

Γ αντίστοιχα).   

 

 

 

 

 

 

 

* *
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Σχήμα 5. Επίδραση του LPS στα επίπεδα HSP90, NF-kB, iNOS στους πνεύμονες σε Hsp70+/+ και 
Hsp70-/- ποντίκια. Όλα τα ποντίκια έλαβαν ενδοπεριτοναϊκά γλουταμίνη (0.75 mg/kg) ή φυσιολογικό 
ορό και μία ώρα μετά τους χορηγήθηκε LPS (150 μg). Ο συλλέχθηκε 4 ώρες μετά. Ο ποσοτικός 
προσδιορισμός του ενεργοποιημένου (φωσφορυλιωμένου) NF-κBp65 έγινε με διαθέσιμο στο εμπόριο 
ELISA κιτ (Α). Ανάλυση της έκφρασης της HSP90 έγινε με τη μέθοδο Western blot (Β). Η RT-PCR 
διενεργήθηκε για την ανίχνευση της έκφρασης του iNOS. (Γ). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως 
means ± SEM. *Αντιστοιχεί στην στατιστική διαφορά ανάμεσα σε διαφορετικούς γονότυπους οι οποίοι 
εκτέθηκαν στην ίδια επίδραση. *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001. # Αντιστοιχεί στην στατιστική 
διαφορά ανάμεσα στους ίδιους γονότυπους οι οποίοι εκτέθηκαν σε διαφορετική επίδραση. # P<0.05. 
Κάθε γραφική παράσταση απεικονίζει ένα αντιπροσωπευτικό πείραμα, από τουλάχιστον τρία 
ανεξάρτητα πειράματα. 
 
 

3.1.3 Μέτρηση κυτταρικών πληθυσμών του ανοσοποιητικού συστήματος με 

Κυτταρομετρία ροής (Fluorescence-activated cell sorting - FACS) σε ιστό 

σπλήνα και μυελό των οστών 

Προκειμένου να διερευνήσουμε αν η έλλειψη της HSP70 έχει επίδραση στους 

κυτταρικούς πληθυσμούς του ανοσοποιητικού συστήματος πραγματοποιήσαμε 

κυτταρομετρία ροής σε σπλήνα και μυελό των οστών με τη χρήση αντισωμάτων 

ειδικών για κύτταρα του ανοποιητικού συστήματος. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων 

σε ιστό σπλήνα Hsp70-/-μυών ανέδειξε στατιστικά σημαντικά αυξημένο τον πληθυσμό 

των CD11+ δενδριτικών κυττάρων πριν και 4 ώρες μετά την επαγόμενη από LPS 

συστηματική φλεγμονή, (Σχήμα 6Α και Δ αντίστοιχα).  Ο κυτταρικός πληθυσμός 

%F4/80 δεν παρουσίασε καμία διαφορά σε σπλήνα ή σε μυελό των οστών σε βασικές 

συνθήκες, (Σχήμα 6Β και ΣΤ αντίστοιχα). Στο σπλήνα, οι κυτταρικοί πληθυσμοί των 

F4/80/CD11b ήταν στατιστικά σημαντικά αυξημένοι στους Hsp70-/- μύες συγκριτικά 

με τους αντίστοιχους στους μύες αγρίου τύπου, ενώ στο μυελό των οστών δεν υπήρχε 

διαφορά μεταξύ των γονοτύπων, (Σχήμα 6Γ και Ζ). Η χορήγηση της γλουταμίνης 

μείωσε στατιστικά σημαντικά τον CD11b+ κυτταρικό πληθυσμό στον μυελό τον οστών 

(Σχήμα 6Η), ενώ δεν είχε καμία επίδραση στην ίδια κυτταρική σειρά που προερχόταν 

από σπλήνα (Σχήμα 6Δ).  

 

 

 

**
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Σχήμα 6. Μέτρηση κυτταρικών πληθυσμών ανοσοποιητικού συστήματος σε ιστό σπλήνα και 
μυελό των οστών σε Hsp70 +/+ και Hsp70 -/- ποντίκια. Η κυτταρομετρία ροής πραγματοποιήθηκε 
χρησιμοποιώντας τα F4/80 και CD11b αντισώματα για την αναγνώριση των μακροφάγων. Τα βασικά 
επίπεδα των % CD11b, %F4/80 και F4/80/CD11b των σπληνικών κυττάρων (Εικόνα 4A-Γ) και του 
μυελού των οστών φαίνονται αντίστοιχα (Εικόνα 4E-Ζ).Τα ποντίκια έλαβαν επίσης ενδοπεριτοναϊκά, 
i.p., γλουταμίνη (0.75 mg/kg) ή φυσιολογικό ορό και μία ώρα αργότερα LPS (150 μg) και τα %CD11b 
κύτταρα μετρήθηκαν σε σπλήνα (Δ) και μυελό των οστών (H). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως 
means ± SEM.*Αντιστοιχεί στην στατιστική διαφορά ανάμεσα σε διαφορετικούς γονότυπους οι οποίοι 
εκτέθηκαν στην ίδια επίδραση. *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001. # Αντιστοιχεί στην στατιστική 
διαφορά ανάμεσα στους ίδιους γονότυπους οι οποίοι εκτέθηκαν σε διαφορετική επίδραση. # P<0.05. 
Κάθε γραφική παράσταση απεικονίζει ένα αντιπροσωπευτικό πείραμα, από τουλάχιστον τρία 
ανεξάρτητα πειράματα. 
 
 
3.2 Αποτελέσματα των in vitro μελετών φλεγμονής 
 
3.2.1 Επίδραση του LPS και της γλουταμίνης στην έκκριση κυτοκινών από 

πρωτογενή μακροφάγα μυών με γενετική έλλειψη της πρωτεΐνης HSP70 

και  αγρίου τύπου  

 
 Με σκοπό να διερευνήσουμε περαιτέρω την επίδραση της έλλειψης της HSP70 

στην έκκριση κυτοκινών κατά τη επαγόμενη από LPS, συστηματική φλεγμονή, 

απομονώθηκαν πρωτογενή μακροφάγα και από τους δύο γονότυπους και στη συνέχεια 

έγινε διέγερση αυτών in vitro με LPS. Μετρήθηκαν οι κυτοκίνες TNFα, IL-6 και IL-8 

στο θρεπτικό μέσο καλλιέργειας των κυττάρων στις 2, 4 και 24 ώρες μετά την επίδραση 

με LPS. Όπως φαίνεται και στο σχήμα 10, η έκκριση και των τριών κυτοκινών ήταν 

σημαντικά αυξημένη στο θρεπτικό μέσο που απομονώθηκε από τα Hsp70-/-

μακροφάγα σε σχέση με τα Hsp70+/+ μακροφάγα στις 2 και 4 ώρες μετά την επίδραση 

με LPS, (Σχήμα 10 A,B,Δ,E,Ζ, και H). Στις 24 ώρες, μόνο τα επίπεδα της IL-6 

*

****
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βρέθηκαν ψηλότερα στο θρεπτικό μέσο από τα Hsp70-/-μακροφάγα σε σχέση με τα 

Hsp70+/+, (Σχήμα 10 ΣΤ). Η επίδραση με γλουταμίνη προκάλεσε περαιτέρω αύξηση 

στον TNFα (στις 4 και 24 ώρες) και στην IL-6 (στις 2 και 4 ώρες) από τα Hsp70-/- 

μακροφάγα στα οποία έγινε επίδραση με LPS σε σχέση με τα Hsp70+/+ μακροφάγα 

που έλαβαν την ίδια επίδραση (Σχήμα 10 A, B, Δ, E, Ζ, και H), καθώς και 

συγκρινόμενα με αυτά που έλαβαν μόνο LPS από τον ίδιο γονότυπο (Σχήμα 10 B, Γ, 

Δ, E, H, και Θ). 

 

 

 

 

Σχήμα 7. Επίδραση του LPS και της γλουταμίνης στην έκκριση κυτοκινών από πρωτογενή 
μακροφάγα προερχόμενα από Hsp70+/+ και Hsp70-/- μύες. Όλα τα ποντίκια ενέθηκαν με 1 ml 
περιεκτικότητας 4% thioglycolate θρεπτικό μέσο στην περιτοναϊκή κοιλότητα και μετά από τέσσερεις 
ημέρες απομονώθηκαν τα μακροφάγα στα οποία, έπειτα από την περίοδο της κυτταρικής προσκόλλησης 
(cell adhesion), έγινε επίδραση με 100 ng/ml LPS, με ή χωρίς 10 mM οf L-glutamine. Μετρήθηκαν οι 
κυτοκίνες με την τεχνική της ELISA: TNFα (A-Γ), IL-6 (Δ-ΣΤ) και IL-8 (Ζ-Θ) 2, 4 ή 24 ώρες αντίστοιχα 
μετά την επίδραση με LPS. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως means ± SEM.*Αντιστοιχεί στην 
στατιστική διαφορά ανάμεσα σε διαφορετικούς γονότυπους οι οποίοι εκτέθηκαν στην ίδια επίδραση. 
*P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001. # Αντιστοιχεί στην στατιστική διαφορά ανάμεσα στους ίδιους 
γονότυπους οι οποίοι εκτέθηκαν σε διαφορετική επίδραση. # P<0.05. Κάθε γραφική παράσταση 
απεικονίζει ένα αντιπροσωπευτικό πείραμα, από τουλάχιστον τρία ανεξάρτητα πειράματα. 
 

 

***

***
***

***
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3.2.2 Επίδραση του LPS και του αναστολέα της HSP90 στην έκκριση κυτοκινών 

από πρωτογενή μακροφάγα μυών με γενετική έλλειψη της πρωτεΐνης 

HSP70 και μυών αγρίου τύπου 

Προκειμένου να διερευνηθεί η πιθανή συμμετοχή της HSP90 στη ρύθμιση της 

έκκρισης των κυτοκινών από τα Hsp70-/- μακροφάγα, τα κύτταρα και από τους δύο 

γονότυπους επωάστηκαν για 2 ώρες με 17-AAG (Hsp90 αναστολέα). Τα αποτελέσματά 

μας έδειξαν πως η επίδραση με 17-AAG μείωσε την έκκριση της IL-6 από τα Hsp70-

/-μακροφάγα (στατιστικά σημαντικά στις 12 ώρες) έπειτα από διέγερση με LPS, ενώ 

δεν επηρέασε την έκκριση της IL-6 από τα Hsp70+/+ μακροφάγα (Σχήμα 11 A-Γ).  

 

 
Σχήμα 8. Επίδραση του LPS στην αναστολή της HSP90 σε πρωτογενή μακροφάγα Hsp70+/+ και 
Hsp70-/- μυών. Ο αναστολέας 17-AAG (500nM) χρησιμοποιήθηκε 2 ώρες πριν τη χορήγηση του LPS. 
Με την τεχνική της ELISA αναλύθηκαν η IL-6 στις 6,12 και 24 ώρες μετά το LPS. Τα αποτελέσματα 
παρουσιάζονται ως means ± SEM.*Αντιστοιχεί στην στατιστική διαφορά ανάμεσα σε διαφορετικούς 
γονότυπους οι οποίοι εκτίθενται στην ίδια θεραπεία.  *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001. # Αντιστοιχεί 
στην στατιστική διαφορά ανάμεσα στους ίδιους γονότυπους οι οποίοι εκτίθενται σε διαφορετική 
θεραπεία. # P<0.05. Κάθε γραφική παράσταση απεικονίζει ένα αντιπροσωπευτικό πείραμα, από 
τουλάχιστον τρία ανεξάρτητα πειράματα. 
 

3.3 Ρόλος της έλλειψης HSP70 στο ψυχοσωματικό στρες περιορισμού 
 
3.3.1 Μελέτη του ρόλου της HSP70 στην ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα μετά από 

παρατεταμένο στρες περιορισμού  

Με σκοπό να μελετηθεί ο ρόλος της γενετικής έλλειψης των HSP70 πρωτεϊνών στο 

στρες, πραγματοποιήθηκε τεστ περιορισμού για τρεις ώρες (restraint, ψυχοσωματικό 

στρες) τόσο σε θηλυκά όσο και σε αρσενικά ποντίκια. Μετά το τέλος των πειραμάτων, 

τα ζώα θυσιάστηκαν, απομονώθηκαν οι κύριοι ιστοί οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για την 

απόκριση του οργανισμού στο στρες (ΥΥΕ- υποθάλαμος, υπόφυση, επινεφρίδια) και 

μελετήθηκε η έκφραση των αντίστοιχων γονιδίων σε αυτούς (CRF-CRF1, POMC 

*
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αντίστοιχα) με τη μέθοδο της εκλεκτικής ενίσχυσης του RNA με χρήση ειδικής 

πολυμεράσης και στη συνέχεια με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυμερισμού (RT-PCR). 

 

 

3.3.2 Μελέτη του ρόλου της HSP70 στην ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα μετά από 

παρατεταμένο στρες περιορισμού σε θηλυκά ζώα 

 

3.3.2.1 Μελέτη έκφρασης της CRF στον υποθάλαμο μετά από την έκθεση σε 

περιορισμό για τρεις ώρες 

 

 Αρχικά μελετήθηκαν τα επίπεδα της έκφρασης της CRH στον υποθάλαμο μετά 

την έκθεση των θηλυκών ζώων για τρεις ώρες σε τεστ περιορισμού (τρίωρο restraint). 

Για τα πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν τέσσερεις ομάδες ζώων: Hsp70+/+ 

restraint/Hsp70+/+ control και Hsp70-/-  restraint/ Hsp70-/- control. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι η έκφραση του mRNA της CRH ήταν στατιστικά χαμηλότερη στα Hsp70-

/- ζώα που δεν είχαν υποστεί το restraint σε σχέση με τα αντίστοιχα Hsp70+/+ 

(p=0.001). Παραδόξως, δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές  

ανάμεσα σε WT και KO ζώα που είχαν υποστεί restraint. Καμία διαφορά δεν 

παρατηρήθηκε επίσης στα επίπεδα έκφρασης της CRH τόσο στα Hsp70+/+ όσο και 

στα Hsp70-/- ζώα μετά την επίδραση του restraint (Hsp70+/+ control- Hsp70+/+ 

restraint και Hsp70-/- control- Hsp70-/- restraint, σχήμα 9). 
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Σχήμα 9. Επίπεδα mRNA του CRH στον υποθάλαμο μετά από τρίωρο restraint σε θηλυκά ποντίκια. 
Σχηματική απεικόνιση των επιπέδων του mRNA του CRH (arbitary units: od-Bkg). Τα αποτελέσματα 
έχουν εκφραστεί ως προς τα επίπεδα της β-ακτίνης του κάθε δείγματος. Παρατηρήθηκε στατιστικά 
σημαντική μείωση της έκφρασης του CRH στα Hsp70-/- ζώα που δεν είχαν υποστεί restraint σε σχέση 
με τα αντίστοιχα Hsp70+/+ (p=0.001) (n=2-3 πειραματόζωα/γονότυπο/κατηγορία). Τα αποτελέσματα 
παρουσιάζονται ως means ± SEM.*Αντιστοιχεί στην στατιστική διαφορά ανάμεσα σε διαφορετικούς 
γονότυπους οι οποίοι εκτέθηκαν στην ίδια επίδραση. *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001. # Αντιστοιχεί 
στην στατιστική διαφορά ανάμεσα στους ίδιους γονότυπους οι οποίοι εκτέθηκαν σε διαφορετική 
επίδραση. # P<0.05. Κάθε γραφική παράσταση απεικονίζει ένα αντιπροσωπευτικό πείραμα, από 
τουλάχιστον τρία ανεξάρτητα πειράματα. 
 

 

3.3.2.2 Μελέτη έκφρασης του CRF1 υποδοχέα στον υποθάλαμο μετά από έκθεση 
σε περιορισμό για 3 ώρες 

 
Τα επίπεδα της έκφρασης του CRF1 υποδοχέα στον υποθάλαμο μελετήθηκαν μετά από 

τρίωρο restraint με τη μέθοδο της RT-PCR. Καμία στατιστικώς σημαντική διαφορά δεν 

παρατηρήθηκε στα επίπεδα του υποδοχέα μετά την εφαρμογή του τεστ τόσο σε 

Hsp70+/+ όσο και σε Hsp70-/- ζώα. Παρόμοια, καμία στατιστικώς σημαντική διαφορά 

δεν παρατηρήθηκε μεταξύ των ζώων ελέγχου και των δύο γονοτύπων (Σχήμα 10). 

                             HSP70 +/+             HSP70 +/+            HSP70 -/-               HSP70 -/- 
                          restrain               control               restrain               control 
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Σχήμα 10. Επίπεδα mRNA του CRF1 στον υποθάλαμο μετά από τρίωρο restraint σε θηλυκά ποντίκια. 
Σχηματική απεικόνιση των επιπέδων του mRNA του CRF1 (arbitary units: od-Bkg). Τα αποτελέσματα 
έχουν εκφραστεί ως προς τα επίπεδα της β-ακτίνης του κάθε δείγματος (n=2-3 
πειραματόζωα/γονότυπο/κατηγορία). Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως means ± SEM.*Αντιστοιχεί 
στην στατιστική διαφορά ανάμεσα σε διαφορετικούς γονότυπους οι οποίοι εκτέθηκαν στην ίδια 
επίδραση. *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001. # Αντιστοιχεί στην στατιστική διαφορά ανάμεσα στους 
ίδιους γονότυπους οι οποίοι εκτέθηκαν σε διαφορετική επίδραση. # P<0.05. Κάθε γραφική παράσταση 
απεικονίζει ένα αντιπροσωπευτικό πείραμα, από τουλάχιστον τρία ανεξάρτητα πειράματα. 
 
3.3.2.3 Μελέτη της έκφρασης της POMC στην υπόφυση μετά την έκθεση σε 

περιορισμό για τρεις ώρες 
 

 Προκειμένου να μελετηθεί η έκφραση του mRNA της POMC στην υπόφυση 

μετά την επίδραση του στρες περιορισμού ακολουθήσαμε την ίδια μεθοδολογία. Τα 

αποτελέσματα μας έδειξαν ότι τα επίπεδα της POMC μεταξύ των ζώων ελέγχου των 

δύο γονοτύπων έτειναν να διαφέρουν. Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι τα επίπεδα της 

POMC στα ζώα αγρίου τύπου που είχαν υποβληθεί στη δοκιμασία ήταν σημαντικά 

χαμηλότερα συγκριτικά με τα επίπεδα των Hsp70-/- ζώων (Σχήμα 11). 
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Σχήμα 11. Επίπεδα mRNA της POMC στην υπόφυση μετά από τρίωρο restraint σε θηλυκά ποντίκια. 
Σχηματική απεικόνιση των επιπέδων του mRNA της POMC  (arbitary units: od-Bkg). Τα αποτελέσματα 
έχουν εκφραστεί ως προς τα επίπεδα της β-ακτίνης του κάθε δείγματος. Παρατηρήθηκε στατιστικά 
σημαντική μείωση (p=0.046) των επιπέδων έκφρασης του POMC στα Hsp70+/+ ζώα που είχαν υποστεί 
το restraint σε σχέση με τα αντίστοιχα Hsp70-/- (n=2-3 πειραματόζωα/ γονότυπο/ κατηγορία). 
 

3.3.2.4 Μέτρηση επιπέδων κορτικοστερόνης στο αίμα 

Προκειμένου να διαπιστώσουμε αν παρουσιάζονται διαφορές μεταξύ των επιπέδων 

των γλυκοκορτικοειδών στο πλάσμα μεταξύ των διαφορετικών γονοτύπων πριν και 

μετά το τεστ περιορισμού μετρήσαμε με τη μέθοδο του ραδιοανοσολογικού 

προσδιορισμού τα επίπεδα της κορτικοστερόνης. Όπως αναμενόταν, παρατηρήθηκε 

στατιστικά σημαντική αύξηση (p=0.00064) των επιπέδων της κορτικοστερόνης στα 

ζώα που είχαν υποστεί restraint σε σχέση με τα αντίστοιχα ζώα ελέγχου και στους δύο 

γονοτύπους. Παρόλα αυτά καμία στατιστικώς σημαντική διαφορά δεν παρατηρήθηκε 

μεταξύ των δύο γονοτύπων στην κάθε διαφορετική κατάσταση (Σχήμα 12).   
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Σχήμα 12. Επίπεδα κορικοστερόνης σε θηλυκά ποντίκια μετά απο τρίωρο restrainτ. Παρατηρήθηκε 
στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων έκφρασης στα ζώα που είχαν υποστεί restrain και στους 
δύο γονότυπους (n=2-3 πειραματόζωα/γονότυπο/ κατηγορία). 
 
3.3.2.5 Μέτρηση επιπέδων κορτικοστεροειδών μετά από έκθεση περιορισμού για 

15 λεπτά 
 
 Τα πειράματα περιορισμού τριών ωρών είχαν ως σκοπό να ανιχνεύσουν πιθανές 

αλλαγές στην απόκριση του ΥΥΕ άξονα στα Hsp70-/- κυρίως στο επίπεδο του mRNA 

των ορμονών. Στην περίπτωση αυτή, η αύξηση που παρατηρείται στα επίπεδα των 

γλυκοκορτικοειδών είναι η μέγιστη και πιθανότατα να υπάρχει αδυναμία να 

εκτιμηθούν μικρές διαφορές στην απελευθέρωση της κορτικοστερόνης. Προκειμένου 

λοιπόν να μπορέσουμε να αντιμετωπίσουμε αυτή την τεχνική δυσκολία εφαρμόσαμε 

σε θηλυκά ποντίκια και των δύο γονοτύπων στρες περιορισμού 15 λεπτών και 

εκτιμήσαμε τα επίπεδα της κορτικοστερόνης στο πλάσμα. Παρόμοια με τα 

αποτελέσματα που ελήφθησαν από το τρίωρο restraint, δεν παρατηρήθηκε καμία 

στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των δύο γονοτύπων τόσο σε βασική κατάσταση 

(control) όσο και μετά την επαγωγή του άξονα (Σχήμα 13).  
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Σχήμα 13. Επίπεδα κορτικοστερόνης σε θηλυκά ζώα μετά από restrain των 15 λεπτών. Παρατηρήθηκε 
στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων τόσο στα Hsp70+/+ όσο και στα Hsp70-/- που είχαν 
υποστεί restrainτ σε σχέση με τα αντίστοιχα control (p=0.009 και p=0.0014 αντίστοιχα) (n=2-3 
πειραματόζωα/γονότυπο/ κατηγορία). 
 
 
3.3.3 Μελέτη του ρόλου της HSP70 στην ενεργοποίηση του ΥΥΕ άξονα μετά από 

παρατεταμένο στρες περιορισμού σε αρσενικά ζώα 

 
Προκειμένου να διαπιστώσουμε αν παρουσιάζονται πιθανές φυλογενετικές διαφορές 

στην απόκριση του άξονα του στρες στα Hsp70-/- ζώα όπως έχει περιγραφεί σε άλλα 

μοντέλα διαγονιδιακών ζώων τα παραπάνω πειράματα επαναληφθήκαν σε αρσενικούς 

μύες. 

 

3.3.3.1 Μελέτη της έκφρασης της CRF στον υποθάλαμο μετά από την έκθεση σε 

περιορισμό για τρεις ώρες 

  
Παρόμοια με τα αποτελέσματα που ελήφθησαν στα θηλυκά ποντίκια καμία 

στατιστικώς σημαντική διαφορά δεν παρατηρήθηκε στην έκφραση της CRH στον 

υποθάλαμο και στους δύο γονοτύπους μεταξύ των ζώων ελέγχου και εκείνων που είχαν 

υποβληθεί στο στρες περιορισμού για τρεις ώρες. Παρόλα αυτά τα επίπεδα της CRH 

ήταν στατιστικά σημαντικά χαμηλότερα στα Hsp70-/- ζώα που δεν είχαν υποστεί το 

στρες σε σχέση με τα αντίστοιχα Hsp70+/+ (p=0.03). Αντίθετα, δεν παρατηρήθηκαν 

αλλαγές μεταξύ Hsp70+/+ και Hsp70-/-  ζώων που είχαν υποστεί το restraint (Σχήμα 

14).  
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Σχήμα 14. Επίπεδα mRNA τoυ CRF στον υποθάλαμο μετά από τρίωρο restraint σε αρσενικά ποντίκια. 
Σχηματική απεικόνιση των επιπέδων του mRNA του CRF (arbitary units: od-Bkg). Τα αποτελέσματα 
έχουν εκφραστεί ως προς τα επίπεδα της β-ακτίνης του κάθε δείγματος. Παρατηρήθηκε στατιστικά 
σημαντική μείωση (p=0.03) της έκφρασης στα Hsp70-/- ζώα που δεν είχαν υποστεί restraint σε σχέση 
με τα αντίστοιχα HSP70+/+ (n=2-3 πειραματόζωα/γονότυπο/κατηγορία). 
 
 
 
3.3.2.2 Μελέτη έκφρασης του CRF1 υποδοχέα στον υποθάλαμο μετά από έκθεση 

σε περιορισμό για τρεις ώρες 
 

Σε αντίθεση με τα θηλυκά ποντίκια η έκφραση τoυ υποδοχέα CRF1 στον υποθάλαμο 

στα αρσενικά ποντίκια ήταν στατιστικώς σημαντικά μικρότερη στα Hsp70-/- ζώα που 

δεν είχαν υποβληθεί σε στρες περιορισμού σε σύγκριση με τα αντίστοιχα Hsp70+/+ 

(p=0.03).  Αντίθετα, δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ 

Hsp70+/+ και Hsp70-/- που είχαν υποστεί το restraint. Παρόμοια καμία διαφορά δεν 

παρατηρήθηκε και στους δύο γονοτύπους στις διαφορετικές καταστάσεις (Σχήμα 15).  
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Σχήμα 15. Επίπεδα mRNA τoυ CRF1 στον υποθάλαμο μετά από τρίωρο restraint σε αρσενικά ποντίκια. 
Σχηματική απεικόνιση των επιπέδων του mRNA του CRF1 (arbitary units: od-Bkg). Τα αποτελέσματα 
έχουν εκφραστεί ως προς τα επίπεδα της β-ακτίνης του κάθε δείγματος. Παρατηρήθηκε στατιστικά 
σημαντική μείωση (p=0.03) της έκφρασης στα Hsp70-/- ζώα που δεν είχαν υποστεί restraint σε σχέση 
με τα αντίστοιχα Hsp70+/+ (n=2-3 πειραματόζωα/γονότυπο/ κατηγορία). 
 
 
3.3.3.3 Μελέτη έκφρασης της POMC στην υπόφυση μετά από την έκθεση σε 

περιορισμό για τρεις ώρες 
  
Σε αντίθεση με τα αποτελέσματα στα θηλυκά ποντίκια, στα αρσενικά τα επίπεδα της 

έκφρασης της POMC στην υπόφυση στα Hsp70-/- ζώα που δεν είχαν υποστεί το στρες 

ήταν στατιστικώς σημαντικά μειωμένα συγκριτικά με τα αντίστοιχα Hsp70+/+ 

(p=0.001), (Σχήμα 16). 
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Σχήμα 16. Επίπεδα mRNA της POMC στην υπόφυση μετά από τρίωρο restraint σε αρσενικά ποντίκια. 
Σχηματική απεικόνιση των επιπέδων του mRNA της POMC  (arbitary units: od-Bkg). Τα αποτελέσματα 
έχουν εκφραστεί ως προς τα επίπεδα της β-ακτίνης του κάθε δείγματος. Παρατηρήθηκε στατιστικά 
σημαντική μείωση (p=0.001)) των επιπέδων έκφρασης του POMC  στα Hsp70-/- ζώα που δεν είχαν 
υποστεί restraint σε σχέση με τα αντίστοιχα Hsp70+/+ (n=2-3 πειραματόζωα/γονότυπο/ κατηγορία). 

 
 
3.4.3.4 Μέτρηση επιπέδων κορτικοστερόνης στο αίμα  

 
Με τη μέθοδο του ραδιοανοσολογικού προσδιορισμού μελετήθηκαν τα επίπεδα της 

κορτικοστερόνης στο πλάσμα σε αρσενικά ποντίκια μετά από τρίωρο restraint, και στις 

4 ομάδες ζώων (Hsp70+/+ restrain – Hsp70+/+ control – Hsp70-/- restrain – Hsp70-/- 

control). Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων της 

κορτικοστερόνης τόσο στα Hsp70+/+ όσο και στα Hsp70-/- ζώα που είχαν υποστεί 

restraint σε σχέση με τα αντίστοιχα control (p=0.002 και p=0.024 αντίστοιχα). Δεν 

παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ Hsp70+/+ και Hsp70-/- 

ζώων σε βασικές συνθήκες και κατόπιν έκθεσης στο στρες περιορισμού (Σχήμα 17).     
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Σχήμα 17. Επίπεδα κορτικοστερόνης σε αρσενικά ποντίκια μετά από τρίωρο restraint. Παρατηρήθηκε 
στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων τόσο στα Hsp70+/+ όσο και στα Hsp70-/- ζώα που είχαν 
υποστεί restraint σε σχέση με τα αντίστοιχα control (p=0.002 και p=0.024 αντίστοιχα) (n=2-3 
πειραματόζωα/ γονότυπο/ κατηγορία). 
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4. Συζήτηση  

Α. HSP70 και φλεγμονή 
Η σήψη είναι η συστηματική φλεγμονώδης απόκριση που σχετίζεται με 

μολυσματική προσβολή. Τόσο η σήψη όσο και η συστηματική φλεγμονή και ειδικά 

εκείνη που προκαλείται από LPS χαρακτηρίζεται από ιδιαίτερα αυξημένα επίπεδα 

προφλεγμονωδών κυτοκινών όπως IL-1β, TNFα, και IL-6, (138). Σήψη και 

συστηματική φλεγμονή είναι οι κύριες αιτίες θανάτου σε βαρέως πάσχοντες ασθενείς 

και οι κυρίαρχες αιτίες δυσλειτουργιών πολλαπλών οργάνων, (139) και ειδικότερα και 

βαρύτερα των πνευμόνων. Πράγματι, οι πνεύμονες είναι το όργανο το οποίο 

επηρεάζεται σημαντικά με μεγάλη πιθανότητα ανάπτυξης συνδρόμου οξείας 

αναπνευστικής δυσχέρειας (Acute Respiratory Distress Syndrome - ARDS) (140).  

 

Η απόκριση του συστήματος πρωτεϊνών θερμικού στρες είναι ένας εξαιρετικά καλά 

διατηρημένος κυτταρικός μηχανισμός που σκοπό έχει να προστατεύει από 

τραυματισμούς και περιβαλλοντικές καταπονήσεις. Οι ενδοκυτταρικές HSP πρωτείνες 

λειτουργούν ως μοριακοί συνοδοί που διέπουν τη συναρμολόγηση, την αναδίπλωση ή 

τη μεταφορά των πρωτεϊνών και ως αντι-αποπτωτικοί ρυθμιστές των οδών 

σηματοδότησης των κυττάρων που οδηγούν σε κυτταρικό θάνατο, (141). Ιδιαίτερη 

σημασία έχει η έκφραση των μελών της οικογένειας των πρωτεϊνών θερμικού στρες 70 

kd (HSP70). Πρόσφατα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι η έκφραση της επαγώγιμης 

HSP70 είναι ζωτικής σημασίας για την προστασία από την προφλεγμονώδη απόκριση 

και τη βλάβη του πνεύμονα που σχετίζεται με τη σήψη, (142). Παρόλα αυτά δεν 

υπάρχουν ακόμα σαφείς ενδείξεις για τον ρόλο της HSP70 στη συστηματική φλεγμονή 

καθώς επίσης και για το μηχανισμό δράσης της.  

Η γλουταμίνη που παραδοσιακά θεωρείται ένα μη απαραίτητο αμινοξύ, έχει 

δειχθεί πρόσφατα ότι πιθανότατα να είναι ένα υπό όρους απαραίτητο θρεπτικό 

συστατικό κατά τη διάρκεια του στρες, του τραυματισμού ή της σοβαρής νόσου, (121). 

Έχει προταθεί ότι η απελευθέρωση γλουταμίνης μετά από στρες παρέχει μια ζωτική 

πηγή καυσίμου για τα ταχέως διαιρούμενα κύτταρα, είναι πρόδρομο μόριο για τη 

σύνθεση νουκλεϊκών οξέων και αποτελεί βασικό πρόδρομο παράγοντα για την 

οξεοβασική ομοιόσταση στα νεφρά. Παρά τη σημαντική απελευθέρωση γλουταμίνης, 

κατά τη διάρκεια στρες και σήψης, είναι ευρέως γνωστό ότι τα επίπεδα στο πλάσμα 

μειώνονται σημαντικά μετά από κρίσιμη ασθένεια και παραμένουν μειωμένα για πάνω 
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από 21 ημέρες. Αυτή η σοβαρή ανεπάρκεια γλουταμίνης εμφανίζεται γρήγορα και 

σχετίζεται με αυξημένη νοσηρότητα και θνησιμότητα από κρίσιμες ασθένειες. 

Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι η γλουταμίνη προκαλεί έκφραση πρωτεϊνών 

θερμικού στρες και εξασθενεί την καρδιαγγειακή δυσλειτουργία που προκαλείται από 

λιποπολυσακχαρίτες (LPS). Ο μοριακός μηχανισμός της επαγόμενης από Gln 

έκφρασης HSP70 παρόλα αυτά δεν είναι πλήρως διασαφηνισμένος.  

 Η παρούσα διδακτορική διατριβή παρέχει στοιχεία για το ρόλο που 

διαδραματίζει η HSP70 στη συστηματική φλεγμονή και στη σήψη, επαγόμενη από 

LPS. Τα δεδομένα μας καταδεικνύουν ότι η έλλειψη της HSP70 σχετίζεται με 

χαμηλότερα επίπεδα κυτοκινών στο πλάσμα και στους πνεύμονες in vivo, αλλά με 

υψηλότερη έκκριση κυτοκινών από τα περιτοναϊκά μακροφάγα in vitro, μετά από LPS-

επαγόμενη φλεγμονή. Φαίνεται επίσης, πως η HSP70 πιθανά να μην παίζει σπουδαίο 

ρόλο στην εξασθένηση της φλεγμονώδους απόκρισης μετά τη χορήγηση γλουταμίνης 

στη σήψη επαγόμενη από LPS σε μοντέλο μυών, υποδεικνύοντας εναλλακτικές οδούς 

που παρακάμπτουν την έμφυτη ανοσολογική απόκριση που περιλαμβάνει την HSP70. 

Τέλος, τα αποτελέσματα μας δείχνουν  πως η HSP90 μπορεί να ενισχύσει τη 

φλεγμονώδη απόκριση των Hsp70-/- μυών. Τα δεδομένα μας υποστηρίζουν πως η 

HSP70 βελτιώνει τους δείκτες της σήψης στους μύες, (143) με τη θετική ρύθμιση στην 

παραγωγή προ-φλεγμονωδών και αντι-φλεγμονωδών κυτοκινών.  

 Πράγματι, οι Hsp70-/- μύες εξέφραζαν σημαντικά χαμηλότερα επίπεδα 

αρκετών κυτοκινών από αυτών που μελετήθηκαν σε ορό και σε πνεύμονες σε σχέση 

με τα αντίστοιχα επίπεδα στους μύες αγρίου τύπου. Η αρχική απόκριση των 4 ωρών 

στους Hsp70-/- μύες παρουσίασε εξασθένηση σε βάθος χρόνου 18 ωρών στους 

πνεύμονες σε σύγκριση με αυτήν στους μύες αγρίου τύπου. Τα διαφορετικά 

αποτελέσματα που έχουν αναφερθεί σε άλλες μελέτες, θα μπορούσαν να αποδοθούν 

στα διαφορετικά μοντέλα συστηματικής φλεγμονής-σήψης που χρησιμοποιήθηκαν, τα 

οποία παρουσιάζουν σαφώς διαφορετικές φλεγμονώδεις αποκρίσεις, (144). Η επαγωγή 

φλεγμονής με LPS (μοντέλο LPS) προκαλεί ταχεία επαγωγή προφλεγμονωδών 

κυτοκινών, οι οποίες φτάνουν σε υψηλά επίπεδα, κορυφώνονται στις 1.5 έως 4 ώρες 

και στη συνέχεια αρχίζουν να μειώνονται. Ένα διαφορετικό μοντέλο επαγωγής της 

σήψης όπως είναι η απολίνωση και παρακέντηση του τυφλού (cecal ligation and 

puncture – μοντέλο CLP), προκαλεί βραδύτερη επαγωγή των ίδιων κυτοκινών οι οποίες 

συνεχίζουν να αυξάνονται μετά από 8 ώρες (145). Επίσης, σε κατάσταση ανεπάρκειας 

HSP70, οι φλεγμονώδεις κυτοκίνες μπορεί να έχουν ενεργοποιήσει έντονα τον άξονα 
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υποθαλάμου-υπόφυσης, ο οποίος θα μπορούσε να μειώσει γρήγορα την πρώιμη έναρξη 

της φλεγμονώδους απόκρισης (146). Το επαγόμενο σε σήψη κυτταροπλασματικό 

ετερο-ολιγομερές σύμπλοκο που περιέχει το hGR σε συνδυασμό με τις HSP70 και 

HSP90, (31), εισέρχεται στον πυρήνα και αλληλοεπιδρά με συγκεκριμένες θέσεις στο 

DNA, ασκώντας παράλληλα ανασταλτικές και ενεργοποιητικές δράσεις στη 

μεταγραφή των ανοσολογικών αποκρίσεων (147). 

 Υποστηρίζοντας ένα εναλλακτικό μονοπάτι επαγωγής, οι Hsp70-/- μύες 

εκκρίνουν αυξημένα επίπεδα κορτικοστερόνης συγκρινόμενα με τα αντίστοιχα αγρίου 

τύπου στις 4 ώρες μετά την επαγόμενη από LPS συστηματική φλεγμονή. Το εύρημα 

αυτό έχει ιδιαίτερη σημασία καθώς η αξιολόγηση της απόκρισης του άξονα 

υποθαλάμου-υπόφυσης-επινεφριδίων σε σηπτικά ζώα έδειξε αύξηση της 

αδρενοκορτικοτροπινης (ACTH), η οποία αντικατοπτρίστηκε μόνο εν μέρει στο 

επίπεδο της κορτικοστερόνης (148). 

 Το LPS προάγει δοσο-εξαρτώμενη αύξηση των κυττάρων CD11b+ και F4/80+ 

στους πνεύμονες μυών (149), με τα μεγάλα περιτοναϊκά κύτταρα να εμφανίζουν υψηλό 

επίπεδο έκφρασης CD11b (μονοκύτταρα), F4/80 (μακροφάγα) και HSP70, (150). Μετά 

από τη διέγερση με LPS, το κύριο υποσύνολο των CD11b+F4/80 μακροφάγων 

μειώνεται ταχύτατα από την περιτοναϊκή κοιλότητα, αποτέλεσμα το οποίο 

καταστέλλεται μερικώς από το φαινυλεθυνοσουλφοναμίδιο, έναν λειτουργικό 

αναστολέα της HSP70 (151). Σε συμφωνία με αυτά τα αποτελέσματα, η μελέτη μας 

έδειξε αυξημένο αριθμό κυττάρων CD11b+, F4/80, και F4/80/CD11b στο σπλήνα των 

Hsp70-/-μυών, πριν και 4 ώρες μετά την επαγόμενη από LPS συστηματική φλεγμονή, 

υποδηλώνοντας την περαιτέρω συμμετοχή της HSP70 στη διαδικασία ενεργοποίησης 

των μακροφάγων.  

 

Η σηματοδότηση TLR4-NF-κB αποτελεί την κύρια απόκριση στο στρες μετά 

από διέγερση με LPS που σχετίζεται με τοπική νέκρωση στο ήπαρ, αρτηριακή 

αγγειοδιαστολή στην καρδιά και τα νεφρά, τραυματισμό των πνευμόνων, και αποβολή 

βλεννογόνου στο λεπτό και παχύ έντερο (152). Ο NF-κβ είναι ένας μεταγραφικός 

παράγοντας ο οποίος ρυθμίζει την έκφραση πολλών γονιδίων που εμπλέκονται στην 

ανοσία, στη φλεγμονή και στην προστασία από προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο 

(153). Η ενισχυμένη έκφραση της HSP70 μπορεί να μετριάσει τη φλεγμονώδη 

απόκριση μέσω μειωμένης ενεργοποίησης του NF-κΒ και έκφρασης προφλεγμονωδών 

κυτοκινών (154), (155).Το εύρημά μας αναφορικά με την ενίσχυση της έκφρασης του 
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NF-κΒ στους πνεύμονες των Hsp70-/- μυών συγκριτικά με την έκφραση στους 

πνεύμονες των μυών αγρίου τύπου βρίσκεται σε συμφωνία με αποτελέσματα 

προηγούμενων μελετών που έχουν δείξει πως η έλλειψη της HSP70 ενεργοποιεί τον 

NF-κΒ στη σήψη, αυξάνοντας την απόκριση συσσώρευσης ουδετερόφιλων και 

τραυματισμό των πνευμόνων (156). 

Εμβαθύνοντας στις μελέτες μας, δείξαμε πως μετά την προ-επώαση με 17-

AAG, έναν αναστολέα της HSP90 (ανάλογο της γελνταμυκίνης), για 2 ώρες πριν από 

τη διέγερση με LPS, μειώθηκε η έκκριση της IL-6 σε μακροφάγα από Hsp70-/- μύες, 

γεγονός που υποδηλώνει πως η HSP90 δρα ως μεσολαβητής, τουλάχιστον εν μέρει, της 

αυξημένης φλεγμονώδους απόκρισης των Hsp70-/- μακροφάγων (157). Το 

αποτέλεσμα αυτό μπορεί να εξηγήσει το γεγονός, πως σε σηπτικούς ασθενείς τα 

επίπεδα της HSP90 είναι αυξημένα, και συσχετίζονται θετικά με τα επίπεδα της HSP70 

και των κυτοκινών (158). 

Αρκετές μελέτες έχουν δείξει πως η χορήγηση της γλουταμίνης μπορεί να 

εξασθενήσει την απελευθέρωση προφλεγμονωδών κυτοκινών σε σηπτικά ζώα και να 

βελτιώσει την επιβίωσή τους (159). Η γλουταμίνη ρυθμίζει αρνητικά την έκφραση των 

μεσολαβητών της φλεγμονής και μειώνει την υπερβολική έκφραση των ιντερλευκινών 

σε κύτταρα που διεγείρονται από το LPS με τρόπο δοσοεξαρτώμενο καθώς και 

χρονοεξαρτώμενο. Πράγματι, στο μοντέλο CLP σε αρουραίους, η γλουταμίνη 

εξασθένησε την κορύφωση της απελευθέρωσης της IL-18 στις 12-24 ώρες και 

διατήρησε σταθερά χαμηλά τα επίπεδα της IL-18, καθόλη την αρχική περίοδο των 24 

ωρών (115). Η προκαλούμενη από τη γλουταμίνη εξασθένιση της φλεγμονώδους 

απόκρισης, και η βελτιωμένη επιβίωση μετά τη σήψη εξαρτάται από την έκφραση της 

HSP70 (160). Έχει αποδειχθεί πως δόσεις γλουταμίνης μεγαλύτερες από 2 με 4 mM 

οδηγούν σε αύξηση της HSP70 και εξασθενημένη προ-φλεγμονώδη απελευθέρωση 

κυτοκινών στα PBMCs (156).  

Προς έκπληξή μας, δείξαμε πως η γλουταμίνη σε δόση 0.75 g/kg βάρους σώματος 

κατέστειλε την έκκριση του TNFα και της IL-6 στις 18 ώρες, ενώ της IL-10 στις 4 και 

18 ώρες στους Hsp70-/-μύες, αλλά όχι στους μύες αγρίου τύπου. Στους πνεύμονες  η 

γλουταμίνη είχε παρόμοια τάση για κατασταλτική επίδραση στις κυτοκίνες των Hsp70-

/-μυών, αλλά όχι στους αντίστοιχους μύες αγρίου τύπου, με  εξαίρεση την 

καθυστερημένη μείωση του TNFα.  

Το εύρημα μας αυτό συμφωνεί με προηγούμενες μελέτες που δείχνουν πως η προσθήκη 

της γλουταμίνης σε θρεπτικά υλικά επώασης αίματος προάγει την έκφραση της HSP70 



119 
 

και την πρώιμη απελευθέρωση του TNFα στις 4 ώρες, φαινόμενο το οποίο δεν 

παρατηρήθηκε στις 24 ώρες, σε in vitro μοντέλο χρησιμοποιώντας δείγματα αίματος 

από υγιή παιδιά, (157). Σε άλλες in vitro, μελέτες έχει επίσης δειχθεί ότι η γλουταμίνη 

αυξάνει άμεσα την απελευθέρωση του TNFα από RAW264.7 μακροφάγα, έπειτα από 

διέγερση με LPS και μειώνει την απελευθέρωση του TNFα από περιτοναικά 

μακροφάγα, με τρόπο δοσο-εξαρτώμενο σε μοντέλο σήψης (158). Επιπλέον, η 

χορήγηση γλουταμίνης μειώνει τη δυσλειτουργία των μακροφάγων, την έκφραση του 

mRNA της caspase-3, καθώς και την έκφραση του συνδέτη 1 του προγραμματισμένου 

κυτταρικού θανάτου από τα Τ και Β κύτταρα (160). Αυτό βρίσκεται σε συμφωνία με 

τα αποτελέσματα των in vitro πειραμάτων μας, τα οποία έδειξαν πως η γλουταμίνη 

μείωσε τα CD11+ κύτταρα στον σπλήνα και στον μυελό των οστών και προκάλεσε 

παρατεταμένη (2 και 4 ώρες) αύξηση σε TNFα και IL-6 των μακροφάγων 

προερχόμενων από Hsp70-/- μύες έπειτα από διέγερση με LPS. Τα δεδομένα αυτά, μαζί 

με το εύρημα πως η γλουταμίνη κατέστειλε προσωρινά μόνο τον NF-κB p65 και την 

κορτικοστερόνη στους μύες αγρίου τύπου, υποδηλώνουν ότι η HSP70 μπορεί να μην 

παίζει σημαντικό ρόλο στην εξασθένηση της φλεγμονώδους απόκρισης μετά από 

χορήγηση γλουταμίνης στη σήψη.  

 

Β. HSP70 και Ψυχοσωματικο στρες  

Στο πρώτο μέρος της διπλωματικής αυτής εργασίας έγινε προσπάθεια μελέτης του 

ρόλου της γενετικής έλλειψης των Hsp70 πρωτεϊνών στην ενεργοποίηση του ΥΥΕ 

άξονα μετά από παρατεταμένο στρες περιορισμού (3 ώρες restraint) τόσο σε θηλυκά 

όσο και σε αρσενικά ποντίκια. Το πειραματικό αυτό μοντέλο συνδυάζει τόσο 

ψυχολογικό όσο και σωματικό στρες. Το χρονικό διάστημα των τριών ωρών 

επιλέχθηκε για να μπορέσουμε να παρατηρήσουμε διαφορές στην έκφραση του mRNA 

και στην έκκριση των αντίστοιχων ορμονών. Σε επίπεδο mRNA, μελετήθηκε και στις 

δύο ομάδες ζώων η έκφραση των υπεύθυνων για την απόκριση στο στρες γονιδίων, 

CRH (υποθάλαμος) και  POMC (υπόφυση). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα επίπεδα 

έκφρασης του CRH ήταν στατιστικά σημαντικά μειωμένα στα Hsp70 -/- ζώα ελέγχου 

και στα δύο φύλα (ζώα που δεν είχαν υποστεί στρες) συγκριτικά με τα αντίστοιχα 

αγρίου τύπου. Παρόλα αυτά καμία διαφορά δεν παρατηρήθηκε μεταξύ των δύο 

γονοτύπων που ειχαν υποβληθεί σε στρες σε κανένα από τα δύο φύλα.  Τα 

αποτελέσματα αυτά έρχονται σε αντίθεση με προηγούμενη μελέτη στην οποία είχε 

δειχθεί ότι η εφαρμογή στρες περιορισμού σε αρουραίους είχε ως αποτέλεσμα την 
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αύξηση της Hsp70  σε διάφορες εγκεφαλικές περιοχές ταυτόχρονα με την αύξηση των 

γλυκοκορτικοειδών (161). 

 Τα επίπεδα έκφρασης του POMC στην υπόφυση που μελετήθηκαν στη 

συνέχεια οδήγησαν σε διαφορετικά αποτελέσματα μεταξύ των δύο φύλων. Στην 

περίπτωση των θηλυκών ζώων παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση των 

επιπέδων έκφρασης στα Hsp70 -/- ζώα που είχαν υποστεί πείραμα περιορισμού σε 

σχέση με τα αντίστοιχα αγρίου τύπου, αποτέλεσμα μη αναμενόμενο λόγω της έλλειψης 

αντίστοιχης διαφοράς στην έκφραση του mRNA του CRH.  Αντίθετα, στα αρσενικά 

ζώα η έκφραση του mRNA της POMC, ήταν σημαντικά μειωμένη στα Hsp70 -/-  ζώα 

που δεν είχαν υποστεί πείραμα περιορισμού σε σχέση με τα αντίστοιχα αγρίου τύπου. 

Το αποτέλεσμα αυτό έρχεται σε απόλυτη συμφωνία με την έκφραση του CRH που 

αναφέραμε παραπάνω. Ωστόσο και εδώ είναι φανερό πως το ψυχοσωματικό στρες που 

χρησιμοποιήθηκε δεν ήταν ικανό να μεταβάλλει τα επίπεδα έκφρασης του POMC, 

όπως αρχικά ήταν αναμενόμενο. 

Στη συνέχεια, έγινε προσπάθεια μελέτης της επίδρασης του τρίωρου ψυχοσωματικού 

στρες σε επίπεδο ορμονών. Για το λόγο αυτό, έγινε μέτρηση των επιπέδων της 

κορτικοστερόνης τόσο σε αρσενικά όσο σε θηλυκά ζώα. Καμία διαφορά δεν 

παρατηρήθηκε σε κανένα από τα δυο φύλα μεταξύ των δύο γονοτύπων τόσο στη 

βασική όσο και στην επαγόμενη από στρες παραγωγή των γλυκοκορτικοειδών. 

Πιθανότατα το αποτέλεσμα αυτό να οφείλεται στο γεγονός ότι υπάρχουν ήπιες 

διαφορές στην παραγωγή των γλυκοκορτικοειδών οι οποίες επικαλύπτονται από τη 

βαρύτητα του στρες. Προκειμένου να ξεπεράσουμε το πρόβλημα αυτό μετρήσαμε τα 

επίπεδα της κορτικοστερόνης μετά από την επίδραση στρες περιορισμού 15 λεπτών. 

Αξίζει να σημειωθεί ότι, στο πείραμα αυτό αναμένονταν διαφορές σε επίπεδο ορμονών 

και όχι σε επίπεδο mRNA. Καμία διαφορά δεν παρατηρήθηκε και πάλι μεταξύ των δύο 

γονοτύπων είτε στην βασική ή στην επαγόμενη από στρες εκκριση των 

γλυκοκορτικοειδών. Το αποτέλεσμα αυτό πιθανά οφείλεται στον περιορισμένο αριθμό 

των πειραματόζωων που χρησιμοποιήθηκαν. Εναλλακτικά πιθανότατα να έχουν 

αναπτυχθεί αντιρροπιστικοί μηχανισμοί στα Hsp70 -/-  ζώα οι οποίοι συμβάλλουν στην 

έκκριση της κορτικοστερόνης.  

 

 

 

 



121 
 

5. Συμπεράσματα  

Η τρέχουσα μελέτη έδειξε πως η απαλοιφή της HSP70 σχετίζεται in vivo με 

μειωμένη φλεγμονώδη απόκριση, ενώ in vitro, η έλλειψη της HSP70 σχετίζεται με 

προφλεγμονώδη φαινότυπο. Τα δεδομένα μας, υποδηλώνουν ότι η μειωμένη  

φλεγμονώδης απόκριση, που παρατηρείται απουσία της HSP70 in vivo, πιθανότατα να 

εξαρτάται από την αντι-φλεγμονώδη δράση των γλυκοκορτικοστεροειδών. Επιπλέον, 

η HSP70 δεν φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο στην εξασθένιση της φλεγμονώδους 

απόκρισης που προκαλεί η γλουταμίνη στην LPS-επαγόμενη φλεγμονή, 

υποδηλώνοντας εναλλακτικά μονοπάτια τα οποία παρακάμπτουν την εγγενή 

ανοσολογική απόκριση. Ενώ σημαντικό εύρημα αποτελεί το γεγονός ότι απουσία της 

HSP70, η HSP90 είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη φλεγμονώδους απόκρισης.  
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Abstract 

The present study aimed to explore the pathway through which Heat Shock Protein 70 (HSP70) is involved in inflammation and 
sepsis and the possible interaction with glutamine, an essential nutrient during sepsis. We also evaluated the possible 
interaction of HSP70 with HSP90, another HSP involved in sepsis. Therefore, we utilized mice with specific deletion of the 
Hsp70.1 and Hsp70.3 genes (Hsp70-/-) and their wild type littermates (Hsp70+/+) for the in vivo studies and primary 
macrophages collected from Hsp70+/+ and Hsp70-/- mice for the in vitro studies. We found that HSP70 deficiency was 
associated with lower inflammatory cytokine levels in plasma and lung tissue and increased levels of glucocorticoid secretion 
during inflammation in vivo. On the contrary, Hsp70-/- murine peritoneal macrophages showed increased inflammatory 
response compared to Hsp70+/+ macrophages, following LPS stimulation. Glutamine administration repressed the in vivo 
secretion of plasma cytokines from Hsp70-/- mice while enhanced the in vitro secretion of cytokines from macrophages of the 
same genotype (Hsp70-/-), but it did not affect the secretion of cytokines from wild type mice either in vivo or in vitro, 
following LPS treatment. Our data also demonstrated that HSP70 deficiency was associated with increased glucocorticoid 
release, in vivo. In vitro, pre-treatment of macrophages from both genotypes with HSP90 inhibitor significantly attenuated IL-6 
secretion only from Hsp70-/- cells, following LPS treatment. In summary, in vivo, the lack of HSP70 leads to an anti-
inflammatory phenotype, while in vitro, the lack of HSP70 in macrophages gives rise to a proinflammatory phenotype, which 
may be mediated by the HSP90. Both in vivo and in vitro, glutamine treatment responses in Hsp70-/- mice suggest alternative 
pathways bypassing HSP70. 
Keywords: HSP70; glutamine; cytokines; corticosterone; HSP90; inflammation 

Introduction 

 Sepsis is a leading cause of mortality and critical 
illness worldwide [1]. According to the updated 
Sepsis-3 definition, sepsis is a life-threatening 
organ dysfunction caused by a 
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dysregulated host response to infection [2]. It 
presents similar profiles across all age groups, 
characterized by an enhanced inflammatory and 
hormonal response and by re- 
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pressed innate immunity and suppressed 
metabolism [3]. A pattern of earlier induction of 
extracellular and intracellular Heat Shock 
Proteins (HSPs) and repression of bioenergetics 
and intracellular HSPs in sepsis compared to 
systemic inflammatory response syndrome 
(SIRS), discriminates sepsis from SIRS [4, 5] 
and predicts mortality [6].  

HSPs are the most phylogenetically conserved 
proteins present in all prokaryotes and 
eukaryotes. They play a role as molecular 
chaperones and manage to recognize and bind to 
nascent polypeptide chains and partially folded 
intermediates of proteins, inhibiting their 
gathering and misfolding, or as chaperonins that 
directly mediate protein response [7, 8, 9, 10].  It 
has been shown that HSPs are potent activators 
of inducing pro-inflammatory cytokine 
production by the monocyte-macrophage system 
and maturation of dendritic cells (antigen-
presenting cells) [11, 12, 13, 14, 15, 16, 17]. The 
70-kDa family of HSPs (HSP70) performs many 
intracellular functions vital to the maintenance of 
cellular homeostasis. Indeed, animal studies have 
shown that administration of eHSP72 improved 
the survival rate and limited the pulmonary 
dysfunction in mice after sepsis [18]. However, 
clinical studies in humans are inconclusive [19]. 
The HSP90 is an abundant molecular chaperone 
that controls the activity, turnover, and 
trafficking of mediators of signal transduction 
[20] and regulates the intracellular signaling and 
gene expression [21]. Its inhibition leads to 
destabilization and loss of activity of proteins, 
inhibiting multiple signaling cascades [22]. 
Evidence has shown that HSP90 inhibitors 
significantly improve survival, reduce lung 
injury, and attenuate systemic and pulmonary 
inflammation in a murine model of LPS-induced 
sepsis [23, 24].  

Recently, therapeutic agents, such as sodium 
arsenite, dehydroepiandrosterone, and Celastrol, 
which, among other, modulate the expression of 
HSP70 have been investigated for the treatment 
of sepsis [24]. Along these lines, Glutamine 
(GLN), which appears to be a conditionally 

essential nutrient during stress [25], is decreased 
in sepsis [26]. Administration of GLN has a 
protective effect (as shown by experimental 
studies) which may be due either to a direct anti-
inflammatory effect of GLN [27, 28] or to a 
glutamine-dependent increased expression of 
HSP70 and thus anti-inflammatory effects of this 
protein [29, 30, 31] and dramatic reduction of 
end-organ damage [32]. Furthermore, it is known 
that macrophages play an essential role in the 
inflammatory response in sepsis [33] and GLN is 
crucial for the function of these cells, as it 
enhances their function, increases their 
production and release of cytokines [34] and 
induces their HSP70 expression in vitro [31] and 
in vivo [35]. The hypothesis of such a beneficial 
effect of GLN in sepsis, however, has not been 
confirmed in human studies. GLN 
supplementation in critically ill infants and 
children did not reduce mortality and is not 
recommended [36, 37]. Furthermore, a blinded 
trial involving critically-ill patients with multi-
organ failure showed that the early 
administration of GLN in these patients was 
harmful [38].  

In this study, we determined the effect of 
HSP70 deficiency in inflammatory models in 
vivo, using HSP70-deficient animals, as well as 
in vitro, using peritoneal murine macrophages 
and HSP90 inhibition. We also investigated the 
role of GLN upon cytokine and chaperone 
production during systemic inflammation. 
Finally, we assessed the possible role of 
signaling molecules and corticosterone in the 
mechanism through which Hsp70-/- mice 
respond to inflammation and sepsis.    

Methods 

Animals  
Hsp70-/- mice were purchased from the 
University of California at Davis Mutant Mouse 
Regional Resource Center (Davis, CA) and 
housed at the animal house of the Medical 
School of the University of Crete, Greece. All 
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procedures described below were approved by 
the Animal Care Committee of the University of 
Crete, School of Medicine, and from the 
Veterinary Department of the Heraklion 
Prefecture (Heraklion, Crete, Hellas, Protocol 
No 147152/17-072017). Experiments were 
performed on genotyped male Hsp70-/- mice 
bearing the null alleles and the wildtype controls 
(Hsp70+/+) (~ 25 g body weight). All mice were 
maintained on 12 hrs light/dark cycle with free 
access to food and water at all times. 

Induction of systemic inflammation 
Inflammation was induced via intraperitoneal 
injection (i.p.) of endotoxin lipopolysaccharides 
(LPS) from Escherichia coli (serotype O111; B4; 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) as follows: 
on the day of the experiment, mice were 
randomized into four groups of 5 mice each (x2): 
genotyped Hsp70-/- a) without GLN, b) with 
GLN; genotyped Hsp70+/+ c) without GLN, d) 
with GLN. All mice received 150 μg of LPS i.p. 
GLN was also injected in mice i.p. one hour prior 
to LPS, at a concentration of 0.75 g kg-1 of body 
weight [39]; GLN at this dose has been shown to 
result in a plasma level of 3 to 7 mM L-1 in a 
model of endotoxemia [40]. Animals returned to 
their cages and allowed access to food and water 
ad libitum. Animals were sacrificed at 4- and 18-
hrs post LPS injection (early and late post LPS-
responses), and blood and tissues were collected 
and stored at -80°C for future use. 

Cell culture 
Primary murine macrophages were elicited by 
injecting 1 ml of 4% thioglycolate broth to the 
peritoneal cavity of WT mice (Hsp70+/+) and 
mice with genetic deletion of the Hsp70 genes 
(Hsp70-/-). Cells were collected 4 days later by 
washing the peritoneal cavity with 5 mL of 
sterile, pyrogen-free 1x DMEM 21969 (4.5 g L-1 

D-glucose, 25 mM HEPES, pyruvate, and no 
glutamine). Macrophages were spun down (1500 
rpm, 10 min, 4°C) and re-suspended in 
glutamine-free DMEM culture medium 
supplemented with 10% FBS, and 100 IU mL-1 

penicillin, and 100 μg mL1 streptomycin (all 
purchased by Invitrogen Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA). Cell viability was 
determined by Trypan Blue exclusion. Cells 
were plated at a concentration of 400.000 cells 
per well on a 24-well flat bottom plates and 
maintained in culture 24 hrs before stimulation, 
at 37°C in a 5% CO2 humidified air environment. 
The following day the medium was refreshed 
with new and the respective treatment. 
Following the period of cell adhesion, 
macrophages were treated with 100 ng mL-1 LPS 
in the presence or absence of 10 mM of L-
glutamine (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA). 
Stimulation with LPS was applied 2, 4 or 24 hrs 
prior to cell harvesting.  

Cytokines detection 
The effect of Hsp70 deficiency on TNF-α, IL-6, 
IL-1β and IL10 release in serum or lung tissue 
was assessed after LPS stimulation of Hsp70-/- 
and Hsp70+/+ mice, at 4 and 18 hrs. Lung tissues 
were homogenized in buffer containing a 
protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA). Tissue 
homogenates were then centrifuged for 15 min at 
10,000 rpm, and supernatant was removed and 
frozen at -80°C. Serum and lung samples 
(prepared as previously) were then analyzed 
utilizing ELISA kits, according to the 
manufacturers’ instructions; IL-6 and TNFα 
(eBioscience Inc., San Diego, CA, USA); IL-8 
and IL10 (R&D Systems, Minneapolis, MN, 
USA). The absorbance was determined at 450 
nm. Results for serum samples were expressed in 
picograms of cytokine per mL and for lung 
samples were expressed in picograms of 
cytokine per mg of total cellular protein 
determined on whole cellular homogenates by 
the Bradford protein assay [41]. The absorbance 
was determined at 450 nm. 

Protein isolation and Western Blot 
Analysis 
Tissues were removed, snap frozen, and stored at 
-80°C. Protein lysates were prepared from frozen 
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tissues by homogenization in ice-cold RIPA 
buffer (0.1% SDS, 1% Igepal CA-630, 1% 
sodium deoxycholate, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 
150 mM NaCl, 2 μg mL-1, aprotinin, 1 μg mL-1 

leupeptin, 100 μg mL-1 PMSF, 0.5 mM EDTA). 
Equal amounts of protein (30 μg) were separated 
on a 10% SDS-polyacrylamide gel and 
transferred to a 0.45 μm polyvinylidene 
difluoride membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA) and blocked with 5% nonfat milk in TBS-
Tween buffer 7 (0.12 M Tris-base, 1.5 M NaCl, 
0.1% Tween 20). The membranes were 
incubated with the antibodies HSP90a (mAb 
AC88, Prod. No. ADI-SPA-830, Cell Signaling 
Technology, Beverly, MA, USA) and mouse 
monoclonal anti-mouse actin (Cell Signaling 
Technology, Beverly, MA, USA). The bound 
antibody was detected with peroxidase 
conjugated anti-mouse antibody (1:5000) 
followed by Lumi-Light ECL substrate (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and 
exposed by autoradiography. A PC-based Image 
Analysis program was used to quantify the 
intensity of each band (Image J, NIH, Bethesda, 
MD, USA). Results were expressed in relation to 
the intensity of β-actin and as a percentage of the 
control value. 

Assay of Lung NF-κB activity 
NF-κB activity was evaluated as the nuclear 
translocation and DNA binding of the p65 
subunit from lung tissues using a commercially 
available ELISA kit (FACE, NF-κB p65 Profiler 
Kit, Active Motif, CA, USA). 

Quantitative real-time RT-PCR 
Total RNA was extracted from lung tissue and 
primary macrophages with Trizol reagent 
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, 
USA) and cDNAs were synthesized using 
TAKARA PrimeScript 1st strand cDNA 
synthesis kit (Takara Bio, CA, USA) [42]. 
Expression of each gene of interest was 
determined using SYBR Green master mix 
(Kapa Biosystems, CA, USA) containing 
specific set of primers in a final volume of 10 μl. 

Expression of each gene was normalized to β-
actin. Amplification conditions included 
denaturation at 95°C for 2 min followed by 40 
cycles at 95°C for 30 sec and at 60°C for 30 sec. 
The following primers were used: iNOS forward: 
5΄-TCCTGGAGGAAGTGGGCCGAAG-3΄; 
backward: 5΄-CCTCCACGGGCCCGGTACTC-
3΄ and beta-actin forward: 5΄-
TCTCTTTGATGTCACGCACG-3΄; backward: 
5΄- TCAGAAGGACTCCTATGTGG-3΄. 

NO measurement assay in cell 
supernatants (based on Griess reaction) 
In an uncoated 96 well plate, 100 μL of each 
experimental sample (culture medium) were 
added in duplicates. 100 μL of Sulfanilamide 
solution (1% Sulphanilamide, 5% H3PO4) were 
added in each well. After a 5-10 min incubation 
in dark at room temperature, 100 μL of NED 
solution (0.1% N-1-napthylethylanediamine 
dihydrochloride in dH2O) were added and 
samples were again incubated at room 
temperature for 5-10 min. After the formation of 
purple/magenta color, absorbance was measured 
at 520-550 nm within 30 min. The nitrite content 
was calculated based on a standard curve 
constructed with NaNO2. For this purpose, 0.1 M 
NaNO2 solution was serially diluted (in sample 
diluents, 100uM starting concentration) [43]. 

Plasma Corticosterone 
Blood samples were centrifuged at 3000 rpm 
(1925 x g) at 4°C for 10 min, and plasma was 
separated, aliquoted, and stored at -80°C until 
further use. Plasma corticosterone levels were 
measured using commercial RIA kit (MP 
Biomedicals, CA, USA) [44]. 

Fluorescence-activated cell sorting (FACS) 
Mice of each genotype were injected with LPS 
and/or GLN and spleens and bone marrows were 
collected. Splenocytes or bone marrow cell 
suspensions were prepared by homogenizing the 
tissue in staining buffer: PBS containing 20% 
Fetal Bovine Serum (FBS; Invitrogen Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Red blood 
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cells were lysed in a 0.165 M NH4Cl buffer for 3 
min. Cells were washed twice with staining 
buffer, stained with Phycoerythrin (PE)-, 
Fluorescein isothiocyanate (FITC)- or 
allophycocyanin (APC)-conjugated antibodies 
against the respective markers: CD11b and F480 
(BD Biosciences, Palo Alto, CA, USA) and 
analyzed using a FACS Calibur instrument (BD 
Biosciences, Palo Alto, CA, USA). Flow 
cytometry analysis was performed and F4/80 and 
CD11b were used as the sole surface markers for 
identifying macrophages. 

Statistical analysis 
All results were analyzed using SPSS software 
(version 22.0, SPSS, Chicago, Ill) and are 
presented as mean ± standard error of a 
representative individual experiment. Data were 
analyzed by one-way analysis of variance, 
followed by post-hoc multiple comparison tests. 
Significance was accepted at p < 0.05. 

Results 
In Vivo 

Effect of LPS and GLN on plasma cytokine 
secretion in Hsp70+/+ and Hsp70-/- mice 
LPS systemic inflammation is characterized by 
increased levels of proinflammatory cytokines 
such as IL-1β, TNF-α and IL-6 [45]. Therefore, 
we initially evaluated these cytokines in plasma 
in Hsp70+/+ and Hsp70-/- mice, 4 and 18 hrs 
following LPS challenge. Our results showed 
that Hsp70-/- mice secreted significantly lower 
levels of all three proinflammatory cytokines 
tested at 4 hrs (Fig. 1A, B and C) compared to 
their Hsp70+/+ littermates. At 18 hrs only TNF-
α (Fig. 1F), was significantly lower in Hsp70-/- 
mice 
compared to Hsp70+/+ mice following the 
injection with 150 μg LPS i.p. 

Several studies have revealed that GLN 
supplementation attenuates the release of 
proinflammatory cytokines in septic animals and 
improves survival [46]. In order to test this 
hypothesis, mice from both genotypes were 
treated with GLN or normal saline and one hour 
later underwent LPS-induced systemic 
inflammation. One hour pretreatment with GLN 
did not affect the LPS-induced secretion of TNF-
α and IL-6 at 4 hrs (Fig. 1B, C) or 18 hrs (Fig. 

 
Figure 1. Effect of LPS and GLN on plasma cytokine secretion in Hsp70+/+ and Hsp70-/- mice. ELISA analysis of plasma cytokine levels 
of IL-1β, TNF-α, IL-6 and IL-10 at 4 hrs (A-D) and at 18 hrs (E-H) post LPS administration respectively. All mice received, i.p., GLN (0.75 
mg kg-1) or normal saline and one hour later LPS (150 μg). Results are presented as means ± SEM. Asterisks (*) depict statistical 
difference between genotypes exposed to the same treatment. *, p < 0.05; **, p < 0.001; ***, p < 0.0001. Hash signs (#) depict 
statistical difference between treatments on the same genotype. #, p < 0.05. Each graph shows a representative experiment of at 
least three independent experiments. 
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1F, G) in any genotype. It should be noted that 
there was an increasing trend in the secretion of 
IL-1b in Hsp70-/- mice treated with GLN one 
hour before the 4-hr LPS administration (Fig. 
1A) compared to the plasma levels of IL-1b 
measured in Hsp70-/- mice treated only with LPS 
at 4 hrs. We also examined the effect of HSP70 
deficiency on the anti-inflammatory cytokine IL-
10. Our results showed that Hsp70-/- mice 
secreted lower levels of IL-10 following 
injection of 150 μg LPS, compared to their wild 
type littermates, at 4 hrs (Fig. 1D). GLN did not 
affect the secretion of any of the studied 
cytokines at 4 hrs (Fig. 1A-D) or 18 hrs (Fig. 1E-
H) in Hsp70+/+ mice. 

Effect of LPS and GLN on lung cytokine 
secretion in Hsp70+/+ and Hsp70-/- mice 
Lung is the most affected organ in sepsis, with a 
high possibility of developing acute respiratory 
distress syndrome [47]. Therefore, we evaluated 
the effect of HSP70 deficiency on 
proinflammatory cytokine production from lung 
tissue following LPS-induced systemic 
inflammation in Hsp70+/+ and Hsp70-/- mice at 
4 and 18 hrs. Hsp70-/- mice produced 
significantly lower levels of IL-1β and TNF-α at 
4 hrs post-LPS compared to their wild type 
littermates (Fig. 2A, B), while no difference was 

found in 18 hrs (Fig. 2E, F). Regarding IL-6, lung 
tissues from Hsp70-/- mice had similar levels at 
4 and 18 hrs post-LPS compared to Hsp70+/+ 
(Fig. 2C, G). Regarding IL-10, LPS caused a 
significant decrease in the production in Hsp70-
/- mice compared to their wild type littermates at 
4 hr (Fig. 2D), while no difference was found at 
18 hrs (Fig. 2H). One-hour pretreatment with 
GLN prior to LPS produced lower 18 hourlevels 
of TNF-α in wild type mice (Fig. 2F) while it was 
ineffective in the production of all cytokines in 
Hsp70-/- mice at 4 and 18 hrs post-LPS (Fig. 2A-
H). 

LPS effect on plasma corticosterone level 
Glucocorticoid, corticosterone in mice 
specifically, is the main endogenous anti-
inflammatory factor. Glucocorticoid levels 
significantly increase during inflammation and 
sepsis in order to downregulate the production of 
cytokines. To investigate a possible mechanism 
that could explain the lower levels of cytokines 
in Hsp70-/- mice compared to their wildtype 
littermates, we measured plasma corticosterone 
levels in both genotypes, at 4 and 18 hrs. The 
Hsp70-/- mice exhibited higher levels of plasma 
corticosterone compared to their wild type mice 
with the 
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Figure 2. Effect of LPS and GLN on lung cytokine secretion in Hsp70+/+ and Hsp70-/- mice. ELISA analysis of lung tissues of IL-1β, 
TNFα, IL-6 and IL-10 at 4 hrs (A-D) and at 18 hrs (E-H) post LPS administration respectively. All mice received, i.p., GLN (0.75 
mg/kg) or normal saline and one hour later LPS (150 μg). Results are presented as means ± SEM. Asterisks (*) depict statistical 
difference between genotypes exposed to the same treatment. *, p < 0.05; **, p < 0.001; ***, p < 0.0001. Hash signs (#) depict statistical 
difference between treatments on the same genotype. #, p < 0.05. Each graph shows a representative experiment of at least three 
independent experiments. 

 
Figure 3. Effect of LPS on plasma corticosterone levels and lung tissue levels of HSP90, NF-kB, iNOS and in Hsp70+/+ and Hsp70-
/mice.  All mice received, i.p. GLN (0.75 mg kg-1) or normal saline and one hour later LPS (150 μg); serum and lung tissue was 
assessed 4 hrs later. Plasma corticosterone levels (A & B) were measured using commercial RIA kit at 4 and 18 hrs after LPS 
administration, respectively. Basal levels were assessed before any treatment (C). ELISA kit was used to specifically quantify activated 
(phosphorylated) NF-kB p65 (D). Western blot analysis of HSP90 expression was assessed (E). RT-PCR was performed for the 
detection of iNOS mRNA expression (F). Means ± SEM. Asterisks (*) depict statistical difference between genotypes exposed to the 
same treatment. *, p < 0.05; **, p < 0.001. Each graph shows a representative experiment of at least three independent experiments. 
same treatment (Fig. 3A) at 4 hrs, while GLN 
administration did not alter the corticosterone 
levels in either genotype (Fig. 3A). No difference 
between genotypes and treatments was observed 
at 18 hrs (Fig. 3B). Basal levels of corticosterone 
did not differ between genotypes (Fig. 3C). 

Effect of HSP70 deficiency on signaling 
molecules 
NF-κB is a transcription factor which regulates 
the expression of many genes involved in 
immunity, inflammation, and protection from 
programmed cell death [48]. To further elucidate 
the mechanism through which HSP70 deficiency 
results in altered cytokine expression, we studied 
the expression of NF-κB in lung tissues. The 
expression of activated NF-κB p65 was higher in 
Hsp70-/- mice compared to their wild type 
littermates 4 hrs post LPS-induced systemic 

inflammation (Fig. 3D). GLN induced a non-
significant reduction of NF-κB p65 in the wild 
type littermates. No difference was observed on 
either HSP90 protein levels or iNOS mRNA 
expression levels in the lung 4 hrs after LPS-
induced systemic inflammation (Fig. 3E, F 
respectively). 

Fluorescence-activated cell sorting (FACS) in 
spleen and bone marrow 
Flow cytometry analysis revealed significantly 
increased numbers of CD11b+ cells in spleen of 
Hsp70-/- mice before and 4 hrs post-LPS 
induced systemic inflammation compared to 
their wild type mice (Fig. 4Aand D). The 
percentage of F4/80 cell population did not 
exhibit any difference either in spleen or in bone 
marrow under basal conditions (Fig. 4B and F, 
respectively) between the two genotypes. In 
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spleen, F4/80/CD11b+ cells exhibit a significant 
increase in Hsp70/- mice, but not in the bone 
marrow derived population (Fig. 4C and G 
respectively). GLN administration significantly 
decreased CD11b+ cells in bone marrow (Fig. H) 
whereas it had no effect in the same cells in 
spleen (Fig. 4D). 

In Vitro 

Effect of LPS and GLN on cytokine secretion 
from Hsp70+/+ and Hsp70-/- primary 
macrophages 
To further explore the effect of Hsp70 deficiency 
on cytokine secretion during LPS inflammation, 

we isolated primary peritoneal macrophages 
from both genotypes and we stimulated them, in 
vitro with LPS. TNF-α, IL-6 and IL8 were 
measured at 2, 4, and 24 hrs post LPS 
stimulation. As shown in Figure 5, the secretion 
of all three cytokines was significantly increased 
in Hsp70-/- macrophages compared to Hsp70+/+ 
macrophages at 2- and 4-hrs post LPS treatment 
(Fig. 5A, B, D, E, G, and H). At 24 hrs, only IL-
6 levels were higher in Hsp70-/- macrophages in 
comparison with Hsp70+/+ ones (Fig. 5F). 
Glutamine administration caused a further 
increase in TNF-α (at 4 and 24 hrs) and 

Figure 4. Flow cytometry of spleen and bone marrow of Hsp70+/+ and Hsp70-/- mice. Flow cytometry analysis was performed and 
F4/80 and CD11b were used as the sole surface markers for identifying macrophages. Basal levels of percentage (%) CD11b, F4/80 
and F4/80/CD11b of spleen cells (A-C) and bone marrow cells are shown, respectively (E-G). Mice also received, i.p. GLN (0.75 mg 
kg-1) or normal saline and one hour later LPS (150 μg) and the percentage of CD11b cells was measured in spleen (D) and bone marrow 
(H). Means ± SEM. Asterisks (*) depict statistical difference between genotypes exposed to the same treatment. *, p < 0.05; **, p < 
0.001; ***, p < 0.0001. Hash signs (#) depict statistical difference between treatments on the same genotype. #, p < 0.05; ##, p < 0.001. 
Each graph shows a representative experiment of at least three independent experiments. 
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Figure 5. Effect of LPS and GLN in primary macrophages of Hsp70+/+ and Hsp70-/- mice. Primary macrophages were treated with 
100 ng mL-1 LPS in the presence or absence of 10 mM of GLN. ELISA analysis of TNF-α (A-C), IL-6 (D-F) and IL-8 (G-I) was 
performed upon stimulation with LPS at 2, 4, and 24 hrs prior to cell harvesting, respectively. Means ± SEM. Asterisks (*) depict 
statistical difference between genotypes exposed to the same treatment. *, p < 0.05; **, p < 0.001; ***, p < 0.0001. Hash signs (#) 
depict statistical difference between treatments on the same genotype. #, p < 0.05; ##, p < 0.001; ###, p < 0.0001. Each graph shows a 
representative experiment of at least three independent experiments. 

 

Figure 6. Effect of LPS upon HSP90 inhibition in primary macrophages of Hsp70+/+ and Hsp70-/- mice. 17-AAG (500 nM) was applied 
2 hrs before LPS treatment. ELISA analysis of IL-6 at 6, 12 and 24 hrs post LPS. *, p < 0.05. Each graph shows a representantive 
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experiment of at least three indepedent experiments. 

IL-6 (2 and 4 hrs) in Hsp70-/- macrophages treated with LPS compared to the Hsp70+/+ 
ones with the same treatment (Fig. 5A, B, D, E, G, and H) and compared to those that 
received only LPS in the same genotype (Fig. 5B, C, D, E, H, and I). 

Effect of LPS and HSP90 inhibitor on cytokine secretion from Hsp70+/+ and Hsp70-
/- primary macrophages To investigate the possible involvement of HSP90 in the 
upregulated secretion of cytokines from Hsp70-/macrophages we pre-incubated the 
cells of both genotypes for 2 hrs with 17-AAG (Hsp90 inhibitor). Our results showed 
that 17-AAG treatment reduced IL-6 secretion from Hsp70-/-macrophages 
(significantly at 12 hrs) following LPS stimulation while it did not affect the secretion 
of IL-6 from Hsp70+/+ macrophages (Fig. 6 A-C). 

Discussion 
Our study provides substantial evidence about the role of HSP70 deficiency on the LPS 
induced systemic inflammation and sepsis. Our data demonstrate that lack of HSP70 is 
associated with lower cytokine levels in plasma and lung tissue in vivo but higher 
cytokine levels secretion by murine peritoneal macrophages in vitro, following 
LPSinduced inflammation. We also show that HSP70 may not play a major role in 
attenuating the inflammatory response after GLN administration in LPS-induced 
murine sepsis, suggesting alternative pathways bypassing the HSP70 innate immune 
response. Finally, we showed that HSP90 may increase the inflammatory response of 
Hsp70/- mice.  

Our data support the hypothesis that HSP70 improves sepsis indices in mice [18] by 
up-regulating the production of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines. 
Indeed, Hsp70-/- mice expressed lower plasma and lung levels of several of the 
cytokines studied compared to their wild type (WT) littermates. The initial 4 hr-
response fainted at 18 hrs in lung tissues so that compared to their WT littermates only 
serum TNF-α and IL-10 levels remained repressed after 18 hrs. The different results 
that have been reported in other studies, could be attributed to the different models of 
systemic inflammation-sepsis used, which present distinctly different inflammatory 
responses [49]. LPS injection (LPS model) causes a rapid induction of proinflammatory 
cytokines, which reach high levels, peaking by 1.5 to 4 hrs and then beginning to 
decline, whereas cecal ligation and puncture (CLP model) causes a slower induction of 
the same cytokines, which are still increasing after 8 hrs [50]. Also, in an Hsp70 
deficiency status, inflammatory cytokines might have acutely activated the 
hypothalamic-pituitary axis, which could rapidly reduce the early onset of the 
inflammatory response [51]. The induced in sepsis cytoplasmic hetero-oligomeric 
complex containing the hGR in association with the HSP70 and HSP90 [11] enters the 
nucleus and interacts with specific DNA sites, exerting both inhibitory and activating 
actions on transcription of immune responses [52]. Supporting an alternative induction 
pathway, Hsp70-/- mice secreted increased levels of corticosterone compared to the WT 
mice at 4 hrs post LPS systemic inflammation. This finding is of specific importance 
since the evaluation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis response in septic 
animals revealed an increase of adrenocorticotropic hormone, which was only partly 
reflected in the corticosterone level [53]. 

LPS promotes a dose-dependent increase of CD11b+ and F4/80+ cells in the murine 
lung tissue [54]; large peritoneal macrophages display high expression level of CD11b 
(monocytes), F4/80 (macrophages), and HSP70 [55]. Following LPS stimulation, the 
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major CD11b+F4/80 macrophages subset rapidly diminishes from the peritoneal cavity, 
an effect partially suppressed by phenylethynesulfonamide, a functional HSP70 
inhibitor [56]. In agreement to these results, our study revealed increased numbers of 
CD11b+, F4/80, and F4/80/CD11b cells in spleen of Hsp70-/- mice before and 4 hrs 
post-LPS induced systemic inflammation, further suggesting the participation of 
HSP70 in macrophage activation process.  

TLR4-NF-κB signaling is the major response to LPS stress associated with local 
necrosis in the liver, arterial vasodilation in the heart and kidney, lung injury, and 
mucosal shedding in the small and large intestines [57]. Enhanced HSP70 expression 
can attenuate the inflammatory response via decreased NF-κB activation and 
proinflammatory cytokine expression [58, 59]. Our finding of enhanced pulmonary NF-
κB in Hsp70-/- mice is in agreement to the results of previous studies shown that the 
absence of HSP70 activates NF-κB in sepsis, increasing neutrophil accumulation 
response and lung injury [60].  

Extending our results, we showed that following preincubation with 17-AAG, an 
HSP90 inhibitor (analog of geldanamycin), for 2 hrs before LPS stimulation, reduced 
IL-6 secretion in Hsp70-/- macrophages, which suggested that HSP90 is likely a 
mediator, at least in part, of the increased inflammatory response of Hsp70-/- 
macrophages [61]. This might explain why, in septic patients, HSP90 levels are 
elevated, positively related to HSP70, cytokines, and outcome indices [62].  

GLN-mediated attenuation of the inflammatory response, tissue injury, and 
improved survival following sepsis is dependent on the expression of HSP70 [63]. GLN 
downregulates the expression of the mediators of inflammation and lessens the 
excessive expression of ILs in cells stimulated by LPS in a dose- and time-dependently 
manner. It has been shown that doses of GLN greater than 2 to 4 mM led to an increase 
in HSP70 and attenuated proinflammatory cytokine release in PBMCs [60]. After CLP 
in rats, GLN attenuated the peak in IL-18 release at 12–24 hrs and maintained IL-18 
levels at a consistently low level throughout the initial 24 hrs period [64]. Surprisingly, 
we demonstrated that GLN at a dose of 0.75 g kg-1 repressed the secretion of TNF-α 
and IL-6 at 18 hrs and of IL-10 at 4 

and 18 hrs in Hsp70-/- mice but not in the wild type littermates. In lung-tissue GLN 
showed a similar trend for repressing effect on cytokines in Hsp70-/- mice but not in 
the wild type littermates, with the exception of a late TNFα reduction. This finding is 
in agreement with previous studies showing that glutamine supplementation of 
incubation media promoted HSP70 and early TNF-α release at 4 hrs which was not 
seen at 24 hrs, in an in vitro model using blood samples from healthy children [61]. 

In vitro, GLN could directly increase TNF-α release of LPS-stimulated RAW264.7 
macrophages and decrease mouse peritoneal macrophages TNF-α release dose-
dependently in sepsis model [62]. Furthermore, GLN administration attenuated 
macrophage dysfunction, decreased caspase-3 mRNA expression, and reduced the 
programmed cell death ligand 1 expression by T and B cells [63]. This is in agreement 
to our in vitro results, which showed that GLN decreased CD11b+ cells in spleen and 
bone marrow and caused a sustained (2 and 4 hrs) increase in TNF-α and IL-6 in Hsp70-
/- macrophages treated with LPS. These data, along with the finding that GLN 
administration temporarily only repressed NF-κB p65 and corticosterone in the wild 
type mice, also implicate that HSP70 may not play a major role in attenuating the 
inflammatory response after GLN administration in sepsis.  

Conclusions 
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The current study showed that HSP70 deletion is associated in vivo with decreased 
inflammatory response, whereas in vitro the lack of HSP70 is correlated with a 
proinflammatory phenotype. Our data suggested that the decreased inflammatory 
response, observed in the absence of HSP70 in vivo, is likely dependent on the anti-
inflammatory action of glucocorticoids. Furthermore, HSP70 may not play a major role 
in attenuating the inflammatory response after GLN administration in LPS-induced 
inflammation, suggesting alternative pathways bypassing the HSP70 innate immune 
response. Alternatively, in the absence of HSP70, intact expression of HSP90 is 
possibly required for the development of the inflammatory response. Thus, 
measurement of the HPS90 levels in macrophages might be a potential marker for the 
inflammatory response. 
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